
2.  วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ

1.  แบคทีเรีย
แบคทีเรียที่ใชในการศึกษาไดแก  Lactobacillus  ที่ผลิตสารยับยั้งจํานวน 4 สาย

พันธุ  Lactobacillus  สายพันธุมาตรฐาน 4 สายพันธุ และแบคทีเรียกอโรคติดตอทาง
อาหารจํานวน 3 สายพันธุ และแบคทีเรียไมกอโรค 1 สายพันธุ รายละเอียดชื่อสายพันธุ
และแหลงที่มาของเชื้อ ดังตารางที่ 4
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (ดูรายละเอียดในภาคผนวก ก)

- APT medium (All Purpose Tween) บริษัท Difco
- BHI medium (Brain Heart Infusion) บริษัท Difco

    - CJ medium (Coconut  Juice) สายชลและนภา (2517)
- MRS medium (de Man Rosoga and Sharpe) บริษัท Difco
- NA (Nutrient Agar) บริษัท Difco
- TGE medium (Trypticase Glucose Extract) Biswas และคณะ (1991)
- TJ medium (Tomato Juice) บริษัท Difco

3.  สารเคมี
- สียอมแกรม
- โซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมัลและ 5 นอรมัล
-  กรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 นอรมัล
- ฟอสเฟตบัฟเฟอร (ภาคผนวก ก)

4. เอนไซม
- ∝-amylase จากบริษัท  Difco
- catalase จากบริษัท  Difco
-  ∝-chymotrypsin จากบริษัท  Difco
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- pepsin  จากบริษัท  Difco
- protease  จากบริษัท  Difco
- proteinase-K จากบริษัท Difco
- trypsin  จากบริษัท  Difco

อุปกรณสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
        -  เครื่องเขยา (Vortex  Mixer) ของ Sciencefic  Industries. Inc. USA.
    - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน UV-1201V ของ Shimadsu,
Japan
    - เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุน Sorvall RC 5C ของ
Dupond Company, USA
    - ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุน Bioflo 3000 ของ บริษัท New Brunswick
Scientific, U.S.A.
    - หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (Autoclave) ของ Tomy Seilo Co.Ltd, Japan
   - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ของ Eyela Tokla Rikakikai Co. Ltd,
Japan
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ตารางที่  4  แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ

ชื่อแบคทีเรีย แหลงท่ีมา
1. Lactobacillus ท่ีใชศึกษา
Lactobacillus sp. A2 แยกไดจากปลาจิ้งจั้งดอง  ภาควิชาจุลชีววิทยา

คณะวิทยาศาสตร  ม. สงขลานครินทร
L. plantarum  A49a แยกไดจากไสกรอกเปรี้ยว  (อรัญญา, 2542)
L. plantarum  A61a แยกไดจากแหนม (อรัญญา, 2542)
Lactobacillus sp. P5 แยกไดจากปลาแปงแดง (วิลาวัณย, 2543)
2. แบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรค
Escherichia   coli  1188 หนวยจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา

คณะแพทยศาสตร ม. สงขลานครินทร
Salmonella  typhi  3299  หนวยจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา                      

คณะแพทยศาสตร ม. สงขลานครินทร
Staphylococcus  aureus
ATCC 29213

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย จังหวัดสงขลา

3. แบคทีเรียไมกอโรค
M.  luteus ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร

ม. สงขลานครินทร
4. แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐาน
L. plantarum TISTR 877 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L.  sake TISTR 912 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L. fermentum  TISTR 914 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L. curvatis     TISTR  938 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
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วิธีการวิเคราะห

