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บทคดัย่อ 
 

 วตัถุประสงคข์องการศกึษาในครัง้นี้เพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทนอุณหภูมิ
ต ่าทีแ่ยกไดจ้ากอาหารทะเลแช่เยน็ และศกึษาความสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์
เพื่อใชใ้นการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีในอาหารทะเล โดยแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารทะเลแช่
เยน็ 14 ตวัอยา่ง พบว่าสามารถแยกแบคทเีรยีแลคตกิบนอาหาร MRS บ่มทีอุ่ณหภูม ิ35 และ 8 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 และ 15 วนั ได ้52 และ 22 ไอโซเลทตามล าดบั น ามาทดสอบฤทธิ ์
การยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรค์อื Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia 
coli ATCC 25922 และ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria monocytogenes  
ATCC 15313 โดยวธิ ีAgar spot assay ทีค่วามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 106 CFU/mL พบว่ามี
แบคทเีรยีแลคตกิ 9 ไอโซเลททีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์ไดท้ัง้หมด และม ี17 ไอโซ
เลทที่สามารถยบัยัง้แบคทเีรยี L. monocytogenes ATCC 15313 และV. parahaemolyticus 
AAHRC 1 ได ้และจากการทดสอบแบคทเีรยีแลคตกิทีไ่ดร้บัความอนุเคราะห ์จ านวน 53 ไอโซ
เลท พบว่าสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์V. parahaemolyticus ได้ 52 ไอโซเลท และ 
สามารถยบัยัง้ L. monocytogenes ได ้31 ไอโซเลท และเมื่อทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิค
เตอรด์ว้ยวธิ ีAgar well diffusion ของcell free supernatant (CFS) ของแบคทเีรยีแลคตกิที่
คดัเลอืกไดเ้ลีย้งใน MRS broth ทีอุ่ณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 5 วนั พบว่ามแีบคทเีรยี
แลคตกิทีย่บัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรอ์ยา่งน้อย 1 สายพนัธุ ์มทีัง้หมด 22 ไอโซเลท และพบว่ามี
เพยีง 8 ไอโซเลทเท่านัน้ ที่สามารถยบัยัง้ได้ทัง้ Vibrio parahaemolyticus และ Listeria 
monocytogenes คดัเลือกแบคทีเรยีแลคติกที่ยบัยัง้ได้ดี 6 ไอโซเลท มาศึกษาอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการผลติสารกนัเสยีชวีภาพทีม่กีารแปรผนัอุณหภูมทิี่ 15, 20, 25 และ 30 องศา
เซลเซยีส พบว่าแบคทเีรยีแลคติกที่คดัเลอืกได้ทุกไอโซเลทมกีารเจรญิเรว็และ มคี่า pH ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ลดลง เมือ่เลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เชือ้ทุกไอโซเลทจะเจรญิได้สูงเมื่อ
บ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส และเมื่อทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้ต่อ
แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์พบว่าไอโซเลท HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 พบฤทธิ ์
การยบัยัง้ Listeria monocytogenes ตัง้แต่การเจรญิชัว่โมงที ่12 ของการเพาะเลีย้งทุกอุณหภูม ิ 
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ส าหรบัฤทธิก์ารยบัยัง้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 นัน้ พบว่า ทุกไอโซเลทของ
แบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้ไม ่แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ที ่ชัว่โมงที ่24 โดยใหว้งใสกวา้งมากกว่า 
35 มลิลเิมตร และไมพ่บวงใสในชัว่โมงที ่36 และ 48  
  น าแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 ทีแ่ยกไดจ้ากหมกึกลว้ย ซึง่เจรญิ
และสร้างฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์ได้ดทีี่สุด เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS อุณหภูม ิ25 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง น า CFS มาศกึษาสมบตัขิองสารกนัเสยีชวีภาพทีค่ดัเลอืกได้
ดว้ยการทดสอบกบัอุณหภูม ิพเีอช และเอนไซมย์่อยโปรตนี ไดแ้ก่ proteinase K, protease, 
trypsin และ alpha-chymotrypsin พบว่าเมื่อน า CFS ไปผ่านอุณหภูมสิูงที ่63, 80 และ 100 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาทนีัน้ ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีไม่มกีารเปลีย่นแปลงเมื่อเทยีบ
กบัตวัควบคุม ยกเวน้ CFS ทีผ่่านอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ทีฤ่ทธิก์ารยบัยัง้เแบคทเีรยี 
Listeria monocytogenes ลดลง และเมื่อน า CFS ทีม่กีารปรบั pH เป็น 6.5 เทยีบกบั CFS ทีไ่ม่
มกีารปรบั pH พบว่าไม่มคีวามแตกต่างของการยบัยัง้แบคทเีรยี และCFS ทีผ่่านการบ่มดว้ย
เอนไซมช์นิดต่างๆ ไม่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ยกเวน้ CFS ที่
ผ่านการบ่มดว้ยเอนไซม์ trypsin เท่านัน้ ทีส่ามารถแสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ได ้แต่มปีระสทิธภิาพ
การยบัยัง้ทีล่ดลง 

จากการจดัจ าแนกสายพนัธุแ์บคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 ดว้ยวธิ ี16S rRNA 
sequence พบว่าแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 มคีวามใกลเ้คยีงกบั Carnobacterium 
divergens DSM 20263T ซึง่ม ี% similarity เท่ากบั 100 % ซึง่ตรงกบั Accesstion number คอื 
AB 705304.1 

จากนัน้น าแบคทเีรยี Carnobacterium divergens SQL 10104 มาศกึษาฤทธิใ์นการ
ยบัยัง้เชื้อก่อโรคที่มกัจะพบในอาหารทะเล (กุ้งขาว) โดยน ากุ้งขาวมาท าให้ปลอดเชื้อและเติม
แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรท์ี่ความเขม้ขน้สุดทา้ย 106 CFU/mL เพื่อทีจ่ะทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้โดย
ใช ้CFS ของแบคทเีรยี Carnobacterium divergens SQL 10104 และใชอ้าหารเหลว MRS เป็น
ชุดควบคุม พบว่าเมื่อลา้งกุ้งใน อาหารเหลวMRS และใน CFS เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ี
พบว่า เชือ้ก่อโรคในกุ้งลดลง โดยกุ้งทีม่เีชือ้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 เมื่อลา้งใน 
MRS และใน CFS พบว่า เชือ้ลดลงประมาณ 2 log CFU/mL ส าหรบักุ้งที่มเีชือ้ Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 เมื่อลา้งลงใน MRS เชือ้ลดลง 1 log CFU/mL แต่เมื่อลา้งลงใน 
CFS เชือ้ลดลงถงึ 3 log CFU/mL 
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Abstract 
 
 This study aims to select psychrotrophic lactic acid bacteria isolated from 
seafoods and study bacterial inhibition of biopreservative producing psychrotrophic lactic 
acid bacteria. 52 and 22 isolates from 14 samples of chilled seafoods cultered on MRS 
agar medium incubated for 2 and 15 days at 35 oC and 8oC, respectively were lactic 
acid bacteria. All of them were investigated the inhibition of 4 strains bacteria indicators: 
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and Vibrio 
parahaemolyticus AAHRC 1 incubated at 37 oC and Listeria monocytogenes ATCC 
15313 incubated at 20 oC with last concentration 106 CFU/mL determined by the agar 
spot method. It was found that 9 isolates were inhibited all of bacteria indicators and 17 
isolates were inhibited L. monocytogenes and V. parahaemolyticus. In addition, 53 
isolates of lactic acid bacteria were courtesy. Found 52 isolates were inhibited Vibrio 
parahaemolyticus and 31 isolates were inhibited L. monocytogenes. Selected lactic acid 
bacteria were further investigated the inhibition of 2 strains bacteria indicator: L. 
monocytogenes and V. parahaemolyticus by the agar well diffusion method. Lactic acid 
bacteria cultured on MRS broth medium incubated at 8 oC for 5 days. Then Centrifuge 
and sterilization with filtration method as crude filtrate supernatant (CFS), 22 isolates of 
selected lactic acid bacteria could inhibited at least 1 strain of bacteria indicators and 8 
isolates of selected lactic acid bacteria could inhibited both of bacteria inhibitors. 6 
isolates of selected lactic acid bacteria were studied about an optimal temperature for 
growth and biopreservative production at 15, 20, 25 and 30 oC. All of them could 
decrease pH in medium, incubated at 30 oC faster decrease than another temperature.  
However selected lactic acid bacteria could grew fast but also entered to stationary 
phase fast. An optimal temperature of selected lactic acid bacteria were 25 oC except 
SQL 10104 can growth at 20 oC. Moreover, investigated the inhibition of bacteria 
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indicators: HYL 25103, SQL 10104 and SQL 10107 could inhibited Listeria 
monocytogenes since incubated 12 hours of all temperatures. The inhibition of Vibrio 
parahaemolyticus found all of selected lactic acid bacteria could inhibited at 24 hours 
and could not inhibited after 24 hours. 
  The selected lactic acid bacteria (SQL 10104) were incubated on MRS 
at 25 oC 24 hours for studied characteristics of CFS: tested with temperature, pH and 
proteases (proteinase K, ptotease, trypsin and alpha-chymotrypsin). The antibacterial 
activity of CFS treated with 63, 80 and 100oC for 30 minutes on Listeria monocytogenes 
were not changed when compared with the control, except CFS treated with 121oC 
decrease antibacterial activity. A CFS treated with pH and without treated pH were not 
difference of antibacterial activity. In addition, CFS treated with proteinase K and alpha-
chymotrypsin were not decreased antibacterial activity on Listeria monocytogenes when 
compared with the control, except the CFS treated with trypsin.  

Identification of isolate SQL 10104 with 16SrRNA sequence analysis and 
processed in GenBank database with BLAST, SQL 10104 was Carnobacterium divergens 
DSM 20263T with 100% similarity and matches accestion number of AB705304.1 

  In addidtion, Carnobacterium divergens SQL 10104 was tested for 
inhibited pathogenic bacteria in seafood (White wild shrimps). The sterile shrimps were 
added with bacteria inhibitors before washed in CFS of Carnobacterium divergens SQL 
10104 and MRS  broth were a control at 10, 20 and 30 minutes. The results showed 
that a sterile shrimps were washed with MRS broth and CFS could decreased Vibrio 
parahaemolyticus about 2 log CFU/mL. and MRS broth could decreased Listeria 
monocytogenes about 1 log CFU/mL Moreover, CFS could decreased Listeria 
monocytogenes about 3 log CFU/mL 

  
 
 



(9) 

 

กิตติกรรมประกาศ 
 

วทิยานิพนธฉ์บบันี้เสรจ็สมบูรณ์ได้ดว้ยความกรุณาและความอนุเคราะหอ์ย่างดี
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 ขอขอบพระคุณ คุณพ่อกร ีและคุณแม่ไลลา ทีไ่ด้อยู่เบือ้งหลงัความส าเรจ็ที่ได้
ใหค้วามช่วยเหลอืสนบัสนุน และใหก้ าลงัใจตลอดมา 
 ขอขอบคุณพี่ๆ  น้องๆ เพื่อนๆ นกัศกึษา และเจา้หน้าทีภ่าคจุลชวีวทิยาทุกท่าน 
ตลอดจนทุกท่านทีไ่ม่ไดก้ล่าวนามมา ณ ทีน่ี้ดว้ย ซึง่ไดส้นับสนุน และมสี่วนช่วยใหว้ทิยานิพนธ์
ฉบบัน้ีส าเรจ็ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ี
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สญัลกัษณ์ค าย่อและตวัย่อ 
 

CFU  = Colony forming unit 
o C  = Degree Celsius 
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log  = Logarithm  
µg  = Microgram (s) 
µl        = Microlitre (s) 
mL  = Mililitre (s) 
%  = Percent 
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บทท่ี 1 
 

บทน า 
 

บทน าต้นเรื่อง 
 
  ความปลอดภยัของอาหารเป็นเรื่องส าคญัอย่างยิง่ส าหรบัผูผ้ลติอาหารและผูท้ีม่ ี
หน้าที่เกี่ยวขอ้งกบัการออกกฎหมายเพื่อคุ้มครองผู้บรโิภคให้ได้รบัประทานอาหารที่ปลอดภยั
ปราศจากเชือ้ก่อโรคและสารเคมทีีเ่ป็นพษิต่อร่างกาย ในปจัจุบนัแมว้่าความรูท้างจุลชวีวทิยาจะ
พฒันาก้าวหน้าขึน้ไปมากแต่อตัราการเกดิโรคอาหารเป็นพษิทัว่โลกก็ยงัคงเพิม่สูงขึน้เนื่องจาก
วฒันธรรมในการบรโิภคอาหารของมนุษย์ได้เปลี่ยนแปลงไปตามสภาพเศรษฐกิจ  กล่าวคือ
มนุษยเ์ริม่ใชเ้วลาอยา่งเรง่รบีในการใชช้วีติในแต่ละวนั กระทัง่อาหารทีใ่ชบ้รโิภคนัน้กต็้องเร่งรบี
เช่นกนั อาหารจงึตอ้งตอบสนองความเรง่รบีของมนุษย ์เช่นการท าอาหารส าเรจ็รปู การยดืระยะ
อายกุารเกบ็ของอาหารเพื่อทีจ่ะไดซ้ือ้อาหารไดค้ราวละมากๆและลดเวลาการเดนิทางในการซือ้
อาหาร ซึง่สามารถท าได้ทัง้วธิทีางชวีภาพ หรอืการใช้สารเคม ีขณะเดยีวกนัผู้บรโิภคก็มคีวาม
สนใจเกี่ยวกบัอาหารเพื่อสุขภาพกนัมากขึน้ผู้ผลติอาหารจงึต้องลดปรมิาณการใช้เกลอืน ้าตาล
และสารกนัเสยีและน าวธิกีารอื่นเขา้มาช่วยในการยดือายุการเก็บรกัษาอาหารแทนเช่นการใช้
ระบบท าความเย็นการใช้ภาชนะบรรจุที่ดัดแปลงสภาพบรรยากาศหรือท าให้ เกิดสภาพ
สุญญากาศเพื่อลดปญัหาการเสื่อมเสยีเน่ืองจากจุลนิทรยี์รวมทัง้การใช้สารกนัเสยีชวีภาพเช่น 
แบคเทอรโิอซนิจากแบคทเีรยีแลคตกิ (lactic acid bacteria, LAB) ทดแทนการใชส้ารเคมหีรอื
สารปฏชิวีนะทีอ่าจก่อใหเ้กดิผลขา้งเคยีงทีเ่ป็นอนัตรายต่อสุขภาพของผูบ้รโิภค 
  การป้องกนัการเน่าเสยีของอาหารนัน้มหีลายวธิ ีเช่นการท าใหแ้หง้โดยใชค้วาม
รอ้นและความเยน็ การเกบ็ทีอุ่ณหภมูเิยน็ซึง่วธิเีหล่านี้เป็นวธิทีางกายภาพในการเกบ็รกัษา แต่ก็
ยงัมรีายงานถงึความไม่สมบูรณ์ในการป้องกนัจุลนิทรยีป์นเป้ือน คอืมกีารพบจุลนิทรยีท์ี่ท าให้
อาหารเน่าเสียในการเก็บที่อุณหภูมติ ่า เช่น Aeromonas, Alcagines, Arthrobacter และ 
Corynebacterium เป็นต้น (บุษกร ,2550) นอกจากนี้ยงัมกีารใชส้ารเคมเีตมิลงในอาหารเพื่อใช้
เป็นสารกนัเสยี เช่น benzoic acid และ sodium benzoate ซึง่สารทัง้สองชนิดนี้เป็นสารกนัเสยี
ทีม่ฤีทธิก์วา้ง (broad spectrum) มกัใชเ้ป็นสารตา้นเชือ้ ส าหรบัยาปฏชิวีนะ เช่น natamycin ซึง่
ไดจ้ากเชือ้ Streptomyces natalensis ซึง่มฤีทธิต์้านเชือ้จุลนิทรยีแ์ต่ปจัจุบนัน้ีกพ็บว่ามจีุลนิทรยี์
หลายชนิดทีด่ือ้ต่อยา (Magnusson et al, 2003) นอกจากนี้ยงัมรีายงานการใชแ้บคทเีรยีแลคตกิ
เป็นสารกนัเสยีชวีภาพตามธรรมชาตใินอาหารมนุษยแ์ละอาหารสตัวม์านานแล้วไดม้กีารศกึษา
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ถึงสารต้านจุลินทรีย์ที่ผลิตโดยแบคทีเรียแลคติกพบว่ามีหลายชนิด เช่น organic acid, 
phenyllactic acid, proteinaceous compounds และ fatty acids (Magnusson et al, 2003)  
  สารกนัเสยีชวีภาพหมายถงึสารต้านจุลินทรยีท์ี่ได้จากสิง่มชีวีติ โดยสารนัน้จะ
ช่วยเพิม่ shelf life ของอาหารใหน้านขึน้ และมคีวามปลอดภยัต่อผูบ้รโิภคสารกนัเสยีชวีภาพนัน้
ถอืว่าเป็นนวตักรรมใหม่ในการยดือายุการเก็บของอาหาร สารกนัเสยีชวีภาพที่ผลติได้นัน้จะ
น ามาใช้กบัอาหารเพื่อยบัยัง้แบคทเีรยีไม่พงึประสงค ์โดยสารกนัเสยีชวีภาพนัน้จะประกอบไป
ดว้ยสารหลายชนิด เช่น กรดอนิทรยี ์ไฮโดรเจนเปอออกไซด ์ไดอะซทิลิ และแบคเทอรโิอซนิ ซึง่
แบคทเีรยีทีผ่ลติสารเหล่านี้ออกมามาก และน่าสนใจกค็อื กลุ่มของแบคทเีรยีแลคตกิ ซึง่มผีลใน
การป้องกนัการเน่าเสยีและการก่อโรคได ้(สมใจ และคณะ, 2550) 
  สารกนัเสยีชวีภาพนัน้มกัจะพบในอาหารหมกัดอง แต่ก็มรีายงานเกี่ยวกบัสาร
กนัเสยีชวีภาพที่สามารถพบได้ในอาหารที่ไม่หมกัดองได้เช่นกนั แต่มรีายงานซึ่งเกี่ยวขอ้งกบั
เรือ่งนี้น้อยมาก โดยเฉพาะสารกนัเสยีชวีภาพทีพ่บจากแบคทเีรยีแลคตกิในอาหารทะเล และผล
การยบัยัง้เชื้อ Listeria spp. โดยใช้แบคทเีรยีแลคตกิหลายสายพนัธุ์ที่แยกได้จากผลติภณัฑ์
อาหารทะเล (Nilsson et al, 1999) และมผีลการรายงานของแบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถผลติ
สารกนัเสยีชวีภาพในอุณหภมูติ ่าได ้(Matamoros et al, 2009) 
  มกีารรายงานอธบิายถึงแบคทเีรยีแลคตกิที่สามารถผลติสารกนัเสยีชวีภาพเช่น 
แบคเทอรโิอซนิซึง่เป็นสารยบัยัง้การเจรญิของจุลนิทรยีท์ีม่โีครงสรา้งเป็นโปรตนีหรอื peptide ซึง่
สรา้งขึน้โดยแบคทเีรยีหลายชนิดแต่ทีส่ าคญัในอุตสาหกรรมอาหารไดแ้ก่แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้ง
ขึน้จากแบคทเีรยีแลคตกิเนื่องจากแบคทเีรยีแลคตกิเป็นแบคทเีรยีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการผลติอาหาร
หมกัชนิดต่างๆซึง่มนุษยบ์รโิภคมาเป็นเวลานานแลว้ (อรอนงค,์ 2007) ดงันัน้ผูบ้รโิภคส่วนใหญ่
จงึยอมรบัว่าแบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกไดจ้ากอาหารหมกัเป็น food-grade organism ทีป่ลอดภยั 
(generally recognized as safe, GRAS) และเนื่องจากแบคเทอรโิอซนิมโีครงสรา้งเป็นโปรตนี
ซึง่ถูกยอ่ยสลายไดใ้นระบบย่อยอาหารของมนุษยจ์งึมแีนวโน้มทีป่ลอดภยัส าหรบัใชใ้นอาหารได้
แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งจากแบคทเีรยีแลคตกิส่วนใหญ่ยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีสายพนัธุ์ที่
ใกลช้ดิกบัแบคทเีรยีแลคตกิชนิดทีส่รา้งแบคเทอรโิอซนินัน้อย่างไรก็ตามมรีายงานว่าแบคเทอริ
โอซนิจากแบคทเีรยีแลคตกิบางชนิดสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีแกรมบวกที่ท าให้เกดิโรคอาหาร
เป็นพษิได้เช่น Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus aureus โดยเฉพาะ Listeria monocytogenes เป็นแบคทเีรยีที่ก่อใหเ้กดิปญัหา
ในอุตสาหกรรมอาหารแช่แขง็เป็นอย่างมาก (Guerrieri et al, 2009) ดงันัน้ในงานวจิยันี้จงึได้
ศกึษาเกี่ยวกบัแบคทเีรยีแลคตกิทีผ่ลติสารกนัเสยีชวีภาพไดจ้ากผลติภณัฑอ์าหารทะเลแช่เยน็
เพื่อหาแนวทางในการน ามาใช้เป็นสารกนัเสยีชวีภาพและเป็นแนวทางในการผลติสารกนัเสยี
ชวีภาพส าหรบัใชใ้นการถนอมอาหารทะเลแช่เยน็เพื่อยดือายกุารเกบ็รกัษาใหน้านขึน้ต่อไป 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. แบคทีเรียแลคติก 
 
  เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สร้างกรดแลคติกเป็นสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ พบใน
อาหารหลายชนิด โดยเฉพาะในนม ผกั และผลไม ้แบคทเีรยีนี้เป็นแบคทเีรยีเจรญิในสภาวะทีไ่ม่
มอีากาศ และทนในสภาพที่มอีากาศ มคีวามสามารถในการหมกัน ้าตาลกลูโคส ซึ่งจะใหก้รดแล
คตกิเป็นผลติภณัฑห์ลกัในการหมกัคารโ์บไฮเดรต ( Sneath et al, 1986) ลกัษณะทัว่ไปของ
แบคทเีรยีประเภทน้ีคอื ยอ้มตดิสแีกรมบวก รปูรา่งกลมและท่อน แบคทเีรยีแลคตกิขาดสารไซโต
โครม (cytochromes) และฟอรไ์ฟลนิ (porphyrins) จงึไม่ใหเ้อนไซมค์ะทะเลส และออกซเิจน 
(อรอนงค,์ 2551) 
  แบคทีเรียแลคติกจดัอยู่ในตระกูล Lactobacillaceae ต้องการอากาศในการ
เจรญิเพยีงเลก็น้อย (microaerophile) บางชนิดสามารถเจรญิได้ในสภาวะไม่มอีากาศ (strictly 
anaerobe) สามารถเจรญิได้ในที่อุณหภูมแิตกต่างกนั และสามารถทนต่อสภาวะที่มอีากาศ 
(aerotolerant) และทนกรดได ้(Wood and Hopzapfel, 1995) เนื่องจากเป็นแบคทเีรยีทีไ่ด้
พลงังานจากการหมกัน ้าตาลโดยไม่ต้องใช้ออกซเิจน โดยเฉพาะน ้าตาลกลูโคสและแลกโทส 
แบคทเีรยีแลคตกิเป็นพวกทีม่คีวามต้องการอาหารค่อนขา้งซบัซอ้น (complex and enrichment 
media) เชื้อจะเจรญิในอาหารที่ม ีgrowth factor เช่น ใช้กรดอะมโินเป็นแหล่งไนโตรเจน 
นอกจากนี้ยงัต้องการวติามนิและเกลอืแร่อกีหลายชนิด เช่น ไบโอตนิ (Biotin) และไรโบฟลาวนิ 
(Riboflavin) เป็นต้น ส่วนใหญ่ต้องการสารอนินทรีย์ในปรมิาณที่ค่อนข้างสูงเช่น แมงกานีส 
แมกนีเซยีม และฟอสฟอรสั เป็นต้น แบคทเีรยีแลคตกิส่วนใหญ่เป็นพวกทีไ่ม่ก่อใหเ้กดิโรค เชือ้
กลุ่มน้ีเป็นเชื้อประจ าถิน่ พบไดใ้นร่างกาย เช่น บรเิวณเยื่อบุภายในท่อทางเดนิอาหาร ช่องฟนั 
และช่องคลอดของสตัว์เลี้ยงลูกด้วยนม นอกจากนัน้ยงัพบทัว่ไปตามธรรมชาติโดยเฉพาะใน
อาหาร เช่น ผลติภณัฑอ์าหารหมกั ผลติภณัฑน์ม ผลติภณัฑห์มกัจากธญัพืช ผลติภณัฑเ์นื้อและ
ปลาหมกั เครือ่งในสตัว ์และเครือ่งดื่มต่างๆ เป็นตน้(อจัฉรา, 2549) 
  แบคที เ รียแลคติกจัดว่ า เ ป็นจุ ลินทรีย์ที่ มีค ว ามปลอดภัย  (Generally 
Regognized as Safe, GRAS) ซึง่มนุษยไ์ดน้ ามาใชป้ระโยชน์มาเป็นระยะเวลายาวนาน โดย
น ามาใชใ้นการถนอมอาหาร และใชเ้ป็นจุลนิทรยีโ์ปรไบโอตกิในอาหารหลายประเภท เนื่องจาก
แบคทีเรียแลคติกมีสมบัติที่เหมาะสมหลายประการ โดยสามารถยับยัง้การเจริญของ
เชื้อจุลินทรยี์ก่อโรคหลายชนิด เช่น แบคเทอรโิอซิน และกรดอินทรยี์ต่างๆ เป็นต้น (ภวตั, 
2544) 
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  ลกัษณะส าคญัของแบคทเีรยีแลคติก คอื ความสามารถในการย่อยน ้าตาลให้
เป็นกรด ท าให้เกิดรสชาติเฉพาะในผลิตภัณฑ์อาหารหมกั เช่น ผักดอง เนยแข็ง เป็นต้น 
แบคทเีรยีแลคตกิโดยเฉพาะในกลุ่ม Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus
และ Streptococcus มบีทบาทในการหมกัอาหารและ เครื่องดื่มหลายชนิดเช่น นมเปรีย้ว เนย
ชนิดต่างๆ ผกัผลไมด้อง ผลติภณัฑเ์นื้อหมกัชนิดต่างๆ และผลติภณัฑห์มกัทีไ่ดจ้ากธญัพชื เช่น 
ขนมจนี ลกูแป้งขา้วหมาก เป็นตน้ (สุพรรณกิาร,์ 2548) 
 แบคทเีรยีแลคตกิแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ตามความสามารถในการหมกัน ้าตาล คอื 
  1. Homofermentative lactic acid bacteria สามารถหมกัน ้าตาลกลูโคส หรอื
น ้าตาลทีม่คีารบ์อน 6 อะตอมผ่านวถิไีกลโคไลซสี(glycolysis หรอื Embden-Mayerhof-parnas 
pathway, EMP pathway) โดยมกีระบวนการหมกัเป็นแบบ Homofermentation ซึ่งจะได้
ผลติภณัฑส์ุดทา้ยเป็นกรดแลคตกิเป็นส่วนใหญ่ กลไกการเกดิกรดแลคตกิ คอื ในขัน้ตอนแรกจะ
เกิดการเปลี่ยนกลูโคสให้เป็นglucose-6-phosphate และ fructose-6-phosphate จากนัน้จะถูก
เปลี่ยนเป็น dihydroxy-acetone-phosphate และglyceral-3-phosphate ซึ่งเป็นสารประกอบ
คารบ์อน 3 อะตอม ด้วยเอนไซม์ lactatedehydrogenase จากนัน้จะเปลี่ยนเป็นกรดไพรูวกิ 
(pyruvic acid) ดว้ยวถิ ีglycolysisแลว้จงึเปลี่ยนกรดไพรวูกิเป็นกรดแลคตกิ85-95เปอรเ์ซน็ต ์
จากกระบวนการเปลีย่นน ้าตาลกลูโคสเป็นกรดแลคตกิจะไดพ้ลงังาน ATP 2โมเลกุลต่อกลูโคส 1
โมเลกุล แบคทเีรยีกลุ่มนี้สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คอื พวกทีเ่จรญิได้ดทีี่อุณหภูม ิ15 oC
เรยีกว่า streptobacterium และพวกที่ไม่สามารถเจรญิที่อุณหภูม ิ15 oCเรยีกว่า thermobacterium 
และแบคทีเรียแลคติกกลุ่มที่มีเมแทบอไลท์แบบ homofermentative ได้แก่ Enterococcus, 
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus, Tetranococcus และบางกลุ่มของ Lactobacillus ไดแ้ก่ 
Lactobacillus plantarum เป็นตน้ (สุพรรณกิาร,์ 2548) 
 2. Heterofermentative lactic acid bacteria สามารถหมกัน ้าตาลกลูโคสและ
น ้าตาลชนิดอื่นผ่านวถิ ีphosphoketolase (PK pathway หรอื 6-phosphogluconatepathway,6-
PG pathway) ซึ่งจะมกีระบวนการหมกัเป็นแบบ Heterofermentation โดยเป็นกระบวนการ
หมกัทีเ่กดิกรดแลคตกิไดเ้พยีง 50 เปอรเ์ซน็ต์เท่านัน้ ซึง่จะได้ผลติภณัฑส์ุดท้ายหลายชนิด เช่น 
กรดแลคตกิกรดอะซตีกิ กรดฟอร์มกิ เอทานอลอะซเีทตกลเีซอรอล และคาร์บอนไดออกไซด ์
เนื่องจากแบคทเีรยีกลุ่มนี้ไม่มเีอนไซม์ aldolase ซึง่เป็นเอนไซมใ์นวถิ ีEMP ดงันัน้จงึเกดิการ
หมกัผ่านวถิ ีphosphogluconate โดย glucose-6-phosphate จะถูกออกซไิดซเ์ป็น 6-phospho-
gluconate จากนั ้นจะเกิดปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชัน่ ได้ pentose-phosphateกับก๊าซ
คารบ์อนไดออกไซด์ แล้ว pentose-phosphate จะแตกตวัโดยเอนไซม์phosphoketolase เป็น 
trihose-phosphate ซึ่งจะเปลี่ยนเป็นแลกเตตและอะซติลิจะเปลี่ยนเป็นเอธานอล แบคทเีรยีแล
คติกกลุ่มที่มเีมแทบอลิซึมแบบ heterofermentative เช่น Leuconostoc, Oenococcus, 
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Weissella และบางกลุ่มของ Lactobacillus ไดแ้ก่ Lactobacillus bulgaricus และ Lactobacillus 
caseiเป็นตน้(สุพรรณกิาร,์ 2548) 
 นอกจากนี้แบคทเีรยีแลคติกอาจใช้กระบวนการอื่นๆ ในการสร้างผลติภณัฑ์
ต่างๆ เช่น กรดฟอรม์กิ และกลเีซอรอล เป็นตน้  
 นอกจากนี้พบว่าแบคทเีรยีแลคตกิกลุ่ม homofermentative บางชนิดสามารถ
แสดงผลติภณัฑส์ุดท้ายเหมอืนแบคทเีรยีแลคติกกลุ่ม heterofermentative เช่น กรดฟอร์มกิก
รดอะซติกิ และเอธานอล (Cogan et al., 1989) ผลติภณัฑเ์หล่านี้จะผลติขึน้เมื่อมรีะดบัของ 
fructose-1,6-diphosphate ภายในเซลล์ต ่า โดยเฉพาะเมื่อเจรญิอยู่ในสภาวะทีม่นี ้าตาลกลูโคส
ปรมิาณจ ากัด (Thomas et al, 1979) ดงันัน้เรยีกแบคทีเรยีกลุ่มนี้ว่า facultative 
homofermentation (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 
  1.1 อนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
  การนิยามและการจดัจ าแนกแบคทีเรยีกรดแลคติกมกีารเปลี่ยนแปลงอย่าง
ต่อเนื่องโดยเฉพาะช่วง 10–20 ปีทีผ่่านมาในอดตีนัน้หมายถงึกลุ่มแบคทเีรยีทีท่ าใหน้ ้านมเปรีย้ว
จากการผลติกรดซึง่รวมถงึแบคทเีรยีแกรมลบกลุ่มโคลฟิอรม์ดว้ยปจัจุบนัแมไ้ม่มนิียามทีช่ดัเจน
และเป็นเอกฉันท์แต่ลกัษณะพืน้ฐานซึง่ยอมรบัทัว่ไปของแบคทเีรยีกลุ่มนี้คอืเป็นกลุ่มแบคทเีรยี
แกรมบวกซึ่งไม่สร้างสปอร์ ขาดเอนไซม์คะตะเลส ขาดไซโตโครมทนต่อสภาวะมีอากาศ 
(aerotolerant) ทนต่อความเป็นกรดตอ้งการสารอาหารสูงในการเจรญิ และผลติกรดแลคตกิเป็น
ผลติภณัฑห์ลกัจากการหมกัน ้าตาล (ป่ินมณ,ี 2543) 
  ส่วนการจัดจ าแนกระดับสปีชีส์ของแบคทีเรียแลคติก อาศัยลักษณะทาง
สรรีวทิยา และ ชวีเคม ีการทนต่อน ้าด ีความสามารถในการสลายเมด็เลอืดแดง ลกัษณะของการ
เจรญิในน ้านม และชนิดของเซรุ่มเป็นต้น นอกจากนี้มกีารน าวธิกีารตรวจสอบถงึระดบัสารที่มี
โมเลกุลขนาดใหญ่ต่างๆ ภายในเซลล์เพื่อพเิคราะหถ์งึความสมัพนัธ์และลกัษณะทางพนัธุกรรม 
โดยเฉพาะกรดนิวคลอีกิ โดยใช้เทคนิคทางพนัธุศาสตร์ร่วมด้วย เช่น อตัราส่วนเบสในดเีอ็นเอ 
องคป์ระกอบของกรดไขมนัและการเคลื่อนที่ผ่านสนามไฟฟ้าของเอนไซมแ์ลกเทตดไีฮโดรจเีนส 
(Axelsson, 1998) เป็นตน้ 
 
  1.2 ลกัษณะท่ีใช้ในการจดัจ าแนกแบคทีเรียแลคติก 
   
  1.2.1 ลกัษณะทางสนัฐานวิทยา (Morphology)  
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  เป็นการศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยพจิารณา
จากรูปร่างเซลล์ การจดัเรยีงตวั การเคลื่อนที่ การย้อมตดิสแีกรม การสร้างแคปซูล การสรา้ง
สปอร ์หรอื แฟลกเจลลา เป็นต้น พบว่า จนีัส Pediococcus, Lactococcus, Streptococcus และ 
Enterococcus มลีกัษณะทางสณัฐานวทิยาที่ใกล้เคียงกันสามารถแยกออกจากจนีัสอื่นได้ใน
ขณะที่จีนัส  Lactobacillusแและ Carnobacterium ไม่สามารถแยกออกจากกันได้ จีนัส
Lactobacillus มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างออกไปจากกลุ่ม Bifidobacterium และ
แบคทเีรยีแลคตกิจนีัส Streptococciซึง่แบ่งออกเป็น 3 จนีัส คอื Lactococcus, Enterococcus
และ Streptococcusอยา่งไรกต็ามสภาวะการเจรญิและระยะเวลาในการเจรญิของเซลล์ อาจมผีล
ต่อลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล์ (De Vuystand and Vandamme, 1994) เช่น 
Leuconostoc เมื่ออยู่ในอาหารที่มกีลูโคส ขนาดของเซลล์จะยดืยาวออกและมรีูปร่างเป็นท่อน
ใกลเ้คยีงกบัลกัษณะทางสณัฐานของ Lactobacillus แต่เมื่อเจรญิในน ้านมเซลลจ์ะมรีปูร่างกลม 
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว หรอืคู่ หรอืเรยีงต่อกันเป็นสายสัน้ ในขณะที่เจรญิบนอาหารแข็งเซลล์มี
ลกัษณะเป็นท่อนยาว นอกจากนี้ยงัพบบางสายพนัธุ์อาจผลติเมอืก (slime) เช่น Leuconostoc 
mesenteroides (Dellagilo et al., 1995) 
 
  1.2.2 ลกัษณะทางสรีรวิทยา (Physiology)  
  โดยศกึษาความสามารถในการเจรญิทีอุ่ณหภูมต่ิางๆ ในสภาวะความเป็นกรด-
ด่าง ในสภาวะทีม่หีรอืไม่มอีอกซเิจน ในสภาวะทีม่คีวามเขม้ขน้ของออิอน ความสามารถในการ
ทนเกลอื และ Hydrostatic pressure เช่นใช้ความต้องการออกซเิจน อุณหภูม ิความเข้มขน้
ของออิอน pH และ Hydrostatic pressure ในการแยกความแตกต่างระหว่าง Lactobacillus และ 
Carnobacterium พบว่า Carnobacterium ไมส่ามารถเจรญิไดท้ี ่pH 4.5 และบนอาหารเพาะเชือ้
แขง็อะซเีทต แต่สามารถเจรญิได้ที่ pH 9.0 (Hammes et al., 1991) นอกจากนี้ยงัพบว่า 
Lactobacillus สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ขณะที่ Carnobacterium ไม่
สามารถเจรญิได ้(Kandler and Weiss, 1986) ส าหรบัการแยกความแตกต่างของเชือ้ในกลุ่ม
ใหญ่ โดยวิธีการทดสอบทางสรีรวิทยาอาจไม่ เพียงพอ อาจจะต้องใช้วิธีการทดสอบอื่นๆ 
เพิม่เตมิดว้ย (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 
  1.2.3 การหมกัแหล่งคารโ์บไฮเดรต (Carbohydrate fermentation)  
  ศกึษาความสามารถของแบคทเีรยีแลคตกิแต่ละชนิด ในการใช้สารอาหารและ
การสรา้งผลติภณัฑท์ี่ไดจ้ากกระบวนการเมแทบอลซิมึโดยศกึษาการเปลีย่นแปลงทางชวีเคมทีี่
เกดิขึน้และรูปแบบการหมกัสารประเภทคาร์โบไฮเดรต จากการเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ ในอาหาร
เพาะเชือ้ทีใ่ส่สารอาหารชนิดต่างๆลงไปแล้วสงัเกตการเปลีย่นแปลงทีเ่กดิขึ้นในอาหารเลีย้งเชือ้ 
เช่น การเปลีย่นแปลงสขีองอาหารเลีย้งเชือ้เนื่องจากกรด การเกดิกรด การเกดิแก๊ส และการเกดิ
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สารบางชนิด เป็นต้น รวมทัง้การศึกษารูปแบบของการหมกัสารประเภทคาร์โบไฮเดรต (De 
Vuyst and Vandamme, 1994) 
 
  1.2.4 ส่วนประกอบของผนังเซลล ์(cell wall composition)  
  องค์ประกอบทางเคมขีองผนังเซลลข์องแบคทเีรยีแลคตกิ ซึง่เป็นแบคทเีรยีแก
รมบวก จะประกอบดว้ยเพปตโิดไกลแคน ไลโพพอลแีซกคารไ์รดไ์ลโพโปรตนี กรดไทโคอกิ และ
กรดอะมโินหลายชนิด เป็นต้น ซึ่งความแตกต่างด้านโครงสรา้งของเพปตโิดไกลแคน ปรมิาณ
และชนิดของกรดอะมโินที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ มคีวามแตกต่างกนัตามชนิดของ
แบคทเีรยี (Schleifer and Kandler, 1972) 
 
  1.2.5การเคล่ือนท่ีผ่านสนามไฟฟ้าของเอนไซม์แลกแตทดีไฮโดรจีเนส 
(Electrophoretic mobility of lactate dehydrogenase) 
  ในกระบวนการหมกัแบคทเีรยีแลคตกิสามารถผลติกรดแลคตกิไดเ้ป็นชนิด D, L 
หรอืทัง้ 2 ชนิดทัง้นี้ขึน้กบัการมเีอนไซม์ NAD+-dependent lactate dehydrogenase (nLDH) 
ชนิด D-nLDHหรอื L-nLDHซึ่งแบคทเีรยีแต่ละชนิดจะมรีูปแบบของเอนไซมแ์ต่ละชนิดต่างกนั 
(Axelsson, 1998) ดังนั ้นจึงสามารถจ าแนกแบคทีเรียได้ โดยอาศัยหลักของวิธี gel 
electrophoresis เพื่อจ าแนกเอนไซม ์lactate dehydrogenase (LDH) บน starch gel หรอื 
polyacrylamide gel ใช้จ าแนกความแตกต่างของเชื้อที่มสีายพนัธุ์ใกล้เคยีงกนัมาก เช่น 
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseriและ Lactobacillus 
johnsonii (Pot et al., 1994) 
 
  1.2.6 SDS-PAGE ของโปรตีนทัง้เซลล ์
  อาศยัหลกัการเชื้อที่มสีายพนัธุ์ต่างกนัจะให้รูปแบบของโปรตนีทีไ่ม่เหมอืนกนั 
โดยการเปรยีบเทยีบลกัษณะของโปรตนีทัง้หมดภายในเซลลซ์ึง่ใช ้ sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) สามารถท าไดง้า่ยรวดเรว็ให้ผลถูกต้อง
แม่นย าในระดับสปีชีส์และสับสปีชีส์สามารถช่วยในการจ าแนกเชื้อที่มีปญัหาในการแบ่ง
หมวดหมูไ่ด ้(Pot et al., 1994) 
 
  1.2.7 การศึกษาเบสองค์ประกอบของดี เอ็นเอ (DNA base 
composition/DNA-DNA hybridization)  
  เป็นการศกึษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของแบคทเีรยี โดยการเปรยีบเทยีบเบส
องคป์ระกอบของดเีอน็เอ ซึง่แสดงในรปูของ mol% G+C พบว่าแบคทเีรยีทีอ่ยู่ในสปีชสีเ์ดยีวกนั
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มคี่า mol% G+C ใกลเ้คยีงกนั (Pot et al., 1994) แต่บางครัง้แบคทเีรยีทีไ่ม่สมัพนัธก์นัอาจมคี่า 
mol% G+C ใกลเ้คยีงกนัได ้ดงันัน้วธิกีารจ าแนกชนิดของแบคทเีรยีทีถู่กตอ้งและแม่นย ากว่า คอื
การวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์ โดยการศกึษาดเีอน็เอทีส่ามารถเข้าคู่กนัได ้อาศยัหลกัการ คอื 
ดเีอ็นเอจากสิง่มชีวีติชนิดเดยีวกนัจะมีความเหมอืนกนั และสามารถเข้าคู่กนัได้วธินีี้ท าโดยน า
ชิน้ส่วนดเีอ็นเอทีจ่ะใช้เป็น probe มาตดิฉลาก ซึ่งอาจตดิโดยใชส้ารกมัมนัตรงัส ี(radioactive 
label) หรอืสามารถใชส้ารปลอดรงัส ี(non-radioactive label) จากนัน้น า probe ที่ได้ไปท า 
hybridization กบัดเีอน็เอตวัอย่างทีต่้องการตรวจสอบถ้าสามารถเขา้คู่กนัไดจ้ะปรากฏสญัญาณ 
(signal) ขึน้มาและวดัเปอรเ์ซน็ตค์วามเหมอืนหรอืคลา้ยกนั (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 
  1.2.8 การศึกษาวิเคราะหล์ าดบัเบสของ rRNA (rRNA sequence)  
  วธินีี้ใช้จ าแนกเชื้อในระดบัสปีชสี ์โดยการวเิคราะห์ล าดบัของ rRNA (rRNA 
sequence) มกีารน ามาใชห้ลายรปูแบบ เช่น การวเิคราะหล์ าดบัเบสของยนีส ์16S rRNAและ 23S 
rRNA นอกจากนี้ Schillinger et al., (1996) ไดศ้กึษาความสมัพนัธร์ะหว่าง Leuconostoc sp. และ 
Lactobacillus sp. บางสายพนัธุโ์ดยวธินีี้เช่นกนั  
 
  1.2.9 ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR)  
  วธินีี้นิยมใชก้นัในปจัจุบนัโดยอาศยัการเพิม่ปรมิาณ DNA ทีม่อียู่ให้มปีรมิาณ
เพิ่มขึ้นรวมทัง้สารพันธุกรรมชนิดอื่นๆด้วย ปจัจุบันได้มีการพัฒนาวิธีการ PCR ให้มี
ประสทิธภิาพมากยิง่ขึน้ เช่น การใชเ้อนไซม ์ reverse transcriptase เพื่อเปลีย่น RNA ใหเ้ป็น 
DNA ก่อนการเขา้สู่ข ัน้ตอน PCR นอกจากนี้วธิ ีRandomLy Amplified Polymorphic DNA 
(RADP) เป็นอกีรปูแบบหนึ่งทีม่กีารใช้ไพรเมอรเ์ดีย่วแบบอสิระเพื่อจบักบัสาย DNA template 
ทีต่ าแหน่งใดก็ไดท้ีส่ามารถเขา้คู่กนัได ้และเพิม่จ านวน DNA ได้ทนัท ีท าใหเ้กดิแบบแผนของ 
DNA ทีเ่กดิขึน้ (Welsh and McClelland, 1990) 
 
