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ช่ือวทิยานิพนธ์ การผลิตแบคเทอริโอซินโดย Enterococcus faecalis TS9S17 และการใช้
ในการยบัย ั้ง  Listeria monocytogenes ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 

ผู้เขียน  นางสาวรติยา  กอ้งก ่า 
สาขาวชิา  เทคโนโลยชีีวภาพ 
ปีการศึกษา 2557 

บทคัดย่อ 
วตัถุประสงค์ของงานวิจยัน้ีเพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริ

โอซินและสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกท่ีแยกไดจ้ากป่าชายเลนและการ
น าไปใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารทะเลกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก  โดยแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริ
โอซินยบัย ั้งการเจริญของ Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157 คือ Enterococcus faecalis 
TS9S17 และ Enterococcus faecalis TS9S19  เม่ือน าแบคทีเรียทั้งสองสายพนัธ์ุน้ีมาทดสอบการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค  พบวา่ มีประสิทธิภาพยบัย ั้งเฉพาะ Listeria monocytogenes  เม่ือเล้ียงเช้ือทั้ง
สองในอาหาร MRS  pH 6.5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง เช้ือผลิตแบคเทอริโอซินได ้40 
AU/มิลลิลิตร แต่ในช่วงแรกของการผลิต Ent.  faecalis TS9S17 มีค่ากิจกรรมแบคเทอริโอซินสูง
กวา่ จึงน า Ent. faecalis TS9S17 ไปศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต   เม่ือใชน้ ้ าน่ึงปลาทูน่า 
13.5 กรัมต่อลิตร แทนเปปโทน  หรือใชน้ ้ าน่ึงปลาทูน่า 26.5 กรัมต่อลิตร  แทนเปปโทน เน้ือสกดั
และยสีตส์กดัในอาหาร MRS พบวา่ เช้ือผลิตแบคเทอริโอซินได ้40 AU/มิลลิลิตร เช่นกนั ดงันั้นจึง
หาสภาวะท่ีเหมาะสมของสภาพแวดลอ้มโดยใชอ้าหาร MRS สูตรดดัแปลงท่ีมีน ้ าน่ึงปลาทูน่า 26.5 
กรัมต่อลิตร และปรับ pH ของอาหาร จาก pH 6.5 เป็น 7.0 พบวา่ Ent.  faecalis TS9S17 ผลิต       
แบคเทอริโอซินไดเ้พิ่มข้ึนเป็น 80 AU/มิลลิลิตร และเม่ือเปล่ียนอุณหภูมิในการบ่มจาก 37 องศา
เซลเซียส เป็น  25 องศาเซลเซียส  เช้ือผลิตแบคเทอริโอซินเพิ่มข้ึนเป็น 160 AU/มิลลิลิตร  แบคเทอ
ริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalils TS9S17 ท างานไดดี้ท่ี pH  6  และท างานไดท่ี้ pH ช่วงกวา้งตั้งแต่ 
2-12  ทนความร้อนไดท่ี้อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  60  นาที และยงัคงมีค่ากิจกรรมเล็กนอ้ย
หลงัจากไดรั้บความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  15  นาที    เม่ือน าตวัเซลล์และแบคเทอริ  
โอซินของ Ent.  faecalis TS9S17 มาใชใ้นการยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes  ในกุง้ปอก
เปลือกปรุงสุกและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 28 วนั พบวา่ การใชต้วัเซลล์ของ Ent. 
faecalils TS9S17 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งดีกว่าการใช้แบคเทอริโอซิน และเม่ือวิเคราะห์
ปริมาณของอินโดลภายในเวลา 15 วนัของการเก็บรักษา พบวา่ กุง้ปอกเปลือกปรุงสุกท่ีไม่มีการเติม
และมีการเติมตวัเซลล์ของ Ent. faecalils TS9S17 และ L. monocytogenes  มีค่าอินโดลไม่แตกต่าง
กนั (1.11-1.27 ไมโครกรัม/100 กรัม) 
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Thesis Title Production of Bacteriocin by Enterococcus faecalis TS9S17 and Application 
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Author Miss Ratiya Kongkum 
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Academic Year  2014 

ABSTRACT 
The purposes of this study were to investigate the to optimize a bacteriocin 

production and properties of bacteriocin of lactic acid bacteria isolated from the mangrove forest 
as well as application in peeled cooked shrimp. They were Enterococcus faecalis TS9S17 and 
Enterococcus faecalis TS9S19 which produced bacteriocin to inhibit Lactobacillus sakei subsp. 
sakei JCM 1157. When the bacteriocin was tested against pathogenic bacteria, it could inhibit 
only Listeria monocytogenes. Ent. faecalils TS9S17 showed higher bacteriocin activity than Ent.  
faecalils TS9S19 did during early growth phase. Ent.  faecalils TS9S17 was selected for 
optimization of bacteriocin production. When it was grown in the MRS medium with an initial 
pH 6.5 at 37 °C for 24 h, it produced bacteriocin activity 40 AU/ml. When 13.5 g/l of tuna 
condensate was used instead of peptone and 26.5 g/l of tuna condensate was used instead of 
peptone, beef extract and yeast extract in the MRS medium, it also produced bacteriocin activity 
of 40 AU/ml. Therefore, the modified MRS medium with 26.5 g/l of tuna condensate was used to 
optimize the environmental conditions. When the pH of the modified medium was changed from 
pH 6.5 to 7.0, it produced bacteriocin 80 AU/ml. When the incubation temperature was changed 
from 37 °C to 25 °C, it produced bacteriocin 160 AU/ml. The bacteriocin showed highest activity 
at pH 6 and remained active over a wide pH range (2-12). It was active after heating at 60 °C for 
60 min and still had a little activity after heating at 121 °C for 15 min. The cells and crude 
bacteriocin from  Ent. faecalils TS9S17 were applied to peeled cooked shrimp inoculated with L. 
monocytogenes and stored at 4 °C for 28 days. The results show that the bacteriocin producing 
strain was more effective than crude bacteriocin to inhibit L. monocytogenes   in peeled cooked 
shrimp. The sterile peeled cooked shrimp and the shrimp inoculated with Ent. faecalis TS9S17 
and L. monocytogenes showed no different in indole content at 4 °C for 15 days (1.11-1.27 
µg/100g).   
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บทที ่ 1 

บทน า  

บทน าต้นเร่ือง 
 กุง้เป็นผลิตภณัฑอ์าหารทะเลท่ีผูบ้ริโภคนิยมรับประทานและเป็นสัตวน์ ้ าเศรษฐกิจ

ของประเทศไทย โดยรูปแบบผลิตภณัฑ์ท่ีแปรรูป เช่น กุ้งปรุงสุกและปอกเปลือกบรรจุภายใต้
สภาวะดดัแปลงบรรยากาศ  ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีไดรั้บความนิยมในประเทศแถบยุโรป  และในการ
ควบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑเ์หล่าน้ีจะตอ้งค านึงถึงปัญหาต่างๆ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งปัญหาทางดา้น
จุลินทรีย ์    ในมาตรฐานสินคา้เกษตรนั้นไดก้ าหนดปริมาณของการปนเป้ือนจุลินทรียบ์างชนิดใน
ผลิตภณัฑ์กุง้ปรุงสุก ไดแ้ก่  Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Salmonella sp. ท่ีอาจ
เกิดการปนเป้ือนจากน ้ าท่ีใช้ในกระบวนการผลิต การจดัการทางสุขลกัษณะท่ีไม่เหมาะสมใน
ระหว่างกระบวนการผลิต และการปนเป้ือนจากวตัถุดิบ เป็นตน้ ซ่ึงแบคทีเรียเหล่าน้ีเป็นแบคทีเรีย
ก่อโรคท่ีพบบ่อยในผลิตภณัฑ์  นอกจากน้ีรายงานการตรวจพบเช้ือ Vibrio parahaemolyticus  ท่ี
ปนเป้ือนในกุง้สดแช่เยอืกแขง็และกุง้ท่ีผา่นความร้อนก่อนแช่เยือกแข็ง (Hosseini et al., 2004)  และ
ยงัมีการตรวจพบเช้ือ Listeria monocytogenes ในผลิตภณัฑ์กุง้ปอกเปลือกปรุงสุกอีกดว้ย (Sigrun et 
al., 2006)   ถา้หากผลิตภณัฑมี์การปนเป้ือนแบคทีเรียก่อโรคเหล่าน้ีก็จะเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค 

ในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภณัฑ์
นั้นสามารถใชเ้ทคนิคต่างๆ เช่น การเติมเกลือ การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่า  การบรรจุภายใตส้ภาวะ
ดดัแปลงบรรยากาศ  และอาจมีการเติมสารเติมแต่งอาหารโดยเฉพาะกรดอินทรียล์งในผลิตภณัฑ ์
(Fall et al., 2010a)  แต่การเติมกรดอินทรียไ์ม่สามารถยบัย ั้งหรือท าลายแบคทีเรียก่อโรคไดห้มด 
และถา้หากใชใ้นปริมาณมากอาจส่งผลต่อผลิตภณัฑ์ในเร่ืองกล่ินรส และท าให้ส้ินเปลืองค่าใชจ่้าย 
และนอกจากน้ีมกัมีการเติมสารซลัไฟท ์(sulfiting agent)  ซ่ึงสารชนิดน้ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อ
โรคและยงัยบัย ั้งกระบวนการเมลาโนซิส (melanosis)  หรือกระบวนการท่ีท าให้เกิดจุดด าบนเปลือก
กุง้ได ้ (Lu, 2009; Nirmal and Benjakul, 2009)   แต่อยา่งไรก็ตามสารดงักล่าวท าใหเ้กิดการแพจึ้งไม่
ปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค  

การใช้กรดอินทรียแ์ละการเติมซัลไฟท์ ในการยืดอายุการเก็บรักษาวตัถุดิบหรือ
ผลิตภัณฑ์กุ้งนั้นอาจไม่เป็นท่ียอมรับของผูบ้ริโภค ดังนั้ นการใช้วิธีการทางชีวภาพจึงเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงท่ีจะช่วยยืดอายุการเก็บรักษาอาหารทะเลไดน้านข้ึน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการใช้สาร  
แบคเทอริโอซิน (Yin et al., 2007)   ซ่ึงเป็นสารประเภทโปรตีน มีคุณสมบติัในการท าลายแบคทีเรีย
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เป้าหมายและผลิตจากแบคทีเรียแลกติกซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีได้รับการยอมรับว่ามีความปลอดภยั 
(Generally Recognized As Safe, GRAS) (De Vugst and Vandamme, 1994; Saito, 2004; Savadogo 
et al., 2004)   

การวจิยัน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียแลกติกท่ีแยกจากป่า
ชายเลนท่ีผลิตแบคเทอริโอซินท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคและการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน รวมถึงการน าตวัเซลล์และแบคเทอริโอซินท่ีได้ไปใช้ในผลิตภณัฑ์กุง้
ปรุงสุกพร้อมบริโภค 
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การตรวจเอกสาร 
1. แบคทเีรียแลกติก (Lactic acid bacteria) 

แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) ไม่สร้างสปอร์ 
มีรูปร่างกลม ท่อนสั้นหรือเป็นท่อนยาว ไม่สามารถเคล่ือนท่ีได ้ส่วนใหญ่ตอ้งการออกซิเจนในการ
เจริญเล็กนอ้ย ไม่สร้างเอนไซมค์ะตาเลส (catalase)  สามารถทนต่อสภาวะ pH ต ่ากวา่ 5  ทน
อุณหภูมิสูงกวา่ 37-40 องศาเซลเซียส รวมทั้งตอ้งการสารประกอบไนโตรเจนเพื่อใชเ้ป็นแหล่งของ
กรดอะมิโนและวิตามินส าหรับการเจริญและการสร้างกรดอินทรีย์ (Pot et al., 1993; Ringo and 
Gatesoupe,1998)  สามารถจ าแนกแบคทีเรียแลกติกโดยอาศยัความแตกต่างของลกัษณะทางฟีโน
ไทป์และลกัษณะอ่ืน ๆ ออกเป็น 12 สกุล คือ Aerococcus (Aer.), Carnobacterium (Car.), 
Enterococcus (Ent.), Lactobacillus (Lb.), Lactococcus  (Lc.), Leuconostoc(Leu.), Oenococcus 
(O.), Pediococcus (Ped.), Streptococcus (Strep.), Tetragenococcus (T.), Vagococcus (Vago.) และ 
Weissella (W.) (Axelsson, 1998) แบคทีเรียแลกติกต้องการพลงังานส าหรับการเจริญจาก
กระบวนการหมกั (fermentation) แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ เช่น น ้ าตาลกลูโคสซ่ึงกระบวนการ
หมกัสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ลกัษณะ (Holzapfel and Wood, 1995; Litchfield, 1996; Calo-Mata 
et al., 2008) ดงัน้ี 

1.1 โฮโมเฟอร์เมนเททีฟ เป็นกระบวนการหมกักลูโคสแล้วได้ผลผลิตส่วนใหญ่เป็นกรด      
แลกติกซ่ึงพบใน Ent. faecalis, Lb. casei, Lb. delbrueckii, Lb. plantarum, Lc. lactis ซ่ึงกลไกการ
เกิดกรดแลกติกจะเป็นไปตามกระบวนการไกลโคไลซิส คือ การเปล่ียนน ้ าตาลกลูโคสไปเป็นกรด
ไพรูวิก  และเปล่ียนต่อไปเป็นกรดแลกติกโดยเอนไซม์แลกเทตดีไฮโดรจีเนส (Schlegel, 1993; 
Holzapfel and Wood, 1995) 

1.2 เฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ เป็นกระบวนการหมกัท่ีจะเกิดกรดแลกติกเพียงบางส่วน ท่ีเหลือ
เป็นเอทิลแอลกอฮอล์ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์หรือกรดอะซิติกซ่ึงพบใน Lb. brevis, Lb. 
bifermentans, Lb. fermentum, Leu. lactis, Leu. mesenteroides เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มน้ีไม่มี
เอนไซมท่ี์จ าเป็นส าหรับกระบวนการไกลโคไลซิส ซ่ึงกลไกการเกิดกรดแลกติกและสารอ่ืน ๆ นั้น
จะเป็นไปตามวิถีเพนโตสฟอสเฟตและกระบวนการไกลโคไลซิส (Schlegel, 1993; Holzapfel and 
Wood, 1995)  

แบคทีเรียแลกติกสามารถพบไดใ้นระบบนิเวศ เช่น ดิน  น ้ า  พืชและสัตว ์ซ่ึง
แบคทีเรียแลกติกเหล่าน้ีจะมีส่วนช่วยในกระบวนการหมกั แต่ในอาหารท่ีไม่ไดผ้า่นกระบวนการ
หมกัก็สามารถพบไดเ้ช่นกนั เช่น ผลิตภณัฑ์นม  ผลิตภณัฑ์เน้ือสัตว ์ อาหารทะเล  ผกัผลไม ้ ธญัพืช  
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น ้าเสีย อวยัวะสืบพนัธ์ุ ล าไส้และระบบทางเดินหายใจของคนและสัตว ์  มีการใชแ้บคทีเรียแลกติก  
อย่างแพร่หลาย โดยการใช้เป็นเช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ในอุตสาหกรรมอาหารส าหรับการผลิตอาหาร
หมกัดองจาก นม (โยเกิร์ต เนยแขง็)  เน้ือ (ไส้กรอก) ปลา ธญัพืช (ขนมปังและเคร่ืองด่ืม เช่น เบียร์) 
ผลไม ้(กระบวนการหมกัไวน์) และผกั (กะหล ่าปลีดอง กิมจิหมกั)  แบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่จะ
พิจารณาว่าเป็น GRAS (generally recognized as safe) คือไดรั้บการยอมรับโดยทัว่ไปวา่เป็นท่ี
ปลอดภยัซ่ึงรับรองโดยองคก์ารอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (Calo-Mata et al., 2008) แบคทีเรีย
แลกติก สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค โดยผลิตกรดแลกติกออกมาท าให้ค่า pH ลดลง 
(Daeschel, 1989) และผลิตสารประกอบต่างๆ  แบ่งออกเป็นสารประกอบท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า (low-
molecule-mass, LMM) เช่นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2)  คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)  ไดอะ
ซิทิล (2,3-butanedione) สารประกอบท่ีไม่สามารถระบุคุณลักษณะได้ (uncharacterized 
compounds) และสารประกอบท่ีมีมวลโมเลกุลสูง (high-molecule-mass, HMM) เช่น แบคเทอริโอ
ซิน (bacteriocins) โดยสารประกอบเหล่าน้ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคและยงัมีคุณสมบติัเป็น
สารถนอมอาหาร ซ่ึงจะยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียช์นิดอ่ืนท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสียท าให้สามารถเก็บ
อาหารไดน้านข้ึน (Ammor et  al., 2006)  

2. แบคทเีรียแลกติกสายพนัธ์ุ Enterococcus sp. 
2.1 คุณสมบติัของแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ Enterococcus sp. 

Enterococcus sp. เป็นแบคทีเรียรูปกลม หรือรูปไข่ จดัเรียงตวัเซลลเ์ป็นคู่ หรือสาย
สั้น ๆ เคล่ือนท่ีโดยใชแ้ฟลกเจลลา ไม่มีแคปซูล สามารถเจริญไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่
มีออกซิเจน  เจริญไดใ้นช่วง pH เท่ากบั 4.2-4.6 ตอ้งการอาหารท่ีสมบูรณ์ ส่วนใหญ่จะเจริญไดดี้ท่ี
อุณหภูมิ 10-45 องศาเซลเซียส นอกจากน้ี Enterococcus sp. เป็นแบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญใน
ท่ีมี pH เท่ากบั 9.6 ท่ีมีเกลือสูงถึง 65 เปอร์เซนต ์ และในท่ีมีเกลือน ้าดี  40 เปอร์เซนต ์  และยงั
สามารถหมกัน ้าตาลแลกโทสได ้ พบไดใ้นธรรมชาติและมูลสัตวท่ี์มีกระดูกสันหลงั (บุษกร อุตรภิ
ชาติ, 2548)    

ในทางการแพทย์ Enterococcus sp. มีบทบาทท่ีส าคัญต่อการติดเช้ือใน
โรงพยาบาล (nosocomial infection) และการติดต่อจากผูป่้วยผ่านทางการสัมผสั ซ่ึงโรคติดเช้ือ 
Enterococcus sp. แบ่งตามระบบ ไดแ้ก่ โรคติดเช้ือของทางเดินปัสสาวะ โรคติดเช้ือในช่องทอ้งและ
อุง้เชิงกราน การติดเช้ือของบาดแผล และเน้ือเยือ่อ่อน โรคล้ินหวัใจอกัเสบและการติดเช้ือในกระแส
เลือด และนอกจากน้ี  Enterococcus sp. มกัจะมีคุณสมบติัด้ือต่อยาปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ vancomycin 
(vancomycin-resistant enterococci หรือ VRE) ampicillin และ aminoglycoside  (อนุวฒัน์ กีระ
สุนทรพงษ,์ 2542; จกัรพนัธ์ พิมาน และคณะ, 2554 )         
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กลไกการด้ือต่อยาปฏิชีวนะมี 2 ลักษณะ คือการท่ีเช้ือด้ือต่อยาปฏิชีวนะโดย
ธรรมชาติของตวัเช้ือเองและการท่ีเช้ือด้ือต่อยาปฏิชีวนะภายหลังจากเช้ือสัมผสัโดยตรงหรือ
ทางอ้อมกับยาปฏิชีวนะ เช่น กลไกหลักการด้ือต่อยา penicillin เกิดจากการเปล่ียนแปลงท่ี  
penicillin  binding   protein (PBP)  และนอกจากนั้นเช้ือบางสายพนัธ์ุสามารถสร้างเอนไซม์ β 
lactamase มาท าลายยา ส าหรับกลไกท่ีเช้ือด้ือต่อยาในกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ในระดบัสูง เกิดจาก
การสร้างเอนไซม ์aminoglycoside modifying  ส าหรับสายพนัธ์ุท่ีด้ือต่อยา vancomycin เกิดจากการ
ท่ี vancomycin ไปจบัท่ีผนงัเซลล์ของเช้ือท าให้เกิดเปล่ียนแปลงของยีนท่ีใชก้ าหนดการสร้างผนงั
เซลล์ ซ่ึงจะเกิดการเปล่ียนจาก  D-alanyl-D-alanine  ไปเป็น D-alanyl-D-lactate ท าให้ vancomycin 
ไม่สามารถไปยบัย ั้งการสร้างเปปทิโดไกลแคนซ่ึงเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล์ได ้ (อนุวฒัน์ กี
ระสุนทรพงษ,์ 2542)  

2.2 คุณสมบติัของแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ Enterococcus faecalis TS9S17 
แบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ Ent. faecalis TS9S17 มีรูปร่างกลม คดัแยกจากป่าชาย

เลนโดย นายนรภทัร หวนัเหล็ม (Hwanhlem et. al., 2014) ดว้ยวิธี agar well diffusion โดยใช ้Lb. 
sakei subsp. sakei   เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ซ่ึงจะน า  Ent. faecalis TS9S17 ไปทดสอบและ
ยืนยนัว่าการยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนเกิดจากสารประกอบประเภทโปรตีน โดยน าสารละลายส่วนใส (cell 
free supernatant, CFS) ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุน้ีไปท าปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม์ย่อย
โปรตีน ไดแ้ก่ เอนไซมท์ริปซิน (trypsin) และแอลฟ่า ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) เขม้ขน้ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลงัจากเติมแอลฟ่า ไคโมทริปซิน ลงในสารละลายส่วนใส  ไม่พบวงใสของ
การยบัย ั้ง แสดงใหเ้ห็นวา่สารท่ีแบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีผลิตข้ึนเป็นสารประเภทโปรตีน  

 เม่ือน า  Ent. faecalis TS9S17 ไปทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ พบวา่มีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง Ent. faecalis LPS04, Lb. plantarum D6SM3, 
Lb. sakei, Strept. salivarius LD219, B. cereus DMST 5040, Bro. thermosphacta DSM 20171, L. 
monocytogenes (hospital strain)  และ L. monocytogenes DMST 17303 

3. สารยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีผ่ลติจากแบคทเีรียแลกติก 
 3.1 กรดอินทรีย ์  
   กรดอินทรีย์ท่ีส าคญัคือกรดแลกติก  ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์ท่ี
เกิดข้ึนในกระบวนการย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตซ่ึงจะมีการเปล่ียนไพรูเวตเป็นกรดแลกติกโดย
เอนไซม์แลกติกดีไฮโดรจีเนสและเกิดสภาวะเป็นกรดท่ีสะสมท าให้ค่า  pH ในบริเวณนั้นลดลง 
ส่งผลให้เกิดการยบัย ั้งการเจริญของทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยพบว่ากรดแลกติก 
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สามารถผ่านเขา้ไปในเซลล์ของจุลินทรียไ์ด้ และเม่ือพบสภาวะภายในเซลล์ท่ีมีค่า pH สูงกว่า
ภายนอกเซลล์ กรดแลกติกจะเกิดการแตกตัวได้เป็นไฮโดรเจนไอออน ซ่ึงจะไปมีผลต่อ
กระบวนการเมทาบอลิซึมต่าง ๆ ภายในเซลล ์(De Vuyst and Vandamme, 1994) 

 3.2 ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์(H2O2) 
   เ ม่ือแบคทีเรียแลกติกเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน  เ ช้ือจะมีการผลิต
ไฮโดร เจนเพอร์ออกไซด์ในระหว่า งกระบวนการถ่ าย เท อิ เล็ กตรอน  ซ่ึ งพบว่า
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์จะท าปฏิกิริยากบัไขมนัท่ีอยูใ่นเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้ไม่สามารถควบคุมการ
ผา่นเขา้ออกของสารได ้นอกจากน้ียงัมีผลในการท าลายโครงสร้างของกรดนิวคลีอิกและโปรตีนท่ี
อยูภ่ายในเซลล์ นอกจากน้ีไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์สามารถไปรวมตวักบัสารอ่ืน ๆ แลว้เกิดเป็น
สารยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดใหม่ข้ึนมาไดอี้กดว้ย (De Vuyst and Vandamme, 1994) 

