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บทคดัย่อ 

 

 จากแบคทีเรียแลคติกทังหมด 159 ไอโซเลท ทีแยกได้จากอาหารทะเล ได้แก่ กุ้ง 

หอย ปู หมึก และปลาชนิดต่างๆ จํานวน 25 ตัวอย่าง เมือนํามาคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที

สามารถยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์แกรมบวก ได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Listeria monocytogenes ATCC 15313 และ Enterococcus faecalis ATCC 29212 และแกรม

ลบ ได้แก่ Escherichia coli PSU 95 Pseudomonads aeruginosa ATCC 27853 Vibrio 

parahaemolyticus PSU 1681 และ Salmonella Typhi โดยวิธี Agar spot assay พบว่า มี

แบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท FSK-L 5101 POL-20108 HYL-20104 L-

SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104 ทสีามารถผลิตสารยับยังได้ดี นอกจากนีแบคทเีรียแลคติก

ทัง 5 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ทีอุณหภูมิตาํ 4 องศาเซลเซียส (Psychrotrophic lactic acid 

bacteria) หลังจากนันทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยังโดยวิธี agar well diffusion โดย

ไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 25104 สามารถยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดี

ทีสุด โดยเฉพาะอย่างยิง L. monocytogenes ATCC 15313 เมือทาํการเทียบเคียงชนิดของ

แบคทีเรียแลคติก โดยศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของ16S rDNA พบว่า ไอโซเลท L-SQ-L 

25104 จัดอยู่ในสกุล Carnobacterium divergens มีค่า99 % similarilty และ L-SH-L 25104 

จัดอยู่ในสกุล Carnobacterium maltaromaticum มีค่า 99 % similarity ทงันีแบคทเีรียแลคติกทงั 

2 ไอโซเลท ดือต่อยา penicillin G ampicillin และ ceftriazone แต่มีความไวต่อการตอบสนอง

ของยา vancomycin chloramphenical และ erythromycin ไม่มีการสร้างโปรตีน hemolysin และ

ไม่มีกจิกรรมการสร้าง tyramine และ histamine จากการศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตสาร

ยับยังของ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 พบว่าสามารถผลิตสารยับยังได้ดีเมือเพาะเลียง

ในอาหาร M17+G ทพีีเอชเริมต้นเท่ากบั 6.5-7.0 บ่มทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สารยับยังที

มีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน ทนความร้อน 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30นาที ทนต่อพีเอช 

5.0-7.0 และสูญเสียกิจกรรมอย่างสมบูรณ์ภายหลังจากทดสอบด้วยเอนไซม์ proteinase K 

protease trypsin ߙ-chymotrypsin lipase และ ߙ-amylase เมือนาํสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริ

โอซินของ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาทดสอบหาค่าความเข้มข้นตาํสดุในการยับยัง 

L. monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธี broth microdilution assay พบว่ามีค่าเท่ากับ 64 
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Au/mL แต่ไม่สามารถฆ่า L. monocytogenes ATCC 15313 ได้ เมือนํา C. maltaromaticum 

L-SH-L 25104 มาเพาะเลียงร่วมกับ L. monocytogenes ATCC 15313 เป็นเวลา 72 ชัวโมง 

พบว่ามีกจิกรรมการยับยังคิดเป็นร้อยละ 98 โดยจํานวนของ L. monocytogenes ATCC 15313 

ลดลงประมาณ 1-2 log CFU/mL ภายหลังการเพาะเลียงร่วมกันเป็นเวลา 24-36 ชัวโมง และ

ได้นําสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินทีผลิตได้และเซลล์ของ C. maltaromaticum L-SH-L 

25104 จํานวน 104 CFU/mL มาทดสอบกับเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 จํานวน 

103 CFU/mL ในกุ้งขาวสด (Litopenaeus vannamei) โดยเกบ็แช่เยน็ทีอุณหภูมิ 5 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน พบว่ากุ้งแช่เยน็ทีเติมเชือ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 

สามารถลดจาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313 ประมาณ 2-3 log CFU/mL ในวันท ี3–

7 ของการเกบ็ ในขณะทกีารใช้สารทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน สามารถลดได้ประมาณ 1 log  

CFU/mL ในช่วง 7 วันของการเกบ็รักษา  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 



(7) 
 

 
 

Thesis Title    Selection of Psychrotrophic Lactic Acid Bacteria with Production of     

  Antibacterial Compounds to Control Pathogens in Chilled Seafood     

  Products 
Author Miss Nucharee Tuntisuwanno 

Major Program Microbiology 

Academic Year 2014 

 

ABSTRACT 

 One hundred and fifty-nine isolates of lactic acid bacteria (LAB) from 25 chilled 

seafood samples such as shrimp oyster crab squid and fish were examined for  their 

antimicrobial activity against the gram positive of indicator bacteria: Staphylococcus aureus 

ATCC 29213, Listeria monocytogenes ATCC 15313 and Enterococcus faecalis ATCC 

29212 and the gram negative: Escherichia coli PSU 95, Pseudomonads aeruginosa ATCC 

27853, Vibrio parahaemolyticus PSU 1681 and Salmonella Typhi by agar spot assay. 

Five LAB isolates: FSK-L 5101, POL-20108, HYL-20104, L-SQ-L 25104 and L-

SH-L 25104 that showed strong inhibitory activity were further analysed to examine their 

psychrotrophic characteristics (ability to grow at 4 ºC). All of these isolates were further 

selected and determined for producing antimicrobial substances by agar well diffusion 

assay. L-SH-L 25104 and L-SQ-L 25104 inhibited the growth of indicator strains, 

especially L. monocytogenes ATCC 15313. Both isolates were identified by sequencing of 

16S rDNA gene boundary region . These isolates were identified into 2 different LAB 

species: L-SQ-L 25104 as Carnobacterium divergens (99% similar to Carnobacterium 

divergens) and L-SH-L 25104 as Carnobacterium maltaromaticum (99 % similar to 

Carnobacterium maltaromaticum). They were resistant to antibiotics as follows: penicillin 

G, ampicillin and ceftriazone. However, they were susceptible to antibiotics as follows: 

vancomycin, chloramphenical and erythromycin. Non of isolates did not produce 

hemolysin, tyramine and histamine. C. maltaromaticum L-SH-L 25104 could produce the 

highest antimicrobial substances in M17+G medium pH 6.5-7 at 25 ๐C could produce the 
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highest antimicrobial substances level, which had 64 Au/mL. The bacteriocin-like 

substance was heat resistant about 80 ๐C for 30 min, and it tolerated pH 5-7. The activity 

of bacteriocin-like substance was lost completely by proteinase K, protease, trypsin,       

 amylase. In addition, the activity of bacteriocin-like-ߙ chymotrypsin, lipase and-ߙ

substance from C. maltaromaticum L-SH-L 25104 exhibited antibacterial activity againt 

L. monocytogenes ATCC 15313 by microdilution assay at the level of 64 Au/mL. 

However, it could not kill L. monocytogenes ATCC 15313. The mixed cultures between 

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 and L. monocytogenes ATCC 15313 were 

investigated for 72 hours. The result showed that the inhibition of C. maltaromaticum 

against the L. monocytogenes ATCC 15313 was 98% for 72 hours. Lactic acid bacteria 

reduced indicator bacteria about 1-2 log CFU/mL after 24-36 hours. In addition, the 

bacteriocin-like substance and C. maltaromaticum L-SH-L 25104 (104 CFU/mL) were 

cultured together with L. monocytogenes ATCC 15313 (103 CFU/mL) in raw shrimps 

(Litopenaeus vannamei) during 1 week of storage at 5°C. The result demonstrated that C. 

maltaromaticum L-SH-L 25104 reduced the growth of L. monocytogenes ATCC 15313 

2-3 log CFU/mL during 3 –7 days of storage. On the other hand, the bacteriocin-like 

substance reduced L. monocytogenes ATCC 15313 1 log  CFU/mL during 1 week of 

storage. 
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บทที 1 

  บทนํา 

บทนําตน้เรือง 

 ปัจจุบันอุตสาหกรรมอาหารทะเลเป็นสินค้าส่งออกทางเศรษฐกิจทีสาํคัญของ

ประเทศไทย เนืองจากการส่งออกของอาหารทะเลมีมูลค่าสูงถึง 2.5 พันล้านดอลลาร์สหรัฐในปี 

2008 เวียดนาม จีน และอนิเดีย ถือเป็นคู่แข่งทสีาํคัญมากของไทยในตลาดนี โดยเฉพาะสนิค้ากุ้ง

สดแช่เย็น แช่แข็ง เนืองจากกุ้งของเวียดนามและอินเดียมีขนาดใหญ่กว่าไทย (THAIFEX, 

2013) และการแข่งขันยังคงสงูขึนอย่างต่อเนือง การผลิตสนิค้าทมีีคุณภาพตรงกับความต้องการ

ของลูกค้าและมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคเป็นข้อกาํหนดพืนฐานสาํคัญสาํหรับผู้ผลิต ซึงความ

ต้องการอาหารทะเลได้ทวีความสาํคัญมากขึนในระดับโลก เนืองจากอาหารทะเลอุดมไปด้วย

คุณค่าทางโภชนาการและรสชาติอร่อยถูกปากผู้บริโภค  

  ผู้บริโภคส่วนใหญ่นิยมเลือกซืออาหารพร้อมรับประทาน (Ready-to-eat) รวม

ไปถึงอาหารทะเลสดทมีีการบรรจุบนถาดโฟมห่อด้วยฟิล์มพลาสติกใสและเกบ็รักษาในตู้แช่เยน็ที

อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ในซูเปอร์มาร์เกต็ ซึงอาจพบการปนเปือนของแบคทีเรียโดยเฉพาะ 

Listeria monocytogenes เนืองจากสามารถอยู่รอดในทอุีณหภูมิตาํได้ ซึงทาํให้มีโอกาสเสียงทีเชือ

จะมีการเพิมจาํนวนมากขึนเมือมีการเกบ็รักษาอาหารทีอุณหภูมิตาํ (Freitag et al., 2009) จาก

การรายงานของ Dorsa et al. (1993) พบว่า Listeria monocytogenes มี generation time ทีสัน 

และเจริญในอาหารทะเลได้ดีกว่าอาหารประเภทเนืออืนๆ Lovett et al. (1990) พบว่า เมือเกบ็

รักษากุ้งในตู้ เยน็ ทีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส L. monocytogenes จะเพิมจํานวนขึนจาก 103 

CFU/g เป็น 106-107 CFU/g เมือเกบ็ไว้เป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ จะทาํให้ผู้บริโภคเสียงต่อการ

เกิดโรค listeriosis เกิดอาการท้องร่วง แท้งในหญิงตังครรภ์ และเกิดการเสียชีวิตในบางราย 

(European Food Safety Authority, 2013) อกีทงั L. monocytogenes ยังเป็นสาเหตุสาํคัญทีทาํ

ให้อาหารทะเลเน่าเสีย ซึงก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจเป็นอย่างมาก (Norhana et al, 

2010) นอกจากนีอาหารทะเลยังอาจพบเชือแบคทเีรียอืนๆ ทีเป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียและ

แบคทีเรียทีก่อโรคอืนๆ เช่น Escherichia coli Salmonella sp. Staphylococcus aureus Bacillus 

cereus และ Vibrio parahaemolyticus (Calo-Mata et al., 2008; Mejlholm et al., 2008) 

  ปัจจุบันผู้บริโภคให้ความสาํคัญเกยีวกบัความปลอดภัยต่อการบริโภคมากขึน จึง

ได้มีการคิดค้นหาสารกนัเสยีชีวภาพตามธรรมชาติทมีีความปลอดภัย ทผีลิตจากแบคทเีรียแลคติก 

เพราะเป็นแบคทีเรียทีเกียวข้องกับการผลิตอาหารหมักชนิดต่างๆ ซึงมนุษย์บริโภคมาเป็น

เวลานานนับพันปี (Cleveland et al., 2001) ดังนันผู้บริโภคส่วนใหญ่จึงยอมรับว่าแบคทีเรีย    

แลคติกทีแยกได้จากอาหารหมักเป็น food–grade organism มีความปลอดภัย (Generally 
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Recognized as safe, GRAS) (Adam, 1999) แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตสารยับยัง ได้แก่ 

กรดอนิทรีย ์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะซิทลิ และ แบคเทอริโอซิน ซึงสารเหล่านีมีฤทธิในการ

ต้านแบคทีเรียทีก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียทีก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร (Deegan et al., 

2006) 

 ปัจจุบันแบคทีเรียแลคติกและแบคเทอริโอซินได้รับความสนใจและศึกษากัน

อย่างกว้างขวางโดยสามารถนํามาใช้ประโยชน์ในการถนอมอาหารด้วยวิธีการทางชีวภาพ 

(biopreservation) ในอุตสาหกรรมอาหารหลายชนิด เช่น เนือสัตว์ นม เครืองดืม แอลกอฮอล์ 

เป็นต้น โดยการนาํไปใช้อาจอยู่ในรูปของแบคเทอริโอซินบริสทุธกิงึบริสุทธ ิหรือใช้เซลล์จุลินทรีย์

ทสีามารถสร้างแบคเทอริโอซินเป็นเชือตังต้น (starter culture) ในกระบวนการผลิต (Field et al., 

1996) และแม้ว่าสารกันเสียชีวภาพจะมีการนํามาใช้เป็นส่วนใหญ่ในอาหารหมัก แต่สามารถ

นํามาใช้กับอาหารทีไม่ใช่อาหารหมักได้ เช่น อาหารทะเล โดยเฉพาะแบคทีเรียแลคติกทีทน

อุณหภูมิตาํได้ มีการศึกษาทปีระสบความสาํเรจ็ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลทมีีการยับยังเชือ Listeria 

spp. โดยสายพันธุ์ทีแตกต่างของแบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่มาจากแบคทีเรียแลคติกจีนัส 

Carnobacterim และ Lactobacillus ซึงเกิดจากการผลิตแบคเทอริโอซิน (Matamoros et al., 

2009) และเพือทจีะพัฒนาเทคโนโลยีของสารกนัเสยีชีวภาพเพือปรับปรุงคุณภาพและยืดอายุการ

เกบ็รักษาและคงคุณค่าทางอาหารของอาหารทะเล  

  ดังนันการศึกษาครังนีจึงสนใจทจีะแยกแบคทเีรียแลคติกจากตัวอย่างอาหารทะเล

แช่เยน็ทมีีความสามารถในการผลิตสารยับยังแบคทเีรียก่อโรคและแบคทเีรียททีาํให้อาหารเน่าเสยี 

โดยเฉพาะอย่างยิง Listeria monocytogenes และศึกษาสภาวะทีเหมาะสมต่อการผลิตและสมบัติ

ของสารยับยังจากแบคทีเรียแลคติกทีคัดเลือกได้ รวมทังการนําไปประยุกต์ใช้ในการยับยังเชือ

แบคทเีรียก่อโรคในระดับห้องปฏิบัติการ 
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บทตรวจเอกสาร 

1. แบคทีเรียแลคติก ( Lactic acid bacteria, LAB) 

 

1.1 ลกัษณะทวัไป 

 

แบคทเีรียแลคติกเป็นแบคทเีรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม (cocci) หรือ ท่อน (rod) 

ไม่สร้างสปอร์ จัดเป็นพวก microaerophilic หรือ facultative anaerobic ไม่มีไซโตโครม 

(cytochrome) ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) มีค่าปริมาณ G+C น้อยกว่า 55 โมล

เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย จีนัสต่างๆ ได้แก่ Streptococcus Lactococcus Enterococcus 

Pediococcus Tetragenococcus Leuconostoc Lactobacillus Weissella Carnobacterium 

Aerococcus Vagococcus และ Oenococcus (Stiles and Holzapfel, 1997) แบคทเีรียแลคติกจะ

เปลียนอาหารทีมีนําตาลให้เป็นกรดแลคติกประมาณ 50% และผลิตภัณฑ์อืน เช่น ไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ ไดอะซิทิล อะซิทัลดีไฮด์ และกรดอินทรีย์ (Stiles and Holzapfel, 1997) 

แบคทีเรียแลคติกได้รับการยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียทีปลอดภัย มักใช้ในการหมักและถนอม

อาหาร ซึงอาจหมักตามธรรมชาติโดยใช้แบคทีเรียแลคติกทีมีอยู่ในวัตถุดิบหรือเติมแบคทีเรีย   

แลคติกในรูปกล้าเชือ (starter culture) ลงในอาหารภายใต้ภาวะควบคุม ตัวอย่างของจีนัสทีใช้

เป็นกล้าเชือในกระบวนการหมักผลิตภัณฑ์นม เนือ และผัก ได้แก่ Lactococcus Streptococcus 

Pediococcus Lactobacillus และ Carnobacterium (Stiles and Hastings, 1991) 

 

1.2 แหล่งทีพบ 

 

แบคทีเรียแลคติกมักพบได้ในอาหารหมักหลายชนิด ซึงส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรีย    

แลคติกทปีนเปือนมาจากผลิตผลทางการเกษตรและเครืองมือทีเกียวกับการแปรรูปผลิตผลทาง

การเกษตร นอกจากนียังพบแบคทเีรียแลคติกในผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์อาหารหมัก ผลิตภัณฑ์

ข้าว ผลิตภัณฑ์เนือ ปลา ไวน์ ผลไม้ และนําผลไม้ อีกทังเป็นจุลินทรีย์ประจําถินในช่องปาก 

ทางเดินอาหาร และอวัยวะสืบพันธุ์ (สุพรรษา, 2550) ปัจจุบันได้มีการพัฒนาการใช้ประโยชน์

ของแบคทีเรียกลุ่มนีเพือใช้เป็นกล้าเชือในการผลิตอาหารหมักหลายชนิด เช่น ไส้กรอกหมัก 

ผลิตภัณฑ์นมหมัก (ปินมณ,ี 2547) 
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1.3 สภาวะและความตอ้งการสารอาหารในการเจริญ 

 

มีความต้องการสารอาหารค่อนข้างซับซ้อนและอุดมสมบูรณ์ (complex and 

enrichment media) เพาะเลียงได้ยากเนืองจากต้องการอาหารทีมีความเหมาะสมในการเจริญ

(fastidious microorganism) โดยใช้กรดอะมิโนเป็นแหล่งไนโตรเจน เชือจะเจริญได้ในอาหารทีมี 

growth factor และวิตามินหลายชนิด เช่น ไบโอติน (biotin) ริโบฟลาวิน (riboflavin) และส่วน

ใหญ่ต้องการสารอนินทรีย์ในปริมาณค่อนข้างสงู เช่น แมงกานีส แมกนีเซียม และฟอสฟอรัส เป็น

ต้น แบคทเีรียแลคติกส่วนใหญ่ต้องการอากาศเพียงเลก็น้อย (microaerophile) บางชนิดเป็นพวก

ไม่ต้องการอากาศอย่างยิง (strictly anaerobe) เนืองจากเป็นแบคทเีรียทีได้พลังงานจากการหมัก

นําตาลโดยไม่ต้องใช้ออกซิเจน นําตาลเป็นแหล่งพลังงานทีสาํคัญของแบคทีเรียชนิดนี ซึงมี

ความสามารถในการใช้นําตาลได้หลายประเภทตังแต่ monosaccharide disaccharide จนถึง 

polysaccharide เป็นต้น อุณหภูมิทเีหมาะสมในการเจริญโดยทวัไป 30-40 องศาเซลเซียส พีเอช

ทีเหมาะสมโดยปกติ 5.5–5.8 หรือตํากว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีความสามารถทนทานต่อ

สภาพแวดล้อมทเีปลียนแปลงไปได้ดี ทนต่อสภาพความเป็นกรดสงู สภาวะความเป็นกรดสงูนีจะมี

ผลกระทบต่อการยับยังการเพิมจาํนวนเซลล์ หรือกาํจัดกลุ่มจุลินทรีย์ทีก่อให้เกิดการเน่าเสียของ

อาหาร 

  หากจัดแบ่งแบคทีเรียแลคติกตามการใช้อาหารและการสร้างสาร (Axelsson, 

1993) สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ  

 

1.3.1 Homofermentative lactic acid bacteria หมายถึง แบคทีเรียแลคติกทีหมัก

นาํตาลกลูโคส ทาํการเปลียนกลูโคสเป็นไพรูเวสโดยอาศัยเอนไซม์ aldolase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

แล้วให้กรดแลคติกประมาณร้อยละ 85 หรือมากกว่าการหมักคาร์โบไฮเดรตโดยผ่าน glycolysis 

pathway (Embden-Meyerhof-Parnas pathway) แบคทีเรียแลคติกกลุ่มนีไม่ต้องการ thiamine 

ในการเจริญ ได้แก่ Pediococcus Streptococcus และ Lactobacillus บางชนิด 

 

1.3.2 Heterofermentative lactic acid bacteria หมายถึง แบคทีเรียแลคติกทีหมัก

นําตาลกลูโคสแล้วให้กรดแลคติกร้อยละ 50 คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20-25 กรดอะซิติก 

และเอธานอลร้อยละ 20-25 โดยผ่าน phosphoglyconate pathway หรือ phosphoketolase 

pathway แบคทเีรียแลคติกกลุ่มนีต้องการ thiamine ในการเจริญ สร้างเอนไซม์ phosphoketolase 

แต่ไม่สร้างเอนไซม์ aldolase ได้แก่ Leuconostoc และ Lactobacillus บางชนิด 
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1.4 การจดัจําแนกแบคทีเรียแลกติก 

 

 ในปี ค.ศ. 1919 ได้มีการริเริมจัดอนุกรมวิธานแบคทเีรียแลคติก โดยอาศัยลักษณะ

ทางสณัฐานวิทยา ชนิดของกระบวนการหมักนําตาลกลูโคส ความสามารถในการใช้นําตาลแต่ละ

ชนิดและความสามารถในการเจริญทีอุณหภูมิต่างๆ สามารถแบ่งแบคทีเรียแลคติกออกเป็น 7 

จีนัส ได้แก่ Batabacterium Thermobacterium Streptobacterium Streptococcus Betacoccus 

Microbacterium และ Tetranococcus (พิเชษฐ์, 2548) ต่อมา Wood และ Holzapfel ในปี ค.ศ. 

1995 ได้จัดจาํแนกแบคทเีรียแลคติกเป็น 9 จีนัส ได้แก่ Bacillus Batabacterium Enterococcus 

Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc Pediococcus Streptococcusและ Sporolactobacillus 

(Wood and Holzapfel, 1995) 

  ในปัจจุบันนีได้มีการนําความรู้ทางด้านอณูพันธุศาสตร์เข้ามาใช้ในการจัดจําแนก

แบคทเีรียในระดับจีนัสและสปีชีส ์โดยพิจารณาความแตกต่างของชนิดกรดนิวคลีอิกบนดีเอน็เอ 

(DNA-DNA homology) และความใกล้ชิดทางสายวิวัฒนาการ (phylogeny) โดยดูจากลาํดับ

เบสบน ribosomal RNA ทาํให้การจัดจําแนกมีความถูกต้องมากยิงขึน Stiles and Holzapfel 

(1997) และ Axelesson (1993) ซึงโดยสามารถจัดจาํแนกแบคทเีรียแลคติก ออกเป็น 12 จีนัส 

ดังนี  

 1.4.1 Streptococcus 

  เซลล์มีรูปร่างกลมหรือไข่ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.8-1.2 ไมครอน เซลล์จัดเรียง

ตัวเป็นคู่หรือต่อกันเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) เป็นผลิตภัณฑ์หลักเท่านันจากการ

หมักกลูโคส (homofermentative) ต้องการอาหารทซัีบซ้อนในการเจริญ มีหลายสปีชีสท์ก่ีอโรคใน

คน หรือสตัว์ เจริญทอุีณหภูมิ 20-42 องศาเซลเซียส ปัจจุบัน ประกอบด้วย 39 สปีชีส ์มีปริมาณ 

G+C ระหว่าง 34-46 โมลเปอร์เซน็ต์ (Hardie and Whiley, 1995) 

 1.4.2 Vagococcus 

  เป็นกลุ่มแบคทเีรียทแียกออกมาจากจีนัส Streptococcus เนืองจากสามารถเคลือนที

ได้ ประกอบด้วย 5 สปีชีส์ ได้แก่ Vagococcus fluvialis V. carniphilus V. fessus V. lutrae V. 

salmoninarum และ V. elongates (Lawson, 2007) 

 1.4.3 Lactococcus 

  เซลล์มีรูปร่างกลม หรือไข่ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-1 ไมครอน จัดเรียงตัวเป็น

เซลล์เดียว เป็นคู่หรือต่อกันเป็นสายโซ่ มักใช้เป็นหัวเชือในการผลิตนม สามารถเจริญได้ที 10 

องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญท ี45 องศาเซลเซียส มีปริมาณ G+C ระหว่าง 34-43 โมลเปอร์เซน็ต์ 

ประกอบด้วย 5 สปีชีส์ ได้แก่ Lactococcus garvieae L. plantarum L. raffinolactis L. piscium 

และ L. lactis (Teuber, 1995) 

 



6 
 

 1.4.4 Aerococcus 

  เป็นกลุ่มแบคทีเรียใน Family Streptococcaceae เซลล์มีรูปร่างกลม ไม่มีการ

เคลือนท ีมีการแบ่งตัวแบบ 2 ระนาบ โดยทวัไปจึงพบเซลล์อยู่เป็นคู่หรือ 4 เซลล์ สามารถเจริญ

ได้ดีในสภาพทมีีอากาศเพียงเลก็น้อย เป็นพวก homofermentative แต่มีบางสายพันธุท์มีีการสร้าง

เอนไซม์ทีมีสมบัติคล้ายเอนไซม์คะตะเลสเทียม (pseudocatalase) แบคทีเรียทีพบในจีนัสนี

ประกอบด้วย 2 สปีชีส์ คือ Aerococcus viridians (Williams et al., 1953) และ A. urinae 

(Aguirre and Collins, 1992) 

 1.4.5 Leuconostoc 

  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ขึนอยู่กับอาหารเลียงเชือในอาหารทีมีกลูโคส 

เซลล์มีลักษณะยืดออกคล้ายกลุ่ม Lactobacilli แต่เมือเจริญในนํานมเซลล์จะมีลักษณะกลม การ

จัดเรียงตัวเป็นเซลล์เดียว เป็นคู่ หรือเป็นสายโซ่สันถึงปานกลาง จัดเป็นแบคทีเรียกลุ่ม 

heterofermentative การเจริญต้องการอาหารทีซับซ้อน มีปริมาณ G+C ระหว่าง 37-40 โมล

เปอร์เซน็ต์ (Dellagio et al., 1995) 

 1.4.6 Pediococcus 

  เซลล์มีรูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.36-1.43 ไมครอน สามารถแบ่งตัวใน

ลักษณะ 2 ทศิทางบนระนาบเดียวกัน โดยแบ่งครังที 2 ในทิศทางตังฉากของครังแรกทาํให้เกิด

ลักษณะเฉพาะเป็น 4 เซลล์ติดกนัคล้ายจตุรัส ทนต่อความเข้มข้นเกลือสงู บางสปีชีสท์าํให้เกดิการ

เสอืมสภาพในเบียร์ และไวน์ มีปริมาณ G+C ระหว่าง 34-44 โมลเปอร์เซน็ต์ ประกอบด้วย 6  

สปีชีส ์ได้แก่ Pediococcus acidilactici P. domonosus P. dextranicus P. inopinatus P. parvulus

และ P. pentosaceus (Stlies and Holzapfel, 1997) 

   1.4.7 Tetragenococcus       

   มีลักษณะการแบ่งตัวเหมือน Pediococcus สปีชีส์เดิม คือ P. halophilus อย่างไรก็

ตามได้นาํมาจัดจาํแนกใหม่เนืองจากความสามารถในการเจริญในอาหารทมีีเกลือโซเดียมคลอไรด์

สูงถึง 18 เปอร์เซน็ต์ และมีลาํดับเบสบนยีน 16s rRNAใกล้เคียงกับจีนัส Enterococcus และ 

Carnobacterium มากกว่าสกุลเดิม (Stlies and Holzapfel, 1997) 

 1.4.8 Oenococcus 

  ประกอบด้วยสปีชีส์เดียว คือ Oenococcus oeni ซึงเปลียนมาจาก Leuconostoc 

oenos ด้วยสมบัติการทนกรด และทนเอทานอลในปริมาณสงู รวมทงัข้อมูลพันธุกรรมจากดีเอน็เอ 

โดยการศึกษา DNA hybridization และลาํดับเบสของยีน 16s rRNA พบว่าแตกต่างจากสปีชีสอ์นื

ของ Leuconostoc อย่างชัดเจน (Dellagio et al., 1995)     
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 1.4.9 Lactobacillus 

  เป็นแบคทีเรียแลคติกกลุ่มใหญ่ทีสุด และมีความหลากหลายของลักษณะทางฟีโน

ไทป์ สมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา เนืองจากมีปริมาณ G+C ภายในสปีชีส์แตกต่างกันมาก คือ 

ระหว่าง 32-53 โมลเปอร์เซน็ต์ เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนหรือทรงรี มีการจัดเรียงตัวเป็นเซลล์

เดียวๆ หรือเป็นโซ่ ในการเจริญต้องการอาหารทีซับซ้อน บางสายพันธุ์มีการสร้างเอนไซม์คะ

ตะเลส บางสายพันธุ์สามารถใช้เป็นโพรไบโอติกได้เป็นอย่างดี พบได้ทัวไปในมนุษย์ สัตว์ และ

ผลิตภัณฑ์นม อาหารหมักชนิดต่างๆและเครืองดืม พบในพืชเพียงเลก็น้อย เช่น หญ้าหมัก และ

ผักดอง โดยทวัไปไม่เป็นพิษ (Harrigan, 1998)  

 1.4.10 Carnobacterium 

 เป็นแบคทเีรียแกรมบวก มีรูปร่างท่อนคล้าย Lactobacilli ซึงก่อนหน้านีเคยจําแนก

ไว้ในกลุ่ม Lactobacilli ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-0.7 ไมครอน ยาว 1.1-3.0 ไมครอน 

จัดเรียงตัวเป็นเซลล์เดียวหรือเป็นคู่ ไม่สามารถเจริญบนอาหารทมีีอะซิเตท และไม่สร้างกรดโอลิ-

อิก มีปริมาณ G+C ประมาณ 33.0-37.2 โมลเปอร์เซน็ต์ พบได้ในเนือสัตว์ทีบรรจุในสภาพ

สญุญากาศ ปลา และผลิตภัณฑ์จากสัตว์ปีก (Schieifer and Ludwing, 1995) ผลิตกรดแลคติก 

ชนิด L(+) กรดแอซีติก เอทานอล และคาร์บอนไดออกไซด ์ 

 จีนัส Carnobacterium พบได้ในอาหารและสิงแวดล้อมทัวไป ซึงเป็นสายพันธุ์ที

สามารถเจริญได้ทีอุณหภูมิตํา มีทังหมด 9 สปีชีส์ ได้แก่ C. divergens C. alterfunditum          

C. funditum C. gallinarum C. inhibens C. maltaromaticum C. mobile C. pleistocenium      

C. viridans อกีทงัยังมีรายงานว่า Carnobacterium divergens และ C. maltaromaticum มีบทบาท

ในการยับยังการเจริญของ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ์เนือและปลา (Leisner et al., 2007)  

 1.4.11 Enterococcus 

  เป็นแบคทีเรียแกรมบวกทีมีเซลล์เป็นรูปไข่ พบการจัดเรียงตัวของเซลล์เป็นเซลล์

เดียว เซลล์คู่หรือเป็นสายโซ่สันๆ ต้องการอาหารซับซ้อนสาํหรับการเจริญ สามารถเจริญได้ที

อุณหภูมิ 10-45 องศาเซลเซียส บางสปีชีสส์ามารถทาํให้เกดิโรคได้ เจริญได้ในสภาพทีมีโซเดียม

คลอไรด์ 6.5 เปอร์เซน็ต์ เจริญได้ทีความเป็นกรดด่าง 9.6 ประกอบด้วย 20 สปีชีส์ มีปริมาณ 

G+C ประมาณ 37.0-40.0 โมลเปอร์เซน็ต์ (Jay, 1996) 

 1.4.12 Weissella 

  เป็นกลุ่มแบคทเีรียแลคติกจีนัสเดียวทมีีทงัรูปร่างกลม และเป็นท่อน ซึงเดิมจําแนก

อยู่ในจีนัส Leuconostoc และ Lactobacillus ได้แก่ Weissella paramesenteroides W. kandleri 

W. confusa W. halotolerans W. halotolerans และ W. viridescens นอกจากนียังมีสปีชีส์ทีแยก

ใหม่คือ W. hellenica (Stlies and Holzapfel,1997) 
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2. สารยบัยงัจุลินทรียที์ผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก 

 

 แบคทเีรียแลคติกจะผลิตกรดแลคติก ซึงเป็นกรดอินทรีย์ทีได้จากกระบวนการหมัก

นําตาลเฮกโซสแบบ homofermentation การหมักโดยแบคทีเรียแลคติกยังได้ กรดอะซิติก 

เอทธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์ จากการหมักแบบ heterofermentation จะเกดิการสะสมของ

กรดอินทรีย์ควบคู่กับการลดลงของค่าพีเอช มีผลในการยับยังการเจริญของเชือจุลินทรีย์ได้ 

(Lindgren and Dobrogosz, 1990) การยืดอายุการเกบ็ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากแบคทีเรีย     

แลคติกจึงอาศัยกลไกหรือผลของการผลิตกรดอนิทรีย์จากการหมักนาํตาลซึงมีผลให้ค่าพีเอชของ

