
2.  วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ

1.  แบคทีเรีย
แบคทีเรียที่ใชในการศึกษาไดแก  Lactobacillus  ที่ผลิตสารยับยั้งจํานวน 4 สาย

พันธุ  Lactobacillus  สายพันธุมาตรฐาน 4 สายพันธุ และแบคทีเรียกอโรคติดตอทาง
อาหารจํานวน 3 สายพันธุ และแบคทีเรียไมกอโรค 1 สายพันธุ รายละเอียดชื่อสายพันธุ
และแหลงที่มาของเชื้อ ดังตารางที่ 4
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยา (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
- สียอมแกรม
- โซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 นอรมัลและ 5 นอรมัล
-  กรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 1 นอรมัล
- 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

อุปกรณสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา
        -  เครื่องเขยา (Vortex  Mixer) ของ Sciencefic  Industries. Inc. USA.
    - เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน UV-1201V ของ Shimadsu,
Japan
    - เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุน Sorvall RC 5C ของ
Dupond Company, USA
    - ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุน Bioflo 3000 ของ บริษัท New Brunswick
Scientific, U.S.A.
    - หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (Autoclave) ของ Tomy Seilo Co.Ltd, Japan
   - อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ของ Eyela Tokla Rikakikai Co. Ltd,
Japan
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ตารางที่  4  แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ

ชื่อแบคทีเรีย แหลงท่ีมา
1. Lactobacillus ท่ีใชศึกษา
Lactobacillus sp. A2 แยกไดจากปลาจิ้งจั้งดอง  ภาควิชาจุลชีววิทยา

คณะวิทยาศาสตร  ม. สงขลานครินทร
L. plantarum  A49a แยกไดจากไสกรอกเปรี้ยว  (อรัญญา, 2542)
L. plantarum  A61a แยกไดจากแหนม (อรัญญา, 2542)
Lactobacillus sp. P5 แยกไดจากปลาแปงแดง (วิลาวัณย, 2543)
2. แบคทีเรียท่ีทําใหเกิดโรค
Escherichia   coli  1188 หนวยจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา

คณะแพทยศาสตร ม. สงขลานครินทร
Salmonella  typhi  3299  หนวยจุลชีววิทยา  ภาควิชาพยาธิวิทยา                      

คณะแพทยศาสตร ม. สงขลานครินทร
Staphylococcus  aureus
ATCC 29213

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทย จังหวัดสงขลา

3. แบคทีเรียไมกอโรค
M.  luteus ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร

ม. สงขลานครินทร
4. แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐาน
L. plantarum TISTR 877 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L.  sake TISTR 912 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L. fermentum  TISTR 914 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
L. curvatis     TISTR  938 หนวยบริการพันธุเชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
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วิธีการวิเคราะห

1.  การเตรียมเชื้อเริ่มตนของเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีผลิตสารยับยั้ง
นําเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus ที่ตองการทดสอบความสามารถในการยับยั้งมา 

sub culture เพื่อใหเชื้อ activeโดย streak เชื้อจาก stock culture ลงบนอาหาร MRS agar
แลวนําไปบมโดย L. plantarum  A49a, L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5
บมที่อุณหภูมิ 30 °ซ  Lactobacillus sp. A2 บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมงใช
หวงเขี่ยเชื้อที่เจริญเปนโคโลนีเดี่ยวๆ มา 2 loop ใสในหลอดทดลองที่มีอาหาร MRS 
broth 10 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิเดิมเปนเวลา 24 ชั่วโมง  จะไดเชื้อเริ่มตนที่มี
จํานวนประมาณ 4 X 109 เซลล/มิลลิลิตร สําหรับนําไปใชในการเลี้ยงบนอาหารแข็งหรือ
อาหารเหลวตอไปตามตองการ

2.  การเตรียมเชื้ออินดิเคเตอรเพื่อนํามาใชในการทดสอบการยับยั้ง
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยวิธีการ streak ลงบนอาหารแข็งที่เหมาะสมกับ

เชื้ออินดิเคเตอรนําไปบมในสภาวะที่เหมาะสมกับเชื้อนั้นๆ โดยไมมีการเขยา แลวใชหวง
เขี่ยเชื้อที่เจริญเปนโคโลนีเดี่ยวๆ นํามาปรับความขุนใหไดเทากับ McFarland เบอร 0.5 
โดยใช normal saline ความเขมขน 0.85 % ในการปรับ จะไดจํานวนเชื้อประมาณ 108