 3.3 คาร์บอนไดออกไซด ์(CO2)   
   แบคทีเรียแลกติกจะผลิตก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในกระบวนการหมกัน ้ าตาล
แบบเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ ซ่ึงก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีเกิดข้ึนจะไปแทนท่ีก๊าซออกซิเจนใน
สภาวะแวดลอ้มรอบ ๆ ท าให้เกิดสภาวะไร้ออกซิเจนส่งผลให้จุลินทรียท่ี์ตอ้งการใชอ้อกซิเจนไม่
สามารถเจริญได ้(De Vuyst and Vandamme, 1994) 

 3.4 ไดอะซีทิล (diacetyl) 
   แบคทีเรียแลกติกเป็นจะผลิตไดอะซีทิลในกระบวนการเมทาบอลิซึมของไพรูเวต
ทั้งในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน เม่ือแบคทีเรียแลกติกเจริญในสภาวะท่ีมีซิเตรตอยูด่ว้ยจะมีการ
ผลิตไพรูเวตออกมาในปริมาณมาก ซ่ึงสารน้ีจะถูกเปล่ียนเป็นไดอะซีทิลและอะซีโตอิน โดยไดอะ
ซีทิลสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรคและท าให้อาหารเกิดการเน่าเสีย ซ่ึงผลใน
การยบัย ั้งของสารกลุ่มน้ีจะมีต่อผลแบคทีเรียแกรมลบ ยีสตแ์ละรามากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก (De 
Vuyst and Vandamme, 1994) 

 3.5 อะซีทลัดีไฮด์ (acetaldehyde) 
   แบคทีเรียแลกติกแบบเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟจะผลิตอะซีทลัดีไฮด์ในระหว่าง
กระบวนการยอ่ยสลายคาร์โบไฮเดรตในสภาวะท่ีไม่มีเอนไซมแ์อลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส ท าให้เกิด
การสร้างและขบัสารอะซีทลัดีไฮด์ออกมาภายนอกเซลล์ มีการรายงานว่าอะซีทลัดีไฮด์ เขม้ขน้
ระหวา่ง 10-100 ppm สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรคในอาหาร เช่น E. coli,    
S. aureus และ Sal. typhimurium ได ้(De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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4. แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
แบคเทอริโอซินเป็นสารเปปไทด์หรือโปรตีนท่ีสังเคราะห์จากไรโบโซมมีฤทธ์ิใน

การยบัย ั้งแบคทีเรียเป้าหมายในช่วงแคบ และมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์มี
ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบัแบคทีเรียท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน  (Tagg et al., 1796) แบคเทอริโอซิน
สามารถผลิตไดท้ั้งจากแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบหลายสายพนัธ์ุ 
  จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียแกรมลบจะมี
โมเลกุลขนาดใหญ่และมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียไดน้อ้ยชนิดกวา่ท่ีสร้างจากแบคทีเรียแกรมบวก 
(Jack et al., 1995)   โดยแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียแกรมลบมีการศึกษากนัในดา้นต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ โครงสร้างของโปรตีน กิจกรรมในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียเป้าหมาย กระบวนการ
สังเคราะห์ภายในเซลล์ท่ีผลิต กลไกการเขา้ท าลายและต าแหน่งของการเขา้ท าลายเซลล์เป้าหมาย
รวมถึงระบบภูมิคุม้กนัของเซลล์เป้าหมาย เช่น colicins ซ่ึงผลิตโดย E. coli และมีผลในการยบัย ั้ง
แบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae ชนิดอ่ืน ๆ หรือ microcins ซ่ึงผลิตโดยแบคทีเรีย ในกลุ่ม 
Enterobacteriaceae  และมีผลในการยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบชนิดต่างๆ (De Vuyst and Vandamme, 
1994)  ส่วนแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมบวกพบวา่มีคุณสมบติัท่ีน่าสนใจกวา่ท่ีผลิต
จากแบคทีเรียแกรมลบคือ มีคุณสมบติัในการท าลายแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัไดห้ลายชนิด นอกจากน้ี
การควบคุมการผลิตภายในเซลลถู์กควบคุมไดท้ั้งจากพลาสมิดและโครโมโซม และแบคเทอริโอซิน
ท่ีสร้างจากกลุ่มแบคทีเรียแลกติกซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวกเป็นท่ีได้รับความนิยมมากท่ีสุด 
ตวัอยา่งแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกดงัแสดงในตารางท่ี 1  

การทดสอบสารแบคเทอริโอซินท าไดโ้ดยการยอ่ยดว้ยเอนไซมย์อ่ยโปรตีนและใช้
สารยบัย ั้งโปรตีนเพื่อยบัย ั้งการผลิตสารแบคเทอริโอซิน   แบคเทอริโอซินมีความสามารถในการ
ยบัย ั้ งการเจริญของจุลินทรีย์แบบฆ่าท าลาย (bactericidal) แบบหยุดการเจริญของเซลล์ 
(bacteriostatic) หรือแบบฆ่าท าลายเซลล์พร้อมทั้งท าให้เซลล์แตก (bacteriolytic)  อีกทั้งสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ดอ้ย่างจ าเพาะดว้ยการจบักบัต าแหน่งเฉพาะซ่ึงอยู่บริเวณผนงัเซลล์
ของจุลินทรีย ์(Tagg et al., 1976)    

4.1 การจดักลุ่มของแบคเทอริโอซิน 
Klaenhammer (1993) แบ่งประเภทของแบคเทอริโอซินโดยพิจารณาจากชนิดของ

กรดอะมิโน มวลโมเลกุล โครงสร้างพื้นฐานและพนัธะต่าง ๆ ภายในโมเลกุล รวมถึงคุณสมบติัดา้น
อ่ืน ๆ เช่น คุณสมบติัในการทนความร้อน ท าให้สามารถจดัแบ่งแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจาก
แบคทีเรียแลกติกออกไดเ้ป็น 4 กลุ่ม ดงัแสดงในตารางท่ี  2  คือ  
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ตารางท่ี 1. แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติก 
Table 1.    Bacteriocin produced by lactic acid bacteria. 
Producer Bacteriocin 

Lc. lactis ATCC 11454 nisin 
Lb. sakei DSMZ 6333 sakacin A 
Lb. plantarum C 11  
 

plantaricin JK  (PlnJ, PlnK)  
plantaricin EF  (PlnE, PlnF)  

Lb. gasseri  LA 39  
 

gassericin A  
Ent. faecium H41B enterocin A 

enterocin P 
Ent. faecalis LMG 2333 enterolysin A 
Ent. faecalis YI17 bacteriocin 31  
Ent. faecium T136 enterocin B 
Leu. mesenteroides Y105 mesentericin B105 
Ped. acidilactici PAC-1.0 pediocin PA1 
Strep. thermophilus SPi13 termophilin 13 (ThmA/ThmB) 
Strep. pyogenes FF22 estreptococcin A-FF22 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Bodaszewska-Lubas และคณะ (2012), Güllüce และคณะ (2013) 

1. กลุ่ม lantibiotic เป็นแบคเทอริโอซินกลุ่มท่ีมีลกัษณะเป็นสายเปปไทด์ขนาดเล็ก 
ประกอบไปดว้ยจ านวนกรดอะมิโนระหวา่ง 19-38 โมเลกุล โดยทัว่ไปมีน ้ าหนกัโมเลกุลนอ้ยกวา่ 
5,000  ดาลตลั ซ่ึงกระบวนการสร้างสายเปปไทด์ภายในเซลล์ตอ้งผา่นกระบวนการท่ีเรียกวา่ post-
translation modification โดยจะมีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนบางตวัก่อนท่ีจะส่งออกภายนอก
เซลล์ จึงท าให้ในสายเปปไทด์มีกรดอะมิโนท่ีแตกต่างจากกรดอะมิโนท่ีพบโดยทัว่ไป เช่น ไดดี
ไฮโดรอะลานีน และไดดีไฮโดรบิวทิรีน ซ่ึงเกิดจากกระบวนการดีไฮเดรชนัของซีรีนและทรีโอนีน
ตามล าดบั และภายในสายเปปไทด์แต่ละสายยงัมีโครงสร้างท่ีเกิดจากการสร้าง thioether bridge 
ระหว่างหมู่ซัลฟ์ไฮดริลของกรดอะมิโนซีสเทอีนกบักรดอะมิโนไดดีไฮโดรอะลานีน หรือกรด     
อะมิโนซีสเทอีนกบักรดอะมิโนไดดีไฮโดรบิวทิรีน  ซ่ึงแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีจะแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มยอ่ย ดงัแสดงในภาพท่ี 1 คือ  
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-lantibiotic ชนิด A จะมีโครงสร้างเป็นเกลียว  เช่น nisin จากเช้ือ Lc. lactis ssp. 
lactis, Pep5 จากเช้ือ S. epidermidis 5 และ epidermin จากเช้ือ S. epidermidis Tü3298 เป็นตน้  

-lantibiotic ชนิด B  จะมีโครงสร้างเป็นทรงกลม เช่น mersacidin จากเช้ือ Bacillus 
sp.,  เป็นตน้ 

 

 
 

ภาพท่ี 1. โครงสร้างของ lantibiotic ชนิด A และ B 
Figure 1. Structure of type A and type B lantibiotics. 
ท่ีมา:       Brötza และ Sahlb (2000)  

2.  กลุ่ม non lantibiotic ท่ีมีขนาดเล็กและทนความร้อน มีมวลโมเลกุลนอ้ยกว่า 15,000 
ดาลตลั เป็นแบคเทอริโอซินกลุ่มท่ีมีขนาดของโมเลกุลเล็ก โดยภายในโมเลกุลจะประกอบไปดว้ย
กรดอะมิโนจ านวนระหว่าง 20-60 โมเลกุล  เป็นแบคเทอริโอซินชนิดท่ีทนความร้อนไดดี้และ
สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียเป้าหมายไดน้อ้ยชนิด (narrow spectrum) เม่ือเปรียบเทียบกบั
แบคเทอริโอซินในกลุ่ม lantibiotic โดยจะสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมี
ปริมาณเบส G-C ต ่า ซ่ึงสามารถแบ่งแบคเทอริโอซิกลุ่มน้ีออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

- กลุ่ม lla. เป็นกลุ่มแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาดเล็กกวา่ 10,000 ดาลตลั สามารถ
ท าลาย Listeria sp. ไดดี้ ซ่ึงในบางคร้ังถูกเรียกว่ากลุ่ม pediocin-like bacteriocins โดยพบวา่ใน
ขั้นตอนแรกแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีจะถูกสร้างข้ึนมาในลกัษณะท่ีเป็นสายเปปไทด์ตั้งตน้ท่ียงัไม่
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สามารถท าลายเซลล์เป้าหมายได้ แต่หลงัจากนั้นจะถูกเปล่ียนแปลงโดยการตดัสายเปปไทด์ใน
ต าแหน่งท่ีมีกรดอะมิโนไกลซีน 2 โมเลกุลติดกนัไดเ้ป็นสายเปปไทด์ท่ีสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพ
ในการท าลายเซลล์เป้าหมาย นอกจากน้ีท่ีปลายดา้น N ในสายเปปไทด์ของแบคเทอริโอซินแต่ละ
ชนิดในกลุ่มน้ีจะมีล าดบัของกรดอะมิโนท่ีเป็นลกัษณะจ าเพาะเหมือนกนั (conserved N-terminal 
sequence) ได้แก่ Try-Gly-Asn-Gly-Val และมีการสร้างพนัธะไดซัลไฟด์ระหว่างกรดอะมิโน      
ซีสเทอีน 2 โมเลกุลท่ีอยูค่่อนมาทางปลายดา้น N ของสายเปปไทด์ เช่น pediocin AcH ท่ีสร้างจาก 
Ped. acidilactici H, sakacin A ท่ีสร้างจาก Lb. sake Lb 706,  mundticin ท่ีสร้างจาก Ent. mundtii 
ATO6 และ piscicocin V1a ท่ีสร้างจาก Car. piscicola V1 

-  กลุ่ม llb. กลุ่มแบคเทอริโอซินท่ีประกอบดว้ยสายเปปไทด์ 2 สายท่ีแตกต่างกนั 
(two-peptide bacteriocin) ซ่ึงสายเปปไทด์อาจแสดงกิจกรรมในการยบัย ั้งแบคทีเรียเป้าหมายเพียง
เส้นใดเส้นหน่ึงหรือทั้งสองเส้น แต่ในการยบัย ั้งเซลล์เป้าหมายจะมีประสิทธิภาพสูงสุดตอ้งอาศยั
การท างานร่วมกนัของสายเปปไทดท์ั้งสองเส้น  

-กลุ่ม llc. เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีการส่งผา่นสารออกมาภายนอกกระบวนการ sec 
(sec-dependent pathway) ซ่ึงแตกต่างจากแบคเทอริโอซินกลุ่มอ่ืนๆ เช่น acidocin B 

 3. กลุ่ม non lantibiotic ท่ีมีขนาดใหญ่และไม่ทนความร้อน เป็นแบคเทอริโอซินในกลุ่มท่ีมี
ขนาดของโมเลกุลใหญ่กวา่ 30,000 ดาลตลั และเป็นแบคเทอริโอซินชนิดท่ีมีคุณสมบติัไม่ทนต่อ
ความร้อน เช่น helveticins J, acidophilucin A, lactacins A, lactacins B 

4. กลุ่มท่ีรวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซ้อนขนาดใหญ่กบัสารอ่ืน ๆ เช่น ไขมนั หรือ
คาร์โบไฮเดรต เช่น lactocin 27 จากเช้ือ Lb. helveticus LP27 

4.2 กลไกในการท าลายเซลลแ์บคทีเรียเป้าหมายของแบคเทอริโอซิน 
จากการศึกษากลไกการท างานของแบคเทอริโอซินท่ีผา่นมาพบวา่แบคเทอริโอซิน

ต่างชนิดกนัอาจมีกลไกการท างานท่ีต่างกนั แบคเทอริโอซินบางชนิดมีกลไกการท างานแบบท่ีท าให้
เซลล์แบคทีเรียเป้าหมายตายโดยไม่มีการแตกสลายของเซลล์ในขณะท่ีแบคเทอริโอซินบางชนิดมี
กลไกการท างานแบบท่ีท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรียเป้าหมายแตกสลาย (bacteriolytic mode of action)  การ
ท าลายเซลลเ์ป้าหมายของแบคเทอริโอซินเกิดจากการท่ีแบคเทอริโอซินแต่ละโมเลกุลมาร่วมกนัท า
ใหเ้กิดเป็นรูหรือช่องวา่งท่ีเยื่อหุ้มเซลล์เป้าหมายซ่ึงรูดงักล่าวจะท าให้เกิดการเสียสมดุลของไอออน 
สูญเสียกรดอะมิโนและสารประกอบอนินทรียใ์นกลุ่มฟอสเฟตซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัในการ
สร้างพลงังานของเซลล์ (Klaenhammer, 1993)   
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ตารางท่ี  2. การแบ่งกลุ่มแบคเทอริโอซินโดยทัว่ไป 
Table 2.      Classification of bacteriocin. 
Class Characteristics Produced by lactic acid bacteria 
I. Lantibiotics Modified, heat stable< 5 kDa  
   Ia. Linear Pore forming, cationic nisin, lacticin 481, plantaricin C 
   Ib. Globular Enzyme inhibitors, no cationic marsacydin alametycin 
II. Non- Lantibiotics Heat stable, <15 kDa  
   IIa. Pediocin-like Anti-listeria, YGNGV consensus pediocin PA1/AcH, enterocin A,  
   IIb. Multi-component Two peptides lactococcin G, plantaricin S,  
   IIc. sec-dependent 

bactriocins  
Produce by the cell’ s general sec-
pathway 

carno-bacteriocin A  
lacticin Q 

III. Large proteins Heat labile protein bacteriocins, 
>30 kDa 

lactococcin B  
 

IV. Complex bacteriocin Mixture of proteins, lipids and 
carbohydrates  in bacteriocin 
molecule 

leucocin S, mesenterocin 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Bodaszewska-Lubas และคณะ (2012); Garcia และคณะ (2010) 

โดยทัว่ไปแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบมีโครงสร้างผนังเซลล์ต่างกนัท่ีชั้น
ของเปปทิโดไกลแคน ซ่ึงในผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวกประกอบดว้ยชั้นเปปทิโดไกลแคนท่ี
หนากวา่แบคทีเรียแกรมลบ  แต่แบคทีเรียแกรมลบจะประกอบดว้ยชั้นลิโพพอลิแซ็กคาร์ไรด์หุ้มอีก
ชั้นหน่ึง โดยปกติชั้นเปปทิโดไกลแคนของแบคทีเรียจะมีโครงสร้างหลกัเป็นพอลิแซ็กคาร์ไรด์ท่ี
สลบักนัระหวา่ง N-acetylglucosamine และ N-acetylmuramate  (วลิาวณัย ์เจริญจิระตระกลู, 2533)    

ดงันั้นแบคเทอริโอซินกลุ่ม lantibiotic เช่น nisin สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียโดยการ
จบักบัลิปิด II บนผนงัเซลล ์ส่งผลใหห้ยดุการสังเคราะห์เปปทิโดไกลแคน และเกิดรูบนเยือ่หุม้เซลล์  
ส่วนแบคเทอริโอซินกลุ่ม non lantibiotic เช่น lactococcin A จะสร้างรูบนบนเยื่อหุ้มเซลล์โดยการ
จบักบั receptor mannose phosphotransferase system (Man-PTS) เม่ือผนงัเซลล์ของแบคทีเรียมี
โครงสร้างไม่สมบูรณ์  ส่งผลใหแ้บคทีเรียตายได ้ ดงัแสดงในภาพท่ี 2a  และในการยบัย ั้งแบคทีเรีย
เป้าหมายท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบของแบคเทอริโอซินเกิดข้ึนโดยการควบคุมและย ับย ั้ ง
กระบวนการสังเคราะห์ DNA  RNA และโปรตีน เช่น microcin B17 (MccB17) ยบัย ั้งการท างาน
ของเอนไซม ์DNA gyrase  microcin J25 (MccJ25) ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์RNA polymerase 
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และ microcin C7-C51 (MccC7-C51) ยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์aspartyl-tRNA synthatase ดงั
ภาพท่ี 2b (Cotter et al., 2012)   

นอกจากน้ีแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียดว้ยการรบกวนหนา้ท่ีของเยื่อ
หุ้มเซลล์ท่ีมีหนา้ท่ีคือ osmotic barrier จะช่วยป้องกนัไม่ให้สารต่างๆ เขา้หรือออกจากเซลล์ง่าย
เกินไป และยงัเก่ียวขอ้งกบัระบบขนส่งเพื่อน าสารเขา้และออกภายในเซลล์ โดยมีผลต่อ Proton 
motive force ของเยื่อหุ้มเซลล ์ท าให้ความสมดุลของโพแทสเซียมของเซลล์เปล่ียนแปลงไป โดย
เม่ือมีการผ่านเขา้ไปในเซลล์มากข้ึนท าให้แรงดนัในเซลล์ไม่สมดุล ส่งผลให้เซลล์แตกและตาย 
ส าหรับตวัอยา่งกลไกการท าลายผนงัเซลล์แบคทีเรียของแบคเทอริโอซินชนิดต่างๆ แสดงในตาราง
ท่ี 3 

 ตารางท่ี 3.  กลไกการท าลายของแบคเทอริโอซิน  
Table 3.   Mode of action of a bacteriocin. 

ท่ีมา: Roces และคณะ (2012) 

Bacteriocin Class Mode of action 
Nisin  
 

Ia Linear lantibiotic Combines lipid II-mediated pore 
formation and inhibition of cell wall 
biosynthesis 

Mersacidin  Ib Globular lantibiotic Inhibits transglycosylation during cell 
wall biosynthesis 

Plantaricin C  
 

Ia/Ib Globular pore-forming lantibiotic Shares structural/functional 
features with both nisin and 
mersacidin 

Nukacin ISK-1  Ia/Ib Globular non-pore-forming lantibiotic Binds to lipid II-
accumulating cell wall precursors 

Lactococcin 972  
 

III Heat-sensitive Binds to lipid II blocking the 
incorporation of cell wall precursors at 
the septum 
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ภาพท่ี 2.    กลไกการท างานของแบคเทอริโอซิน 
Figure 2.   Mechanism of bacteriocin to inhibition target cell. 
ท่ีมา:         Cotter และคณะ (2012) 
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4.3 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
จากการศึกษาพบวา่แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบโปรตีนท่ีสร้างและมีปริมาณ

เพิ่มข้ึนตามการเจริญของเซลล์แบคทีเรียท่ีผลิต (primary metabolites)โดยเฉพาะแบคเทอริโอซินท่ี
ผลิตจากแบคทีเรียแลกติก  ดงันั้นชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะแวดลอ้มในการเจริญจึงมี
ความส าคญัต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน ซ่ึงพบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมจะเป็นอาหารท่ีมี
องคป์ระกอบท่ีซบัซ้อน (complex medium)  ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน
คืออุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญของแบคทีเรียท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน  (Hurst,1981; De Vuyst 
and Vandamme, 1992) 

4.3.1  ชนิดของแบคเทอริโอซิน  
ชนิดของแบคเทอริโอซินส่งผลต่อการยบัย ั้งแบคทีเรียเป้าหมาย เน่ืองจากแบคเทอริ

โอซินแต่ละชนิดจะสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนัไป เช่น nisin สามารถยบัย ั้ง
การเจริญไดเ้ฉพาะกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก   enterocin 1146    สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lb. sake 
และ Listeria spp. (De Vuyst and Vandamme, 1994) 

4.3.2 องคป์ระกอบต่างๆของอาหารเล้ียงเช้ือ 
องคป์ระกอบต่างๆของอาหารเล้ียงเช้ือนั้นเป็นปัจจยัท่ีควรค านึงถึงเป็นอนัดบัแรก 

ซ่ึงอาหารเล้ียงเช้ือควรมีสารอาหารท่ีจ าเป็นอยา่งครบถว้น เพื่อท่ีจะไดผ้ลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุด 
ไม่ขดัขวางต่อการปลดปล่อยแบคเทอริโอซินจากตวัเซลล์ อีกทั้ งต้องไม่มีผลต่อความไวของ
แบคทีเรียท่ีตอ้งการทดสอบแบคเทอริโอซิน (ภทัรพล จนัทราภรณ์, 2543) มีการศึกษาเก่ียวกบั
องคป์ระกอบต่างๆของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินต่างๆดงัน้ี 

การผลิตแบคเทอริโอซิน ST311LD  จาก Ent. faecium ST311LD  จะมีค่ากิจกรรม
สูงสุดเท่ากบั 12,800 AU/มิลลิลิตร  เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว   MRS ท่ีมีการเติมทริปโทนเขม้ขน้  
20 กรัมต่อลิตร  แซคคาโรส 5 เปอร์เซนต์ หรือ 10 เปอร์เซนต์  และวิตามินซีเขม้ขน้ 1 ppm  
นอกจากน้ีการใชน้ ้านมถัว่เหลืองซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจนในการเล้ียงเช้ือพบวา่มีค่ากิจกรรมเพิ่มข้ึน
เท่ากบั 3,200 AU/มิลลิลิตร  ขณะท่ีการใชก้ากน ้ าตาลซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอน 10 เปอร์เซนต์ ในการ
เล้ียงเช้ือส่งผลให้ไม่มีค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินแต่มีการเจริญท่ีดี  การเพิ่มปริมาณของ
โพแทสเซียมจะไม่ส่งผลต่อค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน และการเติมกลีเซอรอล 1 กรัมต่อลิตร 
จะยบัย ั้งการผลิตแบคเทอริโอซิน  ST311LD  (Todorov and Dicks, 2005) 

 การผลิต enterocin A จาก Ent. faecium สายพนัธ์ุ a2, a5, a17 และ a19 สามารถเจริญ
ไดแ้ต่ไม่ผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารท่ีใช้เนยแข็ง 70 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน แต่เช้ือ
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เหล่าน้ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดในอาหารท่ีมีเนยแขง็ 70 กรัมต่อลิตร ผสมกบัยีสตส์กดั 
10 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจน (Mirhosseini and  Emtiazi, 2011)   

