
3.  ผลการทดลองและวิจารณ

1.  ผลการศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกโตแบซิลลัส Lactobacillus ท่ีแยก
ไดจากอาหารหมักพื้นบานไทย ในสภาวะตางๆ

1.1  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิตางๆ
จากการทดลองนําเชื้อ Lactobacillus  ทั้ง 4 สายพันธุมาเลี้ยงที่อุณหภูมิตางๆ และ

นํา culture broth ที่ไดมาทําใหเขมขน 10 เทาแลวทดสอบการยับยั้งโดยวิธี agar well 
diffusion assay ไดผลการทดลองดัง ตารางที่ 5 พบวา L. plantarum A49a, L. plantarum
A61a และ Lactobacillus sp. P5 สรางสารยับยั้งดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 oซ รองลง
มาคือที่อุณหภูมิ 35 oซ  สวนที่ 25 oซ  และ 40 oซ  เชื้อสรางสารยับยั้งไดต่ําสุด เชื้อ 
Lactobacillus sp.A2 สรางสารยับยั้งไดดีที่สุดที่ 35 oซ  รองลงมาคือ 30 oซ  สวนที่
อุณหภูมิ 25 และ 40 oซ นั้นผลิตสารยับยั้งไดต่ําสุดเชนกัน การที่เชื้อเหลานี้สามารถเติบ
โตและผลิตสารยับยั้งไดดีที่อุณหภูมิ 30-35 oซ นั้น อาจเนื่องจากเชื้อเหลานี้จัดเปน
แบคทีเรียพวก mesophilic lactic bacteria ที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิชวง 30-40 oซ  
(Suskovic, et al., 2001)

Biswas และคณะ (1991) ทําการเลี้ยงเชื้อ P. acidilactici H ที่ อุณหภูมิตางๆ 
ระหวาง 30-40 oซ พบวาเชื้อสามารถผลิตกรดแลกติกไดมากที่สุดที่อุณหภูมิ 37 oซ และ
ผลิตแบคเทอริโอซิน pediocin AcH ไดมากที่สุดทั้งที่ อุณหภูมิ 30 และ 37 oซ

Ogunbanwo และคณะ (2003a) ทําการเลี้ยงเชื้อ L. brevis OG1 ที่อุณหภูมิ 25, 30,
37, 45 และ 55 oซ พบวาเชื้อสามารถผลิตสารยับยั้งไดดีที่สุดที่ 30 oซ แต Coventry  และ
คณะ (1996) รายงานวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. brevis VB286 ที่ อุณหภูมิ 20 oซ เชื้อสามารถผลิต
แบคเทอริโอซินไดมากกวาการเลี้ยงที่ อุณหภูมิ 10, 25, 32 และ 37 oซ Leroy และ
De Vuyst (1999) พบวาเชื้อ L. sake CTC494 สามารถเติบโตและผลิตแบคเทอริโอซินได
มากที่สุดระหวางอุณหภูมิ 20-25 oซ สวนที่ 35 oซ  นั้น จํานวนเซลลลดลงเหลือ 61 %และ
ไมพบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเลย การที่กิจกรรมของแบคเทอริโอซินลดลงอยาง
รวดเร็วเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น อาจเกิดจากเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเอนไซมยอยโปรตีนทํางานได
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ดีข้ึน ยอยแบคเทอริโอซินไดหมด หรือทําใหการดูดซึมแบคเทอริโอซินติดกับตัวเซลลได
มากขึ้น  สวน Ko และ Ahn (2000) พบวา อุณหภูมิไมมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซิน
ของเชื้อ L. lactis KCA2368 แตที่อุณหภูมิ 37 oซ เชื้อสามารถเติบโตไดดีกวา 25 oซ

สวนการที่ตองมีการนํา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อทั้ง 4 ชนิดมาทําใหมี
ความเขมขนเพิ่มขึ้นเปน 10 เทากอนนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งนั้นเนื่อง
จากไดมีการนํา culture broth ที่ไมไดผานการทําใหเขมขนมาทดสอบการยับยั้งตอเชื้อ
อินดิเคเตอรที่เปนแบคทีเรียกอโรคและ Lactobacillus   สายพันธุมาตรฐาน ปรากฎวาไม
มี culture broth จากเชื้อใดที่มีความสามารถในการยับยั้งเลย แตเมื่อนํา culture broth ที่
ไดมาทําการระเหยเอาน้ําออกใหมีความเขมขนเพิ่มขึ้นเปน 10 เทาก็พบวามีขอบวงใส
การยับยั้งเกิดขึ้นชัดเจน    (รูปที่ 2) ดังนั้นในการทดสอบความสามารถในการยับยั้งครั้ง
ตอไปจึงทําให culture broth มีความเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทากอนนําไปทดสอบ

ตารางที่  5  ผลของอุณหภูมิในการบมเชื้อ Lactobacillus   ตอการสรางสารยับยั้งเชื้อ     
S.  aureus ATCC 29213 ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay จาก
culture broth ที่เขมขน 10 เทา

ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ชนิดของเชื้อ

25 oซ 30 oซ 35 oซ 40 oซ
Lactobacillus sp.  A2 3.43 4.66 7.08 3.43
L.  plantarum  A49a 3.50 11.06 6.75 3.62
L.  plantarum  A61a 3.37 11.50 9.69 4.00
Lactobacillus sp.  P5 3.43 8.96 6.64 3.55
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A                            B

รูปที่  2 ความสามารถในการยับยั้งของ culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ                 
L.  plantarum  A49a ตอเชื้อ  S.  aureus  ATCC 29213 ทดสอบดวยวิธี agar 
well diffusion assay

A :  Culture broth ที่ไมผานการทําใหเขมขน
B :  Culture broth ที่ผานการทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา
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1.2  ผลการเปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยมีการเขยาและไมมีการ
เขยา

จากการศึกษาผลของการเขยาตอการผลิตสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus   ผลดัง
ตารางที่ 6 พบวา เชื้อ L. plantarum A49a, L. plantarum A61a และ Lactobacillus sp. P5 
ผลิตสารยับยั้งในการเลี้ยงแบบไมเขยาไดดีกวาเมื่อมีการเขยา โดยเมื่อทําการเลี้ยงแบบมี
การเขยาพบวาคาเฉลี่ยของขอบวงใสการยับยั้งลดลง 64.8, 66.9 และ 33.4 % ตามลําดับ

 สวนเชื้อ Lactobacillus sp. A2 นั้นการเขยาทําใหเชื้อผลิตสารยับยั้งไดมากกวา
ไมเขยา โดยมีคาเฉลี่ยขนาดขอบวงใสการยับยั้งเพิ่มขึ้น 26.9 % เมื่อเปรียบเทียบกับการ
เลี้ยงแบบไมเขยา

สําหรับการศึกษาที่ผานมานั้นการผลิตสารยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียแลกติกมีทั้ง
การเลี้ยงเชื้อโดยมีและไมมีการเขยา โดยการเลี้ยงที่ไมมีการเขยานั้น Kelly และคณะ 
(1996) พบวาเชื้อ  L. plantarum  KW30 สามารถผลิต แบคเทอริโอซินไดมากที่สุด 6,400 
ยูนิต/มิลลิลิตร Zhu และคณะ (2000) ทําการผลิตแบคเทอริโอซิน gassericin KT7 จาก
เชื้อ L. gasseri KT7 โดยไมมีการเขยาพบวาเชื้อสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดตั้งแต
ระยะ log phase

สวน Guerra และ Castro (2003) พบวาสภาวะในการผลิต nisin ของเชื้อ L. lactis
subsp. Lactis CECT539 และ pediocin จากเชื้อ P. acidilactici NRRL B-5627 ในฟลาสก
นั้นตองมีการเขยา 200 rpm

Daba และคณะ (1993) ทําการศึกษาผลของการเขยาตอการผลิตแบคเทอริโอซิน   
mesterocin 5 จากเชื้อ Leuconostoc mesenteroides subsp. mescenteroides UL5 โดยเลี้ยง
เชื้อแบบไมเขยาและมีการเขยาความเร็ว 100 - 200 rpm พบวาเชื้อผลิตแบคเทอริโอซินได 
ไมแตกตางกัน



43

ตารางที่ 6 การสรางสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus ตอเชื้อ S. aureus ATCC 29213 
เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีและไมมีการเขยา ทดสอบดวยวิธี agar well 
diffusion assay โดยใช culture broth ที่เขมขน 10 เทา

ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ชนิดของเชื้อ ไมเขยา เขยา 150 rpm

Lactobacillus sp.  A2*
L.  plantarum  A49a**
L.  plantarum  A61a**
Lactobacillus sp.  P5**

7.13
12.78
12.44
9.65

9.75
4.50
4.12
6.37

*   : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ         
** : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ
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1.3  ผลการเปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารชนิดตางๆ
จากการทดสอบผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตางๆตอการสรางสารยับยั้งของ

Lactobacillus ทั้ง 4 สายพันธุในอาหารแข็งโดยวิธี agar spot assay ไดผลดัง ตารางที่ 7 
พบวาในอาหารแข็ง เชื้อ L.  plantarum  A49a และ L.  plantarum  A61a มีการสรางสารยับยั้ง
บนอาหาร CJ ไดมากกวาในอาหาร MRS อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P≤ 0.01) สวน
เชื้อ Lactobacillus sp.  A2 และ Lactobacillus sp. P5 นั้นการสรางสารยับยั้งบนอาหาร 
MRS และ อาหาร CJ ไดไมแตกตางกัน

สวนการทดสอบโดยวิธี agar well diffusion assay ที่ใช culture broth ที่มีความ
เขมขน 10 เทาจากการเลี้ยงเชื้อ ไดผลดังตารางที่ 8 พบวา culture broth จากเชื้อทุกชนิดที่
ไดจากการเลี้ยงในอาหาร MRS broth และอาหาร CJ broth สามารถยับยั้ง S.  aureus  
ATCC 29213 ไดไมแตกตางกัน ยกเวนเชื้อ Lactobacillus  sp. P5 ที่พบวาเมื่อเลี้ยงใน
อาหาร MRS broth แลวการสรางสารยับยั้งเกิดขึ้นนอยกวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร CJ broth
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนอาหาร TGE นั้นทุกเชื้อมีการสรางสารยับยั้งไดในระดับ
ปานกลาง แตในอาหาร APT และ TJ พบวาขนาดขอบวงใสการยับยั้งของเชื้อทุกชนิด
เกิดขึ้นนอยมากซึ่งผลดังกลาวนาจะเกิดขึ้นจากสวนประกอบตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อแต
ละชนิดที่นํามาใช (รายละเอียดของอาหารเลี้ยงเชื้อในภาคผนวก ก) โดยองคประกอบที่มี
บทบาทหลัก คือ น้ําตาล ซึ่งเปนแหลงคารบอนสําคัญที่แบคทีเรียแลกติกสามารถหมักน้ํา
ตาลไดเปน กรดอินทรีย และ คารบอนไดออกไซด ซี่งสารเหลานี้มีผลในการยับยั้ง
แบคทีเรียอ่ืนๆ (Jimenes – Diaz, 1993; De Vuyst and Vandamme, 1994b) การที่เชื้อ
สามารถสรางสารยับยั้งไดดีในอาหาร MRS  และ CJ เนื่องจากอาหารทั้ง 2 ชนิดนี้มีองค
ประกอบเปนน้ําตาลในปริมาณสูง  โดยในอาหาร MRS มีน้ําตาลกลูโคส 2  % และใน
อาหาร CJ ซึ่งใชน้ํามะพราวแทนน้ํากลั่นซึ่งมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบหลัก
ประมาณ 1.28  % นอกจากนี้ยังมีน้ําตาลกลูโคส ฟรุกโตส และสารจําพวกเรงการเติบโต
ของเชื้ออีกดวย (วิทิต, 2529; Child, 1974) สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อ APT, TJ และ TGE มี
น้ําตาลเปนสวนประกอบในปริมาณต่ํา โดยอาหาร APT จะมีน้ําตาลกลูโคสเปนสวน
ประกอบ 1 % สวนในอาหาร TJ ซึ่งมีสวนประกอบของน้ํามะเขือเทศจะมีน้ําตาลกลูโคส
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และฟรุกโตสประมาณ 1 % เชนเดียวกัน การสรางสารยับยั้งจึงเกิดขึ้นนอยกวาเมื่อเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS และ CJ

Kelly และคณะ (1996) ทําการเลี้ยงเชื้อ L. lactis DPC3147 ในอาหารตางๆ ไดแก 
MRS, BHI, TYP, reconstituted skim milk และ whole milk พบวาเชื้อสามารถผลิตแบค
เทอริโอซิน  lacticin 3147 ไดมากที่สุดในอาหาร MRS รองลงมาคือ reconstituted skim 
milk และ whole milk ตามลําดับ

นอกจากนี้สวนประกอบในอาหารที่มีบทบาทอีกชนิดหนึ่งคือ Tween 80 ที่มีอยู
ในอาหาร MRS และ  CJ อยางละ 0.1 % และมีอยูในอาหาร TGE 0.2 %  ที่อาจมีผลให
อาหาร TGE  ที่แมจะมีสวนประกอบของน้ําตาลต่ําแตสามารถใหการผลิตสารยับยั้งได
ในระดับปานกลางซึ่งมากกวาอาหาร APT และ TJ อยางเห็นไดชัด ซึ่ง Biswas และคณะ 
(1991) พบวา การเติม Tween 80 ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ TGE ปริมาณ 0.2 % ทําใหเชื้อ
เติบโตไดดีและมีการสรางแบคเทอริโอซินไดเพิ่มขึ้น สวน Garver และ Muriana (1994) 
รายงานวาไดทําการทดลองผลิตแบคเทอริโอซิน curvaticin FS47 จากเชื้อ L. curvatus
FS47 โดยใชอาหาร MRS ที่ไมมี Tween 80 พบวาเชื้อมีการเติบโตดีมากแตไมมีการผลิต
แบคเทอริโอซิน  แตเมื่อใชอาหาร MRS ที่มี Tween 80 เชื้อกลับมีการผลิตแบคเทอริโอ
ซินได  ซึ่ง อาจเกิดจากสาร nonionic detergents เชน Tween 80 สามารถกระตุนให    จุลิ
นทรียมีการหลั่งสารที่เปนโปรตีนได โดยไปมีผลทําใหเซลลเมมเบรนมีการเปลี่ยนแปลง
ความสามารถในการยอมใหสารผานไดมากขึ้น

Kelly และคณะ (1996) พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. plantarum KW30 ในอาหาร Elliker 
broth และ TYT30  เชื้อเติบโตไดดีแตผลิตแบคเทอริโอซินไดนอยกวาในอาหาร MRS 
และเมื่อมีการเติม Tween 80 ลงไป 1 % เชื้อจะมีการผลิตแบคเทอริโอซินไดเพิ่มขึ้น

Fiorentini และคณะ (2001) ไดทดลองใช sugar cane molasses broth ซึ่งไดมา
จากวัตถุดิบราคาถูกมาเลี้ยงเชื้อ L. plantarum MN แทนอาหาร MRS ในถังหมักที่ตองใช
อาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณมาก พบวาเชื้อสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดเชนเดียวกันดัง
นั้นจากการทดลองพบวา อาหารที่เหมาะสมตอการสรางสารยับยั้งของเชื้อเหลานี้ทั้ง 4 
ชนิด ทั้งบนอาหารแข็งและในอาหารเหลว คือ อาหาร CJ และ MRS ซึ่งใหผลในการ
ผลิตสารยับยั้งไมแตกตางกัน อาหาร MRS เปนอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย   
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แลกติกกันอยางแพรหลาย แตอยางไรก็ตามอาหาร MRS ก็ยังมีราคาคอนขางสูงไมเหมาะ
สําหรับนํามาใชเลี้ยงเชื้อในปริมาณมากๆ  สวนอาหารเลี้ยงเชื้อ CJ ที่มีสวนประกอบของ
น้ํามะพราวนั้นแมจะยังไมรูจักและนํามาใชกันอยางแพรหลายแตก็นาจะเปนทางเลือก
ใหมสําหรับนําไปประยุกตใชเลี้ยงเชื้อนี้เนื่องจากทําใหเชื้อมีการสรางสารยับยั้งไมตาง
จากอาหาร MRS แตราคาถูกกวา

