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บทคดัย่อ 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความสามารถในการผลิตกรดและการเจริญเติบโตของ  Bifidobacterium 
dentium ในการใชน้ ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตสความเขม้ขน้ร้อยละ 2 เปรียบเทียบกับ Streptococcus mutans 
และ Lactobacillus salivarius ท่ีเวลา 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ผลการศึกษาพบว่า S. mutans, L. salivarius และ B. 
dentium สามารถผลิตกรดและเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงเวลาท่ี 6, 12 และ 24 ชัว่โมงตามล าดบั เช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถ
ใชไ้ดท้ั้ งน ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตสในกระบวนการเมตาบอลึซึม โดย S. mutans และ L. salivarius มีค่าความ
เป็นกรดต ่าสุด 3.8-4.0 และ B. dentium มีค่าความเป็นกรดต ่าสุด 4.4-4.5 การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ B. dentium สามารถ
ผลิตกรดจากการใชน้ ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตสได ้โดยให้ค่าความเป็นกรดท่ีต ่ากว่า 5.5 แสดงว่า B. dentium 
เป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดสูงซ่ึงเป็นคุณสมบติัหน่ึงของเช้ือก่อโรคฟันผ ุ 

 
ABSTRACT 

 The objective of this study was to investigate the acid-producing and growth abilities of Bifidobacterium 
dentium in 2% glucose, sucrose and lactose at 0, 6, 12, 24 and 48 hours compared to Streptococcus mutans and 
Lactobacillus salivarius. The results showed that the maximum acid production and growth of S.  mutans, L. 
salivarius and B. dentium were found at 6, 12 and 24 hours, respectively. The final pHs obtained from various sugars 
metabolism were similar, they were 3.8-4.0 for S. mutans and L. salivarius, and 4.4-4.5 for B. dentium. These results 
indicated that high acidogenic characteristic which is the one of the important properties of cariogenic bacteria was 
found in B. dentium. 
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บทน า 
ไบฟิโดแบคทีเรียเป็นเช้ือแกรมบวก ไม่สร้าง

สปอร์ ไม่สามารถเคล่ือนท่ี เจริญเติบโตไดใ้นภาวะท่ี
ไม่มีออกซิเจนเท่านั้น ไม่มีเอนไซมค์ะตะเลส ลกัษณะ
เป็นแท่งปลายแยกออกเป็นสองแขนงหรือหลายแขนง 
พบอยู่ เด่ี ยวๆ  เป็นสายยาวห รือรวมกัน เป็นกลุ่ม 
(Reimann, 2009) ไบ ฟิ โด แบ ค ที เรี ย ใน ช่ อ งป าก
สามารถแยกได้จากน ้ าลาย แผ่นคราบจุลินทรีย ์รอย
โรคฟันผุและการติดเช้ือในโพรงประสาทฟัน สปีชีส์ท่ี
พบไดบ่้อย ไดแ้ก่ Bifidobacterium dentium Scardovia 
inopinata Bifidobacterium longum Parascardovia 
denticolens แ ล ะ  Alloscardovia omnicolens 
(Mantzourani et al., 2009) โดยสปี ชีส์ ท่ีพบได้บ่อย
ท่ี สุ ด  คื อ  Bifidobacterium dentium (Scardovi, 
Crociani, 1974) 

การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า จากตัวอย่างแผ่น
คราบ จุ ลินท รีย์ทั้ งหมด 15 ตัวอย่าง พบไบ ฟิโด
แบคทีเรีย 11 ตวัอยา่ง โดยสปีชีส์ท่ีพบมากท่ีสุดคือ B. 
dentium (Modesto et al., 2006) การศึกษาในรอยผดุา้น
บดเค้ียวและแผ่นคราบจุลินทรียบ์นฟันท่ีไม่มีรอยผ ุ
พบว่าผิวฟันท่ีไม่มีรอยผุพบไบฟิโดแบคทีเรียไดน้้อย
กวา่บริเวณท่ีมีรอยผอุยา่งมีนยัส าคญั (Mantzourani  
et al., 2009) และการศึกษาจ านวนไบฟิโดแบคทีเรียใน
น ้ าลายของเด็ก พบว่าเด็กท่ีมีฟันผุจะมีจ านวนไบฟิโด
แบคทีเรียมากกว่าเด็กท่ีฟันไม่ผุอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ (P < 0.001) (Kaur et al., 2013) 