  1.2.10 เซรุ่มวิทยา (serology)  
  เป็นวธิกีารส าคญัในการแยกและจ าแนกเชือ้ในจนีัส Streptococcus ทีก่่อใหเ้กดิ
โรคในมนุษยแ์ละสตัว์โดยอาศยัคุณสมบตักิารเป็นแอนตเิจนทีจ่ าเพาะของผนังเซลลท์ี่แตกต่าง
กนั ซึ่งท าให้จดัแบ่งเป็นกลุ่ม ซึ่งขึ้นอยู่กบัคุณสมบตัิการเป็นแอนติเจนขององค์ประกอบของ
เซลลแ์บคทเีรยี เช่น การมแีอนตเิจนทีเ่ป็นสารประกอบพอลแิซคคาไรดท์ีผ่นังเซลลจ์ดัจ าแนกได้
เป็นกลุ่ม A และ G หรอืการมกีรดไทโคอกิระหว่างชัน้ของเยื่อหุ้มเซลล ์และผนังเซลล์ชัน้ใน จดั
จ าแนกไดเ้ป็นกลุ่ม D เช่น Streptococcus pyrogenes เป็นแบคทเีรยีทีท่ าใหเ้กดิอาการเจบ็คอ
จดัอยู่ในกลุ่ม A ส่วน S. faecalis เป็นเชื้อที่ท าใหเ้กดิการตดิเชื้อในทางเดนิปสัสาวะจดัอยู่ใน
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กลุ่ม D ส่วน Lactobacillus เมื่อใชล้กัษณะทางเซรุ่มวทิยาสามารถแบ่งกลุ่มได ้7 กลุ่ม ตัง้แต่A-
G ตามชนิดของแอนตเิจน (Kandler and Weiss, 1986) 
  
  1.2.11 การศึกษารปูแบบพลาสมิด (plasmid profile)  
  แบคทเีรยีแลคติกบางชนิดจะมพีลาสมดิอยู่ในเซลล์ ซึ่งจะควบคุมสมบตัิพิเศษ
บางอย่างของเชือ้ เช่น การผลติเมอืก การผลติสารยบัยัง้จุลนิทรยีช์นิดต่าง ๆ เป็นต้น โดยพลาสมิ
ดของเชื้อ ชนิดเดยีวกนัจะมจี านวน ขนาด และล าดบัเบสที่เหมอืนกนั เมื่อแยกพลาสมดิออกจาก
เซลลน์ ามาตดัโดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะทีท่ราบการตดัต าแหน่งที่แน่นอนจงึน ามาท าเจลอเิลก็โทร
โฟลซิสิ (gel electrophoresis) โดยถ้าเป็นเชือ้ชนิดเดยีวกนัจะมรีูปแบบการเคลื่อนทีท่ี่เหมอืนกนั 
ความหลากหลายของจ านวนและขนาดของพลาสมดิของแบคทเีรยีแลคตกิในชนิดเดยีวกนัใช้เป็น
ลกัษณะส าคญัส าหรบัการก าหนดลกัษณะและใชจ้ าแนกแบคทเีรยีแลคตกิออกจากกนั (Josephson 
and Nielson, 1988) 
   
  1.2.12 hemotaxonomic markers  
  การจดัจ าแนกด้วยวธินีี้พจิารณาจากการสร้างสารประกอบทางเคมทีี่จ าเพาะเพื่อ
ใชเ้ป็นตวับ่งชี้ ไดแ้ก่ สาร quinine เช่น menaquinones และ ubiquinones แบคทเีรยีแลคตกิใน
กลุ่ม streptococci ส่วนใหญ่จะขาด menaquinones ซึง่จะตรวจสอบปรมิาณของสารชนิดนี้ โดยวธิ ี
High Pressure Liquid-Chromatography (HPLC) (Pot et al., 1994) และการวเิคราะห ์Fatty Acid 
Methyl Ester (FAME) โดยวธิ ีGas-liquid Chromatography (GC) สามารถใชใ้นการจ าแนก
แบคทเีรยีแกรมบวกและแกรมลบได ้(Moss et al., 1974) 
 
  1.3 จีนัสของแบคทีเรียแลคติก 
 
  แบคทเีรยีกรดแลคตกิสามารถจ าแนกไดเ้ป็น 12 สกุล ไดแ้ก่ 
 
  1. Streptococcus 
  เซลลม์รีปูร่างกลมหรอืรปูไข่ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.8–1.2 ไมครอนจดัเรยีงตวั
เป็นสายโซ่หรอืคู่ผลติกรดแลคติกชนิด L (+) เป็นผลติภณัฑ์หลกัเท่านัน้จากการหมกักลูโคส
(Homofermentative) ต้องการสารอาหารสูงในการเจรญิมหีลายสายพนัธุ์ก่อโรคในคนหรอืสตัว์
และบางสายพนัธุ์สามารถท าให้เกดิโรคได้เจรญิที่อุณหภูมิ 20-41 องศาเซลเซยีสปจัจุบนั
ประกอบดว้ย 39 สายพนัธุม์ ีmol % G+C ระหว่าง 34-46 % (Hardie and Whiley, 1995) 
  Streptococcus ทีม่คีวามส าคญัทางดา้นอาหาร (วลิาวณัย,์ 2539) ดงันี้ 
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  1. กลุ่มไพโอจนิิก (Pyogenic) เป็นพวกทีไ่ม่สามารถเจรญิทีอุ่ณหภูม ิ10 หรอื 
45 องศาเซลเซยีส ประกอบด้วยพวกที่ท าให้เกดิโรค เช่น S. agalactis และ S. pyognes 
สามารถสรา้งสารพษิได ้ซึง่เชือ้ S. pyoganes มรีะยะพกัตวั 1-3 วนั อาการทีพ่บหลงัจากได้รบั
เชือ้ คอื เจบ็คอ คอแดง ปวดศรีษะ มไีขสู้ง คลื่นไสอ้าเจยีน วงิเวยีน อาหารทีพ่บแบคทเีรยีกลุ่ม
นี้ คอื นม ไอศครมี ไข ่กุง้ สลดั อาหารทีม่ไีข ่และนม 
  2. กลุ่มวริแิดน (Viridan) ไดแ้ก่เชือ้ S. thermophiles มคีวามส าคญัในการผลติ
เนยแขง็และผลติภณัฑน์มพวกโยเกริต์ แบคทเีรยีกลุ่มนี้ทนต่อความรอ้น และสามารถเจรญิไดท้ี่
อุณหภมู ิ45 องศาเซลเซยีส แต่ไมเ่จรญิทีอุ่ณหภมู ิ10 องศาเซลเซยีส 
  3. กลุ่มเอนเทอโรคอคคสั (Enterococcus) เป็นพวกที่สามารถเจรญิได้ที่
อุณหภูม ิ10 และ 45 องศาเซลเซยีส ส่วนใหญ่สามารถเจรญิได้ทีอุ่ณหภูมสิูงถงึ 48-50 องศา
เซลเซยีส บางชนิดสามารถเจรญิได้ที่ 5-8 องศาเซลเซยีส แบคทเีรยีกลุ่มนี้เป็นพวกทนความ
รอ้น สามารถอยู่รอดไดใ้นนมทีผ่่านการพาสเจอรไ์รส ์สามารถทนเกลอืได ้6.5 เปอรเ์ซน็ต์ หรอื
มากกว่า สามารถเจรญิไดใ้นสภาวะทีเ่ป็นด่าง pH 9.6 แบคทเีรยีกลุ่มนี้ไดแ้ก่ S. feacalis และ 
S. faecium ทางอุตสาหกรรมอาหารเรยีกแบคทเีรยีกลุ่มนี้ว่า ฟิคลัสเตรปโตคอคไค (Fecal 
streptococci) ซึง่ใชเ้ป็นดชันีบ่งชีคุ้ณภาพของอาหาร 
 
  2.Vagococcus 
  เป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิรูปกลม ไข่ หรอืท่อนสัน้ มขีนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 
0.5-1.2 x 0.5-2.0 ไมโครเมตร มกีารเรยีงตวัแบบเดีย่วๆ หรอืเป็นคู่ หรอืสายสัน้ๆ ไม่สรา้งสปอร ์
เคลื่อนทีไ่ดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลาตอ้งการอากาศแบบ Facultative anaerobe มกีารผลติกรดในการ
หมกัคารโ์บไฮเดรต แต่ไม่เกดิแก๊ส อุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการเจรญิ คอื 25-35 องศาเซลเซยีส 
แยกได้จากน ้าหรอืจากปลาแซลมอนที่เป็นโรค เป็นแบคทเีรยีซึ่งเคลื่อนที่ได้(ไม่ทุกสายพนัธุ์)
ประกอบดว้ย 2 สายพนัธุค์อื Vagococcusfluvialis ซึง่เดมิอยู่ใน Streptococci กลุ่ม N และ V. 
Salmoninarum ซึง่แยกไดจ้ากปลาแซลมอนทีเ่ป็นโรค (Stiles and Holzapfel, 1997) 
  
  3. Lactococcus 
  เซลลม์รีปูร่างกลมหรอืรปูไข่ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.5-1ไมครอนจดัเรยีงตวั
เป็นเซลลเ์ดีย่วเป็นคู่หรอืต่อกนัเป็นสายโซ่ผลติกรดแลคตกิชนิด L (+) จากการหมกักลูโคสมกัใช้
เป็นกลา้เชือ้ (starter) ในผลติภณัฑน์มสามารถเจรญิไดท้ี ่10 องศาเซลเซยีส แต่ไม่เจรญิที่ 45 
องศาเซลเซยีสพบในแหล่งต่างๆเช่นผกักาดถัว่หญ้ามนัฝรัง่น ้านมดบิประกอบดว้ย 5 สายพนัธุ์
ไดแ้ก่ L. Lactis ssp. lactic, L.lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp.hordniae, L. garvieae, L. 
plantarum, L. raffinolactis และL. pisciumมmีol % G + C ระหว่าง 34 – 43% (Teuber, 1995) 
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  4. Enterococcus 
  เซลลม์รีปูไข่จดัเรยีงตวัเป็นเซลลเ์ดีย่วหรอืสายโซ่สัน้ ๆผลติกรดแลคตกิ ชนิดL 
(+) เป็นผลติภณัฑห์ลกัเท่านัน้จากการหมกักลโูคสต้องการสารอาหารสูงในการเจรญิเคลื่อนทีไ่ด้
โดยใชแ้ฟลกเจลลา (Flageella) ไม่มแีคปซูล ต้องการอากาศแบบ Facultative anaerobe และ
สารอาหารทีส่มบรูณ์ในการเจรญิ สามารถเจรญิไดใ้นช่วง pH 4.2-4.6 และสามารถเจรญิไดท้ี ่pH 
9.6 ส่วนใหญ่เจรญิได้ดทีี่อุณหภูม ิ10 องศาเซลเซยีส และอุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส ยงั
สามารถหมกัน ้าตาลแลกโตสได้ บางสายพนัธุ์ผลติเอนไซมค์ะตะเลสเทยีมไดแ้ละบางสายพนัธุ์
ท าใหเ้กดิโรค  ปจัจุบนัประกอบดว้ย 5 กลุ่มสายพนัธุ ์ไดแ้ก่กลุ่ม Enterococcus faecalis, กลุ่ม 
E. avium, กลุ่ม E. gallinarum ,E. solitaries และกลุ่ม E. cecorum ม ีmol % G + C ระหว่าง 
37–40 (Devriese and Pot, 1995) 
   
  5. Pediococcus       
  เซลล์มรีูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.36–1.43 ไมครอน แบ่งตวั
ลกัษณะ 2 ทศิทางบนระนาบเดยีวกนัโดยแบ่งตวัครัง้ที่ 2 ในทศิดา้นขวามอืของครัง้แรกท าให้
เกดิลกัษณะเฉพาะเป็นเซลล์ 4 เซลล์ตดิกนัคล้ายจตุรสั (tetrad formation) ในสภาวะไม่มี
อากาศ ผลติกรดแลคตกิชนิด DL และ L(+)จากการหมกักลูโคสบางสายพนัธุท์ าใหเ้บยีรแ์ละไวน์
เสยีประกอบดว้ย6สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ Pediococcus acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, 
P.inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceusม ีmol % G + C ระหว่าง 34–44 % 
   
  6. Tetragenococcus 
  มลีกัษณะการแบ่งตัวเหมอืน Pediococcus เนื่องจากเดิมคือ สายพนัธุ์ P. 
Halophilus ซึง่จดัจ าแนกใหม่จากการเจรญิในอาหารซึง่มเีกลอืโซเดยีมคลอไรคส์ูงถงึ 18% และ
มลี าดบัเบสบน 16SrRNA ใกลเ้คยีงกบัเชือ้สกุล Enterococcus  และ Carnobacterium มากกว่า
สกุลเดมิ 
 
  7. Aerococcus 
  มลีกัษณะการแบ่งตวัเหมอืน Pediococcus ประกอบด้วย 2 สายพนัธุ์คอื 
Aerococcus viridians และ A. Urinae ซึง่เปลี่ยนแปลงจาก P. homari และ P. urinaeequi 
ตามล าดบั โดย A. viridians ท าให้กุ้งลอบสเตอร์เกิดโรคและเกี่ยวข้องกบัการติดเชื้อในคน 
(Stiles and Holzapfel, 1997) 
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  8. Leuconostoc 
  เซลล์มสีณัฐานขึน้กบัอาหารเลี้ยงเชื้อในอาหารซึ่งมกีลูโคสเซลล์มลีกัษณะยดื
ออกคล้ายกลุ่ม Lactobacilli แต่ในน ้านมเซลล์จะมรีูปร่างกลมการจดัเรยีงตวัเป็นเซลล์เดี่ยวอยู่
เป็นคู่หรอืเป็นสายโซ่สัน้ถงึปานกลางผลติกรดแลคตกิชนิด D (-) เอทานอลคารบ์อนไดออกไซด์
และสารหอมระเหยจากการหมกักลูโคส (heterofermentative) จงึช่วยสรา้งกลิน่รสในอาหารหมกั
ดองการเจรญิต้องการสารอาหารสูงปจัจุบนัประกอบด้วย8สายพนัธุ ์ Leuconostoc mesenteroides, 
Leuc. lactis, Leuc.gelidum, Leuc. carnosum, Leuc. pseudomesenteroides, Leuc. citreum, 
และ Leuc. fallax, Leuc. argentinum มmีol % G + C ระหว่าง 37-40 % (Dellaglio et al, 1995 
)  
  แบคทเีรยีในจนีสันี้มคีวามสมัพนัธก์บัจนีัส Lactobacillus และ Pediococcus ใน
แง่สรรีวทิยา ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล์ขึน้กบัอาหารเพาะเชื้อ ในอาหารที่มกีลูโคส 
เซลลจ์ะยดืออกคลา้ย Lactobacilli แต่เมื่อเจรญิในน ้านมเซลลจ์ะมรีปูร่างกลม การหมกักลูโคส 
สามารถผลติกรดแลคตกิชนิด D(-) เอทานอล คารบ์อนไดออกไซดแ์ละสารหอมระเหย จงึช่วย
สร้างกลิ่นรสในอาหารหมักดอง  จัด เ ป็นแบคทีเ รียกลุ่ ม  heterofermentative ปจัจุบัน
ประกอบดว้ย 8 สปีชสี ์ไดแ้ก่ L. mesenteroid, L.lactis, L. pseudomesenteroids, L. citreum, 
L. argentinum และ L. fallax (สุพรรณกิาร,์ 2548) 
  คุณสมบตัทิีส่ าคญับางอยา่งทีท่ าให ้Leuconostoc มคีวามส าคญัทางดา้นอาหาร 
(บุษกร, 2547) ไดแ้ก่ 
  1. การผลติไดอะซติลิ และผลติภณัฑท์ีม่กีลิน่อื่นๆ เช่น L. cremoris เปลีย่นไพรู
เวตเป็นไดอะซโิตอนิ และไดอะซติลิ น าไปใชใ้นการท าใหเ้กดิกลิน่ในเนย  
  2. ความสามารถในการทนเกลอื เช่น L. mesenteroides เป็นแบคทเีรยีที่พบใน
อาหารหมกัประเภทผกัดอง เช่น กะหล ่าปลดีอง มกีารสรา้งกรดออกมาจนมคีวามเขม้ขน้ 0.7-
1.0 เปอรเ์ซน็ต ์(อยูใ่นรปูของกรดแลคตกิ) 
  3. ความสามารถในการทนต่อน ้าตาล โดยสามารถเจรญิไดใ้นทีม่นี ้าตาลความ
เขม้ขน้สูงเช่น L. mesenteroides สามารถทนน ้าตาลใน sugar syrup ทีม่คีวามเขม้ขน้สูงถงึ 
55–60 เปอรเ์ซน็ต ์ 
  4. การผลติสารเมอืก เช่น L. mesenteroides จะผลติสารเมอืกพวกเดกซ์แทรน 
(dextran) จากน ้าตาลซูโครสได ้อุณหภูมทิีเ่หมาะในการสรา้งเมอืก คอื 20-25 องศาเซลเซยีส เชือ้ L. 
dextranicum สามารถสร้างเดกซ์แทรนจากน ้าตาลซูโครสได้เช่นกัน แต่น้อยกว่า ดงันัน้การผลิต
เดกซ์แทรนในระดับการค้าจะใช้ L. Mesenteroides โดยใช้กากน ้ าตาลเป็นวัตถุดิบ แต่ใน
ขณะเดยีวกนัการสรา้งสารเมอืกเหล่านี้ ท าให้เป็นผลเสยีต่ออาหาร เช่น ท าให้น ้าอ้อยเกดิเมอืก ท า
ใหต้กผลกึไม่ได ้ความหวานของน ้าอ้อยลดลง และสารเมอืกเหล่านี้ไปท าใหท่้อต่างๆ อุดตนั เชื้อ
นี้ยงัท าใหไ้วน์ไสก้รอก และแฮมเกดิเมอืกเป็นตน้  
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  5. ความสามารถในการผลติก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์จากน ้าตาล ท าใหอ้าหาร
ต่าง ๆ เกดิเน่าเสยี เชน่ การเกดิก๊าซในแตงกวาดอง และ การท าใหไ้สก้รอกบวม เป็นตน้  
  6. ความสามารถในการเริม่ต้นหมกัไดเ้รว็กว่าแบคทเีรยีชนิดอื่นๆ เช่น ในการ
หมกักะหล ่าปลีดองพบว่า L. mesenteroides เป็นแบคทเีรยีแลคติกพวกแรกที่เจรญิ และมี
บทบาทในการหมกั โดยสามารถผลติกรดแลคตกิออกมาในปรมิาณ 0.7-1.0 เปอรเ์ซน็ต์ท าให้
จลุนิทรยีช์นิดอื่นๆ เจรญิไมไ่ด ้
 
  9. Oenococcus 
  ประกอบด้วยสายพันธุ์ เดียวคือ  Oenococcusoeni ซึ่งเปลี่ยนมาจาก 
Leucoenos ดว้ยสมบตักิารทนต่อกรดและเอทานอลปรมิาณสูงรวมทัง้ขอ้มลูพนัธุกรรมจากดเีอน็
เอ :ดีเอ็นเอไฮบริไดเซซัน่และล าดบัเบสของ 16SrRNA ต่างจากสายพนัธุ์อื่นในสกุล 
Leuconostoc อยา่งชดัเจน (Dellaglio et al, 1995) 
 
  10. Weissella 
  ประกอบดว้ยแบคทเีรยี 7 สายพนัธุซ์ึง่ลกัษณะคลา้ย Leuconostoc  (Leuconosdoc–
like bacteria) รูปร่างเซลล์เป็นแท่งและกลมมสีายพนัธุ์ซึ่งเดมิอยู่ในสกุลLeuconostoc และ
Lactobacillus คอื Leuc. paramesenteroides (Weissella paramesenteroides), Lactobacillus 
confusus (W. confusus), Lb.halotolerans (W. halotoleran ), Lb. kandleri (W.kandleri), Lb. 
minor (W. minor), Lb. viridescens (W. viridescen )และสายพนัธุใ์หม่ซึง่แยกไดจ้ากไสก้รอกหมกั
คอื W. hellenica (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 
  11. Lactobacillus 
  เป็นแบคทเีรยีกรดแลคตกิกลุ่มใหญ่ที่สุดมคีวามหลากหลายของลกัษณะทางฟี
โนไทป์สมบตัทิางชวีเคมแีละสรรีะวทิยาเนื่องจากความแตกต่างของ mol % G + C ภายในสกุล
สูงคอืระหว่าง 32- 53 % พบในแหล่งต่างๆเช่นเยื่อเมอืกของมนุษยแ์ละสตัวพ์ชืและน ้าทิง้ เป็น
ต้นบางสายพันธุ์ เ ป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนุษย์เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนหรือทรงรี 
(coccobacilli) ต้องการสารอาหารสูงในการเจรญิประกอบดว้ย 55 สายพนัธุซ์ึง่แบ่งไดเ้ป็น 3 
กลุ่มคอื 
  1.กลุ่ม Obligately homofermentative lactobacilli หมกัน ้าตาลแลกโทส 
(มากกว่า85 %) เป็นกรดแลคตกิโดยวถิี Embden–Meyerhof–Parnas (EMP) ผลติเอนไซม ์
1,6biphosphate–aldolase แต่ไม่ผลติเอนไซม ์phosphoketolase จงึหมกัน ้าตาลเพนโทสและ
กลโูคเนทไมไ่ดป้ระกอบดว้ย 18 สายพนัธุ ์ 
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  2. กลุ่ม Facultatively heterofermentative lactobacilli หมกัน ้าตาลเฮกโซส
เป็นกรดแลคตกิผ่านวถิ ี EMP มกีารผลติเอนไซมท์ัง้ aldolase และ phosphoketolase จงึหมกั
น ้าตาลเพนโทสได ้
  3. กลุ่ม Obilgately heterofermentative lactobacilli หมกัน ้าตาลเฮกโซสและเพน
โทสผ่านวถิฟีอสโฟกลโูคเนทเป็นแลคเตท, เอทานอลและคารโ์บไฮเดรต 
 คุณสมบตัทิีท่ าให ้Lactobacillus มคีวามส าคญัทางดา้นอาหาร (วลิาวณัย,์ 2539) ดงันี้ 
  1. ความสามารถในการหมกัน ้าตาลใหก้รดแลคตกิสามารถน าไปใชใ้นการผลติ
ผลติภณัฑ์นม เช่น ยาคูลย์ใช้ L. casei โยเกิร์ตใช้ L. bulgaricus (และ Streptococcus 
thermophilus) นมแอซโิดฟิลสัใช ้L. bulgaricus นมบลัคาเรยีนใช ้L. delbrueckii นอกจากนี้ใน
การหมกัผกัดองใชผ้ลติกรดแลคตกิในระดบัอุตสาหกรรม เช่น ใชผ้ลติกรดแลคตกิจากหางนม L. 
pentosus (L. plantarum) ผลติกรดแลคตกิจากโรงงานกระดาษ แต่ในขณะเดยีวกนัจะท าให้
อาหารมรีสเปรีย้ว จากการผลติกรดแลคตกิออกมา นอกจากนี้ยงัท าให้ไวน์ ไซเดอร ์เบยีร ์มรีส
เปรีย้ว เป็นตน้ 
  2. การผลติก๊าซ และผลติสารระเหยอื่นๆ ในพวก heterofermentative บางครัง้
ท าใหเ้กดิความเสยีหายต่อคุณภาพอาหาร เช่น การเจรญิของ L fermentum ในเนยแขง็สวสิ L. 
hilgardii หรอื L. trichodesในไวน์ 
  3. ความสามารถในการสรา้งเมอืก เช่น L. plantarum ท าใหน้ ้าแอปเป้ิล น ้าองุ่น 
ผกัดอง เกดิเมอืกได ้L. brevis ท าให้น ้าแอปเป้ิลเกดิเมอืกได ้L. cucumeria ท าให้ผกัดองเกดิ
เมอืกได ้
  4. ความสามารถในการทนความรอ้น (Thermoduric) ท าใหเ้ชื้อรอดชวีติจาก
การใหค้วามรอ้นแบบพาสเจอรไ์รส ์เช่น จะยงัคงพบ L. bulgaricus, L. brevis รอดชวีติจากการ
พาสเจอร์ไรส์น ้านม จากนัน้เชื้อนี้จะหมกัน ้าตาลแลกโตสให้กรดแลคติกออกมา ท าให้นมมรีส
เปรี้ยว นอกจากน้ีอาจพบเชื้อน้ีในอาหารกระป๋องที่ให้ความร้อนไม่เพยีงพอ เช่น ผลติภณัฑ์
มะเขอืเทศ ถัว่ และผลไมอ้ื่นๆ  
  5. ความสามารถในการเจรญิทีอุ่ณหภมูติ ่าเป็นสาเหตุใหเ้นื้อ และผลติภณัฑเ์นื้อ 
เช่น แฮม ไสก้รอก เกดิการเน่าเสยีโดยมกีลิน่เปรีย้ว 
  6. แบคทเีรยีกลุ่มนี้ไม่มคีวามสามารถในการสงัเคราะห์วติามนิที่ตวัมนัเอง
ต้องการได้ ท าให้เชื้อไม่สามารถเจรญิได้ดใีนอาหารที่มวีติามนิต ่า ดงันัน้จงึใช้ประโยชน์ของ
แบคทเีรยีกลุ่มนี้ในการตรวจวเิคราะห์ปริมาณวติามนิในอาหาร เช่น ใช ้L. leichmannii ในการ
ตรวจวเิคราะหป์รมิาณวติามนิ B12 
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  12. Carnobacterium 
  Carnobacterium เป็นแบคทเีรยีรปูร่างกลมหรอืแท่ง มขีนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 
0.5-0.7 x 1.0-2.0 ไมโครเมตรเซลลม์กีารจดัเรยีงตวัคู่ หรอือยู่เดีย่วๆ บางครัง้มกีารเรยีงตวัเป็น
สายสัน้ๆ ม ี%mol G+C อยูร่ะหว่าง 31.6-37.2 เปอรเ์ซน็ต์สามารถเจรญิไดท้ี่อุณหภูม ิ10 องศา
เซลเซยีสแต่ไม่เจรญิที่อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเจรญิ คอื 37 
องศาเซลเซยีส พบในผลติภณัฑเ์นื้อ และปลา และพบว่า C. piscicola เป็นเชือ้ทีก่่อโรคในปลา
เซลมอ่น (Holt et al., 1994) 
  จดัเป็นแบคทเีรยีกลุ่ม heterofermentative ผลติกรดแลคตกิชนิด L(+) กรดอะ
ซตีกิเอทานอล และคารบ์อนไดออกไซดจ์ากการหมกัน ้าตาลกลูโคส ประกอบดว้ย 6สปีชสี ์คอืC. 
divergens, C .pisicola, C. gallinarum, C. mobile, C. funditum และ C.alterfunditum ม ีmol 
% G+C ระหว่าง 31.6-37.2 %(สุพรรณกิาร,์ 2548) 
 