ตารางที่  7 การสรางสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus  ตอเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 
บนอาหารแข็งแตละชนิด ทดสอบดวยวิธี agar spot assay

ชนิดของเชื้อ                        ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
APT CJ  MRS  TGE TJ

Lactobacillus  sp. A2 * 3.34 c 12.53 a 12.56 a 9.26 b 3.06 c

L.  plantarum  A49a ** 3.52 d 15.56 a 13.65 b 10.15 c 3.87 d

L.  plantarum  A61a ** 3.20 d 15.28 a 13.15 b 10.04 c 3.24 d

Lactobacillus  sp.  P5 ** 2.85 d 12.04 a 11.51 a 8.07 c 2.85 d

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

*   : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ, เขยา 150 rpm
** : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ, ไมเขยา
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ตารางที่  8 การสรางสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus  ตอเชื้อ S.  aureus ATCC 
29213 ในอาหารเหลวแตละชนิด ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion 
assay โดยใช culture broth ที่เขมขน 10 เทา

ชนิดของเชื้อ                             ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง  (มม.)
APT CJ  MRS  TGE TJ

Lactobacillus   sp. A2 * 2.65 c 10.36 a 10.56 a 8.25 b 2.85 c

L.  plantarum  A49a ** 3.23 c 12.86 a 12.15 a 9.36 b 3.02 c

L.  plantarum  A61a ** 3.05 c 12.28 a 11.95 a 8.83 b 3.11 c

Lactobacillus  sp.  P5 ** 2.59 d 11.04 a 9.51 b 6.42 c 2.22 d

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95
*   : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ, เขยา 150 rpm
** : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ, ไมเขยา
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2.   ผลการศึกษาลักษณะสารยับยั้งที่สรางโดย Lactobacillus  บนอาหารแข็ง
2.1 ผลการศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 2 % 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน
จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a,                

L. plantarum A61a, Lactobacillus sp. A2 และ Lactobacillus sp. P5 ตอเชื้อ S. aureus 
ATCC29213 โดยวิธี agar spot assay เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีน้ําตาลกลูโคส 2 % 
แลวบมในสภาวะที่มีออกซิเจนซึ่งเอื้อตอการสรางสารยับยั้งทุกชนิด ไดแก กรดอินทรีย 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดอะซิทิล อะซิทัลดีไฮด และ แบคเทอริโอซิน ไดผลดังตาราง
ที่ 9  พบวาเชื้อที่มีความสามารถในการยับยั้ง  S. aureus ATCC 29213 ไดสูงสุดคือ 
L. plantarum A49a ซึ่งใหขนาดขอบวงใสการยับยั้งเทากับ 13.87 มิลลิเมตร รองลงมาคือ 
L. plantarum A61a เทากับ 13.70 มิลลิเมตร Lactobacillus sp. A2  เทากับ 12.44 
มิลลิเมตรและ Lactobacillus sp. P5  มีขนาดขอบวงใสการยับยั้งนอยที่สุดคือ 11.93 
มิลลิเมตร ซึ่งการยับยั้งที่เกิดขึ้นนี้เปนผลรวมกันของสารยับยั้งทั้งหมดที่ Lactobacillus  
แตละสายพันธุผลิตออกมา

สวนการบมเชื้อโดยใชอาหารเดียวกันในสภาวะที่ไมมีออกเจนเพื่อจํากัดผลการ
ยับยั้งที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด แตสรางสารยับยั้งอื่นๆ ได พบวาขนาดของวง
ใสของการยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC29213 โดยวิธี agar spot assay ที่เกิดขึ้นกวางกวา
การเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีออกซิเจนอยางเห็นไดชัด โดยเชื้อ L. plantarum A49a ให
ขนาดขอบวงใสมากที่สุด เทากับ15.36 มิลลิเมตร รองลงมาคือ Lactobacillus sp. A2 เทา
กับ 14.87 มิลลิเมตร  L. plantarum A61a เทากับ 14.25 มิลลิเมตร  Lactobacillus sp. P5 
(ตารางที่ 9) อาจเนื่องจากเชื้อ S. aureus ATCC29213 ซึ่งเปนเชื้ออินดิเคเตอรเติบโตใน
สภาวะไมมีออกซิเจนไดนอยกวาสภาวะที่มีออกซิเจนและเชื้อ Lactobacillus สามารถ
เจริญในสภาวะที่ไมมีอากาศไดมากกวาสภาวะที่มีอากาศทําใหขอบวงใสการยับยั้งกวาง
กวาการบมในสภาวะที่มีออกซิเจน
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2.2  ผลการศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 
0.2 % ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน

จากผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a,
 L. plantarum A61a, Lactobacillus sp. A2 และ Lactobacillus sp. P5 ตอเชื้อ S. aureus 
ATCC29213 โดยวิธี agar spot assay เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS ที่ลดปริมาณน้ําตาล
กลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 2 %  เหลือ 0.2 %  เพื่อจํากัดการผลิตกรดอินทรียของเชื้อ 
พบวาขนาดขอบวงใสของการยับยั้งที่เกิดขึ้นนอยกวาการเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRS ที่มีน้ํา
ตาลกลูโคส  2 % ประมาณ 3-4 เทา ซึ่งขนาดขอบวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้นมีขนาดระหวาง 
2.05-4.43 มิลลิเมตร โดยเชื้อที่มีความสามารถในการยับยั้ง S.  aureus  ATCC 29213 ได
สูงที่สุด คือ L. plantarum A49a รองลงมาคือ Lactobacillus sp. A2,                L. 
plantarum  A61a และ   Lactobacillus  sp. P5  ตามลําดับ (ตารางที่ 9)

สวนผลการทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus  
เมื่อเลี้ยงในสภาวะที่จํากัดการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและจํากัดการผลิตกรด
อินทรียของเชื้อ  (ตารางที่ 9) พบวาเชื้อที่มีความสามารถในการยับยั้ง S.  aureus  ATCC 
29213 ไดสูงที่สุด คือ L. plantarum A49a รองลงมาคือ Lactobacillus  sp. A2,                
L. plantarum  A61a และ   Lactobacillus  sp. P5  ตามลําดับ

จากผลการทดลองที่ 2.1 และ 2.2 จะเห็นไดวาการยับยั้งสวนใหญเกิดจากผลของ
กรดอินทรีย เนื่องจากเมื่อเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่กําจัดการผลิตกรดอินทรียนั้นขนาดของขอ
บวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้นนอยลงกวาเมื่อไมมีการจํากัดการผลิตกรดอินทรียอยางเห็นได
ชัด สวนผลการยับยั้งของไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีนอยกวา  เนื่องจากเมื่อเลี้ยงใน
สภาวะที่มีการจํากัดทั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรีย พบวาความสามารถใน
การยับยั้งลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการจํากัดการผลิตกรดอินทรียเพียงอยางเดียว การที่
เชื้อ Lactobacillus  ยังมีความสามารถในการผลิตสารยับยั้งอยูแมวาจะเลี้ยงในสภาวะที่
จํากัดทั้งไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรียนั้นแสดงวา เชื้ออาจมีการผลิตสารอื่น
ที่มีความสามารถในการยับยั้งนอกเหนือจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรีย  
สอดคลองกับการทดลองที่ผานมาของ อรัญญา (2542) ที่พบวา เชื้อ Lactobacillus sp. 
A30b และ L. plantarum (A 49a, A56c, A61a) และ L. bavaricus A53b ที่เลี้ยงในสภาวะ
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ที่จํากัดการผลิตกรดอินทรียโดยใชอาหาร MRS agar ที่มีน้ําตาลกลูโคส 0.2 % และจํากัด
ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการบมเชื้อในสภาวะไรออกซิเจน มีขอบวงใสการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคนอยกวาการยับยั้งที่ทดสอบในสภาพไมจํากัดกรดอินทรียและ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดมาก แสดงวาการยับยั้งสวนใหญเกิดขึ้นจากผลของกรดอินทรีย
ซึ่งเชื้อเหลานี้จัดอยูในกลุม homofermentative lactobacilli ที่ผลิตกรดแลกติกเปนผลิต
ภัณฑหลัก

Delgado และคณะ (2001) ทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ        
L. plantarum LB17.2b ในอาหาร MRS ที่มีน้ําตาลกลูโคส 0.2 % โดยเลี้ยงในสภาวะที่มี
ออกซิเจนพบวาเชื้อสามารถสรางสารยับยั้งไดทั้งที่เปนโปรตีนที่สามารถยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียอินดิเคเตอรสายพันธุใกลเคียงกันได แตในสภาวะที่เปนกรดโปรตีนนี้สามารถ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบไดดวยซึ่งอาจเปนผลรวมกันระหวางแบคเทอริโอซินกับ
กรด

De Martinis และคณะ (2001) ทําการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีความสามารถ
ในการยับยั้งโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRS ในภาวะที่ไมมีออกซิเจนเพื่อจํากัดผลจาก
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดพบวาเชื้อสามารถสรางสารยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรไดและสารนั้น
คือกรดอินทรียและแบคเทอริโอซินเนื่องจากเมื่อเปลี่ยนอาหารจาก MRS เปน Tryticase 
soy agar yeast extract (TSAYE)  ซึ่งเปนอาหารที่ไมมีน้ําตาลกลูโคสเพื่อจํากัดผลจาก
กรดอินทรียปรากฏวาเชื้อสวนใหญยังคงมีความสามารถในการยับยั้งและสารยับยั้งนั้น
คือแบคเทอริโอซินเพราะทดสอบแลวพบวาไวตอเอนไซมยอยโปรตีน

Oyetayo (2004) ทําการศึกษาการสรางสารยับยั้งของเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่แยก
จากที่ตางๆ กันนํามาเลี้ยงในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนเพื่อจํากัดผลของไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดและปรับ pH ของ culture broth ใหเปนกลางเพื่อจํากัดผลจากกรดอินทรียพบวา
เชื้อยังคงมีความสามารถในการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรที่เปนแบคทีเรียแกรมลบได
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ตารางที่   9  เปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus  ตอเชื้อ       
S. aureus ATCC29213 เมื่อเลี้ยงในสภาวะที่แตกตางกัน  ทดสอบดวย
วิธี agar spot assay

ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ชนิดของเชื้อ

มีสารยับยั้งทุกชนิด1 จํากัดการ 2

สรางH2O2

จํากัดการสราง3

กรดอินทรีย
จํากัดH2O2 และ4

กรดอินทรีย
Lactobacillus  sp. A2* 12.44 14.87 4.54 3.29
L. plantarum A49a** 13.87 15.36 4.73 3.72
L. plantarum  A61a** 13.70 14.25 3.43 2.06
Lactobacillus  sp. P5** 11.93 13.41 2.05 1.02

1    : เลี้ยงในอาหาร MRS กลูโคส 2 % มีออกซิเจน
2    : เลี้ยงในอาหาร MRS กลูโคส 2 % ไมมีออกซิเจน
3    : เลี้ยงในอาหาร MRS กลูโคส 0.2 % มีออกซิเจน
4    : เลี้ยงในอาหาร MRS กลูโคส 0.2 % ไมมีออกซิเจน

*   : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ, เขยา 150 rpm
** : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ, ไมเขยา
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3.  ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นๆ
3.1 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรีย 

Lactobacillus สายพันธุมาตรฐานบนอาหารแข็ง
จากการทดสอบโดยการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a, L. plantarum A61a,

Lactobacillus sp. A2 และ Lactobacillus sp. P5 โดยใชอาหาร MRS แลวนํามาศึกษา
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคและเชื้อ Lactobacillus สายพันธุมาตร
ฐานซึ่งเปนเชื้อสายพันธุใกลเคียง โดยวิธี agar spot assay  (ตารางที่ 10) พบวาเชื้อทุก
ชนิดสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus   ATCC 29213 ไดมากที่สุดอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(P≤ 0.01) โดยขนาดขอบวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้นอยูระหวาง 12.96-14.25 มิลลิเมตร รอง
ลงมาคือ M. luteus  ที่มีขนาดขอบวงใสนอยกวาเล็กนอย  สวนแบคทีเรียอินดิเคเตอรที่
เปนสายพันธุใกลเคียงนั้น เชื้อ   L. fermentum  TISTR 879 ถูกยับยั้งมากที่สุด โดยมี
ขนาดขอบวงใสการยับยั้งเทากับ 5.44-7.35 มิลลิเมตร รองลงมาคือ               L. curvarus    
TISTR 938,  L. fermentum  TISTR 914 และเชื้อที่ถูกยับยั้งไดนอยที่สุด คือ L. 
plantarum  TISTR 877 โดยมีขนาดขอบวงใสการยับยั้งอยูระหวาง 1.65-3.77 มิลลิเมตร 
นอกจากนี้ยังพบวาสารยับยั้งที่เชื้อทั้ง 4 ชนิดสรางขึ้นยังสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแก
รมลบคือ  E. coli  1189 และ S. typhi  3299 ไดอีกดวย ซึ่งการยับยับยั้งที่เกิดขึ้นนี้เปนผล
รวมกันของสารยับยั้งทั้งหมดที่เชื้อ Lactobacillus ทั้ง 4 ชนิดสรางและหลั่งออกมา

อรัญญา (2542)  นํา Lactobacillus  ที่แยกไดจากอาหารหมักพื้นบานภาคใตของ
ไทยมาทําการทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและ
แบคทีเรียสายพันธมาตรฐาน 12 สายพันธุ โดยวิธี agar spot พบวา Lactobacillus ทุกสาย
พันธุสามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ใชทดสอบไดทุกสายพันธุ โดย Lactobacillus sp. A44 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานไดมาก
ที่สุด นอกจากนี้พบวา Lactobacillus เหลานี้ ยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดทั้งแกรมบวก
และแกรมลบ

สวน Widerdyke และคณะ (2004) พบวาเมื่อทดสอบการยับยั้งบนอาหารแข็งของ
เชื้อแบคทีเรียแลกติกสายพันธุตางๆ ที่แยกไดจากตนกลาของถั่วอัลฟาฟาสามารถยับยั้ง
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แบคทีเรียกอโรคคือ E. coli O157:H7, S. enteritica และ L. monocytogenes ไดโดยเชื้อ
L. lactis subsp.lactis L7 มีความสามารถในการยับยั้งสูงสุด

ตารางที่ 10 การยับยั้ง Lactobacillus สายพันธุมาตรฐานและแบคทีเรียกอโรคของเชื้อ
Lactobacillus บนอาหารแข็ง ทดสอบดวยวิธี agar spot assay

ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
Lactobacillusเชื้ออินดิเคเตอร

Lactobacillus sp.
 A2

L.  plantarum
A49a

L.  plantarum
A61a

Lactobacillus sp.
P5

L. plantarum  TISTR 877* 3.54g 3.77e 3.34f 1.65g

L. fermentum  TISTR 879* 6.72d 7.18c 7.35c 5.44d

L.  fermentum TISTR 914** 4.20f 4.28e 4.89e 2.63f

L. curvarus   TISTR 938** 5.60e 5.64d 6.00d 4.21e

S. aureus   ATCC 29213** 13.72a 14.25a 13.46a 12.96a

M. luteus** 13.13b 13.73a 12.90ab 12.27b

E. coli  1189** 10.75c 13.02b 12.27b 12.12bc

Salmonella typhi 3299** 13.05b 13.44ab 12.85ab 11.66c

ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ  95
*   : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ
** : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ
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3.2   ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและ
แบคทีเรีย Lactobacillus สายพันธุมาตรฐานเมื่อใชสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว

จากการทดสอบโดยการนํา culture broth ความเขมขน 10 เทาที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อ Lactobacillus ในฟลาสกโดยใชอาหาร MRS broth มาศึกษาความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคและเชื้อ Lactobacillus  สายพันธุมาตรฐาน โดยวิธี agar well 
diffusion assay  พบวาเชื้อทุกชนิดสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus   ATCC 29213 ไดมากที่
สุดอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P≤ 0.01) เชนเดียวกับการทดสอบโดยวิธี agar spot 
assay (ตารางที่ 11) โดยขนาดขอบวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้นอยูระหวาง 9.41-11.20 
มิลลิเมตร สวนแบคทีเรียอินดิเคเตอรชนิดอื่นถูกยับยั้งไดแตกตางกัน   โดยแบคทีเรียที่
ถูกยับยั้งไดนอยที่สุดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือ L. plantarum  TISTR 877 โดยมีขนาด
ขอบวงใสการยับยั้งอยูระหวาง 1.82-3.82 มิลลิเมตร

จากการทดลองที่ 3.1 และ 3.2 พบวาไดผลการทดลองไปในทางเดียวกันคือไมวา
จะทดสอบโดยการยับยั้งเชื้อบนอาหารแข็งหรือทดสอบความสามารถในการยับยั้งโดย
ใช culture broth นั้นเชื้อ Lactobacillus  ทั้ง 4 สายพันธุสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus  
ATCC 29213 ไดมากกวาเชื้ออินดิเคเตอรชนิดอื่น และยับยั้งเชื้อกอโรคทุกชนิดไดมาก
กวาเชื้อ Lactobacillus  สายพันธุมาตรฐานทั้ง 4 สายพันธุ ซึ่งการทดลองที่ผานมาพบวา
การยับยั้งสวนใหญของ Lactobacillus ทั้ง 4 สายพันธุ เกิดขึ้นเนื่องจากกรดอินทรียเปน
สวนใหญ ดังนั้นการที่เชื้อสายพันธุใกลเคียงซึ่งสามารถผลิตกรดไดจึงมีความทนตอการ
ถูกยับยั้งไดมากกวาแบคทีเรียกอโรคที่นํามาทดสอบ สอดคลองกับการรายงานของ
Niemand และคณะ (1983) พบวากรดแลกติกสามารถทําลายเชื้อ Enterobacteriaceae, 
Pseudomonass  และ Brochospacta แตจะไมมีผลตอเชื้อ  Leuconostoc และ Pediococcus
เนื่องจากแบคทีเรียสองประเภทหลังนี้เปนแบคทีเรียแลกติกซึ่งสามารถผลิตกรดไดทําให
สามารถปรับสภาพในการทนตอกรดได

นอกจากนี้ Goncalves และคณะ (1997) กลาววาการที่แบคทีเรีย Lactobacillus มี
ความสามารถในการทนตอความเปนกรดไดมากกวาแบคทีเรียแลกติกอื่น เชน  
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Streptococcus และ Leuconostoc เนื่องจากที่บริเวณ cytoplasmic membrane ของ
Lactobacillus มีความเปนดางสูงกวาจึงสามารถปรับตัวใหทนตอกรดไดมากกวา

Ivanova และคณะ (2000) ทําการทดสอบความสามารถของเชื้อ L. lactis subsp. 
lactis L14 ที่แยกไดจากธัญพืชในการยับยั้งเชื้อตางๆ ทั้งในอาหารแข็งและใช culture 
broth ในการทดสอบพบวาสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแลกติกสายพันธุใกลเคียงกัน
และสายพันธุกอโรคบางชนิดรวมทั้ง E. coli

สวนการศึกษาของ De Martinis และคณะ (2001) พบวาแบคทีเรียแลกติกที่มี
ความสามารถในผลิตแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแลกติกดวยกันคือ      
L.  sake ATCC 15521 ไดดีกวาเชื้อแบคทีเรียกอโรค และไมสามารถยับยั้งแบคทีเรีย     
แกรมลบ คือ E.  coli  ATCC 29522  Delgado และคณะ (2001) ทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งของเชื้อ L. plantarum LB17.2b พบวาสารที่เชื้อสรางขึ้นเปนสารโปรตีนที่
สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่เปนสายพันธุใกลเคียงกันไดมากกวาเชื้อแบคทีเรีย
กอโรคและไมยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ แตเมื่ออยูในสภาวะที่เปนกรดพบวาเชื้อนี้
สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดดวย ซึ่งการยับยั้งนาจะมาจากผลของสารยับยั้ง
หลายๆ ชนิดรวมกันโดยเฉพาะกรดอินทรีย

นอกจากสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรัมบวกไดแลวยังพบวาจาก
การทดลองนี้สารยับยั้งที่ Lactobacillus ผลิตออกมายังสามารถยับยั้งการเติบโตของเชื้อ
แบคทีเรียกรัมลบที่ใชทดสอบ คือ เชื้อ E. coli 1189 และ S. typhi 3299  ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Caridi (2003) ที่พบวาเชื้อ Lactobacillus ซึ่งแยกไดจากเนยแข็งสามารถ
ผลิตสารยับยั้งเชื้อ E. coli ไดเชนเดียวกัน Widerdyke (2004) ทําการทดสอบความ
สามารถของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากตนกลาของถั่วอัลฟาฟา  พบวาสามารถยับยั้ง
เชื้อ S. enterica,   E. coli O157:H7 และ  L. monocytogenes ไดทั้งการทดสอบในอาหาร
แข็งและอาหารเหลว MRS

จากผลการทดลองที่ผานมาพบวาเชื้อ Lactobacillus sp. P5 มีความสามารถใน
การสรางสารยับยั้งนอยกวาเชื้ออ่ืนอีก 3 สายพันธุที่นํามาทดสอบ ในการศึกษาตอไปจึง
ไ ม นํ า เ ชื้ อ นี้ ม า ท ด ส อ บ อี ก
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ตารางที่  11 การยับยั้ง Lactobacillus  สายพันธุมาตรฐานและแบคทีเรียกอโรคของเชื้อ
Lactobacillus  โดยใช culture broth ที่เขมขน 10 เทา จากอาหาร MRS  
ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay

                             ขนาดขอบวงใสสารยับยั้ง (มม.)
Lactobacillusเชื้อ อินดิเคเตอร

Lactobacillus sp.
  A2

L.  plantarum
A49a

L.  plantarum
A61a

Lactobacillus sp.
P5

L. plantarum TISTR 877* 2.31f 3.82f 3.63e 1.82f

L. fermentum TISTR 879* 5.89d 8.35c 6.95d 5.60d

L. fermentum TISTR 914** 4.65e 6.60e 7.18cd 4.42e

L. curvarus TISTR 938** 5.83d 8.02cd 9.03b 5.90cd

S. aureus  ATCC 29213** 9.41a 11.20a 10.71a 8.80a

M. luteus** 8.52b 9.30b 8.59b 7.91b

E. coli  1189** 5.40d 6.33e 6.70d 4.87e

S. typhi  3299** 7.14c 7.54d 7.70c 6.20c

ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95

*   : บมที่ อุณหภูมิ 30 oซ
** : บมที่ อุณหภูมิ 35 oซ
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4.  ผลการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้ งของ  
Lactobacillus

4.1  ผลการศึกษาการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus
จากการทดสอบโดยการเลี้ยงเชื้อ L.  plantarum  A49a, L.  plantarum  A61a

และ Lactobacillus  sp.  A2 ในฟลาสกโดยใชอาหาร MRS แลวศึกษาการเติบโตและการ
สรางสารยับยั้งของเชื้อพบวาเชื้อ L.  plantarum A61a และ Lactobacillus  sp.  A2 มีรูป
แบบการเติบโตใกลเคียงกันโดยเริ่มเขาสูระยะ log ตั้งแตชั่วโมงที่ 8 และมีระยะ log 
ประมาณ 8 ชั่วโมง และเชื้อเริ่มเขาสูระยะ stationary ประมาณชั่วโมงที่ 16 ซึ่งเชื้อ 
Lactobacillus  sp.  A2 เติบโตไดนอยกวา คือมีคา OD สูงสุด เทากับ 8.9 ที่เวลา 24 ชั่ว
โมง สวนเชื้อ  L. plantarum A61a มีการเติบโตดีกวา คือ มีคา OD สูงสุด เทากับ 11 ที่
เวลา 16 ชั่วโมง และเชื้อ L.  plantarum A49a เติบโตดีที่สุด คือมีคา OD สูงสุด เทากับ 
12.9 ที่เวลา 36 ชั่วโมง และมีระยะ log นานที่สุด (รูปที่ 3ก)

สวนการสรางสารยับยั้งพบวาในชวง 8 ชั่วโมง กอนเขาสูระยะ log  เชื้อ           
L.  plantarum  A49 และ Lactobacillus  sp.  A2 สรางสารยับยั้งไดนอยมาก โดยขอบวง
ใสการยับยั้งนอยกวา 2 มิลลิเมตร สวนเชื้อ L.  plantarum  A61a ไมสรางสารยับยั้งเลย 
จากนั้นเมื่อเขาสูระยะ log เชื้อทั้ง 3 สายพันธุสรางสารยับยั้งเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  โดยเชื้อ
L.  plantarum  A49 และ L.  plantarum  A61a สรางสารยับยั้งโดยรวมไดใกลเคียงกัน 
โดยมีขนาดขอบวงใสการยับยั้งสูงสุด เทากับ 13.5 มิลลิเมตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง และ 12.6 
มิลลิเมตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ตามลําดับ สวนเชื้อ Lactobacillus  sp.  A2 สรางสารยับยั้ง
ไดนอยที่สุด คือมีขนาดขอบวงใสการยับยั้งเทากับ 8.6 มิลลิเมตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งยัง
พบวาสารยับยั้งที่เชื้อทั้ง 3 สายพันธุสรางขึ้นจะคงอยูไดนานกวา 24 ชั่วโมง หลังตรวจ
พบการสรางสารยับยั้ง (รูปที่ 3ข) ซึ่งจากการทดลองพบวาการเติบโตและการสรางสาร
ยับยั้งของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ มีความสัมพันธกัน และพบวาเชื้อ L.  plantarum  A49 
สามารถเติบโตและสรางสารยับยั้งไดดีที่สุดจึงเลือกเชื้อนี้ในการทดลองตอไป

สําหรับความสัมพันธระหวางการเติบโตและการผลิตสารยับยั้งของเชื้อ
แบคทีเรียแลกติก ไดมีผูทําการศึกษามาแลวดังนี้ Daba และคณะ (1993) รายงานวาเมื่อ
เลี้ยงเชื้อ L. mesenteroides subp. mesenteroides ในถังหมักโดยใชอาหาร MRS broth พบ
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วาเชื้อสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน mesenterocin 5 ไดมากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อได 9 ชั่วโมง
และการผลิตยังคงสูงอยูจนกระทั่งหลัง 24 ชั่วโมง

Yang และ Ray (1994) ศึกษาความสัมพันธระหวางการเติบโตและการผลิต   
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก 4 ชนิดคือ  P. acidilaciti LB 42-923 สําหรับผลิต  
Pediocin AcH   L.  lactis subsp. lactis ATCC 11454 สําหรับผลิต nisin เชื้อ L.carnosum 
Lem 1 สําหรับการผลิต leuconocin Lem 1 และเชื้อ L. sake LB 706 สําหรับผลิต sakasin 
A  พบวาการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อมีความสัมพันธกัน คือเมื่อเชื้อมี
จํานวนมาก ปริมาณการผลิตแบคเทอริโอซินก็มากตามไปดวยและจะสรางมากในชวง
ปลาย log และระยะ early  stationary หลังจากนั้นการผลิตก็จะมีปริมาณคงที่

สวน  Kimura และคณะ  (1997) ทําการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ 
Pediococcus sp. ISK-1 ที่แยกไดจาก Nukadoko พบวาสามารถผลิตสารยับยั้งไดตั้งแต
เชื้อเติบโตเขาสูระยะ late log และสรางมากที่สุดเมื่อสิ้นสุดระยะ stationary

Ko และ Ahn (2000) รายงานวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. lactis KCA2386 ที่แยกไดจาก
ผักดองสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดตั้งแตเริ่มเขาสูระยะ log และสรางมากที่สุดใน
ระยะ stationary

Moretro และคณะ (2000) ทําการเลี้ยงเชื้อ L. sakei CCUG 42687 ในอาหาร 
completely defined medium  พบวาเชื้อเติบโตและสรางแบคเทอริโอซิน sakasin P ไดตั้ง
แตระยะ log การสรางสารยับยั้งจะเพิ่มตามการเพิ่มของจํานวนเซลลเมื่อเขาสูระยะหลัง
ของการเลี้ยงพบวาจํานวนเซลลลดลงและการสรางแบคเทอริโอซินก็ลดลงดวย

Dick และคณะ (2004) ทําการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum 423 และ L. curvatus DF 
126 ในอาหาร MRS เพื่อผลิตสารยับยั้งที่เปนแบคเทอริโอซิน plantaricin 423 และ
curvaticin DF126 ตามลําดับ พบวา การผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อทั้ง 2 สายพันธุ
สัมพันธกับการเพิ่มจํานวนของเชื้อ โดย L. plantarum 423 ผลิต plantaricin 423 ไดตั้งแต
เวลา 5 ชั่วโมง ผลิตมากที่สุดที่เวลา 15 ชั่วโมง และหลังจากนั้นการผลิตก็ลดลงเรื่อยๆ  
แตเชื้อ L. curvatus DF 126 สามารถผลิต curvaticin DF 126 ไดในระดับที่คงที่ตลอด
ระยะเวลาการหมัก
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4.2   ผลการศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อ
L. plantarum A49a เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS broth และอาหาร CJ broth

จากการทดลองในขอ 1.3 พบวาอาหารสูตรน้ํามะพราวสงเสริมการเจริญและการ
สรางสารยับยั้งโดยรวมไดใกลเคียงกับอาหาร MRS จึงนําเชื้อ L. plantarum A49a ซึ่ง
เปนเชื้อที่มีการเจริญและมีความสามารถในการยับยั้งสูงสุดในอาหาร MRS จากการ
ทดลองที่ผานมา มาเลี้ยงในฟลาสกโดยใชอาหาร MRS broth เปรียบเทียบกับอาหารสูตร
น้ํามะพราว CJ broth แลวนําตัวอยางเชื้อที่เวลาตางๆ  มาวัดการเติบโตโดยวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร และนํา culture broth ที่เวลาเดียวกันมาทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น
10 เทา เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรคือ S. aureus   ATCC 
29213  พบวา เชื้อมีรูปแบบการเติบโตและการสรางสารยับยั้งในอาหารทั้ง 2 ชนิด 
เหมือนกันคือ การสรางสารยับยั้งจะเพิ่มขึ้นตามการเติบโตของเชื้อ โดยในอาหาร CJ 
broth เชื้อจะเจริญและสรางสารยับยั้งตั้งแตชวงเวลาแรกที่นํามาทดสอบคือ ชั่วโมงที่ 4 
จากนั้นเชื้อเจริญและสรางสารยับยั้งเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนมีคา OD สูงสุดเทากับ 13.21 
และ ขนาดขอบวงใสการยับยั้งสูงสุด  12.15 มิลลิเมตร ที่เวลา 30 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงที่
เชื้ออยูในระยะ late log จากนั้นการเติบโตและการสรางสารยับยั้งก็เริ่มลดลงที่เวลา 36 
ชั่วโมง เปนตนไป (รูปที่4) เชนเดียวกับในอาหาร MRS broth เชื้อเจริญและตรวจพบการ
สรางสารยับยั้งตั้งแตเวลาแรกที่นํามาทดสอบคือ 4 ชั่วโมง จากนั้นการเจริญและการ
สรางสารยับยั้งมีรูปแบบและปริมาณใกลเคียงกับในอาหาร CJ broth กลาวคือ เชื้อเจริญมี
คา OD สูงสุด เทากับ13.04 และมีขนาดขอบวงใสการยับยั้ง เทากับ 12.07 มิลลิเมตร ที่
เวลา 30 ชั่วโมง แลวจากนั้น การเติบโตและการสรางสารยับยั้งของเชื้อก็เริ่มลดลงที่เวลา 
36 ชั่วโมงเปนตนไป เชนเดียวกัน (รูปที่ 5)  เมื่อพิจารณา pH ของการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
ทั้ง 2 ชนิด พบวา pH  ที่เวลา 30 ชั่วโมงซึ่งเปนเวลาที่เชื้อสรางสารยับยั้งไดสูงสุดนั้น ใน
อาหาร MRS broth มี pH เทากับ 3.95 สวนในอาหาร CJ Broth มี pH เทากับ 3.86 ดังนั้น
ความสามารถในการยับยั้งที่เปนผลจากกรดจึงมากกวาในอาหาร MRS broth เล็กนอย