1.  การเตรียมเชื้อเริ่มตนของเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีผลิตสารยับยั้ง
นําเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus ที่ตองการทดสอบความสามารถในการยับยั้งมา 

sub culture เพื่อใหเชื้อ activeโดย streak เชื้อจาก stock culture ลงบนอาหาร MRS agar
แลวนําไปบมโดย L. plantarum  A49a, L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5
บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ  Lactobacillus sp. A2 บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมงใช
หวงเขี่ยเชื้อที่เจริญเปนโคโลนีเดี่ยวๆ มา 2 loop ใสในหลอดทดลองที่มีอาหาร MRS 
broth 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิเดิมเปนเวลา 24 ชั่วโมง  จะไดเชื้อเริ่มตนที่มี
จํานวนประมาณ 4 X 109 เซลล/มิลลิลิตร สําหรับนําไปใชในการเลี้ยงบนอาหารแข็งหรือ
อาหารเหลวตอไปตามตองการ

2.  การเตรียมเชื้ออินดิเคเตอรเพื่อนํามาใชในการทดสอบการยับยั้ง
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธีการ streak ลงบนอาหารแข็งที่เหมาะสมกับ

เชื้ออินดิเคเตอรนําไปบมในสภาวะที่เหมาะสมกับเชื้อนั้นๆ โดยไมมีการเขยา แลวใชหวง
เขี่ยเชื้อที่เจริญเปนโคโลนีเดี่ยวๆ นํามาปรับความขุนใหไดเทากับ McFarland เบอร 0.5 
โดยใช normal saline ความเขมขน 0.85 % ในการปรับ จะไดจํานวนเชื้อประมาณ 108

เซลล/มิลลิลิตร จากนั้นดูดมา 0.1 มิลลิลิตรซึ่งมีเชื้ออยูประมาณ 107 เซลล มาเติมใน
หลอดทดลองที่มีอาหารกึ่งแข็งซึ่งเหมาะสมกับแบคทีเรียอินดิเคเตอรแตละชนิด โดยมี
ปริมาตรอาหาร 7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน สุดทายจะไดเชื้ออินดิเคเตอร ที่มีความหนา
แนนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/มิลลิลิตร นําไปใชในการทดสอบตอไป

3.  การเตรียม culture broth ท่ีใชในการทดสอบใหมีความเขมขน 10 เทา
เพื่อให culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแตละชนิดที่นํามาใชทดสอบมีความ

เขมขนเพียงพอสําหรับการยับยั้งจึงนํา culture broth มาทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา โดย
นํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 รอบ/นาทีเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ทิ้งตะกอน 
แยกเอาเฉพาะสวนใสไประเหยเอาน้ําออกดวยการวางใน water bath อุณหภูมิ 65 °ซ  
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เพื่อใหปริมาตรนอยลงกวาเดิม 10 เทา (ดัดแปลงจาก Sarkar and Banerjee, 1996) นํา 
culture broth ที่ไดมากรองผานกระดาษกรองที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร culture broth นี้
นําไปใชทดสอบการยับยั้งตอไป

4.  การทดสอบการยับยั้ง
4.1 Agar spot assay
      เปนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus

ตอเชื้ออินดิเคเตอรโดยตรง ทําไดโดยการใชไมโครปเปตดูดเชื้อเริ่มตนในอาหารเหลว
จากวิธีการในขอ 1 มา 5 ไมโครลิตร (มีจํานวนเชื้อแบคทีเรียประมาณ 2 x 107 เซลล/
มิลลิลิตร) หยดลงบนอาหาร MRS agar หางกันหยดละ 3 เซนติเมตร บมไวที่อุณหภูมิ
เหมาะสมกับเชื้อนั้นๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหารกึ่งแข็งที่
เหมาะกับเชื้ออินดิเคเตอรแตละชนิดซึ่งมีจํานวนเชื้ออินดิเคเตอรประมาณ 1.4 x 106

เซลล/มิลลิลิตร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 )วางทิ้งไวใหแข็งนําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม
กับเชื้ออินดิเคเตอรแตละชนิด  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง (ดัดแปลง
จาก Spelhaug and Harlander, 1989)

4.2 Agar well diffusion assay
      เปนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของ culture broth ที่ไดจากการ

เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus ตอแบคทีเรียอินดิเคเตอร ทําไดโดยการนําจานอาหาร Nutrient 
agar มาเททับดวยอาหารกึ่งแข็งที่เหมาะสมกับแบคทีเรียที่ใชทดสอบหรือแบคทีเรียอินดิ
เคเตอร ปริมาตรอาหาร 7 มิลลิลิตร ซึ่งมีเชื้ออินดิเคเตอรจํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางทิ้งไวใหแข็ง เจาะหลุมวุนดวย cork borer ขนาด
เสนผานศูนยกลาง 6.8 มิลลิเมตร หางกันประมาณหลุมละ 3 เซนติเมตร เติม culture 
broth ที่ผานการทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3 )  ลงไปหลุมละ 80 
ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิเหมาะสมกับเชื้ออินดิเคเตอร เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง วัด
ผลการยับยั้งที่เกิดขึ้น (ดัดแปลงจาก Schillinger and Lucke, 1989)
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4.3 การอานผล
      ผลการยับยั้งที่ไดจากการทดสอบในขอ 4.1 และ 4.2 ทําไดโดยการวัดขนาด

ขอบวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้น (รูปที่ 1) โดยใช vernia caliper วัด 4 แนวจากขอบโคโลนี
ของเชื้อ Lactobacillus ที่สรางสารยับยั้งไปยังริมขอบวงใสที่เชื้ออินดิเคเตอรเติบโตได
แลวนํามาหาคาเฉลี่ย หนวยที่ใชเปนมิลลิเมตร

รูปที่ 1   การวัดขนาดของขอบวงใสการยับยั้ง
A     :  บริเวณที่เชื้ออินดิเคเตอรสามารถเติบโตได
B     :   บริเวณที่เชื้อ Lactobacillus ซึ่งสรางสารยับยั้งเติบโต
C     :   ระยะที่ใชวัดขนาดของขอบวงใสการยับยั้ง (annular zone)

5. การวิเคราะหทางสถิติ
การทดลองทุกครั้งจะทํา 3 ซ้ํา แลวหาคาเฉลี่ย ผลที่ไดนําไปหาความแตกตางทาง

สถิติ การวางแผนการทดลองทําแบบสุมตลอด (completely Randomized Design, CRD)
ขอมูลที่ไดจากการทดลองนํามาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบ
ชุดการทดลองโดยใชวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) (อภิญญา, 2531)

B

A

C
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ข้ันตอนในการศึกษา ประกอบดวย 5 ข้ันตอน คือ

1. ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรีย  Lactobacillus ท่ีแยกไดจากอาหารหมักพื้น
บานของไทย ในสภาวะตางๆ

1.1  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิตางๆ
นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  

A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมจากวิธีการขอ 1 มาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 75 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดยใชเชื้อเริ่มตน 3 %  บมที่
อุณหภูมิ  25, 30, 35 และ 40 °ซ  เปนเวลา 24  ชั่วโมงโดยไมมีการเขยา จากนั้นนํา
culture broth ที่ไดมาทําใหมีความเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ3) แลว
ทดสอบผลการยับยั้ง ดวย วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) โดยใช
เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรคือ  S.  aureus  ATCC 29213 บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง อานผลการยับยั้ง นําผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้งไป
ใชเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอไป

1.2  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงโดยมีการเขยาและไมมีการเขยา
เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ 

Lactobacillus sp. P5 เหมือนการทดลองที่ 1.1  แตแบงชุดการทดลองเปนสองชุดคือเขยา 
150 rpm และไมมีการเขยาโดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.1  เปน
เวลา 24 ชั่วโมง นํา culture broth ที่ไดไปทําใหเขมขน (วิธีการวิเคราะหขอ 3) ทดสอบ
ผลการยับยั้งดวย วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) เปรียบเทียบการ
ยับยั้งที่เกิดขึ้น นําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติแลว นําผลที่ไดไปใชในการเลี้ยง
เชื้อแตละชนิดในการทดลองตอไป

1.3  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารตางๆ
1.3.1  ศึกษาการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งชนิดตางๆ

ใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  
A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการขอ 1 มา 5 
ไมโครลิตร หยดบนจานอาหารแข็ง 5 ชนิด คือ APT, CJ,  MRS,  TGE และ TJ บมที่
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อุณหภูมิเหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาเททับผิวหนาดวย
อาหารกึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร  (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 18-
24 ชั่วโมง เปรียบเทียบการยับยั้งจากขนาดขอบวงใสที่เกิดขึ้น และนําผลการทดลองที่ได
มาทําการวิเคราะหทางสถิติ

1.3.2  ศึกษาการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวชนิดตางๆ
นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,                    

L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มา
เลี้ยง ในอาหารเหลว 5 ชนิด คือ APT, CJ,  MRS,  TGE และ TJ ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรโดยใชเชื้อเริ่มตน 3 % บมในสภาวะที่เหมาะสมตามผล
การทดลอง 1.1 และ 1.2 เปนเวลา 24 ชั่วโมงนํา culture broth มาทําใหไดความเขมขน 10 
เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3) แลวทดสอบผลการยับยั้งดวยวิธี agar well diffusion assay 
(วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) นําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

2. ศึกษาลักษณะสารยับยั้งที่สรางโดย Lactobacillus  บนอาหารแข็ง
2.1 ศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS agar ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 2 % ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน
ใชวิธี agar spot assay ตามวิธีการขอ 4.1 โดยใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ 

Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. 
P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการขอ 1 มา 5 ไมโครลิตร หยดบนอาหารแข็ง  MRS (ที่มีน้ําตาล
กลูโคส 2 %)โดยทําการทดลอง 2 ชุด ชุดที่ 1 นําไปบมในตูบมปกติที่มีออกซิเจน ชุดที่ 2 
นํามาบมในสภาวะไมมีออกซิเจน ใน anaerobic jar เพื่อจํากัดการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Gonzalez  et al., 1994) ทั้ง 2 ชุด บมโดยใชอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหาร
กึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร เปนเชื้ออินดิเตอร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ  
35 °ซ  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง
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2.2 ศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS agar ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 0.2% 
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกเจน

ทําการทดลองเหมือนกับการทดลองที่ 2.1 แตหยดเชื้อ Lactobacillus sp. A2,     
L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ปริมาณ 5 
ไมโครลิตร ลงบนอาหาร MRS  agar ที่มีน้ําตาลกลูโคส 0.2 % เพื่อจํากัดการสรางกรด
อินทรียดวย ทําการทดลอง 2 ชุด ชุดที่ 1 นําไปบมในตูบมปกติที่มีออกซิเจน ชุดที่ 2 นํา
มาบมในสภาวะไมมีออกซิเจน ใน anaerobic jar เพื่อจํากัดการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Gonzalez  et al., 1994) ทั้ง 2 ชุด บมโดยใชอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหาร
กึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/ 
มิลลิลิตร เปนเชื้ออินดิเตอร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ 
35°ซ  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง

3. ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นๆ
3.1 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรีย 

Lactobacillus สายพันธุมาตรฐานบนอาหารแข็ง
ใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  

L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มา 5
ไมโครลิตร หยดบนอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิเหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาทดสอบการยับยั้งดวยวิธี agar spot assay โดยใชอาหารกึ่งแข็ง
ที่เหมาะกับเชื้ออินดิเคเตอรตางๆ คือ  BHI soft agar สําหรับ  S.  aureus  ATCC 29213,  
M.  luteus,   E. coli 1188,  S.   typhi 3299 และอาหาร MRS soft agar สําหรับ 
 L. plantarum  TISTR  877,  L. fermentum  TISTR  879,   L. fermentum  TISTR  914 
และ  L. curvatus  TISTR 938 อุณหภูมิเหมาะสมที่ใชสําหรับการบมเชื้ออินดิเคเตอร  
 S.  aureus  ATCC 29213,  M.  luteus,   E.  coli 1188  S. typhi 3299,    L.   fermentum  
TISTR  914    และ  L. curvatus  TISTR 938  กระทําที่ 35 °ซ  สวนเชื้อ   L.  plantarum  
TISTR  877  และ  L.   fermentum  TISTR  879   บมที่อุณหภูมิ   30 °ซ  เปนเวลา 18-24 
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ชั่วโมง เปรียบเทียบการยับยั้งของเชื้อแตละชนิดจากขนาดของขอบวงใสที่เกิดขึ้น และ
นําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