เซลล/มิลลิลิตร จากนั้นดูดมา 0.1 มิลลิลิตรซึ่งมีเชื้ออยูประมาณ 107 เซลล มาเติมใน
หลอดทดลองที่มีอาหารกึ่งแข็งซึ่งเหมาะสมกับแบคทีเรียอินดิเคเตอรแตละชนิด โดยมี
ปริมาตรอาหาร 7 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน สุดทายจะไดเชื้ออินดิเคเตอร ที่มีความหนา
แนนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/มิลลิลิตร นําไปใชในการทดสอบตอไป

3.  การเตรียม culture broth ท่ีใชในการทดสอบใหมีความเขมขน 10 เทา
เพื่อให culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อแตละชนิดที่นํามาใชทดสอบมีความ

เขมขนเพียงพอสําหรับการยับยั้งจึงนํา culture broth มาทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา โดย
นํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 5,000 รอบ/นาทีเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ  ทิ้งตะกอน 
แยกเอาเฉพาะสวนใสไประเหยเอาน้ําออกดวยการวางใน water bath อุณหภูมิ 65 °ซ  
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เพื่อใหปริมาตรนอยลงกวาเดิม 10 เทา (ดัดแปลงจาก Sarkar and Banerjee, 1996) นํา 
culture broth ที่ไดมากรองผานกระดาษกรองที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร culture broth นี้
นําไปใชทดสอบการยับยั้งตอไป

4.  การทดสอบการยับยั้ง
4.1 Agar spot assay
      เปนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus

ตอเชื้ออินดิเคเตอรโดยตรง ทําไดโดยการใชไมโครปเปตดูดเชื้อเริ่มตนในอาหารเหลว
จากวิธีการในขอ 1 มา 5 ไมโครลิตร (มีจํานวนเชื้อแบคทีเรียประมาณ 2 x 107 เซลล/
มิลลิลิตร) หยดลงบนอาหาร MRS agar หางกันหยดละ 3 เซนติเมตร บมไวที่อุณหภูมิ
เหมาะสมกับเชื้อนั้นๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหารกึ่งแข็งที่
เหมาะกับเชื้ออินดิเคเตอรแตละชนิดซึ่งมีจํานวนเชื้ออินดิเคเตอรประมาณ 1.4 x 106

เซลล/มิลลิลิตร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 )วางทิ้งไวใหแข็งนําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม
กับเชื้ออินดิเคเตอรแตละชนิด  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง (ดัดแปลง
จาก Spelhaug and Harlander, 1989)

4.2 Agar well diffusion assay
      เปนการทดสอบความสามารถในการยับยั้งของ culture broth ที่ไดจากการ

เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus ตอแบคทีเรียอินดิเคเตอร ทําไดโดยการนําจานอาหาร Nutrient 
agar มาเททับดวยอาหารกึ่งแข็งที่เหมาะสมกับแบคทีเรียที่ใชทดสอบหรือแบคทีเรียอินดิ
เคเตอร ปริมาตรอาหาร 7 มิลลิลิตร ซึ่งมีเชื้ออินดิเคเตอรจํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางทิ้งไวใหแข็ง เจาะหลุมวุนดวย cork borer ขนาด
เสนผานศูนยกลาง 6.8 มิลลิเมตร หางกันประมาณหลุมละ 3 เซนติเมตร เติม culture 
broth ที่ผานการทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3 )  ลงไปหลุมละ 80 
ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิเหมาะสมกับเชื้ออินดิเคเตอร เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง วัด
ผลการยับยั้งที่เกิดขึ้น (ดัดแปลงจาก Schillinger and Lucke, 1989)
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4.3 การอานผล
      ผลการยับยั้งที่ไดจากการทดสอบในขอ 4.1 และ 4.2 ทําไดโดยการวัดขนาด

ขอบวงใสการยับยั้งที่เกิดขึ้น (รูปที่ 1) โดยใช vernia caliper วัด 4 แนวจากขอบโคโลนี
ของเชื้อ Lactobacillus ที่สรางสารยับยั้งไปยังริมขอบวงใสที่เชื้ออินดิเคเตอรเติบโตได
แลวนํามาหาคาเฉลี่ย หนวยที่ใชเปนมิลลิเมตร