อาหารลดลง (Davidson และ Hoover, 1993) นอกจากกรดอินทรีย์แล้วยังพบว่า แบคทีเรีย    

แลคติกสามารถผลิตสารยับยังจุลินทรีย์ชนิดอืนๆได้ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะซิทิล 

คาร์บอนไดออกไซด์ และแบคเทอริโอซิน เป็นต้น (Ouwehand and Vesterlund, 2004) สาร

ยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอนืๆทแีบคทเีรียแลคติกสามารถผลิตได้มีดังนี 

 

2.1 กรดอินทรีย ์(Organic acid)  

 กระบวนการหมักของแบคทีเรียแลคติกจะได้กรดอินทรีย์ เช่น กรดแลคติก และ

กรดอะซิติก การสะสมของกรดอนิทรีย์ ส่งผลยับยังการเจริญของจุลินทรีย์โดยอาศัยฤทธขิองกรดที

ไม่แตกตัวในกรดอ่อน เนืองจากกรดอินทรีย์เมืออยู่ในรูปทีไม่แตกตัวจะละลายในไขมันทาํให้

สามารถแพร่ผ่านเยือหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ ทาํให้เซลล์เป้าหมายมีสภาพเป็นกรด กรดอินทรีย์ที

สะสมภายในเซลล์จะแตกตัวให้ไฮโดรเจนอิออน (hydrogen ion) เป็นจํานวนมาก ไฮโดรเจนอิ-

ออนจะไปรบกวนกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์แบคทีเรีย ความสามารถในการยับยังการ

เจริญต่อเชือจุลินทรีย์ของกรดอนิทรีย ์จะขึนอยู่กบัค่าพีเอช ค่าคงทีการแตกตัว (pKa) และความ

เข้มข้นของกรดอินทรีย์ กรดอ่อนจะมีฤทธิในการยับยังจุลินทรีย์ได้ดีทีค่าพีเอชตาํ ถึงแม้ว่ากรด   

แลคติก และ กรดอะซิติก จะมีผลต่อการยับยังในวงกว้าง รวมทงัแบคทีเรียแกรมบวก และแกรม

ลบ ยีสต์ และรา (De Vuyst and Vandamme, 1994) แต่ในสภาวะพีเอชตาํ กรดอะซิติกซึงมีค่า 

pKa สูง ( pKa = 4.74) จะอยู่ในรูปไม่แตกตัวมากกว่ากรดแลคติกทีมีค่า pKa ตาํ (pKa = 

3.85) ทาํให้มีฤทธิในการยับยังมากกว่ากรดแลคติก (Davidson and Hoover, 1993; Lindgren 

and Dobrogosz, 1990)  

 กรดแลคติกสามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวกทีเป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสีย 

(Tramer, 1966) รวมทังจุลินทรีย์ทีเป็นสาเหตุของอาหารเป็นพิษ เช่น S. aureus Salmonella 

และ E. coli ทก่ีอโรคในลาํไส้ (Chung and Goepfert, 1970; Park et al.,1973) รวมถึง Listeria 

monocytogenase (Gonzalez-Fandos and Dominguez, 2006) ส่วนกรดอะซิติก มีผลต่อการลด

จาํนวนของ Salmonella ในการผลิตเนยแขง็ทค่ีาพีเอชตาํกว่า 5.4 (Chung and Goepfert, 1970) 
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กรดอะซิติกทีผลิตโดย Leuconostoc citrovorum มีฤทธิในการยับยัง Phychrotrophic bacteria 

และ Salmonella (Davidson and Hoover, 1993) นอกจากนียังมีรายงานถึงฤทธิในการยับยัง 

Salmonella Thyphimurium โดยการใช้กรดแลคติก และ กรดอะซิติกร่วมกนั ซึงมีประสทิธภิาพสงู

กว่าเมือใช้เพียงชนิดใดชนิดหนึง (Rubin, 1973) เช่นเดียวกับ Adam and Hall (1988) พบว่า

กรดแลคติก และกรดอะซิติก สามารถทาํงานส่งเสริมกันโดยยับยังการเจริญของ E. coli และ 

Salmonella ได้ 

 

 2.2 ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(Hydrogen peroxide)  

 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นสารทีได้จากกระบวนการเมทาบอลิซึมใน

สภาวะทมีีออกซิเจน ซึงในระหว่างทแีบคทเีรียแลคติกมีการเจริญนัน จะมีการสะสมของไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์เพิมขึนในอาหารเลียงเชือ เนืองจากแบคทเีรียแลคติกไม่มีเอนไซม์ catalase ทจีะเร่ง

ปฏิกริยาการย่อยสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้เป็นนํา จึงทาํให้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีเชือ

สร้างขึนถูกสะสมอยู่ในอาหารเลียงเชือ และสามารถยับยังหรือทาํลายการเจริญของจุลินทรีย์อืนได้ 

(De Vuyst and Vandamme, 1994) โดยกจิกรรมการยับยังขึนอยู่กบัความเข้มข้นของไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ สายพันธุข์องแบคทเีรียและปัจจัยแวดล้อมอืนๆ เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง

ของอาหาร โดยเมือไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แพร่อยู่ในอาหารเลียงเชือแล้วจะสามารถทาํปฏิกริยา

กบัแสงสว่างหรือออกซิเจน เกดิผลิตภัณฑ์ทเีป็นอนัตราย เช่น hydroxyl radical ซึงเป็นสารออก-

ซิแดนซ์ทรุีนแรง สามารถทาํลายกรดนิวคลีอกิ โปรตีนและชีวโมเลกุลอนืๆของสงิมีชีวิตได้ (Juven 

and Pierson, 1996; Ocana et al., 1999) นอกจากนียังพบว่า สามารถทาํให้ระบบต่างๆภายใน

เซลล์มีการเปลียนแปลง โดยยับยังกระบวนการขนส่งสาร กระบวนการหายใจและการเจริญของ

เชือได้อีกด้วย เช่น จากการรายงานของ Zalan และคณะ (2005) พบว่า แบคทีเรียแลคติก     

สายพันธุ ์Lactobacillus สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มายับยังการเจริญของเชือแบคทเีรีย

ก่อโรคสายพันธุ์ L. monocytogenes B. cereus และ E. coli นอกจากนียังมีรายงานว่า    

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทีผลิตโดย L. bulgaricus และ L. lactis สามารถยับยัง S. aureus 

(Dahiya and Speck, 1968) และมีรายงานการยับยังของ Pseudomonas spp. ซึงเป็นสาเหตุของ

การเน่าเสยีของอาหารทอุีณหภูมิตาํโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทผีลิตโดย L. plantarum ระหว่าง

การเกบ็รักษาหอยนางรมโดยการแช่แขง็ (Price and Lee, 1970) เป็นต้น 

 

 2.3 คารบ์อนไดออกไซด ์

 คาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลิตภัณฑ์หลักในกระบวนการหมักนําตาลเฮกโซส

(hexose)โดยกระบวนการหมักแบบ heterofermentative ของแบคทีเรียแลคติก โดยแบคทีเรีย    

แลคติกกลุ่มนีจะทําให้เกิดสภาพไร้ออกซิเจนโดยการแทนทีโมเลกุลของออกซิเจนด้วย

คาร์บอนไดออกไซด์ ซึงมีผลในการยับยังการเกดิ decarboxylation นอกจากนีพบว่าการสะสมของ
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คาร์บอนไดออกไซด์ในไขมันทเียือหุ้มเซลล์จะมีผลต่อสมบัติในการเลือกผ่านของเมมเบรน ดังนัน

จึงทาํให้คาร์บอนไดออกไซด์สามารถยับยังจุลินทรีย์ได้หลายชนิดรวมทังจุลินทรีย์ทีทาํให้เกิดการ

เน่าเสยีโดยเฉพาะแบคทเีรียแกรมบวก อย่างไรกต็ามพบว่า คาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้นตาํ

สามารถกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์บางชนิด ความเข้มข้นทเีพิมขึนจะช่วยป้องกนัการเจริญของ

จุลินทรีย์ คาร์บอนไดออกไซด์ทีระดับความเข้มข้นเท่ากับ 10% (v/v) จะช่วยลดจํานวนของ

แบคทีเรียได้ถึง 50% (Wagner and Moberg, 1989) และเมือใช้ความเข้มข้น 20-50% จะ

สามารถยับยังราได้ (Lindgren and Dobrogosz, 1990) 

 2.4 ไดอะซิติล (Diacetyl)  

 ไดอะซิติลหรือ 2, 3-butanedione เป็นสารทีให้กลินรสในเนย เนยแข็งและ

ผลิตภัณฑ์นมอืนๆนอกจากนันยังพบในไวน์ขาว และไวน์แดง บรันดี กาแฟคัว หญ้าหมักและ

อาหารหมักชนิดอนืๆ (De Vuyst and Vandamme, 1994) และพบฤทธใินยับยังการเจริญได้ทัง

เชือจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารและเชือจุลินทรีย์ทีทาํให้อาหารเน่าเสีย ไดอะซิติลเป็นผลิตภัณฑ์

สุดท้ายทีได้จากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ pyruvate ทังแบบใช้ออกซิเจนและไม่ใช้ 

(Hugenholtz, 1993) ไดอะซิติลสามารถยับยังการเจริญของเชือแบคทเีรียแกรมลบยีสต์และราได้

ดีกว่าแบคทีเรียแกรมบวก รวมทังกลไกการยับยังของไดอะซิติลเกิดจาก ไดอะซิติลจะไปทาํ

ปฏิกิริยากับ arginine-binding protein ของแบคทีเรียแกรมลบจึงมีผลต่อการใช้อาร์จินิน 

(arginine) ภายในเซลล์ 

 ไดอะซิติลความเข้มข้นมากกว่า 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะสามารถยับยังการ

เจริญของเชือจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารทวัไป ความเข้มข้นของไดอะซิติลในการยับยังการเจริญต่อ

เชือจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะแตกต่างกันออกไป เช่น Jay (1982) รายงานว่า ไดอะซิติลทีระดับ

ความเข้มข้น 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยังยีสต์และแบคทเีรียแกรมลบ และทีระดับ

ความเข้มข้น 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะสามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวก ยกเว้นกลุ่ม

แบคทเีรียแลคติก เป็นต้น นอกจากนียังพบว่า ไดอะซิติลความเข้มข้น 334 ppm จะมีผลในการ

ยับยังYersinia Aeromonas E. coli Salmonella และ Listeria (Motlagh et al., 1991) ไดอะซิ-

ติลจะให้ผลในการยับยังจุลินทรีย์ได้ดีทีค่าพีเอชน้อยกว่า 7 ถึงแม้ว่า ไดอะซิติลจะสามารถยับยัง

การเจริญของเชือจุลินทรีย์ชนิดอนืได้ แต่การนําไปใช้ต้องใช้ในปริมาณค่อนข้างสูง อีกทังยังเป็น

สารทใีห้กลินหอมไม่นิยมนาํไปใช้เป็นสารถนอมอาหาร (food preservative) เพือหวังผลในการฆ่า

หรือยับยังการเจริญของเชือจุลินทรีย์แต่มักจะนิยมใช้เป็น aseptic agent ในการทาํความสะอาด

ภาชนะหรือเครืองมือต่างๆในอุตสาหกรรมอาหารมากกว่า เนืองจากไดอะซิติลเป็นสารทีระเหยได้

เรว็ 

 2.5 รูเทอริน (Reuterin)  

 Lactobacillus reuteri เป็นแบคทเีรียแลคติกทพีบในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์

และสัตว์หลายชนิด L. reuteri สามารถผลิตสารยับยังจุลินทรีย์ทีมีนําหนักโมเลกุลตาํ ทีเรียกว่า     
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รูเทอริน เมือเจริญในสภาวะไม่มีอากาศ และแหล่งอาหารประกอบด้วยกลูโคสและกลีเซอรอล 

หรือกลีเซอรอลดีไฮด ์รูเทอรินไม่ใช่โปรตีน เนืองจากไม่ถูกทาํลายจาก proteolytic enzyme จึงทาํ

ให้รูเทอรินแตกต่างจากแบคเทอริโอซิน ความสามารถในการยับยังการเจริญต่อเชือจุลินทรีย์ชนิด

อนืของรูเทอรินค่อนข้างกว้างสามารถยับยังการเจริญของแบคทเีรีย โปรโตซัวและไวรัส แบคทีเรีย

ทถูีกยับยังการเจริญจากรูเทอริน ได้แก่ Salmonella Shigella Clostridium Staphylococcus และ 

Listeria เป็นต้น ซึงกลไกในการยับยังเกดิจากรูเทอริน จะทาํปฏิกริิยากบัเอนไซม์กลุ่มซัลฟไฮดริล 

เช่น เอนไซม์ไรโบนิวคลีโอไทด์รีดักเทส (ribonucleotide reductase) ทาํให้ไม่เกิดการจับกัน

ระหว่างเอนไซม์กบัสบัสเตรต ส่งผลให้เซลล์จุลินทรีย์ไม่สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอได้ 

 2.6. แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins)  

 แบคเทอริโอซินเป็นสารยับยังจุลินทรีย์ทีมีการใช้มากในอุตสาหกรรมอาหาร 

แบคทีเ รียแลคติกหลายชนิดสามารถผลิตแบคเทอริโอซินซึงเป็นสารประกอบโปรตีน 

(ประกอบด้วยกรดอะมิโน 30-60 โมเลกุล) แบคเทอริโอซินสามารถกาํจัดและยับยังจุลินทรีย์

โดยเฉพาะจุลินทรีย์ทีมีสปีชีส์เดียวกันหรือสปีชีส์ใกล้เคียงกัน โดยส่วนใหญ่จะไม่มีผลต่อเซลล์ที

ผลิต (Garneau et al., 2002) กลไกการยับยังจุลินทรีย์เกดิจากการทาํให้เกิดรูทีฟอสโฟไลปิดใน

เซลล์เมมเบรนของจุลินทรีย์เป้าหมาย แบคเทอริโอซินสามารถยับยังจุลินทรีย์ทีก่อให้เกิดโรคและ

จุลินทรีย์ทีทาํให้อาหารเน่าเสียได้เช่น L. monocytogenes B. cereus C. botulinum และ           

S. aureus เป็นต้นในปัจจุบันมีรายงานว่าแบคทเีรียแลคติกหลายชนิดสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน

ได้ ได้แก่ Streptococcus Lactobacillus Pediococcus Lactococcus และLeuconosto เป็นต้น (De 

Vuyst and Vandamme, 1994) แบคเทอริโอซินทีสร้างขึนโดยแบคทีเรียแลคติกบางชนิดมีฤทธิ

ในการยับยังค่อนข้างกว้าง การนาํแบคเทอริโอซินไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใช้สาร

กันเสียทีเป็นสารเคมี รวมทังลดการใช้ความร้อนทาํให้อาหารยังคงอุดมไปด้วยคุณค่าของ

สารอาหารซึงเป็นทางเลือกหนึงทผู้ีบริโภคต้องการโดยเฉพาะอย่างยิงการใช้เป็นสารถนอมอาหาร 

เช่น ไนซิน เป็นแบคเทอริโอซินทรู้ีจักกนัอย่างแพร่หลายและได้รับการรับรองโดยองค์การอนามัย

โลก (WHO) ให้ใช้เป็นวัตถุกนัเสยีในอาหารและอนุญาตให้ใช้ในประเทศต่างๆถึง 47 ประเทศทวั

โลก (Delves-Broughton, 1990) กลไกการยับยังจุลินทรีย์ของไนซินเกิดจากไนซินทาํให้เกิดรู

และขัดขวางกระบวนการ proton motive force รวมทังรบกวนสมดุลของค่าความเป็นกรด-ด่าง 

เป็นผลให้เกดิการรัวไหลของไอออน และการสลายตัวของ ATP ทาํให้เซลล์เกดิการตายในทสีดุ 

 การยับยังจุลินทรีย์ของแบคเทอริโอซิน และการใช้ประโยชน์ของแบคเทอริโอซินที

สร้างจากแบคทีเรียแลคติกนันมีสมบัติทีเหมาะสมในการนํามาใช้เป็นสารกันเสียในอาหาร 

เนืองจากเป็นทียอมรับว่า เป็นสารทีปลอดภัยไม่เป็นพิษต่อเซลล์ยูคาริโอต สามารถถูกยับยังได้

ด้วยนาํย่อยประเภทโปรติเอสจึงมีผลน้อยมากกบัแบคทเีรียทอียู่ในระบบทางเดินอาหาร มักจะทน

ต่อพีเอชและความร้อน บางชนิดมีฤทธใินการยับยังกว้างสามารถยับยังเชือแบคทีเรียก่อโรคและ

แบคทเีรียททีาํให้เกดิการเน่าเสยีในอาหาร เช่น L. monocytogenes และ C. botulinum แบคเทอ-
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ริโอซินมักถูกควบคุมการสร้างโดยพลาสมิดจึงง่ายต่อการทาํ genetic manipulation นอกจากนี    

แบคเทอริโอซินช่วยให้ผลิตภัณฑ์อาหารมีคุณภาพดีขึนโดยช่วยเพิมความปลอดภัยในการบริโภค

อาหาร 

 2.6.1 สมบติัของแบคเทอริโอซิน 

 แบคเทอริโอซินทผีลิตโดยแบคทเีรียต่างชนิดกนัมักมีสมบัติทางเคมีและทางชีวภาพ

ทีแตกต่างกัน เช่น มีนําหนักโมเลกุลทีแตกต่างกัน มีความสามารถในการยับยังการเจริญของ

จุลินทรีย์ทีแตกต่างกัน และมีกลไกการทาํลายจุลินทรีย์เป้าหมายทีแตกต่างกัน เป็นต้น โดยท ี

Tagg และคณะ (1976) เป็นผู้เริมต้นในการกาํหนดลักษณะของแบคเทอริโอซิน คือมีสมบัติ

หลักๆ ดังต่อไปนี 

1. เป็นโปรตีน 

ด้วยเหตุทแีบคเทอริโอซินต้องเป็นโปรตีน ดังนันการทดสอบว่าสารยับยังการเจริญ

ของจุลินทรีย์ทีสนใจเป็นแบคเทอริโอซินหรือไม่ จึงมักทาํการทดสอบโดยการใช้เอนไซม์ย่อย

โปรตีน (proteolytic enzyme) ในการทาํลายสารยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ทีสนใจ ซึงถ้า

เอนไซม์ย่อยโปรตีนสามารถทาํลายสารยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ทสีนใจได้ กแ็สดงว่าสารยับยัง

การเจริญของจุลินทรีย์ทสีนใจเป็นโปรตีน ดังนันสารดังกล่าวจึงน่าทจีะเป็นแบคเทอริโอซิน ซึงสาร

แบคเทอริโอซินหลายชนิดสามารถถูกยับยังกจิกรรมด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีน เช่น pepsin trypsin 

และ protease เป็นต้น เช่นแบคเทอริโอซินทีผลิตโดย Lactobacillus plantarum ถูกลดกิจกรรม

การยับยังด้วยเอนไซม์ proteinase K papain trypsin chymotrypsin pronase pepsin และ protease 

(Todorov and Dicks, 2005)  

2. ออกฤทธิยบัยงัการเจริญของจุลินทรีย ์โดยทําลายจุลินทรีย ์(bacteriocidal)  

หรือยบัยงัการเจริญของจุลนิทรีย ์(bacteriostatic) 

แบคเทอริโอซินบางชนิดจะไปยับยังการเจริญของจุลินทรีย์โดยการทาํลายจุลินทรีย์ 

เช่น plantaricin KW 30 ซึงผลิตโดย L. plantarum KW 30 (Kelly et al., 1996) และ 

acidocin J 1229 ซึงผลิตโดย L. acidophilus JCM 1229 (Tahara and Kanatani, 1996) เป็น

ต้น ในขณะทแีบคเทอริโอซินบางชนิดจะไปยับยังการเจริญของจุลินทรีย์โดยการหยุดการเจริญของ

จุลินทรีย์แต่ไม่ทาํลายจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคเทอริโอซินทีผลิตโดย L. saka 148 (Sobrino et al., 

1991) เป็นต้น 

3. สามารถยบัยงัการเจริญของจุลินทรียไ์ดอ้ย่างจําเพาะ 

คุณสมบัติการยับยังจุลินทรีย์ทีจําเพาะของแบคเทอริโอซินทาํให้แบคเทอริโอซิน

แตกต่างจากสารยับยังอืนๆทีแบคทีเรียแลคติกผลิต เช่น กรดอินทรีย์ และไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ เป็นต้น ซึงสารเหล่านีจะไปยับยังการเจริญของจุลินทรีย์แบบไม่จาํเพาะ การทีแบคเทอ-

ริโอซินสามารถไปยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ได้อย่างจาํเพาะ เนืองจากก่อนทีแบคเทอริโอซินจะ

ไปยับยังการเจริญของจุลินทรีย์ทไีวต่อแบคเทอริโอซิน (sensitive strain)ได้ แบคเทอริโอซินต้อง
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ไปจับกับตาํแหน่งทีจับจําเพาะ (specific binding site หรือ specific receptor) ซึงมักอยู่ทีผนัง

เซลล์ของจุลินทรีย์ทีไวต่อแบคเทอริโอซิน เช่น จากการศึกษา pediocin AcH ซึงผลิตจาก 

Pediococcus acidilactici พบว่า สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวกได้หลายสายพันธุ์ เช่น 

Pediococcus Enterococcus Staphylococcus Bacillus Propionibacterium Listeria Lactobacillus 

Leuconostoc Brochothix Clostridium botulinum E เป็นต้น โดยการที pediocin AcH มีผลใน

การยับยังการเจริญของแบคทเีรียแกรมบวกได้นัน เนืองจากผนังเซลล์ของแบคทเีรียแกรมบวกจะ

มีโมเลกุลของกรด lipoteichoic ซึงเป็น receptor ของ pediocin AcH ส่งผลให้เกิดการยับยัง

แบคทีเรียแกรมบวกขึน ในขณะทีในแบคทีเรียแกรมลบจะไม่มี lipoteichoic ทาํให้ไม่สามารถ   

ดูดซับ pediocin AcH ได้ จึงไม่เกิดการยับยังการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ (Ray, 1992; 

Bhunia et al., 1991) 

4. สงัเคราะหโ์ดยการถอดรหสัทางพนัธุกรรม 

เนืองจากแบคเทอริโอซินเป็นโปรตีน ดังนันในการสังเคราะห์แบคเทอริโอซินต้อง

ผ่านกระบวนการ transcription และ translation เพือถอดรหัสทางพันธุกรรมจากยีนสาํหรับ      

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin gene) โดยยีนสาํหรับแบคเทอริโอซินอาจเป็นยีนทีอยู่ในพลาสมิด 

หรือโครโมโซมกไ็ด้ ตัวอย่างของแบคเทอริโอซินทอียู่ในพลาสมิด เช่น coagulin ซึงเป็นแบคเทอ-

ริโอซินทีผลิตโดย Bacillus coagulans I4 (Hyronimus et al., 1998) เป็นต้น และตัวอย่างของ 

แบคเทอริโอซินทถูีกสงัเคราะห์โดยการถอดรหัสทางพันธุกรรมจากยีน สาํหรับแบคเทอริโอซินที

อยู่ในโครโมโซม ได้แก่ plantaricin D ซึงเป็นแบคเทอริโอซินทีผลิตโดย L. plantarum BFE 905 

(Franz et al., 1998) และ plantaricin KW 30 ซึงผลิตโดย L. plantarum KW 30 (Kelly et 

al., 1996) เป็นต้น 

 

2.6.2 การจดัจําแนกแบคเทอริโอซิน (Classification of bacteriocins) 

การจัดจําแนกแบคเทอริโอซินสามารถทาํได้หลายวิธี ขึนอยู่กับเกณฑ์ทีใช้ในการ

จําแนก เช่น สายพันธุ์ของแบคทีเรียทีผลิตแบคเทอริโอซิน มวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน 

โครงสร้างทางเคมีของแบคเทอริโอซินและกลไกการทาํงานของแบคเทอริโอซิน เป็นต้น 

Klaenhammer (1998) แบ่งแบคเทอริโอซินตามความสามารถในการยับยังเป็น 2 

ชนิด คือ 

1. แบคเทอริโอซินทีมีผลยบัยงัในช่วงแคบ (narrow inhibitory spectrum) 

 เป็นแบคเทอริโอซินทมีีความสามารถในการยับยังเฉพาะแบคทีเรียในจีนัสเดียวกัน 

เช่น lactocin 27 จากเชือ Lactobacillus halveticus LP27 มีกจิกรรมยับยังเฉพาะ Lactobacillus 

ส่วนเชือ Lactococcus lactis subp. cremoris 346 ยับยังเฉพาะ Lactococci caseicin 80 และเชือ 

Lactococci caseicin B109 ยับยังแบคทีเรียในจีนัสอืนได้เลก็น้อย เช่น lactocin F ยับยัง 

Lactobacilli และ Enterococcus faecalis 
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2. แบคเทอริโอซินบางชนิดทีมีฤทธิยับยังในช่วงกวา้ง (broad inhibitory 

spectrum) 

แบคเทอริโอซินบางชนิด นอกจากสามารถยับยังแบคทีเรียในจีนัสเดียวกันแล้ว ยัง

สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวกอืนๆได้ด้วย เช่น ไนซิน จะมีประสิทธิภาพในการใช้มากกว่า 

โดยพบว่า ไนซินมีผลในการยับยังแบคทเีรียกลุ่มแกรมบวกได้หลายชนิด รวมถึงกลุ่มทก่ีอโรคด้วย 

โดยเฉพาะเชือแบคทเีรียทก่ีอโรคในอาหาร เช่น L. monocytogenes โดยไม่ก่อให้เกิดอันตรายกับ

เชือประจําถินชนิดอืน หรือ pediocin AcH ทีผลิตจากเชือ P. acidilactici สามารถยับยัง 

Pediococcus Lactobacillus Leuconostoc Staphylococcus Listeria Bacillus Enterococcus และ 

Clostridium ได้ 

นอกจากนียังสามารถแบ่งแบคเทอริโอซินตามลักษณะโครงสร้าง มวลโมเลกุล และ

ความคงตัวต่อความร้อน ได้เป็น 4 ชนิด (Ouwehand and Vesterlund, 2004) 

 

ตารางท ี1 การจัดแบ่งกลุ่มแบคเทอริโอซินจากแบคทเีรียกรดแลคติก 

กลุ่ม 

(Class) 

กลุ่มย่อย ลักษณะ 

I   แบคเทอริโอซินขนาดเลก็กว่า 5 กโิลดาลตัน ทนความร้อน 

II  แบคเทอริโอซินขนาดเลก็กว่า 10 กโิลดาลตันทนความร้อน 100-121 

องศาเซลเซียส 

 IIa ออกฤทธิต่อ Listeria ประกอบด้วย –Y-G-N-G-V-X-C-บริเวณ

ด้านปลายเอน็ (N-terminal) 

 IIb การออกฤทธต้ิองการการทาํงานร่วมกนัของเปปไทด์ 2 สาย 

 IIc การออกฤทธต้ิองการหมู่ไธออล 

III  แบคเทอริโอซินขนาดใหญ่กว่า 30 กโิลดาลตัน ไม่ทนความร้อน 

IV  แบคเทอริโอซินทีมีคาร์โบไฮเดรตและ/หรือไขมันเป็นองค์ประกอบ

ร่วม 

ทมีา : Ouwehand and Vesterlund (2004) 

 

1. Lantibiotic (Class I) มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ทีทนความร้อน เป็นแบคเทอริ-

โอซินทีมีขนาดเล็กกว่า 5 กิโลดาลตัน และมีกรดอะมิโนเป็นองค์ประกอบประมาณ 19-37 

โมเลกุล ซึงประกอบด้วย dehydroalanine และ dehydrobutyrine และกรดอะมิโนชนิด thioether 

ซึงประกอบด้วย lanthionine และ methyllanthionine ตัวอย่างการสร้างแบคเทอริโอซินกลุ่มนีโดย

แบคทเีรียแลคติกเช่น Nisin A ผลิตโดย L. lactis ATCC 11454 (Rogers, 1928) Lactocin S 
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ผลิตโดย L. sake L45 (Mortvedt, 1991) Lacticin 481 ผลิตโดย L. lactis CNRZ 481 (Piard 

et al., 1990)และ Carnocin UI49 ผลิตโดย C. piscicola (Stoffel et al., 1992)  

2. Non-lantibiotic (Class II) ขนาดเลก็ เป็นแบคเทอริโอซินทีมีมวลโมเลกุลน้อย

กว่า 15,000 ดาลตัน มีความคงตัวต่อความร้อนทีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส มากกว่า 30 

นาท ีแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มย่อยได้แก่ 

 Class IIa เป็นแบคเทอริโอซินทีสามารถยับยังการเจริญของ Listeria (antilisterial 

bacteriocins) กลุ่มย่อยนีมีลาํดับกรดอะมิโนบางส่วนเหมือนกัน (38–55 เปอร์เซน็ต์) โดย

เฉพาะทีด้านปลายเอน็ (N-terminal)มีรูปแบบของกรดอะมิโนเป็น Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-

Xaa-Gys บางครังเรียกกลุ่มย่อยนีว่า แบคเทอริโอซินในตระกูล Pediocin (Ennahar et al., 

2000) และมักฆ่าเซลล์เป้าหมายโดยการไปทาํลายเยือหุ้มเซลล์ของเซลล์เป้าหมายให้เสียหาย ซึง

ส่งผลให้เซลล์ตายในทีสุด เนืองจากเกิดการสูญเสียการควบคุมการผ่านเข้าสู่เซลล์และออกจาก

เซลล์ของสารอาหารและไอออนชนิดต่างๆ 

 Class IIb เป็นแบคเทอริโอซินทีมีโครงสร้างประกอบด้วยองค์ประกอบ 2 ส่วน 

ประกอบด้วย เปปไทด์ 2 ชนิดทีทาํงานเสริมฤทธิกัน ถ้าเหลือตัวใดตัวหนึงมักจะไม่มีแอคติวิตี 

หรือมีแอคติวิตีเหลือเลก็น้อยเท่านัน ตัวอย่างของกลุ่มนี คือ แลคตาซินเอฟ (lactacin F) และ

แลคโตคอกซินจี (lactococcin G) แบคเทอริโอซินกลุ่มนีทาํให้เกิดรู (pore) ทีเยือหุ้มเซลล์ของ

เซลล์เป้าหมายและต้องอาศัยแบคเทอริโอซินสองชนิดทาํงานร่วมกนั 

 Class IIc การออกฤทธขิองแบคเทอริโอซินกลุ่มนีต้องอาศัยหมู่ไธออล ประกอบด้วย

แบคเทอริโอซินทไีม่สามารถถูกจัดให้อยู่ใน ชนิด IIa และ IIb ได้ แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยนี

เป็นแบคเทอริโอซินทีไม่มีกรดอะมิโน cysteine เช่น Lactacin B ผลิตโดย L. acidophilus N2 

(Barefoot and Klaenhammer, 1983)  

3. Non-lantibiotic (Class III) เป็นแบคเทอริโอซินทเีป็นโปรตีนขนาดใหญ่ (มาก 

กว่า 30 กโิลดาลตัน) ไม่ทนความร้อนจึงแตกต่างจาก class I และ II ตัวอย่างของกลุ่มนีคือ เฮล-

เวติซิน J (helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน A (enterolysin A)  

4. Complex bacteriocin (Class IV) : Klaenhammer (1993) ได้เสนอให้มีการ

แบ่งกลุ่มแบคเทอริโอซินเพิมขึนอีก 1 class คือ class IV ซึงเป็นแบคเทอริโอซินทีมีโครงสร้าง 

glycoprotein หรือ lipoprotein ด้วยนอกเหนือจากส่วนทีเป็นโปรตีน แบคเทอริโอซินกลุ่มนี เช่น 

Lactocin 27 ผลิตโดย L. helveticus LP27 ซึงจะมีส่วนของไกลโคโปรตีนในโครงสร้าง ส่วน

Leucocin S ผลิตโดย Leuconostoc paramesenteroides OX (Lewus et al., 1992) และ 

Pediocin SJ-1 ผลิตโดย Pediococcus acidilactici SJ-1 (Schved et al., 1993) 
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 2.6.3 ปัจจยัทีมีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติก 

 ในการสร้างแบคเทอริโอซิน อาหารเลียงเชือควรมีสารอาหารทีจําเป็นอย่างครบถ้วน 

เพือทจีะทาํให้เชือสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้ในปริมาณสูงสุด ไม่ขัดขวางต่อการปลดปล่อย  

แบคเทอริโอซินออกจากเซลล์ และอาหารเลียงเชือต้องไม่มีผลต่อแบคทีเรียทีใช้ในการทดสอบ 

(Tagg et al., 1976) ดังนันจึงมีปัจจัยทต้ีองคาํนึงถึงในการสร้างแบคเทอริโอซินดังต่อไปนี 

 

1. ชนิดของจุลินทรีย ์

แบคเทอริโอซินสามารถผลิตได้จากแบคทีเ รียแลคติกหลายสายพันธุ์ ในปี 

ค.ศ.1994 (Yang and Ray, 1994) ค้นพบแบคเทอริโอซิน 2 ชนิด คือ ไนซิน และ leuconocin 

L ซึงแบคเทอริโอซินดังกล่าวได้มาจากแบคทเีรียแลคติกต่างสายพันธุ ์นอกจากนียังพบแบคทีเรีย     

แลคติกทสีร้างเพดดิโอซิน AcH ต่อมา De Vuyst and Vandamme (1992) ได้คัดแยก L. lactis 

พบว่ามี 21 สายพันธุส์ามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้และอีก 6 สายพันธุ์ไม่สร้างแบคเทอริโอซิน 