การผลิต enterocin AS-48 จาก Ent.  faecalis A-48-32 จะมีค่ากิจกรรมสูงสุด
เท่ากบั 360 AU/มิลลิลิตร  เม่ือเล้ียงเช้ือ 8 เปอร์เซนต์ ในอาหารท่ีประกอบดว้ย Esprion-300 ซ่ึงเป็น
แหล่งไนโตรเจน 5 เปอร์เซนต์ กลูโคส 1 เปอร์เซนต์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และปรับ pH 
เท่ากบั 6.55 (Ananou et  al., 2008) 

การผลิต lactocin  705 จาก Lb.  casei 705 CRL705  จะมีปริมาณสูงสุดเม่ือเล้ียง
เช้ือในอาหาร MRS  ท่ีประกอบดว้ย tween 80 0.5-2.0 เปอร์เซนต ์กลูโคส 2.0 เปอร์เซนต์  ทริปโทน 
1.0 เปอร์เซนต์  ยีสตส์กดั 2.0 เปอร์เซนต์  และแมกนีเซียมซลัเฟต 0.05 เปอร์เซนต์  และการเติม
โซเดียมคลอไรด ์3.0 เปอร์เซนต ์ และโซเดียมไนไตรท ์0.02 เปอร์เซนต์ ไม่มีผลต่อการผลิต  แต่เม่ือ
ใช้โซเดียมโดเดซิลซัลเฟตแทน tween 80 พบว่าการผลิต lactocin มีเพียงเล็กน้อย  เม่ือเล้ียงใน
อาหาร BHI  ELLiker และ M 17 จะใหผ้ลผลิตเล็กนอ้ยเช่นกนั (Vignolo et  al., 1995) 

การผลิต nisin จากเช้ือ Lc. lactis supsp. lactis NIZO 22186 จะมีปริมาณเพิ่มข้ึน
เม่ือเติมฟอสเฟตและเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี pH เท่ากบั 6.8 (Devuyst and Vandamme, 1993) 
และนอกจากน้ีการผลิต pediocin ACH จาก Ped. acidilactici จะมีปริมาณสูงสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ี
มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนและมีการเติม tween 80 และ แมกนีเซียม (Biwas et  al., 1995)   

4.3.3 สภาวะท่ีใชใ้นการหมกั 
อุณหภูมิในการเพาะเล้ียงและ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการ

เจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก Yusuf และ Hamid (2012) ศึกษาเก่ียวกบั
อุณหภูมิและ pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินจาก Ent. faeciums B3L31 
พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินคือ อุณหภูมิในการบ่ม 37 องศาเซลเซียส และ
เล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 8 ส าหรับสภาวะท่ีเหมาะสมต่อเจริญของเช้ือคือ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีมี pH  เท่ากบั 9  ในขณะท่ี Herranz 
และคณะ (2001) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต  enterocin P ท่ีผลิตจาก Ent.  
faecium P13 โดยการหมกัแบบกะไร้อากาศและควบคุม pH คงท่ี ภายใตอุ้ณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส  
พบวา่การเล้ียง Ent.  faecium P13 ในอาหาร MRS ท่ีมีการเติมกลูโคส และมีค่า pH เท่ากบั 7 มีค่า
การเจริญสูงสุด  และเม่ือปรับ pH เท่ากบั 6 ส่งผลให้มีค่ากิจกรรมสูงสุดเท่ากบั 1,949 BU/มิลลิลิตร  
ซ่ึงมีค่าเพิ่มข้ึน 4 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัค่ากิจกรรมท่ีไม่มีการควบคุม pH จากผลการศึกษาแสดงให้
เห็นวา่ค่า pH มีผลต่อค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน   
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4.3.4 สภาวะท่ีส่งผลใหแ้บคเทอริโอซินเสียสภาพและค่ากิจกรรมลดลง 
การเสียสภาพของแบคเทอริโอซินเหมือนกบัโปรตีนทัว่ไปท่ีอาจถูกท าลายด้วย

อุณหภูมิ  เอนไซมย์่อยสลายโปรตีน การเกิดปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน โลหะหนกั การกวนท่ี
รุนแรงและมากเกินไป การฉีกขาดของโมเลกุลแบคเทอริโอซินเน่ืองจากการแช่แข็งและการละลาย 
เป็นตน้ เช่น helveticin J ถูกท าลายดว้ยเอนไซม์ทริปซิน  โปรเนส  ฟิซิน เปปซิน โปรติเนส เค และ
ซบัทิลิซิน (De Vuyst and Vandamme, 1994) piscicocin V1 และ divercin V41 ถูกท าลายดว้ย
เอนไซมโ์ปรเนส อี โปรติเนส เค  และทริปซิน  สามารถทนต่อความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส ได้
นาน 30 นาที (Pilet et al., 1995) 

4.4 การผลิตแบคเทอริโอซินโดยใชแ้หล่งอาหารราคาถูก 
ในการผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกมกัจะใช้ต้นทุนค่อนข้างสูง

เน่ืองจากอาหารส าเร็จรูปท่ีใช้มีราคาค่อนข้างแพง ดังนั้ นในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม
จ าเป็นตอ้งศึกษาหาแหล่งของสารอาหารท่ีราคาถูกมาใช้ในการผลิต แต่ทั้งน้ีตอ้งค านึงถึงปริมาณ
สารอาหารต่างๆท่ีจ าเป็นต่อการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของเช้ือว่ามีครบถ้วนหรือไม่ 
และสารอาหารนั้นตอ้งไม่มีสารพิษท่ีเป็นอนัตายต่อเช้ือ และจะตอ้งมีปริมาณมากพอและสามารถ
จดัหาง่าย ตวัอย่างการน าสารอาหารท่ีมีราคาถูกมาใช้ในการผลิตแบคเทอริโอซิน ไดแ้ก่  การใช้
กากน ้าตาลและซูโครสแทนท่ีกลูโคส และใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่าแทนไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร MRS 
ท่ีใช้เล้ียง Lb. casei ssp. rhamnosus (SN11) เพื่อผลิตแบคเทอริโอซิน พบว่าการแทนท่ีแหล่ง
คาร์บอนดว้ยซูโครสเขน้ขน้ 1 เปอร์เซนต ์ และการใชน้ ้ าน่ึงปลาทูน่าเจือจาง 50 เปอร์เซนต์ เป็น
แหล่งไนโตรเจน ส่งผลให้เช้ือมีการเจริญสูงสุด และพบว่าการไม่เติมแมงกานีสซัลเฟตและ
แมกนีเซียมซัลเฟตไม่มีผลต่อการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน อย่างไรก็ตามเม่ือไม่เติม
สารประกอบบฟัเฟอร์ (แอมโมเนียมอะซิเตท โซเดียมซิเตรท และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต) และ tween 80  ส่งผลให้การเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินลดลง (ภทัรพล จนัทรา
ภรณ์, 2543) ส าหรับองคป์ระกอบทางเคมีของกากน ้ าตาลและน ้ าน่ึงปลาทูน่าดงัแสดงดงัตารางท่ี 4 
และ 5 

4.5  แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกสกุล Enterococcus sp. 
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกสกุล  Enterococcus sp. ได้มีการ

ศึกษาวจิยัจากแหล่งท่ีมาต่างๆกนั  รวมถึงจุลินทรียเ์ป้าหมายหลกัท่ีแบคเทอริโอซินเหล่าน้ีสามารถ
ยบัย ั้งได ้คือ L. monocytogenes ดงัแสดงในตารางท่ี 6 
 



17 
 

ตารางท่ี 4.  องคป์ระกอบทางเคมีของกากน ้าตาล 
Table 4.     Chemical composition of molasses. 
Composition  
Total protein (%) 0.2 
Total sugar (%) 58 
Total solid (mg/l) 300.91  
Magnesium (mg/l) 29.49  
Iron (mg/l) 4.58  
ท่ีมา : ภทัรพล จนัทราภรณ์ (2543) 

ตารางท่ี 5. องคป์ระกอบทางเคมีของน ้าน่ึงปลาทูน่า 
Table 5.    Chemical composition of tuna condensate. 
Composition Before separate protein and lipid After separate protein and lipid 
pH 5.8 4.5 
COD (mg/l) 116,573  90,000 
Total solid (mg/l) 83,450  68,450 
Colloid (mg/l) 7,760 5,840 
Ash (mg/l) 3.10 2.44 
Total protein (%) 7 4.0 
Oil and grease (%) 2.1 1.0 
Total sugar (%) 18 18 
 Magnesium (mg/l) - 0.07 
Manganese (mg/l) - 63.66 
Phosphorus (mg/l) - 45.05 
Iron (mg/l) - 6.89 
ท่ีมา : ภทัรพล จนัทราภรณ์ (2543) 
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ตารางท่ี 6. คุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกสกุล Enterococcus sp. 
Table 6.    Characterization of  bacitracin  produced by Enterococcus sp. 
Bacteriocin Source Mw (kDa) Target bacteria Reference 
Enterocin 
226NWC 

Ent. faecalis 226 5.8 L. monocytogenes Villani et al., 1993 

Enterocin EJ97 Ent. faecalis 
EJ97 

5.3 Bacillus sp., 
Listeria sp.,  
S. aureus 

Gálvez et al., 1998 

Enterocin SE-K4 Ent. faecalis K-4 5.4 B. subtilis,  
C. beijerinckii,  
L. monocytogenes 

Eguchi et al., 2001 

Enterolysin Ent. faecalis 
LMG 2333 

35 Enterococci, 
Pediococci, 
Lactococci, 
Lactobacilli 

Nilsen et al., 2003 

Enterocin RJ-11 Ent. faecalis RJ-
11 

5.0 B. subtilis Yamamoto et al., 
2003 

Enterocin C Ent. faecalis 
C901 

3.8 - Maldonado-
Barragán et al., 
2009 

Enterocin AS-48 Ent. faecalis 
UGRA10 

7.1 L. monocytogenes Cebrián et al., 
2012 

 
  enterocin 226NWC  ซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis 226  ท่ีคดั

แยกไดจ้ากหางนมธรรมชาติท่ีใช้ในการผลิตเนยแข็งมอสซาเรลล่าจากนมกระบือ (Villani et al., 
1993)   enterocin EJ97   เป็นแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก   Ent. faecalis EJ97 ท่ีคดัแยกจากน ้ าเสีย         
(Gálvez et al., 1998) enterocin SE-K4 เป็นแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก  Ent. faecalis K-4 ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากหญา้ในประเทศไทย (Eguchi et al., 2001) enterocin  AS-48 เป็นแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Ent. faecalis UGRA10 ท่ีคดัแยกไดจ้ากชีสในประเทศประสเปน (Cebrián et al., 2012)    แบคเทอริ
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โอซินท่ีผลิตจาก Enterococcus sp. เหล่าน้ีมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 3-7 กิโลดาลตลั แต่  enterocin 
C ท่ีผลิตจาก Ent. faecalis LMG 2333 มีน ้าหนกัโมเลกุล 35 กิโลดาลตลั (Nilsen et al., 2003)    

4.6 การใชป้ระโยชน์แบคเทอริโอซินเพื่อปรับปรุงความปลอดภยัในอาหาร 
แบคที เ รียแลกติก ท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินจะท าให้สภาวะหรือ

สภาพแวดลอ้มของผลิตภณัฑ์ไม่เหมาะสมต่อเจริญของจุลินทรียท่ี์ก่อโรคในอาหาร ดงันั้นการน า
แบคทีเรียแลกติกท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินใชเ้ป็นเคร่ืองมือปรับปรุงความปลอดภยัในอาหาร
และลดความเจบ็ป่วยเน่ืองจากอาหารเป็นพิษ จึงเป็นวิธีท่ีน่าสนใจอยา่งยิ่ง (O’Sullivan et al.,  2002; 
Babalola, 2007)   จะไม่นิยมใช้แบคเทอริโอซินเป็นขั้นตอนแรกในการป้องกนัการเจริญของ
จุลินทรียก่์อโรคในอาหาร แต่จะใช้เป็นตวัเสริมในภายหลงัเพื่อป้องกนัโรคอาหารเป็นพิษ การน า 
แบคเทอริโอซินไปประยุกต์ใช้ในอาหารมี 3 ประเภท คือ การใช้แบคเทอริโอซินท่ีบริสุทธ์ิหรือ
บริสุทธ์ิบางส่วนในการเติมเป็นส่วนประกอบในอาหาร  การใชเ้ช้ือท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน
ผสมกบัองคป์ระกอบท่ีใชเ้ตรียมอาหาร และการใช้เช้ือท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเป็นกลา้เช้ือ
ร่วมกบัสายพนัธ์ุอ่ืนในการหมกั (Deegan et al., 2004)  นอกจากน้ี Cleveland และคณะ (2001)    ได้
รวบรวมการทดลองในการประยุกตใ์ชแ้บคเทอริโอซินเพื่อเป็นสารถนอมอาหาร ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 7 และน าแบคเทอริโอซินประยกุตใ์ชใ้นอาหารทะเลนั้นไดมี้การศึกษาต่างๆดงัน้ี 

Hashimoto และคณะ (2011) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการถนอมอาหารทางชีวภาพ
ของคามาโบโกะ หรือซูริมิน่ึง โดยใช ้piscicolin KH1 ซ่ึงผลิตจาก Car. maltalomaticum KH1 ใน
การยบัย ั้งแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ Enterococcus sp. และ Leuconostoc  sp. ขณะเก็บรักษาคามา
โบโกะ  โดย Leu. mesenteroides  จะผลิตเด็กซ์แทรน (dextran) มีลกัษณะเป็นเมือกท าให้ผลิตภณัฑ์
ไม่เป็นท่ียอมรับจากผูบ้ริโภค  ทางผูว้ิจยัจึงผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกเพื่อควบคุม
การปนเป้ือน Leuconostoc sp. และ Enterococcus sp. ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา่   แบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตจาก  Car. maltalomaticum  มีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนเหล่าน้ี           
แบคเทอริโอซินผ่านการท าบริสุทธ์ิโดยกระบวนการโครมาโตกราฟี  และแบคเทอริโอซินท่ีได้
เรียกวา่ piscicolin KH1 ในตวัอยา่งคามาโบโกะท่ีเติม piscicolin KH1 และ nisin  พบวา่ piscicolin 
KH1 สามารถยบัย ั้ง Ent. faecalis และ Leu. mesenteroides ท่ีปนเป้ือนในคามาโบโกะหรือซูริมิน่ึง
ได ้และมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งมากกวา่ nisin  

Tahiri และคณะ (2009) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัการเปรียบเทียบวิธีการประยุกต์ท่ี
แตกต่างกนัของ divergicin M35 เพื่อยบัย ั้ง L. monocytogenes ในปลาแซลมอลรมควนัแช่เยน็ โดย
น าปลาแซลมอนรมควนัแช่เยน็เติม divergicin M35 ซ่ึงผลิตจาก Car. divergens M35, Car. 
divergens ATCC 35677 (สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างแบคเทอริโอซิน), divergicin M35 ท่ีผ่านการท า
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บริสุทธ์ิ  หรือสารตะกอนแขวนลอยของอาหารเล้ียงเช้ือของ  Car. divergens M35  ในอาหาร snow 
crab hepatopancreas (SCH) medium หรือ MRS broth ซ่ึงน ามาทดสอบการยบัย ั้ง  L. 
monocytogenes ขณะเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ พบวา่จ านวนของ    L. 
monocytogenes ท่ีนบัไดใ้นปลาแซลมอนรมควนัแต่ละชุดการทดลองแตกต่างกนั   โดยในชุดการ
ทดลองท่ีไม่เติมแบคเทอริโอซิน พบวา่    L. monocytogenes   เจริญอยา่งต่อเน่ืองในขณะเก็บรักษา
จนมีปริมาณถึง 4.5 log CFU/กรัม หลงัจากเก็บรักษาผ่านไป 15 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
Car. divergens M35 สามารถลดจ านวน  L. monocytogenes  ไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัซ่ึงมีปริมาณ 1.8 
และ 2.6 log CFU/กรัม หลงัจากการเก็บรักษาในวนัท่ี 7 และ 10 ตามล าดบั แต่ชุดการทดลองท่ีเติม 
Car. divergens ATCC 35677 ในตวัอยา่ง จะไม่สามารถลดจ านวนของ L. monocytogenes  ได ้ ส่วน
การใช ้ divergicin M35 ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ สามารถลดจ านวน L. monocytogenes ไดอ้ยา่งอยา่ง
รวดเร็ว ลดลงประมาณ 1 log CFU/กรัม  และสามารถเก็บรักษาได ้7 วนั แต่หลงัจากนั้นจ านวน L. 
monocytogenes  เพิ่มข้ึน 4.3 log CFU/กรัม เม่ือเก็บรักษาได้ 21 วนั ส่วนชุดการทดลองท่ีน า
ของเหลวส่วนใสจาก SCH  และ MRS มาประยุกตใ์ช ้พบวา่ L. monocytogenes  ลดจ านวนลงอยา่ง
รวดเร็ว   0.8 และ 1.0  log CFU/กรัม  และคงท่ีจนถึงวนัท่ี 15 วนัแรกของการเก็บรักษา จากการน า
แบคเทอริโอซินมาประยุกต์ใช้ในทุกชุดการทดลองพบว่าสามารถลดจ านวนของ   L. 
monocytogenes  ไดต้  ่ากวา่ชุดควบคุมเชิงบวกอยา่งมีนยัส าคญั  

Cobo Molinos และคณะ (2009) ไดท้  าการวิจยัเก่ียวกบัการส่งเสริมกิจกรรมท่ี
ท าลายจุลินทรียโ์ดยใช ้enterocin AS-48 ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ และ
สารกนัเสียต่อการยบัย ั้ง L. monocytogenes  พบวา่ enterocin AS-48 (30-60 ไมโครกรัมต่อกรัม) 
ผลิตจาก Ent. faecalis A-48-32 ใชร่้วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย ไดแ้ก่ ไทม ์ เวอร์บีน่า  ไทม ์ เรด  ออ
ริกาโน่สเปน  อจัเวน  ตน้ชา  กานพลู และน ้ ามนัดอกเสจ  เขม้ขน้ 1 เปอร์เซนต์ และน ้ ามนัหอม
ระเหยโรสแมร่ีเขม้ขน้ 2 เปอร์เซนต์ สามารถลดจ านวน L. monocytogenes  ประมาณ 0.5-4.0 log 
CFU/กรัม  สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสกดัจากน ้ ามนัหอมระเหยและพืชสามารถลดจ านวน L. 
monocytogenes  มากกวา่ 3.5 log CFU/กรัม    และสารกนัเสีย (กรดซิตริกและแลกติก  ซูโครสพาร์
มิเตท  ซูโครสสเตียเรท กรดพาราไฮดรอกซีเบนโซอิกเมทิลเอสเทอร์ (PHBME) และไนซาฟลิน 
สามารถลดจ านวน  L. monocytogenes  ประมาณ 0.5-4.0 log CFU/กรัม   ในสลดัส าเร็จรูปพร้อม
รับประทานท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสได ้
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ตารางท่ี 7. ผลการทดลองประยกุตใ์ชแ้บคเทอริโอซินในการถนอมอาหารชนิดต่าง ๆ 
Table 7.    Bacteriocins as food preservatives. 

Bacteriocin Application Mode of action 
Nisin A Incorporation of nisin into a meat 

binding system 
Reduce undesirable bacteria in  
restructured meat products 

Pediocin AcH Use of a pediocin AcH producer Lact. 
plantarum WHE 92 to  spray on the 
Munster cheese surface at the 
beginning as the ripening period 

Spray prevents outgrowth of L. 
monocytogenes and can be used as an 
antilisterial treatment 

Enterocin 4 Use of an enterocin producer Ent. 
faecalis INIA4 as a starter culture for 
production of Manchego cheese 

Use of an Ent. faecails INIA4 starter 
inhibits L. monocytogenes Ohio but not 
L. monocytogenes Scott A 

Piscicolin 126 Use of piscicolin 126 to control L. 
monocytogenes in devilled ham paste  

More effective than commercially 
available bacteriocins 

Lactocin 705 Use of lactocin 705 to reduce growth 
of L. monocytogenes in ground beef 

Lactocin 705 inhibits growth of L. 
monocytogenes in ground beef 

Pediocin AcH Add pediocin preparation to raw 
chicken 

Controlled growth of L. monocytogenes  
at 5-8 °C for 28 days 

ท่ีมา: Cleveland และคณะ (2001) 

5.  แบคทเีรียก่อโรคทีป่นเป้ือนในผลติภัณฑ์กุ้งและการยบัยั้ง 
5.1  แบคทีเรียก่อโรคท่ีปนเป้ือนในผลิตภณัฑก์ุง้ 

- Salmonella spp. เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของอาการทอ้งร่วง อาเจียนและมีไข ้(สุมณฑา 
วฒันสินธ์ุ, 2544; Bremer et al., 2003) สามารถพบแบคทีเรียชนิดน้ีในวตัถุดิบจ าพวกเน้ือ ไก่ไข่  นม
และผลิตภณัฑ์นม  ปลา กุง้ ขากบ มะพร้าว ซอสและน ้ าสลดั ส่วนผสมการท าเคก้และเนยถัว่ และ
นอกจากนั้นการจบัสัตวน์ ้าจากทะเลหรือฟาร์มเล้ียงสัตวน์ ้ าอาจเกิดการปนเป้ือนเช้ือ  Salmonella sp. 
ได ้(Bremer et al., 2003)   จากการศึกษาการปนเป้ือนของ Salmonella sp. ในกุง้จากฟาร์มเล้ียงและ
กุง้ท่ีจบัจากทะเล ในขั้นตอนต่างๆ ของการผลิตตั้งแต่แพปลา การขนส่ง การแปรรูป จนกลายเป็น
ผลิตภณัฑ์ ไดมี้การตรวจพบ Sal. derby ในตวัอยา่ง กุง้สดท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบแต่จะไม่พบเช้ือดงักล่าว
ในผลิตภณัฑ์ท่ีตม้สุกแช่เยือกแข็ง  และตรวจพบ  Sal. weltevreden ในกุง้จากฟาร์มเล้ียงจากทุก
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ขั้นตอนการผลิตตั้งแต่วตัถุดิบท่ีเขา้มาในโรงงานระหวา่งการแปรรูปและผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นกุง้สดแช่
แข็ง และยงัพบว่าการน าระบบ Good Manufacturing Practice มาใชใ้นกระบวนการแปรรูปกุง้
สามารถลดจ านวนของแบคทีเรียทั้งหมดท่ีระดบั 6 log CFU/กรัม   ลงเหลือ 4 log CFU/กรัม   ใน
ผลิตภณัฑก์ุง้สด และลดลงเหลือ 2 log CFU/กรัม    ในผลิตภณัฑก์ุง้ตม้ (ผอ่งเพญ็ รัตตกูล และคณะ, 
2534)   นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ตรวจพบ Salmonella sp. ประมาณ 24.5 เปอร์เซนต์ ซ่ึงเป็นสาย
พนัธ์ุ Sal. Weltevreden, Sal. Tennessee และ  Sal. Dessau  ในตวัอยา่งกุง้บริเวณสามเหล่ียมปาก
แม่น ้าโขงเวยีดนามทั้งหมด 110 ตวัอยา่ง (Tran Thi et al., 2005) 

- S. aureus เป็นแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้งและทอ้งเดิน (สุ
มณฑา วฒันสินธ์ุ, 2544) สามารถตรวจพบตามบริเวณฝี หนอง สิว ผิวหนงั ในจมูก ล าคอและ
บาดแผล ปนเป้ือนไปกบัอาหารโดยการสัมผสั ไอ หรือจาม (Iyer and Jones, 2004; Migirov et al., 
2005) หากผูผ้ลิตมีอาการดงักล่าวอาจท าให้เช้ือน้ีปนเป้ือนมากับผลิตภณัฑ์ได้  อย่างไรก็ตามมี
รายงานวา่ตรวจพบ  S. aureus  นอ้ยกวา่ 50 MPN/กรัม ในผลิตภณัฑ์กุง้ดิบและปรุงสุกแช่แข็งจาก
การทดสอบทั้งหมด 656 ตวัอยา่ง ประกอบดว้ยกุง้น ้ าจืด 54 ตวัอยา่ง กุง้น ้ าจืดท่ีปอกเปลือกเอาเส้น
เลือดด าออก 29 ตวัอย่าง  กุง้น ้ าเค็ม 123 ตวัอย่าง กุง้น ้ าเค็มท่ีปอกเปลือกเอาเส้นเลือดด าออก 410 
ตวัอยา่ง และกุง้น ้าเคม็ปรุงสุก 41 ตวัอยา่ง (Singh  et al., 1987) 