เมื่อการทดลองพบวาอาหารเหลวสูตร CJ broth ใหผลการเจริญและสรางสาร
ยับยั้งของเชื้อที่นํามาทดสอบไดไมแตกตางจากอาหารมาตรฐาน MRS broth ซึ่งนิยมใช
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ในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติก ดังนั้นในการทดลองที่ตองเลี้ยงเชื้อปริมาณมาก อาหาร 
CJ broth จึงนาจะเปนอาหารที่นํามาใชแทน MRS broth ได

เนื่องจากโดยทั่วไปการใชอาหารสังเคราะหหรืออาหารที่มีราคาสูงมาเลี้ยงเชื้อใน
ปริมาณมากเพื่อใหไดสารที่ตองการในปริมาณมากพอ มักไมคุมคา จึงมีผูศึกษาหาวิธีลด
ตนทุนดานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติกขึ้นโดยการใชสิ่งที่หาไดงายตามธรรมชาติ
หรือเปนสิ่งที่เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมหรือการเกษตร เชน ภัทรพล (2543) ไดใช
ซูโครส 1% เปนแหลงคารบอน และใชน้ํานึ่งปลาทูนาที่ผานการแยกไขมันและตก
ตะกอนโปรตีนมาแทนแหลงไนโตรเจนในอาหาร MRS พบวาเชื้อ L. casei subsp.
rhamnosus. (SN.11) มีการเจริญและผลิตแบคเทอริโอซินไดในปริมาณเทากับอาหาร
MRS สูตรปกติ

Flores และ Alegre (2001) ทําการผลิต nisin จากเชื้อ Lactococoous lactis ATCC 
7962  โดยใช whey permeate ที่ไดจากอุตสาหกรรมเนยแข็ง นํามาเติมสารตางๆ เพื่อใช
แทนอาหาร MRS พบวาอาหารสูตร 1 ที่มีการเติมกรดอะมิโนลงไปดวยสามารถทําให
เชื้อผลิต nisin ไดมากกวาอาหารสูตร 2 ที่มีแลกโตสมากเกินไปทําใหมีกรดแลกติก
สะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อและไปยับยั้งการเจริญของเชื้อ



62

                                       

รูปที่ 4  การเติบโตและการสรางสารยับยั้ง
L. plantarum A49a จาก culture
well diffusion assay เมื่อเลี้ยงเ
อุณหภูมิ 30 oซ ไมเขยา

0

2

4

6

8

10

12

14

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

)

  ข
นา
ดข

อบ
วงใ

สก
ารย

ับย
ั้ง (
มม

.)
     

    O
D (

600
 nm

)

   OD 600 nm                  
  เวลา (ช่ัวโมง
ตอเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ของเชื้อ  
 broth ที่เขมขน 10 เทา ทดสอบโดยวิธี agar
ชื้อใน ฟลาสกโดยใชอาหาร CJ broth บมที่

               ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง  (มม.)



63

0

2

4

6

8

10

12

14

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

รูปที่ 5 การเติบโตและการสรางสารย
L. plantarum A49a จาก cu
well diffusion assay เมื่อเลี้ย
อุณหภูมิ 30 oซ ไมเขยา

  ข
นา
ดข

อบ
วงใ

สก
ารย

ับย
ั้ง (
มม

.)
     

    O
D (

600
 nm

)

)
   OD 600 nm               
เวลา   (ช่ัวโมง
ับยั้งตอเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ของเชื้อ  
lture broth ที่เขมขน 10 เทา ทดสอบโดยวิธี agar
งเชื้อใน ฟลาสกโดยใชอาหาร MRS broth บมที่

                  ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง  (มม.)



64

4.3   ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ  L. plantarum A49a เมื่อใช 
culture broth ท่ีผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต

จากการทดสอบโดยการนําสารละลายตะกอนโปรตีนที่ไดจากการตกตะกอน 
culture broth ที่มีความเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ  L.  plantarum  A49a 
ในอาหาร MRS broth และอาหาร CJ broth ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ระดับความ
เขมขน 0-30, 30-50, 50-70 และ 70-90 % แลวนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 ดวยวิธี agar well diffusion assay พบวาตะกอนที่ไดจาก
ทุกระดับความเขมขนมีความสามารถในการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอร โดยตะกอนที่ระดับ
ความเขมขน 50-70 %  ใหผลการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรสูงที่สุด รองลงมาคือระดับความ
เขมขน 70-90 %, 30-50 % และ 0-30 %  ตามลําดับ แตเมื่อนําตะกอนที่ไดมาผานการ
ทดสอบดวยเอนไซม trypsin พบวา ตะกอนที่ไดจากระดับความเขมขน 50-70 %  เทานั้น
ที่มีขอบวงใสของการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรลดลง (ตารางที่ 12) แสดงวาตะกอนจากทุก
ระดับความเขมขนที่นํามาทดสอบมีสารยับยั้งอยางอื่นอยูดวยแตไมใชโปรตีนเนื่องจาก
ไมไวตอเอนไซม trypsin ซึ่งสารยับยั้งที่เปนโปรตีนมีอยูเฉพาะในตะกอนที่ไดจากระดับ
ความเขมขน 50-70 %  เทานั้นเพราะเมื่อผานการทดสอบดวยเอนไซม trypsin พบวากิจ
กรรมการยับยั้งสวนหนึ่งสูญเสียไป

นอกจากนี้ตะกอนที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร CJ broth ใหขอบวงใสของการ
ยับยั้งกวางกวาตะกอนที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRS broth เล็กนอย และที่ระดับ
ความเขมขน 50-70 % ที่ผานการทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนนั้นตะกอนที่ไดจาก
อาหาร CJ broth มีขนาดขอบวงใสของการยับยั้งลดลงมากกวาตะกอนที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อในอาหาร MRS broth ดวย โดยในอาหาร CJ broth นั้นเมื่อผานการทดสอบดวย
เอนไซม trypsin พบวาขนาดขอบวงใสที่ลดลงเฉลี่ย 0.5 มิลลิเมตร สวนอาหาร MRS 
broth ขนาดขอบวงใสลดลงเฉลี่ย 0.32 มิลลิเมตร

เมื่อนํา culture broth ที่ไดจากอาหารทั้ง 2 ชนิด ที่เหลือจากการตะกอนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขนสุดทาย มาทดสอบการยับยั้งพบวามีความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อ  S.  aureus  ATCC 29213 แตไมไวตอเอนไซม trypsin แสดงวาใน culture 
broth ที่ เหลือจากการตกตะกอนนี้ ยังมีสารยับยั้งอื่นๆ ที่อาจเปนกรดอินทรีย  
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หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด  แตไมใชโปรตีนเนื่องจากสารยับยั้งที่เปนโปรตีนไดตก
ตะกอนออกไปหมดแลวตั้งแตระดับความอิ่มตัว 50-70 %

ตารางที่   12 ความสามารถในการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขม
ขน 10 เทา ของเชื้อ L.  plantarum  A49a ที่ระดับความอิ่มตัวตางๆ ตอเชื้อ 
S.  aureus  ATCC 29213 ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay

ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ระดับความอิ่มตัวของการตกตะกอน (%)

0-30 30 - 50 50 - 70 70-90
culture broth      
ท่ีเหลือจากการ
ตกตะกอน

ชุดการ
ทดลอง

   CJ MRS   CJ MRS CJ MRS CJ MRS CJ MRS

ชุดควบคุม 1 2.35 2.20 4.92 4.78 5.88 5.76 4.77 4.57 9.86 9.44

ชุดควบคุม 2 1.51 a 1.22 a 1.93 a 1.37 a 3.01 a 2.61 a 2.31 a 2.07 a 3.97 a 3.68 a

ชุดทดสอบ 1.48 a 1.25 a 1.89 a 1.33 a 2.51 b 2.29 b 2.34 a 2.03 a 3.92 a 3.60 a

ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1 :   การยับยั้งที่เกิดจากสารละลายตะกอนที่ไดจากสวนใสความเขมขน
10  เทา

ชุดควบคุม 2 :   การยับยั้งที่เกิดจากสารละลายตะกอนที่ไดจากสวนใสความเขมขน
10 เทา + บัฟเฟอร

ชุดทดสอบ     :  การยับยั้งที่เกิดจากสารละลายตะกอนที่ไดจากสวนใสความเขมขน     
10 เทา +  เอนไซม trypsin + บัฟเฟอร
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5.    ผลการศึกษาสมบัติบางประการของสารยับยั้งที่สรางจากเชื้อ L. plantarum A49a
5.1  ผลการศึกษาความไวตอเอนไซมตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีเวลาตางๆ ในอาหาร MRS 

broth
 จากการนํา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร 

MRS ในการทดลอง 4.2 ที่เวลา 16,  20,  24 และ 30 ชั่วโมง มาทําใหมีความเขมขน 10 
เทา แลวทดสอบความสามารถในการยับยั้งหลังจากผานการทดสอบดวยเอนไซมตางๆ 
ไดแก เอนไซม catalase เพื่อทดสอบการผลิตสารยับยั้งที่เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  
เอนไซมยอยโปรตีนไดแก  pepsin, trypsin, α-chymotrypsin, protease และ proteinase-K 
เพื่อทดสอบการผลิตสารยับยั้งที่เปนโปรตีน  และเอนไซม amylase เพื่อทดสอบการผลิต
สารยับยั้งที่เปนคารโบไฮเดรตไดผลดังตารางที่ 13 พบวา ชุดควบคุม 1 คือ ฟอสเฟตบัฟ
เฟอรที่นํามาใชในในการเตรียมสารละลายเอนไซมไมมีผลใดๆ ตอการออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียอินดิเคเตอรที่ใชทดสอบ

การทดสอบดวยเอนไซม catalase พบวาสวนใสมีการยับยั้งลดลงทุกเวลาที่นํามา
ทดสอบ แสดงวาเชื้อมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดทุกชวงเวลาที่นํามาทดสอบ โดย
ผลิตไดมากที่สุดในชวงชั่วโมงที่ 24 โดยขนาดขอบวงใสการยับยั้งลดลง 3.2 มิลลิเมตร
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 2 ที่ไมผานการทดสอบดวยเอนไซม catalase หลังจากนั้น
ในชั่วโมงที่ 30 พบวาการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดลดลง

สวนการทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนนั้นพบวาที่เวลา 16, 20  และ 24 ชั่วโมง 
culture broth ที่นํามาทดสอบไวตอเอนไซมยอยโปรตีนทุกชนิด เนื่องจากการยับยั้งลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติแสดงวามีการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนตั้งแตเชื้อเติบโตอยู
ในระยะ log   โดยในชั่วโมงที่ 20 มีการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนมากกวาชั่วโมงที่ 16 
และ 24 โดยชั่วโมง ที่ 20 ขอบวงใสการยับยั้งลดลง เฉลี่ย 1.4 มิลลิลิตร ชั่วโมงที่ 16 และ 
24 ขนาดขอบวงใสการยับยั้งลดลงเฉลี่ย 1.0 และ1.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ  แตชั่วโมงที่ 30 
ไมพบสารยับยั้งที่เปนโปรตีนเนื่องจากขอบวงใสการยับยั้งไมลดลงเมื่อผานการทดสอบ
ดวยเอนไซมยอยโปรตีนทุกชนิด ซึ่งอาจเกิดจากการที่มีเอนไซมยอยโปรตีน (proteolytic 
enzymes) หลั่งออกมาจากเซลลของเชื้อ L. plantarum A49a เองที่ตายและ lysis เนื่องจาก
ในการทดลอง 4.2 พบวาชวยปลายระยะ stationary  เชื้อมีคาการดูดกลืนแสงลดลง เนื่อง
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จากเคยมีการศึกษาพบวาการผลิตแบคเทอริโอซินหลายชนิดลดลงเมื่อเชื้อเขาสูชวงปลาย
ระยะ stationary อาจเกิดไดจากทั้งการดูดซับของแบคเทอริโอซินที่ผลิตไดกับผิวเซลล
ของเชื้อทั้งที่มีและไมมีชีวิตและโปรตีนในอาหาร หรือเกิดจากการยอยสลาย       แบคเท
อริโอซินโดยเอนไซมยอยโปรตีน (Yang et al., 1992; Leroy and De Vuyst, 1999; 
Uguen et al., 1999)  และพบวาอาจเกิดจากการที่แบคเทอริโอซินบางสวนถูกจับกับ 
immunity peptides หรือแบคเทอริโอซินซึ่งเปนสารโปรตีนเกาะกลุมกันเอง (Bogovic-
Matijasic and Rogelj, 2000) สาเหตุเหลานี้ทําใหตรวจพบปริมาณและกิจกรรมของแบค
เทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงได

นอกจากนี้พบวาเชื้อ L. plantarum A49a สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ไดมากกวาสารยับยั้งที่เปนโปรตีนเนื่องจากขอบวงใสหลังผานการทดสอบดวยเอนไซม
catalase ลดลงมากกวาการทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนทั้งหมด ในทุกชวงเวลาที่นํา
มาทดสอบ เชนในชั่วโมงที่ 16 การยับยั้งที่ลดลงหลังผานการทดสอบดวยเอนไซม
catalase เทากับ 2.19 มิลลิเมตร ขณะที่หลังผานการทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนมี
การยับยั้งโดยเฉลี่ยลดลงประมาณ 1 มิลลิเมตร โดยเวลาที่เชื้อผลิตไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดไดมากที่สุดไมตรงกับเวลาที่เชื้อผลิตสารยับยั้งที่เปนโปรตีนไดมากที่สุดดวย

สวนการทดสอบดวยเอนไซม α-amylase พบวาขนาดของขอบวงใสการยับยั้งไม
แตกตางจากชุดควบคุม แสดงวาเชื้อไมผลิตสารยับยั้งที่มีคารโบไฮเดรตเปนองค
ประกอบ