ซึงสายพันธุ์ทีสร้างแบคเทอริโอซินได้นันจะมีภูมิคุ้มกันเพือไม่ให้แบคเทอริโอซินทีผลิตออกมา

ทาํลายตัวเอง นอกจากนียังมีการตรวจสอบความต้านทานของไนซิน โดยนําแบคทีเรียแลคติก 2 

สายพันธุค์ือ L. lactis N8 และ L. lactis LAC 48 มาทาํให้กลายพันธุโ์ดยใช้พลาสมิดทมีียีนไนซิน 

ใส่ในแบคทเีรียแลคติกทงั 2 ชนิด เมือทาํการทดสอบพบว่า ความต้านทานของไนซินเพิมขึนเมือ

เปรียบเทยีบกบัสายพันธุด์ังเดิม (Quiao, 1997)  

 

2. องคป์ระกอบต่างๆของอาหารเลียงเชือ 

 ในการผลิตแบคเทอริโอซินจะต้องคํานึงถึงแหล่ง ปริมาณคาร์บอน ปริมาณ

ไนโตรเจน และปริมาณฟอสเฟต ตลอดจนปริมาณสารยับยังและสารลดแรงผิวต่างๆทีเป็น

องค์ประกอบในอาหารเลียงเชือ โดยสารทเีติมลงในอาหารเลียงเชือมีผลต่อแบคเทอริโอซิน ดังนี 

   2.1 แหล่งคาร์บอน 

  แบคทเีรียแลคติกสามารถใช้แหล่งคาร์บอนในการผลิตแบคเทอริโอซินได้แตกต่าง

กนั ตัวอย่างเช่น ไนซิน Z ทผีลิตขึนจาก L. lactis IO-I เมือทาํการทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอน

ชนิดต่างๆ ได้แก่ นําตาลกลูโคส ซูโครส และไซโลส (Matsusaki, 1996) พบว่าเมือใช้นําตาล

กลูโคสจะให้แอคติวิตีของไนซิน Z สงูสดุเท่ากบั 4,000 IU/mL เมือเปรียบเทยีบกบัการใช้นาํตาล

ไซโลสจะให้ค่าแอคติวิตีของไนซิน Z เท่ากับ 3,000 IU/mL ส่วนแหล่งคาร์บอนทีดีทีสุดในการ

ผลิตเพดดิโอซิน AcH (Pediocin AcH) ได้แก่ นําตาลกลูโคส ซูโครส ไซโลส และกาแลคโตส 

(Biswas, 1991) 

   2.2 แหล่งไนโตรเจน       

  Kim et al. (1997) ได้ทาํการศึกษาพบว่า ปริมาณการผลิตไนซินจะเพิมขึนเมือเพิม

ปริมาณไนโตรเจน ถึงแม้อัตราการเจริญของเชือจะลดลงเมือเพิมปริมาณไนโตรเจนก็ตาม 
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นอกจากนียังพบว่าชนิดของแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินด้วย โดย De Vuyst 

and Vandamme (1992) ได้ทาํการทดลองเปรียบเทียบผลของแหล่งไนโตรเจนโดยใช้ cotton-

seed meal yeast extract และ fish meal พบว่าการใช้ cotton-seed meal จะให้แอคติวิตีของ      

แบคเทอริโอซิน 2,500 IU/mL และเมือใช้ yeast extract และ fish meal จะให้แอคติวิตีของ    

แบคเทอริโอซิน 2,000 IU/mL 

   2.3 สารอนินทรีย์ต่างๆ 

  โดยพบว่า ทงัไอออนทมีีประจุลบ เช่น สารประกอบฟอสเฟต และไอออนทีมีประจุ

บวก เช่น แมกนีเซียมไอออน (Mg+2) และแคลเซียมไอออน (Ca+2) มีผลต่อการสร้างแบคเทอริ-

โอซิน โดยขึนกบัชนิดและสายพันธุด้์วย ซึงมีรายงานการใช้สารอนินทรีย์ต่างๆ ดังนี 

  2.3.1 ฟอสเฟต 

  จากการทดลองของ De Vuyst and Vandamme (1992) พบว่า ฟอสเฟตช่วยเพิม

ปริมาณการผลิตไนซินจากเชือ L. lactis NIZO 22186 โดยการใช้อาหารเลียงเชือทมีีค่าความเป็น

กรดด่าง 6.8 จะให้แอติวิตีของไนซินสงูสดุ แต่จะไม่มีผลต่อการผลิตไนซินจากสายพันธุ์ L. lactis 

IO-1 (Matsusaki et al., 1996) 

  2.3.2 แมกนีเซียมไอออน (Mg2+) 

  แมกนีเซียมไอออน สามารถเพิมการสร้างเพดดิโอซิน AcH (Biswas, 1991) และ

การสร้างไนซินของเชือ L. lactis ATCC 11454 แต่ไม่สามารถเพิมการสร้างไนซินของเชือ       

L. lactis IO-1 ได้ (Matsusaki, 1996) นอกจากนีการเติมแคลเซียมคลอไรด์ 0.1 โมลต่อลิตร 

ยังช่วยเพิมปริมาณไนซิน Z แต่ไม่มีผลต่อการเจริญของเชือ หรือการสร้างแลคเตทจากนําตาล

ไซโลสและกลูโคสในการเพาะเลียงแบบรวดเดียวทมีีการควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง 

  2.3.3 Tween 80 

  Tween 80 สามารถส่งเสริมการสร้างแบคเทอริโอซินได้ในบางสภาวะ โดย tween 80 

จะมีสมบัติในการลดแรงตึงผิวโดยจะป้องกันการดูดซับของแบคเทอริโอซินบนผิวเซลล์และการ

รวมกนัของแบคเทอริโอซิน (Biswas, 1991) พบว่าในอาหารทมีีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และ

มีการเติม tween 80 รวมทงัแมกนีเซียมไอออน พบว่า ชีวมวลและแอคติวิตีของเพดดิโอซิน AcH 

ทีสร้างจากเชือ P. acidilactici จะได้ปริมาณสูงสุด นอกจากนี tween 80 ยังช่วยเพิมการสร้าง 

lactocin S (Mortvedt, 1991) และ amylovorin L 471 (De Vuyst et al., 1996) 

  2.3.4 เอนไซม์ทย่ีอยโปรตีน (protease) 

 โดยพบว่า ไนซินจะถูกทาํลายด้วยเอนไซม์ alpha-chymotrypsin, nisinase และ 

lactocin 27 จะถูกทาํลายด้วยเอนไซม์ proteinase K, pepsin และ subtilisin นอกจากนี 

piscicocin V1 และ divercin V41 จะถูกทาํลายด้วยเอนไซม์ pronase E proteinase K และ 

trypsin เป็นต้น 
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3. แบคทีเรียก่อโรคและแบคทีเรียทีทําใหอ้าหารทะเลแช่เย็นเน่าเสีย 

 3.1 Listeria monocytogenes 

 L. monocytogenes เป็นแบคทเีรียก่อโรคในอาหารทผู้ีป่วยมีอตัราการเสยีชีวิตสงูจึงมี

ความสาํคัญต่อความปลอดภัยด้านอาหารและสขุภาพของผู้บริโภคกระบวนการแปรรูปอาหารทีใช้

ความร้อนการแช่แขง็การทาํแห้งหรือสารฆ่าเชือ (sanitizing compounds) เป็นอีกปัจจัยหนึงทีทาํ

ให้เซลล์ L. monocytogenes เกิดการบาดเจ็บซึงเซลล์เหล่านันสามารถอยู่รอดได้ในผลิตภัณฑ์

อาหารและกลับมามีศักยภาพในการก่อโรคได้อกีครัง (สลุาวดี และคณะ, 2555) 

 L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียชนิด Gram-positive มีแฟลกเจลลา (flagella) 

ช่วยให้สามารถเคลือนทไีด้ ทาํให้เกดิโรค Listeriosis อาจทาํให้สตรีมีครรภ์แท้งได้ และอาจมีผล

ต่อระบบทางเดินอาหารทาํให้เกดิอาการคลืนไส้อาเจียนและท้องเดิน เนืองจากเชือนีสามารถเจริญ

ได้ทอุีณหภูมิตาํถึง 3 องศาเซลเซียส ดังนันจึงเป็นสาเหตุสาํคัญททีาํให้เกิดการเน่าเสียของอาหาร

ทะเลแช่เยน็ เพราะปกติอาหารทะเลจะเกบ็ในตู้เยน็ทมีีอุณหภูมิตาํซึง L. monocytogenes สามารถ

เจริญได้ บางครังผู้บริโภคไม่ปรุงอาหารให้สกุซึงทาํให้มีผลต่อระบบทางเดินอาหาร  

 จากการรายงาน FAO ปี 1999 ซึงระบุว่า L. monocytogenas พบบ่อยในผลิตภัณฑ์

พร้อมบริโภค แต่ยังไม่มีระบุชัดเจนยืนยันถึงปริมาณทีตรวจพบ จากข้อมูลทีพบในผลิตภัณฑ์

ปลาแซลมอนรมควัน มีรายงานว่าพบในปริมาณ 10-100 CFU/g แต่ไม่บ่อยครัง แม้ว่าใน

ผลิตภัณฑ์พร้อมบริโภคจะมีประมาณ L. monocytogenas ตาํ แต่เนืองจาก L. monocytogenas 

สามารถเจริญได้ดีในสภาวะแช่เย็นและทนต่อสภาวะแวดล้อมต่างๆได้ดี ดังนันแม้ว่าพบ            

L. monocytogenas ปนเปือนในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลแช่เยน็ปริมาณตาํ แต่เชืออาจเพิมปริมาณ

ได้เมือเกบ็รักษาไม่ถูกต้องหรือระหว่างการทาํละลาย อาจส่งผลอนัตรายต่อผู้บริโภคได้ 

 Martin-Visscher et al. (2008) รายงานว่า C. maltaromaticum UAL307 ทีแยก

ได้จากเนือหมู มีกจิกรรมในการยับยังแบคทเีรียแกรมบวก รวมถึง L. monocytogenas ซึงสารทีมี

ความสามารถในการยับยังนีระบุว่าเป็นแบคเทอริโอซิน piscicolin 126 carnocyclin Aและ 

carnobacteriocin BM1  

 นอกจากนีการใช้แบคเทอริโอซิน (Nisin) ร่วมกบั ethylenediamine tetraacetic acid 

(EDTA) และ sodium diacetate (SD) จะสามารถลดจํานวน L. monocytogenas ในตัวอย่างกุ้ง

ได้ถึง 1.32-1.36 log CFU/g หลังจากเกบ็ตัวอย่างที 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน (Wan 

Norhana et al., 2012)    

 

3.2. Escherichia coli 

สามารถเจริญในอาหารต่างๆของมนุษย์ได้ เช่น เนือสัตว์ นม สัตว์ปีก และอาหาร

ทะเลการเจริญของ E. coli จะเจริญทอุีณหภูมิ 10–40 องศาเซลเซียสโดยอุณหภูมิทเีหมาะสม คือ 

35-37 องศาเซลเซียส ซึงเป็นอุณหภูมิภายในร่างกายของสตัว์เลือดอุ่น เป็นสาเหตุทีทาํให้อาหาร
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ประเภททมีีปริมาณนาํมากเน่าเสยี ซึงจัดอยู่ในประเภททมีีค่า awสูงได้แก่ อาหารสดทังหลาย เช่น 

เนือสัตว์ อาหารทะเล และผักสด เป็นต้น ซึง Escherichia coliจะเจริญได้ในอาหารทีมีค่า aw= 

0.96 อกีทงัยังทนสภาพความเป็นเกลือสงูสดุท ี6.5 %  

ลัญจกร (2548) ได้รายงานว่า สมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิจาก

เชือ L. casei ssp. rhamnossus SN11 พบว่าการเตรียมแบคเทอริโอซินทีมีความเข้มข้น 0.8 

mg/mL และ 1.0 mg/mL สามารถลดปริมาณเชือ S. aureus ลงได้ 2 log CFU/mL และ

สามารถลดปริมาณเชือ E. coli และ S. lactis ลงได้ 1 log CFU/mL 

 

 3.3. Vibrio parahaemolyticus  

   Vibrio parahaemolyticus เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง พบในแหล่งธรรมชาติ 

เช่น นาํทะเล และนาํกร่อย แยกได้จากนาํทะเลทวัโลก พบได้ในกุ้ง หอย ปลา และปูหลายชนิด ก่อ

โรคอาหารเป็นพิษหรือทางเดินอาหารอักเสบ ส่วนใหญ่สายพันธุ์ทีแยกได้จากผู้ป่วยผลิตสารพิษ

ชนิดทนความร้อนเรียกว่า thermostable direct hemolysin พบระบาดในเปรู เมือปี 1999 และ

แพร่กระจายไปกว้างขวางหลายร้อยประเทศ ทาํให้มีผู้เสยีชีวิตนับพันราย ทาํให้ตระหนักถึงความ 

ปลอยภัยของอาหารมากขึน 

  แบคทเีรียแลคติกนอกจากจะสามารถแยกได้จากอาหารหมักและนมแล้ว ยังสามารถ

แยกได้จากเครืองในปลากระพง ซึงพบแบคทเีรียแลคติก 87 ไอโซเลท เมือทดสอบสมบัติการเป็น

โปรไบโอติก พบว่า 16 ไอโซเลท สามารถทนเกลือทีมีความเข้มข้น 500 mg/L มี 2 ไอโซเลท 

สามารถทนกรดทีพีเอช 1 2 3 ได้ตังแต่ 0.5-5 ชัวโมง เมือนํามาทดสอบความสามารถในการ

ย่อยโปรตีน แป้ง ไขมัน พบว่ามี 60 ไอโซเลท ทีสามารถย่อยโปรตีน แป้ง และไขมันได้ และ

แบคทีเรียแลคติก 28 ไอโซเลท สามารถยับยังเชือ Vibrio parahaemolyticus ซึงจัดอยู่ในกลุ่ม 

Lactobacillus sp. 7 ไอโซเลท Lactococcus sp. 3 ไอโซเลท และ Streptococcus sp. 18 ไอโซเลท 

(กมลทพิย์ และ วัชรี, 2542)  

 

 3.4. Staphylococcus aureus 

 เป็นแบคทเีรียแกรมบวกทมีีลักษณะกลมเรียงตัวเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น หรือเป็นคู่ 

หรือเป็นสายสนัๆ ไม่เคลือนทโีคโลนีมีสเีหลือง เจริญได้ดีในสภาพมีออกซิเจนมากกว่าในสภาวะ

ไม่มีออกซิเจน ช่วงอุณหภูมิทีเหมาะสมในการเจริญคือ 35-40 องศาเซลเซียส ช่วงพีเอชหรือ

ความเป็นกรด-ด่างทเีหมาะสมในการเจริญอยู่ที 7-7.5 ส่วนค่า aw (ปริมาณนําอิสระในอาหารที

จุลินทรีย์นาํไปใช้ในการเจริญ) ตาํสดุสาํหรับการเจริญในสภาพมีออกซิเจนประมาณ 0.86  

 มี ผู้ ศึ กษ าแบคที เ รียแลคติกที ไ ด้ จ ากฟา ร์มปลาสามารถผ ลิตสา รยับยั ง                  

L. monocytogenes และ S. aureusได้ ซึงได้แก่ L. lactis USC-39 E. faecium USC-46 and    

E. mundtii USC-51 พบว่ามีการผลิตแบคเทอริโอซินมากทีสุด และสามารถผลิตไฮโดรเจน-
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เปอร์ออกไซด์และกรดอินทรีย์ในการยับยังได้ และพบว่า แบคทีเรียแลคติกทัง 3 สายพันธุ ์

สามารถยับยัง L. monocytogenes ได้ดีเมือมีพีเอชในช่วง 3.5-5.5 และสามารถยับยัง S. aureus 

ได้ดีเมือมีพีเอชในช่วง 3.5-4.5 และแบคเทอริโอซินยังมีความสามารถในการยับยังได้เมือให้

ความร้อน 60 องศาเซลเซียส 100 นาท ีและ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที จึงสามารถ

นํามาประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียในอาหารหมักและอาหารทีผ่านความร้อนได้ (Carmen et al., 

2005) 

 

 3.5. Salmonella spp. 

 เชือ Salmonella spp. แพร่กระจายในอาหารหลายชนิด โดยอาหารทีมักพบการ

ปนเปือนของเชือซึงก่อให้เกิดโรค Salmonellosis ในคน คือ ไข่ สัตว์ปีก นม และผลิตภัณฑ์จาก

เนือโดยทวัไปการเกดิโรคนี จะเกิดจากการรับประทานอาหารทีมีเชือในจํานวนทีมากพอสมควร 

ซึงปริมาณททีาํให้เกิดโรค อยู่ในช่วง 107–108 CFU/g แต่จากการรายงานการพบการปนเปือน

ของเชือในอาหาร พบว่า S. Typhimurium เพียง 1-100 CFU/g สามารถก่อให้เกิดโรคอาหาร

เป็นพิษได้ (Martinez-Lorenzo et al., 2001) โดยอาการของอาหารเป็นพิษจะเกิดขึนหลังจาก

บริโภคอาหารทมีีการปนเปือนแล้วประมาณ 6-48 ชัวโมง และจะมีอาการอยู่ระหว่าง 1-5 วัน 

   

 3.6. Enterococcus sp. 

 Enterococci เป็นแบคทเีรียแกรมบวก พบได้ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์เลียง

ลูกด้วยนม และคน (Tannock and Cook, 2002; Fisher and Phillips, 2009) นอกจากนียังพบ

ได้ในสัตว์นํา (Rice et al., 1995; Valdivia et al., 1996; Laukova and Juris,1997; Manero 

and Blanch, 1999; Quigg et al., 2009) Enterococci สามารถอยู่รอดได้ในสิงแวดล้อมของนํา

ทะเล และทนความเข้มข้นของเกลือได้สูง (Hardwood et al., 2000) จากการศึกษาพบว่า 

แบคทเีรียชนิดนีพบได้ในหอย ลาํไส้ปลา (Petersen and Dalsgaard, 2003) ซึงสปีชีส์หลักทีพบ

ได้บ่อย ได้แก่ Enterococcus faecalis และ Enterococcus faecium (Thapa et al., 2006) แต่

แบคทีเรียเหล่านีเป็นสาเหตุทีทาํให้อาหารทะเลเน่าเสีย เช่น ในกุ้งต้ม และกุ้งสด (Dalgaard et 

al., 2003; Mejlholm et al., 2008) นอกจากนียังพบว่าเชือชนิดนีเกยีวข้องกบัความปลอดภัยใน

อาหารทะเลสด ซึงเคยมีการระบาดและก่อโรคในคน แบคทีเรียชนิดนีเป็นสาเหตุของการติดเชือ

ในโรงพยาบาลและยังมีส่วนก่อให้เกดิเยือบุหัวใจอักเสบ และการติดเชือทางเดินปัสสาวะ(Fisher 

and Phillips, 2009) 

 

  3.7. Pseudomonas aeruginosa 

 Pseudomonads เป็นแบคทีเรียสาํคัญทีเป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสีย ซึงทาํความ

เสียหายทางเศรษฐิจเป็นอย่างมากโดยเฉพาะอย่างยิงในเนือสัตว์ เนืองจากแบคทีเรียชนิดนี
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สามารถทนอุณหภูมิตําได้ดี(Psychrotolerant)(Dainty and Mackey,1992; Varnam and 

Sutherland, 1995) และพบในปลาสดด้วย (Gram and Huss, 1996) มีการตรวจพบแบคทีเรีย

ชนิดนีในนมและอาหารทะเล ซึงพบว่าแบคทีเรียชนิดนีมีการเจริญในทีอุณหภูมิตํา และเป็น

แบคทีเรียทีเจริญได้อย่างรวดเร็ว จึงส่งผลต่อคุณภาพของปลาแช่เย็น (Koutsoumanis and 

Nychas, 2000) 

 

4. การศึกษาเกียวกบัการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกทีมีความสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน

เพือนํามาประยุกตใ์ชใ้นอาหารทะเลแช่เย็น 

 

 กุ้งเป็นอาหารทะเลทพีบการเน่าเสยีบ่อยครัง ซึงเป็นผลมาจากการเจริญของจุลินทรีย์ 

และอาจพบแบคทเีรียทก่ีอให้เกดิโรคได้ เช่น L. monocytogenes และ Salmonella ซึงเป็นสาเหตุ

สาํคัญทีทาํให้ถูกกักกันสินค้า ก่อความเสียหายทางเศรษฐกิจ (Ababouch et al, 2005) 

นอกจากนีแบคทีเรียทังสองอาจก่อให้เกิดโรค listeriosis และ salmonellosis ในผู้ทีบริโภคกุ้ง 

ดังนันการลดจํานวนของแบคทีเรียดังกล่าวจึงเป็นสิงทีมีความน่าสนใจ (Wan Norhana et al, 

2012)  

 L. monocytogenes สามารถอยู่รอดได้ในสงิแวดล้อมทมีีพีเอชเป็นกรด (Driscoll et 

al, 1996) อุณหภูมิตาํ (Gill and Reichel, 1989) ความเข้มข้นเกลือสูง (Farber and Peterkin, 

1991) ซึงทําให้แบคทีเรียชนิดนียากต่อการควบคุมในอาหาร ปัจจุบันพบว่าการติดเชือ           

L. monocytogenes สามารถรักษาได้ด้วยยาปฏิชีวนะ แต่พบว่าการดือยาเริมมีมากขึนเรือยๆ 

(Saldar and Armstrong, 2003) ดังนันการควบคุม L. monocytogenes ในอาหารกลายเป็นสิงที

กงัวลในระดับอุตสาหกรรม ปัจจุบันมีการใช้แบคเทอริโอซินทีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติกเพิมขึน 

เพือควบคุมแบคทเีรียในอาหาร เช่น อาหารทะเล (Nilsson et al, 2004) 

 Nisin เป็นแบคเทอริโอซินทผีลิตโดย Lactococcus lactis ซึงมีการใช้เป็นสารกันเสีย

ชีวภาพตังแต่ปี ค.ศ.1940 (Mattick and Hirsch, 1947) Nisin ถูกอนุมัติให้ใช้เป็นสารกันเสีย

ชีวภาพ ซึงมีการใช้กันมากกว่า 50 ประเทศ (Surekha and Reddy, 2000) โดยนํามาใช้ถนอม

อาหาร รวมทงัในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแขง็ ขนมหวาน นม โยเกิร์ต เครืองดืมผ่านการหมัก 

ผลิตภัณฑ์เนือ ปลารมควัน รวมถึงผักกระป๋อง Nisin มีกจิกรรมการยับยังในช่วงกว้าง โดยเฉพาะ

แบคทเีรียแกรมบวก จะมีความคงตัวทอุีณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีมีความไว

ต่อเอนไซม์ pancreatin และ ߙ-chymotrypsin โดยองค์การอนามัยโลกและองค์การอาหารโลก 

(FAO/WHO) กาํหนดให้บริโภคได้ไม่เกิน 30,000  IU ต่อกิโลกรัมนําหนักตัวต่อวัน โดยไม่มี

ผลกระทบต่อความปลอดภัย (Daeschel, 1990) 

  จากการทดลองก่อนหน้านีทีพบว่า การใช้ Nisin ร่วมกับเกลือของกรดอินทรีย์

สามารถยืดอายุการเกบ็รักษาของผลิตภัณฑ์นม และสามารถลดจํานวนแบคทีเรียก่อโรคใน
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ผลิตภัณฑ์ได้ (Delves-Broughton et al, 1996) ปัจจุบันผู้บริโภคมีความต้องการอาหารสด และ

อาหารในกลุ่ม lightly preserved ดังนันผู้ทาํการทดลองจึงใช้Nisinร่วมกับเกลือของกรดอินทรีย์

เพือยืดอายุการเกบ็รักษา และยับยัง L. monocytogenes Salmonella ในกุ้งแช่เย็น (Wan 

Norhana et al, 2012) 

 วรายุทธ และคณะ (2007) ได้คัดเลือกแบคทเีรียแลคติกทสีามารถสร้างแบคเทอริ-

โอซินจากตัวอย่างแหนม แบคเทอริโอซินดังกล่าวเป็นโปรตีนมีนําหนักโมเลกุลประมาณ 10 kDa 

สามารถทนความร้อนได้ถึงอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และสามารถผลิต   

แบคเทอริโอซินได้สงูถึง 1280 Au/mL และเมือตรวจหาตาํแหน่งยีนสาํหรับแบคเทอริโอซินของ

แบคทเีรียแลคติก พบว่า ยีนดังกล่าวเป็นยีนทน่ีาจะอยู่บนพลาสมิด 

  Tahiri et al. (2009) รายงานว่า Carnobacterium divergens strain M35 ทีคัด

แยกได้สามารถผลิตแบคเทอริโอซินในกลุ่ม class IIa (divergicin M35) จากการทดลองพบว่า

ปัจจัยทมีีผลต่อการเจริญของ C. divergens strain M35 กลับไม่มีผลต่อการผลิตของแบคเทอริ-

โอซิน ซึงแสดงให้เหน็ว่าการผลิตแบคเทอริโอซินไม่ได้ขึนอยู่กบัการเจริญของแบคทีเรีย ซึงปัจจัย

ทมีีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน คือ องค์ประกอบของอาหารเลียงเชือโดยเฉพาะอย่างยิง ชนิด

ของแหล่งคาร์บอน พบว่า อาหารทีดีทีสุดสาํหรับการผลิต divergicin M35 คือ อาหาร SCH 

(Snow crab hepatopancreas) ทพีีเอช 7 

 Matamoros et al. (2009) พบว่า psychrotrophic lactic acid bacteria ทแียกได้

มีสมบัติเหมาะสมทจีะนาํมาใช้เป็นสารกันเสียชีวภาพในผลิตภัณฑ์อาหารทะเล ซึงสามารถยับยัง

แบคทีเรียทีเ ป็นสาเหตุทําให้อาหารเน่าเสียและแบคทีเ รียก่อโรคได้ดี ซึงถูกระบุว่าเป็น 

Leuconostoc gelidum 3 ไอโซเลท Lactococcus piscium 2 ไอโซเลท Lactobacillus fuchuensis 

1 ไอโซเลท และ Carnobacterium alterfunditum 1 ไอโซเลท ซึงทุกไอโซเลทไม่มีการผลิต 

histamine และ tyramine หลังจากนันได้ทดสอบการสร้างแบคเทอริโอซิน พบว่ามีเพียง 1 ไอโซ

เลททมีีสมบัติคล้ายกบัแบคเทอริโอซิน จากการวิจัยครังนีผู้ทาํการทดลองเหน็ว่า แบคเทอริโอซินที

คัดเลือกได้อาจจะนาํไปประยุกต์ใช้เป็นสารกนัเสียชีวภาพกับผลิตภัณฑ์อาหารทะเลได้  ผู้วิจัยได้

กล่าวอกีว่า งานทจีะต้องทาํต่อไปคือ การนํามาประยุกต์ใช้จริง อาจมีการใช้ร่วมกับกระบวนการ

อนืๆ เพือปรับปรุงคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารทะเลแช่เยน็ 

 Chahad et al. (2011) ได้เกบ็ตัวอย่างปลากะพงขาว และปลากะพงแดงมาคัดเลือก

แบคทีเรียแลคติก พบว่า จีนัส Enterococus สามารถยับยังแบคทีเรียแกรมบวกก่อโรคและ

แบคทีเรียทีเป็นสาเหตุของการเน่าเสียได้ดี เช่น Bacillus sp. Vibrio anguillarum Aeromonas 

salmonicida Aeromonas hydrophila โดยเฉพาะ Listeria monocytogenes ซึงสารยับยังแบคทเีรีย

ดังกล่าวมีสมบัติเป็นโปรตีน ทนความร้อนได้ถึง 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ซึงเป็น

สมบัติของ แบคเทอริโอซิน และได้จัดจาํแนกประเภทของแบคเทอริโอซินทีได้ พบว่าเป็น heat-

resistant small class IIa bacteriocins และระบุชนิดโดยวิธีทางโมเลกุล พบว่าเป็นกลุ่มของ 
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enteriocin นอกจากนีผู้ทาํการทดลองยังกล่าวว่า แบคเทอริโอซินทีได้จะเป็นทางเลือกหนึงในการ

นาํไปประยุกต์ใช้เป็นสารกนัเสยีชีวภาพในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลแช่เยน็ 

 Nanasombat et al. (2012) รายงานว่า แบคทเีรียแลคติกทพีบในกุ้ง และหอยมี

จํานวน 3.0 × 104-3.0 × 106 CFU/g แบคทีเรียแลคติกทีคัดแยกได้มีกิจกรรมการยับยัง

แบคทเีรียอนิดิเคเตอร์ได้ดี โดยเฉพาะ L. monocytogenes  สารยับยังดังกล่าวมีสมบัติเป็นโปรตีน 

ซึงคาดว่าจะเป็นแบคเทอริโอซิน นอกจากนีแบคทเีรียแลคติกทีคัดเลือกได้ยังทนต่อสภาวะความ

เป็นกรดตาํๆ ทนเกลือนาํดี และความเข้นข้นของเกลือได้ถึง 10 % แบคทีเรียแลคติกทีคัดเลือก

ได้ระบุว่าเป็น Enterococcus faecium และ Enterococcus faecalis ผู้วิจัยกล่าวว่า สมบัติดังกล่าว

เหมาะทจีะนําไปใช้เป็นกล้าเชือในอาหารทะเลหมักเพือเป็นโปรไบโอติก หรือใช้เป็นสารกันเสีย

ชีวภาพในอาหารทะเลสด  
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วตัถุประสงค ์

1. เพือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกทีสามารถยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์จาก

อาหารทะเลแช่เยน็ 

2. จัดจาํแนกชนิดและศึกษาสมบัติบางประการของแบคทเีรียแลคติกและสารยับยังทีได้

จากแบคทเีรียแลคติกทคีัดเลือกได้ 

3. ศึกษาสภาวะทเีหมาะสมในการเจริญและการผลิตสารยับยังของแบคทีเรียแลคติกที

คัดเลือกได้ 

4. ศึกษาประสิทธิภาพการยับยังการเจริญของ L. monocytogenes โดยแบคทีเรีย      

แลคติกทคีัดเลือกได้เมือเพาะเลียงร่วมกนั 

5.  การนําสารยับยั งและแบคทีเ รียแลคติกทีคัด เ ลือกได้ไปประยุกต์ ใ ช้ยับยั ง                

L. monocytogenes ในอาหารทะเลในระดับห้องปฏิบัติการ 

 

ความสาํคญัและประโยชนจ์ากงานวิจยั 

1. คัดเลือกได้แบคทเีรียแลคติกทมีีความสามารถในการผลิตสารยับยังจากอาหารทะเล

แช่เยน็ได้ 

2. ทราบสภาวะทเีหมาะสมในการผลิตสารยับยังให้ได้ปริมาณสงู  

3. สามารถเกบ็รักษาอาหารทะเลได้ในระยะเวลาทีนานขึนและมีความปลอดภัยต่อ

ผู้บริโภค 

 

ขอบเขตของการวิจยั 

 เกบ็ตัวอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ทจีาํหน่ายใน super market ตามห้างสรรพสินค้าและ

ตลาดสดทวีางจาํหน่ายในเขตเทศบาลนครหาดใหญ่และเขตเทศบาลคอหงศ์ จังหวัดสงขลา มาทาํ

การแยกเชือแบคทีเรียแลคติกทีอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียสและ 35 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ

ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทเีรียแลคติกทแียกได้ แล้วนําเชือทีแยก

ได้มาทดสอบการผลิตสารยับยังโดยวิธี agar spot และ agar well diffusion assay กับแบคทีเรีย

ก่อโรคและแบคทเีรียทีทาํให้อาหารเน่าเสีย ได้แก่ S. aureus ATCC 29213 L. monocytogenes 

ATCC 15313 E. coli PSU 95 V. parahaemolyticus PSU 1681 E. faecalis ATCC 29212 

P. aeruginosa ATCC 27853 และ S. Typhi หลังจากนันทาํการคัดเลือกแบคทเีรียแลคติกทผีลิต

สารยับยังได้สงู จัดจาํแนกชนิดแบคทเีรียทคีัดเลือกได้ ทดสอบสมบัติของแบคทเีรียแลคติก ศึกษา

สภาวะทเีหมาะสมในการผลิตสารยับยงั ทดสอบสมบัติของสารยับยังทีผลิตจากแบคทีเรียแลคติก

ทีคัดเลือกได้ และทดสอบประสิทธิภาพการยับยัง L. monocytogenes ในกุ้งแช่เย็นในระดับ

ห้องปฏิบัติการ 
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บทที 2 

 

วสัดุ  อุปกรณ ์ และวิธีการ 

วสัดุ  

 

1. ตัวอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ทใีช้แยกเชือแบคทเีรียแลคติก 

 ตัวอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ทีใช้ในการทดลอง ได้แก่ กุ้ง หอย หมึก และ ปลา ที

จาํหน่ายใน super market ของห้างสรรพสนิค้าและตลาดสดในเขตเทศบาลนครหาดใหญ่และเขต

เทศบาลคอหงส ์จังหวัดสงขลา 

 

2. ตัวอย่างกุ้งทใีช้ทดสอบ 

กุ้งขาวสด (Litopenaeus vannamei) โดยคัดเลือกกุ้งทีมีขนาดเท่าๆกัน นําหนัก

ประมาณ 20 กรัมต่อตัว 

  

3. แบคทเีรียอนิดิเคเตอร์ทใีช้ทดสอบ 

   แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทีใช้ในการทดสอบได้แก่ S. aureus ATCC 29213 L. 

monocytogenes ATCC 15313 E. coli PSU 95 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa 