- V. parahaemolyticus  เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของอาการปวดทอ้งและคล่ืนไส้ บางคร้ัง
อาจมีอาการอาเจียนดว้ย (Desmarchelier, 1997; Oliver and Kaper, 1997; Hara-Kudo, 2001) 
แบคทีเรียชนิดน้ีอาศยัอยูใ่นทะเล มกัจะปนเป้ือนมากบัอาหารทะเล มีรายงานวา่มีการตรวจพบ  V. 
parahaemolyticus ในกุง้ดิบแช่เยือกแข็ง 41.05 เปอร์เซนต์  และในกุง้ผา่นความร้อนก่อนแช่เยือก
แข็ง 1.64 เปอร์เซนต์ ในตวัอยา่งอาหารแช่เยือกแข็งเพื่อการส่งออกทั้งหมด  630 ตวัอยา่ง ในช่วง
เดือนมกราคม พ.ศ. 2536 ถึงเดือนเมษายน พ.ศ. 2537 (นิตยา พนัธ์ุบวัและอารุณี ศรพรหม, 2538)  
และนอกจากน้ียงัตรวจพบ Vibrio spp. 16 ตวัอย่าง จากทั้งหมด 770 ตวัอย่าง ซ่ึงจ าแนกเป็นสาย
พนัธ์ุต่างๆ ไดแ้ก่ V. parahaemolyticus, V. damsela, V. alginolyticus และ V. fluvialis ในตวัอยา่งกุง้
ท่ีจบัไดบ้ริเวณทางตอนใตข้องประเทศอิหร่าน (Hosseini et al., 2004) 

-L. monocytogenes  เป็นแบคทีเรียก่อโรค Listeriosis ซ่ึงส่วนใหญ่จะท าให้เกิดโรคไดง่้าย
กบัมารดาท่ีก าลงัตั้งครรภ์ เด็กทารก และผูสู้งอายุรวมถึงผูท่ี้ป่วยเป็นโรคเอดส์ พบโดยทัว่ไปใน
ส่ิงแวดลอ้มไม่วา่จะเป็นในแม่น ้ า ดิน ส่ิงปฏิกูลต่าง ๆ หรือแมแ้ต่ในอาหารสัตว ์เช้ือชนิดน้ีพบมาก
ในทางเดินอาหารของสัตวปี์ก ววั หมู แกะ ปลา หอย น ้ านมและอาหารแช่แข็ง (Quinlivan et  al.,  
1988; Gellin and Broome, 1989; Tappero, et al., 1995;   Bennet and Lorber, 1996; Craig et al.,  
1996; Silver, 1998; Lurie et  al.,  1999) มีรายงานวา่ไม่มีการตรวจพบ L. monocytogenes ในกุง้ดิบ
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แช่เยือกแข็ง 24 ตวัอยา่ง และกุง้ตม้สุกแช่เยือกแข็ง 96 ตวัอยา่ง  แต่ตรวจพบ  L. innocua  ซ่ึงเป็น
สายพนัธ์ุท่ีไม่ก่อให้เกิดโรคปนเป้ือนอยูใ่นตวัอยา่งกุง้ดิบแช่เยือกแข็งจ านวน 10 ตวัอยา่ง ในช่วง 
พ.ศ. 2536-2537 (ปรีชา จึงสมานกูล และคณะ, 2538)  อยา่งไรก็ตาม  Sigrun และคณะ (2006) ซ่ึง
ศึกษาเก่ียวกบัการปนเป้ือนของ  L. monocytogenes ในโรงงานผลิตกุง้ปอกเปลือกสุก (Pandalus 
borealis) 2 โรงงาน  พบวา่มีปนเป้ือนของ  Listeria spp. และ  L. monocytogenes ในตวัอยา่งกุง้ปอก
เปลือกปรุงสุก ซ่ึง เป็นผลิตภัณฑ์ สุดท้ายหรือก่อนสุดท้าย  82 ตัวอย่าง  และตรวจพบใน
สภาพแวดลอ้มของการผลิตรวมทั้ง 2 โรงงาน 82 ตวัอยา่ง ในการส ารวจทั้งหมด 8 คร้ัง ตั้งแต่ปี ค.ศ. 
1998 ถึง 2001   

5.2 การยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในกุง้ 
มีการศึกษาต่างๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใชแ้บคทีเรียแลกติกเพื่อยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค

ในกุง้ เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียท่ีไดรั้บการยอมรับวา่ปลอดภยัดงันั้นจึงเป็นท่ีนิยมท่ี
จะน ามาประยุกตใ์ช ้  ส าหรับแบคทีเรียแลกติกท่ีมีการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อ
โรคในกุ้งมาแล้ว  ได้แก่   Lb. casei   ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ งการเจริญของ V. 
parahaemolyticus  ในตวัอยา่งกุง้สด (Moon et  al.,  1982)   Lc. piscium CNCM I-4031  มี
ประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญของ  Bro. thermosphacta  และช่วยยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์กุง้
ปอกเปลือกปรุงสุก โดยวิธีเพาะเล้ียงร่วมกนั (Fall et  al.,  2010a)  นอกจากน้ี  Lc. piscium CNCM 
I-4031 ยงัมีประสิทธิภาพยบัย ั้งการเจริญของ  L. monocytogenes   ในผลิตภณัฑ์กุง้ปอกเปลือกปรุง
สุกท่ีบรรจุภายใต้สภาวะดัดแปลงบรรยากาศ (ไนโตรเจนเข้มข้น 50 เปอร์เซนต์ และ
คาร์บอนไดออกไซดเ์ขม้ขน้ 50 เปอร์เซนต)์โดยวธีิเพาะเล้ียงร่วมกนัไดอี้กดว้ย (Fall et  al.,  2010b)   
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วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียแลกติกท่ีแยกได้จากป่า    
ชายเลน 
2. เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัเลือกไดโ้ดยใช้
วสัดุเศษเหลือทางการเกษตร 
3. เพื่อศึกษาสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัเลือกได ้
4. เพื่อน าแบคเทอริโอซินและแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัเลือกไดป้ระยุกตใ์ชใ้นกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก



25 
 

บทที ่ 2 

วสัดุอปุกรณ์และวธีิการ 

วสัดุอปุกรณ์  
1. แบคทเีรีย  

- แบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 ท่ีผลิตแบคเทอริ
โอซินซ่ึงคดัแยกไดจ้ากป่าชายเลนโดยนายนรภทัร หวนัเหล็ม  (Hwanhlem et al., 2014)  

- แบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ  Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 จาก Japan Collection of 
Microorganisms (JCM) 

- แบคทีเรียก่อโรคเพื่อใช้ทดสอบการยบัย ั้ งจากแบคทีเรียแลกติกคือ S. auerus, V. 
parahaemolyticus, Salmonella sp. และ L.  monocytogenes   จากห้องปฏิบติัการจุลชีววิทยา คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
2. กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei)  ขนาด 70-80 ตวัต่อกิโลกรัม ซ้ือจากตลาดสดคลองเรียน 
อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา เก็บไวใ้นกล่องโฟมท่ีมีน ้าแขง็และกุง้อตัราส่วน 1:1 
3. วสัดุเศษเหลอืทางการเกษตร 

- น ้ าน่ึงปลาทูน่า จากบริษทัสงขลาแคนน่ิง จ ากดั อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา น ามาท าแห้ง
ดว้ยเคร่ือง Freeze-dryer ท่ีหน่วยเคร่ืองมือกลาง คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ซ่ึง
น ้าน่ึงปลาทูน่า 1 ลิตร สามารถท าแหง้ได ้62.5 กรัม 

- กากน ้ าตาล จากห้องปฏิบัติการของภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
4. อาหารเลีย้งเช้ือ  
- Brain Heart Infusion (BHI) broth จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India  
- MRS broth (de Man Rogosa and Sharp) จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- Oxford-Listeria-Selective agar จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- Oxford Listeria Supplement จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- Plate count agar จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- ผงวุน้ (Agar) 

5.  สารเคมี 
- ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด ์(H2O2) เขม้ขน้ 3% บริษทัวทิยาศรม จ ากดั 
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- กลีเซอรอล (Glycerol) ยีห่อ้ AnalaR® บริษทั VWR International Ltd., England 
- แอมโมเนียมซลัเฟต (Ammonium sulphate) ยี่ห้อ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., 

Thailand 
- เปปโทน  (Peptone) จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- เน้ือสกดั (Beef extract) จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- ยสีตส์กดั (Yeast extract) จากบริษทั HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
- กลูโคส (Glucose)  ยีห่อ้ Univar บริษทั Ajax Chemicals Pty., Ltd., Australia 
- Tween 80  
- แอมโมเนียม ซิเตรท (Ammonium citrate)  ยี่ห้อ Panreac บริษทั Panreac Química S.A.U. 

Spain 
- โซเดียม อะซิเตท (Sodium acetate) ยีห่อ้ RANKEM บริษทั RFCL Ltd., New Delhi, India 
- แมกนีเซียมซลัเฟต (Magnesium sulphate) ยี่ห้อ Univar บริษทั Ajax Chemicals Pty., Ltd., 

Australia 
- แมงกานีสซลัเฟต (Manganese sulphate) ยี่ห้อ Univar บริษทั Ajax Chemicals Pty., Ltd., 

Australia 
- ไดโพแทสเซียม ฟอสเฟต (Dipotassium phosphate) ยี่ห้อ Univar บริษทั Ajax Chemicals 

Pty., Ltd., Australia 
- Bromocresol purple ยีห่อ้ Labchem บริษทั Ajax Finechem, Australia 
- กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- โซเดียมคลอไรด ์ (NaCl) ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- สารเคมีส าหรับวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลตามวธีิ ฟีนอลซลัฟูริก (Dubois, et al., 1956)     
- สารเคมีวเิคราะห์ปริมาณเกลือตามวธีิ AOAC (2012)    
- สารเคมีวเิคราะห์ปริมาณอิลโดลตามวธีิ AOAC (2012) 
- สารเคมีวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนตามวธีิ Lowry และคณะ (1951) 

6. เอนไซม์  
- คะตาเลส (catalase) ยีห่อ้ Fluka บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., USA. 
- ทริปซิน (trypsin) ยีห่อ้ Fluka บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., Switzerland 
- แอลฟ่า ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) ยี่ห้อ Fluka บริษทั Sigma-Aldrich Pte Ltd., 

USA. 
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7. อุปกรณ์ 
- หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้า (autoclave) ยีห่อ้ Tomy รุ่น SS-325 
- ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) ยีห่อ้ Sanyo รุ่น MOV 212 
- เคร่ืองชัง่ละเอียด 2 ต าแหน่ง ยีห่อ้ A&D รุ่น HF-1200 
- เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Sartorius รุ่น BP210s 
- เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ยีห่อ้ Orion รุ่น 420A 
- อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยีห่อ้ Memmert รุ่น W350 
- เคร่ืองหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ยี่ห้อ Thermo Scientific 

Heraeus  บริษทั Thermo Fisher Scientific Inc. United States 
- เคร่ืองหมุนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิแบบตั้งโตะ๊ ยีห่อ้ Eppendorf Centrifuge รุ่น 5415R 
- เคร่ืองวดัค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น U-200 บริษทั Hitachi 
- ตูป้ลอดเช้ือ (laminar air flow) ยีห่อ้ Hotpack รุ่น 527044 
- กลอ้งจุลทรรศน์ ยีห่อ้ Nikon รุ่น YS2H 
- เขม็และห่วงเข่ียเช้ือ 
- ปากคีบ 

- อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ส าหรับวเิคราะห์ 

วธิีการทดลอง 
1. การเตรียมเช้ือแบคทเีรีย 

1.1 การเตรียมแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน  ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติก Ent. 
faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 จาก glycerol stock 100 ไมโครลิตร ลงใน
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง  
จากนั้นดูดเช้ือ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง แลว้จึงน าไปใชเ้ป็นเช้ือเร่ิมตน้ในการศึกษา 

1.2 การเตรียมแบคทีเรียอินดิเคเตอร์   
 1.2.1  การเตรียมแบคทีเรียแลกติก ถ่ายเช้ือ  Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 จาก glycerol 
stock 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
24 ชัว่โมง  จากนั้นดูดเช้ือ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง   
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  1.2.2 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค  โดยเข่ียเช้ือแบคทีเรียก่อโรค ไดแ้ก่  S. auerus, V. 
parahaemolyticus, Salmonella sp. และ  L.  monocytogenes   จากอาหาร NA slant และจุ่มลงใน
อาหารเหลว BHI ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ส าหรับเช้ือ V. parahaemolyticus  จุ่มในอาหารเหลว BHI  
ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด์ 3 เปอร์เซนต ์  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง  จากนั้นดูดเช้ือ 
100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว BHI ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 
ชัว่โมง  

2. วธีิวดักจิกรรมของแบคเทอริโอซิน 
ทดสอบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี agar well diffusion assay 

ซ่ึงดดัแปลงจาก Ammor และคณะ (2006) ดงัน้ี 
2.1 เตรียมสารละลายส่วนใสโดยน าน ้ าหมกัของแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ 

Ent. faecalis TS9S19 ท่ีมีอายุครบ 18 ชัว่โมง มาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  และปรับ pH ให้เป็น 6.5 ดว้ยโซเดียมไฮดรอก
ไซด์เขม้ขน้ 6 นอร์มอล และน าไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อ
ท าลายเอนไซมแ์ละก าจดัเช้ือท่ีมีในสารละลายส่วนใส 
 2.2 ดูดเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157  ท่ีมีจ  านวนเช้ือประมาณ 108 
CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในอาหาร MRS agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมีวุน้
เขม้ขน้ 0.75 เปอร์เซนต์ (w/v) ท าการ pour plate และเจาะหลุมดว้ย sterile tube (เส้นผา่นศูนยก์ลาง 
0.38  มิลลิเมตร)  และในการทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคจะเปล่ียนแบคทีเรียอินดิเคเตอร์เป็น
เช้ือก่อโรคไดแ้ก่ S. aureus, V. parahaemolyticus, Salmonella sp. และ L. monocytogenes และใช้
อาหาร BHI agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีมีวุน้เขม้ขน้ 0.75 เปอร์เซนต ์แทนอาหาร MRS agar 
 2.3 ดูดสารละลายส่วนใสท่ีตอ้งการวดั และตวัอยา่งท่ีไดเ้จือจางคร้ังละ 2 เท่าดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่น
การฆ่าเช้ือ (2 fold dilution) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมท่ีเจาะไว ้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง สังเกตค่าการเจือจางสุดทา้ยท่ีท าให้เกิดวงใส แลว้ค านวณกิจกรรมการ
ยบัย ั้งดงัสูตร 

 กิจกรรมการยบัย ั้ง (AU/มิลลิลิตร) = (1000 × Dilution factor)  
  

3. การยนืยนัผลการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทเีรียแลกติก  
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยเล้ียงแบคทีเรียแลกติก  

Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 ในอาหารเหลว MRS จนครบ 18 ชัว่โมง และน า

(50 ไมโครลิตร) 
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น ้ าหมกัมาป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นน าสารละลายใสมาเตรียมชุดการทดลองดงัน้ี 

ชุดการทดลองท่ี 1  สารละลายใสท่ีไดจ้ากการเหวีย่งแยกเซลลอ์อก  
ชุดการทดลองท่ี 2  สารละลายจากชุดการทดลองท่ี 1 ปรับ pH เท่ากบั 6.5 ดว้ย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ เขม้ขน้ 6 นอร์มอล 
ชุดการทดลองท่ี 3  สารละลายจากชุดการทดลองท่ี 2  เติมเอนไซมค์ะตาเลส 300  

ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
   ชุดการทดลองท่ี 4  สารละลายจากชุดการทดลองท่ี 3 เติมเอนไซมย์อ่ยโปรตีน คือ 
เอนไซมท์ริปซินและแอลฟ่า ไคโมทริปซิน ความเขม้ขน้เท่ากบั  1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และน าไป
บ่มในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง  

น าชุดการทดลองทั้งหมด ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
เพื่อฆ่าเช้ือท่ีเหลืออยู่ในสารละลาย และน าไปทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 โดยวิธี agar well diffusion assay สังเกต
รัศมีวงใสของการยบัย ั้ง และวดัขนาดวงใสดว้ยเวอร์เนียร์คาร์ลิปเปอร์ บนัทึกผลเป็นค่ารัศมีของการ
ยบัย ั้งท่ีลบดว้ยรัศมีของหลุม 

4. การเลอืกแบคทเีรียแลกติกทีผ่ลติแบคเทอริโอซิน 
ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 ปริมาณ 1 

เปอร์เซนต ์ ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 1 ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการสุ่ม
ตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 4,  8, 12,  18, 24,  30 และ 48 ชัว่โมง เพื่อวดัค่า pH ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650      
นาโนเมตร และวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar well diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 
1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และคดัเลือกแบคทีเรียแลกติกท่ีให้ค่ากิจกรรมสูงกว่าเพื่อน าไป
ศึกษาขั้นต่อไป 

5. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติแบคเทอริโอซิน  
5.1 คดัเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซิน 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซินไดน้ าวสัดุเศษเหลือ
มาใช้เป็นแทนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยวสัดุเศษเหลือท่ีใชไ้ดแ้ก่ กากน ้ าตาลแทน
แหล่งคาร์บอน และน ้ าน่ึงปลาทูน่าแทนแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงเบ้ืองตน้ก่อนการศึกษาต้องท าการ
วเิคราะห์องคป์ระกอบท่ีส าคญัในวสัดุเศษเหลือ ดงัน้ี 
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- วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดในกากน ้ าตาลโดยวิธีการฟีนอลซัลฟูริก (Dubois, 
et al., 1956)  

- วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในน ้ าน่ึงปลาทูน่าด้วยเคร่ือง CN analyzer 
(หน่วยเคร่ืองมือกลาง คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์) 

- วเิคราะห์ปริมาณเกลือในน ้าน่ึงปลาทูน่าโดยวธีิ AOAC (2012) 
  ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ของ Ent. faecalis TS9S17  ปริมาณ  1 เปอร์เซนต ์ลงในอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีมีการแทนท่ีแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน และ pH เท่ากบั 6.5  
ดงัน้ี 
    ชุดการทดลองท่ี 1 อาหารเหลว MRS สูตรทัว่ไปท่ีประกอบดว้ยกลูโคส  20 กรัม
ต่อลิตร เปปโทน 10 กรัมต่อลิตร เน้ือสกดั 10 กรัมต่อลิตร ยีสตส์กดั 5 กรัมต่อลิตร tween 80 1 กรัม
ต่อลิตร แอมโมเนียมซิเตรท 2 กรัมต่อลิตร โซเดียมอะซิเตท 5 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซัล เฟต 
0.1 กรัมต่อลิตร แมงกานีสซลัเฟต 0.05 กรัมต่อลิตร และไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 2 กรัมต่อลิตร 
(De Man et al., 1960) 

ชุดการทดลองท่ี 2 อาหารเหลว MRS ท่ีเติมกากน ้ าตาลแทนท่ีกลูโคสในปริมาณท่ี
มีน ้าตาลทั้งหมดเท่ากบัปริมาณกลูโคส 
    ชุดการทดลองท่ี 3 อาหารเหลว MRS ท่ีเติมน ้ าน่ึงปลาทูน่าแทนท่ีเปปโทนใน
ปริมาณท่ีมีไนโตรเจนทั้งหมดเท่ากบัเปปโทน 
    ชุดการทดลองท่ี 4 อาหารเหลว MRS ท่ีเติมกากน ้ าตาลแทนท่ีกลูโคสในปริมาณท่ี
มีน ้ าตาลทั้งหมดเท่ากบัปริมาณกลูโคส และเติมน ้ าน่ึงปลาทูน่าแทนท่ีเปปโทน ในปริมาณท่ีมี
ไนโตรเจนทั้งหมดเท่ากบัเปปโทน 

ซ่ึงหลงัจากถ่ายเช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ลงในอาหารเหลว MRS ทั้ง 4 ชุดการ
ทดลอง ท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 24 ชัว่โมง จะสุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า pH ค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร และวดัค่ากิจกรรมแบคเทอริโอซินดว้ยวิธี agar well diffusion 
assay โดยใช้ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และคดัเลือกแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีใหค้่ากิจกรรมสูงสุดเพื่อน าไปศึกษาขั้นต่อไป 

5.2 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน  
ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ของ Ent. faecalis TS9S17 ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต ์ในอาหาร MRS  

10  มิลลิลิตร  ลงในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 8 
โดยใช้แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีคดัเลือกจากขอ้ 5.1  และปรับ pH เท่ากบั 6.5  บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลาท่ี 0,  12,  24,  36 และ 48 ชัว่โมง จะสุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า 
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pH ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร และวดัค่ากิจกรรมแบคเทอริโอซินดว้ยวิธี agar well 
diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และคดัเลือก
สูตรอาหารท่ีใหค้่ากิจกรรมแบคเทอริโอซินสูงสุดเพื่อน าไปศึกษาขั้นต่อไป 

ตารางท่ี 8. องคป์ระกอบของอาหาร MRS สูตรดดัแปลง 
Table 8.    Composition of Modified MRS. 