2 สารกนัเสียชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลคติก 
 
  สมบตัยิบัยัง้จลุนิทรยีข์องแบคทเีรยีแลคตกิผลติภณัฑอ์าหารหลายชนิดทีไ่ดจ้าก
การหมกักรดแลคตกิเช่นนมเปรีย้ว ผกั ผลไมด้องผลติภณัฑเ์นื้อและอาหารทะเลหมกัสามารถ
เกบ็ไวไ้ดน้านและปลอดภยัเมื่อน าไปบรโิภคทัง้นี้เป็นเพราะ LAB มสีมบตัยิบัยัง้จุลนิทรยีด์งันี้ท า
ให ้pH ของอาหารลดลง เกดิกรดอนิทรยี ์เกดิแบคเทอรโิอซนิ เกดิไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์เกดิ
เอทานอลโดยแบคทเีรยีแลคติกจะมกีารสรา้งสารกนัเสยีชวีภาพมากมายเพื่อยดือายุการเก็บ
รกัษาอาหารใหย้าวนานขึน้ (Schnurer et al, 2005) เช่น 
 
  2.1 กรดอินทรีย ์(Organic acid) 
  ในกระบวนการหมกัของ LAB นัน้จะมี 2 แบบคือ homofermentative และ 
heterofermentative โดย lactic acid เป็นสารหลกัทีไ่ดจ้ากกระบวนการหมกัแบบ homofermentative 
โดย lactic acid นัน้จะมผีลท าให้ pH ของอาหารลดลงซึ่งก็มผีลให้เชื้อจุลนิทรยีอ์ื่นไม่สามารถ
เจรญิเตบิโตได ้เพราะ ไฮโดรเจนออิอนจะซมึผ่าน cell membrane เขา้สู่ภายในเซลล์ของจุลนิทรยี์
ท าให้ cytoplasm มสีภาพเป็นกรดสูง ซึ่งส่งผลให้ electrochemical proton gradient ภายในเซลล์
จลุนิทรยีเ์สยีไปดว้ย 
  ส าหรบักระบวนการหมกัแบบ heterofermentative ของ LAB จะได ้acetic acid 
เป็นสารหลกั และผลติ propionic acid ในปรมิาณเลก็น้อย แต่กรดทัง้สองชนิดจะมคี่า pKaทีสู่ง
มากกว่า lactic acid โดยกลไกการออกฤทธิย์บัยัง้เชือ้จุลนิทรยีก์จ็ะเหมอืนกบัของ lactic acid 
คอืจะมผีลต่อ electrochemical proton gradient  
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  กรดแลคติก (Lactic acid) 
  เป็นกรดทีเ่กดิจากแบคทเีรยีแลคตกิสามารถเปลีย่นน ้าตาลในอาหาร ท าให้ pH
ของอาหารลดลง มผีลยบัยัง้การเจรญิของจุลนิทรยีช์นิดอื่นทีท่ าใหอ้าหารเน่าเสยี นอกจากนี้ยงั
ใชใ้นทางเภสชักรรม และอุตสาหกรรมเคมอีื่นๆอกีดว้ย กรดแลคตกิทีเ่กดิจากกระบวนการหมกั
อาจอยูใ่นรปู L หรอื D เป็นกรดทีน่ิยมน ามาใชใ้นอาหารโดยเฉพาะในผลติภณัฑอ์าหารหมกัดอง
ประเภทต่างๆ เพื่อเป็นสารใหก้ลิน่รส ควบคุม pH ของอาหาร และช่วยในการถนอมอาหาร(อร
วนิท,์ 2532) 
  กรดอะซิติก (Acetic acid) 
  เป็นกรดทีไ่ดจ้ากการหมกัโดยแบคทเีรยีพวก heterofermentative Lactobacilli 
ซึง่กรดอะซติกินี้จะมผีลในการยบัยัง้จลุนิทรยี ์
  แบคทเีรยีแลคตกิทีม่รีายงานว่าสามารถยบัยัง้จุลนิทรยี์ทีก่่อใหเ้กดิโรคส่วนใหญ่
จะเป็น Lactobacillus sp. ซึง่ไดแ้ก่ L. sake ทีแ่ยกจากเนื้อและผลติภณัฑเ์นื้อ สามารถสรา้งกรด
อนิทรยี์มายบัยัง้การเจรญิของSalmonella Typhimurium และ Staphylococcus aureus ได ้
นอกจากนี้ Bearso et al., (1997) มขีอ้สนันิษฐานเกี่ยวกบักลไกการยบัยัง้ คอื กรดอนิทรยี์แพร่
ผ่านเยื่อหุม้เซลลไ์ด ้เพราะสามารถละลายได้ในไขมนั การสะสมของกรดอนิทรียท์ีแ่บคทเีรยีแล
คตกิสรา้งขึน้ในระหว่างการเจรญิส่งผลใหค้่า pH ในช่วงแรกของการเจรญิลดลงและมผีลยบัยัง้
การเจรญิของจลุนิทรยก์ลุ่มทีไ่มท่นกรด นอกจากนี้ยงัมขีอ้เสนอแนะจากผู้ท าการศกึษากลุ่มอื่นๆ
ว่าการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้อื่นเกดิจากการสะสมประจุลบ ซึง่จะไปลดอตัราการสงัเคราะห์สาร
โมเลกุลใหญ่ และมผีลกระทบต่อการเคลื่อนยา้ยสารบรเิวณเหนือเยือ่หุม้เซลล ์
  ดงันัน้จึงมกีารประยุกต์ใช้แบคทีเรยีแลคติกซึ่งสามารถผลิตกรดอินทรีย์ใน
อุตสาหกรรมอาหารหมกัเพื่อวตัถุประสงคใ์นการถนอมอาหาร นอกจากนี้การควบคุมสภาวะการ
ผลติกรดอนิทรยีใ์นกระบวนการหมกัมคีวามส าคญัอย่างมากจ าเป็นต้องอาศยัปจัจยัหลายอย่าง 
เช่น การควบคุมพเีอชเริม่ต้นในการหมกั สภาพบฟัเฟอรแ์ละองคป์ระกอบของสารอาหาร ชนิด
ของจุลนิทรยี ์อตัราการเจรญิของแบคทเีรยีแลคตกิ และจุลนิทรยีเ์ป้าหมาย เป็นต้น (Montville 
and Winkonwski, 1997) 
 
  2.2 Reuterin 

 Reuterin เป็นสารต้านจุลชพีทีม่ฤีทธิก์วา้ง (broad-spectrum) พบครัง้แรกจาก
เชือ้ Lactobacillus reuteri โดย reuterinเป็นสารทีไ่ดจ้ากการ oxidize glycerol โดย LAB ใน
สภาพ anaerobic โดยทัว่ไป LAB จะไม่ม ีoxidative pathway ส าหรบั glycerol หรอื glycerol 
ไม่สามารถถูกใชเ้ป็น C-source เดีย่วได้ดงันัน้วธิกีารเดยีวที่จะใช ้glycerol ของ LAB ได ้คอื 
การท าให ้LAB เขา้สู่ intermediate state ของ 3-hydroxypropionaldehyde (reuterin, 3-HPD) 
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พบว่า reuterin มีฤทธิย์ ับยัง้การเจริญของจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น แบคทีเรียแกรมบวก
แบคทเีรยีแกรมลบยสีต์ รา โดยเชื่อว่า รูทรีนีมฤีทธิไ์ปยบัยัง้การท างานของเอนไซม์บางชนิด 
เช่นribonucleotidereductase จงึท าใหก้ารสงัเคราะห ์DNA  เสยีไป 
 
  2.3 Fatty acids  
  จากการแยกสารทีไ่ดจ้ากการเลีย้งเชือ้ Lactobacillus plantarum MiLAB 14 ใน
อาหารเหลว พบว่าม ีfatty acid เช่น 3-hydroxylated fatty acid ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้การเจรญิของเชือ้
ราไดโ้ดยฤทธิต์้านเชือ้ราจะเพิม่ขึน้ตามความยาวของ chain ทีเ่พิม่ขึน้ โดยพบว่า caprylic (C8) 
acid และสายทีย่าวกว่านี้จะมปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยีไ์ดส้งูสุด 
 
  2.4 Acetaldehyde 
  เป็นสารที่ เกิดขึ้นในกระบวนการแมแทบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตโดย 
Heterofermentative lactic acid bacteria ซึง่ในที่สุดกจ็ะถูกเปลีย่นเป็นเอทานอลโดยเอนไซม์
alcohol dehydrogenase ถ้าแบคทเีรยีทีส่รา้งกรดแลคตกิขาดเอนไซม ์alcohol dehydrogenase 
หรอืเอนไซมน์ี้ถูกกดการสร้างจะท าให้มอีะเซทาลดไีฮดห์ลัง่ออกมานอกเซลล์ อะเซทาลดไีฮด์
เป็นสารทีใ่หก้ลิน่โดยเฉพาะของโยเกริต์ 
 
  2.5 Diacetyl 
  เป็นผลผลติสุดทา้ยทีไ่ดจ้ากกระบวนการเมทาบอลซิมึของแบคทเีรยีกลุ่มทีส่รา้ง
กรด     แลคตกิไดอะซทิลิเป็นสารทีใ่หก้ลิน่เฉพาะในผลติภณัฑน์มหมกั (อรวนิท,์ 2532) 
  ไดอะซทิลิเป็น aroma component ซึง่มคีวามสมัพนัธโ์ดยตรงกบักลิน่ของเนย
ผลติโดยการใชซ้เิตรตของแบคทเีรยีแลคตกิ ซึง่มผีลยบัยัง้การเตบิโตของแบคทเีรยีแกรมลบโดย
มผีลต่อ arginine utilizationพบว่าแบคทเีรยีแกรมลบไวต่อไดอะซทิลิมากกว่าแบคทเีรยีแกรม
บวก โดยใช้เพยีง200 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร และไดอะซทิลิความเขม้ขน้ 344 ไมโครกรมัต่อ
มลิลลิติร สามารถยบัยัง้ Listeria, Salmonella, Yersinia, Escherichia coli และ Aeromonas 
 
  2.6 Carbondioxide (CO2) 
  คารบ์อนไดออกไซด์เป็นผลติภณัฑห์ลกัของ heterofermentative lactic acid 
bacteria กลไกการยบัยัง้เชือ้ของคารบ์อนไดออกไซด ์ปจัจุบนัยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่อย่างไรกต็าม 
CO2 อาจมีบทบาทในการเพิ่มสภาวะไร้ออกซิเจน ซึ่งส่งผลยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 
enzymatic decarboxylation และท าใหเ้กดิการสะสมของคารบ์อนไดออกไซดบ์รเิวณ  membrane 
lipid bilayer 
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  2.7 Hydrogenperoxide 
  ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์ป็นสารทีไ่ดจ้ากกระบวนการเมแทบอลซิมึในระหว่างการ
เจริญของแบคทีเรียแลคติกที่ไปเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นน ้ า ท าให้
ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดท์ี่สรา้งนัน้ถูกสะสมในอาหารเลีย้งเชื้อ และมผีลในการยบัยัง้จุลนิทรยีช์นิด
อื่น แบคทเีรยีแลคตกิสรา้งไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ดใ้นสภาวะทีม่อีอกซเิจนในกระบวนการขนส่ง
อเิลก็ตรอน โดยการท างานของฟลาโวโปรตนี (flavoprotein) ของเอนไซมเ์อ็นเอดเีฮชออกซเิดส 
(NADH oxidase) และซุปเปอรอ์อกไซดด์สิมวิเทส (superoxide dismutase) ในสภาวะทีไ่ม่มเีหลก็ 
แบคทเีรยีแลคตกิจะไม่มเีอนไซม ์catalase ซึง่ท าหน้าทีใ่นการสลายไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์ป็น
น ้าและออกซเิจน แต่จะมรีะบบอื่นที่ใชใ้นการจ ากดัปรมิาณของไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(Condon, 
1987) นอกจากนี้ ถ้าไม่มกีารสะสมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ภายในเซลล์ เนื่องจากถูกย่อยสลาย
โดยเอนไซมเ์ปอรอ์อกซเิดส (peroxidase), ฟลาโวโปรตนี และซโูดคะตะเลส (pseudocatalase)  
  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นตวัออกซไิดส์ที่รุนแรงและสามารถท าลายเซลล์
แบคทเีรยีได ้โดยหมู่ซลัไฮดรลิ (sulfhydryl) ภายในโมเลกุลโปรตนีของเซลล์ และในชัน้ไขมนัใน
เยือ่หุม้เซลลถ์ูกออกซไิดส์ได ้ท าใหโ้ครงสรา้งของกรดนิวคลอีกิและโปรตนีในเซลล์เปลีย่นไปจน
ไมส่ามารถท าหน้าทีไ่ดต้ามปกต ิและในปฏกิริยิาการสรา้งไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดจ์ะมกีารข่นส่ง
ออกซิเจน ท าให้เกิดสภาวะขาดออกซิเจน ส่งผลให้แบคทีเรียชนิดอื่นไม่สามารถเจริญได ้
นอกจากนี้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยงัสามารถรวมตัวกับสารประกอบอื่นเกิดเป็นสารที่มี
คุณสมบตัิในการยบัยัง้จุลนิทรยี์อื่นได้ เช่น ในน ้านมดิบ มทีัง้เอนไซม์แลกโตเปอร์ออกซเิดส 
(lactoperoxidase) ไทโอไซยาเนต (thiocyanate, SCN-) และไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์
  เอนไซมแ์ลกโตเปอรอ์อกซเิดส จะเร่งปฏกิริยิาออกซเิดชนัของไทโอไซยาเนต 
ให้เปลี่ยนเป็นไฮโปไทโอไซยาไนต์ (hypocyanite, OSCN-) และหากมไีฮโดรเจนเจนเปอร์
ออกไซดส์ูงจะเปลีย่นเป็น O2SCN- และ O3SCN- ตามล าดบั ซึง่ไฮโปไทโอไซยาไนต์จะมผีลต่อ
เยื่อหุ้มเซลล์ปฏิกิริยา อย่างไรก็ตามกลไกหลักในการยับยัง้แบคทีเรียอื่น คือ ขัดขวาง
กระบวนการไกลโคไลซสิ โดยจะไปขดัขวางการขนถ่ายกลูโคสรวมทัง้กจิกรรมของเอนไซม์เฮก
โซไคเนส (hexokinase) และกลีเซอรอลดีไฮด์ -3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (G-3-P 
dehydrogenase) เนื่องจากเอนไซมเ์หล่านี้มหีมู่ซลัไฮดรลิเป็นองค์ประกอบซึง่ถูกออกซไิดซ์ได ้
ซึง่ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดท์ี่ผลติโดยแบคทเีรยีแลคตกิ สามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี
ชนิดอื่นได้ นอกจากนี้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยงัมผีลในการท าลายแบคทเีรยีแกรมลบอย่าง
รวดเรว็  
  ในอาหารหมกัจะมกีารสรา้งไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นปรมิาณน้อย เนื่องจากมี
การหมกัในสภาวะทีไ่ม่มอีอกซเิจน แต่มขีอ้ดตีรงทีจ่ะไม่เกดิไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดม์ากเกนิไป 
ซึง่อาจจะไปยบัยัง้แบคทเีรยีแลคตกิทีเ่ป็นตวัการของการหมกัได ้(สุมณฑา, 2545) 
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  จากการทดลองของ Edward (1980) พบว่า ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์ป็นสารที่
ใช้ในการถนอมอาหาร มกีารเตมิลงในน ้านมดบิโดยใส่ที่ความเขม้ขน้ 0.02-0.05% จะฆ่าเชื้อ
แบคทเีรยีที่ท าให้เกิดการเน่าเสยี และมกีารใช้ไฮโดรเจนเปอร์ไซด์ความเข้มข้น 0.04-0.08% 
ร่วมกบัความรอ้นที่อุณหภูม ิ53 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาทใีนนมพาสเจอไรซ์ ปรากฏว่า
สามารถลดจ านวนแบคทเีรยีทัง้หมด และโคลฟิอรม์แบคทเีรยีทีพ่บได้   
 
  2.8 Proteinaceous compounds 
  Ribosome ของ LAB สามารถสงัเคราะห์ peptide หรอื protein ได ้ซึง่จาก
การศกึษาฤทธิใ์นการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีของ LAB จะสูญเสยีไปเมื่อมกีารย่อยดว้ย proteolytic 
enzyme ซึง่ต่อมาพบว่าสารทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้จุลนิทรยีเ์ป็นพวก proteinaceous compounds 
โดยสารทีม่ฤีทธิน้ี์เป็นสารกลุ่ม peptide มฤีทธิต์า้นเชือ้ไดก้วา้งทนความรอ้น และออกฤทธิไ์ดด้ทีี ่
pH 3-6 แต่จะถูกท าลายได้ด้วย proteinase ซึ่งใน proteinaceous compounds นัน้จะ
ประกอบดว้ย โปรตนีหลายชนิดทีม่ฤีทธิย์บัยัง้จลุนิทรยี ์เช่น 
   