ATCC 27853 S. Typhi และ V. parahaemolyticus PSU 1681 ซึงได้รับความอนุเคราะห์จาก

ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

 

4. อาหารเลียงเชือ   

  บริษัทผู้ผลิต 

MRS broth with the pH adjusted to 7.0 (MRS-7m)   Difco 

Triptic soy agar (TSA)        Merck 

Triptic soy broth (TSB)        Merck 

 Bacteriocin screening medium (BSM)       - 

 Improved  medium          - 

 Columbia blood agar      Oxoid 

 All purpose tween medium (APT)      Difco 

 M17 Agar medium  Difco 

 de Man Rogasa and Sharpe Broth (MRS broth)   Difco 

 de Man Rogasa and Sharpe Broth (MRS broth)    Difco 

25 
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 Muller-Hinton agar plates (MHA)    Merck  

 Plate Count Agar (PCA)     Merck 

 

5. สารเคมี        บริษัทผู้ผลิต 

สสีาํหรับย้อมแกรม      LABCHEM 

โซเดียมคลอไรด ์      LABCHEM 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์     Merck 

แคลเซียมคาร์บอเนต      Merck 

อนิดิเคเตอร์ Bromcresol purple     Ajex Finechem 

โซเดียมไฮดรอกไซด์      Merck 

กรดไฮโดรครอริก       Merck 

 

5.1 เอนไซม์ 

 amylase       Sigma -ߙ 

 Proteinase K       Sigma 

 chymotrypsin       Sigma -ߙ 

 Trypsin        Sigma 

 Protease        Sigma 

 Lipase       Sigma 

 

5.2 ยาปฏิชีวนะ 

  penicillin G (10 µg)     Oxoid 

  vancomycin (30 µg)     Oxoid 

  ampicillin (10 µg)     Oxoid 

  tetracyclines (30 µg)     Oxoid 

  chloramphenicol (30 µg)     Oxoid 

  ceftriaxone (30 µg)     Oxoid 

  gentamicin (10 µg)     Oxoid 

  erythromycin (15 µg)     Oxoid 
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6. เครืองมือและอุปกรณ ์

ตู้อบฆ่าเชือ (Hot air oven)     Venticell 

หม้อนึงความดนัไอนาํ (Autoclave)    Tomy, Japan 

เครืองชังสาร (Balance)     BEC THAI 

ตู้บ่มเพาะเชือ (Incubator)     Satorius, USA 

เตาแม่เหลก็ (Hot plate & Stirrer)    Corning 

อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)    Memmert, USA 

เครืองผสม (Vortex mixer)     Labnet, USA 

กล้องจุลทรรศน์ (Microscope)    Nikon, USA 

ตู้เยน็       Senden intercool 

ออโต้ปิเปต (Autopipette) ขนาด 1-10 µL   LIO LAB 

ออโต้ปิเปต(Autopipette) ขนาด 20-200 µL  LIO LAB 

เวอร์เนีย คาลิเปอร์ (Vernia caliper)    Made in China 

เครืองหมุนเหวียง (Refrigerated Centrifuge)   Sorvall 

ตู้ปลอดเชือ (Laminar air flow cabinet)   Thermo scientific  

UV Spectrophotometer Shimadzu, Japan 

Stomacher       SEWARD 

เครืองวัด McFarland     BIOSAN, USA 

เครืองอ่าน Microtiter plate         BIO-RAD 

เครือง HPLC          Agilent Technologies 

เครืองวัดพีเอช          Beckman 

เครืองUitrafiltration   Amicon, USA 

 โถไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar)                               Beckton Dickinson

 จานอาหารเลียงเชือ (Petri dish)                              Pyrex 

 Membrane filter ขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร   Sartorius Biolab 

Millipore Corporation  Ultrafiltration   Amicon, USA 

 Microtiter plate  Thermo scientific 

กระบอกฉีดยา (Syringe)  NIPRO, Thailand 

ถุงมือ                                                               SRI TRANG GLOVES 

ทตีังหลอดทดลอง (Test tube rack) 

ขวดแก้ว (ดูแรน) บรรจุขนาด 250 mL 

ขวดแก้ว (ดูแรน) บรรจุขนาด 500 mL 

ขวดแก้ว (ดูแรน) บรรจุขนาด 1000 mL 
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หลอดทดลองขนาด 16 × 100 mm 

หลอดทดลองขนาด 13 × 150 mm 

ปิเปต ขนาด 1 mL 

ปิเปต ขนาด 5 mL 

ปิเปต ขนาด 10 mL 

กระดาษรองสาํหรับชังสาร 

ตะเกยีงแอลกอฮอล์  

ห่วงเขียเชือ (Loop) 

เขม็เขยีเชือ (Needle) 

ปากคีบ (Forceps) 

หลอด Centrifuge 

Sterile plastic bag 

ช้อนตักสาร 

กระดาษอะลูมิเนียมฟอยล์   

 กระจกสไลด ์  

Magnetic bar 

Parafilm     

ลูกยาง            

กรรไกร   

 หลอดดักกา๊ซ       

มีด 
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วิธีการทดลอง 

 

1. การเก็บตวัอย่างอาหารทะเลแช่เย็น 

 

  สุ่มเกบ็ตัวอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ ได้แก่ กุ้ง หอย หมึก ปู และ ปลา ชนิดต่างๆ ที

จําหน่ายใน super market ของห้างสรรพสินค้า ตลาดสดในเขตเทศบาลนครหาดใหญ่ และเขต

เทศบาลคอหงส์ จังหวัดสงขลา ใส่ในถุงพลาสติกปราศจากเชือแล้วบรรจุในกล่องโฟมทีบรรจุ

นําแขง็ นํามายังห้องปฏิบัติภาคจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาตร์  โดยทาํการวิเคราะห์หาจํานวน

แบคทเีรียทันที หรือถ้าไม่วิเคราะห์ทันทีให้นําไปเกบ็ทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และวิเคราะห์

ภายใน 24 ชัวโมง (Fang et al., 2003) 

 

2. การแยกและนบัจํานวนแบคทีเรียสรา้งกรดจากอาหารทะเลแช่เยน็ 

 

 ชังตัวอย่างอาหารทะเล 25 g ใส่ในถุงพลาสติกแล้วเท Tryptone broth 225 mL ใส่

ในถุงพลาสติกนําไปตีปันด้วยเครือง stomacher 1-2 นาที ให้เข้ากันจะได้ระดับความเจือจางที

ระดับ 10-1 นํามาเจือจางทีระดับ 10-2  10-3  10-4 10-5 และ 10-6  โดยใช้ Tryptone broth 

ปริมาตร 9 mL ใช้ปิเปตขนาด 1 mL ดูดตัวอย่างจากระดับความเจือจาง 10-2 ถึง 10-6ลงในจาน

อาหารจานละ 1 mL ระดับความเจือจางละ 2 จาน จากนันเติมอาหาร Bacteriocin  Screening 

Medium (BSM) ทีเติม 0.004% Bromcresol purple (Coventry et al., 1996; Eijsink et 

al.,1996; Faye et al., 2000; Martinez et al., 2000; Tichaczek, et al., 1992) ลงในจาน

อาหารปริมาตร 20 mL  เขย่าให้เข้ากนั นาํไปบ่มท ี35 และ8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง 

และ 3-7 วัน ตามลาํดับ นับจาํนวนแบคทเีรียในอาหารเลียงเชือ 30-300 CFU/mL จากนันสุ่ม

คัดเลือกแบคทีเรียทีมีโคโลนีสีเหลือง รูปกระสวย ขนาดและรูปร่างแตกต่างกัน นําโคโลนีมา 

streak ลงบนอาหาร BSM agar เพือให้ได้เชือบริสทุธ ินาํโคโลนีเดียวมาเกบ็ในอาหาร BSM agar 

3 mL โดยใช้ needle stab เพือนาํไปตรวจสอบสมบัติเบืองต้นของแบคทเีรียแลคติกต่อไป 

 

3. การตรวจสอบสมบติัเบืองตน้ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได ้

 

 นาํเชือแบคทเีรียสร้างกรดทแียกได้ในข้อ 2 มาย้อมแกรม (ภาคผนวก ข) เพือดูการ

ติดสแีกรม รูปร่างและการเรียงตัว และทาํการทดสอบเอนไซม์คะตะเลส โดยหยดไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ 3% ลงบนสไลด์ 1 หยด แล้วเขียเชือแบคทีเรียสร้างกรดจาก BSM agar slant ลงไป 1 

loop อ่านผลทันที คะตะเลสบวก จะมีฟองอากาศเกิดขึน และคะตะเลสลบ จะไม่มีฟองอากาศ
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เกิดขึน แล้วทาํการเกบ็เชือทีติดสีแกรมบวก และให้ผลคะตะเลสลบไว้ ทาํการเกบ็เชือโดยใช้ 

needle stab ลงในหลอดอาหาร BSM agar 3 mL เกบ็ทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพือใช้ใน

การศึกษาต่อไป 

 

4. การคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกทนอุณหภูมิตําทีสามารถยบัยงัแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์  

 

4.1 เตรียมเชือแบคทีเรียแลคติก  

 

 นาํเชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้ในข้อ 3 ทงัหมดมาเลียงในอาหาร BSM broth บ่ม

เชือทอุีณหภูมิ 35 และ 8 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

 

4.2 การเตรียมแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์

 

 เตรียม inoculum ด้วยการเขียเชือแบคทีเรีย L. monocytogenes ATCC 15313   

S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 S. Typhi 

และ E. coli PSU 95 บน Tryptic soy agar (TSA) แต่สาํหรับ V. parahaemolyticus PSU 

1681 เลียงในอาหาร TSA ทเีติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.5% บ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชัวโมง เมือพบการเจริญของแบคทีเรีย เขียเชือโคโลนีเดียว 3-5 โคโลนีลงใน

อาหาร Tryptic soy broth (TSB) สาํหรับV. parahaemolyticus PSU 1681 เลียงในอาหาร TSB 

ทีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.5% บ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัวโมง 

เพือให้เชือเจริญอยู่ในช่วง log phase หลังจากนันนาํมาปรับความขุ่นให้เท่ากบั 0.5 McFaland ใน

อาหาร Tryptic soy broth สาํหรับV. parahaemolyticus PSU 1681 นาํมาปรับความขุ่นในอาหาร 

Tryptic soy broth ทเีติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ 1.5% ให้มีปริมาณเชือประมาณ 108 CFU/mL 

  

4.3 การคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกทีผลิตสารยบัยงั 

 

 ศึกษาด้วยวิธ ีagar spot assay (ดัดแปลงจาก Fleming et al., 1975) โดยทาํการดูด

เชือแบคทีเรียแลคติกในอาหาร BSM broth มา 2 ไมโครลิตร spot ลงบนผิวอาหาร BSM agar 

ทาํ 2 ซาํ บ่มเชือใน anaerobic jar ทอุีณหภูมิ 35 และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 

3-7 วัน ตามลาํดับ หลังจากนันเททับด้วย TSA soft agar 0.7 % ซึงมีเชือแบคทีเรียอินดิเค-     

เตอร์ประมาณ 10
6 
CFU/mL ปริมาตร 8 มิลลิลิตร สาํหรับ V. parahaemolyticus PSU 1681 ใส่

ในอาหาร TSA soft agar 0.7 % ทีเติมเกลือโซเดียมคลอไรด์1.5% ปริมาตร 8 มิลลิลิตร เททับ
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บนผิวอาหาร BSM ทหียดเชือแลคติกไว้เบาๆ บ่มเชือทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัวโมง ตรวจสอบผลการยับยังด้วยการวัดขนาดวงใสการยับยัง (clear zone) โดยวัดจากขอบเชือ

แบคทีเรียแลคติกจนสุดขอบวงใสโดยใช้เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper) คัดเลือก

แบคทเีรียแลคติกทสีามารถยับยังแบคทเีรียอินดิเคเตอร์ได้ไว้ทาํการทดสอบในการทดสอบอืนๆ

ต่อไป เกบ็ใน 15% ของ glycerol ทอุีณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 

4.4 การทดสอบสมบติัการทนอุณหภูมิตําของแบคทีเรียแลคติก (ดดัแปลงจาก 

Matamoros et al., 2009) 

 

 นาํแบคทเีรียแลคติกทคีัดเลือกได้มาทาํการเพาะเลียงใน BSM broth ทอุีณหภูมิ 4 8 

15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 0 1 2 3 และ 7 วัน เกบ็ตัวอย่างมาวัดความ

ขุ่นเพือดูการเจริญของเชือแบคทเีรียโดยวัดด้วยเครือง spectrophotometer ทีความยาวคลืน 600 

nm  

 

5. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยบัยงัแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์โดยวิธี agar well 

diffusion (ดดัแปลงจาก Schillinger and Lucke, 1989) 

 

 5.1 การเตรียมส่วนใสทีตอ้งการทดสอบ 

 

 นาํเชือแบคทเีรียแลคติกทคีัดเลือกได้ มาทดสอบการยับยังอีกครังโดยการเลียงเชือ

แบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลว BSM บ่มในอุณหภูมิที 20 องศาเซลเซียส ใน anaerobic jar 

และนาํมาปันเหวียงทอุีณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเรว็ 8000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาท ี

แยกเอาส่วนใส (culture supernatant) มาทาํให้เข้มข้น 5 เท่า โดยวิธี ultrafiltration นําส่วนใสที

ได้มาปรับพีเอชให้เท่ากบั 6.5 เพือกาํจัดการยับยังทเีกิดจากกรดอินทรีย์ โดยปรับพีเอชด้วย 1N 

NaOH ทาํให้ปราศจากเชือโดยนาํมากรองผ่านแผ่นกรองทมีีขนาดรู 0.2ไมโครเมตร 

 

 5.2 การทดสอบการยบัยงัแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์

 

 ทดสอบกับแบคทีเรียอินดิเคเตอร์แกรมบวก ได้แก่ S. aureus ATCC 29213       

L. monocytogenes ATCC 15313 และ E. faecalis ATCC 29212 แบคทีเรียอินดิเคเตอร์     

แกรมลบ ได้แก่ E. coli PSU 95 P. aeruginosa ATCC 27853 V. parahaemolyticus PSU 

1681 และ S. Typhi ทมีีความเข้มข้นของเชือประมาณ 106 CFU/mL ในอาหาร TSA soft agar 

8 mL ยกเว้น V. parahaemolyticus PSU 1681 ทีเติมลงในอาหาร TSA soft agar ทีมีเกลือ
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โซเดียมคลอไรด์ 1.5% ปริมาตร 8 mL แล้วเท TSA soft agar ทีเตรียมไว้บนอาหาร TSA ทีมี

ปริมาตร 20 mL และทาํการเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 6 mm 

 นาํส่วนใสทไีด้จากข้อ 5.1 หยดลงไป 80 ไมโครลิตร บนอาหาร TSA บ่มทีอุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัวโมง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสเพือดู

ความสามารถในการยับยังโดยใช้ vernier caliper หน่วยการวัดเป็น mm (Schillinger and 

Lucke., 1989)  

 

6. การเทียบเคียงสายพนัธุข์องแบคทีเรียแลคติกทีคดัเลือกได ้(Lee et al., 2011) 

 

 ทาํการศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยการเปรียบเทยีบลาํดับเบสบริเวณ 16S 

rDNA มาใช้ในการเทยีบเคียงสายพันธุข์องแบคทเีรียแลคติกได้ถึงในระดับสปีชีส์ โดยเลือกไอโซ

เลททีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยังส่งไปยัง Macrogen Service Center Advancing through 

Genomics ประเทศเกาหลี เพือหาลาํดับเบสของ DNA (DNA sequence) จากนันนําข้อมูลลาํดับ 

นิวคลีโอไทด์ทไีด้เปรียบเทยีบกบัฐานข้อมูล GenBank ในเวบ็ไซด์ http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/BLAST ซึงทาํให้สามารถทราบชนิดของแบคทเีรียแลคติกได้  

 

7. การศึกษาสมบติัของแบคทีเรียแลคติกทีคดัเลือกได ้

 

7.1. ทดสอบการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ (Chahad et al, 2012) 

 

       นาํแบคทเีรียแลคติกทคีัดเลือกได้มาวิเคราะห์โดย agar diffusion method โดยใช้ยา

ปฏิชีวนะ 8 ชนิด ซึงเป็นตัวแทนของยาปฏิชีวนะทใีช้ในการรักษาคน ได้แก่ penicillin G (10 µg) 

ceftriaxone (30 µg) chloramphenicol (30 µg) tetracyclin (30 µg) vancomycin (30 µg) 

ampicillin (10 µg) gentamicin (10 µg) erythromycin (15 µg) ทาํการ swab แบคทีเรีย     

แลคติกทปีรับความขุ่นได้ 0.5 McFarland ลงบนอาหาร Muller-Hinton agar plates ปริมาตร 25 

mL วางแผ่นยาดังกล่าว บ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัวโมง วัดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางวงใสและแสดงผลการทดสอบโดยใช้สัญลักษณ์ ดังนี ความต้านทาน (Resistance; R) 

ความไวปานกลาง (Moderate Susceptibility; MS) และความไวต่อสารปฏิชีวนะ (Susceptibility; 

S) (Clinical and Laboratory Standard Institute, 2012) นําผลการทดลองทีได้เทียบกับ 

Lactobacillus species ( Mathur and Singh, 2005) 
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7.2. ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Argyri et al., 2013) 

 

 นําแบคทีเรียแลคติกมา streak บน Columbia Blood Agar (Oxoid) ทีเติมเลือด

มนุษย์ 5% (v/v) นาํจานอาหารไปบ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส บันทึกผลหลังจากบ่มเป็น

เวลา 72 ชัวโมง ดูการเกดิวงใสบนอาหาร สงัเกตปฏิกิริยาทีเกิดขึนบนอาหาร แบ่งออกได้เป็น 3 

กลุ่มคือ กลุ่ม Beta haemolysis มีการย่อยสลายเมด็เลือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสรอบโคโลนี 

กลุ่ม Alpha haemolysis เกดิวงใสสเีขียวรอบโคโลนี และกลุ่ม gamma haemolysis โคโลนีของเชือ

ไม่เปลียนแปลง 

 

7.3. ทดสอบการสรา้งไบโอจีนิกเอมีน (Tapingkae et al., 2010) 

 

 เป็นการทดสอบการสร้างสารพวก biogenic amines โดยวิธี high-performance 

liquid chromatography(HPLC) โดยจะใช้ histamine dihydrochloride และ tyramine 

hydrochlorideเป็น biogenic amine standards ทาํการสกัดสารไบโอเจนิกเอมีนจาก supernatant 

ในอาหาร Improved medium (Bover-Cid and Holzapfel, 1999) และทาํอนุพันธ์สารไบโอเจ

นิกเอมีนทสีกดัได้ด้วย dansyl chloride เพือวิเคราะห์ปริมาณไบโอเจนิกเอมีนโดยใช้เครือง HPLC 

1200 (Agilent) ใช้คอลัมน์ Zorbax Eclipse XDB C18 column (ภาคผนวก ช) 

 

8. ศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตสารยบัยงั (ดดัแปลงจากวิธี Tahiri, et al., 2009) 

 

 8.1 ผลของอาหารเลียงเชือต่อการผลิตสารยับยัง  

 

 นํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเลียงในอาหาร BSM broth บ่ม

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ซึงเป็นอุณหภูมิทีเหมาะสมกับการเจริญ ตามข้อ 4.4 แล้วถ่ายโอน

เชือปริมาตร 4 mL ลงในอาหารเหลว ได้แก่ Bacteriocin screening medium (BSM) All 

Purpose Tween (APT) M17 medium + Glocose 0.5 g/L (M17+G) และ de Man Rogasa 

and sharpe broth ทีปรับพีเอชเท่ากับ 7 (MRS-7m) ปริมาตร 400 mL บ่มทีอุณหภูมิ 20  

องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอย่างเพือทดสอบทีเวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง ศึกษาการเจริญ

โดยการวัดความขุ่นของการดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 660 nm แล้วทาํการเตรียม culture 

supernatant ดังข้อ 5.1 เพือนาํมาทดสอบความสามารถในการยับยังแบคทเีรียอนิดิเคเตอร์โดยวิธ ี

broth microdilution assay (ดัดแปลงจากวิธ ีจุไรรัตน์, 2550) 

 โดยนาํ culture supernatant ทาํการเจือจางแบบ 2 fold dilution ทังหมด 10 ความ

เข้มข้น แล้วทาํการผสมแต่ละความเข้มข้นกับอาหารเลียงเชือ ด้วยการดูด culture supernatant 
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125 µl ผสมกบั TSB ปริมาตร 125 µl ความเข้มข้นละ 3 หลุม และเติม 50 µl suspension ของ 

L. monocytogenes โดยให้มีเชือประมาณ 104 CFU/หลุม นาํไปบ่มทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชัวโมง วัดความขุ่นที 655 nm ด้วย microplate reader โดยรายงานในหน่วย 

Arbitary Unit ต่อมิลลิลิตร (Au/mL) ซึงคาํนวณจากการนําค่าความเข้มข้นตาํสุดทีไม่พบการ

เจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 (Dilution factor) คูณกบั 1,000 ไมโครลิตร หาร

ด้วยปริมาตรส่วนใสทเีติมลงไปทดสอบ  

 

 กจิกรรมการยับยัง (Au/mL) = 1,000 ไมโครลิตร × Dilution factor 

125 ไมโครลิตร 

 

8.2 ผลของอาหารเลียงเชือและอุณหภูมิทีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัยงั 

  

นํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเลียงในอาหาร BSM broth บ่ม

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส แล้วถ่ายโอนเชือปริมาตร 4 mL ลงในอาหารเหลว BSM APT 

M17+G และ MRS-7m ปริมาตร 400 mL บ่มทีอุณหภูมิ 15 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส 

เกบ็ตัวอย่างเพือทดสอบทเีวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง ศึกษาการเจริญโดยการวัดความ

ขุ่นของการดูดกลืนแสงทคีวามยาวคลืน 660 nm แล้วทาํการเตรียม culture supernatant ตามข้อ 

5.1 เพือนํามาทดสอบความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธ ี

broth microdilution assay ตามข้อ 8.1 กจิกรรมของแบคเทอริโอซินมีหน่วยเป็น (Au/mL) 

 

8.3 พีเอชเริมตน้ทีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัยงั 

 

 นํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 เลียงในอาหาร M17+G บ่มทีอุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส ซึงเป็นอาหารเลียงเชือและอุณหภูมิทีเหมาะสมทีสุด (จากการทดลอง 8.2) 

ถ่ายโอนเชือ 4 mL ลงในอาหาร M17+G ปริมาตร 400 mL ซึงมีการปรับพีเอชเริมต้นของอาหาร

เท่ากบั 5.5 6.0 6.5และ 7.0 แล้วนําไปบ่มทีอุณหภูมิ 20 และ 25 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอย่าง

เพือทดสอบทเีวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง ศึกษาการเจริญโดยการวัดความขุ่นของการ

ดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 660 nm แล้วทาํการเตรียม culture supernatant ตามข้อ 5.1 เพือ

นํามาทดสอบความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธี broth 

microdilution assay ตามข้อ 8.1 กจิกรรมของแบคเทอริโอซินมีหน่วยเป็น (Au/mL) 
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9. การศึกษาสมบติัของสารยบัยงั  

 

 นํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเพาะเลียงใน M17+G ปริมาตร 400 

mL ทมีีพีเอชเริมต้นของอาหารเท่ากบั 7 บ่มทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใน anaerobic jar เป็น

เวลา 30 ชัวโมง และนํามาปันเหวียงทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเรว็ 8000 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 15 นาที แยกเอาส่วนใส (culture supernatant) มาทาํให้เข้มข้นขึน 5 เท่า โดยวิธีการ 

ultrafiltration นาํส่วนใสมาปรับพีเอชให้เท่ากับ 6.5 แล้วนํามาทดสอบสมบัติบางประการในการ

ยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ดังนี 

  

9.1. พีเอชต่อความคงตวัของสารยบัยงั (จุไรรตัน,์ 2550) 

    

  นาํ culture supernatant ของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาปรับพีเอชให้

เท่ากับ 2 3 4 5 6 7 และ 8 โดยปรับพีเอชด้วย 1N NaOH หรือ 1N HCl และส่วนใสทีปรับ    

พีเอชให้เท่ากับ 6.5 เป็นชุดควบคุม บ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัวโมง 

หลังจากนันปรับพีเอชกลับให้เป็น 6.5 ทาํให้ปราศจากเชือโดยนาํมากรองผ่านแผ่นกรองทมีีขนาด

รู 0.22 ไมโครเมตร ทดสอบความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 โดย

วิธ ีagar well diffusion assay ดังข้อ 5 และวิธี broth microdilution assay (ดังข้อ 8.1) มีหน่วย

เป็น (Au/mL) 

 

 9.2. ความรอ้นต่อความคงตวัของสารยบัยงั (Chahad  et al., 2012)  

 นํา culture supernatant ของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 ทีปรับพีเอช 6.5 

มาผ่านความร้อน 63 80 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที นํา culture supernatant ของแบคทีเรียแลคติกทีไม่ผ่านความร้อนเป็นชุด

ควบคุม ทาํให้ปราศจากเชือโดยนาํมากรองผ่านแผ่นกรองทีมีขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร ทดสอบ

ความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธ ีagar well diffusion assay 

ดังข้อ 5 และวิธ ีbroth microdilution assay (ดังข้อ 8.1) มีหน่วยเป็น (Au/mL) 

 

  9.3. ชนดิของเอนไซมต่์อความคงตวัของสารยบัยงั (Nanasombat et al., 

2012) 

   

  นํา culture supernatant ของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 ทีปรับพีเอช 

6.5 มาผสมกบัเอนไซม์ proteinase K protease trypsin ߙ-chymotrypsin lipaseและ ߙ-amylase 

ปรับความเข้มข้นสดุท้ายของเอนไซม์เป็น 1 mg/mL โดยนํา culture supernatant ทีผสมเอนไซม์ 



36 
 

บ่มทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัวโมง ทาํให้ปราศจากเชือโดยนํามากรองผ่านแผ่น

กรองทมีีขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร ทดสอบความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 

15313 โดยวิธี agar well diffusion assay ดังข้อ 5 และวิธี broth microdilution assay (ดังข้อ 

8.1) มีหน่วยเป็น (Au/mL) เปรียบเทียบกับ culture supernatant ทีไม่ผสมเอนไซม์ เป็นชุด

ควบคุม 

 

10. การหาค่า Minimal Inhibitory Concentration (MIC) ของสารยบัยงั 

  

10.1 การทดสอบหาค่า MIC ต่อเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 

(ดดัแปลงจาก จุไรรตัน,์ 2550) 

 

 โดยนํา culture supernatant ของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 ทาํการเจือ

จางแบบ 2 fold dilution ทงัหมด 10 ความเข้มข้น แล้วทาํการผสมแต่ละความเข้มข้นกับอาหาร

เลียงเชือ ด้วยการดูด culture supernatant 125 µl ผสมกับ TSB ปริมาตร 125 µl ความเข้มข้น

ละ 3 หลุม และเติม 50 µl suspension ของ L. monocytogenes โดยให้มีเชือประมาณ 104 

CFU/หลุม นําไปบ่ม 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง วัดความขุ่นที 655 nm ด้วย 

microplate reader แล้วทําการอ่านค่า MIC ซึงเป็นระดับความเข้มข้นตําสุดของ culture 

supernatant ทีสามารถยับยังการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 โดยรายงานใน

หน่วย Arbitary Unit ต่อมิลลิลิตร (Au/mL)  

 

 10.2. การทดสอบค่า Minimal Bactericidal Concentration (MBC)  

 

 จากการหาค่าความเข้มข้นตาํทีสุดทีทาํให้เชือไม่เจริญในอาหารเหลวนัน สามารถ

นาํมาหาค่า MBC ได้ โดยนาํหลุมททีาํการทดสอบจากการหาค่า MIC ทไีม่มีการเจริญไป spot บน

อาหาร Trypticase soy agar (TSA) ถ้าความเข้มข้นของ culture supernatant ทสีามารถฆ่าเชือได้

กจ็ะไม่พบการเจริญของเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 บนอาหารเลียงเชือ แต่ถ้าเชือไม่

ตายกจ็ะพบการเจริญของเชือบนอาหารเลียงเชือ  

 

11. ศึกษาประสิทธิภาพการยบัยงัการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 โดย

แบคทีเรียแลคติกทีคดัเลือกไดเ้มือเพาะเลียงร่วมกนั (ดดัแปลงจาก ศิรินาถ, 2540) 

 

 นาํแบคเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเพาะเลียงใน M17+G 

ทีพีเอชเริมต้นเท่ากับ 7 และบ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง เพือให้
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แบคทเีรียอยู่ในช่วง log phase ปรับความขุ่นให้เท่ากบั 0.5 McFaland และเจือจางแบบ 10 fold 

dilution เพือให้มีปริมาณเชือเริมต้นเหลือประมาณ 106 CFU/mL แล้วเติม L. monocytogenes 

ATCC 15313 ทีเลียงในอาหาร TSB ทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง ปรับ

ความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 McFaland และเจือจางแบบ 10 fold dilution ให้ปริมาณเชือเริมต้น

ประมาณ 104 CFU/mL เพาะเลียงร่วมกันทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึงเป็นอุณหภูมิที

เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน เป็นเวลา 72 ชัวโมง ทาํการนับจํานวน L. monocytogenes 

ATCC 15313 ทรีอดชีวิตบนอาหารแขง็ TSA agar และนับจํานวนแบคทีเรียแลคติกบนอาหาร 

MRS agar ย้อมสีแกรมดูรูปร่าง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึงทาํการทดลองโดยการเลียง L. 

monocytogenes ATCC 15313 ในอาหารเหลว TSB ทีไม่มี C. maltaromaticum L-SH-

L25104 และคาํนวณร้อยละการยับยังดังสตูร 

 

ร้อยละการยับยัง= 100 × (CFU/mL in control) – (CFU/mL in associative culture) 

     (CFU/mL in control) 

 

 

12. การประยุกตใ์ชแ้บคทีเรียแลคติกและสารทีมีสมบติัคลา้ยแบคเทอริโอซินในอาหารทะเล

ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (Wan Norhana et al., 2012) 

 

 12.1. การเตรียมเชือแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์

 

 นํา L. monocytogenes ATCC 15313 มาเลียงใน Trypticase Soy Broth (TSB) 

ปริมาตร 10 mL บ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง นําไป centrifuge 

8,000×g 15 นาที ที 4 องศาเซลเซียส เพือเกบ็เซลล์ นําตัวเซลล์มาละลายใน 0.85% Normal 

saline solution (NSS) ทปีราศจากเชือ ปรับความขุ่นให้เท่ากบั 0.5 McFaland จะทาํให้มีปริมาณ

เชือเริมต้นประมาณ 108 CFU/mL และเจือจางแบบ 10 fold dilution ให้เหลือเชือเริมต้น

ประมาณ 106 CFU/mL 

 

12.2. การเตรียมเซลลแ์บคทีเรียแลคติก และสารทีมีสมบติัคลา้ยแบคเทอริ- 

โอซิน  

 

 นําแบคเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเพาะเลียงในอาหาร

เหลว M17+G ปริมาตร 400 mL ทีปรับพีเอชเริมต้นเท่ากับ 7 และบ่มทีอุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง หลังจากนันนําเซลล์ไปปันเหวียงทีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพือเกบ็เซลล์ นําตัวเซลล์มาละลายในนํา 

0.85% Normal saline solution (NSS) ทีปราศจากเชือ ปรับความเข้มข้นเซลล์ให้เท่ากับ 0.5 

McFaland ซึงจะมีปริมาณเชือ 108 log CFU/mL สาํหรับส่วนใส (culture supernatant) ทีแยกได้

จากการหมุนเหวียง จะนาํมาทาํให้เข้มข้น 5 เท่า โดยวิธี ultrafiltration และปรับให้ได้พีเอช 6.5 

ทาํให้ปราศจากเชือโดยนาํมากรองผ่านแผ่นกรองทมีีขนาดรู 0.22 ไมโครเมตร 

 

 12.3. การเตรียมตวัอย่างกุง้เพือใชใ้นการทดสอบ  

 

 คัดเลือกกุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) ทีมีขนาดเท่าๆกัน นําหนักประมาณ 20 

กรัมต่อตัว ใช้กุ้งแต่ละกลุ่ม 500 กรัม ทาํการทดลอง 2 ซาํ ตัดหัว ปอกเปลือก และล้างด้วยนํา

กลันปราศจากเชือ จากนันนาํกุ้งมาผ่าน UV ในตู้ biosafety cabinet ด้านละ15 นาท ีทาํทงั 2 ด้าน

ของกุ้ง เพือลดจาํนวนเชือประจาํถินทตีิดมากบักุ้ง และแบ่งกลุ่มของกุ้งเป็น 4 กลุ่ม คือ  

 

กลุ่มที1 inoculate C. maltaromaticum L-SH-L25104 กับ L. monocytogenes ATCC 

15313 

กลุ่มท ี2 inoculate culturesupernatant กบั L. monocytogenes ATCC 15313 

กลุ่มท ี3 inoculateเฉพาะ L. monocytogenes ATCC 15313 

กลุ่มท ี4 uninoculate ทผ่ีาน UV เป็นชุดควบคุม 

 

 12.4. การinoculateเชือ L. monocytogenes ATCC 15313ในกุง้ 

  

 นาํกุ้งกลุ่มท ี1 2 และ 3 แช่ในสารละลายเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 ที

เตรียมตามข้อ 12.1 เป็นเวลา 5 นาท ีซึงจะทาํให้ L. monocytogenes ATCC 15313 เกาะติดบน