Composition 
(g/l) 

General MRS 
(Control) 

Modified 
MRS 1 

Modified 
MRS 2 

Modified 
MRS 3 

Glucose 20 20 20 20 
Peptone 10 - - - 
Beef extract 10 10 - - 
Yeast extract 5 5 5 - 
Tuna condensate - 13.5 26.5 26.5 

หมายเหตุ : องคป์ระกอบอ่ืนๆเติมตามสูตรอาหาร MRS ทัว่ไป (De Man et al., 1960) 

5.3 ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ของ Ent. faecalis TS9S17  ปริมาณ 1 เปอร์เซนต์ ลงในอาหารเหลว 

MRS สูตรดดัแปลงท่ีเหมาะสมจากขอ้ 5.2 ปริมาตร 100  มิลลิลิตร และปรับ pH เท่ากบั 6.5  จากนั้น
บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25, 30 และ 37  องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลาท่ี 0,  12,  24,  36 และ 48 ชัว่โมง ท า
การสุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า pH ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร และวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar 
well diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และ
คดัเลือกสภาวะอุณหภูมิท่ีใหค้่ากิจกรรมสูงสุดเพื่อน าไปศึกษาขั้นต่อไป 

5.4 ผลของ pH เร่ิมตน้ต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ของ Ent. faecalis TS9S17 ปริมาณ 1 เปอร์เซนต์ ลงในอาหารเหลว 

MRS สูตรดดัแปลงท่ีเหมาะสมจากขอ้ 5.2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีปรับ pH เท่ากบั 5, 6, 7, 8 และ 
9 โดยใชโ้ซเดียมไฮดอกไซด์ เขม้ขน้ 6 นอร์มอล หรือไฮโรคลอริกเขม้ขน้  6 นอร์มอล จากนั้นบ่ม
เช้ือท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม  เม่ือครบเวลาท่ี 0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง จะสุ่มตวัอยา่งเพื่อวดัค่า pH 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร และวดัค่ากิจกรรมแบคเทอริโอซินดว้ยวิธี agar well diffusion 
assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และคดัเลือกสภาวะท่ีให้
ค่ากิจกรรมสูงสุดเพื่อน าไปศึกษาขั้นต่อไป  
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6. ศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอซิน 
6.1 การผลิตและการเตรียมแบคเทอริโอซิน 

ถ่ายเช้ือเร่ิมตน้ของ Ent. faecalis TS9S17 ปริมาณ 1 เปอร์เซนต์ ลงในอาหารเหลว 
MRS สูตรดดัแปลงท่ีเหมาะสม ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร ท่ีปรับ pH เร่ิมตน้ให้เหมาะสม และบ่ม
เช้ือท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตตามผลการศึกษาขา้งตน้ เม่ือครบ 24 ชัว่โมง น าน ้ าหมกัมาป่ัน
เหวี่ยงแยกเซลล์ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สารละลายส่วนใส 
ปรับ pH เท่ากบั 6.5 และตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิมตวั 70  เปอร์เซนต ์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นก าจดัเกลือออกดว้ยการไดอะไลซิส (1,000 ดาลตลั) และน าสารละลายแบคเทอริ
โอซินท่ีได้ท าเป็นผงแห้งด้วยเคร่ือง Freeze-dryer  (หน่วยเคร่ืองมือกลาง คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์) และเก็บผงแบคเทอริโอซินท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เม่ือ
น ามาใชจ้ะละลายดว้ยน ้ าท่ีปราศจากไอออน (deionized water) (Du Toit et al., 2000)  ท าการวดัค่า
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินหลังการท าแห้ง เพื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
ระหวา่งก่อนและหลงัการท าแหง้   

6.2 pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของแบคเทอริโอซิน 
  น าสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีไดห้ลงัจากไดอะไลซิส (2,560 AU/มิลลิลิตร) ซ่ึงมี 
pH เท่ากบั 6.5  มาปรับ pH ให้เท่ากบั 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 จากนั้นวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar well 
diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ และเลือกค่า 
pH ท่ีใหกิ้จกรรมสูงสุดเพื่อน าไปศึกษาในขั้นต่อไป 

6.3 ความคงตวัต่ออุณหภูมิต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
น าสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีไดห้ลงัจากไดอะไลซิส (2,560 AU/มิลลิลิตร) ซ่ึงมี 

pH เท่ากบั 6.5   บ่มนาน 3 ชัว่โมง   ท่ีอุณหภูมิ 37,  60, 80 และ 100 องศาเซลเซียส และบ่มท่ี
อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที และ  121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที (ดดัแปลงจาก Du 
Toit  et al., 2000) เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดน าสารละลายแบคเทอริโอซินมาวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar 
well diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 

6.4 อุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
น าสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีไดห้ลงัจากไดอะไลซิส (2,560 AU/มิลลิลิตร) ซ่ึงมี 

pH เท่ากบั  6.5   มาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  -20,  4 และ 37 องศาเซลเซียส เม่ือครบเวลา 1,  2,  3,  4  
และ 5 สัปดาห์  น าสารละลายแบคเทอริโอซินปรับ pH ให้เหมาะสมต่อการท างานจากตามขอ้ 6.2 
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และวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar well diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็น
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 

6.5 ความคงตวัท่ี pH ต่างๆต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
  น าสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีไดห้ลงัจากไดอะไลซิส (2,560 AU/มิลลิลิตร) ซ่ึงมี 
pH เท่ากบั 6.5  มาปรับ pH ให้มีค่าเท่ากบั 2,  4 , 6, 8,  10  และ 12   น าไปบ่มเป็นเวลา 4 ชัว่โมงท่ี
อุณหภูมิห้อง (ดดัแปลงจาก Ogunbanwo et al., 2003) หลงัจากนั้นน าสารละลายแบคเทอริโอซิน
ปรับ pH ให้เหมาะสมต่อการท างานตามผลการศึกษาขอ้ 6.2 และวดัค่ากิจกรรมดว้ยวิธี agar well 
diffusion assay โดยใช ้Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 

7. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes  โดยวิธีเพาะเลีย้ง
ร่วม 

 7.1 เล้ียงเช้ือ L. monocytogenes ใน Brain Heart Infusion broth (BHI) จนมีอายุ 18 ชัว่โมง 
จากนั้นเจือจางใหมี้จ านวนเช้ือประมาณ 106 CFU/มิลลิลิตร 
 7.2 เล้ียงเช้ือ  Ent. faecalis TS9S17 ใน MRS broth จนมีอายุ 18 ชัว่โมง จากนั้นเจือจางให้มี
จ  านวนเช้ือประมาณ 106 CFU/มิลลิลิตร 
 7.3 น าเช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 7.1 และ 7.2 อยา่งละ 1 มิลลิลิตร  มาเพาะเล้ียงร่วมกนัในอาหาร
เหลว MRS ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 เท่า (4 มิลลิลิตร) + BHI ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 เท่า (4 มิลลิลิตร) และเท
ทบัผวิหนา้ดว้ยพาราฟินเหลว  ส่วนชุดควบคุมจะมีการเติมเช้ือแบคทีเรีย Ent. faecalis TS9S17 หรือ
เช้ือ L. monocytogenes เพียงอยา่งเดียว  บ่มในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส  เม่ือครบ
เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง สุ่มตวัอยา่งของแต่ละชุดการทดลองมาตรวจวดั pH และนบั
จ านวนแบคทีเรียดว้ยวิธี spread plate ความเจือจางละ 3 ซ ้ า แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง ซ่ึงจะนับจ านวน L. monocytogenes โดยใช้อาหาร Oxford-Listeria-
Selective agar  และนบัจ านวนแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 ใชอ้าหาร MRS agar ท่ีเติม  
bromocresol purple 0.004 เปอร์เซนต ์  

8. การยบัยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes ในผลติภัณฑ์กุ้งปอกเปลอืกปรุงสุก 
8.1 เตรียมกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 

น ากุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) ดังภาพท่ี 3 มาล้างให้สะอาด ท าการปอก
เปลือกและตดัหวัออก ลวกดว้ยน ้ าเดือดท่ีผสมสารละลายโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 3 เปอร์เซนต์  ท่ี
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อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  3 นาที แช่ดว้ยน ้าแขง็ทนัทีและเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส (ดดัแปลงจาก Fall et al., 2010a) 

 

ภาพท่ี 3.  กุง้ขาว (Litopenaeus vannamei)  
Figure 3. White shrimp (Litopenaeus vannamei). 

8.2 เตรียมตวัเซลลแ์บคทีเรีย และสารละลายแบคเทอริโอซิน  
- น าผงแบคเทอริโอซินละลายดว้ยน ้ าท่ีปราศจากไอออนในอตัราส่วน 0.30 

กรัมต่อมิลลิลิตร (2,560 AU/มิลลิลิตร) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร และถ่ายลงในขวดสเปรยป์ลอด
เช้ือ 

-  เล้ียงแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 ใน MRS broth เป็นเวลา 18 
ชัว่โมง จากนั้นน าไปเหวี่ยงแยกเอาตวัเซลล์ ดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที   ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างเซลล์ด้วยโซเดียมคลอไรด์เขม้ข้น 0.85 
เปอร์เซนต ์จ านวน 2 คร้ัง จากนั้นเจือจางเซลล์อยา่งเป็นล าดบัให้มีปริมาณเซลล์เท่ากบั 108  

CFU/มิลลิลิตร และถ่ายเซลลป์ริมาณ 5 มิลลิลิตร ลงในขวดสเปรยป์ลอดเช้ือ  
- เล้ียงเช้ือ  L. monocytogenes  ใน Brain Heart Infusion (BHI) broth เป็น

เวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งแยกเอาตวัเซลลด์ว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ลา้งเซลลด์ว้ยโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0.85 
เปอร์เซนต ์จ านวน 2 คร้ัง   จากนั้นเจือจางเซลลอ์ยา่งเป็นล าดบัใหมี้ปริมาณเซลล์เท่ากบั 106  

CFU/มิลลิลิตร และถ่ายเซลลป์ริมาณ 5 มิลลิลิตร ลงในขวดสเปรยป์ลอดเช้ือ  

8.3 ทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
การทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes บนตวัอยา่ง

กุง้ปอกเปลือกปรุงสุกโดยมีชุดการทดลองดงัน้ี 
1) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปลอดเช้ือ 125 กรัม (ชุดควบคุม) 
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2) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 125 กรัม + แบคเทอริโอซิน 5 มิลลิลิตร 
3) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 125 กรัม + Ent. faecalis TS9S17 5 มิลลิลิตร 
4) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 125 กรัม + L. monocytogenes 5 มิลลิลิตร 
5) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 125 กรัม + L. monocytogenes 5 มิลลิลิตร +  แบคเทอริโอซิน 5 

มิลลิลิตร 
6) กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 125 กรัม + L. monocytogenes 5 มิลลิลิตร + Ent. faecalis TS9S17 

5 มิลลิลิตร 
ชุดการทดลองท่ี 1 เป็นชุดควบคุมคือกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปลอดเช้ือ 125 กรัม  

เตรียมโดยน ากุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม  เทลงในถาดปลอดเช้ือและฆ่าเช้ือดว้ยแสง 
UV ในตู้ปลอดเช้ือนาน 30 นาที ซ่ึงชุดการทดลองท่ี 2-6 จะใช้กุ ้งปอกเปลือกปรุงสุกฆ่าเช้ือ
เช่นเดียวกนั   
   ชุดการทดลองท่ี 2 เตรียมโดยสเปรยส์ารละลายแบคเทอริโอซินเขม้ขน้ 0.30 กรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม และตั้งทิ้งไว ้15 
นาที  
   ชุดการทดลองท่ี 3 เตรียมโดยสเปรย์เช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ลงบนกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม จากนั้นตั้งทิ้งไว ้15 นาที  
  ชุดการทดลองท่ี 4 เตรียมโดยสเปรยเ์ช้ือ L. monocytogenes ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ลงบนกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม จากนั้นตั้งทิ้งไว ้15 นาที 
  ชุดการทดลองท่ี 5 เตรียมโดยสเปรยเ์ช้ือ L. monocytogenes ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ลงบนกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม  จากนั้นตั้งทิ้งไว ้15 นาที    แล้วท าการสเปรย์
สารละลายแบคเทอริโอซินเขม้ขน้ 0.30 กรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงบนตวัอยา่งเดิมและ
ตั้งทิ้งไว ้15 นาที  
  ชุดการทดลองท่ี 6 เตรียมโดยสเปรยเ์ช้ือ L. monocytogenes ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ลง
บนกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกปริมาณ 125 กรัม  จากนั้นตั้งทิ้งไว ้15 นาที เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดท าการ
สเปรยเ์ช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนตวัอยา่งเดิมและตั้งทิ้งไว ้15 นาที 
   ตวัอย่างกุ้งปอกเปลือกปรุงสุกทุกชุดการทดลองจะถูกแบ่งใส่ถุงซิปพลาสติก 
(LDPE zip lock) ถุงละ 25 กรัม เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 28 วนั และจะท าการ
ตรวจนบัจ านวนเช้ือแบคทีเรีย วดัค่า pH ในวนัท่ี 0, 7, 14, 21 และ 28   ซ่ึงในการนบัจ านวน
แบคทีเรียท าโดยน าตวัอย่าง  25 กรัม  ใส่ในถุง stomacher เติมโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 0.85 
เปอร์เซนต ์ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นท าการตีใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง stomacher blender ประมาณ 
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2 นาที  และเจือจางแบบ ten-fold serial dilution  ท าการ spread plate  บนอาหาร Plate count agar 
(PCA)  เพื่อนบัจ านวนแบคทีเรียทั้งหมด   spread plate  บนอาหาร Oxford-Listeria-Selective agar  
เพื่อนบัจ านวน  L. monocytogenes   และ spread plate  บนอาหาร MRS agar ท่ีมี bromocresol 
purple 0.004 เปอร์เซนต ์ เพื่อนบัจ านวนแบคทีเรียแลกติก และวิเคราะห์อินโดลตามวิธีของ AOAC 
(2012) ดงัแสดงในภาคผนวก ข 
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บทที ่ 3  

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง  

9. การยนืยนัผลการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทเีรียแลกติก  
เม่ือน าสารละลายส่วนใสของแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. 

faecalis TS9S19 มาทดสอบกิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ Lb. sakei subsp. sakei JCM 
1157 ดว้ยวธีิ agar well diffusion assay พบวา่ สารละลายส่วนใสของทั้ง Ent. feacalils TS9S17 และ 
Ent. feacalils TS9S19 ท่ีปรับ pH เท่ากบั 6.5  มีบริเวณใสของการยบัย ั้งลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัชุด
การทดลองท่ีไม่ปรับ pH โดยท่ีบริเวณใสของการยบัย ั้งของ Ent. feacalils TS9S17 ลดลงจาก 
3.45±0.06 มิลลิเมตร เหลือ 2.25±0.02 มิลลิเมตร และบริเวณใสของการยบัย ั้งของ Ent. feacalils 
TS9S19 ลดลงจาก 3.90±0.04 มิลลิเมตร เหลือ 2.45±0.03 มิลลิเมตร แสดงให้เห็นวา่การยบัย ั้งใน
ลกัษณะน้ีจะมีผลมาจากกรดอินทรียแ์ละสารประกอบอ่ืนๆ  เม่ือน าสารละลายส่วนใสท่ีปรับ pH 
เท่ากบั 6.5  และเติมเอนไซมค์ะตาเลสเขม้ขน้ 300  ยนิูตต่อมิลลิลิตร มาทดสอบพบวา่  กิจกรรมการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียของ Ent. feacalils TS9S17 ไม่ลดลง  แต่กิจกรรมการยบัย ั้งของ Ent. feacalils 
TS9S19 ลดลงเพียงเล็กนอ้ยจาก 2.45±0.03 มิลลิเมตร  เหลือ 2.20±0.02 มิลลิเมตร จากผลการ
ทดสอบสามารถอธิบายไดว้่า  การยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนไม่มีผลมาจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  เม่ือน า
สารละลายส่วนใสท่ีปรับ pH เท่ากบั 6.5 และเติมเอนไซม์ทริปซินและแอลฟ่า ไคโมทริปซินลงไป 
พบว่า กิจกรรมการยบัย ั้งท่ีมีการลดลงและหายไป  แสดงว่ากิจกรรมการยบัย ั้งต่อเช้ือแบคทีเรีย  
อินดิเคเตอร์ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157  ของแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ 
Ent. faecalis TS9S19 เกิดจาการท างานร่วมกนัของกรดอินทรียแ์ละแบคเทอริโอซิน ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 9 

ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Hwanhlem และคณะ (2014) ท่ีได้
ทดสอบกิจกรรมการยบัย ั้ง  Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 ของสารละลายส่วนใสท่ีไดจ้ากเช้ือ
แบคทีเรียแลกติก Lc. lactis subsp. lactis KT2W2L,  Ent. feacalils KT2W2G, Ent. feacalils 
TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19   ซ่ึงพบวา่ กิจกรรมการยบัย ั้งของเช้ือเหล่าจะลดลงและหายไป
เม่ือเติมเอนไซม์ทริปซินและแอลฟ่า ไคโมทริปซิน แสดงให้เห็นว่าสารละลายส่วนใสท่ีน ามา
ทดสอบเป็นสารแบคทอริโอซิน 
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ตารางท่ี 9. กิจกรรมการยบัย ั้ง Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157 ของสารละลายส่วนใส
จาก Enterococcus faecalis TS9S17 และ Enterococcus faecalis TS9S19 
Table 9.     Inhibition activity of cell free supernatants from Enterococcus faecalis TS9S17 and 
Enterococcus faecalis TS9S19 against  Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157. 

Treatment 
Inhibition zone (mm) 

Ent. feacalils TS9S17 Ent. feacalils TS9S19 
CFS   3.45±0.06 3.90±0.04 
CFS +neutral  2.25±0.02 2.45±0.03 
CFS + neutral + catalase  2.25±0.08 2.20±0.20 
CFS + neutral + catalase + trypsin  0.60±0.35 0.20±0.40 
CFS + neutral + catalase + α-
chymotrypsin 

0.00 0.00 

CFS: Cell free supernatant  
CFS + neutral: Cell free supernatant adjusted pH to 6.5 
CFS + neutral + catalase: Cell free supernatant adjusted pH to 6.5 and treated with catalase 
CFS + neutral + catalase + trypsin: Cell free supernatant adjusted pH to 6.5 and treated with 
catalase and trypsin 
CFS + neutral + catalase + α-chymotrypsin: Cell free supernatant adjusted pH to 6.5 and treated 
with catalase and α-chymotrypsin 
 

2.   การยบัยั้งแบคทเีรียก่อโรคโดยแบคเทอริโอซินของแบคทเีรียแลกติก 
  เม่ือน าสารละลายส่วนใสของเช้ือ Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils 
TS9S19 มาทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยวิธี agar well diffusion assay ซ่ึงแบคทีเรียก่อโรค
ประกอบดว้ย L. monocytogenes, Salmonella sp., S. aureus  และ V. parahaemolyticus พบวา่ ทั้ง 
Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19 สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคได้เฉพาะ           
L. monocytogenes  เท่านั้นดงัแสดงในตารางท่ี 10 บริเวณใสของการยบัย ั้งของ Ent. feacalils 
TS9S17 เท่ากบั 2.00±0.28 มิลลิเมตร และบริเวณใสของการยบัย ั้งของ Ent. feacalils TS9S19 
เท่ากบั 2.10±0.00 มิลลิเมตร  การยบัย ั้งดงักล่าวเกิดจากกลไกการยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินของเช้ือ 
Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19 โดยในการยบัย ั้ง L. monocytogenes   ซ่ึงเป็น
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แบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีชั้นเปปทิโดไกลแคนหนากว่าแบคทีเรียแกรมลบ  ดงันั้นแบคเทอริโอซิน
สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกโดยการจบักับลิปิด II บนผนังเซลล์  จึงส่งผลให้หยุดการ
สังเคราะห์เปปทิโดไกลแคนและเกิดรูบนบนเยือ่หุม้เซลล ์ส่งผลใหเ้ซลลต์าย (Cotter et al., 2012) 
  จากผลการทดลองจะเห็นไดว้า่สารละลายส่วนใสของเช้ือ Ent. feacalils TS9S17 
และ Ent. feacalils TS9S19 ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  S. aureus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรม
บวกเช่นเดียวกบัเช้ือ L. monocytogenes   ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากความแตกต่างของชั้นเยื่อหุ้มเซลล์
ของเช้ือ S. aureus และ L. monocytogenes   นอกจากน้ี พงษ์เทพ วิไลพนัธ์ (2546) กล่าวว่า 
แบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดท่ีไม่ถูกยบัย ั้งดว้ยแบคเทอริโอซินนั้น เกิดจากแบคทีเรียแกรมบวก
ดงักล่าวมีชนิดและปริมาณของกรดไขมนัและฟอสโฟลิพิดในชั้นของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ีแตกต่างจาก
แบคทีเรียแกรมบวกท่ีถูกยบัย ั้งดว้ยแบคเทอริโอซิน และอาจมีองคป์ระกอบของผนงัเซลล์บางส่วนท่ี
ขดัขวางการท างานของแบคเทอริโอซิน โดยมีการทดลองพบวา่เซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีไม่
ถูกยบัย ั้งดว้ยแบคเทอริโอซินจะถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยแบคเทอริโอซินเม่ือเซลลด์งักล่าวอยูใ่นลกัษณะท่ีไม่
มีผนงัเซลล ์(Schved et al., 1994; Ennahar et al., 2000)  
  ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Elotmani และคณะ (2002) ซ่ึงรายงาน
วา่สารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีผลิตจาก Ent. faecalis R69 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
และ L. ivanovii LMA 94  จากการทดลองของ Rehaiem และคณะ (2010) รายงานวา่สารละลาย
ส่วนใสของ Ent. faecium MMRA สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lactobacillus sp.,  Leuconostoc sp., 
Enterococcus sp. และ Listeria sp. ได ้แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด
ไดแ้ก่ Hafnia, Serratia และ E. coli  จากการทดลอง Hwanhlem และคณะ (2014) ซ่ึงไดท้ดสอบ
กิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรียของแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกไดจ้ากป่าชายเลนไดแ้ก่ Lc.  lactis subsp. 
lactis KT2W2L,  Ent. feacalils KT2W2G, Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19  
พบว่า แบคทีเรียแลกติกทั้ง 4 สายพนัธ์ุสามารถยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes (hospital 
strain),  L. monocytogenes DMST 17303, Ent.  faecalis LPS04,  Lb. plantarum D6SM3,  B. 
cereus DMST 5040 และ Bro. thermosphacta DSM 20171 ได ้ และนอกจากน้ี Ent. feacalils 
KT2W2G , Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19  ยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของ 
Strep. salivarius LD219 ไดอี้กดว้ย  
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ตารางท่ี 10. กิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคของสารละลายส่วนใสจาก Enterococcus faecalis 
TS9S17 และ Enterococcus faecalis TS9S19 
Table 10.     Inhibition activity of cell free supernatants from Enterococcus faecalis TS9S17 and 
Enterococcus faecalis TS9S19 against pathogenic bacteria. 

Indicator organisms 
Inhibition zone (mm) 

Ent. feacalils TS9S17 Ent. feacalils TS9S19 
L. monocytogenes  2.00±0.28 2.10±0.00 
Salmonella spp.  - - 
S. aureus  - - 
V. parahaemolyticus  - - 

-:  no inhibition 
3. การเลอืกแบคทเีรียแลกติกทีผ่ลติแบคเทอริโอซิน 

เม่ือน าเช้ือแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 มา
ศึกษาการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารเหลว MRS พบวา่  เช้ือ Ent. faecalis TS9S17 
มีการเจริญอยา่งรวดเร็วในช่วงเร่ิมตน้และเขา้สู่ช่วง  log phase ท่ีระยะเวลา 4 ถึง 12 ชัว่โมง โดยมี
ความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเหลว  ซ่ึง pH ลดลงจาก 6.3 เหลือ 5.2  และมี 
pH ลดลงเท่ากบั 4.5 ท่ี 48 ชัว่โมง ในขณะท่ีการผลิตแบคเทอริโอซินจะเร่ิมผลิตตั้งแต่เร่ิมตน้ของช่วง  
log phase ท่ีระยะเวลา 4 ชัว่โมง โดยมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 20 AU/มิลลิลิตร และเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง
ในช่วง log phase ซ่ึงสอดคล้องกบัการเจริญของเซลล์  โดยการผลิตแบคเทอริโอซินของ Ent. 
faecalis TS9S17 มีค่ากิจกรรมสูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 8 ชัว่โมง และคงท่ีจนถึง 
30 ชัว่โมง แต่เม่ือถึง 48 ชัว่โมง ค่ากิจกรรมลดลงเหลือ 20 AU/มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 4 

Ent. faecalis TS9S19 มีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วงเร่ิมตน้และเขา้สู่ช่วง log 
phase ท่ีระยะเวลา 4 ถึง 12 ชัว่โมง  และมีความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเหลว 
pH ลดลงจาก 6.4 เหลือ 4.8 ท่ี 12 ชัว่โมง และมี pH เท่ากบั 4.4 ท่ี 48 ชัว่โมง โดยการผลิตแบคเทอริ
โอซินจะเกิดข้ึนในช่วงสุดทา้ยของ log phase ท่ีระยะเวลา 8 ชัว่โมง ซ่ึงมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 20 AU/
มิลลิลิตร  และค่ากิจกรรมสูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 12 ชัว่โมง แต่เม่ือถึง 48 ชัว่โมง 
ค่ากิจกรรมลดลงเหลือ 20 AU/มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 5 จากผลการทดลองศึกษาการเจริญของ
แบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. 
faecalis TS9S19 จะเห็นไดว้า่กิจกรรมแบคเทอริโอซินส่วนใหญ่เพิ่มข้ึนสอดคลอ้งกบัการเจริญของ
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แบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุ โดยเม่ือมีการเจริญเพิ่มมากข้ึนกิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินก็
เพิ่มมากข้ึนเช่นกนั และเม่ือการเจริญเร่ิมคงท่ีในช่วง  stationary phase  กิจกรรมการผลิตแบคเทอริ
โอซินก็มีค่าคงท่ีเช่นเดียวกนั  แสดงให้เห็นว่าการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 
สายพนัธ์ุมีลกัษณะแบบมีความสัมพนัธ์กบัการเจริญ (growth associated production)  และเม่ือ
เปรียบเทียบการผลิต    แบคเทอริโอซินระหวา่งแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. 
faecalis TS9S19 พบว่า  Ent. faecalis TS9S17 มีการผลิตแบคเทอริโอซินสูงกว่า Ent. faecalils 
TS9S19 ในช่วง log phase แต่การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกทั้งสองสายพนัธ์ุจะ
ลดลงท่ีช่วงสุดทา้ยของ stationary phase ซ่ึงการลดลงของแบคเทอริโอซินนั้นอาจเกิดจากการยอ่ย
ของเอนไซม์ย่อยโปรตีนภายนอกเซลล์ หรือเกิดจากการดูดซับสารเขา้สู่เซลล์  (De Vuyst and 
Vandamme, 1992; Parente et al., 1994; Todorov et al., 2010)  งานวิจยัอ่ืนๆท่ีพบวา่  แบคเทอริ
โอซินลดลงเช่นเดียวกนั คือ การผลิต  แบคเทอริโอซินจากเช้ือ Ent. faecalils RJ-11 (Yamamoto et 
al., 2003) Ent. mundtii ST4SA (Todorov and Dicks, 2009) และ  Ent. faecium ST5Ha (Todorov et 
al., 2010)   
4. สภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติแบคเทอริโอซิน 

4.1 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซินไดน้ าวสัดุเศษเหลือ

มาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเหลว MRS  ซ่ึงไดแ้ก่ กากน ้ าตาลแทนแหล่ง
คาร์บอน และน ้ าน่ึงปลาทูน่าแทนแหล่งไนโตรเจน  เม่ือท าการวิเคราะห์องค์ประกอบท่ีส าคญัใน
วสัดุเศษเหลือก่อนน าไปศึกษา  พบว่า ในกากน ้ าตาลมีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 956.96 กรัมต่อลิตร 
ดงันั้นจะตอ้งแทนกลูโคสปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร ดว้ยกากน ้ าตาลประมาณ 20 มิลลิลิตรต่อลิตร  ซ่ึง
วธีิการค านวณปริมาณกากน ้าตาลท่ีใชเ้ป็นองคป์ระกอบของอาหาร MRS ดงัแสดงในภาคผนวก ค 
 ในอาหาร MRS มีองคป์ระกอบของเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร โดยปริมาณไนโตรเจน
ในเปปโทนมีเท่ากบั 11.5 เปอร์เซนต์ และในการวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนในน ้ าน่ึงปลาทูน่า
หลงัจากการท าแหง้พบวา่  มีเท่ากบั 8.5 เปอร์เซนต ์ดงันั้นจะตอ้งใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่า 13.5 กรัมต่อลิตร 
จึงจะท าใหมี้ปริมาณไนโตรเจนเท่ากบัเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร ซ่ึงวิธีการค านวณปริมาณน ้ าน่ึงปลา
ทูน่าท่ีใช้เป็นองค์ประกอบของอาหาร MRS ดงัแสดงในภาคผนวก ค  นอกจากน้ีน ้ าน่ึงปลาทูน่า
ประกอบดว้ยเกลือประมาณ 11.09 เปอร์เซนต ์และมีองคป์ระกอบอ่ืนๆตงัแสดงดงัตารางท่ี 11  
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ภาพท่ี 4.  การเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของ Enterococcus faecalis TS9S17  และการ
เปล่ียนแปลงของ pH ในอาหารเหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
Figure 4. Growth and bacteriocin activity of Enterococcus faecalis TS9S17 and change of pH in 
MRS broth at 37 ºC.  
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ภาพท่ี 5.  การเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของ Enterococcus faecalis TS9S19  และการ
เปล่ียนแปลงของ pH ในอาหารเหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
Figure 5. Growth and bacteriocin activity of Enterococcus faecalis TS9S19 and change of pH in 
MRS broth at 37 ºC. 
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ตารางท่ี 11. องคป์ระกอบทางเคมีของน ้าน่ึงปลาทูน่า   
Table 11.    Chemical composition of tuna condensate. 