โรคฟันผุเกิดจากการเสียสมดุลระหว่างการ
สู ญ เ สี ย แ ร่ ธ า ตุ กั บ ก า ร คื น ก ลั บ แ ร่ ธ า ตุ 
(remineralization) ถา้กรดถูกผลิตมากจนค่าความเป็น
กรดลดลงต ่ากวา่ค่าวกิฤต (critical pH) คือ 5.5 จะท าให้
เกิดการสูญ เสี ยแร่ธาตุ  (demineralization) ของผิ ว
เคลือบฟัน (Seow, 1998) ไบฟิโดแบคทีเรียสามารถ
ผลิตกรดอะซิติกและกรดแลคติกในอัตราส่วนโดย
เฉล่ีย 3:2 จากการยอ่ยสลายน ้ าตาล ไบฟิโดแบคทีเรียท่ี
แยกได้จากรากฟันท่ีผุรุนแรงสามารถลดค่าความเป็น
กรดไดต้ ่ากว่า 4.2 ในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ีมีกลูโคส

เป็นส่วนประกอบ (Van Houte et al., 1996) B. dentium 
ท่ีแยกไดจ้ากช่องปากสามารถลดค่าความเป็นกรดเบส
สุดทา้ยให้เหลือ 4.4 เม่ือเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ี
มีกลูโคสเป็นส่วนประกอบ (Moynihan et al., 1998) 
แสดงให้เห็นถึงความสามารถของไบฟิโดแบคทีเรียใน
การสร้างกรด ซ่ึ ง เป็นบทบาทห น่ึ ง ท่ีส าคัญของ
แบคทีเรียก่อโรคฟันผ ุ
 อ ย่ า ง ไ ร ก็ ต า ม ก า ร ศึ ก ษ า เ ก่ี ย ว กั บ
ความสามารถในการผลิตกรดและการเจริญเติบโตของ 
B. dentium ในสภาวะของชนิดน ้ าตาลต่างๆ ยงัมีจ ากดั 
การศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความสามารถ
ในการผลิตกรดและการเจริญเติบโตของ  B. dentium 
ในสภาวะของชนิดน ้ าตาลต่างๆ เปรียบเทียบกับ S. 
mutans และ L. salivarius 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิต
กรดและการเจริญ เติบโตของ  B. dentium ในการ
เพาะเล้ียงในน ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตส ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 2 ณ เวลาต่างๆ เปรียบเทียบกบัเช้ือก่อ
โรคฟันผ ุS. mutans และ L. salivarius 
 
วธีิการวจิยั 

เช้ือทีเ่ลือกน ามาศึกษา 
เช้ืออา้งอิงท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี คือ B. dentium 

CCUG 18367, S. mutans ATCC 25175 แ ล ะ  L. 
salivarius ATCC 11741  

การเพาะเลีย้งเช้ือและการเตรียมเช้ือทดลอง 
น าเช้ือท่ีต้องการศึกษาซ่ึงถูกเก็บไวท่ี้ -80 

องศาเซลเซียสมาเล้ียงบนอาหารเพาะเล้ียงโดย B. 
dentium ใช้อาหารเพาะ เล้ียงเช้ือชนิด  Brain Heart 
Infusion (BHI) agar เติม 0.05% (น ้ าหนกั/ปริมาตร) L-
cysteine-hydrochloride ส่ ว น  S. mutans แ ล ะ  L. 
salivarius ใช้อาหารเพาะเล้ียง Brain Heart Infusion 
(BHI) agar บ่มในภาชนะเล้ียงแบคทีเรียไร้ออกซิเจน 
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(Anaerobic jar) ในภาวะ 80% N2, 10% H2 และ 10% 
CO2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือทีม่นี า้ตาล 
ร้อยละ 2 
 ส าหรับ B. dentium ใช้อาหารเพาะเล้ียงเช้ือ
ช นิด เหลว Brain Heart Infusion (BHI) broth ท่ี เติ ม 
0.05% L-cysteine-hydrochloride เ ป็ น ส า ร ล ะ ล า ย
พ้ืนฐาน ส่วน S. mutans และ L. salivarius ใช้อาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Brain Heart Infusion (BHI) 
broth เป็นสารละลายพ้ืนฐาน เติมน ้ าตาลต่างๆ ให้มี
ความเข้มขน้ของน ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโต
สร้อยละ 2 (น ้ าหนัก/ปริมาตร) น าไปท าการปราศจาก
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