ตัวกุ้งประมาณ 103 CFU/g จากนันเทสารละลายส่วนเกินออกไป แล้วนํากุ้งในกลุ่มที 1 มาหยด

กบั สารละลายของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 ปริมาตร 3 mL ต่อกุ้ง 1 ตัว ซึงจะทาํ

ให้แบคทีเรียแลคติกติดบนตัวกุ้งประมาณ 104 CFU/g และนํากุ้งกลุ่มที 2 มาหยดด้วย culture 

supernatant บนผิวกุ้งปริมาตร 3 mL ต่อกุ้ง 1 ตัว (เตรียมตามข้อ 12.2) เกบ็ในถุงพลาสติก

ปราศจากเชือ ถุงละ 25 กรัม 

 

 12.6. การเก็บตวัอย่างในตูเ้ย็น 

 

 นาํตัวอย่างกุ้งทงั 4 กลุ่มไปเกบ็ในตู้เยน็ทอุีณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

นาํกุ้งมาวิเคราะห์จาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313 C. maltaromaticum L-SH-L 
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25104 และเชือแบคทเีรียอนืๆทงัหมด และพีเอชหลังจากการเกบ็ในตู้เยน็ ทเีวลา 0 3 และ7 วัน 

 

 12.7. การวิเคราะห์จาํนวนแบคทเีรีย 

 

 นําตัวอย่างของกุ้งทัง 4 กลุ่ม ถุงละ 25 กรัม มาเติม 225 mL 0.85% NSS 

ปราศจากเชือ ก่อน stomacher หลังจากนันทาํ serial dilution ตังแต่ทีระดับความเจือจาง 10-1 - 

10-6 ด้วย NSS และดูดมา 0.1 mL ของแต่ละระดับความเจือจาง เพือ spread plate บนอาหาร 

TSA MRS และ PCA บ่มทีอุณหภูมิ 35 °C เป็นเวลา 24 ชัวโมง ทาํการทลอง 2 ซาํ เพือหา

จํานวนเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 C. maltaromaticum L-SH-L25104 และ

แบคทเีรียทงัหมด ตามลาํดับ  

 

 12.8. การวัดพีเอช 

 

 นาํตวัอย่างกุ้งแต่ละกลุ่มใน stomacher bag มาหาค่าพีเอช โดยใช้เครืองวัดพีเอช 

 

 12.9. สถิต ิ

 

 นาํข้อมูลทีได้ทังหมดวิเคราะห์โดยใช้ตารางค่าสถิติ One Way ANOVA โปรแกรม 

SPSS ในการวิเคราะห์  
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บทที 3 

 ผลการทดลอง 

1. การแยกและนบัจํานวนแบคทีเรียสรา้งกรดจากอาหารทะเลแช่เยน็ 

 

 จากการสุ่มเกบ็ตัวอย่างอาหารทะเล ได้แก่ กุ้ง หอย ปู หมึก และปลา ชนิดต่างๆ 

จํานวน 4 6 2 5 และ 8 ตัวอย่าง ตามลาํดับ รวมทังสิน 25 ตัวอย่าง บนอาหาร BSM ทีเติม 

0.004% Bromcresol purple โดยสุ่มเลือกโคโลนีสีเหลือง รูปกระสวย ทีมีขนาดและรูปร่าง

แตกต่างกนั พบว่าสามารถแยกแบคทเีรียสร้างกรดได้ทงัหมด 266 ไอโซเลท โดยมาจากการเจริญ

ทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จํานวน 126 ไอโซเลท และมาจากการเจริญทีอุณหภูมิ 8 องศา

เซลเซียส จาํนวน 140 ไอโซเลท (ตารางท ี3.1)  

 จากการนับจาํนวนแบคทเีรียสร้างกรดในอาหารทะเลแช่เยน็ทีเลียงบนอาหาร BSM 

agar พบว่า แบคทเีรียสร้างกรดอยู่ในช่วงระหว่าง 3.0x105 ถึง 1.4x108 CFU/g จากการทดลอง

พบว่าจํานวนแบคทีเรียสร้างกรดทีบ่มทีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จะอยู่ในช่วง 3.4x105 ถึง 

2.6x107 CFU/g และจํานวนแบคทีเรียสร้างกรดทีบ่มอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส จะอยู่ในช่วง 

3.0x105 ถึง 1.38x108 CFU/g (ตารางท ี3.1) 

ตารางที 3.1 จาํนวนแบคทเีรียสร้างกรดในอาหารทะเลแช่เยน็ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีเติม 

0.004% Bromcresol purple บ่มท ี35 และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน 

ตามลาํดับ 

อาหาร

ทะเล 

จาํนวน

ตัวอย่าง 

จาํนวนแบคทเีรียสร้างกรด (CFU/g)  

บ่มทอุีณหภูมิ (๐C) 

จาํนวน(ไอโซเลท) 

บ่มทอุีณหภูมิ (๐C) 

8 35 8 35 

กุ้ง 4 3.4x105-8.6x106 3.4x105-1.8x107 30 10 

หอย 6 3.0x105-1.3x107 5.5x105-1.6x107 30 30 

ปู 2 2.6x106-1.4x108 3.6x106-2.6x107 10 16 

หมึก 5 8.1x106-3.5x105 3.4x106-4.4x105 30 20 

ปลา 8 7.3x106-9.3x106 3.4x105-4.3x106 40 50 

 

รวม 

 

25 

 

3.0x105-1.4x108 

 

3.4x105-2.6x107 

140 126 

266                                   
 

40 
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2. การตรวจสอบสมบติัเบืองตน้ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได ้

 จากแบคทเีรียสร้างกรดจาํนวน 226 ไอโซเลททีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ เมือ

นาํมาทดสอบการสร้างเอนไซม์ catalase พบว่า ไม่มีการสร้างเอนไซม์ จํานวน 164 ไอโซเลท จึง

นําไอโซเลทดังกล่าวมาทาํการย้อมแกรม พบว่า ติดสีแกรมบวก จํานวน 159 ไอโซเลท โดยมี

รูปร่าง กลม 61 ไอโซเลท แท่งสนั 68 ไอโซเลท และแท่งยาว 30 ไอโซเลท แต่ละไอโซเลทมีการ

เรียงตัวทแีตกต่างกนั แสดงในตารางภาคผนวก ค. 

 

3. การคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกทีสามารถยบัยงัแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์ 

 

  นาํแบคทเีรียแลคติกจาํนวน 159 ไอโซเลท มาคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกทีสามารถ

ผลิตสารยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ E. coli PSU 95 S. aureus ATCC 29213           

L. monocytogenes ATCC 15313 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853    

V. parahaemolyticus PSU 1681 และ S. Typhi โดยวิธ ีagar spot assay 

 ผลการยับยังของสารทผีลิตจากแบคทเีรียแลคติกแสดงให้เหน็ว่า มีแบคทเีรียแลคตกิ 

5 ไอโซเลท ทีสามารถผลิตสารยับยังได้ดี ได้แก่ ไอโซเลท FSK-L 5101 POL-20108 HYL-

20104 L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104 โดยพบว่าแบคทีเรียทัง 5 ไอโซเลทสามารถ

ยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ได้ดี (ดังภาพที3.1) ยับยังได้ปานกลางใน 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ 

Salmonella Typhi  ยับยังได้น้อยใน V. parahaemolyticus PSU 1681 และไม่มีไอโซเลทใดที

สามารถยับยัง E. coli PSU 95 และ S. aureus ATCC 29213 ได้ (ตารางท ี3.2) 

 

ภาพที3.1 วงใสการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของไอโซเลท L-SQ-L 25104 

และ L-SH-L 25104 ทดสอบโดยวิธ ีagar spot assay
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ตารางที 3.2 ผลการยับยังต่อเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 S. Typhi และ 

V. parahaemolyticus PSU 1681 ของแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ีagar spot assay 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

อาหาร

ทะเล 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยังแบคทเีรียอนิดเิคเตอร์ (มิลลิเมตร) 

E.  faecalis 

ATCC 29212 

P.  aeruginosa 

ATCC 27853 

S.  Typhi L.monocytogenes 

ATCC 15313 

V.parahaemolytic

us PSU1681 

ปลา FSK-L 5101 11.250±0.500 8.450±0.450 8.050±0.650 14.250±0.550 6.125±0.225 

ปู POL-20108 11.025±0.225 9.075±0.025 8.400±1.400 13.750±0.100 5.950±1.200 

หอย HYL-20104 12.250±0.050 10.950±0.450 10.925±0.225 14.125±0.725 5.075±0.675 

หมึก L-SQ-L 25104 11.400±0.100 9.875±0.075 11.950±1.250 14.625±0.025 2.825±0.125 

กุ้ง L-SH-L 25104 10.600±0.200 10.075±0.675 8.925±0.925 14.225±0.025 3.500±0.750 

42 
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การทดสอบ Psychrotrophic lactic acid bacteria 

  นําแบคทีเรียแลคติกทีคัดเลือกได้ 5 ไอโซเลท ได้แก่ FSK-L 5101 POL-

20108 HYL-20104 L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104 ไปทาํการเพาะเลียงในอาหาร 

BSM broth และบ่มทอุีณหภูมิ 4 8 15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส เกบ็ตัวอย่างที 1 2 3 

และ7 วัน มาวัดความขุ่นเพือดูการเจริญของเชือแบคทเีรียด้วยเครือง spectrophotometer ทีความ

ยาวคลืน 600 nm พบว่า ทงั 5 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ทอุีณหภูมิตาํท ี4 ถึง 35 องศาเซลเซียส

(ภาพท ี3.2) ซึงแสดงให้เหน็ว่าแบคทเีรียแลคติกดังกล่าวมีสมบัติเป็น psychrotrophic lactic acid 

bacteria กล่าวคือ เป็นแบคทเีรียททีนทอุีณหภูมิตาํ แต่สามารถเจริญได้ดีท ี20-30 องศาเซลเซียส  

 ผลการทดลองพบว่า ไอโซเลท HYL-20104 และ L-SH-L 25104 สามารถเจริญ

ได้ในช่วงกว้างและเจริญได้เรว็กว่าไอโซเลทอนืๆ สาํหรับอุณหภูมิทเีหมาะสมในการเจริญ พบว่าจะ

อยู่ในช่วง 20-25 องศาเซลเซียส และทุกไอโซเลทจะเจริญได้ลดลงในช่วงอุณหภูมิ 30-35 องศา

เซลเซียส (ภาพที 3.2 และภาคผนวก ง.) ดังนันจึงเลือกอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ในการ

เพาะเลียงแบคทเีรียแลคติกทงั 5 ไอโซเลท ในการทดลองต่อไป 
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ภาพที 3.2 การเจริญของแบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ในอาหาร BSM broth เมือบ่มทอุีณหภูมิ 4 8 15 20 25 30 และ 35 ๐C เป็นเวลา 7 วัน 
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ภาพที 3.2 การเจริญของแบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ในอาหาร BSM broth เมือบ่มทอุีณหภูมิ 4 8 15 20 25 30 และ 35 ๐C เป็นเวลา 7 วัน (ต่อ)
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4. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยวิธี agar well 

diffusion  

 

เมือนาํแบคทเีรียแลคติกทงั 5 ไอโซเลท ได้แก่ FSK-L 5101 POL-20108 HYL-

20104 L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104  มาเพาะเลียงในอาหาร BSM บ่มทีอุณหภูมิ 

20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง ใน anaerobic jar เพือป้องกันการเกิดไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์ นาํส่วนใส (culture supernatant) มาทาํให้เข้มข้น 5 เท่า โดยวิธ ีultrafiltration และปรับ

พีเอชให้เท่ากบั 6.5 เพือกาํจัดการยับยังทเีกดิจากกรดอนิทรีย์ แล้วทดสอบประสทิธภิาพการยับยัง

แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ L. monocytogenes ATCC 15313 E. faecalis ATCC 29212 P. 

aeruginosa ATCC 27853 S. Typhi และV. parahaemolyticus PSU 1681 โดยวิธี agar well 

diffusion พบว่า ไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 25104 สามารถยับยังแบคทเีรียอนิ-

ดิเคเตอร์ได้ดีทีสุด โดยเฉพาะอย่างยิง  L. monocytogenes ATCC 15313 (ตารางที 3.3 และ

ภาพที 3.3) ดังนันจึงเลือกแบคทีเรียแลคติกทัง 2 ไอโซเลท นีไปใช้ในการศึกษาในการทดลอง

ต่อไป 

 

 

ภาพที 3.3 ความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของแบคทีเรียแลคติก 

ไอโซเลท L-SH-L 25104  L-SQ-L 25104 และ POL-20108 โดยวิธ ีagar well diffusion 
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ตารางที 3.3  ผลการยับยังของสารทีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ 

โดยวิธี agar well diffusion method ต่อเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 E. faecalis 

ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 และ S. Typhi  

 

  

ไอโซเลท 

เส้นผ่านศนูย์กลางวงใสการยับยังแบคทเีรียอนิดเิคเตอร์ (mm) 

E.  faecalis 

ATCC 29212 

P.  aeruginosa 

ATCC 27853 

S. Typhi L. monocytogenes 

ATCC 15313 

 

FSK- 5101 

HYL-20104 

L-SQ-L 25104 

L-SH-L 25104 

- - - 12.38±0.13 

- - - 10.75±0.50 

12.00±0.50 14.25±0.15 12.80±0.30 14.60±0.40 

10.50±0.00 11.78±0.48 12.50±0.50 13.25±0.75 

 

หมายเหตุ: (-) คือ ไม่มีประสทิธภิาพการยับยัง 
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5. การเทียบเคียงสายพนัธุข์องแบคทีเรียกรดแลคติกทีคดัเลือกได ้

 

 นาํแบคทเีรียทงัสองไอโซเลทมาเทียบเคียงสายพันธุ์ด้วยวิธีทางพันธุศาสตร์โมเลกุล 

ด้วยวิธ ี16S rDNA sequence analysis พบว่า L-SH-L 25104 ทแียกได้จากกุ้ง มีความใกล้เคียง

กับ Carnobacterium maltaromaticum (99 % similar to Carnobacterium maltaromaticum) 

และไอโซเลท L-SQ-L 25104 ทีแยกได้จากหมึก มีความใกล้เคียงกับ Carnobacterium 

divergens (99% similar to Carnobacterium divergens) แสดงดังภาพท ี3.4 และภาคผนวก จ.2 

 

ภาพที 3.4 Phylogenetic tree ของแบคทเีรียแลคติกไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 

25104 
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6. การศึกษาสมบติัของแบคทีเรียแลคติกทีคดัเลือกได ้

 

6.1 การทดสอบการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ  

 เมือทาํการ swab แบคทีเรียแลคติกทีปรับความขุ่นได้ 0.5 McFarland ลงบนจาน

อาหาร Muller-Hinton agar (MHA) ปริมาตร 25 mL วางแผ่นยา chloramphenicol (30 µg) 

penicillin G (10 µg) ceftriaxone (30 µg) tetracyclin (30 µg) vancomycin (30 µg) 

ampicillin (10 µg) gentamicin (10 µg) erythromycin (15 µg) หลังจากบ่มเป็นเวลา 18 

ชัวโมง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางวงใสและจัดเป็นการดือยา (Resistance; R) ความไวต่อยาปานกลาง 

(Intermediate susceptible; I) และความไวต่อยา (Susceptible) อ้างอิงตาม Clinical and 

Laboratory Standard Institute (2012) นาํผลการทดลองทไีด้เทยีบกบัเปอร์เซน็การดือยาในกลุ่ม 

Lactobacillus species ( Mathur and Singh, 2005) ดังแสดงในตารางท ี3.4 และภาคผนวก ฉ 

 

ตารางที 3.4 ผลการทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 

ยาปฏิชีวนะ การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะของแบคทเีรีย 

กลุ่ม ชือ Lactobacillus 

species 

(Resistance) 

Carnobacterium 

divergens 

L-SQ-L 25104 

 

Carnobacterium 

maltaromaticum 

L-SH-L 25104 

1. ยับยังการ 

ส ร้ า งผ นั ง เ ซล ล์

ของแบคทเีรีย 

 

 

 

 

   

Penicillin            penicillin G  64.0% R R 

 

 

ampicillin          47.5% R R 

Cephalosporins ceftriazone 

 

 80.0% R R 

Glycopeptides vancomycin 65.0% S S 
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ตารางที 3.4 ผลการทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ (ต่อ) 

ยาปฏิชีวนะ ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทเีรีย 

กลุ่ม ชือ Lactobacillus 

species 

(Resistance) 

Carnobacterium 

divergens 

L-SQ-L 25104 

 

Carnobacterium 

maltaromaticum 

L-SH-L 25104 

 

2. ยับยังการ 

สร้างโปรตีน 

 

    

Aminoglycosides gentamicin 79.0% R I 

Tetracyclines tetracycline  42.5% R S 

Single antibiotics chloramphenical  11.0% S S 

Macrolides erythromycin  17.5% S S 

 

หมายเหตุ  R = Resistance 

              I  = Intermediate susceptible 

              S =  Susceptible 

 

 

 การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มยับยังการสร้างผนังเซลล์แบคทเีรียพบว่าทงั 2 ไอโซ-

เลทดือต่อ penicillin G ampicillin และ ceftriazone แต่ไวต่อยา vancomycin 

 การต้านทานต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มยับยังการสร้างโปรตีน พบว่า Carnobacterium 

divergens L-SQ-L 25104 ดือต่อ gentamicin และ tetracycline แต่ไวต่อยา chloramphenical 

และ erythromycin สาํหรับ Carnobacterium maltaromaticum L-SH-L 25104 ไวต่อยา 

tetracycline chloramphenical และ erythromycin ไวต่อยาระดับปานกลางกบัยา gentamicin  
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  6.2 ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 

  เมือนํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 และ C. divergens L-SQ-L 25104 

มา streak ลงบนอาหาร Columbia blood agar ทีเติมเลือดมนุษย์ 5% (v/v) บ่มภายใต้สภาวะ 

anaerobic ท ี35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัวโมง 

 พบว่าโคโลนีของแบคทีเรียแลคติกทัง 2 ชนิด ไม่สร้างโปรตีน hemolysin ทีไปย่อย

สลายเมด็เลือดแดงทาํให้ไม่เกิดการแตกของเมด็เลือดแดงซึงจัดอยู่ในกลุ่ม gamma haemolysis 

ดังแสดงในภาพท ี3.5 

 

    

ภาพที 3.5 ทดสอบการย่อยสลายเมด็เลือดแดงโดย C. maltaromaticum L-SH-L25104 และ   

C. divergens L-SQ-L 25104 บนอาหาร Columbia blood agar ทีเติมเลือดมนุษย์ 5% (v/v) 

บ่มทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัวโมง 

 

6.3 ทดสอบการสรา้งไบโอจีนิกเอมีน 
 

 การทดสอบการสร้างสารพวก biogenic amines โดยวิธี high-performance liquid 

chromatography (HPLC) พบว่าทงั C. maltaromaticum L-SH-L25104 และ C. divergens L-

SQ-L 25104 ไม่มีการสร้าง tyramine และ histamine (ภาพที 3.7 และ 3.8) เมือเทียบกับ 

standard (ภาพท ี3.6) 

 

C. maltaromaticum L-SH-L25104 C. divergens L-SQ-L 25104   
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ภาพที 3.6 HPLC chromatogram ของ standard tyramine และ histamine 

 

 

ภาพที 3.7 HPLC chromatogram ของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 

 

  
 

ภาพที 3.8 HPLC chromatogram ของ C. divergens L-SQ-L 25104   
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7. ศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตสารยบัยงั 

 

7.1 ผลของอาหารเลียงเชือทีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัยงั  

 

 ในการทดลองนีได้คัดเลือก C. maltaromaticum L-SH-L25104 เนืองจากเป็นสาย

พันธุ์ทียังมีการศึกษากันน้อย จึงเลือกมาศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตสารยับยัง ซึงได้นํา    

ไอโซเลทดังกล่าวเพาะเลียงในอาหารเหลว BSM APT M17+G MRS-7m บ่มทีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส ศึกษาการเจริญโดยการวัดความขุ่นของการดูดกลืนแสงทีความยาวคลืน 660 nm 

วัดพีเอชด้วยเครืองวัดพีเอช และทดสอบความสามารถในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 

15313 โดยวิธ ีbroth microdilution assay ทเีวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง 

 

 พบว่าเมือเพาะเลียง C. maltaromaticum L-SH-L25104 ในอาหารชนิดต่างๆ เมือ

เวลาผ่านไป 30 ชัวโมง พีเอชของอาหารจะค่อยๆตาํลง ซึงพบว่าพีเอชของอาหารจะอยู่ในช่วง 5-6 

โดยอาหารทีมีพีเอชตําสุด คือ APT รองลงมาคือ MRS-7m M17+G และ BSM ตามลาํดับ 

(ภาพท ี3.9)   

 

 
 

ภาพที 3.9 การเปลียนแปลงค่าพีเอชของอาหาร BSM APT M17+G และ MRS-7m บ่มที

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 

 

 สาํหรับการเจริญของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 เมือเพาะเลียงในอาหาร

ต่างๆ พบว่า เจริญได้ดีทีสุดในอาหาร M17+G รองลงมาคือ BSM APT และ MRS-7m 

ตามลาํดับ (ภาพท ี3.10)   
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ภาพที 3.10 การเจริญของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 ในอาหาร BSM APT M17+G 

และ MRS-7m บ่มทอุีณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 

 

 สาํหรับกจิกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 พบว่า เมือเพาะเลียง 

C. maltaromaticum L-SH-L25104 ในอาหาร M17+G จะมีกจิกรรมการยับยังดีทสีดุ รองลงมา 

คือ อาหาร BSM โดยกจิกรรมทไีด้หลังจากเพาะเลียงครบ 30 ชัวโมง จะเท่ากับ 32 Au/mL และ 

16 Au/mL ตามลาํดับ (ภาพท ี3.11)  

 

ภาพที 3.11 กจิกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของ C. maltaromaticum L-

SH-L25104 ทเีพาะเลียงในอาหาร BSM APT M17+G และ MRS-7m บ่มทอุีณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 
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7.2 ผลของอาหารเลยีงเชือและอุณหภูมิทีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 

 

เมือนํา C. maltaromaticum L-SH-L25104 มาเพาะเลียงในอาหารเหลว BSM 

APT M17+G และ MRS-7m บ่มทอุีณหภูมิ 15 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส ศึกษาการเจริญ

โดยการวัดความขุ่นของการดูดกลืนแสงทคีวามยาวคลืน 660 nm วัดค่าพีเอชด้วยเครืองวัดพีเอช 

และทดสอบความสามารถในการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยวิธี broth microdilution assay 

เกบ็ตัวอย่างเพือทดสอบทเีวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง 

 พบว่าเมือเพาะเลียง C. maltaromaticum L-SH-L25104 ในอาหารชนิดต่างๆ เมือ

เวลาผ่านไป 30 ชัวโมง พีเอชของอาหารจะค่อยๆตาํลง ซึงพีเอชจะอยู่ในช่วง 4.89-6.13 โดย

อาหารทมีีค่าพีเอชตาํสดุ คือ APT รองลงมาคือ MRS-7m M17+G และ BSM ตามลาํดับ (ภาพ

ท ี3.12)   

 สาํหรับการเจริญของ C. maltaromaticum L-SH-L25104 เมือเพาะเลียงในอาหาร

ต่างๆ พบว่า เจริญได้ดีทีสุดในอาหาร M17+G  รองลงมาคือ BSM APT และ MRS-7m 

ตามลาํดับ และอุณหภูมิทีทาํให้ C. maltaromaticum L-SH-L25104 เจริญได้เรว็จะอยู่ในช่วง 

20-30 องศาเซลเซียส (ภาพท ี3.12)   

 สาํหรับกิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 พบว่าเมือเพาะเลียง 

C. maltaromaticum L-SH-L25104 ในอาหาร M17+G บ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะมี

กจิกรรมการยับยังดีทีสุด คือเท่ากับ 64 Au/mL (ภาพที 3.13) รองลงมา คือ อาหาร M17+G 

บ่มทอุีณหภูมิ 20 30 และ 15 องศาเซลเซียส โดยจะมีกิจกรรมการยับยัง คือเท่ากับ 32 16 และ 

8 Au/mL ตามลาํดับ สาํหรับอาหาร BSM พบว่ามีกิจกรรมการยับยังน้อยกว่าอาหาร M17+G 

โดยมีค่ากจิกรรมการยับยังอยู่ท ี16 Au/mL เมือบ่มทอุีณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส สาํหรับใน

อาหาร APT และ MRS-7m ไม่พบกิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ทุก

อุณหภูมิ (ภาพท ี3.13) 
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ภาพที 3.12 การเปลียนแปลงพีเอชและการเจริญของ Carnobacterium maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีเพาะเลียงในอาหารเหลว BSM APT 

M17+G และ MRS-7m บ่มทอุีณหภูมิ 15 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 
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ภาพที 3.13 กจิกรรมการยับยังListeria monocytogenes ATCC 15313 ของ Carnobacterium maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีเพาะเลียงในอาหาร

เหลว BSM APT M17+G และMRS-7m บ่มทอุีณหภูมิ 15 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง 
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7.3. พีเอชเริมตน้ทีเหมาะสมต่อการผลิตสารยบัยงั 

 

เมือนาํ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 เพาะเลียงในอาหารเหลว M17+G ซึง

เป็นอาหารทีดีทีสุดสาํหรับการผลิตสารยับยัง (จากการทดลองที 7.2) มาปรับพีเอชในอาหาร

เริมต้นเป็น 5.5 6.0 6.5 และ 7 (พีเอชปกติของอาหาร) บ่มทีอุณหภูมิ 20 และ 25 องศา

เซลเซียส เนืองจากเป็นอุณหภูมิทเีหมาะสมต่อการผลิตสารยับยัง (จากข้อ 7.2) วัดความขุ่นของ

การดูดกลืนแสงทคีวามยาวคลืน 660 nm วัดพีเอชด้วยเครืองวัดพีเอช และทดสอบความสามารถ

ในการยับยังแบคทเีรียอนิดิเคเตอร์โดยวิธี broth microdilution assay เกบ็ตัวอย่างเพือทดสอบที

เวลา 0 6 12 18 24 และ 30 ชัวโมง 

 จากการทดลองพบว่า เมือเพาะเลียง C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ใน

อาหาร M17+G ทปีรับพีเอชเริมต้นของอาหารเท่ากับ 6.5 และ 7 จะมีกิจกรรมของการยับยัง L. 

monocytogenes ATCC 15313 ทเีท่ากนั สาํหรับทพีีเอชอนืๆไม่พบการผลิตแบคเทอริโอซิน และ

กจิกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินจะดีทีสุดเมือบ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส รองลงมา คือ ที

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ซึงมีค่าสงูสดุ เท่ากบั 64 และ 32 Au/mL ตามลาํดับ (ภาพท ี3.14)  
   

 
 

ภาพที 3.14 กจิกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของ C. maltaromaticum L-

SH-L 25104 ทีเพาะเลียงในอาหารเหลว M17+G ทีพีเอชเริมต้น 5.5 6.0 6.5 และ 7 บ่มที

อุณหภูมิ 20 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 
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สาํหรับพีเอชเริมต้นและอุณหภูมิทเีหมาะสมทมีีผลต่อการเจริญของ Carnobacterium 

maltaromaticum L-SH-L 25104 พบว่า ทงัพีเอช 6.5 และ 7 มีการเจริญทใีกล้เคยีงกนัมาก แต่

อุณหภูมิททีาํให้ไอโซเลทนีเจริญได้ดีทสีดุ คือ 25 องศาเซลเซียส (ภาพท ี3.15) 

 

 

ภาพที 3.15 การเปลียนแปลงของพีเอช และการเจริญของ C. maltaromaticum L-SH-L 

25104 ทีเพาะเลียงในอาหารเหลว M17+G ทีพีเอชเริมต้น 5.5 6.0 6.5 และ 7 บ่มทีอุณหภูมิ 

20 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชัวโมง 

ดังนันจากการศึกษาสภาวะทเีหมาะสมในการผลิตสารยับยังของ C. maltaromaticum 

L-SH-L 25104 พบว่า จะสามารถผลิตสารยับยังได้ดีเมือ เพาะเลียงในอาหาร M17+G ทีปรับ 

พีเอชเริมต้นของอาหารเท่ากับ 6.5-7 บ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึงมีกิจกรรมของการ

ยับยังสงูสดุทเีท่ากบั 64 Au/mL 
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8. การศึกษาสมบติัของสารยบัยงั 

 8.1 ผลของพีเอชต่อกิจกรรมของสารยบัยงั  

 

 เมือนําส่วนใสทีได้จากการเพาะเลียง C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ใน

อาหารเหลว M17+G ทาํการปรับพีเอชด้วย 1N NaOH และ 1N HCl ให้มีพีเอชเท่ากับ 2 3 4 5 

6 7 และ 8 แล้วตังไว้ทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัวโมง จากนันทาํการปรับค่าพีเอช

ทงัหมดให้เป็น 6.5 แล้วนาํไปหากจิกรรมของสารยับยังทีเหลืออยู่ พบว่า สารยับยังทีผลิตได้จาก 

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 สามารถทนต่อ pH ได้ในช่วง 5 ถึง 7 และ ยังคงมีกจิกรรม

ของสารยับยังเท่ากับ 64 Au/mL ซึงสารยับยังทีผลิตได้นี มีสมบัติในการทนต่อความเป็นกรด

อ่อนๆจนถึงความเป็นกลางได้ แต่ไม่สามารถทนต่อความเป็นกรดทีพีเอชตาํๆได้ (ตารางที 3.5 

และภาพท ี3.16) 

 

 
 

ภาพที 3.16 กิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของสารยับยังทีผลิตจาก    

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทปีรับค่าพีเอช 5 6 7 8 บ่มทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 ชัวโมง 
 

 

 

 

 

 

pH6.0 

pH8.0 pH7.0 

pH5.0 

ชดุควบคุม: pH6.5 
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ตารางที 3.5 ผลของพีเอช อุณหภูมิ และเอนไซม์ต่อความคงตัวของสารยับยังทีผลิตได้จาก

แบคทเีรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 
 

ชุดทดสอบ กจิกรรมของสารยับยัง (Au/mL) 

ชุดควบคุม 64 

  

พีเอช  

2 0 

3 0 

4 0 

5 64 

6 64 

7 64 

8 0 

  

อุณหภูมิ  

63  องศาเซลเซียส 30 นาท ี 64 

80  องศาเซลเซียส 30 นาท ี 32 

100 องศาเซลเซียส 30 นาท ี 0 

121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี 0 

  

เอนไซม์  

Proteinase K  0 

Protease 0 

Trypsin 0 

α-chymotrypsin 0 

Lipase 0 

α-amylase 0 
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 8.2 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของสารยบัยงั 

 

 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของสารยับยังโดยนํา culture 

supernatant มาทดสอบสมบัติการทนต่อความร้อนทีระดับต่างๆ กัน คือ ทีอุณหภูมิ 63 80 100 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีและ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่า สารยับยังที

ผลิตได้จาก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 สามารถทนต่อความร้อนได้สูงสุดทีอุณหภูมิ 

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แต่กิจกรรมของสารยับยังลดลงจาก 64 Au/mL เป็น 32 

Au/mL (ดังตารางท ี3.5 และภาพท ี3.17) 

 

 

 

 

ภาพที 3.17 กิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของสารยับยังทีผลิตจาก     

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ผ่านความร้อนทอุีณหภูมิ 63 80 100 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาท ีและ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี 

63 ๐C 

30 นาที 
80 ๐C 

30 นาที 

121 ๐C 

15 นาที 
100 ๐C 

30 นาที 

ชุดควบคุม: ไม่ผ่านความรอ้น 
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 8.3 ผลของเอนไซมต่์อกิจกรรมของสารยบัยงั  

 

 เมือทดสอบด้วยเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ proteinase K protease trypsin 훼-

chymotrypsin lipase และ α-amylase โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์แต่ละชนิดทมีีความเข้มข้น

สดุท้ายเท่ากบั 1 mg/mL บ่มทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัวโมง จากนันนาํไปหาค่า

กิจกรรมของสารยับยังทีเหลืออยู่ ซึงพบว่าสารยับยังทีผลิตได้เสียสภาพเมือผสมกับเอนไซม์ที

ทดสอบทุกชนิด (ตารางท ี3.5 และภาพท ี3.18) 

 

 
 

ภาพที 3.18 กิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ของสารยับยังทีผลิตจาก     

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีทดสอบกับ proteinase K protease trypsin 훼-

chymotrypsin lipase และ 훼-amylase บ่มทอุีณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัวโมง 
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9. การหาค่า MIC ของสารยบัยงัทีมีสมบติัคลา้ยแบคเทอริโอซิน 

 

 เมือนําแบคทีเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาเพาะเลียงใน

อาหารทีเหมาะสมกับการผลิตสารยับยังทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน ดังการทดลองที 7 และ

เกบ็ส่วนใสทไีด้มาทาํให้เข้มข้น 5 เท่า โดยวิธี ultrafiltration แล้วนํามาทดสอบกิจกรรมการยับยัง

L. monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธี broth microdilution assay พบว่ามีค่า MIC เท่ากับ 

64 Au/mL  (ภาพท ี3.19)  

 เมือนําผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นตําสุด (MIC) ทีสามารถยับยังเชือ           

L. monocytogenes ATCC 15313 มาทาํการศึกษาหาค่าความเข้มข้นตาํสุดทีสามารถฆ่าเชือได้

(MBC) พบว่า สารยับยังทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินไม่สามารถฆ่าเชือได้ มีการเจริญของเชือ