Composition  

pH 7.20 
Total protein (%w/w) 8.50 
Salt (%w/w) 11.09 
Phosphorus (% w/w) 2.18 
Potassium (% w/w) 2.014 
Iron (% w/w) 0.0033 
Zinc (% w/w) 0.0028 
Calcium (% w/w) 0.819 
Magnesium (% w/w) 1.945 

 
เม่ือน าเช้ือ Ent. faecalis TS9S17 เล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีการแทนท่ีแหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน ซ่ึง pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง  
พบวา่ เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว MRS สูตรทัว่ไป หรือชุดการทดลองท่ี 1   จะมีการผลิตแบคเทอริ
โอซินและมีค่ากิจกรรมเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร  เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว MRS ท่ีเติมกากน ้ าตาล
ปริมาตร 20 มิลลิลิตรต่อลิตร  แทนท่ีกลูโคส (ชุดการทดลองท่ี 2) และอาหารเหลว MRS ท่ีเติมน ้ า
น่ึงปลาทูน่าแทนเปปโทน (ชุดการทดลองท่ี 3) พบวา่ ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินไม่มีการ
เปล่ียนแปลง  แต่เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว MRS ท่ีเติมกากน ้ าตาลแทนกลูโคส และน ้ าน่ึงปลาทู
น่าแทนเปปโทน (ชุดการทดลองท่ี 4) ส่งผลให้การผลิตแบคเทอริโอซินลดลงเหลือ 20 AU/
มิลลิลิตร  ดงัแสดงในตารางท่ี 12 ซ่ึงการลดลงของค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินอาจเกิดจาก
กากน ้ าตาลและน ้ าน่ึงปลาทูน่าเม่ือใช้ร่วมกนัอาจมีสารอาหารบางอย่างท่ีสามารถยบัย ั้งการผลิต    
แบคเทอริโอซินได ้ ซ่ึงกากน ้ าตาลประกอบดว้ยโปรตีนทั้งหมด  0.2  เปอร์เซ็นต ์ ของแข็งทั้งหมด 
300.91 มิลลิกรัมต่อลิตร แมกนีเซียม (Mg) 29.49 มิลลิกรัมต่อลิตร  และเหล็ก (Fe) 4.58 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร  (ภทัรพล จนัทราภรณ์, 2543) นอกจากน้ียงัมีองค์ประกอบของแร่ธาตุอ่ืนๆ เช่น อะลูมิเนียม
(Al),  อะซินิก (As),  คอปเปอร์ (Cu), แมงกานีส (Mn) และสังกะสี (Zn) เป็นตน้ (Teclu et al., 2009) 
และอาจมีองคป์ระกอบอ่ืนท่ีไม่สามารถระบุไดเ้น่ืองจากกากน ้าตาลเป็นสารประกอบเชิงซ้อน   และ
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การลดลงของค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17 อาจเป็นผลมาจาก
ธาตุเหล็ก เน่ืองจาก Tapia-Hernández และคณะ (1990) รายงานวา่แบคเทอริโอซิน mitomycin C ท่ี
ผลิตจาก Azospirillum brasilense มีกิจกรรมการยบัย ั้งลดลงเม่ือเติมเฟอริคคลอไรด์ (FeCl3)  
Ohkawa และคณะ (1980)  พบวา่ แบคเทอริโอซิน pyocin S2 ท่ีผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa 
มีกิจกรรมลดลงเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีเติมธาตุเหล็ก  และนอกจากน้ี Laukova และ  Kmet (1993) 
รายงานวา่   แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียแลกติก Ent. faecium ท่ีคดัแยกจากล าไส้ใหญ่มี
คุณสมบติัในการทนต่อสารอะซินิก (As) ท่ีอยู่ในรูปสารประกอบไดโซเดียมอะซิเนทปริมาณ  5 
กรัมต่อลิตร  ภทัรพล จนัทราภรณ์ (2543) ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกบัผลของกากน ้ าตาลต่อการผลิต   
แบคเทอริโอซินจากเช้ือ Lb. casei ssp. rhamnosus (SN 11) ในอาหารเหลว MRS พบวา่ มีการผลิต
แบคเทอริโอซินนอ้ยกวา่ในอาหาร MRS ปกติ 

จากผลการทดลองจะท าการคดัเลือกน ้ าน่ึงปลาทูน่า 13.5 กรัมต่อลิตร แทนท่ี        
เปปโทนและมีกลูโคส ปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเหลว MRS เพื่อใชใ้น
การศึกษาขั้นต่อไป  

ตารางท่ี 12.  กิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินของ Enterococcus faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว 
MRS ท่ีใชก้ากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่าเป็นแหล่งไนโตรเจน 
Table 12.      Bacteriocin activity of Enterococcus faecalis TS9S17  in MRS that used molasses as 
a carbon source and tuna condensate as a  nitrogen source. 

No. 
Composition of media 

Activity (AU/ml) 
nitrogen source carbon source 

1 peptone (10 g/l) glucose  (20g/l) 40 
2 peptone (10 g/l) molasses (20ml/l)  40 
3 tuna condensate (13.5 g/l) glucose    (20g/l) 40 
4 tuna condensate (13.5 g/l) molasses (20ml/l) 20 

 
4.2 ผลของการใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่าต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 

เม่ือเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ  Ent. faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว 
MRS  4 สูตร ซ่ึงประกอบดว้ย อาหาร MRS สูตรทัว่ไป   อาหาร MRS ท่ีมีการแทนท่ีเปปโทนดว้ย
น ้ าน่ึงปลาทูน่า 13.5 กรัมต่อลิตร  (modified MRS 1)   อาหาร MRS ท่ีเติมน ้ าน่ึงปลาทูน่าเป็น 26.5 
กรัมต่อลิตร  แทนท่ีเปปโทนและเน้ือสกดั (modified MRS 2)  และอาหาร MRS ท่ีเติมน ้ าน่ึงปลาทู
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น่าปริมาณ 26.5 กรัมต่อลิตร  แทนท่ีเปปโทน  เน้ือสกดัและยีสตส์กดั (modified MRS 3) ปรับ pH 
เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซิน  พบวา่แต่
ละสูตรอาหารส่งผลต่อการเจริญและกิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินแตกต่างกนัดงัน้ี   

การเจริญของ  Ent. faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว MRS ทั้ง 4 สูตร จะเขา้สู่ log 
phase ก่อนชัว่โมงท่ี 12 และเขา้สู่ช่วง stationary phase ในชัว่โมงท่ี 12 ถึง 48 ซ่ึงการเจริญในอาหาร 
modified MRS 1 จะใกลเ้คียงกบัการเจริญใน MRS สูตรทัว่ไป แต่เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร  modified 
MRS 2 และ modified MRS 3 พบวา่ การเจริญจะลดลงและต ่ากวา่การเจริญในอาหาร MRS สูตร
ทัว่ไป ดงัแสดงในภาพท่ี 6  การผลิตแบคเทอริโอซินในอาหาร MRS สูตรทัว่ไป พบวา่มีค่ากิจกรรม
การผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ท่ีระยะเวลา 12 ถึง 36 ชั่วโมง และค่า
กิจกรรมลดลงเหลือ 20 AU/มิลลิลิตร เม่ือถึง 48 ชัว่โมง แต่การผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารใน 
modified MRS 1 ค่ากิจกรรมลดลงเหลือ 20 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 36  ส่วนการผลิตแบคเทอ
ริโอซินในอาหารใน modified MRS 2 ผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ใน
ชัว่โมงท่ี 24 และคงท่ีจนถึงชัว่โมงท่ี 48  ในขณะท่ีการผลิตแบคเทอริโอซินในอาหาร modified 
MRS 3 พบวา่มีกิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 จนถึง
ชัว่โมงท่ี 48 ดงัแสดงในภาพท่ี 6 นอกจากน้ีการเปล่ียนแปลงของ pH ดงัแสดงในภาพท่ี 6 พบวา่การ
เปล่ียนแปลง pH ในอาหาร modified MRS 1  modified MRS 2 และ modified MRS 3 มีการลดลง
อยา่งใกลเ้คียงกนั และเม่ือเปรียบเทียบกบั pH ของอาหาร MRS สูตรทัว่ไป จะเห็นวา่ลดลงต ่ากว่า
เล็กนอ้ย และจากผลการทดลองจึงคดัเลือกอาหาร modified MRS 3 เพื่อใชใ้นการการผลิตแบคเทอริ
โอซิน  

ภทัรพล จนัทราภรณ์ (2543) ไดศึ้กษาผลของแหล่งและปริมาณของคาร์บอนและ
ไนโตรเจนต่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากเช้ือ Lb. casei ssp. rhamnosus (SN 11)  โดยเม่ือเล้ียงเช้ือ
ในอาหาร MRS ท่ีเติมซูโครส 1 เปอร์เซนต ์เป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคสและเติมน ้ าน่ึงปลาทูน่าท่ี
ไม่เจือจางและเจือจางในอตัราส่วน 1:1  เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า เช้ือมีการเจริญและผลิต        
แบคเทอริโอซินเท่ากบัในอาหาร MRS สูตรปกติ และเม่ือเติมยีสตส์กดัปริมาณ 0.1, 0.5,  1  และ 2 
เปอร์เซนต์ ลงไปอาหารสูตรน้ี พบว่าการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินไม่แตกต่างกนั อาจ
เน่ืองมาจากน ้าน่ึงปลาทูน่าอุดมไปดว้ยสารประกอบไนโตรเจนและแร่ธาตุต่างๆท่ีส าคญัต่อการผลิต
แบคเทอริโอซิน 

ลญัจกร จนัทร์อุดม (2549) ไดศึ้กษาสภาวะท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือต่อการ
ผลิตแบคเทอริโอซินจากเช้ือ Lb. casei ssp. rhamnosus (SN 11) พบวา่เช้ือสามารถเจริญในอาหาร 
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MRS สูตรดดัแปลงท่ีประกอบดว้ยน ้ าน่ึงปลาทูน่าซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจนและน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 
1:1  และ 4:1 แต่จะไม่ตรวจพบกิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินหลงัจากช่วง stationary phase ซ่ึง
อาจเกิดจากการยอ่ยสลายของเซลลแ์ละความคงตวัของแบคเทอริโอซิน 

4.3 ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน  
เม่ือเล้ียงเช้ือ  Ent. faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว MRS ท่ีมีน ้ าน่ึงปลาทูน่า 26.5 

กรัมต่อลิตร แทนเปปโทน  เน้ือสกดัและยีสตส์กดั (modified MRS 3) และปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 
6.5  บ่มท่ีอุณหภูมิ  25, 30  และ 37  องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน 
พบวา่ อุณหภูมิของการบ่มมีผลต่อการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินดงัน้ี 

เม่ือเล้ียง Ent. faecalis TS9S17 ในอาหาร modified MRS 3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25,  30 
และ 37 องศาเซลเซียส พบว่า มีการเจริญอยา่งรวดเร็วในช่วงแรก ก่อน 12 ชัว่โมง และเขา้สู่ช่วง 
stationary phase ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 12 จนถึงชั่วโมงท่ี 48 โดยเช้ือมีการเจริญสูงสุดท่ีอุณหภูมิท่ี 37 
องศาเซลเซียส  แต่ท่ีอุณหภูมิท่ี 30 และ 25 องศาเซลเซียส  เช้ือมีการเจริญต ่ากวา่เล็กนอ้ย  ดงัแสดง
ในภาพท่ี 7  เช้ือมีการผลิตแบคเทอริโอซินท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดีกวา่ท่ีอุณหภูมิอ่ืนๆโดยมี
การผลิตแบคเทอริโอซินเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 12  และค่ากิจกรรมจะเพิ่มสูงสุด
เท่ากบั 80 AU/มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 24 ถึง 48 ของการบ่ม แต่เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เช้ือมีการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั  40 AU/มิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 24 ถึง 48 ของการบ่ม 
และการผลิตแบคเทอริโอซินท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าเช้ือมีการผลิตแบคเทอริโอซิน
สูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร ในชั่วโมงท่ี  12 จนถึงชัว่โมง 48 ของการบ่ม ส าหรับการ
เปล่ียนแปลง pH ของอาหาร modified MRS 3 เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิต่างกนัพบวา่ pH มีแนวโนม้ลดลง
ใกลเ้คียงกนั ดงัแสดงในภาพท่ี 7    
   ดงันั้นเช้ือ Ent. faecalis TS9S17  สามารถเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
แต่ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน ซ่ึงสอดคลอด
กบัเช้ือ Ent. faecalis KT2W2G ท่ีเจริญอยา่งรวดเร็วท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่มีการผลิต     
แบคเทอริโอซินสูงสุดท่ี 25.29 องศาเซลเซียส (Hwanhlem et al., 2014)  แต่จะแตกต่างจากเช้ือ Ent. 
faecium B3L3 ท่ีมีการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินท่ีอุณหภูมิเดียวกนัคือ 37 องศาเซลเซียส 
(Yusuf and Hamid, 2012) ซ่ึงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินอาจเป็นผลมาจากการ
ควบคุมสภาพแวดลอ้มของเซลล์และกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญ  (Leroy and De Vuyst, 
2002) 
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4.4 ผลของ pH เร่ิมตน้ต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
เม่ือเล้ียงเช้ือ  Ent. faecalis TS9S17 ในอาหาร modified MRS 3  ท่ีปรับ pH เร่ิมตน้

เท่ากบั 5, 6, 7, 8 และ 9  บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และน ามาวดัค่าการเจริญและค่า
กิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซิน  พบวา่ อาหารท่ีปรับ pH เร่ิมตน้แตกต่างกนัจะส่งผลต่อการเจริญ
และการผลิตแบคเทอริโอซินแตกต่างกนัดงัน้ี 

การเจริญของ Ent. faecalis TS9S17 เม่ือปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7, 8 และ 9  ดงั
แสดงในภาพท่ี 8  จะเห็นวา่ เช้ือเจริญเขา้สู่ช่วง log phase ก่อนชัว่โมงท่ี 12 ของการบ่ม และเม่ือถึง
ชัว่โมงท่ี 12 เช้ือเร่ิมเขา้สู่ช่วง stationary phase โดยท่ี pH เร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 9  ส่งผลใหเ้ช้ือมี
การเจริญสูงสุด และการเจริญลดลงเม่ือปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7 และ 8 ในขณะท่ี pH เร่ิมตน้ของ
อาหารเท่ากบั 5 และ 6  ส่งผลใหเ้ช้ือการเจริญมีการเจริญเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 จนถึง
ชัว่โมงท่ี 48 โดยการเจริญท่ี pH เร่ิมตน้เท่ากบั 5  จะสูงกวา่การเจริญการเจริญท่ี pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6  
การปรับ pH เร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 5 พบวา่ การผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั 20 AU/
มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 36 และไม่พบกิจกรรมในชัว่โมงท่ี 48 ของการบ่ม เม่ือปรับ 
pH เร่ิมตน้ของอาหารเท่ากบั 6 พบวา่ มีการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร 
ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 48 ของการบ่ม  เม่ือปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7 พบวา่ มีการผลิต       
แบคเทอริโอซินสูงสุดเพิ่มข้ึนเท่ากบั 160 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 ถึงชัว่โมงท่ี 48 ของการ
บ่ม เม่ือปรับ pH เร่ิมตน้เป็น 8 และ 9 พบวา่ ค่ากิจกรรมสูงสุดเท่ากบั 80 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมง
ท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 48 และตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12 ถึงชัว่โมงท่ี 36 ของการบ่มตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 
8   การเปล่ียนแปลง pH ดงัแสดงในภาพท่ี 8  พบวา่เม่ือถ่ายเช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ลงในอาหาร 
modified MRS 3   ปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6, 7, 8 และ 9  ส่งผลใหค้่า pH เร่ิมตน้ของอาหารใน
ชัว่โมงท่ี  0 ลดลงเน่ืองจากความเป็นกรดท่ีผลิตจากเช้ือ Ent. faecalis TS9S17  คือ เม่ือถ่ายเช้ือลงใน
อาหารท่ีมี  pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6, 7, 8 และ 9  ส่งผลให ้pH ในชัว่โมงท่ี 0 ลดลงเท่ากบั 5.8, 6.5, 7.0 
และ 7.4 ตามล าดบั  และ pH ของอาหารลดลงอยา่งใกลเ้คียงกนัตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12  ถึงชัว่โมงท่ี 48 
ของการบ่ม 

จากผลการทดลองสามารถสรุปไดว้า่ Ent. faecalis TS9S17 สามารถเจริญไดดี้ใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสภาวะเป็นด่าง แต่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดในสภาวะเป็นกลางท่ี 
pH เท่ากบั 7 ซ่ึงจะแตกต่างเช้ือ  Ent. faecium P13 ท่ีผลิต enterocin P ซ่ึงเจริญไดดี้ในสภาวะเป็น
กลาง pH เท่ากบั 7 และผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดในช่วง pH ตั้งแต่ 4.7 ถึง 6.2 แต่มีการยบัย ั้ง
การผลิตแบคเทอริโอซินท่ี pH เป็นด่างเน่ืองจากแบคเทอริโอซินจะมีการรวมกลุ่มกนั และช่วยให ้
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pH เขา้สู่ค่า pI  ซ่ึงค่า pI ของ enterocin P มีค่าเท่ากบั pH 8.1  (Herranz at el., 2001) แบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตจาก  Ent. mundtii QU 2 มีการเจริญสูงสุดท่ี pH เท่ากบั 7 แต่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้
สูงสุดท่ี pH เท่ากบั 6 (Zendo et al., 2005) ทั้งน้ีค่า pH เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมส าหรับ
การเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกแต่ละสายพนัธ์ุจะข้ึนอยูก่บัอาหารเล้ียง
เช้ือแต่ละชนิดท่ีน ามาใช ้(Parente and Ricciardi, 1999) 

นอกจากน้ียงัมีค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก
มีค่าแตกต่างกนั เช่น  แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก  Ent. faecium B3L3 มีค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการ
ผลิตอยูใ่นช่วง 6 ถึง 8 (Yusuf and Hamid, 2012) แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก  Ent. faecium DB1 มี
ค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเท่ากบั 6.5 (Choi et al., 2011)  แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก  Lb. casei 
มีค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเท่ากบั 7.2 (Kuma et al., 2012)   

5. คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินทีผ่ลติจาก Enterococcus faecalis TS9S17  
5.1 การผลิตและการเตรียมแบคเทอริโอซิน 

เล้ียงเช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ในอาหาร modified MRS 3 ท่ีมี pH เร่ิมตน้เท่ากบั 
7.0 ปริมาตร 1 ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เม่ือครบ 24 ชัว่โมง น าน ้ าหมกัมาป่ันเหวี่ยง
แยกเซลล์ดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าสารละลายส่วนใส
ตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟตอ่ิมตวั 70 เปอร์เซนต์ ท่ีอุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส จากนั้นก าจดั
เกลือออกด้วยการไดอะไลซิส ซ่ึงถุงไดอะไลซิสท่ีใช้มีขนาดรู เท่ากับ 1,000 ดาลตลั  เม่ือน า
สารละลายแบคเทอริโอซินหลงัจากก าจดัเกลืออออกมาวดัค่ากิจกรรมพบวา่ ค่ากิจกรรมเพิ่มข้ึนจาก 
160 AU/มิลลิลิตร เป็น 2,560 AU/มิลลิลิตร ท่ี pH เท่ากบั 6.5 ซ่ึงแสดงดงัตารางท่ี 13  

5.2 pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างาน และผลของ pH ต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
จากการน าแบคเทอริโอซินของ Ent. faecalis TS9S17 มาทดสอบ pH ท่ีเหมาะสม

ต่อการท างานโดยการปรับ pH ของแบคเทอริโอซินเท่ากบั 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 แลว้วดัค่ากิจกรรม
พบว่า แบคเทอริโอซินสามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ี pH เท่ากบั 6  มีค่ากิจกรรมเท่ากบั 2,560 AU/
มิลลิลิตร ซ่ึงไม่มีการเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และเม่ือปรับ pH เป็นด่างเพิ่มข้ึน
เท่ากบั 7 และ 8 ส่งผลให้มีค่ากิจกรรมลดลงเป็น 1,280 AU/มิลลิลิตร และ 640 AU/มิลลิลิตร 
ตามล าดบั แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือปรับ pH เป็นกรดเท่ากบั 3, 4  และ 5 ส่งผลใหค้่ากิจกรรมลดลงเหลือ  
320 AU/มิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางท่ี 14 จากผลการทดลองจะเห็นวา่แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Ent. faecalis TS9S17  ท  างานไดดี้ท่ีช่วง pH เป็นกลางมากกวา่เป็นด่างและกรด 



50 
 

 
 

 

 

 
ภาพท่ี 6.    ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญ การผลิตแบคเทอริโอซินและการเปล่ียนแปลง pH 
ของ Enterococcus faecalis TS9S17 ในอาหารสูตรต่างๆ 
Figure 6. Effect of nitrogen sources on growth, bacteriocin activity and pH change of 
Enterococcus faecalis TS9S17 in   different media. 
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ภาพท่ี 7. ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญ การผลิตแบคเทอริโอซินและการเปล่ียนแปลง pH ของ 
Enterococcus faecalis TS9S17 ในอาหาร modified MRS 3 
Figure 7. Effect of temperature on growth, bacteriocin activity and pH change of Enterococcus 
faecalis TS9S17 in   modified MRS 3. 
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ภาพท่ี 8.  ผลของ pH เร่ิมตน้ต่อการเจริญ  การผลิตแบคเทอริโอซินและการเปล่ียนแปลง pH ของ 
Enterococcus faecalis TS9S17 ในอาหาร modified MRS 3 
Figure 8. Effect of initial pH on growth, bacteriocin activity and pH change of Enterococcus 
faecalis TS9S17 in   modified MRS 3. 
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ตารางท่ี 13. ผลการท าบริสุทธ์ิ (บางส่วน) ของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Enterococcus faecalis 
TS9S17 
Table 13.    Partial purification steps of bacteriocin produced by Enterococcus faecalis TS9S17. 