การเตรียมเช้ือส าหรับการทดลอง 
น าเช้ือท่ีได้จากจานเพาะเล้ียงเช้ือมาเล้ียงใน

อาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวโดย B. dentium ใช้
อาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Brain Heart Infusion 
(BHI) broth ท่ี เ ติ ม  0.05% L-cysteine-hydrochloride 
ส่วน S. mutans และ L. salivarius  ใชอ้าหารเพาะเล้ียง
เช้ือชนิดเหลว Brain Heart Infusion (BHI) broth ท่ีเติม 
0.05% (w/v) L-cysteine-hydrochloride ส าห รับ เช้ือ ท่ี
ใชใ้นการศึกษา หลงัจากการบ่มเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง 
น าไปป่ันแยกท่ี 6,500 รอบเป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ล้างเช้ือ B. dentium ด้วย phosphate 
buffered saline ผสม 0.05% L-cysteine-hydrochloride 
แ ล ะ ล้ า ง เ ช้ื อ  S. mutans แ ล ะ  L. salivarius ด้ ว ย 
phosphate buffered saline วดัปริมาณเช้ือตั้ งต้นด้วย
เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร ให้ไดค้่าความหนาแน่นของ B. dentium โดยวดั
ความขุ่น (optical density) 0.5 ส่วน S. mutans และ L. 
salivarius วดัความขุ่น 0.2 ซ่ึงจะได้ปริมาณเช้ือ 108 
CFU/ml  

การวัดการเจริญเติบโตและการผลิตกรดของ
เช้ือ 

เติมเช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือผสมน ้ าตาลท่ีเตรียมไวใ้ห้ปริมาตรรวมแต่ละ

ขวดเป็น 100 มิลลิลิตร แลว้น าขวดทดลองไปบ่มใน
สภาวะไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) ในภาวะ 80% N2, 
10% H2 และ  10% CO2 ควบ คุมอุณห ภู มิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 ท่ี เวล า  0, 6, 12, 24 และ  48 ชั่ วโม ง  เก็ บ
ตวัอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตรจากขวดทดลอง ออกมา 
เพื่ อว ัดการเจริญ เติบโตของเช้ือด้วยการวัดความ
หนาแน่นของเซลล์โดยการวดัความขุ่นด้วยเคร่ือง 
เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน
เมตร และวดัค่าความเป็นกรดเบสของสารละลายดว้ย
เค ร่ืองวัดความเป็นกรดด่าง (Cyberscan 1000 pH, 
Oakton Instruments, Vernon Hills, USA)  
 ท าการทดลองซ ้ า 2 คร้ังตั้ งแต่ขั้นตอนการ
เพาะเล้ียงเช้ือจนถึงขั้นตอนการวดัการเจริญเติบโตและ
การการผลิตกรดของเช้ือ  
 
สถิตทิีใ่ช้ในการวเิคราะห์ข้อมูล  
 ค่ าพ า ร า มิ เต อ ร์ ท่ี ไ ด้ จ าก ก าร วัด ก า ร
เจริญเติบโตและการผลิตกรดของเช้ือ ได้แก่ ค่าเฉล่ีย
ความหนาแน่นของเซลล์โดยการวดัความขุ่นและค่า
ความเป็นกรดของอาหารเล้ียงเช้ือ  
 ใช้สถิติเชิงพรรณนาในการวิเคราะห์ขอ้มูล 
เพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและค่าความเป็นกรด 
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ผลการวจิยั 
ตารางที ่1 แสดงอัตราการผลิตกรดท่ีช่วงเวลาต่างๆ 

ของ B. dentium, S. mutans และ L. salivarius 
เม่ือเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ี
มีน ้ าตาลชนิดต่างๆ เป็นส่วนประกอบ 

ชนิดของ
แบคทีเรีย 

ชนิดน ้าตาล 
อัตราการผลิตกรด (pH/hr) 