รูปที่ 1   การวัดขนาดของขอบวงใสการยับยั้ง
A     :  บริเวณที่เชื้ออินดิเคเตอรสามารถเติบโตได
B     :   บริเวณที่เชื้อ Lactobacillus ซึ่งสรางสารยับยั้งเติบโต
C     :   ระยะที่ใชวัดขนาดของขอบวงใสการยับยั้ง (annular zone)

5. การวิเคราะหทางสถิติ
การทดลองทุกครั้งจะทํา 3 ซ้ํา แลวหาคาเฉลี่ย ผลที่ไดนําไปหาความแตกตางทาง

สถิติ การวางแผนการทดลองทําแบบสุมตลอด (completely Randomized Design, CRD)
ขอมูลที่ไดจากการทดลองนํามาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบ
ชุดการทดลองโดยใชวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) (อภิญญา, 2531)

B

A

C
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ข้ันตอนในการศึกษา ประกอบดวย 5 ข้ันตอน คือ

1. ศึกษาการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรีย  Lactobacillus ท่ีแยกไดจากอาหารหมักพื้น
บานของไทย ในสภาวะตางๆ

1.1  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีอุณหภูมิตางๆ
นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  

A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมจากวิธีการขอ 1 มาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 75 มิลลิลิตรในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร โดยใชเชื้อเริ่มตน 3 %  บมที่
อุณหภูมิ  25, 30, 35 และ 40 °ซ  เปนเวลา 24  ชั่วโมงโดยไมมีการเขยา จากนั้นนํา
culture broth ที่ไดมาทําใหมีความเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ3) แลว
ทดสอบผลการยับยั้ง ดวย วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) โดยใช
เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรคือ  S.  aureus  ATCC 29213 บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 
18-24 ชั่วโมง อานผลการยับยั้ง นําผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้งไป
ใชเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอไป

1.2  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงโดยมีการเขยาและไมมีการเขยา
เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ 

Lactobacillus sp. P5 เหมือนการทดลองที่ 1.1  แตแบงชุดการทดลองเปนสองชุดคือเขยา 
150 rpm และไมมีการเขยาโดยบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองที่ 1.1  เปน
เวลา 24 ชั่วโมง นํา culture broth ที่ไดไปทําใหเขมขน (วิธีการวิเคราะหขอ 3) ทดสอบ
ผลการยับยั้งดวย วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) เปรียบเทียบการ
ยับยั้งที่เกิดขึ้น นําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติแลว นําผลที่ไดไปใชในการเลี้ยง
เชื้อแตละชนิดในการทดลองตอไป

1.3  เปรียบเทียบการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารตางๆ
1.3.1  ศึกษาการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งชนิดตางๆ

ใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  
A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการขอ 1 มา 5 
ไมโครลิตร หยดบนจานอาหารแข็ง 5 ชนิด คือ APT, CJ,  MRS,  TGE และ TJ บมที่
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อุณหภูมิเหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาเททับผิวหนาดวย
อาหารกึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร  (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 °ซ  เปนเวลา 18-
24 ชั่วโมง เปรียบเทียบการยับยั้งจากขนาดขอบวงใสที่เกิดขึ้น และนําผลการทดลองที่ได
มาทําการวิเคราะหทางสถิติ

1.3.2  ศึกษาการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวชนิดตางๆ
นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,                    

L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มา
เลี้ยง ในอาหารเหลว 5 ชนิด คือ APT, CJ,  MRS,  TGE และ TJ ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรโดยใชเชื้อเริ่มตน 3 % บมในสภาวะที่เหมาะสมตามผล
การทดลอง 1.1 และ 1.2 เปนเวลา 24 ชั่วโมงนํา culture broth มาทําใหไดความเขมขน 10 
เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3) แลวทดสอบผลการยับยั้งดวยวิธี agar well diffusion assay 
(วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) นําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

2. ศึกษาลักษณะสารยับยั้งที่สรางโดย Lactobacillus  บนอาหารแข็ง
2.1 ศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS agar ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 2 % ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน
ใชวิธี agar spot assay ตามวิธีการขอ 4.1 โดยใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ 

Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. 
P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการขอ 1 มา 5 ไมโครลิตร หยดบนอาหารแข็ง  MRS (ที่มีน้ําตาล
กลูโคส 2 %)โดยทําการทดลอง 2 ชุด ชุดที่ 1 นําไปบมในตูบมปกติที่มีออกซิเจน ชุดที่ 2 
นํามาบมในสภาวะไมมีออกซิเจน ใน anaerobic jar เพื่อจํากัดการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Gonzalez  et al., 1994) ทั้ง 2 ชุด บมโดยใชอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหาร
กึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/
มิลลิลิตร เปนเชื้ออินดิเตอร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ  
35 °ซ  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง
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2.2 ศึกษาการสรางสารยับยั้งบนอาหาร MRS agar ท่ีมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 0.2% 
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกเจน

ทําการทดลองเหมือนกับการทดลองที่ 2.1 แตหยดเชื้อ Lactobacillus sp. A2,     
L. plantarum  A49a,  L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ปริมาณ 5 
ไมโครลิตร ลงบนอาหาร MRS  agar ที่มีน้ําตาลกลูโคส 0.2 % เพื่อจํากัดการสรางกรด
อินทรียดวย ทําการทดลอง 2 ชุด ชุดที่ 1 นําไปบมในตูบมปกติที่มีออกซิเจน ชุดที่ 2 นํา
มาบมในสภาวะไมมีออกซิเจน ใน anaerobic jar เพื่อจํากัดการสรางไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Gonzalez  et al., 1994) ทั้ง 2 ชุด บมโดยใชอุณหภูมิที่
เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนํามาเททับผิวหนาดวยอาหาร
กึ่งแข็ง BHI  ที่มีเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213  จํานวนประมาณ 1.4 x 106 เซลล/ 
มิลลิลิตร เปนเชื้ออินดิเตอร (วิธีการวิเคราะหขอ 2 ) วางไวใหแข็ง นําไปบมที่อุณหภูมิ 
35°ซ  เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง แลววัดผลการยับยั้ง

3. ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นๆ
3.1 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรีย 

Lactobacillus สายพันธุมาตรฐานบนอาหารแข็ง
ใชไมโครไปเปตดูดเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  

L. plantarum  A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มา 5
ไมโครลิตร หยดบนอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิเหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง นํามาทดสอบการยับยั้งดวยวิธี agar spot assay โดยใชอาหารกึ่งแข็ง
ที่เหมาะกับเชื้ออินดิเคเตอรตางๆ 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 อุณหภูมิเหมาะสมที่ใชสําหรับการบมเชื้ออินดิเคเตอร  
 S.  aureus  ATCC 29213,  M.  luteus,   E.  coli 1188  S. typhi 3299,    L.   fermentum  
TISTR  914    และ  L. curvatus  TISTR 938  กระทําที่ 35 °ซ  สวนเชื้อ   L.  plantarum  
TISTR  877  และ  L.   fermentum  TISTR  879   บมที่อุณหภูมิ   30 °ซ  เปนเวลา 18-24 



33

ชั่วโมง เปรียบเทียบการยับยั้งของเชื้อแตละชนิดจากขนาดของขอบวงใสที่เกิดขึ้น และ
นําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

3.2 ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหารและแบคทีเรีย
Lactobacillus สายพันธุมาตรฐาน เมื่อใช culture broth ท่ีไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว

นําเชื้อเริ่มตนของ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a,  L. plantarum  
A61a และ Lactobacillus sp. P5 ที่เตรียมไดจากวิธีการวิเคราะหขอ 1 มาเลี้ยงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 75 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรโดยใชเชื้อเริ่มตน 3 % 
บมในสภาวะที่เหมาะสมตามผลการทดลอง 1.1 และ 1.2 เปนเวลา 24 ชั่วโมงนํา culture 
broth มาทําใหไดความเขมขน 10 เทา (วิธีการวิเคราะหขอ 3) ทดสอบผลการยับยั้งดวย
วิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) โดยใชเชื้ออินดิเคเตอรทุกชนิดและ
อาหารกึ่งแข็งที่เหมาะกับอินดิเคเตอรเชนเดียวกับการทดลอง 3.1 อานผลการยับยั้งที่เกิด
ข้ึนและนําผลการทดลองที่ไดมาทําการวิเคราะหทางสถิติ