สําหรับความไวตอเอนไซมของสารยับยั้งที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่มีผู
ศึกษาพบวาจะเปนไปในทํานองเดียวกันคือ สวนใหญจะไวตอเอนไซมยอยโปรตีนตางๆ 
ตัวอยาง เชน  Plantaricin C ซึ่งเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย L. plantarum LL441 ที่ไว
ตอเอนไซม pronase, trypsin และ α-chymotrypsin (Gonzalez et al., 1994) pediocin AcH 
ที่ผลิตโดย L. plantarum WHE92 ไวตอเอนไซม pepsin, trypsin, α-chymotrypsin, 
pronase และ ficin แตไมไวตอเอนไซม catalase, α -amylase และ lipase (Ennahar et al., 
1996) แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. helveticus CNR450 ไวตอเอนไซม pronase, 
subtilopeptidase A, pronase E, proteinase K, trypsin และ α-chymotrypsin แตไมไวตอ
เอนไซม pepsin (Thompson et al., 1996) Lactocin A ซึ่งเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก
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เชื้อ L. amylovorus LMGP-13139 ไวตอเอนไซม proteinase-K, trypsin และ                  
α-chymotrypsin แตไมไวตอ catalase, α-amylase, lysozyme และ lipase (Contreras et al., 
1997)  Plantaricin KW30 ที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum ไวตอเอนไซม α-chymotrypsin, 
proteinase type XIV, trypsin, thermolysin และ proteinase-K แตไมไวตอเอนไซม         
α-amylase, lipase และ lysozyme (Jimenez-Diaz et al., 1993) แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย 
L. lactis KCA2386 ไวตอเอนไซม pronase แตไมไวตอ lysozyme, amylase และ RNase 
(Ko and Ahn, 2000) และแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum F1 และ L.brevis
OG1 ไวตอเอนไซมยอยโปรตีนแตไมไวตอ lipase, catalase, phospholipase C, 
lysozyme,  α-amylase และ dextranase เชนเดียวกัน (Ogunbanwo et al., 2003b) สาร
ยับยั้งนี้เปนพวกโปรตีน โดยไมมีสวนประกอบที่เปนคารโบไฮเดรตหรือไขมัน ตางกับ  
Plantaricin S ซึ่งเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก L. plantarum LPCO10 ซึ่งไวตอเอนไซม                 
α-chymotrypsin, trypsin, ficin, pronase E, protinase-K , thermolysin, subilopeptidase,     

α-amylase, dextraase, lipase A และ phospholipase C แสดงใหเห็นวา Plantarcin S เปน
แบคเทอริโอซินที่มีสวนประกอบที่เปนโปรตีน คารโบไฮเดรต และไขมัน หรือเรียกวา 
glycolipoprotein และตองใชสวนประกอบทั้งหมดนี้ ในการออกฤทธิ์รวมกันทําลาย
แบคทีเรียอ่ืนๆ ดวย (Jimenez-Diaz et al., 1993) แต Niku-Paavola และคณะ (1999) คน
พบสารยับยั้งที่ผลิตโดยเชื้อ L. plantarum ซึ่งมีคุณสมบัติไมไวตอเอนไซมยอยโปรตีน
และไมไวตอเอนไซม catalase และมีขนาดโมเลกุลเล็กกวากรดแลกติก มันจึงเปนสาร
ยับยั้งอื่นที่ไมใชแบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด หรือกรดแลกติก
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ตารางที่ 13 ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ
L. plantarum A49a ตอเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เมื่อเลี้ยงในอาหาร 
MRS ใน flask ที่อุณหภูมิ 30 oซ ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay

อาหาร/ เอนไซม                                 ขนาดขอบวงใสจากสารยับยั้ง (มม.)
เวลา            ชุดควบคุม 1      ชุดควบคุม 2        ชุดทดสอบ
  MRS catalase - 5.47a             3.28c

(16 ชม.)    pepsin   -        5.47a             4.73b

trypsin -        5 .47a             4 .45b

α-chymotrypsin -             5.47a             4.36b

protease -         5.42a             4.48b

proteinase-K -             5.42a             4.62b

α-amylase -           5.45a             5.43a

MRS catalase -           6.50a             3.69c

(20 ชม.)       pepsin   -             6.50a             5.65b

trypsin -        6.53a 5.09b

α-chymotrypsin -  6.53a                5.10b

protease -        6.50a             5.17b

proteinase-K - 6.50a             5.11a

α-amylase -               6.50a             6.49a

MRS catalase  - 6.90a 3.69c

(24 ชม.) Pepsin    - 6.90a 5.73b

trypsin - 6.94a 5.56b

α-chymotrypsin - 6.94a 5.67b

protease - 6.90a 5.63b

proteinase-K  - 6.90a 5.59b

α-amylase - 6.93a 6.91a
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ตารางที่ 13   (ตอ)
อาหาร/ เอนไซม                                 ขนาดขอบวงใสจากสารยับยั้ง (มม.)
เวลา           ชุดควบคุม 1      ชุดควบคุม 2        ชุดทดสอบ
MRS catalase - 6.96a 4.55b

(30 ชม.) pepsin   - 6.96a 6.92a

trypsin - 6.92a 6.91a

α-chymotrypsin - 6.92a 6.90a

protease  - 7.05a 7.04a

proteinase-K  - 7.05a 7.03a

α-amylase  - 6.97a 6.97a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ     :  culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม
-  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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5.2  ผลการศึกษาความไวตอความรอนของสารยับยั้งใน culture broth
จากการนํา culture broth จากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS 

broth ที่อุณหภูมิ 30 oซ เวลา 20 ชั่วโมง มาทําใหมีความเขมขน 10 เทา แลวไปทดสอบ
โดยใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 63 oซ เปนเวลา 30 นาที  อุณหภูมิ 100 oซ เปน
เวลา 10, 20 และ 30 นาที และอุณหภูมิ  121 oซ   เปนเวลา 15 นาที เปนชุดทดสอบ โดยมี
ชุดควบคุม คือ culture broth ที่ไมผานการใหความรอน  จากนั้นนํามาทดสอบการยับยั้ง
โดยวิธี agar well diffusion assay โดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เปนเชื้ออินดิเค
เตอร เมื่อเปรียบเทียบขนาดของขอบวงใสการยับยั้งระหวางชุดทดสอบที่อุณหภูมิ ตางๆ 
พบวา ไมมีความแตกตางทางสถิติ แสดงใหเห็นวาสารยับยั้งนี้ยังคงออกฤทธิ์ไดไมวาจะ
ทําการทดสอบที่อุณหภูมิใด (ตารางที่ 14) ดังนั้นสารยับยั้งนี้จึงมีสมบัติทนความรอนโดย
สามารถทนความรอนไดสูงถึง 121 oซ    เปนเวลา 15 นาที  คลายกับการทดลอง            
ของอรัญญา  (2542) ที่ทําการทดสอบการทนตอความรอนของสารยับยั้งที่เชื้อ                      
L. plantarum A49a ผลิตออกมาแลวทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทาโดยผานการ  
lyophilized พบวาสามารถทนตอความรอนไดสูงถึง 121 oซ  เปนเวลา 15 นาที เชนเดียว
กัน สวน ศิรินาถ (2540) พบวาแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดไดแก L. casei subsp. 
rhamnosus SN11, Streptococcus sp. (SN61) และ S. lactis (SN33, SN48 และ SN62) 
สามารถสรางสารยับยั้งที่ทนความรอนได 90 oซ เปนเวลา 45 นาที Niku-Paavola และ
คณะ (1999) พบวาเชื้อ L. plantarum VTTE78076 ผลิตสารยับยั้งที่ทนความรอนไดถึง 
120 oซ เปนเวลา 20 นาที
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ตารางที่  14 การทนความรอนของสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของ
เชื้อ L. plantarum A49a ตอการยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 29213 
ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay

ชุดทดลอง                   ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ชุดควบคุม (ไมผานความรอน)  10.57 a

ผานความรอน   63 oซ,    30 นาที 10.43 a

ผานความรอน  100 oซ,    10 นาที 10.55 a

ผานความรอน  100 oซ,    20 นาที 10.45 a

ผานความรอน  100 oซ,    30 นาที 10.51 a

ผานความรอน  121 oซ,    15 นาที 10.48 a

ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95
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5.3 ผลการศึกษาความไวตอความรอนของสารยับยั้งที่ผานการตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต

จากการนําสารละลายตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 เทา ของเชื้อ        
L. plantarum A49a ที่ระดับความอิ่มตัว 50-70 % ซึ่งไดจากการทดลองที่ 4.3 ซึ่งเปน
ระดับที่ใหความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ไดมากที่สุดและมีสาร
ยับยั้งที่เปนโปรตีนอยูดวย ไปใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 63 oซ เปนเวลา 30 
นาที  อุณหภูมิ 100 oซ เปนเวลา 10, 20 และ 30  นาที และ อุณหภูมิ   121 oซ เปนเวลา 15 
นาที โดยมีชุดควบคุม คือ culture broth ที่ไมผานการใหความรอน  จากนั้นนํามาทดสอบ
การยับยั้งโดยวิธี agar well diffusion assay โดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เปนเชื้อ
อินดิเคเตอร เมื่อเปรียบเทียบขนาดของขอบวงใสการยับยั้งระหวางชุดทดสอบที่อุณหภูมิ 
ตางๆ กับชุดควบคุม พบวา ไมมีความแตกตางทางสถิติ แสดงใหเห็นวาสารยับยั้งนี้ยังคง
ออกฤทธิ์ที่อุณหภูมิและเวลาที่ทําการทดสอบ (ตารางที่ 15) ซึ่งสารยับยั้งนี้มีสมบัติทน
ความรอนโดยสามารถทนความรอนไดสูงถึง 121 oซ เปนเวลา 15 นาที เชนเดียวกับการ
ทดลองที่ 5.2 แตการยับยั้งของการทดลองที่ 5.2 มีมากกวาเนื่องจากเปนการทดสอบกับ
สารยับยั้งโดยรวมทั้งหมดของเชื้อ มีผูศึกษาพบวาสารยับยั้งพวกแบคเทอริโอซิน ไดแก  
Plantaricin S, Plantaricin T, Plantaricin LC74 และ Plantaricin UG1 มีสมบัติทนความ
รอนได 100 oซ เปนเวลา 6 นาที (Jimenez – Diaz  et al., 1993; Rekhif   et al., 1994; 
Enan  et al., 1996) Plantaricin 149 สามารถทนตอความรอนที่ 115 oซ ไดนาน 10 นาที 
แตเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิ 120 oซ เปนเวลา 20 นาที พบวาฤทธิ์ในการยับยั้งลดลง 4 
เทา (Kato et al., 1994) สวน L. plantarum LL441 ที่แยกไดจากนมสามารถสราง
แบคเทอริโอซิน  Plantaricin C ซึ่งทนความรอนได 121 oซ เปนเวลา 10 นาที (Gonzalez     
et al., 1994) และ  L. amylovorus ผลิตแบคเทอริโอซิน  Lactocin A ที่สามารถทนตอ
ความรอน121 oซ เปนเวลา 20 นาที เชนเดียวกัน (Contreras  et al., 1997) สวนแบคเทอริ
โอซิน Bazacin 14 ที่ผลิตโดยเชื้อ L. lactis subsp. lactis L14 เปนแบคเทอริโอซินที่ไม
ทนความรอนโดยที่อุณหภูมิ 80 oซ จะสูญเสียความสามารถในการยับยั้งสวนหนึ่งไป 
และที่ 100 oซ จะสูญเสียความสามารถในการยับยั้งทั้งหมด (Ivanova et al., 2000)  
Ogunbanwo และคณะ (2003b) พบวาเชื้อ L. plantarum F1 และ L. brevis OG1 สามารถ
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ผลิตแบคเทอริโอซินที่ทนความรอนไดถึง  121 oซ นาน 60 นาทีและ  121 oซ นาน 10 
นาที ตามลําดับ

ตารางที่ 15  การทนตอความรอนของตะกอนที่ระดับความอิ่มตัว 50-70 % ที่ไดจาก
culture broth ความเขมขน 10 เทาของเชื้อ L. plantarum A49a ตอการ
ยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ทดสอบดวยวิธี agar well diffusion 
assay

ชุดทดลอง               ขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
ชุดควบคุม (ไมผานความรอน) 3.07 a

ผานความรอน   63 oซ,   30 นาที 3.03 a

ผานความรอน  100 oซ,   10 นาที 2.98 a

ผานความรอน  100 oซ,   20 นาที 3.06 a

ผานความรอน  100 oซ,   30 นาที 2.98 a

ผานความรอน  121 oซ,   15 นาที 2.95 a

ตัวอักษรในแนวตั้งที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นรอยละ 95
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5.4   ผลการศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเมื่อเพาะเลี้ยงรวมกับ culture 
broth ท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a

จากผลการทดลองโดยการเลี้ยงเชื้อ S. aureus ATCC 29213 จํานวน 1 x 108 cells
รวมกับ culture broth ความเขมขน 10 เทาที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ใน
อาหาร MRS ที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง ไดผลดังตารางที่ 16

ชุดควบคุม 1 ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เลี้ยงรวมกับสารยับยั้งรวมทุกชนิด
ที่เชื้อผลิตได พบวาเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ถูกทําลายไดหมดภายในเวลา 2 ชั่วโมง
เนื่องจากเมื่อนํามานับจํานวนดวยการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งพบวาไมมีเชื้อรอดชีวิต

ชุดควบคุม 2 ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เลี้ยงรวมกับ culture broth ที่มี
ความเขมขนเทากับชุดทดสอบ พบวาหลังจากบมไว 2 ชั่วโมงเชื้อ S. aureus ATCC 
29213 ลดลง 95 % แตเมื่อบมตอจนครบ 4 ชั่วโมงพบวาเชื้อตายหมด

ชุดทดสอบ 1 ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เลี้ยงรวมกับ culture broth ที่มีการ
กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดดวยการเติมเอนไซม catalaseใหมีเฉพาะกรดอินทรียและ
สารโปรตีน พบวา ในชั่วโมงที่ 2 สามารถทําลายเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ได 94.8 % 
เมื่อบมตอจนถึงชั่วโมงที่ 4 เชื้อ S. aureus ATCC 29213 ลดลง 99.5 % แตเมื่อบมครบ 6 
ชั่วโมงพบวาเชื้อตายหมด

ชุดทดสอบ 2 ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 เลี้ยงรวมกับ culture broth ที่มีการ
กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด และเติมเอนไซม trypsin เพื่อทําลายสารยับยั้งที่เปน
โปรตีน ใหเหลือเฉพาะกรดอินทรีย พบวา เชื้อมีการรอดชีวิตมากกวาชุดทดสอบ 1 เล็ก
นอย โดยเมื่อบมเชื้อครบ 2 ชั่วโมงในชุดทดสอบ 2 มีเชื้อรอดชีวิตมากกวาชุดทดสอบ 1 
ประมาณ  1 X105 CFU/มิลลิลิตร เมื่อบมครบ 4 ชั่วโมงมีเชื้อรอดชีวิตมากกวาชุดทดสอบ 
1 ประมาณ 1 X104  CFU/มิลลิลิตร และเมื่อบมครบ 6 ชั่วโมงพบวาไมมีเชื้อรอดชีวิตเลย
ทุกชุดการทดลอง จึงนาจะเปนการยืนยันไดวาผลการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรของสารยับยั้ง
จากเชื้อ L. plantarum A49a นั้นสวนหนึ่งเกิดขึ้นเนื่องจากสารยับยั้งที่เปนโปรตีนดวย แต
อาจมีอยูเพียงเล็กนอย  ดังนั้นการยับยั้งที่เกิดขึ้นสวนใหญจึงเปนผลมาจากกรดอินทรีย

การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ อ รั ญญ า  ที่(2542) 
ศึ ก ษ า ก า ร ยั บ ยั้ ง ก า ร เ จ ริ ญ ข อ ง
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แ บ ค ที เ รี ย ก อ โ ร ค ติ ด ต อ ท า ง อ า ห า ร
ข อ ง เ ชื้ อ  L .  plantarum A49a เมื่อเพาะเลี้ยงรวมกันเปนเวลา 10 ชั่วโมง 
พบวา สามารถยับยั้ง เชื้อ S. aureus ATCC 29213 ได 97.13 % ยับยั้ง E. coli 1189 ได 
98.78 % และยับยั้ง  B. cereus, S. enteritidis  และ S. typhi 3299 ได 100 % โ ด ย
พ บ ว า ผ ล ก า ร ยั บ ยั้ ง ดั ง ก ล า ว เ กิ ด
จ า ก ก า ร ยั บ ยั้ ง ร ว ม กั น ข อ ง ส า ร
ยั บ ยั้ ง ทั้ ง ห ม ด ที่ เ ชื้ อ  L .  plantarum A49a
ส ร า ง ขึ้ น

สําหรับการศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรรวมกับสารยับยั้งนั้น 
Motlagh และคณะ (1991) พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกอโรครวมกับแบคเทอริโอซิน
ชนิดตางๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมงนั้น pediocin AcH, nisin กับ Nisalin และ sakacin A 
สามารถลดจํานวนเชื้อ L. monocytogenes ไดเฉลี่ย 2.9, 2.1 และ 0.6 log cycle ตามลําดับ

Gonzalez และคณะ (1994) ทําการบมแบคเทอริโอซิน Plantaricin C รวมกับเชื้อ
อินดิเคเตอรชนิดตางๆ พบวา สามารถลดจํานวนเชื้อ L. Sake CECT906 ได 30 % ภายใน
เวลา 5 นาที และที่เวลา 60 นาที สามารถทําลายเชื้อได 50 %  โดยไมทําใหเซลลแตก 
และเมื่อใชเชื้อ L. fermentum LMB13554  เปนเชื้ออินดิเคเตอร พบวาภายใน 5 นาที 
Plantaricin C สามารถทําลายเชื้อจนเหลือเพียง 0.6 %

Kato และคณะ (1994) ทําการศึกษาโดยการบมแบคเทอริโอซิน Plantaricin 
NRIC149 400 ยูนิต/มิลลิลิตร รวมกับเชื้อ P. acidilactici ATCC 8042 ซึ่งอยูในระยะ log 
ที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวาสามารถลดจํานวนเชื้ออยางรวดเร็วภายใน
เวลา 1 ชั่วโมงแรก และเมื่อครบ 2 ชั่วโมงสามารถลดจํานวนเชื้อไดทั้งหมดประมาณ 3 
log cycle หลังจากนั้นจํานวนเชื้อคงที่จนครบ 3 ชั่วโมง

Stoffels และคณะ (1994) พบวาการเติมแบคเทอริโอซิน Carnocin UI49 ความ
เขมขนตางๆ ลงในบัฟเฟอรที่มีเชื้ออินดิเคเตอร L. lactis ISK-83 จํานวน 107 เซลล/
มิลลิลิตร พบวาที่ความเขมขน 1,000 ยูนิต/มิลลิลิตร แบคเทอริโอซินสามารถทําลายเชื้อ
อินดิเคเตอรไดหมดภายในเวลา 4 ชั่วโมง
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Ryan และคณะ (1998) พบวาแบคเทอริโอซิน lacticin 3147 ที่ผลิตโดยเชื้อ        
L. lactis subsp. lactis DPC3174 สามารถทําลายเชื้อ Streptococcus dysgalactiae M และ
S. aureus  ที่มีจํานวนเริ่มตน 107 CFU/มิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อไดมากกวา     99.99 
% ในเวลา 2 ชั่วโมงเมื่อบมรวมกัน

Callewaert และคณะ (1999) พบวาการบมแบคเทอริโอซิน Amylovorin L471 
ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ความเขมขน 12,800 ยูนิต/มิลลิลิตร รวมกับเชื้อ L. delbrueckii
subp. bulgaricus LMG6901  พบวาสามารถทําลายเชื้อนี้ไดหมดในเวลาเพียง 1 นาที

ตารางที่  16  ผลการการยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ L. plantarum
A49a เมื่อบมรวมกับเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ที่เวลาตางๆ ทดสอบ
ดวยวิธี agar well diffusion assay

จํานวนเชื้อ S. aureus ATCC 29213   (CFU/ml)
เวลา (ชม.) ชุดควบคุม 1 ชุดควบคุม 2 ชุดทดสอบ 1 ชุดทดสอบ 2

0 1 x 108 1 x 108 1 x 108 1 x 108

2 - 5 x 106 5.2 x 106 5.3 x 106

4 - - 4.4 x 105 4.5 x 105

6 - - - -

ชุดควบคุม 1 :  S. aureus ATCC 29213 + culture broth ความเขมขน 10 เทา
ชุดควบคุม 2 :  S. aureus ATCC 29213 + culture broth ความเขมขน 10 เทา

+ buffer  เพื่อเจือจางเทาชุดทดสอบ
ชุดทดสอบ 1 :  S. aureus ATCC 29213 + culture broth ความเขมขน 10 เทา
                        + เอนไซม catalase
ชุดทดสอบ 2  : S. aureus ATCC 29213 + เอนไซม catalase + เอนไซม trypsin
- :  ไมมีการเจริญของ  S. aureus ATCC 29213
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6.    ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อ L. plantarum 
A49a เมื่อเลี้ยงเชื้อในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ

ผลจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ L. plantarum A49a โดย
การทดลองเลี้ยงเชื้อใหมีปริมาณเพิ่มมากขึ้นในถังหมัก โดยใชถังหมักขนาด 5 ลิตร มี
ปริมาตรอาหารในการหมัก 3.5 ลิตร ใชอาหาร CJ broth ซึ่งเปนอาหารราคาถูกแตชวยให
เชื้อสรางสารยับยั้งไดดี  เติมเชื้อเริ่มตน 3 % ที่อุณหภูมิ 30 oซ และผลการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตสารยับยั้งของเชื้อในถังหมักดังนี้

6.1  ผลของ pH ตอการเติบโตและการสรางสารยับยั้ง
จากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในถังหมักโดยใหอากาศ 0.5  vvm มีการ

กวน 150 rpm อุณหภูมิ 30 oซ ควบคุม pH  ใหได 5.0 และ 6.0 ดวย  NaOH ความเขมขน 
5 โมลลาร  และไมควบคุม pH  พบวา เชื้อมีการเจริญเติบโตมากที่สุดเมื่อเลี้ยงแบบไมมี
การควบคุม pH  โดยชั่วโมงที่ 22 มีน้ําหนักแหง 4.0 กรัม/ลิตร รองลงมาคือ การเลี้ยงโดย
ควบคุม pH เทากับ 5.0 ที่ชั่วโมง 22 มีน้ําหนักแหง 3.75 กรัม/ลิตร และเมื่อควบคุม pH 
เทากับ 6.0 เชื้อมีการเติบโตไดนอยที่สุดโดยที่ชั่วโมง 18 มีน้ําหนักแหง 3.59 กรัม/ลิตร 
(รูปที่ 6ก)  สวนการสรางสารยับยั้งพบวาสรางมากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยไมมีการควบคุม 
pH เชนกัน โดยมีขนาดขอบวงใสการยับยั้งเทากับ 10.16 มิลลิเมตรที่เวลา 22 ชั่วโมง รอง
ลงมาคือ เมื่อเลี้ยงโดยควบคุม pH เทากับ 5.0 โดยมีขนาดขอบวงใสการยับยั้งเทากับ 6.15 
มิลลิเมตรที่เวลา 22 ชั่วโมงสวนที่ pH 6.0 นั้นพบวาไมมีขอบวงใสการยับยั้งเกิดขึ้นเลย
ทุกเวลาที่นํามาทดสอบ (รูปที่ 6ข)

pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่ไมมีการควบคุม pH นั้นพบวา pH ลดลงเมื่อ
เชื้อมีการเจริญเติบโตมากขึ้น โดย  pH ลดลงจาก 6.52 จนต่ําสุดเทากับ 3.65 ที่ชั่วโมงที่ 
22 ซึ่งเปนชวงที่เชื้อเจริญเขาสูระยะ stationary และเปนเวลาที่เชื้อมีปริมาณมากที่สุด 
มีการสรางสารยับยั้งมากที่สุด จากนั้น  pH เพิ่มขึ้นเล็กนอยจนคงที่ที่ pH 3.74 จนกระทั่ง
สิ้นสุดการทดลอง แสดงใหเห็นวา L. plantarum A49a สามารถเติบโตไดในชวง  pH ตั้ง
แตประมาณ 3.5-6.5 การที่เชื้อนี้สามารถเติบโตไดในอาหารที่มีสภาพเปนกรดจะมีขอดี
คือ ปองกันการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียที่ไมสามารถเจริญในสภาพเปนกรดระหวาง
การเลี้ยงได
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จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของ culture broth ที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อทั้ง 3 สภาวะหลังผานการทดสอบดวยเอนไซมตางๆ พบวา ชุดควบคุม 1 ที่เปน
ฟอสเฟตบัฟเฟอรที่นํามาใชในการเตรียมเอนไซมไมมีผลตอการออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ

 Culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อโดยไมควบคุม pH หลังจากเติมเอนไซม
catalase พบวาความสามารถในการยับยั้งลดลงทุกชวงเวลาที่ทําการศึกษา (ตารางที่ 17) 
แสดงวาเชื้อมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดทุกชวงเวลาที่นํามาทดสอบ สวนการใช
เอนไซมยอยโปรตีนคือ trypsin และ α-chymotrypsin พบวาที่เวลา 12 ชั่วโมง เชื้อยังไมมี
การสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีน เนื่องจากขนาดขอบวงใสการยับยั้งไมลดลง แตที่เวลา 
15  18 และ 22 ชั่วโมง พบวาการยับยั้งของ culture broth ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
หลังจากนั้นทุกเวลาที่นํามาทดสอบพบวาขอบวงใสการยับยั้งไมลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ ดังนั้นแสดงวาเมื่อเลี้ยงเชื้อนี้ในถังหมัก เชื้อจะผลิตสารยับยั้งที่เปนโปรตีนตั้ง
แตเจริญอยูในระยะ early stationary คือเมื่อเลี้ยงเชื้อไดประมาณ 15 ชั่วโมง

การทดสอบดวยเอนไซม α-amylase พบวาไมมีผลใดๆ ตอการออกฤทธิ์ของสาร
ยับยั้ง แสดงวาเชื้อไมผลิตสารยับยั้งที่มีคารโบไฮเดรตเปนสวนประกอบ

จากการเปรียบเทียบการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a 
ระหวางการเลี้ยงในฟลาสกที่ไมควบคุม pH ที่อุณหภูมิ 30 oซ ดังการทดลองที่ 4.2 และ
ในถังหมักซึ่งไมมีการควบคุม pH เหมือนกัน แตในถังหมักมีการใหอากาศ 0.5 vvm มี
การกวน 150 rpm พบวาเชื้อมีรูปแบบการเจริญและการสรางสารยับยั้งคลายกัน คือการ
สรางสารยับยั้งเพิ่มขึ้นตามการการเจริญของเชื้อ แตในถังหมักเชื้อมีการเจริญเติบโตได
เร็วกวาในฟลาสกโดยเขาสูระยะ log ไดเร็วกวา แตการสรางสารยับยั้งโดยรวมนอยกวา
คือที่ 22 ชั่วโมง มีขนาดขอบวงใสมากที่สุดเทากับ 10.6 มิลลิเมตร ในขณะที่เมื่อเลี้ยง
ในฟลาสก มีขนาดขอบวงใสมากที่สุด เทากับ 12.15 มิลลิเมตร แตใชเวลา 30 ชั่วโมง  
(รูปที่ 4) แต pH ของ culture broth ในฟลาสกสูงกวาในถังหมักแสดงวาการยับยั้งที่เกิด
ข้ึนไมไดเกิดจากกรดอินทรียเพียงอยางเดียวนาจะมีสารอื่นรวมดวย
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ตารางที่  17 ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทา ของเชื้อ 
L. plantarum A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth ปริมาตร 3.5 
ลิตร ใหอากาศ 0.5 vvm อัตราการกวน 150 rpm  ไมมีการควบคุม pH  
อุณหภูมิ 30 oซ  ทดสอบโดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29313 ดวยวิธี agar 
well diffusion assay

     เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
    (ชม.) ชุดควบคุม 1               ชุดควบคุม 2                  ชุดทดสอบ

1 2      c a t a l a s e - 3 . 9 5 a 3 . 0 6 b

trypsin - 3.95a 3.93a

α-chymotrypsin - 3.97a 3.94a

α-amylase - 3.97a 3.95a

  1 5       c a t a l a s e - 4 . 6 7  a 3 . 1 1 c

trypsin - 4.67a 4.07b

α-chymotrypsin - 4.72a 4.23b

α-amylase - 4.72a 4.70a

  1 8      c a t a l a s e - 5 . 1 2 a 2 . 3 2 c

trypsin - 5.12a 2.87b

α-chymotrypsin - 5.36a 3.19b

α - a m y l a s e - 5 . 3 6 a 5 . 2 9 a

2 2        c a t a l a s e - 5 . 3 6  a 4 . 0 0 b

trypsin - 5.36a 3.68b

α-chymotrypsin - 5.32a 3.85b

α-amylase - 5.32a 5.31a
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ตารางที่ 17 (ตอ)
เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดขอบวงใสการยับยั้ง (มม.)
(ชม.) ชุดควบคุม 1               ชุดควบคุม 2          ชุดทดสอบ

26      catalase - 4.00a 3.41b

trypsin - 4.00a 3.94a

α-chymotrypsin - 3.97a 3.96a

α-amylase - 3.97a 3.96a

30  catalase - 3.41a 3.06b

trypsin - 3.41a 3.39a

  α-chymotrypsin - 3.38a 3.35a

α-amylase - 3.38a 3.37a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ     : culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม
-  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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เมื่อพิจารณาถึงการสรางสารยับยั้งอื่นพบวาการเลี้ยงในถังหมักมีการผลิตสาร
ยับยั้งที่เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซดและสารโปรตีนมากกวาเนื่องจากเมื่อผานการ
ทดสอบดวยเอนไซม catalase และเอนไซมยอยโปรตีนแลวพบวา culture broth มีความ
สามารถในการยับยั้งลดลงมากกวาเมื่อเลี้ยงในฟลาสก (ตารางที่ 13) อาจเนื่องจากในถัง
หมักมีการกวนและการใหอากาศอยูตลอดเวลาทําใหเชื้อไดสัมผัสกับออกซิเจนไดมากจึง
ผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดเพิ่มขึ้น ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ  Villegas และ 
Gilliland (1998) ที่เลี้ยงเชื้อ L. delbrueckii subsp. lactis I ในฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีน้ําตาล
กลูโคส 55.5 มิลลิโมลาร ที่อุณหภูมิ 5 oซ พบวาสภาวะนี้เชื้อจะไมมีการเพิ่มจํานวนเซลล
แตมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยผลิตมากที่สุดที่เวลา 18 ชั่วโมงและหลังจาก
ชั่วโมงที่ 20 การผลิตจะคอยๆ ลดลง และเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRS แบบมีและไมมี
การกวนพบวาการกวนไมมีผลตอปริมาณเซลลโดยรวมแตทําใหระยะ lag ของเชื้อนาน
ข้ึนและการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดสูงกวาไมกวนเนื่องจากเชื้อสามารถสัมผัสกับ
อากาศไดมากขึ้นทําใหการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพิ่มขึ้นดวย สวน Ocana และ
คณะ (1999) พบวาการเลี้ยงเชื้อ L. crispatus F117 ในอาหาร LAPTg broth ที่มีการกวน
จะมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดไดมากกวาไมมีการกวน และเมื่อเลี้ยงโดยไมกวน
และไมใหออกซิเจนพบวาเชื้อไมมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด

สําหรับการเปรียบเทียบการผลิตแบคเทอริโอซินระหวางการเลี้ยงในฟลาสกและ
ในถังหมักนั้น  Yang และ Ray (1994) พบวาแบคเทอริโอซินสี่ชนิด คือ pediocin AcH, 
nisin,  leuconocin Lcm I และ sakacin A  จะเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มจํานวนของเชื้อและเกิด
ข้ึนมากที่สุดเมื่อเชื้ออยูในระยะ stationary ทั้งสองสภาวะคือใน ฟลาสกที่ไมมีการควบ
คุม pH และในถังหมักซึ่งมีการควบคุม pH แตในถังหมักมีมวลเซลลและการผลิตแบคเท
อริโอซินสูงกวาการเลี้ยงในฟลาสก