6 12 24 48 

B. dentium 
CCUG 18367 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.03 
0.04 
0.03 

0.09 
0.13 
0.09 

0.30 
0.25 
0.28 

0.00 
0.02 
0.05 

S. mutans 
ATCC 25175 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.31 
0.35 
0.31 

0.17 
0.14 
0.17 

0.04 
0.04 
0.03 

0.02 
0.01 
0.02 

L. salivarius 
ATCC 11741 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.07 
0.07 
0.05 

0.33 
0.35 
0.19 

0.12 
0.10 
0.26 

0.02 
0.02 
0.03 

 

ตารางที ่2 แสดงอตัราการเจริญเติบโตท่ีช่วงเวลาต่างๆ 
ของ B. dentium, S.mutans และ L.salivarius 
เม่ือเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ี
มีน ้ าตาลชนิดต่างๆ เป็นส่วนประกอบ 

ชนิดของ
แบคทีเรีย 

ชนิดน ้าตาล 
อัตราการเจริญเติบโต  (OD/hr) 

6 12 24 48 

B. dentium 
CCUG 18367 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.02 
0.03 
0.02 

0.12 
0.15 
0.11 

0.15 
0.11 
0.15 

0.03 
0.04 
0.03 

S. mutans 
ATCC 25175 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.22 
0.22 
0.22 

0.07 
0.06 
0.08 

0.03 
0.03 
0.03 

0.01 
0.00 
0.01 

L. salivarius 
ATCC 11741 

กลูโคส 
ซูโครส 
แลคโตส 

0.03 
0.03 
0.02 

0.17 
0.19 
0.11 

0.05 
0.04 
0.15 

0.01 
0.01 
0.01 

 แสดงอตัราการผลิตกรดและการเจริญเติบโตสูงสุดของเช้ือ 

 
ผลการศึกษาพบว่า S. mutans สามารถผลิต

กรดและเจริญเติบโตได้ดีท่ี 6 ชัว่โมง โดยมีอตัราการ
เจริญเติบโตในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมี
น ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตสเป็นส่วนประกอบ
ได้ไม่แตกต่างกัน มีอัตราการผลิตกรดในอาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีน ้ าตาลซูโครสมากท่ีสุด 
และมีอตัราการผลิตกรดในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิด

เหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสและแลคโตสรองลงมา (ตาราง
ท่ี 1 และ 2) 

เ ม่ื อ เพ าะ เล้ี ย ง  L. salivarius ใน อ าห าร
เพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคสและซูโครส 
พบว่า L. salivarius สามารถผลิตกรดและเจริญเติบโต
ไดดี้ท่ี 12 ชัว่โมง โดยมีอตัราการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีน ้ าตาล
ซูโครสไดดี้กว่าในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมี
กลูโคส (ตารางท่ี 1 และ 2) 

เ ม่ื อ เพ าะ เล้ี ย ง  L. salivarius ใน อ าห าร
เพาะเล้ียงเช้ือชนิดเหลวท่ีมีน ้ าตาลแลคโตส พบว่า L. 
salivarius สามารถผลิตกรดและเจริญเติบโตไดดี้ท่ี 24 
ชัว่โมง โดยมีอตัราการเจริญเติบโตและการผลิตกรด
น้อยกว่าเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือชนิด
เหลวท่ีมีกลูโคสและซูโครส (ตารางท่ี 1 และ 2) 

B. dentium ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต ก ร ด แ ล ะ
เจ ริญ เติบ โตได้ ดี ท่ี  24 ชั่ วโม ง  โดยมีอัต ราการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ
ชนิดเหลวท่ีมีน ้ าตาลกลูโคส ซูโครสและแลคโตส
ใกลเ้คียงกนั (ตารางท่ี 1 และ 2) 

 
รูปที ่1  ความสามารถในการผลิตกรดของ B. dentium 

S. mutans และ L. salivarius เม่ือเพาะเล้ียงใน
อาหารชนิดเหลวท่ีมีกลูโคสเป็นส่วนประกอบ
ท่ีเวลาต่างๆ 
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รูปที ่2  ความสามารถในการผลิตกรดของ B. dentium 

S. mutans และ L. salivarius เม่ือเพาะเล้ียงใน
อาหารชนิดเหลวท่ีมีซูโครสเป็นส่วนประกอบ
ท่ีเวลาต่างๆ 

 