  2.9 Bacteriocin 
  แบคเทอรโิอซนิหมายถงึเปปไทด์หรอืโปรตนีที่สงัเคราะห์จากไรโบโซม และมี
ฤทธิใ์นการยบัยัง้แบคทีเรยี แบคเทอริโอซินแตกต่างจากสารปฏิชีวนะ (antibiotics) คือ         
แบคเทอรโิอซินมฤีทธิก์ารยบัยัง้แคบและเป็นพษิกบัแบคทีเรยีที่มคีวามสมัพนัธ์ใกล้เคียงกัน    
แบคเทอรโิอซนิสามารถสรา้งได้จากแบคทเีรยีกลุ่มแกรมลบและแกรมบวกหลายสายพนัธุ์ แต่  
แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งจากกลุ่มแบคทเีรยีแลคตกิ (lactic acid bacteria)ไดร้บัความสนใจมาก
ทีสุ่ด  
  กลุ่มแบคทเีรยีแลคตกิที่สรา้งแบคเทอรโิอซนิได้มกัแยกมาจากอาหารดงันัน้จงึ
เหมาะทีจ่ะน ามาใชใ้นการประยกุต์ทางดา้นอาหารการสรา้งแบคเทอรโิอซนินี้มขีอ้ดแีก่แบคทเีรยี
แลคติกเองคือแบคเทอรโิอซินสามารถฆ่าหรอืยบัยัง้แบคทีเรยีอื่นที่อยู่ในแหล่งอาหารนัน้ๆ     
แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งขึน้โดยแบคทเีรยีแลคตกิบางชนิดมฤีทธิใ์นการยบัยัง้ค่อนขา้งกวา้งการน า
แบคเทอรโิอซนิไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใชส้ารกนัเสยีทีเ่ป็นสารเคมรีวมทัง้ลด
การใช้ความร้อนท าให้อาหารยงัคงอุดมไปด้วยคุณค่าของสารอาหารซึ่งเป็นทางเลอืกหนึ่งที่
ผู้บรโิภคต้องการเนื่องจากมคีวามปลอดภยัมรีสชาติสดใหม่และพร้อมรบัประทาน(สุมณฑา, 
2545) 
  โครงสรา้งในสายพอลเิพปไทดข์องแบคเทอรโิอซนิ สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 4 
สว่น ซึง่แต่ละสว่นท าหน้าทีต่่างกนั ดงันี้ 
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  2.6.1 binding peptide ท าหน้าที่ช่วยให้โมเลกุลของแบคเทอรโิอซนิจบักบั 
receptor บนผวิเซลลข์องแบคทเีรยี  
  2.6.2 active protein ท าหน้าทีท่ าลายแบคทเีรยีโดย active protein จะยบัยัง้
การสงัเคราะหโ์ปรตนีและสงัเคราะหโ์มเลกุลขนาดใหญ่ภายในเซลลข์องแบคทเีรยี  
  2.6.3 immunity protein ท าหน้าทีจ่บักบั active peptide อย่างจ าเพาะซึง่จะ
ป้องกนัไมใ่หเ้กดิการท าลายแบคทเีรยีทีม่ ี immunity protein เหมอืนกนั  
  2.6.4 translocation peptide ช่วยใหม้กีารเคลื่อนยา้ยสารเชงิซ้อนของแบคเทอ
รโิอซนิผ่านเขา้ไปในเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทเีรยีเป้าหมาย 
  กลไกในการท าลายเซลล์แบคทเีรยีเป้าหมาย เกดิจากการทีแ่บคเทอรโิอซนิเข้า
จบักบัเซลลแ์บคทเีรยีเป้าหมายท าใหเ้ยื่อหุม้เซลลถ์ูกรบกวนท าใหเ้กดิรหูรอืช่องว่างทีม่ลีกัษณะ
คล้ายชิ้นไม้ที่น ามาประกอบกนัเป็นถังมรีูตรงกลาง (barrel-stave) ส่งผลให้เกิดการรัว่ของ
องคป์ระกอบภายในเซลล ์เช่น กรดอะมโิน สารประกอบอนินทรยีใ์นกลุ่มฟอสเฟตซึง่เป็นสารให้
พลงังานของเซลล์ และไอออนของสารทีจ่ าเป็นต่อการด ารงชวีติของเซลล์ ในกรณีสปอร์พบว่า
เยือ่หุม้เซลลจ์ะถูกท าลายอยา่งรวดเรว็ ในระหว่างทีส่ปอรง์อกขึน้มา และแบคเทอรโิอซนิทีค่วาม
เขม้ขน้สูงๆ สามารถยบัยัง้การสรา้งเพปติโดไกลแคน (peptidoglycan) ซึ่งเป็นส่วนประกอบที่
ส าคญัของผนังเซลลข์อง Bacillus stearothermophillus และ Eshcherichia coli ได(้De Vuyst 
and Vandamme, 1994) 
 
3.สารกนัเสีย (Preservative) และอนัตรายจากการใช้สารกนัเสีย 
 
  สารกนัเสยีคอืสารเคมหีรอืของผสมของสารเคมทีี่ใช้ในการถนอมอาหาร โดย
อาจจะใส่ลงในอาหาร พ่นหรอืฉาบรอบๆผวิของอาหารหรอืภาชนะบรรจุสารดงักล่าวจะท าหน้าที่
ยบัยัง้หรอืท าลายจุลนิทรยีท์ีท่ าใหอ้าหารเน่าเสยีโดยอาจจะไปออกฤทธิต่์อผนังเซลลร์บกวนการ
ท างานของเอนไซมห์รอืกลไกทางพนัธุกรรม (genetic mechanism) ในเซลล์ เป็นผลท าให้
จลุนิทรยีไ์มส่ามารถเพิม่จ านวนไดห้รอืตายในทีสุ่ด(ศวิาพร, 2535 ) 
  สารกนัเสยีทีด่คีวรจะออกฤทธิท์ าลายจุลนิทรยีท์ีเ่ป็นสาเหตุท าให้อาหารเน่าเสยี
มากกว่าทีจ่ะออกฤทธิย์บัยัง้ โดยเฉพาะอย่างยิง่พวกที่ท าใหอ้าหารเป็นพษิ ทัง้น้ีเพื่อป้องกนัการ
เกดิสายพนัธุต์้านทาน (resistant strain) นอกจากนี้สารกนัเสยีไม่ควรจะเสื่อมคุณภาพเมื่อใส่ลง
ในอาหาร ยกเวน้สารกนัเสยีประเภททีฆ่่าเชือ้ได ้ควรจะถูกเปลีย่นสภาพใหเ้ป็นสารไม่มพีษิหรอื
ถูกท าลายไดด้ว้ยการหุงตม้ 
  การใช้วัตถุเจือปนอาหารซึ่งรวมถึงวัตถุกันเสียด้วย จะต้องใช้ในปริมาณ
เหมาะสมที่ท าใหเ้กดิผลตามต้องการ คอืไม่ใส่เกนิขนาด เพราะผูบ้รโิภคจะไดส้ารเหล่านัน้มาก
เกินความจ าเป็น ดงันัน้จงึมปีระกาศกระทรวงสาธารณสุข ห้ามใช้วตัถุกนัเสียในอาหารที่ไม่
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จ าเป็นที่ต้องใช้สารกนัเสยีคอือาหารกระป๋องที่ผ่านการฆ่าเชื้อจุลนิทรยี์เรยีบรอ้ยแล้ว ส าหรบั
อาหารอื่นผู้บรโิภคจะอ่านได้จากฉลากอาหารว่ามกีารใช้วตัถุกันเสียหรอืไม่ มสี่วนประกอบ
อยา่งไร (บุษกร, 2550) 
 
  1. กรดและเกลือของกรดบางชนิดเช่น กรดเบนโซอิก กรดซอร์บกิ กรด
โปรปิโอนิก ฯลฯ และเกลอืของกรดเหล่านี้ส่วนใหญ่นิยมใชใ้นรปูเกลอืของกรด เพราะละลายน ้า
ได้ง่าย เมื่อใส่ในอาหารเกลอืเหล่านี้จะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของกรด หากอาหารนัน้มีความเป็น
กรดสงู กรดจะคงอยูใ่นรปูทีไ่ม่แตกตวั ซึง่เป็นรปูทีม่ปีระสทิธภิาพสูงสุดในการท าลายหรอืยบัยัง้
จลุนิทรยี ์(วลิาวณัย,์ 2537) ดงันัน้อาหารทีจ่ะใชส้ารกนัเสยีชนิดน้ีควรจะเป็นอาหารทีม่คีวามเป็น
กรด ประมาณ 4-6 ทัง้นี้ขึน้กบัชนิดของกรด เช่น น ้าผลไม ้เครื่องดื่ม แยม ผกัดองชนิดต่างๆ 
ขนมปงั ฯลฯ สารกลุ่มน้ีส่วนใหญ่จะใหผ้ลยบัยัง้ราและ ยสีต์มากกว่าแบคทเีรยี ขอ้ดขีองสารกลุ่ม
นี้คอืมคีวามเป็นพษิต ่า เพราะร่างกายคนสามารถเปลีย่นแปลงเป็นสารอื่นทีไ่ม่มพีษิและขบัถ่าย
ออกจากรา่งกายได ้
 
  2. พาราเบนส ์(parabens)เป็นสารกนัเสยีที่มปีระสทิธภิาพยบัยัง้ หรอืท าลาย
ราและยสีต์ได้ดกีว่าแบคทเีรยี และจะมปีระสทิธภิาพสูงในช่วงความเป็นกรดด่างกว้างกว่าสาร
กลุ่มแรกคอืประมาณ 2-9 อาหารทีน่ิยมใส่พาราเบนส ์ไดแ้ก่ น ้าหวานผลไม ้น ้าผลไม ้แยม ขนม
หวานต่างๆ สารปรุงแต่งกลิน่รส ฯลฯ ร่างกายคนจะมกีระบวนการขจดัพษิของพาราเบนส์ ได้
โดยปฏกิริยิาไฮโดรลซีสิ 
 
  3. ซลัเฟอรไ์ดออกไซด์และซลัไฟต์กลไกในการท าลายเชื้อของสารกนัเสยี
ชนิดนี้จะคลา้ยคลงึกบัสารกนัเสยีกลุ่มแรกและจะมปีระสทิธภิาพสูง ในอาหารทีม่คีวามเป็นกรด
ด่างปรมิาณน้อยกว่า 4 ลงมา จงึนิยมใส่ในไวน์ น ้าผลไมต่้างๆ ผกัและผลไมแ้หง้ ฯลฯ ส าหรบั
ความปลอดภยัต่อผู้บรโิภคนัน้ พบว่าแมส้ารนี้จะถูกขบัออกมาจากร่างกายได้ แต่หากร่างกาย
ได้รบัสารนี้ มากเกนิไป สารดงักล่าวจะไปลดการใช้โปรตนีและไขมันในร่างกายได้ นอกจากนี้
สารกนัเสยีกลุ่มนี้ยงัท าลายไธอามนี (thiamine) หรอืวติามนิ B1 ในอาหารดว้ย 
 
  4. สารปฏิชีวนะขอ้ดขีองสารปฏชิวีนะคอื ความเป็นกรดด่างของ อาหาร ไม่มี
ผลต่อประสทิธภิาพของสาร ซึง่อาหารทีน่ิยมใส่สารปฏชิวีนะ ส่วนใหญ่จะเป็นพวกเนื้อสตัวต่์างๆ 
อาจจะพบว่าใชก้บัผกัและผลไมส้ดดว้ย สารปฏชิวีนะจะท าลายหรอืยบัยัง้จุลนิทรยีไ์ดห้ลายชนิด
ขึน้กบัชนิดทีใ่ช ้ขอ้เสยีของสารกนัเสยีชนิดนี้คอืมกัจะก่อใหเ้กดิสายพนัธุต์า้นทานขึน้ 
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  ส าหรบัปรมิาณของสารกนัเสยีที่ใช้นัน้จะแตกต่างกนัออกไป ขึ้นกบัชนิดของ
อาหาร ซึ่งกระทรวงสาธารณสุขจะเป็นผูก้ าหนดปรมิาณทีอ่นุญาตใหใ้ส่ในอาหารได ้โดยทัว่ไป
ปรมิาณทีอ่นุญาตใหใ้ชจ้ะมฤีทธิแ์ค่เพยีงยบัยัง้การเจรญิของจุลนิทรยีใ์นอาหารเท่านัน้ ดงันัน้ใน
ระหว่างกรรมวธิผีลติ จะตอ้งระมดัระวงัการปนเป้ือนของจลุนิทรยีส์ู่อาหารใหน้้อยทีสุ่ด 
  
4. การเน่าเสีย และเกิดพิษของอาหารทะเลแช่เยน็ และแบคทีเรียท่ีเก่ียวข้อง 
 
  การเน่าเสยีของสตัวน์ ้าจะเกดิทนัทหีลงัจากสตัวน์ ้าตาย และเกี่ยวขอ้งกบัปจัจยั 
ต่าง ๆ เช่น วธิกีารจบั แหล่งจบั การเน่าเสยีจะมสีาเหตุทีส่ าคญั 3 ประการคอื 
  1.จากปฏกิริยิาของเอน็ไซมใ์นตวัเอง 
  2.จากปฏกิริยิาของเอน็ไซมใ์นแบคทเีรยีทีต่ดิในตวัสตัว ์
  3.จากปฏกิริยิาทางเคมขีองสารประกอบต่าง ๆ ทีม่ใีนตวัสตัวเ์ช่นปฏกิริยิาจาก
ออกซเิจนกบัไขมนัท าใหส้ตัวน์ ้ามกีลิน่หนืและรสชาตไิมด่ ี 
 
  4.1 แบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสีย 
  โดยทัว่ไปแบคทเีรยีมกัจะมกีารเจรญิในสตัวน์ ้าไดด้เีนื่ องจากสตัวน์ ้าส่วนใหญ่มี
ค่าพเีอชที่เป็นกลาง มคี่า aw สูง ท าให้จุลนิทรยีจ์ านวนมาก สามารถเจรญิได้ดใีนสตัว์น ้า และ 
สตัวน์ ้าแต่ละชนิดนัน้มอีงคป์ระกอบทางเคมแีตกต่างกนั ดงันัน้สตัวน์ ้าแต่ละชนิดจงึมแีบคทเีรยีที่
ท าใหเ้กดิการเน่าเสยีแตกต่างกนัดงันี้ (Matamoros et al, 2009) 
  4.1.1ปลา 
  แบคทเีรยีที่ท าให้ปลาเน่าเสยีมกัจะอยู่บรเิวณผวิและทางเดนิอาหารของปลา 
แบคทเีรยีทีม่บีทบาทส าคญัทีสุ่ดคอื Pseudomonas พวกทีส่ าคญัรองลงมา Acenitobactor และ 
Flavobacterium โดยจลุนิทรยีก์ลุ่มนี้จะเจรญิบรเิวณผวิและเขา้สู่เนื้อปลา ท าใหเ้กดิสารพวก ไตร
เมทลิามนี แอมโมเนีย เอมนี กรดไขมนั เป็นตน้ ท าใหเ้กดิกลิน่เหมน็ 
  4.1.2 ป ู
  จุลินทรีย์ที่ปนเ ป้ือนในปูมีแหล่ ง เช่นเดียวกับปลา โดยส่วนใหญ่เ ป็ น
Bacillus,Micrococcus, Pseudomonas, Morexella และ Flavobacteriumโดยปูจะมีกลิ่น
เนื่องจากแอมโมเนียทีจ่ลุนิทรยีผ์ลติขึน้ 
  4.1.3 หอย 
  มกัจะเกดิการเน่าเสยีทนัทหีลงัจากการตาย โดยแหล่งทีม่าของแบคทเีรียมกัมา
จากโคลน โดยเกดิกลิน่เน่ืองจากการสลายของโปรตนี และเกดิกรดจากการหมกัน ้าตาลโดยมกัมี
แบคทเีรยีทีเ่กีย่วขอ้งคอื Pseudomonas, Acenitobactor และ Flavobacterium 
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  4.1.4 กุง้ 
  แหล่งจุลินทรยี์ของกุ้งมทีี่มาเช่นเดียวกับปลา ชนิดของจุลินทรีย์ที่พบในกุ้ ง
ไดแ้ก่Acenitobactor, Bacillus, Micrococcus, Pseudomonas, Morexellaและ Flavobacterium
กุง้มกัจะเน่าเสยีเรว็เนื่องจากมกีรดอะมโินอสิระจ านวนมาก  โดยแบคทเีรยีจะเขา้ไปสลายอะมโิน
ท าใหเ้กดิกลิน่เหมน็ (วลิาวณัย,์ 2537) 
  
  4.2 แบคทีเรียท่ีก่อโรคท่ีพบในอาหารทะเล 
 
  4.2.1 Listeria monocytogenes 
  เป็นแบคทเีรยีแกรมบวกทีม่ลีกัษณะรปูท่อนสัน้มกัเรยีงตวัเป็นสายต่อกนั 3-5 
เซลลห์รอืมากกว่านัน้เป็นแบคทเีรยีทีไ่ม่สรา้งสปอรห์รอืแคปซูลอุณหภูมทิี่เหมาะสมส าหรบัการ
เจรญิคอื 37 องศาเซลเซยีสแต่สามารถเจรญิไดทุ้กอุณหภูมแิมท้ีอุ่ณหภูมติ ่าถงึ 2.5 องศา
เซลเซยีสสามารถอยูร่อดในทีม่โีซเดยีมคลอไรด์ 20% ที ่4 องศาเซลเซยีสนานถงึ 8 สปัดาหแ์ละ
สามารถทนความรอ้นไดด้ ี
  แหล่งท่ีมาของเช้ือListeria monocytogenes 
  Listeria monocytogenes พบได้ทัว่ไปในน ้า น ้าเสยี อุจจาระคนและสตัว์จงึ
สามารถปนเป้ือนลงไปในอาหารได้ง่ายในระหว่างขัน้ตอนการบรรจุการขนส่งและการวาง
จ าหน่าย 
  การเข้าสู่ร่างกาย 
  Listeria monocytogenes เป็นแบคทเีรยีที่ท าให้เกดิโรคและสามารถถ่ายทอด
เขา้สู่ร่างกายไดโ้ดยการรบัประทานอาหารที่มเีชื้อนี้ปนเป้ือนอาหารที่พบว่ามกีารปนเป้ือนของ
เชื้อได้แก่นมเนื้อไก่อาหารทะเลส่วนในผักไม่พบหรือพบน้อยมาก นอกจากนี้ เชื้อ Listeria 
monocytogenes ยงัสามารถเจรญิได้ที่อุณหภูมติู้เยน็และทนความรอ้นได้ดกีว่าแบคทเีรยีที่ไม่
สรา้งสปอรช์นิดอื่นจงึสามารถมชีวีติอยู่รอดไดใ้นผลติภณัฑอ์าหารต่างๆเช่น นมเนื้อสตัวผ์กัและ
ไสก้รอก 
  อนัตรายของเช้ือ Listeria monocytogenes 
  Listeria monocytogenes เป็นแบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิโรค Listeriosis ซึง่มอีาการ
โลหติเป็นพษิและเยื่อหุม้สมองอกัเสบมกัพบในผูป้่วยทีม่รีะบบภูมคิุม้กนัอ่อนแอหรอืทารกทีเ่กดิ
จากมารดาที่ได้รบัเชื้อขณะตัง้ครรภ์และยงัมรีายงานว่ามผีู้เสยีชวีติเนื่องจากบรโิภคอาหารที่มี
เชือ้ปะปนอยู่ Listeria monocytogenes จงึเป็นดชันีตวัหนึ่งทีแ่สดงถงึความปลอดภยัของอาหาร
ดว้ย (สุมณฑา, 2545) 
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  4.2.2 Vibrio parahaemolyticus 
  เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ รปูแท่ง ม ีflagella อยู่ทีป่ลายขา้งหลงั บางสายพนัธุ์มี
อยู่รอบเซลล์ ไม่สร้างแคปซูลและสปอร์ สามารถเคลื่อนที่ได้ เจรญิได้ตัง้แต่อุณหภูม ิ 15-42 
องศาเซลเซยีส สามารถเจรญิในทีม่เีกลอืไดต้ัง้แต่ 0.5 - 8.0 เปอรเ์ซน็ต์ก่อโรคอาหารเป็นพษิ
หรอื กระเพาะและล าไสอ้กัเสบพบระบาดครัง้แรกในประเทศญี่ปุ่นเดมิเรยีกเชือ้นี้ว่า Pasteurella 
parahaemolyticus ประเทศญี่ปุ่น จนี ไต้หวนั อินเดยี และหลายๆประเทศทางเอเชยีรวมทัง้
อเมรกิามรีายงานว่า มากกว่า 50% ของอาหารเป็นพษิมสีาเหตุจากเชือ้ V. parahaemolyticus  
  ความทนทานของเช้ือ 
  1.ถูกท าลายทีอุ่ณหภมู ิ60 °C ในเวลา 15 นาท ี
  2. ถูกท าลายโดยกรด มผีูศ้กึษาพบว่าเชือ้นี้ถูกท าลายดว้ยกรดมะนาว (Citric 
acid) พเีอช 4.4 ในเวลา 30 นาท ี
  3. ในฤดหูนาวเชือ้สามารถอาศยัในตะกอนใตพ้ืน้น ้า 
  4. สามารถมชีวีติอยู่ในอาหารหรอืน ้าทีม่ ีNaCl ตัง้แต่ 1-8% ถ้ามากกว่า 10% 
เชือ้จะตาย  
  การเจริญ 
  เจรญิไดใ้นช่วงอุณหภูม ิ9.5-45 °C, ช่วงพเีอชเท่ากบั 5 -11 และสามารถเจรญิ
ในอาหารเลีย้งเชือ้ทีม่เีกลอื NaCI ความเขม้ขน้ 0.5–8 เปอรเ์ซน็ต ์
  การท าให้เกิดโรค 
  เกดิจากการกนิอาหารที่มเีชือ้ปนเป้ือนเขา้ไปโดยเฉพาะอาหารทะเลพวกกุ้ง ป ู
ปลา หอย จ านวนเชือ้ต้องมมีากพอทีต่ ัง้แต่ 106-109โคโลนีต่อกรมั จงึสามารถท าให้เกดิอาหาร
เป็นพษิได้ อาการมกัปรากฏหลงัจากกนิเชื้อเขา้ไป 10 ถงึ 12 ชัว่โมง บางรายแสดงอาการ
ภายใน 4 ถงึ 96 ชัว่โมงขึน้อยู่กบัความเป็นกรดหรอืด่าง ภายในระบบทางเดนิอาหารเชือ้นี้จะ
เพิม่จ านวนเป็นเท่าตวัทุกๆ 10 ถงึ 15 นาท ีที่อุณหภูม ิ37 °C เมื่อเขา้สู่ร่างกายเชือ้จะทวี
จ านวนขึน้ในล าไส ้มอีาการปวดทอ้ง อาจปวดเกรง็ทอ้งเดนิ อุจจาระเป็นน ้ามกีลิน่เหมน็เหมอืน
กุง้เน่า บางรายคลา้ยเป็นบดิอุจจาระมมีกูเลอืด มไีขต้ ่า ปวดศรีษะ คลื่นไส ้อาเจยีน อาการทีเ่ป็น
อาจหายเองภายใน 2 ถงึ 5 วนั อตัราตายต ่า โรคนี้มกัพบในฤดูรอ้น ไม่ค่อยพบในฤดูหนาว    
(บุศกร, 2550) 
 
5. งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง  
 
  วลิาวณัย ์(2543) ได้ศกึษาแบคทเีรยีแลตคกิที่แยกได้จากอาหารหมกัพื้นบ้าน
ภาคใต้ ทดสอบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี Bacillus cereus, S. aureus, E. coli และ Salmonella 
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typhimurium ซึ่งพบแบคทเีรยีแลคติกที่สามารถยบัยัง้เชื้อทดสอบนี้ได้ โดยสามารถผลติสาร
ยบัยัง้ที่เป็นกลุ่มโปรตีน ทนอุณหภูมสิูง ซึ่งแบคทีเรยีแลคติกสามารถผลิตสารยบัยัง้ได้ดีใน
อาหาร MRS 
  สมใจ (2550) มกีารแยกเชื้อแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารหมกั ซึ่งมฤีทธิย์บัยัง้
แบคทเีรยี S. aureus โดยการใช้วธิ ีagar spot assay และวธิ ีagar well diffusion ในการ
ทดสอบฤทธิย์บัยัง้ ซึง่สามารถยบัยัง้ไดด้ ีและมสีมบตัทิีน่่าสนใจเช่น ทนความรอ้นที ่100 องศา
เซลเซยีสไดน้าน 10 นาท ีมคีวามคงตวัดใีนช่วงพเีอช 4-7 ม ีantibacterial spectrum ค่อนขา้ง
กวา้ง และไดม้กีารศกึษาเปรยีบเทยีบกบัไนซนิ ทีใ่ชใ้นทางการคา้ ซึง่ใหผ้ลการยบัยัง้ทีใ่กลเ้คยีง 
จงึมคีวามเหมาะสมจะใชเ้ชือ้ทีค่ดัแยกไดเ้ป็นหวัเชือ้ในการหมกัอาหาร หรอืน าไปใชใ้นการผลติ
สารยบัยัง้จลุนิทรยีก่์อโรคอาหารเป็นพษิได้ 
  Anastasiadou et al, (2008) คดัแยกแบคทเีรยี Pedicoccus pentosaceus จาก
ตวัอยา่งไสก้รอก ซึง่สามารถผลติแบคเทอรโิอซนิชนิด pediocin ได ้
  Gao et al, (2009) คดัแยกแบคทเีรยี Lactobacillus sake C2 จากตวัอย่าง
กะหล ่าปลดีอง ซึง่ไดม้กีารจ าแนกชนิดโดยการใช ้16 S rRNA ซึง่สามารถผลติแบคเทอรโิอซนิที่
มฤีทธิก์วา้งออกมายบัยัง้S. aureus และ E. coli ได ้และสามารถทนความรอ้นถงึ 121 องศา
เซลเซยีส 15 นาท ี
  Guerrieri et al, (2008) พฒันาไบโอฟิลม์ทีใ่ชค้วบคุม Listeria monocytogenes 
โดยไดใ้ชแ้บคทเีรยีแลคตกิทีผ่ลติแบคเทอรโิอซนิสองสายพนัธุค์อื Lactobacillus plantarum 35d 
และ Enterococcus casseliflavus และแบคทีเรยีแลคติกที่ไม่ผลิตแบคเทอรโิอซินคือ L. 
plantarum 396/1 และ Enterococcus faecalis JH2-2 ซึง่ไดแ้สดงผลไว้ว่า Lactobacillus 
plantarum 35d มฤีทธิย์บัยัง้เชือ้ Listeria monocytogenesไดส้งูถงึ 5.4 log 
  Einarsson and Lauzon (1994) ทดลองผลของการใชส้ารกนัเสยีชวีภาพในกุ้ง
ทะเล โดยไดใ้ชแ้บคเทอรโิอซนิทีไ่ดจ้ากแบคทเีรยีแลคตกิ ไนซนิ และ สารละลายเบนโซเอต-ซอ
เบต เทยีบกบัตวัควบคุมทีไ่มม่สีารใดๆ พบกุง้ทีไ่ม่มสีารกนัเสยีสามารถคงสภาพได ้10 วนั กุ้งที่
ใชแ้บคเทอรโิอซนิจากแบคทเีรยีแลคตกิสามารถคงสภาพได ้16 วนั กุ้งทีใ่ชไ้นซนิคงสภาพได ้
31 วนั และกุง้ทีใ่ชส้ารละลายเบนโซเอต-ซอเบตคงสภาพไดถ้งึ 59 วนั 
  Matamoros et al, (2009) ได้มกีารคดัแยกแบคทเีรยีแลคติกจากตวัอย่าง
อาหารทะเล เพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทนอุณหภูมติ ่า เพื่อใช้ในการยบัยัง้เชื้อก่อโรคและ
เชือ้ทีท่ าใหอ้าหารเน่าเสยี ไดเ้ชือ้กลุ่มแบคทเีรยีแลคตกิทีม่ฤีทธิก์ารยบัยัง้ดทีัง้หมด 7 กลุ่ม และ
มกีลุ่มทีท่างผู้วจิยัสนใจมากคอื Lactobacillus piscium ซึง่มฤีทธิย์บัยัง้เชื้อทดสอบไดก้วา้ง คอื 
C. sporogenes, L monocytogenes, L. farciminis, B. thermosphacta, S. aureus, 
Psychrobactersp.,S. putrefaciens, Pseudomonas sp.,S. liquefaciens, P. phosphoriumและ 
S. entericแต่ผูท้ าการทดลองยงัไม่ทราบแน่ชดัถงึกลไกการยบัยัง้เชือ้ทดสอบ 
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วตัถปุระสงค ์

 
1. เพื่อแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากตวัอยา่งอาหารทะเลแช่เยน็ 

2. เพื่อคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้แบคทเีรยีทีท่ าใหอ้าหาร

เน่าเสยี และแบคทเีรยีก่อโรค โดยวธิ ีagar spot assay และ agar well diffusion 

3. ศกึษาสภาวะที่เหมาะสมที่มต่ีอการผลติสารกนัเสยีชวีภาพของแบคทเีรยีแลคตกิที่

คดัเลอืกได ้

4.  ศกึษาสมบตัขิองสารกนัเสยีชวีภาพจากแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้

5. จ าแนกชนิดแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้

6. ศกึษาแนวทางการน าไปใชป้ระโยชน์ในอาหารทะเลในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร 
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บทท่ี 2 
 

วสัดอุปุกรณ์และวิธีการทดลอง 
 

1 อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 
 
  1.1 อาหารเล้ียงเช้ือ 
 
ช่ืออาหารเล้ียงเช้ือ บริษทัผูผ้ลิต 
1. Agar Merck 
2. Brain Heart Infusion broth (BHI) Difco 
3. De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS agar) Difco 
4. De Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS broth) Difco 
5. Tryptone Difco 
6.Tryptic Soy agar (TSA)  Bacto 
7. Tryptic Soy broth (TSB) Bacto 
 
  1.2 สารเคม ี
ช่ือสารเคม ี บริษทัผูผ้ลิต 
1. Acetic acid Merck 
2. Bromocresol Purple LabChem 
3. Calcium Carbonate  
4. Ethanol 

Merck 
Reagent 

5. Glycerol Sigma 
6. Iodine  
7. Hydrochloric acid 

Merck 
Merck 

8. Sodium chloride Merck 
9. Sodium hydroxide Merck 
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  1.3 เอนไซม ์
 
ช่ือเอนไซม ์ บริษทัผูผ้ลิต 
1. โปรตเินสเค (Proteinase K ) 
2. แอลฟา – ไคโมทรปิซนิ (alpha-chymotrypsin) 
3. ทรปิซนิ (Trypsin) 
4. โปรตเิอส (Protease) 

Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 

 
2.อปุกรณ์และเครื่องมือ 
 
อปุกรณ์ ย่ีห้อ/บริษทัผูผ้ลิต 
1. เครือ่งวดัการดดูกลนืแสง รุน่ UV-1800  Shimadzu, Japan 
2. เครือ่งชัง่สาร 3 ต าแหน่ง  Denver Instrument, Germany 
3. อ่างควบคุมอุณหภมู ิ(Water Bath) รุน่ TW 20  Shel-Lab, USA 
4. เครือ่งวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  Mettler Toledo seven easy 
5. เครือ่ง Hot Plate and Stirrer รุน่ PC-420D  Fisher scientific, USA 
6. ตูบ้่มเชือ้ (Incubator)  Heraeus, Germany 
7. เครือ่งนึ่งฆา่เชือ้ (Autoclave)  Tomy, Japan 
8. ตูอ้บลมรอ้น (Hot Air Oven) Venticell 
9.ตูป้ลอดเชือ้ (Laminar airflow cabinet)  ASTEC microflow, UK 
10. เครือ่ง Vortex Mixer  Genie II 
11. ไมโครปิเปต ขนาด 2-20, 20-200 และ 1000µl  Eppendorf Research 
12. ตูเ้ยน็ 4 °C Sanden intercool, Japan 
13. เครือ่งกรองสุญญากาศ (vacum filter)  Gelman Sciences, Germany 
14. กลอ้งจลุทรรศน์  Olympus 
15. กระดาษกรอง (Cellulose Acetate Filter)  Sartorius 
16. กระดาษกรองเบอร ์1  Whatman 
17. เครือ่งหมนุเหวีย่ง (Refrigerated Centrifuge)  Sorvall RC 5C Plus 
18. ไมโครเวฟ Sanyo 
19. ตูเ้ยน็แช่แขง็ -80 °C Sanyo, Japan 
20. เวอรเ์นียคาลเิปอร ์(Vernia caliper)  
 



29 

3. แบคทีเรียอินดิเคเตอร ์
  3.1 Staphylococcus aureus ATCC 25923 
  3.2 Escherichia coli ATCC 25922 
  3.3Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 
  3.4 Listeria monocytogenes ATCC 15313 
  แบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่ใช้เป็นแบคทีเรียทดสอบได้ร ับมาจากภาควิชา         
จลุชวีวทิยา มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์
 
4 วิธีการทดลอง 
 
  1.การคดัแยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหารทะเล 
  
  1.1 การเกบ็ตวัอย่าง 
  เก็บตวัอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ จากเขตเทศบาลนครหาดใหญ่และเทศบาล
เมอืงนราธวิาส ตวัอยา่งทัง้หมดเกบ็ไวใ้นถุงพลาสตกิปราศจากเชือ้ บรรจุลงในถงัน ้าแขง็และเกบ็
ตวัอย่างที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เพื่อรกัษาสภาพตวัอย่างก่อนน าไปวิเคราะห์ทางจุล
ชีววิทยา โดยตัวอย่างที่ใช้ในการทดลองคือ ปลาใช้บริเวณเนื้อ และผิวของตัวอย่าง กุ้งใช้
ตวัอยา่งทัง้ตวั หอยใชเ้นื้อหอยตวัอยา่ง และหมกึใชบ้รเิวณล าตวัเป็นตวัอยา่ง 
 
  1.2 การแยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหารแช่เยน็ 

 น าตวัอย่างอาหารมาเจอืจางใหเ้หมาะสมดว้ย tryptone broth 1% แลว้น าไป 
pour ลงบนอาหาร MRS (de Man-Rogosa-Sharpe) agar ทีเ่ตมิ CaCO3 0.5 % บ่มเชือ้ที่
อุณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส ดูผลและคดัเลอืกโคโลนีทีม่บีรเิวณใส ทุกๆ 5 วนั เป็นเวลา 15 วนั
และอุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 วนัเลอืกโคโลนีเดีย่วทีม่บีรเิวณใสรอบโคโลนีน าไป
restreakบนอาหารแขง็ MRS agar เพื่อใหไ้ดเ้ชือ้บรสิุทธิ ์จ าแนกเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิโดยการ
ตรวจสอบการตดิสแีกรม และทดสอบคะตะเลส ถ้าพบโคโลนีเกดิฟองอากาศแสดงว่าแบคทเีรยี
นัน้ใหผ้ลบวกส่วนโคโลนีที่ไม่เปลีย่นแปลงจะใหผ้ลลบบนัทกึผลพรอ้มจดรหสัไอโซเลทของเชื้อ
แบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกได ้โดยเกบ็เชือ้แบคทเีรยีในอาหารหลอด MRS ทีเ่ตมิ CaCO3 1.0 % ที่
อุณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีสเพื่อใชใ้นการศกึษาต่อไป 
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  2. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารกนัเสียชีวภาพต่อการยบัยัง้
แบคทีเรียอินดิเคเตอร ์
 
  2.1 การเตรียมแบคทีเรียแลคติก 
  น าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้เลีย้งใน MRS btoth บ่มเป็นเวลา 2 วนัที่
อุณหภูม ิ 8 องศาเซลเซยีส และ 35 องศาเซลเซยีเป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เพื่อน าแบคทเีรยี    
แลคตกิทีบ่่มใน MRS broth ใชใ้นการทดลองต่อไป 
 
  2.2 การเตรียม inoculum ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์

 น าแบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกได้ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้ตวัทดสอบต่อไปน้ี คอื 
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Escherichia coli ATCC 25922 เลีย้งในอาหาร 
BHI อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 เลีย้งในอาหาร TCBS 
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสและ Listeria monocytogenes ATCC 15313 เลีย้งในอาหาร BHI 
อุณหภูม ิ37องศาเซลเซยีสมา streak บนจานอาหารเลีย้งเชือ้และบ่มทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมกบั
เชือ้ชนิดนัน้ๆ เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง แลว้ใช้ loop เขีย่เชือ้ทีเ่ป็นโคโลนีเดีย่วๆมา 4-5 โคโลนี
ลงในtryptic soy broth (TSB) จากนัน้น าไปเขย่าในเครื่องเขย่าโดยใช้ความเรว็ 150 รอบต่อ
นาท ี อุณหภูมทิีเ่หมาะสม เป็นเวลา 3-6 ชัว่โมง แลว้น ามาปรบัความขุ่นโดยใช้ sterile normal 
saline solution (NSS) ใหไ้ดเ้ท่ากบั 0.5 McFarland standard 

 
  2.3 การทดสอบด้วยวิธี agar spot assay 

 ท าโดย spot เชือ้ LAB ทีเ่ตรยีมไดจ้ากขอ้ 2.1 ลงบนอาหาร MRS บ่มที่
อุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 วนัทีอุ่ณหภมู ิ8 องศาเซลเซยีส และ 35 องศาเซลเซยีส
(บ่มตามอุณหภมูทิีแ่ยกได)้ เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จากนัน้เททบัดว้ย soft agar ทีเ่หมาะสมต่อ
เชือ้นัน้ (วุน้ 0.7%) ทีผ่สมแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์ 7 มล.ทีม่คีวามเขม้ขน้สุดทา้ย 106 CFU/mL 
บ่มต่อทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมเป็นเวลา 18-24 ชัว่โมงตรวจผลโดยดูการเกดิบรเิวณใสรอบโคโลนี
ของ LAB วดัความกวา้งของวงใสโดยใชเ้วอเนียรค์าลปิเปอร ์และคดัเลอืกแบคทเีรียแลคตกิทีใ่ห้
ความกวา้งของวงใสมาก เพื่อเกบ็ไวศ้กึษาต่อไป 
 
  2.4 การทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion assay 

 น า LAB ทีค่ดัเลอืกไดไ้ปเลีย้งใน MRS broth ทีอุ่ณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีสเป็น
เวลา5 วนัป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ออกกรองให้ปราศจากเชื้อโดยใช้กระดาษกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตรไดเ้ป็น cell free supernatant (CFS) น าแบคทเีรยีอนิดเิคเตอรผ์สมลงในอาหารกึ่ง
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แขง็แล้วเททบับนผวิหน้าอาหาร MRS ตัง้ทิ้งไว้ให้อาหารแขง็ ท าการเจาะหลุมขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 4 มลิลเิมตร จากนัน้ปิเปต CFS ปรมิาตร 70 ไมโครลติรหยด CFS ที่
ตอ้งการทดสอบลงไป แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสม เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัขนาดขอบวง
ใสของการยบัยัง้ เพื่อดคูวามสามารถในการยบัยัง้ 

 
 3. การศึกษาอณุหภมิูและเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารกนัเสียชีวภาพ

ของแบคทีเรียแลคติก 
 

  3.1 อณุหภมิูท่ีเหมาะสม 
 เพาะเลีย้งแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้ในอาหารเหลว MRS บ่มทีอุ่ณหภูมทิี่

แปรผนัที ่15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 48 ชัว่โมงมาท าการป ัน่เหวีย่งแยกเซลล์
ทีค่วามเรว็ 8000 รอบ/นาทเีป็นเวลา15 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส น าสารทีป่ ัน่ไดก้รอง
ผ่านแผ่นเยือ่ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลว้น าไปทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้ 

 
 3.1.1 วดัการเจริญของเช้ือด้วยการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 600 nm 
 โดยปิเปตตวัอยา่งจากอาหารเหลวทีม่เีชื้อแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ทีเ่วลา 

0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 และ 48 ชัว่โมงแลว้บนัทกึค่าการดูดกลนืแสงโดยใชเ้ครื่องวดัการ
ดดูกลนืแสง 

 
 3.1.2 วดัค่า pH  
 โดยปิเปตตวัอยา่งจากอาหารเหลวทีม่เีชือ้แบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ทีเ่วลา 

0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 และ 48 ชัว่โมงแลว้บนัทกึค่า pH โดยใช ้pH meter 
 
 3.1.3 วดัการยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอรด้์วยวิธี agar well diffusion 

assay 
 โดยปิเปตตวัอยา่งจากอาหารเหลวทีม่เีชื่อแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ทีเ่วลา 

12, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง มาท าการป ัน่เหวีย่งแยกเซลลท์ีค่วามเรว็ 8000 รอบ/นาทเีป็นเวลา
15 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส น าสารทีป่ ัน่ไดก้รองผ่านแผ่นเยื่อขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
แลว้น าไปทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้ น าแบคทเีรยีอนิดเิคเตอรผ์สมลงในอาหารกึ่งแขง็แลว้เททบั
บนผวิหน้าอาหาร MRS ตัง้ทิง้ไวใ้หอ้าหารแขง็ ท าการเจาะหลุมขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลางประมาณ
4มลิลเิมตร จากนัน้ปิเปต CFS ปรมิาตร 70ไมโครลติรหยด CFS ทีต่้องการทดสอบลงไป แลว้
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น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา24 ชัว่โมง วดัขนาดขอบวงใสของการยบัยัง้ 
เพื่อดคูวามสามารถในการยบัยัง้  

 
  4. การศึกษาสมบติัของสารกนัเสียชีวภาพท่ีคดัเลือกได้ 
  เพาะเลี้ยงแบคทเีรยีแลคติกที่คดัเลอืกได้ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่บ่มที่
อุณหภมูแิละเวลาทีเ่หมาะสม มาท าการป ัน่เหวีย่งแยกเซลลท์ีค่วามเรว็ 8000 รอบ/นาทเีป็นเวลา
15 นาท ีน าส่วนใสทีไ่ด้กรองผ่านแผ่นเยื่อขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าส่วนใสไปทดสอบสมบตัิ
ไดแ้ก่ 
  4.1 ผลของอณุหภมิูต่อสารกนัเสียชีวภาพ 

 น า CFS ผ่านอุณหภูม ิ 63, 80, 100 องศาเซลเซยีสใน water bath เป็นเวลา 
30 นาทแีละ autoclave 121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาทก่ีอนน าไปทดสอบ antibacterial 
activity โดยวธิ ี agar well diffusion assay เปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างทีไ่ม่ไดผ้่านความรอ้นโดย
การวดัวงใสทีเ่กดิขึน้ 

 
  4.2 ผลของ pH ต่อสารกนัเสียชีวภาพ 

 น า CFS ทีไ่ม่ไดป้รบั pH และ CFS ทีน่ ามาปรบั pH โดยใชโ้ซเดยีมไฮดรอก
ไซดเ์ป็น 6.5 แลว้จงึน าไปทดสอบ antibacterial activity โดยวธิ ีagar well diffusion assay 

 
  4.3 ผลของเอนไซมโ์ปรติเอสต่อสารกนัเสียชีวภาพ 
  น า CFS ทีเ่ตรยีมได ้ผสมกบัเอนไซมย์่อยโปรตนี ไดแ้ก่ protease, proteinase 
K, trypsin และ alpha-chymotrypsin โดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มก/มล. โดยใชฟ้อสเฟต
บฟัเฟอรเ์ป็นตวัท าละลาย น า CFS ทีผ่สมกบัเอนไซม ์protease, protenase K, trypsin และ 
alpha-chymotrypsin วางไว้ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง น า CFS ดงักล่าวมา
ทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยี โดยวธิี agar well diffusion assay เปรยีบเทยีบผลกบัวงใสทีไ่ม่ได้
ผ่านการทดสอบเอนไซม ์ 
  
  5. การจดัจ าแนกชนิดแบคทีเรียแลคติกท่ีสร้างสารกนัเสียชีวภาพได้ 
  ตรวจสอบทางพนัธุศาสตรโ์มเลกุลของแบคทเีรยีที่คดัเลอืกได ้ท าการสกดัดเีอน
เอ เพิม่ปรมิาณ 16 SrRNA gene ดว้ยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction)  และหา
ล าดบัเบสของ 16S rRNA ดว้ยเครื่องหาล าดบัเบสอตัโนมตั ิ ตามวธิขีอง Arahal et al,(1996) 
โดยท าการส่งตรวจทีบ่รษิทั MacroGen ประเทศเกาหลใีต้ น าขอ้มลูล าดบัเบสของแบคทเีรยีที่
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แยกไดม้าเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลทีม่อียู่ในฐานขอ้มูล GeneBank EMBL และ DDBJ โดยใช้
โปรแกรมเปรยีบเทยีบที ่http://www.ncbi.nlm.nih.gov   

 
 
 
  6. การน าไปใช้การยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียในอาหารทะเลในระดบัห้องปฏิบติัการ 
   
  6.1 การเตรียมตวัอย่างอาหารทะเล (หสัยาณีย,์ 2556) 
  ในการทดลองนี้ได้ใช้กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) โดยคดัเลอืกกุ้ง ที่มี
ขนาดประมาณ 30-50 กรมัต่อตวั โดยจะใชกุ้้งทีป่อกเปลอืกผ่าหลงัในการทดลอง โดยน ากุ้งไป
แช่ใน 3 เปอรเ์ซน็ต์ฟอมลัดไีฮดน์าน 3 นาท ีและ น ากุ้งไปลา้งฟอมลัดีไฮดด์ว้ยการแช่ใน NSS 
อกี 10 ครัง้(เป็นอยา่งน้อย) จงึจะไดกุ้ง้ปลอดเชือ้เพื่อใชใ้นการทดลองขัน้ต่อไป 
   
  6.2 การเตรียมแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์
  ใชเ้ชือ้ก่อโรคทีม่กัพบในอาหารทะเล คอื Listeria monocytogenes และ Vibrio 
parahaemolyticus เป็นตัวอย่างการศึกษา โดยน าไปเลี้ยงใน 5 มล. TSB บ่มที่ 37 องศา
เซลเซยีส 6 ชัว่โมง และน าไปถ่ายลงในฟลาสกท์ีม่ ี45 มล. TSB 37 องศาเซลเซยีส 1 ชัว่โมง ให้
มเีชือ้สุทธปิระมาณ 107–108cfu/mL  
 

 6.3 การเติมเช้ือลงในกุ้ง 
 น ากุ้งจากขอ้ 6.1 ปรมิาตร 500 กรมั น ามาบ่มกบัเชือ้ตวัทดสอบทีเ่ตรยีมจาก

ขอ้ 6.2 ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีมเีชือ้สุทธปิระมาณ 106cfu/g และมี
การนบัเชือ้ทัง้ก่อนและหลงัลา้งกุ้ง เพื่อเทยีบว่าเชือ้เจรญิไปเท่าใดและมผีลต่อประสทิธภิาพการ
ยบัยัง้หรอืไม ่

 
 6.4 การทดสอบการล้างกุ้งโดยใช้ CFS และ MRS 
 น ากุ้งทีเ่ตรยีมได้ไปแช่ใน MRS broth (ควบคุม) และ CFS ที่ได้จากการ

เพาะเลีย้งแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ ในอาหารเลีย้งทีบ่่มทีอุ่ณหภูมแิละเวลาทีเ่หมาะสมซึ่ง
ไดจ้ากการทดลองที ่3(ซึง่วธิกีารแยกจะท าดว้ยท าการป ัน่เหวีย่งแยกเซลลม์ีค่วามเรว็ 8000 รอบ
ต่อนาท ีที ่4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีกรองผ่านแผ่นเยื่อขนาด 0.2 ไมโครเมตร) เป็น
เวลา 10, 20 และ 30 นาท ี
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  6.5การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้แบคทีเรียอินดิเคเตอร ์
 น ากุ้งทีผ่่านการลา้งดว้ย CFS และลา้งดว้ย MRS broth ในอตัราส่วน 1:1 และ