การทดสอบการยับยั้งเชื้ออ่ืนทั้งบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวเพื่อเปนการ
เปรียบเทียบและยืนยันผลการยับยั้งที่เปนการทดสอบโดยตรงจากสารยับยั้งของเชื้อ 
Lactobacillus  ขณะเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งและการยับยั้งที่เปนผลของสารยับยั้งใน 
culture broth ที่เชื้อสรางขึ้นเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว

4. ศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เหลว

4.1 เปรียบเทียบระหวางการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อแบคทีเรีย 
Lactobacillus

เลี้ยงเชื้อ Lactobacillus sp. A2, L. plantarum  A49a และ  L. plantarum  A61a 
ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร MRS broth 75 มิลลิลิตร ใชเชื้อเริ่มตน 3 % นํา
ไปบมโดยใชอุณหภูมิตามการทดลอง 1.1 การเขยาตามการทดลอง 1.2 ทําการเก็บตัว
อยางที่เวลา 0, 4,  8, 16, 24, 36 และ 48  ชั่วโมง มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
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600 นาโนเมตร และทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 
ดวยใชวิธี  agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2)

4.2 เปรียบเทียบการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อท่ีใหผลการยับยั้งสูงสุดใน
อาหาร MRS broth และอาหาร CJ broth

ทําการทดสอบเชนเดียวกับการทดลอง 4.1 โดยเลี้ยงเฉพาะเชื้อที่ใหผลการยับยั้ง
สูงสุดจากการทดลองที่ 4.1 ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร MRS broth และ 
อาหาร CJ broth ปริมาตร 75 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเชื้อที่เลือกได เก็บ
ตัวอยางที่เวลา 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42 และ 48 ชั่วโมง มาวัดคา pH  และวัด
การเจริญเติบโตโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  และ
ทดสอบการสรางสารยับยั้งแตละเวลา ดวยวิธี  agar well diffusion assay (วิธีการ
วิเคราะหขอ 4.2) โดยใชเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213   เปรียบเทียบการเจริญเติบโตและ
ความสามารถในการสรางสารยับยั้งของเชื้อในอาหารทั้ง 2 ชนิด

4.3 ศึกษาความสามารถในการยับยั้งของเชื้อ L. plantarum A49a เมื่อใช culture 
broth ท่ีผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต

นํา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ  L.  plantarum  A49a ในอาหาร MRS
broth และอาหาร CJ broth ที่ อุณหภูมิ 30 °ซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาปริมาณ 1,000
มิลลิลิตร นํามาทําใหเขมขนเพิ่มขึ้น 10 เทา แลวนํามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ กัน  คือ 0-30, 30-50, 50-70 และ 70-90 % โดยคอยๆ เติม
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสวนใสอยางชาๆขณะที่กวนดวยเครื่องกวน ที่อุณหภูมิ    
4 °ซ เมื่อเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในระดับความอิ่มตัวที่ตองการละลายหมด นําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 15 นาที เก็บตะกอนไวที่ 4 °ซ สําหรับรอทดสอบ
แลวนํา culture broth ที่เหลือมาเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัวเปน 50,
70 และ 90 % ตามลําดับโดยทุกระดับจะปนแยกตะกอนกอนตกตะกอนในความอิ่มตัว
ตอไปทุกครั้ง

ตะกอนที่ไดแตละระดับความอิ่มตัวนํามาละลายในฟอสเฟตบัพเฟอร (pH 6.0) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  นํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 
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29213 โดยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) โดยแบงชุดการทดลอง
ดังนี้

ชุดควบคุม 1 เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆผสมกับบัพเฟอรที่ใชทําละลาย ปริมาตร 5 มิลลิลิตร

ชุดควบคุม 2 เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆ ผสมกับบัพเฟอรอีก 2 เทาเพื่อใหไดความเจือจางเทากับชุด
ทดสอบ

ชุดทดสอบ   เปนผลการยับยั้งของตะกอนที่ไดจาก culture broth ความเขมขน 10 
เทาที่ระดับความอิ่มตัวตางๆ ผสมกับบัพเฟอร 2 เทา และเอนไซม trypsin