แบคทเีรียเป็นจุดสขีาวเลก็ๆ บนอาหารเลียงเชือ (ภาพท ี3.20) 

 

 

ภาพที 3.19 ผลการยับยังเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 จาก C. maltaromaticum L-

SH-L 25104 ทผีลิตสารยับยังทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน โดยวิธ ีbroth microdilution assay  

 

ภาพที 3.20 การศึกษาหาค่าความเข้มข้นตาํสดุทสีามารถฆ่าเชือได้ (MBC)  

 

+  คือ positive control :  M17+G 125 µL ผสมกับ TSB 

125 µL และเติม 50 µL L. monocytogenes 104 CFU/well 

-  คือ Negative control :  M17+G 125 µL ผสมกับ TSB 

125 µL  

1,2  คือ ชุดทดสอบ (2 ซํา) : crude bacteriocin ของแต่ละ

ความเช้มข้น 125 µL ผสมกับ TSB 125 µL และเติม 50 µL   

L. monocytogenes 104 CFU/well  
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10. ศึกษาประสิทธิภาพการยบัยงัการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 โดย

แบคทีเรียแลคติกทีคดัเลือกไดเ้มือเพาะเลียงร่วมกนั 

 

 เมือนํา C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาเพาะเลียงใน M17+G ทีพีเอช

เริมต้น 7 และบ่มทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง เพือให้แบคทีเรียอยู่ในช่วง 

log phase แล้วทาํการปรับให้แบคทีเรียแลคติกเริมต้นประมาณ 106 CFU/mL แล้วเติม            

L. monocytogenes ATCC 15313 ทีเลียงในอาหาร TSB เป็นเวลา 24 ชัวโมง ปรับให้ปริมาณ

เชือเริมต้น 104 CFU/mL เพาะเลียงร่วมกันทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึงเป็นอุณหภูมิที

เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน และทาํการนับจาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313 ที

เหลือทุกๆ 12 ชัวโมง พบว่าจะเริมมีการยับยังภายหลังการเพาะเลียงร่วมกันเป็นเวลา 24-36 

ชัวโมง ซึงมีกิจกรรมการยับยังคิดเป็นร้อยละ 98 โดยจํานวนของ L. monocytogenes ATCC 

15313ลดลงประมาณ 1-2 log  CFU/mL (ตารางที 3.6) เมือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และ

หลังจากนันกจิกรรมการยับยังจะค่อยๆลดลงตามเวลาทเีพิมขึน  

 

ตารางที 3.6 ประสิทธิภาพการยับยังการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 โดย      

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 เมือเพาะเลียงร่วมกนัเป็นเวลา 72 ชัวโมง 

เวลา 

(ชัวโมง) 

จาํนวนของ L. monocytogenes ATCC 15313  (CFU/mL) 
ร้อยละการ

ยับยัง  L. monocytogenes 

ATCC 15313   

L. monocytogenes ATCC 15313 +          

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 

0 9.0 ± 0.05x 104 3.5 ± 0.01 x 104 61.10 

12 2.3 ± 0.02 x 105 8.1 ± 0.03  x 104 64.16 

24 2.2 ± 0.01 x 107 2.7 ± 0.04  x 105 98.74 

36 8.8 ± 0.05 x 106 1.3 ± 0.02  x 105 98.56 

48 7.3 ± 0.06 x 105 2.7 ± 0.03  x 104 96.37 

72 5.8 ± 0.07 x 104 3.3 ± 0.05  x 103 92.87 
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 เมือเพาะเลียงร่วมกันระหว่าง L. monocytogenes ATCC 15313 และ                

C. maltaromaticum L-SH-L 25104  พบว่าการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313 

จะมีการเพิมจํานวนทีน้อยกว่า L. monocytogenes ATCC 15313 ทีเป็นชุดควบคุม (ภาพท ี

3.21) ซึงแสดงให้เห็นว่า C. maltaromaticum L-SH-L 25104 สามารถยับยังการเจริญของ     

L. monocytogenes ATCC 15313ได้ สาํหรับจํานวนของ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 

ทีทาํการเพาะเลียงร่วมกันกับ L. monocytogenes ATCC 15313 พบว่ามีจํานวนของแบคทีเรีย    

แลคติกมีความใกล้เคียงกันกับชุดควบคุมทีเป็นแบคทีเรียแลคติก อย่างเดียว แสดงให้เห็นว่า 

แบคทีเรียแลคติกยังคงเจริญได้ดีแม้ว่าจะมีการเพาะเลียงร่วมกันกับ L. monocytogenes ATCC 

15313 

 

 

ภาพที 3.21 จาํนวน C. maltaromaticum L-SH-L 25104 และ L. monocytogenes ATCC 

15313 ทเีพาะเลียงร่วมกนั ทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัวโมง 
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 สาํหรับการเปลียนแปลงของพีเอชหลังการเพาะเลียงร่วมกัน พบว่า พีเอชจะค่อยๆ

ลดลงหลังการเพาะเลียงร่วมกนัทเีวลา 12 ชัวโมงเป็นต้นไป ทงัชุดควบคุมและชุดการทดสอบของ

การเพาะเลียงร่วมกนั มีการเปลียนแปลงพีเอชทีใกล้เคียง จากพีเอชเริมต้น 6.79 เมือเพาะเลียง

ร่วมกนัครบ 72 ชัวโมงพบว่า พีเอชทไีด้จะอยู่ทปีระมาณ 5.48 (ภาพท ี3.22) 

 

 

ภาพที 3.22 การเปลียนแปลงพีเอชของอาหารเลียงเชือทีเพาะเลียงร่วมกันระหว่าง                

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 และ L. monocytogenes ATCC 15313 ทีอุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัวโมง 
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11. การประยุกตใ์ชแ้บคทีเรียแลคติกและสารทีมีสมบติัคลา้ยแบคเทอริโอซินในอาหารทะเล

ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 

 

  จากการทดลองพบว่า เมือนําแบคทีเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 

25104  ซึงมีจํานวนเชือเริมต้น 104 CFU/mL มาเพาะเลียงร่วมกับ L. monocytogenes ATCC 

15313 ซึงมีจํานวนเชือเริมต้น 103 CFU/mL ในกุ้งขาว และเกบ็รักษาไว้ทีอุณหภูมิ 5 องศา-

เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน สามารถลดจาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313 ตังแต่วันที 3-7  

ได้ประมาณ 2-3 log  CFU/mL เมือเทยีบกบัชุดควบคุม (ตารางท ี3.7 และภาพท ี3.23) สาํหรับ

การใช้ culture supernatant พบว่า จะสามารถลดจํานวน L. monocytogenes ATCC 15313 

ตังแต่ 3-7 วัน ได้ประมาณ 1-2 log  CFU/mL เมือเทยีบกบัชุดควบคุม แสดงให้เหน็ว่าการใช้ตัว

เซลล์แบคทีเรียแลคติกจะทาํให้มีประสิทธิภาพในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 

ในกุ้งขาวแช่เยน็ทดีีกว่า 

 

ตาราง 3.7 จาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313 ทเีหลือรอดในกุ้งขาวแช่เยน็ เมือเกบ็ใน

ตู้เยน็ทอุีณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

 

 

ชุดทดลอง 

จาํนวน L. monocytogenes ATCC 15313  (log CFU/mL)  

ทรีะยะเวลาต่างๆ (วัน) 

0 3 7 

Uninoculate 

(Negative control) 

-a -a  -a  

Innoculate 

(Positive control) 

3.83 ± 0.03c 5.88 ± 0.03b 7.98 ± 0.04c 

L. monocytogenes  + 

C. maltaromaticum 

3.75 ± 0.05 b 3.84 ± 0.04a 4.70 ± 0.04a 

L. monocytogenes  + 

culture supernatant 

3.76 ± 0.02b 4.31 ± 0.05a 6.95 ± 0.03b 

 

หมายเหตุ : (-) ไม่พบการเจริญของ L. monocytogenes ATCC 15313  

 : ค่าตัวอกัษรภาษาองักฤษในแต่ละคอลัมน์ หมายถึง ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญั

ทคีวามเชือมันท ี95% (p < 0.05)
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 รูปที 3.23 ปริมาณ L. monocytogenes ATCC 15313 C. maltaromaticum และแบคทเีรียทงัหมด ทพีบหลังจากการเกบ็รักษากุ้งทสีภาวะต่างๆ 

A: กุ้งทไีม่มีการเติมเชือทผ่ีาน UV เป็นชุดควบคุมทางบวก    

B: กุ้งทเีติมเชือ L. monocytogenes ATCC 15313 เป็นชุดควบคุมทางลบ 

C: กุ้งทเีติม C. maltaromaticum และ L. monocytogenes ATCC 15313 

D: กุ้งทเีติม culture supernatant และ L. monocytogenes ATCC 15313
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บทที 4  

วิจารณผ์ลการทดลอง 

 แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบประเภทโปรตีนทีผลิตโดยแบคทีเรีย และมี

ความสามารถในการยับยังการเจริญของจุลินทรีย์อืน โดยส่วนใหญ่ผลิตจากแบคทีเรียแลคติก

(รุ่งโรจน์ และคณะ, 2554)  การศึกษาครังนีจึงสนใจทีจะแยกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอย่าง

อาหารทะเลแช่เยน็ โดยทาํการนับจาํนวนและแยกแบคทีเรียสร้างกรด  โดยใช้อาหาร Bacteriocin  

screening medium (BSM agar) ทีเติม 0.004% Bromcresol purple คัดเลือกแบคทีเรียทีมี

โคโลนีสเีหลืองรูปกระสวย เนืองจากการสร้างแลคติกของแบคทเีรียแลคติก ทาํให้เกดิการเปลียนสี

ของ Bromcresol purple จากสม่ีวงเป็นสีเหลือง จากการทดลองสามารถแยกแบคทีเรียสร้างกรด

ทงัหมดได้ทงัสนิ 266 ไอโซเลท (ตารางท ี3.1) เมือนาํไอโซเลทดังกล่าวมาทาํการตรวจสอบสมบัติ

เบืองต้นของแบคทเีรียแลคติกทแียกได้โดยทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส และการติดสีแกรม 

พบว่า เป็นแบคทีเรียแลคติกทังสิน 159 ไอโซเลท โดยมีรูปร่าง กลม 61 ไอโซเลท แท่งสัน 68  

ไอโซเลท และแท่งยาว 30 ไอโซเลท แต่ละไอโซเลทมีการเรียงตัวทแีตกต่างกนั (ภาคผนวก ค) 

 จากการนับจํานวนแบคทีเรียแลคติกในอาหารทะเลแช่เยน็ทีเลียงบนอาหาร BSM 

agar พบว่า แบคทเีรียสร้างกรดอยู่ในช่วงระหว่าง 3.0x105 ถึง 1.4x108 CFU/g (ตารางที 3.1) 

ซึงเมือเทยีบกับการทดลองก่อนหน้านีทีพบว่า จํานวนแบคทีเรียแลคติกทังหมดทีพบในทางเดิน

อาหารของกุ้ง จะอยู่ในช่วง 20-1.2 x 105 CFU/g และโดยเฉลียจะพบปริมาณแลคติกสูงสุดที

บริเวณลาํไส้ส่วนต้น (มณฑกานต์, 2547) และการทดลองของ Nanasombat  et al. (2012) ที

พบปริมาณแบคทีเรียแลคติกในกุ้งและหอย ในช่วง 3.0x104-3.0x106 CFU/g แสดงให้เห็นว่า 

ปริมาณแบคทเีรียแลคติกในอาหารทะเลมีความแตกต่างกนั ซึงสอดคล้องกบัการรายงานก่อนหน้า

นีของ Cahill et al. (1990) พบว่าแบคทีเรียทีพบในสิงแวดล้อมมีผลต่อชนิดและจํานวนของ

จุลินทรีย์ประจาํถินในลาํไส้ ซึงจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ทพีบในลาํไส้มาจากสงิแวดล้อมและอาหาร ดังนัน

นักวิจัยหลายท่านจึงสรุปว่า จุลินทรีย์ทีเกียวข้องกับสัตว์นําสัมพันธ์กับสิงแวดล้อมโดยรอบ เช่น 

หอยจะกินอาหารโดยการกรองอาหารจากนําทีมันอาศัยอยู่ ดังนันแบคทีเรียทีอยู่ในนํากจ็ะเข้าสู่

ระบบทางเดินอาหารของหอย และพบว่ามีแบคทีเรียแลคติกประมาณ 103-105 CFU/g (Cook, 

1991) แบคทเีรียแลคติกอาศัยอยู่ทวัไปตามธรรมชาติ และสามารถพบได้ใน ปลาสด กุ้งสด (Nair 

and Surendran, 2004) พบในระบบทางเดินอาหารของปลาทะเล (Buntin et al., 2008) และพบ

ในหอย (Shiflett et al., 1966) นอกจากนี Mauguin and Novel (1994) ยังรายงานว่าพบ
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แบคทเีรียแลคติก เช่น Lactobacillus Lactococcus และ Carnobacterium ในอาหารทะเล ซึงแสดง

ให้เห็นว่า แบคทีเรียแลคติกเป็นเชือประจําถินในสัตว์ทะเลเจริญอยู่ในระบบทางเดินอาหารของ

สตัว์เจ้าบ้าน โดยเฉพาะอย่างยิงจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียแลคติก จะสามารถผลิตสารเพือกาํจัด

หรือยับยังจุลินทรีย์ก่อโรคได้ เช่น แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และกรดอินทรีย์ 

(Verschuere et al., 2000)  

ผลการยับยังของสารทีผลิตจากแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เย็น 

โดยวิธ ีagar spot พบว่ามี 5 ไอโซเลททสีามารถยับยังแบคทเีรียอนิดิเคเตอร์ ได้แก่ FSK-L 5101 

POL-20108 HYL-20104 L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104 ผลการทดลองแสดงให้

เหน็ว่า ไม่มีไอโซเลทใดทีสามารถยับยัง E. coli PSU 95 และ S. aureus ATCC 29213 ได้ และ

จะยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 Enterococcus faecalis ATCC 29212 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 และ Salmonella Typhi ได้ดี และทุกไอโซเลทยับยัง  

V. parahaemolyticus PSU 1681ได้น้อย (ตารางที 3.2) จากการทดลองได้จํากัดการเกิด       

กรดอนิทรีย์และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยใช้อาหาร BSM agar ซึงมีปริมาณกลูโคสเพียง 0.2%  

และการนําเชือแบคทีเรียแลคติกไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ใน anaerobic jar เพือกาํจัด

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แต่อย่างไรกต็ามแบคทีเรียแลคติกนันกย็ังสามารถผลิตสารอืนๆที

สามารถยับยังแบคทีเรียได้ เช่น เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ ไดอะซิติล และแบคเทอริโอซิน 

(Blom and Mortvedt, 1991)  

 จากแบคทเีรียแลคติกทคีัดเลือกได้ 5 ไอโซเลท เมือนําไปทาํการเพาะเลียงในอาหาร 

BSM broth และบ่มทีอุณหภูมิ 4 8 15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 1 2 3 

และ 7 วัน หลังจากนันนํามาวัดความขุ่นเพือดูการเจริญของเชือแบคทีเรียโดยวัดด้วยเครือง 

spectrophotometer ทีความยาวคลืน 600 nm พบว่า ทุกไอโซเลท สามารถเจริญได้ในช่วงกว้าง

ตังแต่ 4 องศาเซลเซียส ไปจนถึงอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส (รูปที 3.2 และภาคผนวก ง.) ซึง

แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลคติกดังกล่าวมีสมบัติเป็น psychrotrophic lactic acid bacteria  

หมายถึง แบคทีเรียทีเจริญทนอุณหภูมิตํา แต่สามารถเจริญได้ดีที 20-30 องศาเซลเซียส 

(Samarzija et al., 2012) สาํหรับอุณหภูมิทีเหมาะสมในการเจริญ พบว่าจะอยู่ในช่วง 20-25 

องศาเซลเซียส ซึงแบคทีเรียกลุ่ม psychrotrophic lactic acid bacteria มีความน่าสนใจ เนืองจาก

เป็นแบคทีเรียทีสามารถเจริญได้ทีอุณหภูมิตํา ซึงจะมีโอกาสแข่งขันกับแบคทีเรียก่อโรค และ

แบคทเีรียททีาํให้อาหารเน่าเสยีในสภาวะทอียู่ในอุณหภูมิตาํได้ (Matamoros et al., 2009)   
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 จากการศึกษาผลการยับยังของสารทีผลิตจากแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหาร

ทะเลแช่เยน็ โดยวิธี agar well diffusion method พบว่าส่วนใสทีได้จากเชือแบคทีเรียแลคติก     

ไอโซเลท POL-20108 ไม่มีฤทธิในการยับยังเชือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้เลย อีกทังไอโซเลท 

FSK-5101 และ HYL-20104 ทียับยังได้เพียง L. monocytogenes ATCC 15313 เท่านัน 

(ตารางท ี3.3) ทงัทจีากผลการทดสอบด้วย agar spot method ให้ผลการยับยังแบคทเีรียอนิดิเค-

เตอร์หลายชนิด แสดงให้เห็นว่าการยับยังทีเกิดขึนนันอาจมาจากสารอืนๆทีตัวเซลล์แบคทีเรีย    

แลคติกผลิตขึน เนืองจากแบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตสารยับยังได้หลายชนิด นอกจากนีการ

ทดสอบโดยวิธี agar well diffusion method ได้นําส่วนใสมาปรับพีเอชให้เท่ากับ 6.5 เพือกาํจัด

กรดอินทรีย์ทีเกิดขึน ซึงพบว่า ไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 25104 ยังคงมี

กจิกรรมการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดี (ตารางที 3.3) แสดงให้เห็นว่า ผลการยับยังส่วน

ใหญ่ไม่ได้มาจากผลของกรดอนิทรีย์ อาจเป็นเพราะการใช้อาหาร BSM ซึงมีปริมาณกลูโคสเพียง 

0.2% ทาํให้การเกดิกรดอนิทรีย์น้อยลง และมีการกาํจัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ โดยการนําเชือ

แบคทีเรียแลคติกไปบ่มใน anaerobic jar ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ไอโซเลท L-SH-L 

25104 และ L-SQ-L 25104 สามารถยับยังได้ทงัแบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ แต่จะยับยัง

ได้ดีกับแกรมบวก โดยเฉพาะอย่างยิง L. monocytogenes ATCC 15313 ซึงสอดคล้องกับการ

ทดลองก่อนหน้านีทพีบว่า แบคเทอริโอซินทผีลิตจากแบคทเีรียแลคติกจะสามารถยับยังการเจริญ

ของแบคทีเรียแกรมบวกได้มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ เพราะบริเวณ outer membrane ของ

แบคทีเรียแกรมลบ จะมีการสกัดกันแบคเทอริโอซินในการป้องกันการแทรกซึมเข้าสู่เซลล์       

เมมเบรน (Stevens et al., 1991 ; Savadogo et al., 2004) ดังนันจึงคาดว่าสารทีแบคทีเรีย    

แลคติกผลิตออกมาอาจมาจากแบคเทอริโอซินหรือแบคเทอริโอซินร่วมกับสารอืนๆทีแบคทีเรีย  

แลคติกสร้างขึน 

 จากผลการทดลองนีแสดงให้เห็นว่า ไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 

25104 มีกิจกรรมในการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดีทีสุด โดยเฉพาะอย่างยิง Listeria 

monocytogenes ATCC 15313 (ตารางท ี3.3 และภาพที 3.3) จึงเลือกทัง 2 ไอโซเลท นีไปจัด

จําแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียแลคติกทีคัดเลือกได้ โดยวิธีพันธุศาสตร์โมเลกุล ด้วยวิธี 16S 

rDNA sequence analysis พบว่า L-SH-L 25104 ทีแยกได้จากกุ้ง มีความเหมือนกับ 

Carnobacterium maltaromaticum (99 % similar to Carnobacterium maltaromaticum) และ  

ไอโซเลท L-SQ-L25104 ทีแยกได้จากหมึก มีความเหมือนกับ Carnobacterium divergens 

(99% similar to Carnobacterium divergens) (ภาพที 3.4) ซึงแบคทีเรียทังสองสายพันธุ์นี 

สามารถพบได้ในอาหารประเภท เนือ อาหารทะเล และสามารถเจริญได้ในพืนทีหลากหลาย เช่น 
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ระหว่างการเก็บรักษาอาหารสดในตู้ เย็น การเกบ็รักษาในสภาวะสูญญากาศ เป็นต้น (Groth 

Laursen et al., 2005) 

 

 Ringo and Gatesoupe (1998) ได้รวบรวมผลการศึกษาถึงชนิดของแบคทีเรีย      

แลคติกในบริเวณส่วนต่างๆ ของปลาแต่ละชนิด ซึงพบว่าในบริเวณระบบทางเดินอาหารของปลา

จะพบแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus Carnobacterium Streptococcus และ Leuconostoc อาศัย

อยู่ การทดลองของ Martin-visscher et al. (2008) ซึงสามารถแยก C. maltaromaticum 

UAL307 ได้จากเนือหมู โดยแบคทีเรียแลคติกดังกล่าวมีความสามารถในการยับยังแบคทีเรีย    

แกรมบวก รวมทัง Listeria sp. ผู้ทาํการทดลองพบว่า C. maltaromaticum UAL307 สามารถ

ผลิตแบคเทอริโอซินได้หลายชนิด ซึงถูกระบุว่าเป็น piscicolin 126 carnobacteriocin BM1 และ 

carnocyclin A นอกจากนี Grajek et al. (1996) รายงานว่า C. divergens สามารถผลิตแบคเทอ-

ริโอซิน ทชืีอว่า divercin V41 สาํหรับการทดลองของ Tahiri et al. (2009) พบว่า C. divergens 

ผลิตแบคเทอริโอซิน ทชืีอว่า divergicin M35 

  

 รูปแบบการดือยาต่อยาปฏิชีวนะ 8 ชนิดของ Carnobacterium maltaromaticum L-

SH-L 25104  และ Carnobacterium divergens L-SQ-L25104 พบว่า ดือต่อยา penicillin G 

ampicillin และ ceftriazone นอกจากนี Carnobacterium divergens ยังดือต่อ gentamicin และ 

tetracycline ทุกไอโซเลทไวต่อยา vancomycin chloramphenical และ erythromycin ส่วน 

Carnobacterium maltaromaticum ไวต่อยา tetracycline (ตารางท ี3.4) ความไวต่อยาปฏิชีวนะนี

สอดคล้องกับ Matamoros et al. (2009) ซึงรายงานว่าแบคทีเรียแลคติกทัง 7 สายพันธุ์ได้แก่ 

Leuconostoc gelidum (3 สายพันธุ์) Lactococcus piscium (2 สายพันธุ์) แยกมาจาก

ปลาแซลมอน Lactobacillus fuchuensis แยกมาจากปลาตะเพียนทะเล และ Carnobacterium 

alterfunditum แยกมาจากปลาหางไก่ โดยแบคทเีรียแลคติกทุกสายพันธุไ์วต่อยา chloramphenical 

tetracycline และ erythromycin ยกเว้น Lactococcus piscium ดือต่อยา erythromycin ปานกลาง

และทุกสายพันธุด์ือต่อยา vancomycin kanamycin colistin และ nalidixic acid 

Temmerman et al. (2003) ได้คัดแยกโพรไบโอติก 268 ไอโซเลทจากผลิตภัณฑ์

โพรไบโอทกิพบว่ามี 187 ไอโซเลท ทมีีการดือต่อสารปฏิชีวนะโดยพบการดือต่อ kanamycin (79 

เปอร์เซน็ต์) vancomycin (65 เปอร์เซน็ต์) tetracycline (26 เปอร์เซน็ต์) penicillin G (23 

เปอร์เซน็ต์) erythromycin (16 เปอร์เซน็ต์) และ chloramphenical (11เปอร์เซน็ต์) การดือต่อ

สารปฏิชีวนะนีได้รับการยืนยันว่าเป็นการดือทพีบโดยทวัไปไม่เป็นการดือทผีิดปกติ 

 

 นอกจากนีแบคทีเรียแลคติกทัง 2 สายพันธุ์ทีคัดเลือกได้ไม่มีการสร้างโปรตีน 

hemolysin (รูปที 3.5) ทีไปย่อยสลายเม็ดเลือดแดงทาํให้ไม่เกิดการแตกของเมด็เลือดแดง 
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(gramma-hemolysis) และผลการทดลองนีสอดคล้องกบั Chahad et al. (2012) ทีได้รายงานว่า

แบคทเีรียแลคติกในกลุ่มของ Enterococci ทีแยกมาจากปลา และหอย ไม่ทาํให้เกิดการแตกของ

เมด็เลือดแดง ซึงแสดงให้เหน็ว่าแบคทเีรียแลคติกทแียกได้มีสมบัติด้านความปลอดภัยต่อร่างกาย

มนุษย์ 

 

 ไบโอเจนิกเอมีน เป็นสารประกอบอนิทรีย์ของคาร์บอนมีหมู่อะมิโนเป็นหมู่ฟังก์ชัน มี

สมบัติเป็นเบส นําหนักโมเลกุลตาํ ทนความร้อน (Arena and Manca de Nadra, 2001; Shakila 

et al., 2001) เกดิจากกระบวนการดีคาร์บอกซิเลชันของกรดอะมิโน ด้วยเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส

ทผีลิตจากจุลินทรีย์ และเมือร่างกายได้รับไบโอเจนิกเอมีนในปริมาณสงู จะส่งผลให้เกิดอาการแพ้

ได้หลายแบบ เช่น เกิดผืนคัน ลมพิษ ปากบวม และมีอาการคลืนไส้ อาเจียน ท้องร่วง วิงเวียน 

หน้าแดง หัวใจเต้นเรว็ ความดันโลหิตตาํ เป็นต้น (Pereira et al., 2001) โดยมักพบการสร้างไบ

โอเจนิกเอมีนในแบคทีเรียแลคติกสกุล Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc Pediococcus 

Streptococcus และ Enterococcus (Suzzi and Gardini, 2003)  

 

 จากการทดลองพบว่า C. maltaromaticum L-SH-L25104 และ C. divergens L-

SQ-L25104 ไม่มีกิจกรรมการสร้าง tyramine และ histamine (ภาพที 3.7 และ 3.8) ซึงเป็น 

biogenic amines ทพีบมากในอาหารทะเล ซึงเป็นสารทีเป็นอันตรายส่งผลต่อสุขภาพ ดังนันเชือ

แบคทเีรียแลคติกทคีัดแยกได้จึงมีสมบัติด้านความปลอดภัย 

 

 แบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนทีสร้างขึนในระหว่างการเจริญของแบคทีเรียแลคติก 

ดังนัน ปัจจัยทีมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียแลคติกจึงมีผลต่อการสร้างแบคเทอริโอซินด้วย  

(พงษ์เทพ, 2546) จากการศึกษาพบว่า แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบโปรตีนทีสร้างและมี

ปริมาณเพิมขึนตามการเจริญของเซลล์แบคทเีรียทสีร้าง โดยเฉพาะทพีบในแบคทีเรียแลคติก (De 

Vuyst and Vandamme, 1992) ดังนัน ชนิดของอาหารเลียงเชือและสภาวะแวดล้อมในการเจริญ

จึงมีความสาํคัญต่อการสร้างแบคเทอริโอซิน ซึงพบว่าอาหารเลียงเชือทีเหมาะสมจะเป็นอาหารทีมี

องค์ประกอบทซัีบซ้อน (complex medium) ส่วนอุณหภูมิทเีหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน

คืออุณหภูมิทีเหมาะสมกับการเจริญของแบคทีเรียทีผลิต (Hurst,1981; De Vuyst and 

Vandamme, 1992) เช่น แบคเทอริโอซินทีผลิตจาก Carnobacterium piscicola และ               

C. divergens ซึงเป็นแบคทเีรียทีชอบเจริญทีอุณหภูมิตาํมีอัตราการสร้างสูงสุดเมือเซลล์เจริญอยู่

ในช่วงต้นของการเจริญในระยะ stationary เมือเจริญใน MRS broth และทีอุณหภูมิ 20 องศา-

เซลเซียส จะสร้างแบคเทอริโอซินสงูกว่าทอุีณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Pilet et al., 1995)   

 สาํหรับการเจริญของ C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีคัดเลือกได้มาทาํการ

เพาะเลียงในอาหารต่างๆ พบว่า เจริญได้ดีทสีดุในอาหาร M17+G ทปีรับพีเอชเริมต้นของอาหาร
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เท่ากบั6.5-7 บ่มทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และพบว่ามีกจิกรรมการยับยัง L. monocytogenes 

ATCC 15313 สูงสุดทีเท่ากับ 64 Au/mL (ภาพที 3.14) ซึงสอดคล้องกับการทดลองของ    

พงษ์เทพ (2546) ทไีด้ศึกษาการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซิน โดยใช้อาหารเลียงเชือ M17 

broth ให้ผลการเจริญของเซลล์และการสร้างแบคเทอริโอซินในนาํเลียงเชือ สูงกว่าอาหารเลียงเชือ

ทางการค้าชนิดอนืๆ โดยอาหารเลียงเชือ M17 broth ทีมีพีเอชเริมต้น 6.0-9.0 ให้ผลการเจริญ

ของเซลล์และการผลิตแบคเทอริโอซินสงูกว่าสภาวะอนืๆททีาํการทดลอง นอกจากนียังพบว่า การ

ผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารเลียงเชือ M17 broth เป็นแบบทีมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการ

เจริญของเซลล์ โดยจะมีการผลิตแบคเทอริโอซินในนําเลียงเชือสูงสุดเมือเลียงเชือในสภาวะที

เหมาะสมต่อการเจริญของ E. faecium NKR-5-3  

 จากการทดลองพบว่า C. maltaromaticum L-SH-L25104 ทีคัดเลือกได้จะมีการ

ผลิตสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินสูงสุด ในช่วงทีเซลล์เจริญอยู่ในระยะคงที (secondary 

metabolite production) ซึงสอดคล้องกับ Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn (2000) ที

พบใน pediocin AcH และmesenteroicin 5 ทีผลิตจาก Pediococcus acidilactici H และ 

Leuconostoc mesenteroides UL5105 (Biswas et al., 1991; Lewus et al., 1991) รวมถึง  

แบคเทอริโอซินทสีร้างจาก Lactobacillus lactis subsp.โดยจะมีการผลิตแบคเทอริโอซินสงูสดุ เมือ

เซลล์เจริญอยู่ในระยะคงทเีช่นกนั 

 

 การทดลองทผ่ีานมาพบว่า การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่

มักเป็นแบบทมีีความสมัพันธโ์ดยตรงกบัการเจริญของเซลล์ (De Vuyst and Vandamme, 1994) 

โดยเฉพาะการผลิตแบคเทอริโอซินทีพบใน E. faecium BFE 900 (Franz et al., 1996)          

E. faecium FAIR-E 198 (Sarantinopoulos et al., 2002) E. faecium A2000 (Pantev et al., 

2002) และ E. faecium RZS C5 (Leroy and De Vuyst, 2002; Foulquie Moreno et al., 

2003) ทมีีการผลิตแบคเทอริโอซินสงูสดุ เมือแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวเจริญอยู่ในช่วงต้นของ

การเจริญในระยะคงท ีนอกจากนียังพบการผลิตแบคเทอริโอซินแบบทีมีความสัมพันธ์โดยตรงกับ

การเจริญของเซลล์ในแบคทเีรียแลคติกอกีหลายชนิด เช่น Leuconostoc carnosum 4010 (Budde 

et al., 2003) Leuconostoc mesenteroides L124 และ Lactobacillus curvatus L442 

(Mataragas et al., 2003) 

 

อย่างไรกต็ามสภาวะทเีหมาะสมต่อการเจริญของเซลล์ กไ็ม่ได้ให้ผลผลิตแบคเทอริ-

โอซินทดีีทสีดุเสมอไป ตัวอย่างเช่น C. divergens M35 มีการผลิตแบคเทอริโอซินในแบบทไีม่ได้มี

ความสมัพันธโ์ดยตรงกบัการเจริญของเซลล์ (Bogovic-Matijasic and Rogelj, 1998; Kim et al, 

1997) ซึง Parente and Ricciardi (1999) รายงานว่า ผลผลิตของแบคเทอริโอซินมีปัจจัยต่อการ

ผลิตมากมาย ได้แก่ องค์ประกอบของอาหารเลียงเชือ ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน 
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ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส จากการทดลองพบว่า C. divergens M35 ผลิต divergens M35 ได้ดี

ในอาหาร Snow Crab Hepatopancreas medium (SCH) แต่เจริญได้ไม่ดีในอาหาร M17 + G 

 

 ผลการศึกษานีสอดคล้องกับการทดลองของ Parente and Hill (1992) ทีพบว่า      

E. faecium DPC 1146 สามารถเจริญและผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารเลียงเชือ M17 broth 

ผสม 0.5 เปอร์เซน็ต์ กลูโคส ได้ดีกว่าใน Elliker broth และ skim milk โดยสาเหตุที M17 broth 

เหมาะสมสาํหรับการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของ E. faecium ถึงแม้ว่าจะมีปริมาณของ

นําตาลน้อยกว่า APT broth Elliker broth และ MRS broth นันเนืองจากมีการศึกษาพบว่า การ

เจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติกต้องการอาหารเลียงเชือทีมีปริมาณของ

สารสกัดจากยีสต์และโปรตีนโมเลกุลเลก็ๆ ทีผ่านการย่อยสลายบางส่วนในปริมาณสูง (Parente 

and Hill, 1992; De Vuyst et al., 1996) รวมทงัยังพบอกีว่าการเจริญและการผลิตแบคเทอริ-

โอซิน มักถูกจํากัดด้วยปริมาณของแหล่งไนโตรเจนมากกว่าแหล่งของคาร์บอน (Parente and 

Ricciardi, 1999) โดยพบว่าอาหารเลียงเชือ M17 broth ประกอบด้วยแหล่งของสารประกอบ

ไนโตรเจนทไีด้จากการย่อยสลายโปรตีนจากแหล่งต่าง ๆ เช่น เนือ นม ถัวเหลือง มากกว่าอาหาร

เลียงเชือทงั 5 ชนิดทนีาํมาทดลอง นอกจากนีในอาหารเลียงเชือดังกล่าวยังประกอบด้วยสาร beta-

glycerophosphate ซึงทาํหน้าทเีป็นบัฟเฟอร์ช่วยป้องกันการลดลงของค่าความเป็นกรด-เบสของ

อาหารเลียงเชือทีเกิดจากการใช้นําตาลแลกโตสและกระตุ้นการเจริญของแบคทีเรียในสกุล 

Streptococci และ Enterococci (Merck, 2000) นอกจากองค์ประกอบทางด้านสารอาหารที

เหมาะสมแล้ว M17 broth ยังไม่มีส่วนผสมของ Tween 80 เหมือนกับในอาหารเลียงเชือสาํหรับ

แบคทเีรียแลคติกโดยทวัไป ซึงเป็นข้อดีอกีประการหนึง เนืองจากมีการรายงานว่า Tween 80 จะมี

ผลทาํให้ขันตอนของการทาํแบคเทอริโอซินให้บริสุทธิยุ่งยากขึน (Muriana and Klaenhammer, 

1991) 

 

 จากการทดลองพบว่า C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีคัดเลือกได้ให้ค่า

กิจกรรมการยับยังสูงสุด เมือบ่มทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (รูปที 3.13) อุณหภูมิในการ

เพาะเลียงเป็นปัจจัยหนึงทีมีผลต่อการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติก 

Rammelsberg และ Dadler (1990) ศึกษาผลของอุณหภูมิในการเพาะเลียงต่อการผลิต caseicin 

80 จากเชือ Lactobacillus casei B80 ทีอุณหภูมิ 15 20 25 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่าที

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิต caseicin 80 ได้ดีทีสุด ในขณะที Graciela et al. 