3.2 ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรีย
Lactobacillus สายพันธุมาตรฐาน เมื่อใช culture broth ท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว

นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  
A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 75 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรโดยใชเชื้อเริ่มตน 3 % 
บมในสภาวะที่เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 และ 1.2 เปนเวลา 24 ชั่วโมงนํา culture 
broth มาทําใหไดความเขมขน 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3) ทดสอบผลการยับยั้งดวย
วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) โดยใชเชื้ออินดิเคเตอรทุกชนิดและ
อาหารกึ่งแข็งที่เหมาะกับอินดิเคเตอรเชนเดียวกับการทดลอง 3.1 อานผลการยับยั้งที่เกิด
ข้ึนและนําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

การทดสอบการยับยั้งเชื้ออ่ืนทั้งบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวเพื่อเปนการ
เปรียบเทียบและยืนยันผลการยับยั้งที่เปนการทดสอบโดยตรงจากสารยับยั้งของเชื้อ 
Lactobacillus  ขณะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งและการยับยั้งที่เปนผลของสารยับยั้งใน 
culture broth ที่เชื้อสรางขึ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว

4. ศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว

4.1 เปรียบเทียบระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย 
Lactobacillus

เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a และ  L. plantarum  A61a 
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร MRS broth 75 มิลลิลิตร ใชเชื้อเริ่มตน 3 % นํา
ไปบมโดยใชอุณหภูมิตามการทดลอง 1.1 การเขยาตามการทดลอง 1.2 ทําการเก็บตัว
อยางที่เวลา 0, 4,  8, 16, 24, 36 และ 48  ชั่วโมง มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
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600 นาโนเมตร และทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 
ดวยใชวิธี  agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2)

4.2 เปรียบเทียบการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อท่ีใหผลการยับยั้งสูงสุดใน
อาหาร MRS broth และอาหาร CJ broth

ทําการทดสอบเชนเดียวกับการทดลอง 4.1 โดยเลี้ยงเฉพาะเชื้อที่ใหผลการยับยั้ง
สูงสุดจากการทดลองที่ 4.1 ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร MRS broth และ 
อาหาร CJ broth ปริมาตร 75 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเชื้อที่เลือกได เก็บ
ตัวอยางที่เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42 และ 48 ชั่วโมง มาวัดคา pH  และวัด
การเจริญเติบโตโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  และ
ทดสอบการสรางสารยับยั้งแตละเวลา ดวยวิธี  agar well diffusion assay (วิธีการ
วิเคราะหขอ 4.2) โดยใชเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213   เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและ
ความสามารถในการสรางสารยับยั้งของเชื้อในอาหารทั้ง 2 ชนิด

4.3 ศึกษาความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a เมื่อใช culture 
broth ท่ีผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต

นํา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ  L.  plantarum  A49a ในอาหาร MRS
broth และอาหาร CJ broth ที่ อุณหภูมิ 30 °ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาปริมาณ 1,000
มิลลิลิตร นํามาทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา แลวนํามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ กัน  คือ 0-30, 30-50, 50-70 และ 70-90 % โดยคอยๆ เติม
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสวนใสอยางชาๆขณะที่กวนดวยเครื่องกวน ที่อุณหภูมิ    
4 °ซ เมื่อเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในระดับความอิ่มตัวที่ตองการละลายหมด นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 15 นาที เก็บตะกอนไวที่ 4 °ซ สําหรับรอทดสอบ
แลวนํา culture broth ที่เหลือมาเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัวเปน 50,
70 และ 90 % ตามลําดับโดยทุกระดับจะปนแยกตะกอนกอนตกตะกอนในความอิ่มตัว
ตอไปทุกครั้ง

ตะกอนที่ไดแตละระดับความอิ่มตัวนํามาละลายในฟอสเฟตบัพเฟอร (pH 6.0) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  นํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 
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29213 โดยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) โดยแบงชุดการทดลอง
ดังนี้