 ทําการวิเคราะหทางสถิติเเปรียบเทียบผลการยับยั้งระหวางชุดควบคุม 2 และชุด
ทดสอบ ระดับความอิ่มตัวใดที่มีสารยับยั้งที่เปนสารโปรตีนอยูจะนํามาศึกษาตอ

Culture broth ที่เหลือจากการตกตะกอนแยกโปรตีนออกไปแลวนํามาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 29213 โดยวิธี agar well diffusion assay 
เชนเดียวกัน

5. ศึกษาสมบัติบางประการของสารยับยั้งที่สรางจากเชื้อ L. plantarum A49a
5.1  ศึกษาความไวตอเอนไซมตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ ในอาหาร MRS broth

นํา culture broth ที่ไดการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth
จากการทดลองที่ 4.2 ที่เวลา 16  20  24 และ 30 ชั่วโมง มาทําใหมีความเขมขน 10 เทา
(วิธีการขอ 3) เติมเอนไซมตางๆ ไดแก catalase, pepsin, trypsin,  α-chymotrypsin,
protease, proteinase-K และ α-amylase ใหมีความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอสาร
ละลายเทากับ 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  แลวบมไวที่อุณหภูมิ 35 °ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลว
นําทดสอบการยับยั้งโดยมีชุดควบคุม 2 ชุด คือ

ชุดควบคุม  1  คือ ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ชุดควบคุม 2  คือ culture broth เขมขน 10 เทา ผสมบัฟเฟอร เทาที่ใสในชุด

ทดสอบ
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ชุดทดสอบ คือ culture broth เขมขน 10 เทาที่ผานการทดสอบกับเอนไซมซึ่งมี
ปริมาณบัฟเฟอรเทากับชุดควบคุม 2

นํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ S. aureus   ATCC 29213 โดยวิธี  
agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4) เปรียบเทียบผลระหวางการทดสอบกับ
เอนไซม และชุดควบคุม ทําการวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.2   ความไวตอความรอนของสารยับยั้งใน culture broth
ทําการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth โดยใชเวลาที่ทดสอบ

แลววาใหผลการยับยั้งดีที่สุดนํา culture broth มาทําใหมีความเขมขน 10 เทา (วิธีการ
วิเคราะหขอ 3)  แลวใหความรอนที่อุณหภูมิ 63 °ซ  เปนเวลา 30 นาที  อุณหภูมิ 100 °ซ 
เปนเวลา 10, 20, 30  นาที และ อุณหภูมิ   121°ซ  เปนเวลา 15 นาที เปนชุดทดสอบ โดย
มีชุดควบคุม คือ culture broth ที่ไมผานการใหความรอน ทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 29213  ดวยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 
4.2) วัดขอบวงใสการยับยั้ง เปรียบเทียบกันระหวางการทดสอบที่ระดับความรอนตางๆ 
กับชุดควบคุม นํามาวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.3   ความไวตอความรอนของสารยับยั้งที่ผานการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
นําสารละลายของตะกอนที่ไดจาก 4.3 ที่คาดวาอาจมีสารยับยั้งที่เปนโปรตีนอยู

ดวย มาทดสอบความไวตอความรอนเหมือนกับการทดลอง 5.2 วัดขนาดของขอบวงใส
เปรียบเทียบการยับยั้งระหวางสารละลายของตะกอนที่ผานการทดสอบกับความรอน
ระดับตางๆ กับชุดควบคุม ทําการวิเคราะหทางสถิติ (วิธีการวิเคราะหขอ 5)

5.4 ศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเมื่อเพาะเลี้ยงรวมกับสวนใสที่ไดจากการ
เลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a

ทําการเลี้ยงเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร MRS broth โดยใชเวลาที่ทดสอบ
แลววาเปนชวงที่ culture broth ใหผลการยับยั้งดีที่สุดมาทําใหมีความเขมขน 10 เทา (วิธี
การวิเคราะหขอ 3) มาเติมในอาหารเหลว BHI ซึ่งมีเชื้อ S. aureus ATCC 29213 ที่ใชเปน
เชื้ออินดิเคเตอร โดยมีปริมาณ S. aureus ATCC 29213 เริ่มตน 1 x 108 เซลล/มิลลิลิตร 
(วิธีการวิเคราะหขอ 2) บมที่อุณหภูมิ 35 °ซ โดยแบงชุดการทดลองดังนี้
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ชุดควบคุม 1  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทา อยางเดียวเพื่อดูการลดลงของเชื้อที่คาดวานาจะเกิดจาก สารยับยั้งทั้งหมด คือ 
กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอริโอซิน

ชุดควบคุม 2  เลี้ยงเชื้อ S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่เติมบัฟเฟอรปริมาตร 1 เทาเพื่อใหความเจือจางของ culture broth เทากับ
ของชุดทดสอบทั้ง 2 ชุด

ชุดทดสอบ 1  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่มีการจํากัดผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการเติมเอนไซม catalase 
(ความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอ culture broth เทากับ 1 มิลลิกรัม/1 มิลลิลิตร) ทํา
การนับจํานวนเชื้อโดยวิธีการ spread plate ที่เวลาตางๆ เพื่อดูการลดลงของเชื้อที่คาดวา
นาจะเกิดจากผลของกรดอินทรีย และ แบคเทอริโอซิน

ชุดทดสอบ 2  เลี้ยงเชื้อ  S. aureus ATCC 29213 รวมกับ culture broth ความเขม
ขน 10 เทาที่มีการจํากัดผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและแบคเทอริโอซิน โดยการ
เติมเอนไซม catalase และเอนไซม trypsin (ความเขมขนสุดทายของเอนไซมตอ culture 
broth เทากับ 1 มิลลิกรัม/1 มิลลิลิตร) ทําการนับจํานวนเชื้อที่เวลาตางๆ เพื่อดูการลดลง
ของเชื้อที่คาดวานาจะเกิดจากผลของกรดอินทรียเพียงอยางเดียว   เปรียบเทียบผลการ
ยับยั้งระหวางชุดควบคุมและชุดทดสอบ

6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางสารยับยั้งของเชื้อ L. plantarum
A49a เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ

ทําการเลี้ยงโดยใชเชื้อ L. plantarum A49a ในอาหาร CJ broth โดยการเลี้ยงเชื้อ
เริ่มตนในอาหารเหลว ปริมาตร 175 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 30 °ซ เปนเวลา 15 ชั่วโมงใหเชื้อเขาสูระยะ log จากนั้นเติมเชื้อเริ่มตนลงในถัง
หมักที่มีอาหารเหลวจํานวน 3.5 ลิตร โดยใชปริมาณเชื้อเริ่มตน 3%  เก็บตัวอยางเปน
ระยะๆ มาศึกษาการเติบโตของเชื้อโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร และ
หาน้ําหนักแหงของเซลล (ภาคผนวก ข) และศึกษาการยับยั้งเชื้อ S.  aureus  ATCC 
29213 โดยวิธี agar well diffusion assay (วิธีการวิเคราะหขอ 4.2) สวนตัวอยางที่เวลา 
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12, 15, 18, 22, 26  และ 30 ชั่วโมง นํามาศึกษาความไวตอเอนไซมตางๆ เชนเดียวกับ
การทดลองที่ 5.1  โดยควบคุมอุณหภูมิทุกการทดลองเทากับ 30 °ซ และปจจัยที่ทําการ
ศึกษามีดังนี้

6.1   ศึกษาผลของ pH
ศึกษาการเติบโตและการสรางสารยับยั้งเมื่อเลี้ยงเชื้อโดยไมควบคุม pH  และมีการ

ควบคุม pH เทากับ 5.0 และ 6.0 ดวย 5 M  NaOH โดยใชอุณหภูมิ 30 °ซ อัตราการกวน 
150 rpm และใหอากาศ 0.5 vvm.

6.2  ศึกษาปริมาณการใหอากาศ
ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงอัตราการใหอากาศที่ 0.5 และ 1.0 vvm และไมมีการ

ใหอากาศ อัตราการกวน 150  rpm โดยใช pH ตามผลการทดลอง 6.1
6.3  ศึกษาผลของอัตราการกวน

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงอัตราการกวน ที่ 80, 150  rpm และไมมีการกวน โดยใช 
pH ตามผลการทดลอง 6.1 และใหอากาศตามผลการทดลอง 6.2
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