น าไปเขา้ใน stomarcher และเจอืจางในน ้าเกลอื NSS และน าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่
จ าเพาะต่อ Listeria monocytogenes และ Vibrio parahaemolyticus เทยีบกบัตวัควบคุม เพื่อ
พจิารณาถงึประสทิธภิาพ ของการยบัยัง้เชือ้โดยการนับเชื้อทีเ่หลอืรอดอยู่  ส าหรบัเชือ้ Listeria 
monocytogenes จะนับในอาหาร TSA บ่มที่ 20 องศาเซลเซยีส 48 ชัว่โมง และ Vibrio 
parahaemolyticus ท าการนับเชือ้ทีเ่หลอืรอดอยู่ในอาหาร TSA ทีเ่ตมิ NaCl 1 เปอรเ์ซน็ต์บ่มที ่
37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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บทท่ี 3 
 

ผลการทดลอง 
 

1.การแยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหารทะเลแช่เยน็ 
 
  จากการเกบ็ตวัอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ไดแ้ก่ ปลา กุ้ง หอย และหมกึ จ านวน 
14 ตวัอยา่ง สามารถแยกเชือ้แบคทเีรยีทีผ่ลติกรดซึง่สงัเกตไดจ้ากการเหน็วงใสรอบโคโลนี และ
มโีคโลนีสเีหลอืงบนอาหาร MRS ทีเ่ตมิ bromcresol purple 0.004 เปอรเ์ซน็ต์ และ calcium 
carbonate 0.5 เปอรเ์ซน็ต์ 195 ไอโซเลท และน าเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิทีผ่ลติกรดไดไ้ปทดสอบ
ด้วยการยอ้มแกรม และทดสอบการสรา้งเอนไซม์คะตะเลส พบว่าสามารถแยกเชื้อแบคทเีรยี  
แลคติกที่เจรญิที่อุณหภูม ิ8 และ 35 องศาเซลเซยีสได้ 22 และ 52 ไอโซเลท ตามล าดบัรวม
แบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกไดท้ัง้หมดได ้74 ไอโซเลท โดยตวัอยา่งทีส่ามารถแยกแบคทเีรยีแลคตกิ
ได้มากที่สุด คอื ปลา (ตารางที่ 3.1) จากตารางจะเหน็ได้ว่า เชื้อที่แยกได้แมจ้ะแยกได้มาจาก
อาหารทะเลแช่เยน็ แต่เชือ้ทีแ่ยกไดส้่วนใหญ่ เป็นเชือ้ทีเ่จรญิทีอุ่ณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส 
 
ตารางท่ี 3.1จ านวนแบคทเีรยีสรา้งกรดและแบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกไดจ้ากอาหารทะเลแช่เยน็บน
อาหาร MRS ทีเ่ตมิ bromcresol purple 0.004 เปอรเ์ซน็ต์ และ calcium carbonate 0.5 เปอรเ์ซน็ต ์
บ่มทีอุ่ณหภมู ิ35 และ 8 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 และ 15 วนั ตามล าดบั 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

จ านวน
ตวัอยา่ง 

จ านวนแบคทเีรยีทีผ่ลติกรด
จากการบ่มทีอุ่ณหภมู ิ        

8 และ 35 ºC 
(ไอโซเลท) 

แบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกได้
จากการบ่มทีอุ่ณหภมู ิ

8 และ 35 ºC 
(ไอโซเลท) 

8 35 8 35 
ปลา 9 55 63 15 32 
กุง้ 2 17 13 2 3 
หอย 1 4 11 3 11 
หมกึ 2 11 11 2 6 

ทัง้หมด 14 87 108 22 52 
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2.การทดสอบความสามารถในการผลิตสารกนัเสียชีวภาพต่อการยบัยัง้เช้ือทดสอบด้วย
วิธี Agar spot assay 
 

 น าแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์ (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia 
coli ATCC 25922, Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1และ Listeria monocytogenes ATCC 
15313)มาปรบัความขุ่นโดยใช้ sterile normal saline solution (NSS) ให้ได้เท่ากบั 0.5 
McFarland standard และน าแบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกไดท้ัง้หมด 74 ไอโซเลทมา spot ลงบน
อาหาร MRS แลว้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ 8 องศาเซลเซยีส และ 35 องศาเซลเซยีส (บ่มตามอุณหภูมทิี่
แยกได)้ เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง จากนัน้เททบัดว้ย soft agar ทีเ่หมาะสมต่อแบคทเีรยีอนิดเิค
เตอรน์ัน้ (วุน้ 0.7%) ทีผ่สมเชือ้ทดสอบ 7 มลิลลิติรบ่มต่อทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสมเป็นเวลา 18-24 
ชัว่โมง  

 พบว่ามเีชือ้แบคทเีรยีแลคตกิ9 สายพนัธุท์ีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรไ์ด้
ทัง้หมด (ตารางที ่ 3.2) และพบว่าม ี 17 สายพนัธุท์ีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยี V. parahaemolyticus 
AAHRC 1 และ L. monocytogenes ATCC 15313 ได ้นอกจากนี้พบว่า แบคทเีรยีแลคตกิ C 103 
ซึง่แยกไดจ้ากปลาสกุีน จากการบ่มทีอุ่ณหภมู ิ8 องศาเซลเซยีส มผีลการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิค
เตอรไ์ดทุ้กสายพนัธุ ์ และใหว้งใสทีแ่สดงถงึการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี L. monocytogenes ATCC 
15313 ไดส้งูทีสุ่ดถงึ 17.05 มลิลเิมตร และจากการศกึษาครัง้นี้ไดม้กีารคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิ
ทีใ่หค้วามกวา้งของวงใสสงู เพื่อเกบ็ไวศ้กึษาต่อไป 
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ตารางท่ี 3.2 การยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรข์องแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้ดว้ยวธิ ี Agar 
spot assay 
 
ตวัอยา่ง
อาหาร
ทะเล 

รหสั
เชือ้ 

บ่มที่
อุณหภมู ิ
(ºC) 

ขนาดวงใสการยบัยัง้ของแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร)* 
E. coli  
ATCC 
25922 

S. aureus 
ATCC 
25923 

V. parahaemolyticus 
AAHRC  1 

L. monocytogenes 
ATCC 15313 

ปลาสกุีน C 205 35 18.05 12.05 8.60 10.20 
ปลา
อนิทรยี ์

E 208 35 12.20 15.20 12.25 13.10 

ปลากะพง
แดง 

F 202 35 13.05 - 14.00 15.80 

ปลาทราย G 230 35 - 10.50 11.25 10.10 
ปลาทราย G 204 35 12.10 - 11.50 11.10 
หอย
หวาน 

H 201 35 15.05 - 11.10 12.45 

หมกึ
กลว้ย 

I 203 35 12.20 12.25 12.25 13.10 

ปลาไข่ J 201 35 13.10 15.25 13.25 12.25 
ปลาไข่ J 203 35 11.80 - 11.20 12.10 
ปลาทู K 201 35 14.10 12.25 12.40 11.40 
ปลาทู K 204 35 12.10 13.35 11.55 10.15 
ปลาโอ L 210 35 - 14.80 13.20 12.30 
หมกึหอม M 204 35 11.10 15.50 13.15 11.10 
หมกึหอม M 207 35 - 13.15 12.15 11.20 
ปลาสกุีน C 103 8 19.00 16.20 12.05 17.05 
ปลาไข่ J 103 8 11.00 - 12.40 14.30 
ปลาโอ L 102 8 18.50 12.50 17.20 11.20 
หมายเหตุ: (-) คอื ไมม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้ 
     (*) ค่าเฉลีย่ของการทดลอง 2 ซ ้า  
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 นอกจากนี้ ยงัไดร้บัความอนุเคราะหแ์บคทเีรยีแลคตกิจาก นางสาว นุชร ีตนัติ
สุวรรณโณ จ านวน 53 ไอโซเลท (ตารางที ่3.3) เพื่อใชใ้นการทดลองขัน้ตอน Agar spot assay 
ท าการทดสอบการยบัยัง้โดยการ ปรบัลดชนิดของเชือ้แบคทเีรยีตวัทดสอบ ใหเ้ป็นแบคทเีรยีก่อ
โรคคอื Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และListeria monocytogenes ATCC 15313และ
ทดลองโดยใชแ้บคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากอุณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส จากตารางพบว่า แบคทเีรยีแลคตกิ
ที่ได้รบัความอนุเคราะห์ค่อนข้างมปีระสิทธิภาพดีในการยบัยัง้เชื้อVibrio parahaemolyticus 
AAHRC 1 ซึ่งส่วนใหญ่มกัแสดงวงใสที่ไม่สามารถวดัค่าได้ นอกจากนี้ยงั พบว่าแบคทเีรยี     
แลคตกิรหสั SQL 10104 และ SQL 25108 ซึง่แยกไดจ้ากหมกึกลว้ย แสดงวงใสในการยบัยัง้
เชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 สูงทีสุ่ดและจากการศกึษาครัง้นี้ไดม้กีารคดัเลอืก
แบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีตวัทดสอบทัง้สองสายพนัธุ์ เพื่อเกบ็ไวศ้กึษาในขัน้ตอน 
Agar well diffusion ต่อไป 

 

  
 
รปูท่ี 3.1 แสดงวงใสของการยบัยงัเชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ดว้ยวธิ ีAgar 
spot ของไอโซเลทSHL 10101 และ FSJ 10105  
 
ตารางท่ี 3.3 การยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรข์องแบคทเีรยีแลคตกิจ านวน 53 ไอโซเลททีไ่ดร้บั
ความอนุเคราะหจ์าก นางสาว นุชร ีตนัตสิุวรรณโณ ดว้ยวธิ ีAgar spot assay 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313 
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
ปลากะพงขาว FSK L 25103 - N 
กุง้ขาว SHL 25103 1.50 N 
กุง้ขาว SHL 25104 1.25 N 
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ตารางท่ี 3.3(ต่อ) 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313 
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
หมกึกลว้ย SQL 25103 0.75 N 
หมกึกลว้ย SQL 25104 1.10 N 
หมกึกลว้ย SQL 25108 8.05 N 
ปมูา้ POL 25101 0.50 N 
ปมูา้ POL 25102 1.00 N 
ปมูา้ POL 25104 - N 
ปมูา้ POL 25107 1.75 N 
ปมูา้ POL 251010 4.50 N 
หอยหวาน HYL 25101 1.25 N 
หอยหวาน HYL 25102 0.50 N 
หอยหวาน HYL 25103 4.50 N 
หอยหวาน HYL 25104 - N 
หอยหวาน HYL 25105 3.50 N 
หอยหวาน HYL 25106 0.55 N 
หอยหวาน HYL 25108 - N 
หมกึกลว้ย SQL 30107 - N 
หมกึกลว้ย SQL 30109 - 2.70 
ปลาโอ FSOL 31103 0.50 N 
กุง้ขาว SHL 31107 - N 
กุง้ขาว SHL 311010 1.60 N 
ปลาจะละเมด็ FSJ 10101 - N 
ปลาจะละเมด็ FSJ 10102 - N 
ปลาจะละเมด็ FSJ 10105 3.50 N 
ปลาจะละเมด็ FSJ 10109 1.00 1.25 
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ตารางท่ี 3.3(ต่อ) 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313 
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
หมกึกลว้ย SQL 10104 8.55 0.50 
หมกึกลว้ย SQL 10107 4.65 3.60 
หมกึกลว้ย SQL 10108 - N 
กุง้กา้มกราม SHK 10101 5.50 N 
กุง้กา้มกราม SHK 10102 - N 
กุง้กา้มกราม SHK 10103 - N 
กุง้กา้มกราม SHK 10104 - N 
กุง้กา้มกราม SHK 10105 1.85 N 
กุง้กา้มกราม SHK 10107 5.90 N 
กุง้กา้มกราม SHK 10108 1.05 - 
กุง้กา้มกราม SHK 10109 - N 
หอยลาย HYL 10101 - N 
หอยลาย HYL 10102 - N 
หอยลาย HYL 10103 - N 
หอยลาย HYL 10105 - 5.05 
หอยลาย HYL 10106 - N 
หอยลาย HYL 10107 - N 
หอยลาย HYL 10108 5.50 N 
หอยลาย HYL 10109 3.60 N 
หอยลาย HYL 101010 - N 
ปลาเก๋า FSK 10102 4.55 8.80 
ปลาเก๋า FSK 10103 1.25 N 
ปลาเก๋า FSK 10106 2.50 N 
ปลาเก๋า FSK 10107 6.10 4.50 
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ตารางท่ี 3.3 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313  
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
ปลาเก๋า FSK 10108 4.65 N 
ปลาเก๋า FSK 10109 - N 

หมายเหตุ: N = ขนาดของวงใสกวา้งเกนิ 25 มลิลเิมตร 
 
3.การทดสอบความสามารถในการผลิตสารกนัเสียชีวภาพต่อการยบัยัง้เช้ือทดสอบด้วย
วิธี Agar well diffusion 
 
  น าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดไ้ปเลีย้งใน MRS broth ทีอุ่ณหภูม ิ 8 องศา
เซลเซยีสเป็นเวลา 5 วนั ป ัน่เหวีย่งแยกเซลล์ออกกรองใหป้ราศจากเชือ้โดยใชก้ระดาษกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตรไดเ้ป็น cell free supernatant (CFS) น าเชือ้ทดสอบคอื Vibrio 
parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria monocytogenes ATCC 15313ผสมลงในอาหารกึ่ง
แขง็แล้วเททบับนผวิหน้าอาหาร MRS ตัง้ทิ้งไวใ้หอ้าหารแขง็ ท าการเจาะหลุมขนาดเสน้ผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 4มลิลเิมตร จากนัน้ปิเปต CFS ปรมิาตร 70ไมโครลติรหยด CFS ทีต่้องการ
ทดสอบลงไป แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมทิี่เหมาะสม เป็นเวลา 24ชัว่โมง วดัขนาดขอบวงใสของ
การยบัยัง้ เพื่อดคูวามสามารถในการยบัยัง้ 

 จากแบคทเีรยีทัง้หมดทีค่ดัเลอืกไดจ้ากขอ้ 2 พบว่ามแีบคทเีรยีแลคตกิทีย่บัยัง้
แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรอ์ยา่งน้อย 1 สายพนัธุ ์มทีัง้หมด 22 ไอโซเลท และพบว่ามเีพยีง 8 ไอโซเลท
เท่านัน้ ทีส่ามารถยบัยัง้ไดท้ัง้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และListeria monocytogenes 
ATCC 15313ซึง่ไอโซเลททีใ่หข้นาดของวงใสกวา้งทีสุ่ด คอื SQL10104 แยกไดจ้ากหมกึกลว้ย
ซึง่เป็นไอโซเลทเดยีวกนักบัที่ให้ผลการยบัยัง้ด้วยวธิกีาร Agar spot assay สูงที่สุดเช่นกนั 
(ตารางที ่3.4 และ รปูที ่3.2) 
  คดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิที่มฤีทธิก์ารยบัยัง้เชื้ออนิดเิคเตอรไ์ด้สูงที่สุด ได้แก่ 
SHL 25103, SHL 25104, SQL 25104, HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 เพื่อใชใ้น
การทดลองขัน้ตอนต่อไป 
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รปูท่ี 3.2 วงใสการยบัยัง้ของ CFS ต่อเชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 (ซา้ย) และ 
Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 (ขวา) 
 
ตารางท่ี 3.4 การยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรข์องแบคทเีรยีแลคตกิ ดว้ยวธิ ีAgar well diffusion 
assay 
 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313 
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
กุง้ขาว SH 25103 15.50 10.25 
กุง้ขาว SH 25104 13.75 12.75 
หมกึกลว้ย SQ 25103 - 10.50 
หมกึกลว้ย SQ 25104 11.00 16.60 
หมกึกลว้ย SQ 25108 - 12.25 
หอยหวาน HY 25102 - 14.00 
ปมูา้ PO 25101 - 14.50 
หอยหวาน HY 25102 - 10.25 
หอยหวาน HY 25103 17.25 14.15 
หอยหวาน HY 25105 - 12.00 
หอยหวาน HY 25106 - 12.75 
ปลาโอ FSO 31103 - 11.50 
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ตารางท่ี 3.4 (ต่อ) 

ตวัอยา่ง
อาหารทะเล 

รหสัเชือ้ ขนาดวงใสการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(มลิลเิมตร) 
L. monocytogenes 

ATCC 15313 
V. parahaemolyticus 

AAHRC 1 
ปลาจะละเมด็ FSJ 10109 - 12.75 
หมกึกลว้ย SQ 10104 17.55 14.00 
หมกึกลว้ย SQ 10107 18.55 14.00 
กุง้กา้มกราม SHK 10104 - 16.10 
กุง้กา้มกราม SHK 10105 - 10.05 
หอยลาย HYL 10108 10.00 10.25 
หอยลาย HYL 10109 8.75 11.20 
ปลาเก๋า FSK 10102 - 11.20 
ปลาเก๋า FSK 10107 11.45 18.25 
ปลาเก๋า FSK 10109 7.50 - 
หมายเหตุ: (-) คอื ไมม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้ 
  
 
4. การศึกษาอณุหภมิูและเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารกนัเสียชีวภาพของแบคทีเรีย
แลคติก 
  

 น าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้6 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ SHL 25103, SHL 25104, 
SQL 25104, HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 มาศกึษาอุณหภุมทิีเ่หมาะสมต่อการ
ผลติสารกนัเสยีชวีภาพที่มกีารแปรผนัอุณหภูมทิี่ 15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส โดย
ตรวจสอบทุก 6 ชัว่โมง จนถงึ 48 ชัว่โมง  

 พบว่าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดทุ้กสายพนัธุ ์มคี่า pH ในอาหารเลีย้งเชื้อ
ลดลง ซึง่เชือ้ทีเ่ลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีสทุกสายพนัธุน์ัน้ มคี่า pH ในอาหารเลีย้งเชือ้
ลดลงเรว็ และมากทีสุ่ด แต่ในขณะเดยีวกนั เมื่อมกีารวดัค่าการเจรญิด้วยการวดัดูดกลนืแสงที ่
600 นาโนเมตร พบว่าเชื้อที่คดัเลอืกทุกสายพนัธุ์ เจรญิได้เรว็เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส โดยเขา้สู่ระยะ stationary phase เรว็เช่นกนั และเชือ้ทุกสายพนัธุ์เจรญิไดสู้งทีสุ่ดที่
อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส (รุปที่ 3.3-3.8) ยกเวน้สายพนัธุ ์SQL 10104 ทีส่ามารถเจรญิไดด้ี
ทัง้ที ่20 และ 25 องศาเซลเซยีส (รปูที ่3.7)  
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รปูท่ี 3.3 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SHL 25103 ทีเ่ลีย้งในอาหาร 
MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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รปูท่ี 3.4 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SHL 25104 ทีเ่ลี้ยงในอาหาร 
MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 



46 

 

 
 

 

 
รปูท่ี 3.5 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 25104 ทีเ่ลีย้งในอาหาร 
MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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รปูท่ี 3.6 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท HYL 25103 ทีเ่ลีย้งในอาหาร 
MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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รปูท่ี 3.7 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 ทีเ่ลีย้งในอาหาร 
MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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รปูท่ี 3.8 การเจรญิและค่าพเีอชของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10107 ทีเ่ลีย้งในอาหาร 
MRS brothบ่มทีอุ่ณหภมู ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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 จากรูปที่ 3.3-3.8 พบว่าการเจรญิของเชื้อทัง้ 6 สายพนัธุ์นัน้จะเจรญิได้ดทีี่
อุณหภูมเิดยีวกนั แต่ ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 นัน้มี
ความแตกต่างกนั  แมแ้ต่ในไอโซเลทเดยีวกนั ถ้าเลีย้งที่อุณหภูมทิีแ่ตกต่างกนั ฤทธิก์ารยบัยัง้
เชือ้กแ็ตกต่างกนัดว้ย (รปูที ่3.9)  
  นอกจากนี้ยงัพบว่าแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SHL 25103 ทีเ่จรญิทีอุ่ณหภูม ิ
15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส ไม่พบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes 
ATCC 15313 (รปูที ่3.10 A)  แต่แบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SHL 25104 และ SQL 25104 ไม่
พบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 เมื่อเจรญิเป็นเวลา 12 ชัว่โมง
ทุกอุณหภมูทิีเ่พาะเลีย้ง แต่จะพบฤทธิก์ารยบัยัง้ตัง้แต่ชัว่โมงที ่24 เป็นต้นไป ยกเวน้เชือ้ทีเ่จรญิ
ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ไม่พบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 
15313 (รปู 3.8 B, C) 
  รปู 3.10 (D, E และ F) ไอโซเลท HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 
พบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 ตัง้แต่การเจรญิชัว่โมงที ่
12 ของการเพาะเลี้ยงทุกอุณหภูม ิและผลของการยบัยัง้เชื้อพบว่า เชื้อที่เจรญิที่อุณหภูม ิ20 
และ 25 องศาเซลเซยีส แสดงผลการยบัยัง้ทีไ่มแ่ตกต่างกนั 
  ส าหรบัฤทธิก์ารยบัยัง้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 นัน้ พบว่าทุกสาย
พนัธุข์องแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ทีช่ ัว่โมงที ่24 วงใสทีเ่กดิขึน้กวา้ง
กว่า 35 มลิลเิมตร และไมพ่บฤทธิก์ารยบัยัง้เมือ่บ่มต่อชัว่โมงที ่36 และ 48 
 

   
 

รปูท่ี 3.9 ลกัษณะของวงใสของ CFS ทีไ่ดม้าจากการเลีย้งแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้การ
ยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรข์องไอโซเลท SQL 25104 (ซา้ย) ไอโซเลท SQL 10104 (กลาง) 
และไอโซเลท SHL 25104 (ขวา) 
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รปูท่ี 3.10 ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของแบคทเีรยี  
แลคตกิไอโซเลท SHL 25103, SHL 25104, SQL 25104, HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 
10107 ทีเ่จรญิในอาหาร MRS broth บ่มทีอุ่ณหภูม ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง โดยวธิ ีAgar well diffusion assay 

 
5. การศึกษาสมบติัของสารกนัเสียชีวภาพท่ีคดัเลือกได้ 
 
 เพาะเลีย้งแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดไ้อโซเลท SQL10104 ในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS 
ที่บ่มที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มาท าการป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ที่

HYL 25103 
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ความเรว็ 8000 รอบ/นาทเีป็นเวลา 15 นาท ีน าส่วนใสที่ได้กรองผ่านแผ่นเยื่อขนาด 0.45 
ไมโครเมตร แลว้น าไปทดสอบสมบตัดิงันี้ 
  5.1 ผลของอณุหภมิูต่อสารกนัเสียชีวภาพ 