สวนการเลี้ยงเชื้อโดยมีการควบคุม pH เทากับ 5.0 พบวาหลังจากทดสอบดวย
เอนไซม catalase นั้น culture broth มีความสามารถในการยับยั้งลดลงทุกเวลา แสดงวาที่ 
pH 5.0 เชื้อมีการผลิตไฮโดรเจนทุกชวงเวลาที่นํามาทดสอบเชนกัน (ตารางที่ 18)
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ตารางที่  18 ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ
L. plantarum A49a  เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth ปริมาตร 3.5 
ลิตร ใหอากาศ 0.5 vvm อัตราการกวน 150  rpm  อุณหภูมิ  30 oซ ควบคุม 
pH เทากับ 5.0 ทดสอบโดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29313 ดวยวิธี agar 
well diffusion assay

เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
(ชม.)  ชุดควบคุม 1             ชุดควบคุม 2  ชุดทดสอบ

12 catalase - 3.95 a 0.75 b

trypsin - 3.95 a 3.87 a

15 catalase - 4.48 a 0.95 b

trypsin - 4.48 a 3.51 b

18 catalase - 4.65 a 1.03 b

trypsin - 4.65 a 3.63 b

22 catalase - 4.85 a 0.90 b

trypsin - 4.85 a 3.90 b

26 catalase - 4.50 a -
trypsin - 4.50 a 4.47 a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   :  culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ      :  culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม

-  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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การทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนพบวาที่เวลา 12 และ 26 ชั่วโมง เชื้อไมมีการ
สรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีน เนื่องจากขนาดขอบวงใสการยับยั้งไมลดลง แตในชั่วโมงที่
15, 18 และ 22 เชื้อมีการผลิตสารยับยั้งที่เปนโปรตีนเพราะขนาดขอบวงใสการยับยั้งลด
ลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 18) โดยในชั่วโมงที่ 18 เชื้อมีการสรางสารยับยั้งที่
เปนโปรตีนมากกวาชั่วโมงที่ 15 และชั่วโมงที่ 22 สวนชั่วโมงที่ 26 นั้นการยับยั้งที่เกิด
ข้ึนมาจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดทั้งหมดเนื่องจากเมื่อผานการทดสอบกับเอนไซม
catalase แลว culture broth ไมมีความสามารถในการยับยั้งคงเหลือเลย

ดังนั้นจากการทดสอบการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนพบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อโดยไม
มีการควบคุม pH และมีการควบคุม pH เทากับ 5.0 นั้น ขนาดขอบวงใสการยับยั้งหลัง
การทดสอบดวยเอนไซมยอยโปรตีนลดลงมากที่สุดคือ ที่เวลา 18 ชั่วโมงเทากัน แต
ขนาดขอบวงใสของการเลี้ยงแบบไมควบคุม pH ลดลงมากกวา คือ ลดลงเฉลี่ย 2.25 
มิลลิเมตร ขณะที่การเลี้ยงโดยควบคุม pH เทากับ 5.0 ขนาดขอบวงใสลดลงเฉลี่ย 1.02 
มิลลิลิตร

สวนการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a โดยควบคุม pH เทากับ 6.0 แลวพบวา
culture broth ไมมีความสามารถในการยับยั้งเลยนั้น อาจเกิดเนื่องจากสารยับยั้งสวนใหญ
เปนกรดอินทรียเมื่อ pH เปนกลางจึงไมมีฤทธิ์ยับยั้ง และที่ pH 6.0 อาจไมเหมาะตอเชื้อ 
L. plantarum A49a ในการผลิตสารยับยั้งอื่นดวยจึงไมเกิดขอบวงใสการยับยั้งขึ้นเลย

สําหรับการศึกษาที่ผานมานั้น Ivanova และคณะ (2000) พบวาการผลิตแบคเทอ 
ริโอซิน Bozacin 14 จากเชื้อ L. lactis subsp. lactis L14 ทั้งการไมควบคุมและควบคุม 
pH เทากับ 5.5 เชื้อมีรูปแบบการผลิตสารยับยั้งแบบเดียวกันทั้ง 2 สภาวะคือ มีฤทธิ์การ
ยับยั้งสูงสุดเมื่อเลี้ยงเชื้อได 6 ชั่วโมง คงอยู 2-3 ชั่วโมง หลังจากนั้นการยับยั้งลดลงเมื่อ
เขาสูหลังชั่วโมงที่ 22

การควบคุม pH ขณะเลี้ยงนั้น Moevedt-Abildgaard และคณะ(1995) รายงานวา 
เชื้อ L. sake L45 สามารถผลิต Lactocin S ได 2,000-3,000 ยูนิต/มิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงเชื้อใน
ถังหมักที่ควบคุม pH ตลอดการหมักเทากับ 5.0 แตที่ pH 6.0 ทําใหการออกฤทธิ์ลดลง 
10 %   และถา pH เพิ่มขึ้นมากกวา 6.0 จะไมมีฤทธิ์ในการทําลายแบคทีเรียอ่ืนๆ  
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Barcena และคณะ (1998) พบวาเชื้อ L. plantarum LL441 สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน 
plantaricin C ไดมากที่สุดเมื่อควบคุม pH ตลอดการหมักเทากับ 5.0 เชนกัน

 Leroy และ De vuyst (1999) รายงานวาเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ L. sake CTC 494 ใน
ถังหมักโดยใชอาหาร MRS เชื้อเติบโตไดมากที่สุดเมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมี pH ระหวาง 5.5 
และ 6.0 สวนการผลิต แบคเทอริโอซิน Sakacin K  สูงสุดที่  pH 5.5 แตที่  pH สูงกวานี้ 
การผลิตจะลดลง และเมื่อ pH ลดลงเทากับ 4.5 ตรวจไมพบแบคเทอริโอซินเลย นอกจาก
นี้เมื่อ pH เพิ่มขึ้นทําใหฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินชนิดนี้ลดลง เนื่องจากแบคเทอริโอซินมี
การเขาไปเกาะติดอยูกับผนังเซลลของเชื้อมากขึ้น สวนเวลาในการผลิตพบวา เชื้อผลิต 
Sakacin K ไดมากที่สุดเมื่อมีอายุ 20 ชั่วโมงซึ่งอยูในระยะ log จากนั้นการผลิตจะลดลง
เมื่อเชื้อเจริญเขาสูระยะ late log และระยะ stationary สวนการผลิตกรด        แลกติกของ
เชื้อนี้ พบวาเพิ่มขึ้นตามการเพิ่มจํานวนเซลลแตเมื่อจํานวนเซลลคงที่การผลิตกรดก็เริ่ม
คงที่ดวย โดยเวลาที่ปริมาณกรดมากที่สุดคือเวลาที่เชื้อใชน้ําตาลกลูโคสในอาหารหมด
พอดี

ดังนั้นจึงพอสรุปไดวาความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a ทั้ง
ที่เลี้ยงในอาหารแข็ง อาหารเหลวในฟลาสก และในถังหมักโดยไมมีการควบคุม pH นั้น 
ความสามารถสวนใหญมาจากผลของกรดอินทรียและไฮโดรเจนเปอรออกไซดและมี
สารยับยั้งที่เปนโปรตีนรวมอยูดวยเปนสวนนอย
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  6.2  ผลของการใหอากาศ
 จากการศึกษาผลของการใหอากาศเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a  ในถังหมักที่

มีอัตราการกวน 150 rpm อุณหภูมิ 30 oซ ไมมีการควบคุม pH ตลอดการทดลอง เปรียบ
เทียบระหวางไมใหอากาศกับการใหอากาศ 0.5 และ 1.0 vvm เปนเวลา 30 ชั่วโมง ไดผล
การเจริญของเชื้อดัง รูปที่ 7 ซึ่งพบวาเมื่อใหอากาศ 0.5 vvm  เชื้อ  L. plantarum A49a  มี
การเจริญสูงสุดโดยมีเซลลแหง 4.09 กรัม/ลิตร (คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทา
กับ 11.73) ที่เวลา 22 ชั่วโมง รองลงมากคือ การเลี้ยงที่ไมมีการใหอากาศซึ่งมีน้ําหนัก
เซลลแหง 2.15 กรัม/ลิตร ที่เวลา 22 ชั่วโมงเชนกัน สวนการใหอากาศ 1.0 vvm  เชื้อมี
การเจริญต่ําสุดคือมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุด 1.98 กรัม/ลิตร ที่เวลา 18 ชั่วโมง

สวนผลการสรางสารยับยั้งเชื้อ  S. aureus ATCC 29213  ไดผลดังรูปที่ 8 โดยพบ
วา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a  ที่มีการใหอากาศ 0.5 vvm ให
ขนาดวงใสการยับยั้งสูงสุดคือ 10.16 มิลลิเมตร ที่เวลา 22 ชั่วโมง รองลงมาคือ การเลี้ยง
เชื้อโดยไมมีการใหอากาศซึ่งมีขนาดขอบวงใสการยับยั้ง 8.90 มิลลิเมตรที่เวลา 22 ชั่ว
โมง เชนเดียวกัน สวนการเลี้ยงโดยใหอากาศ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอ
นาที พบวาขนาดขอบวงใสการยับยั้งสูงสุดที่เกิดขึ้นเทากับ 6.25 มิลลิเมตรที่เวลา 18 ชั่ว
โมง ซึ่งการยับยั้งจะนอยกวาสองสภาวะแรก และพบวาทั้งสามสภาวะนี้ชวงเวลาที่ 
culture broth มีการยับยั้งโดยรวมสูงสุดเปนชวงเดียวกับเวลาที่เชื้อมีจํานวนมากที่สุด

จากผลการศึกษาการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีน ที่เวลา 12, 15, 18 และ 22 ชั่ว
โมง ของการเลี้ยงโดยใหอากาศ 0.5 vvm (ตารางที่ 17) และการเลี้ยงเชื้อโดยไมอากาศ 
(ตารางที่ 19) พบวา culture broth ที่เวลา 15, 18  และ 22 ชั่วโมง มีขนาดของขอบวงใส
การยับยั้งลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยการเลี้ยงที่ให
อากาศ 0.5 vvm  มีการผลิตสารยับยั้งที่เปนโปรตีนมากกวาการเลี้ยงที่ไมใหอากาศ เนื่อง
จากขนาดของวงใสการยับยั้งลดลงมากกวา  และทั้งสองสภาวะนี้เชื้อเริ่มมีการผลิตสาร
ยับยั้งที่เปนโปรตีนในชั่วโมงที่ 15 และผลิตมากที่สุดในชั่วโมงที่ 18  คงอยูจนชั่วโมงที่ 
22 สวนชั่วโมงที่ 26 ไมพบฤทธิ์การยับยั้งที่เกิดจากสารโปรตีนเชนเดียวกับการเลี้ยงใน
ถังหมักที่ผานมา
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สวนการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนเมื่อใหอากาศ 1.0 vvm พบวาขอบวงใสลด
ลงกวาชุดควบคุมเล็กนอยและ แสดงวามีการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนนอยมากจนไม
แตกตางทางนัยสําคัญ (ตารางที่ 20) ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาอากาศจัดเปน stress factor ตอ
เชื้อนี้ทําใหการเจริญเติบโตและการผลิตสารยับยั้งของเชื้อไดไมดี แมวาสําหรับเชื้อ
แบคทีเรียแลกติกบางชนิดเชน De Vuyst และคณะ (1996) พบวาเชื้อ L. amylovorus
L471 สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน Amylovorin Ll471 ไดเพิ่มขึ้นมากกวาเดิมเมื่อมีการ
ใหออกซิเจนเพิ่มขึ้น หรือ Morvedt-Abildgaard และคณะ (1995) ที่พบวาการเลี้ยงเชื้อ 
L. sake  ในสภาวะที่มีอากาศทําใหเชื้อผลิตแบคเทอริโอซิน Lactocin S ลดลง นอกจากนี้ 
Parente และ Ricciardi (1999) กลาววาการใหอากาศ 10-40 มิลลิลิตร/นาที ในการเลี้ยง
เชื้อ L. lactis  สายพันธุ IO-1  ทําใหการผลิต nisin Z ลดลงอยางนัยสําคัญดวยเชนกัน 
สันนิษฐานวาออกซิเจนทําใหมีการเกิด chemical degradation ข้ึน ซึ่งจะไปกดการแสดง
ออกของยีนที่ควบคุมการผลิตแบคเทอริโอซิน ทําใหเชื้อมีการผลิตแบคเทอริโอซินลดลง
ได

สวนการทดสอบการสรางสารยับยั้งที่เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ที่เวลา 12  
15  18  22 และ 26 ชั่วโมง พบวาการใหอากาศ 1.0 vvm  มีขนาดขอบวงใสการยับยั้งลด
ลงกวาชุดควบคุมอยางเห็นไดชัด (ตารางที่ 20) แสดงวาเชื้อมีการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ทุกชวงเวลาที่นํามาทดสอบ และมากกวาการเลี้ยงในสภาวะอื่นๆ ที่ผานมาดวย 
เนื่องจากเปนชุดการทดลองที่มีการใหออกซิเจนแกเชื้อมากที่สุด นอกจากนี้ยังพบวาใน
สภาวะนี้  pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงอยางรวดเร็ว (รูปที่ 7) จาก 6.52 เหลือ 2.83 ใน 
ชั่วโมงที่ 12 แลวคอยลดลงอยางชาๆ จนเทากับ 2.63 เมื่อเวลา 30 ชั่วโมง แสดงวาการ
ยับยั้งในสภาวะนี้เกิดขึ้นเนื่องจากผลของกรดอินทรียและไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปน
สวนใหญ มีสารที่เปนโปรตีนนอยมาก  สําหรับ culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อโดย
ใหอากาศ 0.5 vvm พบวา มีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดทุกเวลาเชนเดียวกัน แต
นอยกวาเมื่อมีการใหอากาศ 1.0 vvm  และการเลี้ยงโดยไมมีการใหอากาศพบวา culture 
broth หลังผานการทดสอบดวยเอนไซม catalase มีขอบวงใสลดลงเล็กนอย อยางไมมีนัย
สําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 19) แสดงวาเชื้อมีการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดเพียงเล็ก
นอยเทานั้น ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานของ  Ocana และคณะ (1999) ที่พบวา
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การเลี้ยงเชื้อ  L. crispatus F117 ในอาหาร LAPTg broth โดยไมมีการกวนและไมให
ออกซิเจนพบวาเชื้อไมมีการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด

จากการทดลองนี้จะเห็นไดวาเชื้อ L. plantarum A49a สามารถเจริญและสราง
สารยับยั้งไดมากที่สุดเมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีการใหอากาศ 0.5 vvm อาจเนื่องจากการที่
เชื้อนี้ เปนสายพันธุที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโตเพียงเล็กนอย (micro 
aerophilic bacteria) ดังนั้น อากาศ 0.5 vvm จึงเพียงพอตอการผลิตมวลเซลลและการ
สรางสารยับยั้งของเชื้อ สวนการไมใหอากาศเลยก็ทําใหเชื้อเจริญและสรางสารยับยั้งได
นอยเนื่องจากปริมาณออกซิเจนที่เซลลจะนําไปใชมีอยูในปริมาณจํากัด

สําหรับการศึกษาอื่นๆ ที่ผานมาเกี่ยวกับการใหอากาศขณะทําการเลี้ยงเชื้อเพื่อ
ผลิตสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกนั้นมีทั้งผลการการทดลองที่สนับสนุนและขัดแยง
กัน กลาวคือ  Gonzalez และคณะ (1994) พบวาการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum LL441 ในถัง
หมักที่มีการใหอากาศและมีการกวนเบาๆ  นั้นเชื้อสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน 
Plantaricin C ไดมากที่สุด สวน Fiorentini และคณะ (2001) พบวา L. plantarum BN 
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดดีในถังหมักที่มีการใหอากาศ 0.7 vvm

Kimura และคณะ (1997) พบวาการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ Pediococcus
sp. ISK-1 ในถังหมักเชื้อสามารถผลิตสารยับยั้งไดมากที่สุด เมื่อมีอัตราการกวน 440 rpm 
และไมใหออกซิเจน
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ตารางที่ 19 ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ
L. plantarum A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth ปริมาตร 3.5 
ลิตร ไมมีการใหอากาศ มีอัตราการกวน 150 rpm อุณหภูมิ  30 oซ ทดสอบ
โดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29313 ดวยวิธี agar well diffusion assay

เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
(ชม.)  ชุดควบคุม 1               ชุดควบคุม 2  ชุดทดสอบ

12 catalase - 3.87 a 3.77 a

trypsin - 3.87 a 3.89 a

15 catalase - 4.59 a 4.45 a

trypsin - 4.59 a 4.22 b

18 catalase - 5.21 a 5.12 a

trypsin - 5.21 a 4.24 b

22 catalase - 5.17 a 5.06 a

trypsin - 5.17 a 4.45 b

26 catalase - 4.05 a 3.92 a

trypsin - 4.05 a 4.02 a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ      : culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม
-  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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ตารางที่  20 ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ
L. plantarum A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth  ปริมาตร  3.5 
ลิตร  อัตราการกวน 150 rpm ใหอากาศ 1  vvm อุณหภูมิ  30 oซ ทดสอบ
โดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ดวยวิธี agar well diffusion assay

เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
(ชม.)  ชุดควบคุม 1                 ชุดควบคุม 2                ชุดทดสอบ

1 2 c a t a l a s e - 3 . 8 5  a 2 . 7 7 b

trypsin - 3.85 a 3.78 a

       _____________________________________________________________________________________________________________________________________

15 catalase - 4.54 a 1.01 b

trypsin - 4.54 a 4.46 a

18 catalase - 5.26 a 1.36 b

trypsin - 5.26 a 5.18 a

22 catalase - 5.22 a 2.36 b

trypsin - 5.22 a 5.20 a

26 catalase -    4.61 a 2.10 b

trypsin -    4.61 a 4.58 a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ      : culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม
-  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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6.3    ผลของการกวน
จากการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในถังหมักที่มีการใหอากาศ 0.5 vvm ปรับ

ระดับความเร็วรอบของการกวนใหเปน 80 rpm และไมมีการกวน อุณหภูมิ 30 oซ และ
ไมควบคุม  pH เปนเวลา 30 ชั่วโมง พบวามีผลใหเชื้อ L. plantarum A49a เติบโตไดมาก
ที่สุด เมื่อมีอัตราการกวน 80 รอบ/นาที (รูปที่ 9) โดยมีน้ําหนักเซลลแหง 4.26 กรัม/ลิตร  
(คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เทากับ 11.95) ที่เวลา 22 ชั่วโมง ซึ่งมากกวาการ
ทดลองที่ผานมา ที่มีอัตราการกวน 150 rpm และมากกวาการเลี้ยงที่ไมมีการกวนซึ่งให
น้ําหนักเซลลแหงมากที่สุดที่เวลา 22 ชั่วโมง เทากับ 3.4 กรัม/ลิตร (คาการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร เทากับ 9.01)

 สวนการสรางสารยับยั้ง ตอ S. aureus ATCC 29213 พบวาทุกสภาวะของการ
กวนใหขนาดขอบวงใสการยับยั้งมากที่สุดที่เวลา 22 ชั่วโมงเทากัน (รูปที่ 10) ซึ่งตรงกับ
เวลาที่เชื้อมีปริมาณมากที่สุด โดยการเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราการกวน 80 และ 150 rpm ให
ปริมาณสารยับยั้งสูงสุดใกลเคียงกันทําใหเกิดขนาดขอบวงใสการยับยั้ง 11.95 และ 11.73 
มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนการเลี้ยงโดยไมมีการกวนพบวาการยับยั้งเกิดขึ้นนอยที่สุดคือ 
9.58 มิลลิเมตร

เมื่อนํา culture broth มาทดสอบดวยเอนไซม trypsin พบวาที่เวลา 15, 18 และ 22  
ชั่วโมงเชื้อมีการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนทั้ง 3 สภาวะ   (ตารางที่ 17, ตารางที่ 21  
และตารางที่ 22) โดยเริ่มสรางเมื่อเลี้ยงเชื้อได 15 ชั่วโมงซึ่งเปนเวลาที่เขาสูระยะ 
stationary จากนั้นสารยับยั้งที่เปนโปรตีนนี้จะคงอยูจนชั่วโมงที่ 22 ในชั่วโมงที่ 26 
ทดสอบไมพบความสามารถในการยับยั้ง นอกจากนี้ยังพบวาในชั่วโมงที่ 18  culture 
broth ที่ไดจากการเลี้ยงโดยมีอัตราการกวน 80 rpm และ 150 rpm มีขอบวงใสการยับยั้ง
หลังจากการเติมเอนไซมยอยโปรตีนลดลงเทากัน คือ 2.25 มิลลิเมตร  ในขณะที่เมื่อเลี้ยง
โดยไมมีการกวนนั้นขนาดขอบวงใสการยับยั้งหลังจากเติม trypsin ลดลง 1.33 มิลลิเมตร

การทดสอบการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซด ทั้ง 3 สภาวะ ที่เวลา 12, 15, 18, 
22 และ 26 ชั่วโมง พบวา ขนาดขอบวงใสการยับยั้งลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเชน
เดียวกัน (ตารางที่ 17, ตารางที่ 21 และตารางที่ 22) แสดงวาเชื้อ L. plantarum A49a มี
การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดทุกชวงเวลาที่นํามาทดสอบ
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ffusion assay เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth 
อากาศ 0.5 vvm อุณหภูมิ 30 oซ
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ตารางที่  21    ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ 
L. plantarum A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth ปริมาตร 3.5 
ลิตร ใหอากาศ 0.5 vvm ไมมีการกวน อุณหภูมิ 30 oC ทดสอบโดยใชเชื้อ
S. aureus ATCC 29213 ดวยวิธี agar well diffusion assay

เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
(ชม.)  ชุดควบคุม 1               ชุดควบคุม 2  ชุดทดสอบ

12 catalase - 3.92 a 3.02 b

trypsin - 3.92 a 3.94 a

15 catalase - 4.51 a 3.54 b

trypsin - 4.51 a 4.22 b

18 catalase - 5.18 a 3.46 b

trypsin - 5.18 a 3.85 b

22 catalase - 5.25 a 3.88 b

trypsin - 5.25 a 4.45 b

26 catalase - 4.98 a 3.75 b

trypsin - 4.98 a 4.86 a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ     : culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม

    -   :  ไมเกิดการยับยั้ง
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ตารางที่ 22  ผลของเอนไซมตอสารยับยั้งจาก culture broth ที่เขมขน 10 เทาของเชื้อ  
L. plantarum    A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักที่มีอาหาร CJ broth ปริมาตร 3.5 
ลิตร ใหอากาศ 0.5 vvm มีอัตราการกวน 80 ครั้งตอนาที อุณหภูมิ 30 oซ
ทดสอบโดยใชเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ดวยวิธี agar well diffusion 
assay

เวลา เอนไซม คาเฉลี่ยขนาดของขอบวงใส (มม.)
(ชม.)  ชุดควบคุม 1               ชุดควบคุม 2  ชุดทดสอบ

12 catalase - 3.88 a 3.02 b

trypsin - 3.88 a 3.82 a

15 catalase - 4.75 a 3.67 b

trypsin - 4.75 a 3.63 b

18 catalase - 5.28 a 3.13 b

trypsin - 5.28 a 3.03 b

22 catalase - 5.54 a 3.67 b

trypsin - 5.54 a 4.06 b

26 catalase - 4.22 a 2.68b

trypsin - 4.22 a 4.10 a

ตัวอักษรในแนวนอนที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

ชุดควบคุม 1   : บัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2   : culture broth ความเขมขน 10 เทา + บัฟเฟอร
ชุดทดสอบ     : culture broth ความเขมขน 10 เทา +  บัฟเฟอร  + เอนไซม

     -  :  ไมเกิดการยับยั้ง
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จะเห็นไดวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ  L. plantarum A49a ในถังหมักโดยไมควบคุม  pH นั้น
จํานวนรอบการกวนระหวาง 80 และ 150 rpm มีการผลิตสารยับยั้งโดยรวมไมแตกตาง
กัน แตเมื่อไมมีการกวนพบวาการผลิตสารยับยั้งลดลงอยางเห็นไดชัด ทั้งนี้อาจเกิดเนื่อง
จากระดับการกวนที่ใชทําใหออกซิเจนละลายในอาหารไดในสัดสวนที่พอเหมาะและ
เชื้อสามารถคลุกเคลากับอาหารไดดีทั่วถังหมัก เปนผลใหเชื้อเจริญเติบโตและสรางสาร
ยับยั้งไดดีกวาเมื่อไมมีการกวน แมวาจากการทดลองเลี้ยงเชื้อในฟลาสกที่ผานมาจะพบ
วาเชื้อสายพันธุนี้สามารถเจริญและสรางสารยับยั้งในสภาวะที่ไมมีการเขยามากกวามีการ
เขยาก็ตาม แตการเลี้ยงในถังหมักเปนการเลี้ยงที่มีปริมาตรของอาหารมาก ตองอาศัยการ
กวนเพื่อทําใหเชื้อไดรับอากาศและคลุกเคลากับอาหารไดดีข้ึน ในแงของการประหยัดจึง
ควรใชอัตราการกวน 80 rpm ในการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งที่ผานมามีผูทําการเลี้ยงเชื้อในถังหมัก
โดยมีอัตราการกวนจํานวนรอบนอยๆ 50-80 รอบตอนาทีเพื่อใหเชื้อสัมผัสอาหารไดดีได
แก การผลิตแบคเทอริโอซิน amylovorin 471 จากเชื้อ L. amylovorus DCE471 
(Callewaert, et al., 1999) sakacin K จากเชื้อ L. sake CTC494 (Leroy and De vuyst, 
1999) Plantaricin S และPlantaricin T จากเชื้อ L. plantarum (Jimenez-Diaz et al.,1993) 
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. plantarum LL441 (Gonzalez et al.,1994)

Barefoot และคณะ (1994)  เลี้ยงเชื้อ L. acidophilus ในถังหมักขนาด 1 ลิตร เพื่อ
ผลิตแบคเทอริโอซิน Lactacin B ในอาหาร MRS broth โดยใชจํานวนรอบของการกวน
150 rpm Coventry และคณะ (1996) เปรียบเทียบการเลี้ยงเชื้อ L. brevis VB 286 โดยมี
อัตราการกวน 200 rpm และไมมีการกวน พบวาเมื่อมีการกวนเชื้อสามารถผลิตแบคเทอริ
โอซินไดมากที่สุดที่เวลา 30 ชั่วโมง ถาไมมีการกวนจะผลิตไดมากที่สุดที่เวลา 32-36 ชั่ว
โมง Barcena และคณะ (1998) รายงานวาเชื้อ L. plantarum LL441 สามารถผลิต
แบคเทอริโอซิน plantaricin C ไดมากที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อในถังหมักโดยใชอาหาร MRS
และมีอัตราการกวน 150 rpm Fiorentini และคณะ (2001) รายงานวาสภาวะที่เหมาะสม
ในการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. plantarum BN ในถังหมักตองมีอัตราการกวน
100 rpm
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จากการทดลองจะเห็นไดวาการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ทั้งในฟลาสกและ
ในถังหมักโดยใชอาหาร CJ broth เหมือนกันพบวา ชวงเวลาที่เชื้อมีการเพิ่มจํานวนมากที่
สุดหรือมีคาการดูดกลืนแสงมากที่สุดเปนเวลาที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงต่ําสุดหรือ
เกือบจะต่ําสุด และเปนเวลาที่ขนาดวงใสการยับยั้งที่เปนผลจากสารยับยั้งทั้งหมดเกิดขึ้น
มากที่สุดดวย แตเมื่อนํามาทดสอบหาสารยับยั้งที่เปนโปรตีน พบวา เวลาที่ขอบวงใสลด
ลงมากที่สุดคือ ชวงเวลากอนที่เชื้อจะมีขอบวงใสการยับยั้งรวมสูงสุด การเลี้ยงในฟ
ลาสก culture broth มีการยับยั้งรวมมากที่สุดที่เวลา 30 ชั่วโมง  แตมีการสรางสารที่เปน
โปรตีนมากที่สุดที่เวลา 22 ชั่วโมง สวนการเลี้ยงในถังหมัก culture broth มีการยับยั้งรวม
มากที่สุดคือที่เวลา 22 ชั่วโมง แตสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนมากที่สุดที่เวลา 18 ชั่วโมง

สวนการผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซดพบวามีการสรางทุกชวงเวลาที่นํามา
ทดสอบ ดังนั้นแสดงวาการที่ culture broth มีขนาดขอบวงใสการยับยั้งสูงสุดนั้นเปนผล
มาจากสารยับยั้งทั้งหมดที่เชื้อสรางขึ้น และเวลาที่เชื้อมีการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีน
มากที่สุดนั้นก็ไมจําเปนจะตองเปนเวลาเดียวกับที่เชื้อมีมวลเซลลสูงสุด เนื่องจากมีการ
ศึกษาพบวา สารยับยังที่เปนโปรตีนหรือแบคเทอริโอซินนั้นแมวาการผลิตจะมีความ
สัมพันธโดยตรงกับการเจริญเติบโตของเชื้อ แตไมจําเปนวาเวลาที่มีการเติบโตมากที่สุด
จะทําใหมีการผลิตแบคเทอริโอซินไดมากที่สุดตามไปดวยเพราะมีปจจัยหลายอยางที่
เกี่ยวของกับการผลิตแบคเทอริโอซิน เพราะในการหมักเพื่อผลิตแบคเทอริโอซินบาง
ชนิดเชน nisin (Meghrous et al.,1992) หรือ Plantaricin C ชวงที่มีอัตราการเจริญเติบโต
ของเชื้อเพิ่มขึ้นแตอัตราการผลิตแบคเทอริโอซินกลับลดลง (Barcena et  al., 1998)

นอกจากนี้การที่ culture broth มีขนาดขอบวงใสการยับยั้งโดยรวมสูงสุดเมื่อเชื้อ
เจริญอยูในระยะหลังของการเลี้ยงเชื้อหรือเมื่อเชื้ออยูในระยะ stationary และเปนชวงที่ 
pH ลดต่ําลงอยางมากแสดงวาผลการยับยั้งสวนใหญของชวงเวลานี้เกิดขึ้นเนื่องจากกรด
อินทรียที่เชื้อสรางขึ้นมาเปนสวนใหญ ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Goncalves และ
คณะ (1997) ที่พบวา เชื้อ L. rhamnosus ผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดในชวงหลังของการ
เลี้ยงซึ่งเปนชวงที่อัตราการเจริญจําเพาะและ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงแลว สวนชวง
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แรกของการเลี้ยงเชื้อที่ pH ยังไมลดลงมากนั้นพบวาเชื้อมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดแต
การผลิตกรดแลกติกกลับเกิดขึ้นต่ํากวา

สวนสารยับยั้งที่คาดวาเปนโปรตีนจากเชื้อ L. plantarum A49a  ในถังหมักนั้น
เริ่มมีการผลิตตั้งแตเลี้ยงเชื้อได 15 ชั่วโมงผลิตมากที่สุดที่เวลา 18 ชั่วโมง ซึ่งเปนชวงที่
เชื้อกําลังอยูในระยะ late log ซึ่งแบคเทอริโอซินชนิดอื่นๆ ที่ผลิตขึ้นมาเมื่อเชื้ออยูใน
ระยะ log ไดแก Plantaricin S ที่ผลิตโดยเชื้อ L. plantarum ที่แยกไดจากการหมักผล
มะกอก (Jimenez-Diaz et al., 1993) Brevicin 286 ที่ผลิตโดยเชื้อ L. brevis VB 286 
(Coventry et al., 1996) Fermencin B ที่ผลิตโดยเชื้อ L. fermentum Beijerinck 14018 
(Yan and Lee, 1997)
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