(1995) ศึกษาการผลิต lactocin 705 จากเชือ L. casei CRL705 พบว่าทีอุณหภูมิ 20 องศา-

เซลเซียส ให้ค่ากจิกรรมการยับยังสงูสดุ 
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จากผลการศึกษาการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินของ E. faecium NKR-5-3 

ทอุีณหภูมิระหว่าง 25-45 องศาเซลเซียส ในอาหารเลียงเชือ M-MRS broth+2% glucose พบว่า 

E. faecium NKR-5-3 สามารถเจริญทีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสได้สูงสุด และการเจริญของ

เชือจะลดลงเมืออุณหภูมิในการบ่มเชือเพิมสงูขึน ส่วนการสร้างแบคเทอริโอซินพบว่า ค่ากิจกรรม

ของแบคเทอริโอซินในนําเลียงเชือทีทาํให้มีสภาวะเป็นกลางจะมีค่าสูงสุด เมือทาํการบ่มเชือที

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินในนําเลียงเชือจะลดลง เมือ

อุณหภูมิในการบ่มเชือเพิมสงูขึน (พงษ์เทพ, 2546) 

ผลของอุณหภูมิทีเหมาะสมสาํหรับการผลิตแบคเทอริโอซินของ E. faecium NKR-

5-3 ทีทาํการศึกษาได้ พบว่าสอดคล้องกับการทดลองของ Franz et al. (1996) ซึงเลือกใช้

อุณหภูมิที 30 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิสาํหรับศึกษาการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน 

ของ E. faecium BFE 900 และการทดลองของ Leroy and De Vuyst (2002) ซึงพบว่า           

E. faecium RZS C5 จะมีการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินได้ดีเมือเจริญทีอุณหภูมิระหว่าง

25-35 องศาเซลเซียส ภายใต้การควบคุมค่าความเป็นกรด-เบสให้อยู่ท ี6.5 ตลอดระยะเวลาการ

เลียงเชือ และพบว่าผลผลิตของเซลล์และแบคเทอริโอซินจะลดลงเมือทาํการเลียงเชือทีอุณหภูมิ 

20 องศาเซลเซียส แต่ในทางตรงกันข้ามพบว่า การเจริญของ E. faecium L50 และการสร้าง 

enterocin P และ enterocin Q จะสูงสุดเมือเซลล์มีการเจริญทีอุณหภูมิ 47 และ 37-47 องศา-

เซลเซียส ตามลาํดับ (Cintas et al., 2000) ส่วนการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติกที

อุณหภูมิตาํพบว่า Carnobacterium piscicola UAL26 สามารถสร้างแบคเทอริโอซินเมือเจริญที

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ได้ดีกว่าทอุีณหภูมิห้อง ซึงถือเป็นจุดเด่นของแบคทีเรียดังกล่าวในการ

นาํไปประยุกต์ใช้สาํหรับอาหารทเีกบ็รักษาทอุีณหภูมิตาํ (Gursky et al., 2002) 

 

ซึงจากผลการศึกษาการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของ C. maltaromaticum 

L-SH-L 25104 ทคีัดเลือกได้ ในอาหารเลียงเชือ M 17+G ทมีีค่าพีเอชริมต้นระหว่าง 6.5-7.0 

พบว่า มีค่ากิจกรรมสูงสุด (ภาพที 3.14) แต่อย่างไรกต็ามพบว่า พีเอชของอาหารเลียงเชือ ที

เหมาะสมสาํหรับการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลคติกแต่ละสายพันธุ์ยัง

ขึนอยู่กบัอาหารเลียงเชือแต่ละชนิดทนีาํมาใช้ด้วย (Parente and Ricciardi, 1999) 

 

 จากการศึกษาผลของพีเอช ต่อกจิกรรมของสารยับยังทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน 

โดยนาํส่วนใสทไีด้จากการเพาะเลียงแบคทเีรียในอาหารเหลวสูตร M17+G มาทาํการปรับ pH ให้

มีความแตกต่างกัน คือ 2 3 4 5 6 7 และ 8 ด้วย 1N NaOH และ 1N HCl แล้วตังทิงไว้ที

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัวโมง จากนันทาํการปรับค่า pH ทงัหมดให้เป็น 6.5 แล้วหาค่ากิจกรรม

ยับยังทีเหลืออยู่ พบว่า แบคเทอริโอซินทีผลิตได้จาก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 

สามารถทนต่อพีเอช 5 ถึง 7 และ แบคเทอริโอซินยังคงมีกิจกรรมเท่ากับ 64 Au/mL (ภาพท ี
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3.16 และตารางท ี3.5) ซึงแบคเทอริโอซินทผีลิตได้มีสมบัติในการทนต่อความเป็นกรดอ่อนจนถึง

ความเป็นกลางได้ โดยระดับของพีเอช ทตีาํกว่า 5 หรือมากกว่า 7 จะทาํให้กจิกรรมของแบคเทอ-

ริโอซินสูญเสียไป ทังนีอาจเนืองมาจากโมเลกุลของแบคเทอริโอซินถูกย่อยสลายไป 

(Osmanagaoglu et al., 2001) 

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน

โดยนาํมาทดสอบสมบัติการทนต่อความร้อนในระดับต่างๆ กัน คือ ทีระดับอุณหภูมิ 63 80 100 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีและ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่าสารยับยังที

ผลิตได้จาก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทคีัดเลือกได้ นันสามารถทนต่อความร้อนได้

สงูสดุทรีะดับอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะ 30 นาที แต่กิจกรรมของสารยับยังจะลดลง

จาก 64 Au/mL เป็น 32 Au/mL (ตารางที 3.5 และรูปที 3.17) ซึงคุณสมบัติความคงทนต่อ

ความร้อนนีมีความสาํคัญถ้านําแบคเทอริโอซินไปใช้เป็นสารถนอมอาหารหรือใช้ในการผสมใน

อาหารสตัว์ (Ogunbanwo et al., 2003) 

 

 กจิกรรมของสารทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินทีผลิตได้สูญเสียไปเมือทดสอบด้วย

เอนไซม์ proteinase K protease trypsin 훼-chymotrypsin lipase และ 훼-amylase ซึงเป็น

เอนไซม์กลุ่มทย่ีอยโปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรตได้ แสดงว่าสมบัติในการยับยังเชือแบคทีเรีย

ชนิดอนืนันเป็นสมบัติของสารประกอบประเภทโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน (ตารางที 3.5 

และภาพท ี3.18) ซึงแบคเทอริโอซินทไีด้อาจจัดอยู่ในกลุ่ม heterogeneous จากการทดลองให้ผล

ใกล้เคียงกับการทดลองของ Nanasombat et al. (2012) ทีพบว่าแบคเทอริโอซินทีได้ถูกทาํลาย

ด้วยเอนไซม์	훼-amylase และเอนไซม์ย่อยโปรตีน pepsin protease และ trypsin ซึงชีให้เหน็ว่าแบ

คเทอริโอซินนีอาจจะมีองค์ประกอบทเีป็นคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนแต่ไม่มีองค์ประกอบของไขมัน 

ซึงถือว่าจัดอยู่ในกลุ่ม heterogeneous 

 

 อย่างไรกต็ามจําเป็นต้องมีการศึกษาเพิมเติมเพือระบุชนิดของสารยับยังดังกล่าวนี

ต่อไป นอกจากนีการศึกษาเพือให้ได้ข้อมูลด้านความคงทนของสารยับยังทีระดับพีเอชและ

อุณหภูมิต่างๆ จะนาํไปสู่การใช้ประโยชน์ในด้านอาหารต่อไป ทังนีเนืองจากความสามารถในการ

คงตัวของแบคเทอริโอซินนันมีความแตกต่างกัน สมใจ และคณะ (2550) รายงานการสร้าง     

แบคเทอริโอซินจากแบคทเีรียแลคติกจากอาหารหมักประเภทเนือในประเทศไทย พบว่าไอโซเลทที

มีประสทิธภิาพสงูสดุในการยับยัง S. aureus นัน พบว่าเป็น Lactococcus lactis subsp. lactis โดย

สามารถสร้างแบคเทอริโอซินทีมีสมบัติทีดี กล่าวคือทนความร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาท ีมีความคงตัวดีในช่วงพีเอช 4 ถึง 7 Ferchichi et al., (2001) พบว่าแบคเทอริโอซินจาก 

Lactococcus lactis MMFII ทีคัดแยกจากผลิตภัณฑ์นมสามารถทนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 30 นาท ีและมีความคงตัวทรีะดับพีเอช 4 ถึง 8 Ikeda et al. (1982) พบว่าแบคเทอริ-

โอซินจาก Streptococcus mutans C3603 มีความคงตัวทรีะดับพีเอช 1.0 ถึง 12.0 และพบว่าทน

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีทีค่าพีเอช 2.0 ถึง 7.0 รวมถึงทนอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาททีค่ีาพีเอช 4.0 เป็นต้น จากการศึกษานีสามารถคัดแยกสายพันธุ์

แบคทเีรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์อาหารทะเลทมีีสมบัติในการยับยังเชือจุลินทรีย์และสามารถสร้าง

แบคเทอริโอซินเพือการยับยังจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารโดยเฉพาะ L. monocytogenes ATCC 

15313 ซึงเป็นแบคทเีรียก่อโรคทมีีความสาํคัญในอาหารทะเลแช่เยน็ ซึงจะทาํให้สามารถนําไปใช้

ประโยชน์ในการใช้ผลิตหรือใช้ในการถนอมอาหารให้มีความปลอดภัย 

  

 จากการศึกษาสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินทีผลิตได้จาก C. maltaromaticum 

L-SH-L 25104 พบว่า สามารถทนต่อพีเอชได้ในช่วง 5 ถึง 7 มีสมบัติในการทนต่อความเป็น

กรดอ่อนๆจนถึงความเป็นกลางได้ แต่ไม่สามารถทนต่อความเป็นกรดทพีีเอชตาํๆได้ ทนต่อความ

ร้อนได้สูงสุดทีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส องค์ประกอบของแบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบ

ประเภทโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน ซึงอาจจัดอยู่ในกลุ่ม heterogeneous นอกจากนียังมี

กจิกรรมในการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดี โดยเฉพาะอย่างยิง L. monocytogenes ATCC 

15313 ซึงสอดคล้องกับ Martin-visscher et al. (2008) ทีรายงานว่า C. maltaromaticum 

UAL307 ทีแยกได้จากเนือหมู มีกิจกรรมการยับยัง Listeria species ได้สูง และถูกระบุว่า        

แบคเทอริโอซินทพีบ เป็น piscicolin 126 และ carnobacteriocin BM1 ซึงแบคเทอริโอซินทงัสอง

ชนิดจัดอยู่ในกลุ่มของ type IIa bacteriocins นอกจากนียังค้นพบแบคเทอริโอซินชนิดใหม่ทีชือว่า 

carnocyclin A ซึงผู้ทาํการทดลองเชือว่า C. maltaromaticum UAL307 สามารถผลิตแบคเทอริ-

โอซินได้หลายชนิด แต่อย่างไรกต็ามจากข้อมูลทีมีนีกย็ังไม่สามารถจําแนกกลุ่มได้อย่างชัดเจน

เนืองจากว่า การจัดจําแนกกลุ่มนันจําเป็นต้องทราบถึงนําหนักโมเลกุลของโปรตีน และลาํดับ

กรดอะมิโนจากมวลโมเลกุลดังกล่าว เพือสืบค้นว่าลาํดับกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซินตรงกับ

ข้อมูลทมีีรายงานอยู่ในฐานข้อมูลลาํดับโปรตีนหรือไม่ จากการศึกษาสมบัติของแบคเทอริโอซินนี

ทาํให้มีข้อสณันิฐานว่า แบคเทอริโอซินทไีด้นีอาจจะอยู่ในกลุ่มของ type IIa bacteriocins เนืองจาก

เป็นกลุ่มทีสามารถยับยัง Listeria sp. ได้ดีและทนต่ออุณหภูมิสูง แต่กอ็าจจัดอยู่ในกลุ่มที IV 

bacteriocin เนืองจากแบคเทอริโอซินทไีด้นีมีโครงสร้างซับซ้อน (complex bacteriocin) ซึงกลุ่มนี

มีส่วนประกอบทสีาํคัญประกอบด้วยโปรตีนและสารประกอบอืน ได้แก่ ไขมันและคาร์โบไฮเดรต 

ซึงเกยีวข้องกบักจิกรรมการยับยังของจุลินทรีย ์(Klaenhammer, 1993; Ross et al. , 2002) 

 เมือนําแบคทีเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาเพาะเลียงใน

อาหารทีเหมาะสมกับการผลิตสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน และเกบ็ส่วนใสทีได้มาทาํให้

เข้มข้น 5 เท่า โดยวิธี ultrafiltration แล้วนํามาทดสอบกิจกรรมการยับยัง L. monocytogenes 

ATCC 15313 โดยวิธี broth microdilution assay พบว่ามีค่า MIC เท่ากับ 64 Au/mL        
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(ภาพที 3.19) เมือนําผลการทดสอบหาค่าความเข้มข้นตําสุด (MIC) ทีสามารถยับยังเชือ                   

L.  monocytogenes ATCC 15313 มาทาํการศึกษาหาค่าความเข้มข้นตาํสุดทีสามารถฆ่าเชือได้ 

(MBC) พบว่า สารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินไม่สามารถฆ่าเชือได้ (รูป 3.20) เมือ

เปรียบเทียบการทดลองของ จุไรรัตน์ (2550) พบว่า L. plantarum JR21ทีแยกได้จากอาหาร

หมักไทย มีความสามารถในการยับยัง Listeria  monocytogenes และแสดงกิจกรรมการยับยัง

สงูสดุทค่ีา MIC เท่ากบั 20 Au/mL ด้วย broth microdilution assay 

 

 เมือนําแบคทีเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาเพาะเลียง

ร่วมกนักบั L. monocytogenes ATCC 15313 เพาะเลียงร่วมกนัทอุีณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึง

เป็นอุณหภูมิทีเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน พบว่าจะเริมมีผลการยับยังภายหลังการ

เพาะเลียงร่วมกนัเป็นเวลา 24-36 ชัวโมง ซึงมีกิจกรรมการยับยังคิดเป็นร้อยละ 98 โดยจํานวน

ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ลดลงประมาณ 1-2 log  CFU/mL (ตารางที 3.6 และภาพที 3.21) 

เมือเทียบกับการทดลองของ ศิรินาถ(2540) ทีเพาะเลียง Streptococcus sp. SN61 ร่วมกับ L. 

monocytogenes 018 ในอาหารเลียงเชือ APT พีเอชเริมต้น 6.7 เป็นเวลา 18 ชัวโมง สามารถ

ยับยังเชือได้ 93.78 เปอร์เซ็นต์ โดยจํานวนของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ลดลงประมาณ 2 log 

CFU/mL สาํหรับการเพาะเลียงร่วมกนัครังนียังไม่ทราบแน่ชัดว่ากิจกรรมการยับยังทีเกิดขึนเป็น

ผลมาจากสารยับยังชนิดใดหรืออาจเป็นการทาํงานร่วมกนัระหว่างสารยับยังหลายชนิด นอกจากนี

ยังมีรายงานว่าประสิทธิภาพการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยแบคทีเรียแลคติกยังขึนอยู่กับ

หลายปัจจัยร่วมกัน คือ ปริมาณกรดอินทรีย์ต่างๆ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสารยับยังอืนๆ 

(Gilliand and Spect, 1997) 

 

 การประยุกต์ใช้แบคทีเรียแลคติกและสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินในอาหาร

ทะเลในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่าจาํนวนของ L. monocytogenes ATCC 15313 (ชุดควบคุม) 

ในกุ้งขาวมีการเพิมจํานวนขึนหลังจากทาํการเกบ็ในตู้ เยน็เป็นเวลา 7 วัน แต่การใช้ตัวเซลล์

แบคทีเรียแลคติกจะทาํให้มีประสิทธิภาพในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 

ประมาณ 2-3 log  CFU/mL เมือเทยีบกบัชุดควบคุม สาํหรับการใช้สารทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอ-

ริโอซิน จะสามารถลดจํานวน L. monocytogenes ATCC 15313 ได้ประมาณ 1 log  CFU/mL 

เมือเทยีบกบัชุดควบคุม (ตารางท ี3.7 และรูปที 3.23) แสดงให้เห็นว่าการใช้ตัวเซลล์แบคทีเรีย

แลคติกจะทาํให้มีประสทิธภิาพในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ในกุ้งขาวแช่เยน็ที

ดีกว่า อาจเป็นเพราะเซลล์แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตสารยับยังออกมาตลอดเวลาทาํให้มี

ประสิทธิภาพในการยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ดีกว่า นอกจากนียังพบการรายงานว่า 

Carnobacteria เป็นแบคทเีรียทสีามารถทนต่อความเยน็และเจริญได้ดีในทอุีณหภูมิตาํ ดังนันจะมัก

พบแบคทเีรียกลุ่มนีในผลิตภัณฑ์แช่เยน็ เช่น ผลิตภัณฑ์เนือ หรือ ผลิตภัณฑ์ปลา ซึงถือเป็นจุดเด่น
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ของแบคทเีรียดังกล่าวในการนาํไปประยุกต์ใช้สาํหรับอาหารทีเกบ็รักษาทีอุณหภูมิตาํ (Leisner et 

al., 2007; Laursen et al., 2005) นอกจากนีมีรายงานว่าแบคทีเรียแลคติกLactobacillus 

plantarum Carnobacterium maltaromaticum C. piscicola C. divergens C. gallinarum and     

C. inhibens, Streptococcus sp. Leuconostoc เป็นต้น เป็นแบคทเีรียแลคติกทไีม่ก่อโรคในมนุษย์ 

(Yang et al., 2007; Huber et al., 2004; Ringo et al., 2001; Joborn et al., 1999; Ringo 

and Gatesoupe, 1998) และยังมีรายงานอีกว่าแบคทีเรียกลุ่ม C. maltaromaticum และ             

C. divergens มีผลต่อการเปลียนแปลงของผลิตภัณฑ์น้อยมากหรือไม่ทาํให้เกิดการเปลียนแปลง

ของผลิตภัณฑ์ (Brillet et al., 2005; Nilsson et al., 1999) ดังนันการนาํแบคทเีรียแลคติกมาใช้

เป็นสารกนัเสยีชีวภาพในอาหารทะเลจึงมีความน่าสนใจ และเป็นทางเลือกหนึงทีมีความปลอดภัย

กบัผู้บริโภค 
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บทที 5  

สรุปผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ 

 จากตัวอย่างอาหารทะเล ได้แก่ กุ้ง หอย ปู หมึก และปลา ชนิดต่างๆ จํานวน 4 6 2 

5 และ 8 ตัวอย่าง ตามลาํดับ รวมทงัสนิ 25 ตัวอย่าง สามารถแยกแบคทเีรียแลคติกได้ทงัสนิ 159 

ไอโซเลท เมือนํามาคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกทีสามารถยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ พบว่า มี

แบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ทสีามารถผลิตสารยับยังได้ดี ได้แก่ ไอโซเลท FSK-L 5101 POL-

20108 HYL-20104 L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104 ซึงยับยังได้ดีใน                   

L. monocytogenes ATCC 15313 ทงั 5 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ทอุีณหภูมิตาํ ตังแต่ 4 องศา-

เซลเซียส ไปจนถึงอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ซึงแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลคติกดังกล่าวมี

คุณสมบัติเป็น psychrotroph lactic acid bacteria  หลังจากนันทดสอบความสามารถในการผลิต

สารยับยังเชือโดยวิธี agar well diffusion ซึงไอโซเลท L-SH-L 25104 และ L-SQ-L 25104 

สามารถยับยังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดีทีสุด โดยเฉพาะอย่างยิง L. monocytogenes ATCC 

15313 เมือนํา L-SQ-L 25104 และ L-SH-L 25104  มาจัดจําแนก โดยวิธี 16S rDNA 

sequence analysis พบว่า ไอโซเลท L-SH-L 25104 มีความใกล้เคียงกับ Carnobacterium 

maltaromaticum (99 % similar to C. maltaromaticum) และไอโซเลท L-SQ-L 25104 มี

ความใกล้เคียงกบั Carnobacterium divergens (99% similar to C. divergens) 

 

การศึกษาสมบัติของแบคทีเรียแลคติก ได้แก่ การทดสอบความต้านทานต่อยา

ปฏิชีวนะของแบคทเีรียแลคติก ศึกษาการย่อยสลายเมด็เลือดแดง และการสร้างสารพวก biogenic 

amines พบว่า การดือต่อสารปฏิชีวนะนีได้รับการยืนยันว่าเป็นการดือทพีบโดยทวัไปไม่เป็นการดือ

ทผีิดปกติ ไม่สร้างโปรตีน hemolysin ทีไปย่อยสลายเมด็เลือดแดงทาํให้ไม่เกิดการแตกของเมด็

เลือดแดง และไม่มีกจิกรรมการสร้าง tyramine และ histamine เป็น biogenic amines ซึงแสดงให้

เหน็ว่า แบคทเีรียแลคติกทแียกได้มีสมบัติด้านความปลอดภัยต่อร่างกายมนุษย์ 

 

ในการทดลองนีได้คัดเลือก Carnobacterium maltaromaticum L-SH-L 25104 ใน

การศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตสารยับยัง พบว่า จะสามารถผลิตสารยับยังได้ดีเมือ

เพาะเลียงในอาหาร M17+G ทีปรับพีเอชเริมต้นของอาหารเท่ากับ 6.5-7 บ่มทีอุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส ซึงมีกจิกรรมสงูสดุทเีท่ากบั 64 Au/mL 

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของสารยับยังทผีลิตได้ ทีระดับอุณหภูมิ 

63 80 100 เป็นเวลา 30 นาที และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่า culture 

supernatant ทผีลิตได้จาก C. maltaromaticum ทคีัดเลือกได้ นันสามารถทนต่อความร้อนได้สงูสดุ
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ทรีะดับอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นระยะ 30 นาที แต่กิจกรรมของของสารยับยังลดลงจาก 

64 Au/mL เป็น 32 Au/mL  อกีทงัยังมีสมบัติในการทนต่อพีเอช 5 ถึง 7 ทนต่อความเป็นกรด

อ่อนจนถึงความเป็นกลางได้ และจะสญูเสยีกจิกรรมอย่างสมบูรณ์ภายหลังจากทดสอบด้วยเอน็ไซม์ 

proteinase K protease trypsin ߙ-chymotrypsin lipase และ ߙ-amylase ซึงเป็นเอน็ไซม์กลุ่มที

ย่อยโปรตีน ไขมัน และคาร์โบไฮเดรตได้ แสดงว่าสมบัติในการยับยังเชือแบคทเีรียชนิดอนืนันเป็น

สมบัติของสารประกอบประเภทโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน ซึงถือได้ว่ามีสมบัติคล้ายกับ   

แบคเทอริโอซิน และอาจจัดอยู่ในกลุ่ม heterogeneous อย่างไรก็ตามจําเป็นต้องมีการศึกษา

เพิมเติมเพือระบุชนิดของสารยับยังดังกล่าวนีต่อไป  

 

 เมือนําแบคทีเรียแลคติก C. maltaromaticum L-SH-L 25104ทีคัดเลือกได้มา

เพาะเลียงในอาหารทีเหมาะสมกับการผลิตสารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน และทดสอบ

กิจกรรมการยับยัง Listeria monocytogenes ATCC 15313 โดยวิธี broth microdilution assay 

พบว่ามีค่า MIC เท่ากบั 64 Au/mL แต่ไม่สามารถฆ่าเชือได้ (MBC)  

 

 เมือนํา C. maltaromaticum L-SH-L 25104 ทีคัดเลือกได้มาเพาะเลียงร่วมกับ 

Listeria monocytogenes ATCC 15313 เป็นเวลา 72 ชัวโมง พบว่าจะยับยังภายหลังการ

เพาะเลียงร่วมกนัเป็นเวลา 24-36 ชัวโมง ซึงมีกิจกรรมการยับยังคิดเป็นร้อยละ 98 โดยจํานวน

ของแบคทเีรียอนิดิเคเตอร์ลดลงประมาณ 1-2 log  CFU/mL หลังจากนันศึกษาการประยุกต์ใช้

แบคเทอริโอซินในอาหารทะเลในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่า เมือนําแบคทีเรียแลคติก             

C. maltaromaticum L-SH-L 25104 มาเพาะเลียงร่วมกันกับ L. monocytogenes ATCC 

15313 ในกุ้ง และเกบ็รักษาไว้ทอุีณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จะสามารถลดจํานวน 

L. monocytogenes ATCC 15313 ตังแต่วันท ี3-7 ได้ประมาณ 2-3 log  CFU/mL สาํหรับการ

ใช้สารทีมีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซิน พบว่า จะสามารถลดจํานวน L. monocytogenes ATCC 

15313 ตังแต่ 3-7 วัน ได้ประมาณ 1 log  CFU/mL แสดงให้เห็นว่าการใช้ตัวเซลล์แบคทีเรีย   

แลคติกจะทาํให้มีประสิทธิภาพในการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 ในกุ้งแช่เยน็ที

ดีกว่า อาจเป็นเพราะเซลล์แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตสารยับยังออกมาตลอดเวลาทาํให้มี

ประสทิธภิาพในการยับยังแบคทเีรียอนิดิเคเตอร์ทดีีกว่า 
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ขอ้เสนอแนะ 

 

1. อย่างไรกต็ามจําเป็นต้องมีการศึกษาเพิมเติมเพือระบุชนิดของสารยับยังสารทีมีสมบัติคล้าย   

แบคเทอริโอซินทีได้นีต่อไป อาจมีการจัดจําแนกกลุ่มนันจําเป็นต้องทราบถึงนําหนักโมเลกุล

ของโปรตีน และลาํดับกรดอะมิโนจากมวลโมเลกุลดังกล่าว เพือสบืค้นว่าลาํดับกรดอะมิโนของ

แบคเทอริโอซินตรงกบัข้อมูลทมีีรายงานอยู่ในฐานข้อมูลลาํดับโปรตีนหรือไม่ 

2. ศึกษาการทาํสารยับยังทผีลิตได้นีให้มีความบริสทุธเิพิมมากขึน เพือเพิมประสทิธภิาพการยับยัง

แบคทเีรียก่อโรคและแบคทเีรียททีาํให้อาหารเน่าเสยี เพือเป็นแนวทางในการใช้เป็นสารกันเสีย

ในอุตสาหกรรมอาหาร 

3. ควรศึกษาการประยุกต์ใช้สารทมีีสมบัติคล้ายแบคเทอริโอซินและแบคทีเรียแลคติกทีคัดเลือก

ได้โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการลดจํานวน normal flora เพือดูบทบาทของ normal flora ทีอยู่

ในตัวอย่างอาหารทะเล  
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ภาคผนวก ก 

  อาหารเลียงเชือ 

1. MRS (de  Man Rogasa and sharpe) broth 

Peptone     10.00   g 

Meat extract    10.00   g 

Yeast extract     5.00  g 

Glucose     10.00   g 

Tween 80     1.00   g 

K2HPO4    2.00   g 

Sodium acetate     2.00   g 

di-Ammonium citrate    0.20   g 

MgSO4.7H2O    0.20   g 

MnSO4.4H2O     0.05   g 

Distilled water     1,000   mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 6.5 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว เป็น

เวลา 15 นาท ี

 

2. MRS (de  Man Rogasa and sharpe) agar 

Peptone     10.00   g 

Meat extract    10.00   g 

Yeast extract     5.00  g 

Glucose     10.00   g 

Tween 80     1.00   g 

K2HPO4    2.00   g 

Sodium acetate     2.00   g 

di-Ammonium citrate    0.20   g 

MgSO4.7H2O    0.20   g 

MnSO4.4H2O     0.05   g 

Agar     15.00  g 
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Distilled water     1,000   mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 6.5 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว เป็น

เวลา 15 นาท ี

 

3. Tryptic soy broth (TSB) 

 

Tryptone     17.0   g 

Soytone     3.0   g 

Dextrose     2.5   g 

Sodium chloride    5.0   g 

Dipotassium phosphate    2.5  g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.3 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว เป็น

เวลา 15 นาท ี

 

4. Tryptic soy agar (TSA) 

 

Tryptone     17.0   g 

Soytone     3.0   g 

Dextrose     2.5   g 

Sodium chloride    5.0   g 

Dipotassium phosphate    2.5  g 

Agar     15.00  g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.3 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว เป็น

เวลา 15 นาท ี
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5. Bacteriocin  screening  medium (BSM) 

 

tri-Ammonium citrate    2.00   g 

Beef extract     2.00   g 

Tryptone     10.00   g 

Tween 80     1.00   g 

Yeast extract     4.00   g 

K2HPO4    8.70   g 

KH 2HPO4    8.00   g 

MgSO4.7H2O     0.20   g 

MnSO4.4H2O     0.05   g 

Glucose     2.00   g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.0 ± 0.2  นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

6. M17 medium + Glocose 

di-Sodium β-glucophosphate   19.00   g 

Beef extract     5.00   g 

Lactose     5.00   g 

Glucose     10.00   g 

Soy peptone     5.00   g 

Tryptone     2.50   g 

Yeast extract     2.50   g 

Acorbic acid     0.50   g 

MgSO4.7H2O     0.25   g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.2 ± 0.2  นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี
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7. APT broth 
 

Enzymatic digest of casein    10  g  

Yeast extract      7.5   g  

Sodium chloride    5   g  

Potassium phosphate    5   g  

Sodium citrate      5   g  

Dextrose      10    g  

Polysorbate 80     0.2   g  

Magnesium sulfate   0.8   g  

Manganese chloride   0.14   g  

Ferrous sulfate     0.04   g  

Sodium carbonate    1.25    g  

Distilled water     1,000  mL 

 ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับ 

พีเอชให้เท่ากบั 6.7 ± 0.2 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

8. Plate Count Agar (Standard Methods Agar)  

 

Peptone     5  g 

Yeast  extract     2.5  g 

Dextrose     1.0  g 

Agar      15.0  g 

Distilled water     1,000  mL 

 ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับ 

พีเอชให้เท่ากบั 7.0 ± 0.2 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี
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9. Tryptone Broth  

 

Casein  enzymic  hydrolysate   10  g 

Sodium chloride    5  g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.5 ± 0.2 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

10. Mueller  Hinton  Agar 

  Beef extract     2   g  

Acid hydrolysate of casein    17.5   g  

Starch      1.5   g  

Agar      17   g 

Distilled water     1,000  mL 

 ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.3 ± 0.1 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

11. Columbla blood agar 

Special peptone    23.0  g 

Starch     1.0  g 

Sodium chloride   5.0  g 

Agar     10.0  g 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 7.3 ± 0.2 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 15 นาท ีและเติมเลือดมนุษย ์5% (v/v) 
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12.  Improved medium (Bover-Cid and Holzapfel, 1999) 

Glucose     0.5   g 

Tryptone     5.0   g 

Yeast extract     5.0   g  

Beef extract     5.0   g  

Sodium chloride    2.5   g  

Ammonium citrate    2.0   g  

Thiamine (B1)    0.01   g  

Pyridoxal-5-phosphate   0.05   g  

MgSO4.7H2O     0.2   g  

MnSO4     0.05   g  

FeSO4      0.04   g  

K2HPO4     2.0   g  

CaCO3      0.1   g  

Bromocresol purple    0.06   g  

Amino acid (histidine or tyrosine )  10.0   g  

Tween 80     1.0   mL 

Distilled water     1,000  mL 

ละลายส่วนผสมทงัหมดด้วยนาํกลัน นาํไปตงัไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากนัดี ปรับพี