 
รูปที ่3  ความสามารถในการผลิตกรดของ B. dentium 

S. mutans และ L. salivarius เม่ือเพาะเล้ียงใน
อ าห า ร ช นิ ด เห ล ว ท่ี มี แ ล ค โ ต ส เป็ น
ส่วนประกอบท่ีเวลาต่างๆ 

  

S. mutans มีค่าความเป็นกรดสุดท้ายในการ
ใชน้ ้ าตาลต่าง ๆ ท่ี 3.8-3.9 ใกลเ้คียงกบั L. salivarius มี
ค่าความเป็นกรดสุดทา้ยในการใชน้ ้ าตาลต่าง ๆ ท่ี 3.9-
4.0 และ B. dentium มีค่าความเป็นกรดสุดท้ายในการ
ใชน้ ้ าตาลต่าง ๆ ท่ี 4.4-4.5 (รูปท่ี 1-3) 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ผ ลิ ต ก ร ด มี
ความสมัพนัธ์กบัความสามารถในการเจริญเติบโตของ
เช้ือ การศึกษาน้ีพบวา่ S. mutans สามารถผลิตกรดและ
เจริญเติบโตได้เร็วท่ีสุดโดยมีอัตราสูง ท่ี  6 ชั่วโมง 
รองลงมาคือ L. salivarius ซ่ึงมีอตัราการผลิตกรดและ
เจริญเติบโตสูงท่ี  12 ชั่วโมง โดยค่าความเป็นกรด
สุดท้ายของ S. mutans และ L. salivarius เท่ากับ 3.8-
3.9 และ 3.9-4.0 ตามล าดบั B. dentium มีอตัราการผลิต
กรดและเจริญเติบโตสูงท่ี 24 ชัว่โมง แมว้า่ B. dentium 
สามารถผลิตกรดและเจริญเติบโตได้ชา้เม่ือเทียบกบั S. 
mutans และ L. salivarius แต่พบว่า B. dentium มีค่ า
ความเป็นกรดสุดทา้ยเท่ากบั 4.4-4.5 ซ่ึงต ่ากวา่ค่าวกิฤต
ของการเกิดฟันผุ (pH 5.5) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Moynihan et al. (1998) ท่ีรายงานวา่ B. dentium ท่ี
แยกได้จากช่องปากสามารถลดค่าความเป็นกรด
สุดท้ายท่ี  4.4 เม่ือเล้ียงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือท่ี มี
กลูโคสเป็นส่วนประกอบ   
 นอกจากน้ีการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่า B. 
dentium มี ค ว าม ส าม าร ถ ใน ก าร ใช้ น ้ า ต าล ไ ด้
หลากหลายในกระบวนการเมตาบอลิซึม ซ่ึงมีรายงาน
ของ Masco (2006) ท่ีว่า bifidobacteria มี เอนไซม์ ท่ี
สามารถยอ่ยน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว น ้ าตาลโมเลกุลคู่และ
คาร์โบไฮเดรตท่ีซบัซอ้นได ้ 
 ค่าความเป็นกรดสุดท้ายจากน ้ าตาลทั้ ง 3 
ชนิดในการศึกษาน้ีมีค่าต ่ากวา่ค่าวกิฤตของการเกิดฟัน
ผุ บ่งช้ีให้เห็นวา่ B. dentium เป็นเช้ือท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตกรดสูงซ่ึงเป็นคุณสมบัติหน่ึงของเช้ือก่อ
โรคฟันผ ุ
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จากการท่ีสามารถพบ B. dentium ไดม้ากใน
รอยโรคฟันผุ (Mantzourani et al., 2009) ถึงแม้ว่าเช้ือ
จะ เจ ริญ เติบ โตและผ ลิตกรดได้ช้ า  แต่ เช้ื อ น้ี มี
ความสามารถในการใช้น ้ าตาลได้หลากหลาย และมี
คุณสมบติัในการผลิตกรดจนมีค่าความเป็นกรดสุดทา้ย
ต ่ ากว่าค่าวิกฤต บ่งช้ีให้เห็นว่าเช้ือน้ีอาจมีบทบาท
ก่อใหเ้กิดโรคฟันผใุนช่องปากได ้
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