Steps of 
purification 

Total 
Volume 

(ml) 

Activity 
(AU/ml) 

Protein 
(mg/ml) 

Total 
activity 
(AU) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(AU/ml) 

Yield 
(%) 

Purification 
(fold) 

Cell-free 
supernatant 

1,000 160 2.24 160,000 2,240 71.42 100 1 

 (NH4)2SO4 
precipitate  

70 2,560 1.78 179,200 125 1,438.20 112 20.13 

 
เม่ือน าแบคเทอริโอซินมาศึกษาผลของ pH ต่อความคงตวัของแบคเทอริโอซินโดย

การน าแบคเทอริโอซินมาปรับ pH เท่ากบั 2, 4, 6, 8, 10 และ 12  จากนั้นบ่มเป็นเวลา 4 ชัว่โมงท่ี
อุณหภูมิหอ้งแลว้จึงปรับ pH กลบัไปเท่ากบั 6 ตามผลจากการศึกษา pH ต่อการท างาน และตรวจวดั
ค่ากิจกรรมคงเหลือ  ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 14  พบวา่ การปรับ pH เท่ากบั  6 ส่งผลให้มี
ค่ากิจกรรมคงเหลือมากท่ีสุดเท่ากบั 1,280 AU/มิลลิลิตร แต่เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมพบวา่ ค่า
กิจกรรมคงเหลือลดลงคร่ึงหน่ึง  ในขณะท่ี pH อ่ืนๆ ยงัคงตรวจพบกิจกรมแต่มีค่าน้อยกว่าท่ี pH 
เท่ากบั 6 ซ่ึงการลดลงของค่ากิจกรรมอาจเน่ืองมาจากการย่อยสลายของโปรตีน การรวมตวัของ
โปรตีน และความไม่คงตวัของโปรตีน (Parente et al., 1994; Parente and Riccardi, 1994; De Vuyst 
et al., 1996; Aasen et al., 2000)  
   จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis 
TS9S17  ทนต่อ pH ในช่วงกวา้งตั้งแต่ช่วง pH 2 ถึง 12  และมีความคงตวัสูงสุดท่ี pH เท่ากบั 6 ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Rehaiem และคณะ (2010) พบวา่ ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ี
ผลิตจาก Ent. faecium MMRA มีความคงตวัต่อ pH ตั้งแต่ช่วง  pH เท่ากบั 2 ถึง 12  นาน 24 ชัว่โมง 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จากการทดลองของ  Du Toit และคณะ (2000) รายงานวา่ แบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตจากเช้ือกลุ่ม Enterococci ซ่ึงคดัแยกจากมูลสุกร มีกิจกรรมสูงสุดท่ี pH ช่วง 6 ถึง 8 ซ่ึง
เม่ือปรับ pH เท่ากบั 6 ส่งผลให้แบคเทอริโอซินจาก Ent. faecium BFE 1072,  Ent. faecium BFE 
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1170,  Ent. faecium BFE 1228, Ent. faecalis 1229 และ Ent. faecalis 1263 มีค่ากิจกรรมของแบ
คเทอริโอซินสูงสุดเท่ากบั 1,600 AU/มิลลิลิตร หลงัจากบ่มนาน 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส Hwanhlem และคณะ (2013) พบวา่ แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Lc. lactis subsp. lactis 
KT2W2L ซ่ึงคดัแยกจากป่าชายเลนแสดงกิจกรรมการยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินในช่วง pH ตั้งแต่ 2 
ถึง 10 หลงัจากบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง แต่ไม่สามารถตรวจพบกิจกรรมท่ี pH เท่ากบั 
12   

ตารางท่ี  14.  pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างานและความคงตวัต่อ pH  ของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Enterococcus faecalis TS9S17  
Table 14.  Optimum pH and pH stability on activity of crude bacteriocin produced by 
Enterococcus faecalis TS9S7. 

Treatments Bacteriocin activity (AU/ml) 
Control 2,560 
Optimum pH  
3 320 
4 320 
5 320 
6 2560 
7 1280 
8 640 
pH stability   
2 320 
4 320 
6 1280 
7 320 
8 160 
10 160 
12 160 
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5.3  ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
เม่ือน าแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17  มาทดสอบความคงตวัต่อ

อุณหภูมิต่อกิจกรรมการยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินโดยการน าแบคเทอริโอซินไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
และวดัค่ากิจกรรมท่ีเหลือซ่ึงพบวา่ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งไม่มีการเปล่ียนแปลงเม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง แต่เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พบวา่ ในชัว่โมงแรกแบคเทอ
ริโอซินยงัคงมีกิจกรรมเท่าเดิม และค่ากิจกรรมลดลงเหลือ 1,280 AU/มิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี 2 เม่ือ
บ่มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบวา่ ค่ากิจกกรมเร่ิมลดลงเหลือ 320 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 
1 และลดลงเหลือ 80 AU/มิลลิลิตร เม่ือบ่มครบ 3 ชัว่โมง เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  
พบวา่ ค่ากิจกรรมเร่ิมลดลงเหลือ 160 AU/มิลลิลิตร ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 1 และเม่ือบ่มครบ 3 ชัว่โมง  ค่า
กิจกรรมลดลงเท่ากบั 80 AU/มิลลิลิตร  และตรวจพบค่ากิจกรรมคงเหลือของแบคเทอริโอซินเม่ือ
ผา่นความร้อนท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที และการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ค่ากิจกรรมลดลงจาก 2,560 AU/มิลลิลิตร เหลือ 80 AU/มิลลิลิตร  ดงั
แสดงในภาพท่ี 9 

การท่ีแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17  ยงัคงมีกิจกรรมเหลืออยู่
หลงัผา่นการใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 110 และ 121 องศาเซลเซียส แสดงวา่ แบคเทอริโอซินดงักล่าว
มีคุณสมบติัในการทนต่อความร้อน ซ่ึงเป็นคุณสมบติัส าคญัประการหน่ึงท่ีใช้ในการจดักลุ่มของ  
แบคเทอริโอซินร่วมกบัคุณสมบติัดา้นอ่ืน ๆ การทนต่อความร้อนของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Ent. faecalis TS9S17  น้ีสอดคลอ้งกบัแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent.  faecium ST5Ha มีความคง
ตวัท่ีอุณหภูมิ 25 ถึง 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง และเม่ือผา่นความร้อน 121 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที ยงัคงตรวจพบค่ากิจกรรมแต่จะลดลงจาก 108 AU/มิลลิลิตร เหลือ 104 AU/มิลลิลิตร
(Todorov et al., 2010) นอกจากน้ียงัพบคุณสมบติัในการทนต่อความร้อนของแบคเทอริโอซินท่ี
ผลิตจากจาก Ent. faecium BFE 1072,  Ent. faecium BFE 1170,  Ent. faecium BFE 1228, Ent. 
faecalis 1229 และ Ent. faecalis 1263 (Du Toit et al., 2000)  Ent. faecium MMRA (Rehaiem et al., 
2010)  คุณสมบติัในการทนความร้อนของแบคเทอริโอซินมีผลมาจากจ านวนและชนิดของกรดอะมิ
โน รวมถึงการมีพนัธะไดซลัไฟดท่ี์เกิดจากกรดอะมิโนท่ีมีซลัเฟอร์เป็นองคป์ระกอบภายในโมเลกุล 
นอกจากน้ียงัมีผลมาจากปัจจยัภายนอกอีกหลายประการ เช่น ค่า pH และองค์ประกอบของ
สารละลาย เป็นตน้ (Liu and Hansen, 1990; De Vuyst and Vandamme, 1994)  

การท่ีแบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัในการทน pH ในช่วงกวา้งและทนต่อความร้อน
จะเป็นผลดีต่อการน าแบคเทอริโอซินไปประยุกต์ใช้ในอาหารหรือผลิตภณัฑ์ท่ีมีสภาวะความเป็น



56 
 

 
 

กรดด่างไดห้ลากหลายประเภท  และสามารถใชร่้วมกบัการแปรรูปดว้ยกระบวนการท่ีใชค้วามร้อน 
อีกทั้งการแปรรูปแบคเทอริโอซินเพื่อการเก็บรักษา เช่น การท าแหง้แบคเทอริโอซิน เป็นตน้ 

 

 
ภาพท่ี 9.   ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Enterococcus faecalis 
TS9S17  
Figure 9. Effect of temperature on activity of crude bacteriocin produced by Enterococcus 
faecalis TS9S17.  

5.4 ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
เม่ือน าแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17 มาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ      

-20,  4 และ 37 องศาเซลเซียส จนครบเวลา 1, 2, 3, 4 และ 5 สัปดาห์  และตรวจวดัค่ากิจกรรม
คงเหลือ  ผลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 15 พบวา่ ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะคงท่ีเม่ือ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สัปดาห์ แต่ในสัปดาห์ท่ี 5 ค่ากิจกรรมจะลดลง
เหลือคร่ึงหน่ึงแต่การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นั้นส่งผลให้ค่ากิจกรรมลดลงเหลือ
คร่ึงหน่ึงตั้งแต่สัปดาห์แรกและคงท่ีจนถึงสัปดาห์ท่ี 3 แต่ในสัปดาห์ท่ี 4 และ 5 นั้นค่ากิจกรรมจะ
ลดลงอีก  ส่วนการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไม่ตรวจพบค่ากิจกรรมตั้งแต่สัปดาห์แรก
ของการเก็บรักษา   จากผลการศึกษาเบ้ืองต้นแสดงให้เห็นว่า  อุณหภูมิมีผลต่อการเก็บรักษา         
แบคเทอริโอซินในระยะเวลานานๆ ซ่ึงการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่าส่งผลให้แบคเทอริโอซินมีความ
คงตวัมากกว่าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิสูง  และอีกปัจจยัคือประเภทของแบคเทอริโอซินก็มีผลต่อ
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อุณหภูมิและระยะเวลาในการเก็บรักษาดว้ย (Ogunbanwo et al., 2003; Mojgani et al., 2009; 
Sivakumar et al., 2010)  

จากผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Ent. faecalis TS9S17 สอดคลอ้งกบัแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecium MMRA ท่ีแสดงค่า
กิจกรรมคงเหลือหลงัจากผา่นกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (lyophylization) และมีค่าคงท่ี
หลงัจากเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 12 เดือน (Rehaiem et al., 2010)  
นอกจากน้ีแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Lc. lactis subsp. lactis KT2W2L ไม่มีการเปล่ียนแปลงค่า
กิจกรรมหลงัจากเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์  และค่ากิจกรรมลดลง
เหลือคร่ึงหน่ึง เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 8 สัปดาห์  แต่การเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส พบวา่ ค่ากิจกรรมเร่ิมลดลงในสัปดาห์ท่ี 3 และคงท่ีจนถึงสัปดาห์ท่ี 6 ของการเก็บ
รักษา (Hwanhlem et al., 2013)  แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกสายพนัธ์ุ  Lb. 
fermentum ยงัคงแสดงค่ากิจกรรมหลงัจากเก็บรักษาในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 ถึง 5 
เดือน และเม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในรูปแบบของของเหลวและแบบแห้ง นาน 1 
ปี (Kaur et al., 2013) 

ตารางท่ี 15. ผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาต่อกิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Entrococcus faecalis TS9S17  
Table 15.   Effect of storage temperature on activity of crude bacteriocin produced by 
Entrococcus faecalis TS9S17.  

Temperature 
(˚C) 

 Bacteriocin activity (AU/ml) at different time (weeks) 
Control 1 2 3 4 5 

-20 2,560 2,560 2,560 2,560 2,560 1,280 
4 2,560 1,280 1,280 1,280 640 640 
37 2,560 0 0 0 0 0 

 
6. ประสิทธิภาพการยบัยั้งการเจริญ  Listeria monocytogenes  ด้วยวธีิเพาะเลีย้งร่วมกนั 

จากการน า L. monocytogenes เล้ียงร่วมกบั Ent. faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว
ผสมระหวา่ง BHI และ MRS  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 10  
พบวา่ใน 12 ชัว่โมงแรกจ านวนของ L. monocytogenes  ท่ีเล้ียงร่วมกบั Ent. faecalis TS9S17 นั้น
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เพิ่มสูงข้ึนจาก 5.9 log CFU/มิลลิลิตร เป็น 6.6 log CFU/มิลลิลิตร แต่จ านวนเช้ือจะเร่ิมลดลงเหลือ 
6.3 log CFU/มิลลิลิตร หลงัชัว่โมงท่ี 12 และเม่ือครบ 48 ชัว่โมง จ านวนเช้ือลดลงเหลือ 4.9 log 
CFU/มิลลิลิตร  ส่วนในชุดควบคุมท่ีเล้ียง L. monocytogenes  แบบเด่ียว  พบวา่จ านวนเช้ือเพิ่มข้ึน
อยา่งรวดเร็วจาก 6.3 ถึง 8.0 log CFU/มิลลิลิตร ภายใน 12 ชัว่โมงแรก และเร่ิมคงท่ีจนถึงชัว่โมงท่ี 
36 และจ านวนเช้ือลดลงเล็กนอ้ยเม่ือครบ 48 ชัว่โมง จากผลการทดลองจะเห็นวา่การยบัย ั้งการเจริญ
ของ L. monocytogenes  สอดคลอ้งกบัการลดลงของ pH ของอาหารซ่ึงในชัว่โมงท่ี 24 พบวา่ pH 
ลดลงจาก 6.6 เป็น 4.8 และลดลงเหลือ 4.4  Conner และคณะ (1986) พบวา่ท่ี pH นอ้ยกวา่หรือ
เท่ากบั 4.6 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes ได ้

7. การยบัยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes ในผลติภัณฑ์กุ้งปอกเปลอืกปรุงสุก 
จากการใช้แบคเทอริโอซินยบัย ั้ง L. monocytogenes ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า  ในกุ้งปอกเปลือกปรุงสุกท่ีไม่เติมแบคเทอริโอซินนั้น L. 
monocytogenes มีการเจริญเพิ่มข้ึนจาก 4.09 log CFU/กรัม จนถึง 8.88 log CFU/กรัมในวนัท่ี 21 
ของการเก็บรักษา และจะลดลงเหลือ 8.34 log CFU/กรัม ในวนัท่ี 28 ของการเก็บรักษา   ในขณะท่ี
ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกท่ีเติมแบคเทอริโอซิน L. monocytogenes มีการเจริญของเพิ่มข้ึนจาก 3.31 
log CFU/กรัม ถึง 9.68 log CFU/กรัม ในวนัท่ี 28 ของการเก็บรักษา  เม่ือนบัจ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดพบวา่ในชุดการทดลองท่ีเติมแบคเทอริโอซินมีจ านวนแบคทีเรียต ่ากว่าชุดการทดลองท่ีไม่
เติมแบคเทอริโอซิน ดงัแสดงในภาพท่ี 11  และค่า pH ของชุดการทดลองทุดชุดมีค่าอยูใ่นช่วง 7.5-
7.8 (ไม่แสดงของมูล)  จากผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่การเติมแบคเทอริโอซินไม่มีผลต่อการเจริญ
ของ L. monocytogenes  ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก  

เม่ือน าตวัเซลล์ของแบคทีเรีย Ent. faecalis TS9S17 เติมในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก
ร่วมกบั L. monocytogenes  พบวา่ การเจริญของ Ent. faecalis TS9S17 ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกทุก
ชุดการทดลองมีจ านวนค่อนขา้งคงท่ีตลอดระยะเวลา  28 วนั  ส่วนการเจริญของ L. monocytogenes 
พบวา่ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกท่ีเติมเฉพาะ L. monocytogenes  มีจ  านวนเพิ่มข้ึนจาก 4.09 log CFU/
กรัม จนถึง 8.88 log CFU/กรัม ในวนัท่ี 21 และลดลงเพียงเล็กนอ้ยในวนัท่ี 28 ของการเก็บรักษา  
ในขณะท่ีการเจริญของ  L. monocytogenes ท่ีเล้ียงร่วมกบั Ent. faecalis TS9S17 มีจ  านวนเพิ่มข้ึน
จาก 3.82 log CFU/กรัม เป็น 7.29 log CFU/กรัม  ในวนัท่ี 14 และเจริญเพิ่มข้ึนเล็กนอ้ยจนถึง 7.81 
log CFU/กรัม ในวนัท่ี 28 ของการเก็บรักษา ดงัแสดงในภาพท่ี 12  ค่าของpH ของทุกชุดการทดลอง 
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ภาพท่ี 10. การเจริญของ Listeria monocytogenes ท่ีเพาะเล้ียงร่วมกบั  Enterococcus faecalis 
TS9S17  และการเปล่ียนแปลงของ pH ในอาหารเหลว MRS + BHI  
Figure 10. Growth of Listeria monocytogenes co-cultured with Enterococcus faecalis TS9S17 
and pH change in MRS + BHI broth. 
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มีค่าอยู่ในช่วง7.3-7.8 (ไม่แสดงข้อมูล)  จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการเจริญของ L. 
monocytogenes ท่ีเล้ียงร่วมกับตวัเซลล์ของ Ent. faecalis TS9S17 ต  ่ากว่าการเจริญของ L. 
monocytogenes ท่ีเล้ียงเด่ียว 

เม่ือเปรียบเทียบผลการยบัย ั้ง L. monocytogenes ในกุ้งปอกเปลือกปรุงสุก  
สามารถสรุปไดว้า่ การเจริญของ L. monocytogenes ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกท่ีมีตวัเซลล์ของ  Ent. 
faecalis TS9S17 ต  ่ากว่าการเจริญของ L. monocytogenes ท่ีเติมแบคเทอริโอซิน  ดงันั้นจึงใชต้วั
เซลล์ของ  Ent. faecalis TS9S17 มายบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes   ในกุง้ปอกเปลือกปรุง
สุกและทดสอบคุณภาพทางเคมีดว้ยการวเิคราะห์ปริมาณอินโดล 

การหาค่าอินโดลเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการตรวจสอบคุณภาพของอาหารทะเล
โดยเฉพาะกุง้  อินโดลเป็นสารท่ีเกิดจากการสลายตวัของโปรตีนของแบคทีเรียท่ีสามารถใช้กรด   
อะมิโนทริปโตแฟน โดยปกติกกุง้ท่ีเน่าเสียจะมีแบคทีเรียมากกวา่ 7 log CFU/กรัม (สุทธวฒัน์ เบญ
กุล และคณะ, 2557)  ซ่ึงปริมาณท่ี FDA ก าหนดจะตอ้งไม่เกิน 25 ไมโครกรัม/100 กรัม  (Mendes et 
al., 2002) ในชุดการทดลองท่ีมียบัย ั้งการเจริญ L. monocytogenes ดว้ยการเล้ียงร่วมกบั Ent. faecalis 
TS9S17 ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองท่ีไม่เติมเช้ือหรือชุดควบคุมพบว่า  
ชุดควบคุมมีค่าอินโดลประมาณ 1.11-1.23 ไมโครกรัม/100 กรัม  ตลอด 15 วนัของการเก็บรักษา 
ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีมีการเล้ียงร่วมระหวา่ง L. monocytogenes และ Ent. faecalis TS9S17 มี
ปริมาณอินโดลประมาณ1.12-1.27 ไมโครกรัม/100 ตลอด 15 วนัของการเก็บรักษาเช่นเดียวกนั  เม่ือ
น ามาเปรียบเทียบระหว่าง 2 ชุดการทดลอง พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ 99 เปอร์เซนต ์ และปริมาณอินโดลทั้ง 2 ชุดการทดลองมีค่าไม่เกิน 25 ไมโครกรัม/100 กรัม  
ซ่ึงแสดงวา่กุง้ปอกเปลือกปรุงสุกยงัไม่มีการเน่าเสียเม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 วนั ดงัแสดงในภาพท่ี 13 

สารอินโดลท่ีเกิดข้ึนในตวัอย่างกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกไม่ไดเ้ป็นผลมาจากเช้ือ L. 
monocytogenes  เน่ืองจากผลทดสอบการผลิตอินโดลของเช้ือ L. monocytogenes ทุกกสายพนัธ์ุเป็น
ลบ (negative) (Hitchins and  Jinneman, 2011) แต่อาจเกิดจากเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ รวมถึงเช้ือ 
Ent. faecalis TS9S17 ท่ีเจริญข้ึนในระหว่างการเก็บรักษา มีรายงานการผลิตสารอินโดลจากเช้ือ
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Ent. faecalis และแบคทีเรียแกรมบวกและลบอีกหลายสายพนัธ์ุ  เช่น B. alvei, 
C. limosum, V. parahaemolyticus และ V. cholerae เป็นตน้ (Lee and Lee, 2010) 

การทดลองประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินและแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริ
โอซินในการเก็บรักษาผลิตภณัฑก์ุง้  เช่น การใชส้ารถนอมอาหารทางชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรีย 
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ภาพท่ี 11. การยบัย ั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes โดยแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก 
Enterococcus faecalis TS9S17 ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
Figure 11. Inhibition the growth of Listeria monocytogenes by using crude bacreriocin from 
Enterococcus faecalis TS9S17 in peeled cooked shrimp stored at 4 °C.  