เอชให้เท่ากบั 5.3 ± 0.05 นึงฆ่าเชือทอุีณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิว เป็นเวลา 10 นาท ี 

 

 

 

 

 

 



109 
 

ภาคผนวก ข 

สารเคมีและการวิเคราะหส์มบติัเบืองตน้ของแบคทีเรียแลคติก 

1. Crystal violet  

สารละลาย A ละลาย Crystal violet  2.0 กรัม ใน 96% ethyl alcohol ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

สารละลาย B ละลาย ammonium oxalate 0.8 กรัม ในนาํกลันปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

 

2. Gram iodine 

บดไอโอดนี 1.0 กรัม และ potassium iodine 2.0 กรัม เข้าด้วยกนัแล้วค่อยๆเติมนาํกลันลง 

ไปผสมจะกระทงัไอโอดนีละลาย เติมนาํกลันปริมาตร 300 มิลลิลิตร เกบ็ในขวดสชีา 

 

3. Safranin 

      ละลาย Safranin  0.25% (w/v) ใน 95% ethyl alcohol  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วเติมนาํ

กลันปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 

4. นาํยาทดสอบเอนไซม์คะตะเลส (ร้อยละ 3 H2O2) 

 สารละลาย H2O2 (ร้อยละ 35) 8.6 มิลลิลิตร ละลายในนาํกลัน 1,000 มิลลิลิตร เมือเตรียม

เสรจ็ให้นาํไปใส่ในขวดสชีาแล้วเกบ็ไว้ทอุีณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

5. สารละลาย 1N NaOH 

      การเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นประมาณ 1.0 N ปริมาตร 250 

มิลลิลิตร จึงต้องชัง NaOH มา 10 กรัม ใส่ในบีกเบอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร แล้วละลายด้วยนํากลัน 

แล้วเทลงไปในขวดวัดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร ทีมีนํากลันบรรจุอยู่แล้วประมาณ 50 

มิลลิลิตร จากนันค่อย ๆ เติมนาํกลันลงไปให้มีปริมาตรครบ 250 มิลลิลิตร 

 

6. สารละลาย 1N HCl 

 เตรียมจากกรด HCl เข้มข้น 37 % (w/w) ทีมีความเข้มข้น 12.06 N ประมาณ 20.00-

21.00 มิลลิลิตร โดยใช้ปิเปตขนาด 25 มิลลิลิตร ดูดไปใส่ในขวดวัดปริมาตร ขนาด 250 

มิลลิลิตร ทมีีนาํกลันอยู่พอประมาณ (100 มิลลิลิตร) จากนัน ค่อยเติมนําลงไปให้มีปริมาตรครบ 

250 มิลลิลิตร 
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วิธีการยอ้มสีแกรม (ดวงพร, 2537) 

 

1. ทาํการเกลียเชือ (smear) ทีต้องการย้อมสีบนสไลด์ให้กระจายเป็นฟิล์มบางๆไม่ให้หนาแน่น

มากเกนิไป และปล่อยให้แห้งในอากาศ (air dry) 

2. ตรึงเชือ (fix) ให้ติดแน่นกับสไลด์ โดยการผ่านสไลด์ทีเกลียเชือไว้แล้วไปบนเปลวไฟอย่าง

รวดเรว็ 2-3 ครัง เพือไม่ให้เชือหลุดออกขณะย้อมส ี

3. หยด Crystal violet บนรอยเกลียของเชือให้ท่วม ทงิไว้ 1 นาท ีแล้วเทสทีงิ 

4. หยด Gram iodineบนรอยเกลียของเชือให้ท่วม ทงิไว้ 1 นาทแีล้วเทสทีงิ 

5. หยดเอทิลแอลกฮอล์ ความเข้มข้น 95 เปอร์เซนต์ ทิงไว้ประมาณ 15 วินาที ล้างนําสะอาด 

จากนันทาํการหยดสี Safraninบนรอยเกลียของเชือให้ท่วม ทิงไว้ 1 นาที แล้วเทสีทิง ล้างนํา 

สะอาด และซับให้แห้ง ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 

การทดสอบคะตะเลส (ดวงพร, 2537) 

 

1. เขียเชือทต้ีองการทดสอบทเีลียงบนอาหารแขง็อายุระหว่าง 18-24 ชัวโมง ด้วย loop ทีลนไฟ

แล้ว เกลียเชือลงบนแผ่นสไลด ์

2. หยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 3 เปอร์เซน็ต์ ลงบนเชือ สงัเกตฟองกา๊ซทเีกดิขึน 

สงัเกตผล  ถ้าหากเกดิฟองกา๊ซขึน แสดงว่าได้ผลบวก (จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์แคตะเลส) 

  ถ้าหากเกดิไม่ฟองกา๊ซขึน แสดงว่าได้ผลลบ (จุลินทรีย์ไม่ผลิตเอนไซม์แคตะเลส) 

 

ขอ้ควรระวงั  อย่าให้ลูปโลหะสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 3 เปอร์เซน็ต์ 

อาจทาํให้เกดิผลบวกเทจ็ 

 

 

 

 

 



111 
 

ภาคผนวก ค 

ตาราง ค. แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของเชือ

แบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทเีลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 และ 

8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิดอาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ท ี

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา  Catalase 

test การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว 

ปลากะพง FSR-L1903 35 บวก แท่งสนั สายยาว - 

 FSR-L1904  บวก แท่งสนั สายยาว - 

 FSR-L1906  บวก แท่งยาว เดียว - 

 FSR-L1908  บวก แท่งสนั สายยาว - 

 FSR-L1909  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSR-L19011  บวก กลม เป็นคู่ - 

 FSR-L19012  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSR-L19013  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSR-L19014  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 FSR-L19015  บวก แท่งยาว เดียว - 

 FSR-L19016  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 FSR-L19020  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 L-FSR-L25103 8 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

หอยหวาน HYL 20104 35 บวก แท่งยาว เดียว - 

 HYL 20106  บวก แท่งยาว เดียว - 

 HYL 20107  บวก แท่งยาว เดียว - 

 HYL-L5101  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 HYL-L5102  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 HYL-L5103  บวก กลม เป็นสาย - 

 HYL-L5104  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 HYL-L5106  บวก กลม เป็นสาย - 

 HYL-L5107  บวก กลม เป็นสาย - 

 HYL-L5108  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 L-HY-L 25101 8 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 25102  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 25103  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 
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ตารางที ค. (ต่อ) แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 

และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิดอาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ 

ทอุีณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียง

ตัว 

Catalase 

test 

หอยหวาน L-HY-L 25104 8 บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HY-L 25105  บวก แท่งยาว กระจาย - 

 L-HY-L 25106  บวก แท่งยาว กระจาย - 

 L-HY-L 5102  บวก แท่งสนั กระจาย - 

 L-HY-L 5103  บวก แท่งสนั กระจาย - 

 L-HY-L 5104  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 5105  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 5106  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 5107  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-HY-L 51010  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

ปูม้า POL 20101 35 บวก แท่งยาว เดียว - 

 POL 20102  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 POL 20103  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 POL 20106  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 20107  บวก แท่งสนั เดียว - 

 POL 20108  บวก แท่งสนั เดียว - 

 POL 20109  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 201010  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 201011  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 201012  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 201013  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 POL 201014  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 POL 201015  บวก แท่งยาว เดียว - 

 POL 201016  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 
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ตารางที ค. (ต่อ) แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทเีลียงบนอาหารแขง็ BSM  

ชนิด

อาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ 

ทอุีณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว Catalase 

test 

ปูม้า L-POL 25101 8 บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-POL 25102  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-POL 25104  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-POL 25107  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-POL 25108  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-POL 251010  บวก แท่งสนั เดียว - 

ปลาหมึก SQ-C 11103 35 บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-C 11104  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-C 11105  บวก แท่งยาว เดียว - 

 SQ-C 11106  บวก แท่งยาว เดียว - 

 SQ-C 11107  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-C 11108  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-C 11109  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-C 111010  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 SQ-L 5101  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 SQ-L 5102  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SQ-L 5103  บวก กลม เป็นสาย - 

 SQ-L 5104  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SQ-L 5105  บวก กลม เป็นสาย - 

 SQ-L 5106  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 SQ-L 5107  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SQ-L 5108  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SQ-L 5109  บวก กลม เป็นสาย - 

 SQ-L 51010  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 
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ตารางที ค. (ต่อ) แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 

และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิดอาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ที

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว Catalase 

test 

ปลาหมึก L-SQ-L 25108 8 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-SQ-L 25104  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-SQ-L 25103  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-SQ-L 30107  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-SQ-L 30108  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-SQ-L 30109  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-SQ-L 10101  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-SQ-L 10107  บวก กลม เป็นสาย - 

ปลาโอญีปุ่น FSO-B 21103 35 บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSO-B 21104  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSO-B 21105  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 FSO-B 21108  บวก แท่งยาว เดียว - 

 FSO-B 21109  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 L-FSO-B 31103 8 บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

ปลา 

จาระเมด็ 

FSJ-L 5101 35 บวก กลม เป็นสาย - 

 FSJ-L 5102  บวก กลม เป็นสาย - 

 FSJ-L 5103  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 FSJ-L 5104  บวก แท่งยาว เดียว - 

 FSJ-L 5105  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSJ-L 5106  บวก กลม เป็นสาย - 

 FSJ-L 5107  บวก กลม เป็นสาย - 

 FSJ-L 5108  บวก กลม เป็นสาย - 

 L-FSJ-L 10101 8 บวก แท่งสนั เดียว - 
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ตารางที ค. (ต่อ) แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 

และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิด

อาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ทอุีณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว Catalase 

test 

ปลา 

จาระเมด็ 

L-FSJ-L 10108 8 บวก กลม เป็นสาย - 

 L-FSJ-L 10109  บวก แท่งสนั เดียว - 

กุ้ง

ก้ามกราม 

SHK-L 5101 35 บวก กลม เป็นสาย - 

 SHK-L 5102  บวก กลม เป็นสาย - 

 SHK-L 5103  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SHK-L 5104  บวก กลม เป็นสาย - 

 SHK-L 5105  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SHK-L 5106  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 SHK-L 5107  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SHK-L 5108  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SHK-L 5109  บวก กลม เป็นคู่ - 

 SHK-L 51010  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10101 8 บวก กลม เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10102  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10103  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10104  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10105  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10106  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L- SHK-L 10107  บวก กลม เป็นสาย - 

 L- SHK-L 10108  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L- SHK-L 10109  บวก กลม เป็นคู่ - 

หอยลาย HYL-L 5101  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 
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ตารางที ค. (ต่อ) แสดงลักษณะทางสณัฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 

และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิด

อาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ 

ทอุีณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว Catalase 

test 

หอยลาย HYL-L 5102 35 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 HYL-L 5103  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 5104  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 5105  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 5106  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 5107  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 5108  บวก กลม เป็นสาย - 

 HYL-L 5109  บวก กลม เป็นคู่ - 

 HYL-L 51010  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10101 8 บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10102  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10103  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10104  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10105  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10106  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10107  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L10108  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 L-HYL-L10109  บวก กลม เป็นคู่ - 

 L-HYL-L101010  บวก กลม เป็นคู่ - 

ปลาเกา๋ FSK 5101 35 บวก กลม เป็นสาย - 

 FSK 5102  บวก กลม เป็นสาย - 

 FSK 5103  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSK 5104  บวก แท่งสนั เป็นสาย - 

 FSK 5105  บวก กลม เป็นสาย - 
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ตารางที ค. (ต่อ)แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาการติดสีแกรม การสร้างเอนไซม์ catalase ของ

เชือแบคทเีรียแลคติกทแียกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ ทีเลียงบนอาหารแขง็ BSM ทีอุณหภูมิ 35 

และ 8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัวโมง และ 3-7 วัน ตามลาํดับ 

ชนิด

อาหาร

ทะล 

ไอโซเลททแียกได้ทอุีณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา   

Catalase 

test 
การติดสแีกรม รูปร่าง การจัดเรียงตัว 

ปลาเกา๋ FSK 5106 35 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 FSK 5107  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 FSK 5108  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 FSK 5109  บวก แท่งยาว เป็นสาย - 

 FSK 51010  บวก กลม เป็นสาย - 

 L-FSK-L 5102 8 บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-FSK-L 5103  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-FSK-L 5106  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-FSK-L 5107  บวก แท่งสนั เป็นคู่ - 

 L-FSK-L 5108  บวก แท่งยาว เป็นคู่ - 

 L-FSK-L 5109  บวก กลม เป็นสาย - 

กุ้งขาว L-SH-L 25103 8 บวก แท่งยาว เดียว - 

 L-SH-L 25104  บวก แท่งสนั เดียว - 

 L-SH-B 31107  บวก แท่งยาว เดียว - 

 L-SH-B 31109  บวก กลม เป็นสาย - 

 L-SH-B 31110  บวก กลม เป็นคู่ - 

 

หมายเหตุ: - หมายถึง คะตะเลสเป็นลบ 
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ภาคผนวก ง 

ตาราง ง. การเจริญของแบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ในอาหาร BSM broth เมือบ่มทอุีณหภูมิ 4 

8 15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

4 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.003 0.003 0.002 0.003 0.003 

1 0.016 0.063 0.006 0.024 0.005 

2 0.099 0.55 0.057 0.222 0.016 

3 0.276 0.863 0.163 0.876 0.030 

7 0.729 0.899 0.705 0.829 0.444 

 

8 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.004 0.004 0.002 0.003 0.003 

1 0.437 0.888 0.343 0.751 0.081 

2 0.746 0.945 0.741 0.953 0.671 

3 0.694 0.933 0.698 0.956 0.772 

7 0.609 0.985 0.683 0.967 0.776 

 

15 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.002 0.004 0.002 0.002 0.002 

1 0.558 0.853 0.421 0.659 0.065 

2 0.712 0.896 0.716 0.865 0.659 

3 0.687 0.890 0.633 0.871 0.734 

7 0.548 0.875 0.485 0.853 0.656 

 



119 
 

ตาราง ง. การเจริญของแบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ในอาหาร BSM broth เมือบ่มทอุีณหภูมิ 4 

8 15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน (ต่อ) 

20 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.003 0.002 0.004 0.003 0.002 

1 0.693 0.943 0.711 0.930 0.770 

2 0.592 0.980 0.625 0.962 0.731 

3 0.450 0.971 0.500 0.945 0.649 

7 0.258 0.887 0.301 0.856 0.469 

 

25 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.003 0.004 0.003 0.002 0.002 

1 0.693 0.959 0.703 0.945 0.788 

2 0.572 0.975 0.574 0.948 0.644 

3 0.390 0.968 0.385 0.938 0.331 

7 0.235 0.833 0.207 0.826 0.200 

 

30 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.003 0.004 0.004 0.003 0.003 

1 0.090 0.828 0.355 0.735 0.697 

2 0.103 0.836 0.149 0.788 0.611 

3 0.335 0.800 0.132 0.767 0.600 

7 0.276 0.707 0.187 0.656 0.511 

 

 



120 
 

ตาราง ง. การเจริญของแบคทเีรียแลคติก 5 ไอโซเลท ในอาหาร BSM broth เมือบ่มทอุีณหภูมิ 4 

8 15 20 25 30 และ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน (ต่อ) 

35 องศาเซลเซียส (OD 600 nm) 

เวลา

(วัน) 

FSK-

5101 

HYL-

20104 

POL-

20108 

L-SH-L 

25104 

L-SQ-L 

20104 

0 0.003 0.003 0.003 0.002 0.004 

1 0.218 0.688 0.156 0.615 0.563 

2 0.233 0.666 0.134 0.625 0.545 

3 0.144 0.627 0.134 0.606 0.530 

7 0.130 0.592 0.100 0.574 0.497 
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ภาคผนวก จ 

ตาราง จ.1 การจัดจาํแนกสายพันธุข์องแบคทเีรียกรดแลคติกทคีัดเลือกได้ (Analysis report) 
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ตาราง จ.2 การจัดจาํแนกสายพันธุข์องแบคทเีรียกรดแลคติกทคีัดเลือกได้ (BlastN Report) 
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ภาคผนวก ฉ 

ตาราง ฉ. ผลการทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 

 

 

หมายเหตุ :  -  คือ ไม่ Clear zone ของการยับยัง  

 

 

 

 

 

ยาปฏิชีวนะ 

Clear zone ทมีีการยับยัง (mm) 

S. aureus  ATCC 

25923 

Carnobacterium 

divergens 

Carnobacterium 

maltaromaticum 

Ampicillin 33.25±0.00  

12.23±0.67 

 

21.10±1.13 

Penicillin G 35.05±0.35  

12.48±0.04 

 

21.93±0.88 

Chloramphenicol 21.35±0.35  

19.53±0.32 

 

19.88±1.24 

Gentamicin  

15.72±0.67 

 

12.28±0.04 

 

9.75±0.21 

Tetracyclin  

23.83±0.10 

 

25.80±0.71 

 

4.50±0.14 

Erythromycin  

21.18±0.53 

 

23.25±0.64 

 

25.63±0.53 

Vancomycin  

12.28±0.39 

 

15.3±0.99 

 

17.35±0.92 

Ceftriaxone  

21.25±0.21 

-  

- 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะห์ไบโอเจนิกเอมีน 

1. เครืองมือและอุปกรณ ์

 

1.1 เครืองโครมาโตรกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromatography; 

HPLC) ของAgilent 1200 System 

1.2 คอลัมน์ Zorbax Eclipse XDB C18 column (150 mm × 4.6 mm, particle size 5 µm) 

1.3 เครืองแยกสารแบบหมุนเหวียง  

1.4 วอร์เทก็มิกเซอร์ 

1.5 โซนิเคเตอร์ 

1.6 อ่างนาํควบคุมอุณหภูมิ 

 

2. สารเคมี 

 

2.1 นาํ DI (Deionized water) 

2.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ เข้มข้น 2 N 

2.3 สารละลายกรดเปอร์คลอริกความเข้มข้น 0.4 N 

2.4 สารละลายกรดอะซิติก เข้มข้น 0.1% 

2.5 สารละลายอมิตัวโซเดียมไบคาร์บอเนต 

2.6 สารละลายแอมโมเนีย เข้มข้น 25% 

2.7 สารละลาย 1,7 diaminoheptane(internal standard, Sigma) โดยละลาย10 ml ลงในนาํ DI  

2.8 สารละลาย densyl chloride (fluka) เตรียมโดยละลาย densyl chloride 10 mg ในอะซิโตน  

1 ml (ควรเตรียมใหม่ทุกครังและเกบ็ให้พ้นแสง)  

2.9 สารละลายมาตรฐานไทรามีน และ ฮีสตามีน (Sigma) เตรียมโดยละลาย tyramine และ 

histamine 100 mg ในนาํ DI 1 ml (ควรเกบ็ไว้ท ี4 องศาเซลเซียส ได้นาน 1 เดือน) โดยจะ

เตรียมสารละลายมาตรฐานความเข้มข้น 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 mg/ml  

2.10 สารละลายเฟสเคลือนที (mobile phase) นําอะซิโตไนไตรผสมกับกรดกรดอะซิติก 0.1% 

(สารละลาย A) และนาํDI ผสม กรดอะซิติก 0.1%(สารละลาย B) ไปกรองโดยเครืองกรอง

สุญญากาศ กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน จากนันทาํการไล่อากาศโดยเครืองโซนิเค

เตอร์เป็นเวลา 15 นาท ี
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3. สภาวะของเครือง 

 

สารละลายเฟสเคลือนท ี 

 อะซิโตไนไตรผสมกบักรดกรดอะซิติก 0.1% v/v (สารละลาย A) 

  นาํDI ผสม กรดอะซิติก 0.1% v/v (สารละลาย B) 

 

เวลา (นาท)ี สารละลาย A สารละลาย B 

0 45 55 

25 10 90 

30 10 90 

32 0 100 

35 45 55 

38 45 55 

 

   อตัราการไหล (flow rate) 1.5 ml/min, อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

   ปริมาตรทฉีีดตัวอย่าง 20 ไมโครลิตร/ตัวอย่าง 

   ตรวจวัดทคีวามยาวคลืน 254 นาโนเมตร 

 

4. วิธวิีเคราะห์ 

 

การวิเคราะห์ไบโอเจนิกเอมีนในตวัอย่างโดยใช้ internal standard 

 

4.1. ทาํการสกัดไบโอเจนิกเอมีนในอาหารเลียงเชือ Improved medium ทีทาํการเกบ็

ตัวอย่างจากอาหารเลียงเชือปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดหลอดเซนตริฟิวจ์ ปันทีความเรว็ 

8,000 รอบต่อนาท ีนาน 15 นาท ีทอุีณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.2. นําส่วนใสปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจ์ เติม internal standard 

(ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 125 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครือง

วอร์เทก็ซ์ มิกเซอร์ 

4.3. เติมสารละลายกรดเปอร์คลอริก ความเข้มข้น 0.4 M ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมให้

เข้ากนัโดยใช้เครืองวอร์เทก็ซ์ มิกเซอร์ เป็นเวลา 5 นาท ี

4.4. ปันทคีวามเรว็ 6,000 รอบต่อนาท ีนาน 5 นาท ีทอุีณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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4.5. สกดัซาํอกีครังด้วย 10 มิลลิลิตร ของสารละลายกรดเปอร์คลอริก ความเข้มข้น 0.4 

M แล้วปันทคีวามเรว็ 6,000 รอบต่อนาท ีนาน 5 นาท ีทอุีณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4.6. นําส่วนใสทีทาํการสกัดแล้วมา 300 ไมโครลิตร (หรือ standard 0-100 mg/mL)  

เติมสารละลายอมิตัวของโซเดียมไบคาร์บอนเนต ปริมาตร 90 ไมโครลิตร และเติม 2N NaOH 

ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยใช้เครืองวอร์เทก็ซ์ มิกเซอร์ 

4.7. เติมสารละลาย dansyl chloride ปริมาตร 600 ไมโครลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้

เครืองวอร์เทก็ซ์ มิกเซอร์ เป็นเวลา 30 วินาท ีบ่มทอุีณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาท ี

4.8. เติมสารละลายแอมโมเนียมความเข้มข้น 25 เปอร์เซน็ต์ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 

ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครืองวอร์เทก็ซ์ มิกเซอร์ เป็นเวลา 30 วินาที นํา ไปปันทีความเรว็ 3,500 

รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 5 นาท ี

4.9. ทาํการกรองส่วนใสด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 

4.10. นาํสารละลายทผ่ีานการกรองแล้วฉีดเข้าเครือง HPLC จาํนวน 20 ไมโครลิตร ทาํ 

การตรวจวัดทีความยาวคลืน 254 นาโนเมตร วัดหาพืนทีพีคทีความยาวคลืน 254 นาโนเมตร 

เวลาในการวิเคราะห์ 55 นาท ี

4.11. นาํพืนทพีีค (peak area) ของตัวอย่างต่อพืนทีพีค internal standard ไปอ่านค่าไท

รามีนและฮีสตามีนจากกราฟมาตรฐาน 
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ภาคผนวก ซ 

ตาราง ซ ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 16816   

S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 S. Typhi 

และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธี agar spot 

assay 

 

 
ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 

278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

FSR-L1903 - - - - - - - 
FSR-L1904 - - - - - - - 

FSR-L1906 - - - - - 4.25±0.05 9.25±0.01 

FSR-L1908 - - - - - - - 
FSR-L1909 - - - - - - - 

FSR-L19011 - - - - - - - 
FSR-L19012 - - - - - - - 

FSR-L19013 - - - - 8.25±0.05 - 10.25±0.05 

FSR-L19014 - - - - - - - 
FSR-L19015 - - - - - - - 

FSR-L19016 - - - - - - - 
FSR-L19020 - - - - - - - 

L-FSR-

L25103 
- - - - - - - 

HYL 20104 - - 12.25±0.05 10.93±0.23 10.95±0.23 5.08±0.68 14.13±0.72 

HYL 20106 - - - - - - - 

HYL 20107 - - - - - - 11.13±0.70 

HYL-L5101 - - - - - - - 
HYL-L5102 - - - - - - 10.25±0.05 

HYL-L5103 - - - - - - - 
HYL-L5104 - - 6.25±0.07 - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853    

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 

278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

HYL-L5106 - - - - - - - 
HYL-L5107 - - - - - 5.13±0.75 8.13±0.72 

HYL-L5108 - - - - - - - 

L-HY-L 25101 - - - - - - - 
L-HY-L 25102 - - - - - - - 

L-HY-L 25103 - - - - - - - 
L-HY-L 25104 - - - - - - 9.13±0.72 

L-HY-L 25105 - - - - - - - 

L-HY-L 25106 - - - - - - - 
L-HY-L 5102 - - - - 5.15±0.95 - - 

L-HY-L 5103 - - - - - - - 
L-HY-L 5104 - - - - - 5.00±0.95 8.55±0.80 

L-HY-L 5105 - - - - - - - 

L-HY-L 5106 - - - - - - - 
L-HY-L 5107 - - 5.55±0.80 6.55±0.80 - - 8.70±0.90 

L-HY-L 51010 - - - - - - - 

POL 20101 - - - - - - - 
POL 20102 - - - - - - - 

POL 20103 - - - - - - - 
POL 20106 - - - - - - - 

POL 20107 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 S. 

Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธี agar 

spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 

278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

POL 20108 - - 11.03±0.05 8.40±1.4 9.075±0.45 5.95±1.2 13.750±0.1 

POL 20109 - - - - - - - 
POL 201010 - - - - - 5.10±0.80 9.37±0.45 

POL 201011 - - - - - - - 

POL 201012 - - - - - 6.7±0.95 - 
POL 201013 - - - - - - - 

POL 201014 - - - - - - - 

POL 201015 - - - - - - 8.37±0.50 

POL 201016 - - - - - - - 

L-PO-L 25101 - - - - - - - 
L-PO-L 25102 - - - - - - - 

L-PO-L 25104 - - - - - - - 

L-PO-L 25107 - - 6.37±0.45 - - - 9.15±0.30 

L-PO-L 25108 - - - - - - - 

L-PO-L 251010 - - - - - - - 
SQ-C 11103 - - - - - - - 

SQ-C 11104 - - - - - - - 

SQ-C 11105 - - - - - - - 
SQ-C 11106 - - - - - - - 

SQ-C 11107 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853     

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

Agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 

278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

SQ-C 11108 - - - - - - - 
SQ-C 11109 - - - - - - - 

SQ-C 111010 - - - - - - - 

SQ-L 5101 - - - - - - - 
SQ-L 5102 - - - - - - - 

SQ-L 5103 - - - - - - - 
SQ-L 5104 - - - - - - 10.37±0.45 

SQ-L 5105 - - - - - - - 

SQ-L 5106 - - - - - - - 
SQ-L 5107 - - - - - 5.15±0.95 - 

SQ-L 5108 - - - - - - - 
SQ-L 5109 - - - - - - - 

SQ-L 51010 - - - - - - - 

L-SQ-L 25108 - - - - - - - 
L-SQ-L 25104 - - 11.4±0.1 11.95±1.3 9.88±0.08 2.8±0.03 14.62±0.03 

L-SQ-L 25103 - - 6.90±0.3 - - - 10.62±0.03 

L-SQ-L 30107 - - - - - - - 
L-SQ-L 30108 - - - - - - - 

L-SQ-L 30109 - - - - - - - 
L-SQ-L 10101 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853    

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

Agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 

278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

L-SQ-L 10107 - - - - - - - 
FSO-B 21103 - - - - - - - 

FSO-B 21104 - - - - - - - 

FSO-B 21105 - - - - - - - 
FSO-B 21108 - - - - - - - 

FSO-B 21109 - - - - - - - 
L-FSO-B 31103 - - - - - - - 

FSJ-L 5101 - - - - - - - 

FSJ-L 5102 - - - - - - - 
FSJ-L 5103 - - - - - - - 

FSJ-L 5104 - - - - - - - 
FSJ-L 5105 - - - - - - - 

FSJ-L 5106 - - - - - - - 

FSJ-L 5107 - - - - - - - 
FSJ-L 5108 - - - - - - - 

L-FSJ-L 10101 - - - - - - - 

L-FSJ-L 10108 - - - - - - - 
L-FSJ-L 10109 - - - - - - - 

SHK-L 5101 - - - - - - - 
SHK-L 5102 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 

 



132 
 
ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853     

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

SHK-L 5103 - - - - - - - 
SHK-L 5104 - - - - - - - 

SHK-L 5105 - - - - - - 10.37±0.45 

SHK-L 5106 - - - - - - - 
SHK-L 5107 - - - - - - - 

SHK-L 5108 - - - - - - 7.45±0.70 

SHK-L 5109 - - - - - - - 

SHK-L 51010 - - - - - - - 

L- SHK-L 10101 - - - - - - - 
L- SHK-L 10102 - - 7.50±0.6 - - - - 

L- SHK-L 10103 - - - - - - - 
L- SHK-L 10104 - - - - - - - 

L- SHK-L 10105 - - - - - - - 

L- SHK-L 10106 - - - - - - - 
L- SHK-L 10107 - - - - - - - 

L- SHK-L 10108 - - - - - - - 

L- SHK-L 10109 - - - - - - - 
HYL-L 5101 - - - - - - - 

HYL-L 5102 - - - - - - - 
HYL-L 5103 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853     

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

HYL-L 5104 - - - - - - - 
HYL-L 5105 - - - - - - - 

HYL-L 5106 - - - - - - - 

HYL-L 5107 - - - - - - - 
HYL-L 5108 - - - - - - - 

HYL-L 5109 - - - - - - - 
HYL-L 51010 - - - - - - - 

L-HYL-L10101 - - - - - - - 

L-HYL-L10102 - - - - - - - 
L-HYL-L10103 - - - - - - - 

L-HYL-L10104 - - - - - - - 
L-HYL-L10105 - - - - - - - 

L-HYL-L10106 - - - - - - - 

L-HYL-L10107 - - - - - - - 
L-HYL-L10108 - - - - - - - 

L-HYL-L10109 - - - - - - - 

L-HYL-L101010 - - - - - - - 
FSK 5101 - - 11.25±0.5 8.0±0.45 8.45±1.4 6.125±0.23 14.25±0.55 

FSK 5102 - - - - - - - 
FSK 5103 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853     

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

FSK 5104 - - - - - - - 
FSK 5105 - - - - - - - 

HYL-L 5102 - - - - - - - 

HYL-L 5103 - - - - 6.41±0.45 5.37±0.45 - 
HYL-L 5104 - - - - - - - 

HYL-L 5105 - - - - - - - 
HYL-L 5106 - - - - - - - 

HYL-L 5107 - - - - - - - 

HYL-L 5108 - - - - - - - 
HYL-L 5109 - - - - - - - 

HYL-L 51010 - - - - - - - 
L-HYL-L10101 - - - - - 5.37±0.20 8.37±0.45 

L-HYL-L10102 - - - - - - - 

L-HYL-L10103 - - - - - - - 
L-HYL-L10104 - - - - - 5.50±0.20 9.0±0.2 

L-HYL-L10105 - - - - - - - 

L-HYL-L10106 - - - - - - - 
L-HYL-L10107 - - - - - - 9.20±0.45 

L-HYL-L10108 - - - - - - - 
L-HYL-L10109 - - - - - - - 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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ตาราง ซ (ต่อ) ผลการยับยัง L. monocytogenes ATCC 15313 V. parahaemolyticus PSU 

16816 S. aureus ATCC 29213 E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853     

S. Typhi และ E. coli PSU 95 ของแบคทีเรียแลคติกทีแยกได้จากอาหารทะเลแช่เยน็ โดยวิธ ี

agar spot assay 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดวงใสการยับยงัอนิดิเคเตอร์ (มลิลิเมตร) 

E. coli  

PSU 

95 

S. aureus 

ATCC 

29213 

E. faecalis 

ATCC 

29212 

Salmonella 

Typhi 

P. aeruginosa 

ATCC 278535 

V. parahaemolyticus 

PSU 16816 

L. monocytogenes 

ATCC 15313 

L-HYL-L101010 - - - - - - 8.75±0.20 

FSK-L 5101 - - 5.90±0.90 5.10±0.70 - - - 

FSK-L 5102 - - - - - - - 

FSK-L 5103 - - 6.37±0.20 - - - - 
FSK-L 5104 - - - - - - - 

FSK-L 5105 - - - - - - - 
FSK 5106 - - - - - - - 

FSK 5107 - - - - - - - 

FSK 5108 - - - - - - - 
FSK 5109 - - - - - - - 

FSK 51010 - - - - - - - 
L-FSK-L 5102 - - 6.65±0.5 - - - 7.70±0.90 

L-FSK-L 5103 - - - - - - - 

L-FSK-L 5106 - - 5.75±0.3 - - - 8.60±0.70 

L-FSK-L 5107 - - - - - - - 

L-FSK-L 5108 - - - - - - - 

L-FSK-L 5109 - - - - - - - 
L-SH-L 25103 - - - - - - - 

L-SH-L 25104 - - 10.6±0.2 8.93±0.93 10.08±0.68 3.5±0.75 14.23±0.03 

L-SH-B 31107 - - - - - - - 

L-SH-B 31109 - - - - - - 8.30±0.6 

L-SH-B 31110 - - - - - - 7.37±0.45 

หมายเหตุ : - หมายถึง ไม่มีประสทิธภิาพในการยับยัง 
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