ชุดควบคุม 1 เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆผสมกับบัพเฟอรที่ใชทําละลาย ปริมาตร 5 มิลลิลิตร

ชุดควบคุม 2 เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆ ผสมกับบัพเฟอรอีก 2 เทาเพื่อใหไดความเจือจางเทากับชุด
ทดสอบ

ชุดทดสอบ   เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆ ผสมกับบัพเฟอร 2 เทา และเอนไซม trypsin

 ทําการวิเคราะหทางสถิติเเปรียบเทียบผลการยับยั้งระหวางชุดควบคุม 2 และชุด
ทดสอบ ระดับความอิ่มตัวใดที่มีสารยับยั้งที่เปนสารโปรตีนอยูจะนํามาศึกษาตอ

Culture broth ที่เหลือจากการตกตะกอนแยกโปรตีนออกไปแลวนํามาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 โดยวิธี agar well diffusion assay 
เชนเดียวกัน

5. ศึกษาสมบัติบางประการของสารยับยั้งที่สรางจากเชื้อ L. plantarum A49a
5.1  ศึกษาความไวตอเอนไซมตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ ในอาหาร MRS broth

นํา culture broth ที่ไดการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth
จากการทดลองที่ 4.2 ที่เวลา 16  20  24 และ 30 ชั่วโมง มาทําใหมีความเขมขน 10 เทา
(วิธีการขอ 3) เติมเอนไซมตางๆ ไดแก catalase, pepsin, trypsin,  α-chymotrypsin,
protease, proteinase-K และ α-amylase ใหมีความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอสาร
ละลายเทากับ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  แลวบมไวที่อุณหภูมิ 35 °ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลว
นําทดสอบการยับยั้งโดยมีชุดควบคุม 2 ชุด คือ

ชุดควบคุม  1  คือ ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2  คือ culture broth เขมขน 10 เทา ผสมบัฟเฟอร เทาที่ใสในชุด

ทดสอบ
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ชุดทดสอบ คือ culture broth เขมขน 10 เทาที่ผานการทดสอบกับเอนไซมซึ่งมี
ปริมาณบัฟเฟอรเทากับชุดควบคุม 2

นํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S. aureus   ATCC 29213 โดยวิธี  
agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) เปรียบเทียบผลระหวางการทดสอบกับ
เอนไซม และชุดควบคุม ทําการวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.2   ความไวตอความรอนของสารยับยั้งใน culture broth
ทําการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth โดยใชเวลาที่ทดสอบ

แลววาใหผลการยับยั้งดีที่สุดนํา culture broth มาทําใหมีความเขมขน 10 เทา (วิธีการ
วิเคราะหขอ 3)  แลวใหความรอนที่อุณหภูมิ 63 °ซ  เปนเวลา 30 นาที  อุณหภูมิ 100 °ซ 
เปนเวลา 10, 20, 30  นาที และ อุณหภูมิ   121°ซ  เปนเวลา 15 นาที เปนชุดทดสอบ โดย
มีชุดควบคุม คือ culture broth ที่ไมผานการใหความรอน ทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 29213  ดวยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 
4.2) วัดขอบวงใสการยับยั้ง เปรียบเทียบกันระหวางการทดสอบที่ระดับความรอนตางๆ 
กับชุดควบคุม นํามาวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.3   ความไวตอความรอนของสารยับยั้งที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
นําสารละลายของตะกอนที่ไดจาก 4.3 ที่คาดวาอาจมีสารยับยั้งที่เปนโปรตีนอยู

ดวย มาทดสอบความไวตอความรอนเหมือนกับการทดลอง 5.2 วัดขนาดของขอบวงใส
เปรียบเทียบการยับยั้งระหวางสารละลายของตะกอนที่ผานการทดสอบกับความรอน
ระดับตางๆ กับชุดควบคุม ทําการวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.4 ศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเมื่อเพาะเลี้ยงรวมกับสวนใสที่ไดจากการ
เลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a

ทําการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth โดยใชเวลาที่ทดสอบ
แลววาเปนชวงที่ culture broth ใหผลการยับยั้งดีที่สุดมาทําใหมีความเขมขน 10 เทา (วิธี
การวิเคราะหขอ 3) มาเติมในอาหารเหลว BHI ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ที่ใชเปน
เชื้ออินดิเคเตอร โดยมีปริมาณ S. aureus ATCC 29213 เริ่มตน 1 x 108 เซลล/มิลลิลิตร 
(วิธีการวิเคราะหขอ 2) บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ โดยแบงชุดการทดลองดังนี้
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ชุดควบคุม 1  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทา อยางเดียวเพื่อดูการลดลงของเชื้อที่คาดวานาจะเกิดจาก สารยับยั้งทั้งหมด คือ 
กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอริโอซิน

ชุดควบคุม 2  เลี้ยงเชื้อ S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่เติมบัฟเฟอรปริมาตร 1 เทาเพื่อใหความเจือจางของ culture broth เทากับ
ของชุดทดสอบทั้ง 2 ชุด

ชุดทดสอบ 1  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่มีการจํากัดผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการเติมเอนไซม catalase 
(ความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอ culture broth เทากับ 1 มิลลิกรัม/1 มิลลิลิตร) ทํา
การนับจํานวนเชื้อโดยวิธีการ spread plate ที่เวลาตางๆ เพื่อดูการลดลงของเชื้อที่คาดวา
นาจะเกิดจากผลของกรดอินทรีย และ แบคเทอริโอซิน

ชุดทดสอบ 2  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่มีการจํากัดผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและแบคเทอริโอซิน โดยการ
เติมเอนไซม catalase และเอนไซม trypsin (ความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอ culture 
broth เทากับ 1 มิลลิกรัม/1 มิลลิลิตร) ทําการนับจํานวนเชื้อที่เวลาตางๆ เพื่อดูการลดลง
ของเชื้อที่คาดวานาจะเกิดจากผลของกรดอินทรียเพียงอยางเดียว   เปรียบเทียบผลการ
ยับยั้งระหวางชุดควบคุมและชุดทดสอบ

6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อ L. plantarum
A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ

ทําการเลี้ยงโดยใชเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร CJ broth โดยการเลี้ยงเชื้อ
เริ่มตนในอาหารเหลว ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมงใหเชื้อเขาสูระยะ log จากนั้นเติมเชื้อเริ่มตนลงในถัง
หมักที่มีอาหารเหลวจํานวน 3.5 ลิตร โดยใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 3%  เก็บตัวอยางเปน
ระยะๆ มาศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร และ
หาน้ําหนักแหงของเซลล (ภาคผนวก ข) และศึกษาการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 
29213 โดยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) สวนตัวอยางที่เวลา 
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12, 15, 18, 22, 26  และ 30 ชั่วโมง นํามาศึกษาความไวตอเอนไซมตางๆ เชนเดียวกับ
การทดลองที่ 5.1  โดยควบคุมอุณหภูมิทุกการทดลองเทากับ 30 °ซ และปจจัยที่ทําการ
ศึกษามีดังนี้

6.1   ศึกษาผลของ pH
ศึกษาการเติบโตและการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยไมควบคุม pH  และมีการ

ควบคุม pH เทากับ 5.0 และ 6.0 ดวย 5 M  NaOH โดยใชอุณหภูมิ 30 °ซ อัตราการกวน 
150 rpm และใหอากาศ 0.5 vvm.

6.2  ศึกษาปริมาณการใหอากาศ
ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงอัตราการใหอากาศที่ 0.5 และ 1.0 vvm และไมมีการ

ใหอากาศ อัตราการกวน 150  rpm โดยใช pH ตามผลการทดลอง 6.1
6.3  ศึกษาผลของอัตราการกวน

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงอัตราการกวน ที่ 80, 150  rpm และไมมีการกวน โดยใช 
pH ตามผลการทดลอง 6.1 และใหอากาศตามผลการทดลอง 6.2
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