 
ภาพท่ี 12. การยบัย ั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes  โดย  Enterococcus faecalis TS9S17 
ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
Figure 12. Inhibition the growth of Listeria monocytogenes by Enterococcus faecalis TS9S17 in 
peeled cooked shrimp stored at 4 °C. 
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Lc. lactis subsp. lactis KT2W2L ในกุง้เขตร้อนท่ีปอกเปลือก และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส ภายใตส้ภาวะดดัแปลงบรรยากาศ (MAP) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Bro. thermophata 
DC274 และ L. innocua CIP 80.11T ในระยะเวลา 7 วนัของการเก็บรักษา (Hwanhlem et al., 2014) 
นอกจากน้ียงัมีผลิตภณัฑ์อ่ืนๆท่ีใช้สารถนอมอาหารทางชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติก เช่น 
ปลาแซลมอลรมควนั ซ่ึงจากการทดลองของ Vescovo และคณะ (2006) รายงานวา่ Lb. casei  8 log 
CFU/กรัม,  Lb. plantarum 6 log CFU/g และ Car. piscicola 6 log CFU/กรัม สามารถลดจ านวน
ของ  L. innocua ในปลาแซลมอลรมควนัท่ีมีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 วนั 
ในสภาวะสุญญากาศได ้

 
ภาพท่ี 13.  ปริมาณอินโดลในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
Figure 13.  Indole content in cooked peeled shrimp stored at 4 °C. 
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บทที ่ 4 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

บทสรุป 

1. จากการน าแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 มาทดสอบการ
ผลิตแบคเทอริโอซินของดว้ยวิธี agar well diffusion assay ต่อการยบัย ั้งแบคทีเรีย Lb. sakei subsp. 
sakei JCM 1157 พบวา่แบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 สามารถ
ผลิตแบคเทอริโอซินได ้
2. Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19 มาทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค ซ่ึง
ประกอบดว้ย L. monocytogenes, Salmonella sp, S. aureus  และ V. parahaemolyticus พบวา่ทั้ง 
Ent. feacalils TS9S17 และ Ent. feacalils TS9S19 สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคไดเ้ฉพาะ L. 
monocytogenes เท่านั้น 
3. เม่ือน าเช้ือแบคทีเรียแลกติก Ent. faecalis TS9S17 และ Ent. faecalis TS9S19 มาศึกษาการ
เจริญเติบโตและการผลิตแบคเทอริโอซิน พบว่าเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีการผลิตแบคเทอริโอซิน
ในช่วง log phase แต่ Ent. faecalis TS9S17 มีการผลิตแบคเทอริโอซินสูงกวา่ Ent.  faecalils 
TS9S19  
4. ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซินจาก Ent. faecalis TS9S17 โดย
น าวสัดุเศษเหลือมาใชเ้ป็นแทนแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเหลว MRS   พบวา่วสัดุเศษ
เหลือท่ีเหมาะสมต่อการน ามาผลิตแบคเทอริโอซินคือ การน าน่ึงปลาทูน่า 13.5 กรัมต่อลิตร แทน เป
ปโทนและมีกลูโคส ปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเหลว MRS ส่งผลให้ค่า
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินมีค่าเท่ากบั 40 AU/มิลลิลิตร  
5. การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนคดัเลือกไดต่้อการผลิตแบคเทอริโอซินโดยใช้อาหารเหลว 
MRS สูตรดดัแปลง พบวา่การเล้ียงเช้ือ Ent. faecalis TS9S17 ในอาหารเหลว modified MRS 3 ท่ีใช้
น ้ าน่ึงปลาทูน่าปริมาณ 26.5 กรัมต่อลิตร น ามาแทนเปปโทน เน้ือสกดัและยีสต์สกดั  เป็นสูตร
อาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซิน มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเท่ากบั 40 
AU/มิลลิลิตร  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท าให้ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพิ่มข้ึน
เท่ากบั 80 AU/มิลลิลิตร   และเม่ือปรับ pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7 ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพิ่มข้ึน
เท่ากบั 160 AU/มิลลิลิตร  
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6. ในการศึกษาคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent.  faecalis TS9S17 พบวา่ แบคเทอริ
โอซินสามารถท างานไดดี้ท่ีสุดท่ี pH เท่ากบั 6 มีคุณสมบติัทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส มีความคงตวัต่อ pH ในช่วงกวา้งตั้งแต่ช่วง pH 2 ถึง 12  และมีความคงตวัต่อการเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ 
7. จากการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17 และแบคทีเรีย Ent. 
faecalis TS9S17 ในการยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์กุง้ปอกเปลือกปรุงสุก 
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 28 วนั พบว่าการเจริญของ L. monocytogenes เล้ียง
ร่วมกบัตวัเซลลข์อง  Ent. faecalis TS9S17 ต ่ากวา่การเจริญของ L. monocytogenes  ท่ีเติมแบคเทอริ
โอซิน  จึงคดัเลือกการประยุกต์ใช้ตวัเซลล์ของ  Ent. faecalis TS9S17 มายบัย ั้งการเจริญของ L. 
monocytogenes   ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุกและเม่ือทดสอบคุณภาพทางเคมีดว้ยการวเิคราะห์ปริมาณ
อินโดลพบวา่มีค่าอยูใ่นช่วง 1.12-1.27 ไมโครกรัม/100 กรัม  

ข้อเสนอแนะ 
1. ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซินจาก Ent. faecalis TS9S17 โดย
น าวสัดุเศษเหลือมาใช้เป็นแทนแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเหลว MRS   ควรใชว้สัดุ
เศษเหลือหลายชนิดเพื่อเพิ่มทางเลือกในการใชป้ระโยชน์จากวสัดุเศษเหลือและการผลิตแบคเทอริ
โอซิน 
2. ในการศึกษาคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent.  faecalis TS9S17 ควรมีการทดสอบ
ความคงตวัต่อเอนไซมท่ี์ยอ่ยโปรตีนหลายชนิด และทดสอบยนีด้ือยา 
3. จากการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17 และตวัเซลล์แบคทีเรีย 
Ent. faecalis TS9S17 ในการยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes ในผลิตภณัฑ์กุง้ปอกเปลือกปรุง
สุก เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 28 วนั อาจใชว้ิธีการถ่ายเช้ือลงบนตวัอยา่งโดยวิธี
อ่ืนๆแทนการสเปรย์ เช่น การแช่ การจุ่ม เป็นตน้ นอกจากน้ีในการเก็บรักษาควรใช้เทคโนโลยี  
เฮอร์เดิล (hurdle technology) ร่วมดว้ย เช่น การบรรจุในสภาวะดดัแปลงบรรยากาศ หรือในสภาวะ
สุญญากาศ เป็นตน้ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง L. monocytogenes 
4. การน าสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก Ent. faecalis TS9S17 ยบัย ั้งการเจริญของ L. 
monocytogenes ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก  ไม่ประสบผลส าเร็จอาจมีสาเหตุมาจากความเขม้ขน้ของ
สารแบคเทอริโอซินน ามาใชต้  ่าเกินไป และจ านวนเช้ือเร่ิมตน้ของ L. monocytogenes มีปริมาณสูง
เกินไป ซ่ึงตามกฎหมายของสหภาพยุโรปก าหนดให้ผลิตภณัฑ์ประเภทปรุงสุกพร้อมบริโภคมี
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จ านวน  L. monocytogenes  ไม่เกิน 100 CFU/มิลลิลิตร (Mejlholm et al., 2008) ดงันั้นในการ
ทดลองจึงควรลดจ านวนเช้ือเร่ิมตน้ของ L. monocytogenes ท่ีใชใ้นการทดลองเพื่อให้สอดคลอ้งกบั
มาตรฐานท่ีก าหนด และเพิ่มความเขม้ขน้ของสารละลายแบคเทอริโอซิน 
5. หากมีการน าตวัเซลล์แบคทีเรีย Ent. faecalis TS9S17 มายบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
ในกุง้ปอกเปลือกปรุงสุก  ควรศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัความปลอดภยัของเช้ือ Ent. faecalis  ไดแ้ก่ 
การทนต่อยาปฏิชีวนะ (erythromycin,  tetracycline, chloramphenicol, streptomycin และ 
vancomycin)  ทดสอบยีนด้ือยา  (virulence gene)   การสร้าง biofilm และการยอ่ยเซลล์เม็ดเลือด
แดง (β haemolysis)  ซ่ึงการทดสอบเหล่าน้ีเป็นการยืนยนัความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค (Franz et al., 
2003) 
6. ควรศึกษาเก่ียวกบัไบโอเจนิกเอมีน (biogenic amine) ซ่ึงเป็นสารพิษในอาหารท่ีเกิดจาก
กระบวนการสังเคราะห์ชีวภาพมกัพบในอาหารท่ีมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ (สิรินนัท์  ชมภูแสง, 
2552)   
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ 
1. Brain Heart Infusion Broth 

ประกอบดว้ย 
Calf brain, infusion from   200  g 

  Beef heart, infusion from   250  g 
  Proteose peptone    10  g 
  Dextrose     2  g 
  Sodium chloride    5  g 
  Disodium phosphate    2  g 
  Final pH (at 25 °C)    7.4±0.2 
 ชัง่อาหารส าเร็จรูป 37 กรัม ละลายน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร และฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

2. Listeria Oxford Medium Base  
ประกอบดว้ย 

Peptone, special     23  g 
Lithium chloride    15  g 
Sodium chloride    5  g 
Corn starch     1  g 
Esculin      1  g 
Ammonium ferric citrate   0.5  g 
Agar      10  g 
Final pH (at 25 °C)    7.0±0.2 
ชัง่อาหารส าเร็จรูป 27.75 กรัม ละลายน ้ ากลัน่ 500 มิลลิลิตร  ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  ท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิ 
45 ถึง 50 องศาเซลเซียส และเติม Oxford Listeria Supplement ขนาด 1 vial ผสมให้เขา้กนัก่อน
น าไปเทบนเพลท 

 



80 
 
3. MRS broth (de man Rogosa Sharp) 
 ประกอบดว้ย 

Proteose peptone    10   g 
Beef extract     10   g 
Yeast extract     5   g 
Dextrose     20   g 
Polysorbate 80     1   g 
Ammonium citrate    2   g 
Sodium acetate     5   g 
Magnesium sulphate    0.1   g 
Manganese sulphate    0.05   g 
Dipotassium phosphate    2   g 
Final pH (at 25 °C)    6.5±0.2 

ชัง่อาหารส าเร็จรูป 55.15 กรัม ละลายน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร  ถา้เป็นอาหารแขง็เติมผงวุน้15 
กรัม และฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 
เป็นเวลา 15 นาที 

4. Plate Count Agar (PCA)  
ประกอบดว้ย 

Casein enzymic hydrolysate   5  g 
Yeast extract     2.5  g 
Dextrose     1  g 
Agar      15  g 
Final pH (at 25 °C)    7.0±0.2 

 ชัง่อาหารส าเร็จรูป 23.5 กรัม ละลายน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร และฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั
ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที ผสมให้เขา้กนั
ก่อนเทลงในเพลท 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมสี าหรับวเิคราะห์และวธิีวเิคราะห์ 

1. การวเิคราะห์หาปริมาณน า้ตาล  ตามวธีิฟีนอล-ซัลฟูริก (Dubois, et al., 1956)     
 สารเคมี   

1. กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 95.5 เปอร์เซนต ์
2. ฟีนอล 5 เปอร์เซนต์ โดยน ้ าหนกั เตรียมโดยชัง่ฟีนอลมา 5 กรัม แลว้เติมน ้ ากลัน่ลงไปอีก 

95 กรัม 
3. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชัง่กลูโคสมา 0.04 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปรับ

ปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้นน ามาเจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ตั้งแต่ 10, 20, 40, 60  และ 80  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

วธีิการ 
1. โดยปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีผา่นการเจือจางให้มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม 1 มิลลิลิตร  ลง

ในหลอดทดลอง  
2. เติมสารละลายฟีนอลเขม้ขน้ 5 เปอร์เซนต์  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  แลว้เติมกรดซัลฟูริก

เขม้ขน้ 5  มิลลิลิตร  เขยา่ใหเ้ขา้กนั ตั้งทิ้งไว ้30 นาที  
3. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ส าหรับหลอดควบคุมให้ใชน้ ้ า

กลัน่แทนตวัอย่าง จากนั้นค านวณปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด โดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของ
น ้ าตาลกลูโคส (ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสเป็น 10, 20, 40, 60  และ 80  ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร)  

 
  ภาพท่ี 14.  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคส 
  Figure 14. Glucose standard curve. 
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2. การวเิคราะห์ปริมาณเกลอื ตามวธีิของ A.O.A.C. 2012 

สารเคมี 
1. ซิลเวอร์ไนเตรท (AgNO3)   เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล 
2. แอมโมเนียมไธโอไซยาเนต (NH4SCN) เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล 
3. สารละลายอ่ิมตวัเฟอร์ริกอินดิเคเตอร์ (FeNH4(SO4)2 . 12H2O) 
วธีิการ 
1. ชัง่ตวัอยา่ง 10 กรัม ใส่บีกเกอร์ ใส่ในขวดปรับปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดไนตริก 20 มิลลิลิตร 
3. เติมสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 20 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั และ ยอ่ยบนเตาในตูค้วนั 15 

นาที รอจนเยน็และกรองดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1  
4. ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้50 มิลลิลิตร แลว้เติมเฟอร์ริกอินดิเคเตอร์ 5 มิลลิลิตร  
5. น าไปไตเตรทดว้ยสารละลายแอมโมเนียมไธโอซัลเฟต เขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล สังเกตจนสี

เปล่ียนไปเป็นสีน ้าตาลคงตวับนัทึกผลและค านวณปริมาณเกลือดงัสูตร 
ปริมาณเกลือ (เปอร์เซนต)์  = 0.0058 x (A - B) 
      

 A = ปริมาตรซิลเวอร์ไนเตรท (มิลลิลิตร) 
 B = ปริมาตรแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตท่ีใชไ้ตเตรท (มิลลิลิตร) 
 C = น ้าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

3.  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน ตามวธีิ Lowry (Lowry et al., 1951) 
สารเคมี 
1. สารละลาย A : 2 เปอร์เซนต์ โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ในโซเดียมไฮดอกไซด์ เขม้ขน้ 

0.1N 
2. สารละลาย B : 0.5 เปอร์เซนต์ คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4.H2O) ในสารละลายโซเดียม

โพแทสเซียมทาร์เทต (Sodium potassiumtartate) 
3. สารละลาย C : สารผสมระหวา่งสารละลาย A และสารละลาย B ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ 

1 มิลลิลิตร ตามล าดบั 
4. สารละลาย D : เจือจาง Folin-Ciocalteau reagent ดว้ยน ้ากลัน่อตัราส่วน 1:1 
 
 

C 
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วธีิการ 
1. น าสารละลายตวัอย่างท่ีตอ้งการทราบปริมาณโปรตีน 0.5 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย C 

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัและวางทิ้งไว ้10 นาที 
2. เติมสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
3. เขยา่ใหเ้ขา้กนัและตั้งทิ้งไว ้30 นาที 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร โดยใช้สาระลายบฟัเฟอร์ท่ีเตรียมตวัอย่างเป็น    

แบลงค ์โดยท าตามขั้นตอน 1-4 
5. ค านวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
6. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช ้BSA ความเขม้ขน้ 0.2-1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และท าตาม

ขั้นตอนขอ้ 1-4 โดยใชส้ารละลายโปรตีนแทนสารตวัอยา่ง 
7. น าข้อมูลท่ีได้เขียนกราฟมาตรฐานระหว่างค่าดูดกลืนแสงกบัความเข้มข้นของปริมาณ

โปรตีน 

 
  ภาพท่ี 15.  กราฟมาตรฐาน BSA 
  Figure 15. BSA standard curve.  

4. การวเิคราะห์ปริมาณอนิโดล ตามวธีิของ A.O.A.C. (2012) 
สารเคมี 
1. สารให้สี (Color reagent) เตรียมโดยละลาย p-dimethylamino benzaldehyde ปริมาณ 0.4 

กรัม ในกรดอะซิติก (HOAC) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมกบักรดฟอสฟาริก (H3PO4) ปริมาตร 92 
มิลลิลิตร และกรดไฮโรคลอริก ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  

2. สารละลายไฮโรคลอริกเจือจาง     เตรียมโดยละลายไฮโรคลอริก 5 มิลลิลิตร ในน ้ ากลัน่ 
100 มิลลิลิตร 

y = 0.8035x + 0.2892 
R² = 0.97 

0.00

0.20

0.40

0.60

0.80

1.00

1.20

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

OD
 75

0 n
m 

BSA concentration (mg/ml) 



84 
 

3. สารละลายอ่ิมตวัโซเดียมซลัเฟต (Na2SO4) เตรียมคร้ังละ 250 มิลลิลิตร 
4. คลอโรฟอร์ม (CHCl3) 
5. สารละลายอินโดลมาตรฐาน เขม้ขน้ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร เตรียมโดยละลายสารอินโดล

จ านวน 10 มิลลิกรัม ดว้ยเอทธิลแอลกอฮอล ์100 มิลลิลิตร 
การเตรียมตัวอย่าง 
1. ถา้ตวัอยา่งเป็นหอยควรใชป้ระมาณ 50 กรัม ปูท่ีเอาน ้ าออกใช ้100 กรัม และกุง้ดิบหรือตม้

ใช ้100 กรัม ข้ึนอยูก่บัปริมาณอินโดลท่ีคาดวา่จะมี 
2. ชัง่ตวัอยา่งในถว้ยป่ัน (blender jar) เติมน ้ า 100 มิลลิลิตร (ถา้เป็นตวัอยา่งหอยหรือปู) หรือ

แอลกอฮอล์ 100 มิลลิลิตร (ถา้เป็นกุง้) ป่ันให้เขา้กนัหลายๆนาที ถ่ายใส่ขวดกลัน่ท่ีเตรียมไว ้ลา้ง
ส่วนท่ีติดถว้ยป่ันดว้ยสารละลายท่ีใชเ้พียงเล็กนอ้ย 

วธีิการ 
1. วธีิกลัน่ 

   ค่อยๆปล่อยไอน ้ าลงในขวดกลัน่เพื่อไม่ให้เกิดฟองมากนกั  และรักษาระดบัของ
ไอน ้ าให้ปริมาตรในขวดกลัน่อยู่ในระดบั  80-90 มิลลิลิตร เก็บสารท่ีกลัน่ได้  350 มิลลิลิตร 
ประมาณ 45 นาที (ถา้ใชแ้อลกอฮอล์เก็บสารให้ได ้450 มิลลิลิตร) ลา้ง condenser ดว้ยแอลกอฮอล์
เพียงเล็กนอ้ย 

2. วธีิสกดั 
1. ถ่ายสารท่ีกลัน่ไดล้งในกรวยแยก (separating funnel) ขนาด 500 มิลลิลิตร  
2. เติมกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง 5 มิลลิลิตร  โซเดียมซัลเฟตอ่ิมตวั 5 มิลลิลิตร และ

คลอโรฟอร์ม 25 มิลลิลิตรเขย่า 1 นาที ถ่ายสารท่ีแยกออกชั้นล่างไวใ้นกรวยแยกขนาด 500 
มิลลิลิตร อีกอนัหน่ึง 

3. เติมคลอโรฟอร์มลงในกรวยแยกอนัท่ี 1 อีก 20 มิลลิลิตร (ท า 2 ซ ้ า) รวมของเหลวท่ี
แยกไดใ้นกรวยแยกอนัท่ี 2 

4. เติมน ้ ากลัน่ 400 มิลลิลิตร ในกรวยแยกอนัท่ี 2 แล้วเติมโซเดียมซัลเฟตอ่ิมตวั 5 
มิลลิลิตร และกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง 5 มิลลิลิตร   

5. เขยา่ 1 นาทีใหแ้ยกชั้น  กรองสารละลายชั้นล่างผา่นส าลีลงในกรวยแยกอนัท่ี 3 (ขนาด 
125 มิลลิลิตร) 

6. เติมคลอโรฟอร์ม 15 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยกอนัท่ี 2 เขยา่ให้เขา้กนั แลว้รวมส่วนท่ี
แยกชั้นล่างโดยกรองผา่ยส าลีลงในกรวยแยกอนัท่ี 3 
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3. วธีิท าให้เกดิสี 
   เติมสารให้สี (Color reagent)  10 มิลลิลิตร ลงในกรวยแยกใบท่ี 3 เขยา่นประมาณ 
2 นาที ชั้นของกรดจะแยกอยูด่า้นล่าง  น าชั้นกรดทั้งหมด (ประมาณ 9 มิลลิลิตร) ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยกรดอะซิติก  เขยา่ให้เขา้กนั  ถา้มีสารอินโดลจะเห็น
สารละลายเป็นสีชมพ ู น าไปวดัการดูดกลืนแสงท่ี 560 นาโนเมตร ท าแบลงคโ์ดยน าสารให้สี (Color 
reagent)  9 มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรเป็น 50 มิลลิลิตร ดว้ยกรดอะซิติก 

4. กราฟมาตรฐานอนิโดล 
1. น าสารละลายอินโดลมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 0, 

10, 20, 30 และ 50 มิลลิลิตร (ซ่ึงเทียบเท่ากบัปริมาณเน้ือสารเป็น 0, 10, 20, 30 และ 50 ไมโครกรัม) 
มาเติมดว้ยน ้าและแอลกอฮอล ์ 

2. น าสารละลายมาตรฐานท่ีมีปริมาตรตามท่ีก าหนดไปท าการสกดัดงัขอ้ 2 (1-7) 
3. ท าใหเ้กิดสีดงัขอ้ 3 
4. น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง เพื่อเตรียมเป็นกราฟมาตรฐานซ่ึงพลอตระหว่างค่าการ

ดูดกลืนแสงกบัปริมาณสารอินโดล 
 

 
  ภาพท่ี 16. กราฟมาตรฐานอินโดล 
  Figure 16. Indole standard curve.  
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ภาคผนวก ค 
การค านวณและเปรียบปริมาณน า้ตาลทั้งหมดและไนโตรเจน 

 
   จากวิธีการทดลองในข้อ 5.1 คดัเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซิน และขอ้ 5.2 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตแบคเทอ
ริโอซินมีการน าวสัดุเศษเหลือมาใช้เป็นแทนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนในอาหารเหลว 
MRS  ซ่ึงไดแ้ก่ กากน ้ าตาลแทนแหล่งคาร์บอน และน ้ าน่ึงปลาทูน่าแทนแหล่งไนโตรเจน  เม่ือท า
การวิเคราะห์องคป์ระกอบท่ีส าคญัในวสัดุเศษเหลือก่อนน าไปศึกษา  พบวา่ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด
ในกากน ้ าตาลมีประมาณ 956.96 กรัมต่อลิตร  และปริมาณไนโตรเจนในน ้ าน่ึงปลาทูน่ามีประมาณ 
8.5 เปอร์เซนต ์ มีวธีิการค านวณและเปรียบเทียบดงัน้ี 

1. การแทนกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร  ในอาหาร MRS ดว้ยกากน ้ าตาลในปริมาณท่ีมีน ้ าตาลทั้งหมด
เท่ากนั 
จากการวิเคราะห์พบว่ากากน ้ าตาลมีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดประมาณ 956.96 กรัมต่อลิตร  
สามารถค านวณปริมาณกากน ้าตาลท่ีตอ้งใชด้ว้ยการเทียบบญัญติัไตรยาง  ดงัน้ี 

 มีปริมาณน ้าตาลทั้งหมดประมาณ  956.96 กรัม  จากตวัอยา่งกากน ้าตาล 1    ลิตร 
 ถา้ตอ้งการน ้าตาลทั้งหมดประมาณ  20  กรัม  จะตอ้งใชก้ากน ้าตาล  20 x 1   = 0.02 ลิตร

ดงันั้นจะตอ้งใชก้ากน ้าตาล 0.02 ลิตร หรือ 20 มิลลิลิตร แทนกลูโคส  20 กรัมต่อลิตร   

2. การแทนท่ี peptone 10 กรัมต่อลิตร  ในอาหาร MRS ดว้ยน ้าน่ึงปลาทูน่า 
จากการวิเคราะห์พบวา่ปริมาณไนโตรเจนในน ้ าน่ึงปลาทูน่ามีประมาณ 8.50 เปอร์เซนต ์ และ
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในเปปโทนมีประมาณ 11.5 เปอร์เซนต์ (HiMedia Laboratories Pvt. 
Ltd., India) สามารถค านวณปริมาณน ้าน่ึงปลาทูน่าท่ีตอ้งใชด้ว้ยการเทียบบญัญติัไตรยาง ดงัน้ี 
เปปโทนปริมาณ 100 กรัม มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  11.5 กรัม 
เปปโทนปริมาณ 10 กรัม  มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  11.5 x 10 = 1.15 กรัม  
มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  0.085 กรัม ในน ้าน่ึงปลาทูน่า   1 กรัม 
ถา้ตอ้งการปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 1.15 กรัม    ตอ้งใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่า 1.15 x 1 = 13.5 กรัม
ดงันั้นจะตอ้งใชน่ึ้งปลาทูน่า  13.5 กรัม แทนเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร 
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3. การแทนท่ีเน้ือสกดั 10 กรัมต่อลิตร  ในอาหาร MRS ดว้ยน ้าน่ึงปลาทูน่า 

จากการวิเคราะห์พบว่าปริมาณไนโตรเจนในน ้ าน่ึงปลาทูน่ามีประมาณ 8.5 เปอร์เซนต์  และ
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในเน้ือสกดั มีประมาณ 11.0 เปอร์เซนต์ (HiMedia Laboratories Pvt. 
Ltd., India) สามารถค านวณปริมาณน ้าน่ึงปลาทูน่าท่ีตอ้งใชด้ว้ยการเทียบบญัญติัไตรยาง ดงัน้ี 
เน้ือสกดัปริมาณ 100 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  11กรัม 
เน้ือสกดัปริมาณ 10 กรัม  มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด   11 x 10  = 1.1 กรัม 
มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  0.085 กรัม  ในน ้าน่ึงปลาทูน่า  1 กรัม 
ถา้ตอ้งการปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 1.10 กรัม     ตอ้งใชน้ ้าน่ึงปลาทูน่า  1.10 x 1 = 13 กรัม 
ดงันั้นจะตอ้งใชน่ึ้งปลาทูน่า  13 กรัม แทนเน้ือสกดั 10 กรัมต่อลิตร   
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