 น า CFS แช่ในอ่างน ้าอุณหภูม ิ63, 80, 100 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาที
และเขา้เครื่อง Autoclave ทีอุ่ณหภูม ิ 121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาทก่ีอนน าไปทดสอบ
ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทีเ่รยีโดยวธิ ีagar well diffusion assay เปรยีบเทยีบกบัตวัอย่างทีไ่ม่ไดผ้่าน
ความรอ้นโดยการวดัวงใสทีเ่กดิขึน้ 

 พบว่าเมื่อน า CFS ไปท าใหม้อุีณหภูมสิูงขึน้นัน้ ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีไม่มี
การเปลีย่นแปลงเมื่อเทยีบกบัตวัควบคุม ยกเวน้ CFS ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ทีฤ่ทธิ ์
การยบัยัง้เแบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 ลดลง ตามขนาดของวงใสที่
เกดิขึน้ กล่าวคอืเมือ่น า CFS ไปท าใหม้อุีณหภูม ิ63, 80, 100 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาที
และ 121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาที มขีนาดของวงใส ดงันี้  20.75, 20.73, 20.47 และ 
16.88 (มลิลเิมตร) ตามล าดบั (รปูที ่3.11 และรปูที ่3.12) 

 
  5.2 ผลของ pH ต่อสารกนัเสียชีวภาพ 

 น า CFS ทีไ่ม่ไดป้รบั pH และ CFS ทีน่ ามาปรบั pH เป็น 6.5 แลว้จงึน าไป
ทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีโดยวธิ ีagar well diffusion assay 

 เมื่อน า CFS ทีม่กีารปรบั pH เป็น 6.5 เทยีบกบั CFS ทีไ่ม่มกีารปรบั pH (ค่า 
pH เท่ากบั 5.9) พบว่าไม่มคีวามแตกต่างของการยบัยัง้แบคทเีรยี ซึง่ขนาดของวงใสทีเ่กดิขึน้
จาก CFS ทีม่กีารปรบั และไม่มกีารปรบั pH มขีนาดเท่ากบั 20.67 และ 20.55 (มลิลเิมตร) 
ตามล าดบั (รปูที ่3.13 และรปูที ่3.14) 

 
  5.3 ผลของเอนไซมโ์ปรติเอสต่อสารกนัเสียชีวภาพ 
  น า CFS ที่เตรยีมได้ ผสมกบัเอนไซมย์่อยโปรตีน ได้แก่ proteinase K, 
trypsin, protease และ alpha-chymotrypsin โดยใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มก/มล. บ่ม
ไว้ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง น าส่วนใสดงักล่าวมาทดสอบการยบัยัง้
แบคทเีรยี โดยวธิ ีagar well diffusion assay เปรยีบเทยีบผลกบัส่วนใสทีไ่ม่ไดผ้่านการทดสอบ
เอนไซมท์ัง้สีช่นิด 
  CFS ทีผ่่านการ treat ดว้ยเอนไซมช์นิดต่างๆ ไม่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยี
Listeria monocytogenes ATCC 15313 ยกเวน้ CFS ทีผ่่านการ treat ดว้ยเอนไซม ์ trypsin 
เท่านัน้ ที่สามารถแสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ได้ แม้ว่าจะมปีระสทิธภิาพการยบัยัง้ที่ลดลงมากก็ตาม
เมือ่เทยีบกบัชุดควบคุม (รปูที ่3.15 และรปูที ่3.16) 
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รปูท่ี 3.11 ฤทธิก์ารยบัยัง้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของ CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิ
ไอโซเลท SQL10104ทีแ่ช่ในอ่างน ้าอุณหภูม ิ63, 80, 100 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาทแีละ
เขา้เครือ่ง Autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาท ี
 

 
รปูท่ี 3.12 ฤทธิก์ารยบัยัง้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของ CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิ
ไอโซเลท SQL10104  ทีแ่ช่ในอ่างน ้าอุณหภูม ิ63, 80, 100 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาทแีละเขา้
เครือ่ง Autoclave ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาท ี
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รปูท่ี 3.13 แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 เทยีบกบั 
CFS ทีม่กีารปรบัเป็น 6.5 และไมป่รบั pH 
 

 
รปูท่ี 3.14 ฤทธิก์ารยบัยัง้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของ CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิ
ไอโซเลท SQL10104 ทีม่กีารปรบัเป็น 6.5 และไมป่รบั pH 
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รปูท่ี 3.15 ฤทธิก์ารยบัยัง้  Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของCFS ของแบคทเีรยีแลคตกิ
ไอโซเลท SQL10104 ทีผ่่านการ treat ดว้ยเอนไซม ์proteinase K, trypsin, protease และ alpha-
chymotrypsin ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
 

 
รปูท่ี 3.16 ฤทธิก์ารยบัยัง้  Listeria monocytogenes ATCC 15313 ของCFS ของแบคทเีรยี  

แลคตกิไอโซเลท SQL10104 ทีผ่่านการ treat ดว้ยเอนไซม ์proteinase K, trypsin, protease 

และ alpha-chymotrypsinทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
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6. การจดัจ าแนกแบคทีเรียแลกติก 

 
  การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิทีไ่ดค้ดัเลอืก เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก รูปแท่ง (รูปที่ 3.17) ยงัมีการจัดจ าแนกเชื้อในระดับสปีชีส์ โดยการ
ตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทดข์องดเีอน็เอโดยวธิ ี16S rRNA sequence analysis แลว้ท าการ
ประมวลผลด้วยขอ้มูลใน GenBank database โดยใช้ BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) จากนัน้น าขอ้มลูที่ไดม้าสรา้ง Phylogenetic tree โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 4 
แสดงดงัรูป ดงันัน้ ผลการจดัจ าแนกแบคทเีรยีแลคตกิพบว่า แบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 
10104 มคีวามใกลเ้คยีงกบั Carnobacterium divergens DSM20623T ซึง่ม ี%similarity เท่ากบั 
100 % ซึง่ตรงกบั Accesstion number คอื AB705304.1 (รปูที ่3.18) 
 

 

 
รปูท่ี 3.17 รปูรา่งและการจดัเรยีงตวัของแบคทเีรยีแลคตกิ SQL 10104 ทีก่ าลงัขยาย 100x เท่า 
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รปูท่ี 3.18 การจดัล าดบัอนุกรมวธิานของสายพนัธุ ์SHL 10104  

 
7. การน าสารกนัเสียไปใช้ยบัยัง้เช้ือแบคทีเรียในอาหารทะเลในระดบัห้องปฏิบติัการ 
  
  การทดสอบประสิทธิภาพการยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบ 
  น ากุ้งทีผ่่านการลา้งดว้ย CFS และลา้งดว้ย MRS broth ไปเขา้ใน stomacher 
และเจอืจางในน ้าเกลอื 0.85% NSS และน า Listeria monocytogenes และ Vibrio parahaemolyticus
ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA เทยีบกบัตวัควบคุม (รูปที่ 3.19 และ 3.20) เพื่อพจิารณาถึง
ประสทิธภิาพ ของการยบัยัง้เชือ้โดยการนบัเชือ้ทีเ่หลอืรอดอยู่  

ได้มกีารผนัแปรเวลาที่ใชใ้นการล้างกุ้งเป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ีเพื่อ
ศกึษาปจัจยัทางเวลาว่ามผีลในการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรห์รอืไม่ โดยส าหรบัเชือ้ Listeria 
monocytogenes จะนับในอาหาร TSA บ่มที่ 20 องศาเซลเซยีส 48 ชัว่โมง และ Vibrio 
parahaemolyticus ท าการนับเชือ้ทีเ่หลอืรอดอยู่ในอาหาร TSA ทีเ่ตมิ NaCl 1 เปอรเ์ซน็ต์บ่มที ่
37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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  เมื่อลา้งกุ้งใน MRS และใน CFS พบว่า เชือ้ก่อโรคในกุ้งลดลง โดยกุ้งทีม่เีชือ้ 
Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 เมื่อลา้งใน MRS และใน CFS พบว่า เชือ้ลดลงประมาณ 
2 log CFU/mL ส าหรบักุ้งทีม่เีชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 เมื่อลา้งลงใน MRS 
เชือ้ลดลง 1 log CFU/mL แต่เมื่อลา้งลงใน CFS เชือ้ลดลงถงึ 3 log CFU/mL :ซึง่จากการผนั
แปรเวลาที่ใช้ในการล้างกุ้งพบว่า เวลาที่ใช้ในการล้างกุ้งในเวลาต่างๆให้ผลการยบัยัง้ที่ไม่
ต่างกนัอยา่งมนียัส าคญั (p-value>0.05)ดัง่แสดงในรปูที ่3.21 และ 3.22 
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รปูท่ี 3.19 จ านวนเชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ในกุ้งทีเ่หลอืเมื่อผ่านการลา้งใน 
CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL10104 (ซา้ย) และการลา้งใน MRS (ขวา) เป็นเวลา 
10 นาท ี
 

 
 
รปูท่ี 3.20 จ านวนเชือ้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1  ในกุ้งทีเ่หลอืเมื่อผ่านการลา้งใน 
CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL10104 (ซา้ย) และการลา้งใน MRS (ขวา) เป็นเวลา 
10 นาท ี
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รปูท่ี 3.21 การยบัยัง้Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1โดยใช ้CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิ  
ไอโซเลท SQL10104 และการลา้งใน MRS เป็นเวลา 10 20 และ 30 นาท ี
 

 
 

รปูท่ี 3.22 การยบัยัง้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 โดยใช ้CFS ของแบคทเีรยี    
แลคตกิไอโซเลท SQL10104 และการลา้งใน MRS เป็นเวลา 10 20 และ 30นาท ี

CFS 

CFS 
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บทท่ี 4 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 
 แบคทเีรยีแลคติกเป็นแบคทเีรยีที่พบได้ทัว่ไปในสิง่แวดล้อม พบในอาหารหลายชนิด 

โดยเฉพาะในนม ผกั และผลไม ้แบคทเีรยีนี้เป็นแบคทเีรยีเจรญิในสภาวะทีไ่ม่มอีากาศ และทนในสภาพ
ทีม่อีากาศ และมรีายงานการพบแบคทเีรยีแลคตกิในอาหารทะเลเช่นกนั (Huss, 1995) การศกึษาในครัง้
นี้มวีตัถุประสงค์เพื่อคดัเลือกแบคทีเรยีแลคติกที่แยกได้จากอาหารทะเลแช่เย็นเพื่อใช้ในการยบัยัง้
แบคทเีรยีก่อโรค 

 ในขัน้ตอนแรก ท าการเกบ็ตวัอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ชนิดต่างๆจากสถานทีต่่างๆเพื่อ
น ามาแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารทะเลแช่เยน็ จากการศึกษาตวัอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ทัง้ 14 
ตวัอยา่ง และแยกทีก่ารบ่ม 2 อุณหภมูทิีแ่ตกต่างกนัคอื ที ่8 องศาเซลเซยีสและ 35 องศาเซลเซยีส โดย
คดัเลอืกไอโซเลทที่เป็นแบคทีเรยีแลคติกด้วยการการตรวจสอบการติดสแีกรม เป็นแกรมบวก และ
ทดสอบคะตะเลสทีใ่หผ้ลลบ พบว่าแมแ้ยกมาจากอาหารทะเลแช่เยน็ แต่เชือ้ทีแ่ยกไดส้่วนใหญ่มกัแยกได้
จากอุณหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส (52 ไอโซเลทจาก 74 ไอโซเลท) ซึง่แบคทเีรยีทีแ่ยกไดท้ีอุ่ณหภูมติ ่าพบ
น้อยกว่า และจากการทดลองของ Matamoros et al, 2009 ไดม้กีารทดลองแยกแบคทเีรยี psychrotrophic 
lactic acid จากตวัอย่างอาหารทะเลเช่น ปลาแซลมอนรมควนัแช่เยน็ แซลมอนบรรจุแบบดดัแปร
บรรยากาศ เป็นตน้ พบเชือ้แบคทเีรยีทีแ่ยกไดใ้นขัน้ต้น 5,575 ไอโซเลท แต่เมื่อน ามาทดสอบการยบัยัง้
เชือ้และทดสอบสมบตัขิองแบคทเีรยีแลคตกิพบว่า มเีพยีง 52 ไอโซเลทเท่านัน้ 

 เมื่อน าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดม้าทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี ดว้ยวธิ ีAgar 
spot assay โดยใชแ้บคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์ดงันี้  Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia 
coli ATCC 25922, Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria monocytogenes ATCC 15313  
พบว่ามเีแบคทเีรยีแลคตกิ 17 ไอโซเลททีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ V. parahaemolyticus AAHRC 1 และ L. 
monocytogenes ATCC 15313 ได ้ซึง่เป็นเชือ้ทีแ่ยกไดจ้ากอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส 14 ไอโซเลท  
และแยกไดจ้ากอุณหภมู ิ8 องศาเซลเซยีส 3 ไอโซเลท  

 นอกจากนี้ยงัไดร้บัความอนุเคราะหแ์บคทเีรยีแลคตกิจาก นางสาว นุชร ีตนัตสิุวรรณโณ 
จ านวน 53 ไอโซเลท เพื่อใชใ้นการทดลองขัน้ตอน Agar spot assay และไดป้รบัวธิกีารทดลองโดยการ 
ปรบัลดชนิดของแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์ใหเ้ป็นแบคทเีรยีก่อโรค คอื Vibrio parahaemolyticus AAHRC 
1 และ Listeria monocytogenes ATCC 15313 และทดลองโดยใชแ้บคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากอุณหภูม ิ8 
องศาเซลเซียส พบว่าแบคทีเรียแลคติก 52 ไอโซเลทที่คัดเลือกได้สามารถยับยัง้เชื้อ Vibrio 
parahaemolyticus AAHRC 1 และมีแบคทีเรียแลคติก 31 ไอโซเลทสามารถยับยัง้เชื้อ Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 และการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคทีผ่ลติจากแบคทเีรยีแลคตกิอาจมาจาก กรด
อนิทรยี ์ไดอาซทิลิ ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์คารบ์อนไดออกไซด์ และ แบคเทอรโิอซนิ (Lindgren and 
Dobrogosz 1989)  
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 น าแบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถยบัยัง้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 มาทดสอบความสามารถในการผลติสารกนัเสยีชวีภาพดว้ยวธิ ีAgar 
well diffusion พบว่ามแีบคทเีรยีแลคตกิทีย่บัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรอ์ย่างน้อย 1 สายพนัธุ ์มทีัง้หมด 
22 ไอโซเลท และพบว่ามเีพยีง 8 ไอโซเลทเท่านัน้ ทีส่ามารถยบัยัง้ไดท้ัง้สองสายพนัธุ ์ซึง่ไอโซเลททีใ่ห้
ขนาดของวงใสกว้างที่สุด คอื SQL 10104 ซึ่งเป็นไอโซเลทเดยีวกนักบัที่ให้ผลการยบัยัง้ด้วยวธิกีาร 
Agar spot assay สงูทีสุ่ดเช่นกนั แบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีทัง้สองสายพนัธุใ์นขัน้ตอน 
Agar spot assay ม ี32 ไอโซเลท และเมื่อน าแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกไดม้าทดสอบในขัน้ตอน Agar well 
diffusion ปรากฏว่า มเีพยีง 8 ไอโซเลทเท่านัน้ที่ยงัยบัยัง้ได ้ทัง้สองสายพนัธุ ์เนื่องจากขัน้ตอน Agar 
spot assay เป็นการเพาะเลี้ยงเชือ้บนอาหารเลีย้งเชื้อ และเชือ้ยงัคงมชีวีติสามารถเจรญิและสรา้งสาร
ยบัยัง้ต่างๆได ้ในขณะทีว่ธิ ีAgar well diffusion assay ไม่มเีซลลม์ชีวีติของแบคทเีรยีแลคตกิ มเีพยีง 
supernatant ทีเ่ชือ้ผลติออกมาเท่านัน้โดยไม่ไดใ้ชต้วัเซลลข์องแบคทเีรยีในการยบัยัง้ ซึง่เชือ้แต่ละไอโซ
เลท อาจผลติสารกนัเสยีชวีภาพออกมามากน้อยแตกต่างกนั ท าให้ไอโซเลทที่ยบัยัง้ในขัน้ตอน Agar 
spot assay อาจไม่อาจยบัยัง้ในขัน้ตอน Agar well diffusion ได ้อย่างไรกต็ามในบางไอโซเลททีย่บัยัง้
ในขัน้ตอน Agar spot assay สามารถยบัยัง้ในขัน้ตอน Agar well diffusion ไดสู้งเช่น ไอโซเลท SQL 
10104 

 หลงัจากคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทีม่คีวามสามารถในการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์
ไดแ้ก่ SHL 25103, SHL 25104, SQL 25104, HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 เพื่อมา
ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติสารกนัเสยีชวีภาพ โดยบ่มทีอุ่ณหภูมทิีแ่ปรผนัที่ 15, 20, 25 และ 
30 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยมกีารวดัค่าการเจรญิของเชือ้ ดว้ยการวดัค่าการดูดกลนืแสง
ที ่600นาโนเมตร ที ่เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 และ 48 ชัว่โมง แลว้บนัทกึค่าการดูดกลนืแสง วดัค่า 
pH ทีเ่วลาดงักล่าว แลว้บนัทกึค่า pH และวดัการยบัยัง้เแบคทเีรยีอนิดเิคเตอรท์ีเ่วลา 12, 24, 36 และ 
48 ชัว่โมง โดยท าการป ัน่เหวีย่งแยกเซลลท์ี่ความเรว็ 8000 รอบ/นาทเีป็นเวลา 15 นาท ีที่อุณหภูม ิ4 
องศาเซลเซยีส น าสารที่ป ัน่ได้กรองผ่านแผ่นเยื่อขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล้วน าไปทดสอบฤทธิก์าร
ยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์น าเชือ้ทดสอบผสมลงในอาหารกึ่งแขง็  แลว้เททบับนผวิหน้าอาหาร  MRS  
ตัง้ทิ้งไว้ให้อาหารแขง็  ท าการเจาะหลุมขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางประมาณ  4  มลิลเิมตร จากนัน้ปิเปต 
CFS ปรมิาตร 70 ไมโครลติร หยด CFS ทีต่้องการทดสอบลงไป แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมทิีเ่หมาะสม  
เป็นเวลา  24  ชัว่โมง  วดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของการยบัยัง้  เพื่อดูความสามารถในการยบัยัง้ 
พบว่าเชือ้ทีค่ดัเลอืกไดน้ัน้ทัง้หมดแยกไดจ้ากทีอุ่ณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีส พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทเจรญิ
ไดเ้รว็ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส แต่แสดงการเจรญิไดสู้งทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีสเมื่อบ่มเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง และค่า pH ทีว่ดัไดม้คีวามสมัพนัธ์กบัค่าการเจรญิของเชือ้ คอื เมื่อการเจรญิของเชื้อ
มากขึน้ ค่าpH กล็ดลงอย่างสมัพนัธก์นั เมื่อเทยีบผลการทดลองของ Min Jung Kim et al, 2012 พบว่า
เมือ่มกีารเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิ แบคทเีรยีแลคตกิผลติกรดเป็น primary metabolite ท าใหร้ะยะแรก
ของ growth phase ซึง่จ านวนเชือ้เพิม่สงู ค่า pH กล็ดต ่าลงโดยสมัพนัธก์นั 
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 นอกจากน้ี ฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 พบว่า
การเลีย้งแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดท้ีอ่ณหภูม ิ20 และ 25 องศาเซลเซยีส สามารถให ้CFS ที่มี
ความกว้างวงใสสูงที่สุด และประสทิธิภาพในการยบัยัง้ลดลงเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมสิูงกว่า หรอืต ่ากว่า
อุณหภมูทิีเ่หมาะสม แมว้่าการเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีสท าใหค้่า pH ใน CFS ต ่ากว่าการเลีย้ง
ทีอุ่ณหภมูอิื่นๆ แต่ประสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีไม่ไดม้ปีระสทิธภิาพทีด่ขี ึน้ ซึง่แสดงว่า ฤทธิ ์
การยบัยัง้ของสารกนัเสยีชวีภาพทีผ่ลติไดห้ลกัๆ ไม่ไดม้าจากกรดเพยีงอย่างเดยีว ซึง่สารกนัเสยีทีผ่ลติ
ออกมาอาจเป็น diacetyl, hydrogen peroxide, CO2 หรอื แบคเทอรโิอซนิ (Daeschel 1989) และพบว่า
สารกนัเสยีทีผ่ลติได ้มฤีทธิส์ูงตัง้แต่ ชัว่โมงที ่24 ส าหรบัชัว่โมงที่ 36 และ 48 มฤีทธิเ์พิม่กว่าเดมิเพยีง
เลก็น้อยเท่านัน้ 

 ส าหรบัการทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้เชือ้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 นัน้พบว่า 
ทุกไอโซเลททีค่ดัเลอืกมานัน้ พบการยบัยัง้เชือ้ทีช่ ัว่โมงที ่24 ซึง่ขนาดวงใสกวา้งจนไม่สามารถวดัค่าได ้ 
และ ไมเ่หน็วงใสอกีครัง้ในชัว่โมงที ่36 และ 48 และจากข้อมูลการคดัเลือกสภาวะของแบคทีเรยีแล
คตกิ อุณหภมูแิละเวลาทีเ่หมาะสม จงึคดัเลอืกไอโซเลท SQL 10104 เลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท าการศกึษาสมบตัขิองสารกนัเสยีชวีภาพต่อไป 

 สมบตักิารทนอุณหภูมสิูง ท าโดยน า CFS แช่ทีอุ่ณหภูม ิ 63, 80, 100 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ีและ เขา้เครือ่ง autoclave ที ่121 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาทีก่อนน าไปทดสอบ
โดยวธิ ีAgar well diffusion กบัเชื้อ Listeria monocytogenes ATCC 15313 พบว่า CFS ที่แช่ที่
อุณหภูม ิ63, 80 และ 100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีประสทิธภิาพของการยบัยัง้เชือ้เมื่อเทยีบ
กบัตวัควบคุม (ทีไ่มผ่่านการแช่ทีอุ่ณหภมูใิดๆ) ไมล่ดลง  แต่ CFS ทีผ่่านความรอ้น 121 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 15 นาท ีประสทิธภิาพในการยบัยัง้ลดลงไป 20 เปอรเ์ซน็ต์ (เมื่อเทยีบขนาดวงใสของ CFS ที่
ผ่านอุณหภมู ิกบั CFS ของตวัควบคุม) ซึง่แสดงว่าสารกนัเสยีชวีภาพทีผ่ลติไดค้่อนขา้งทนอุณหภมูสิงู 

 ผลของพเีอชต่อการยบัยัง้ ท าโดย น า CFS ชุดที ่2 ทีไ่ม่ไดป้รบั pH (pH 5.98) และ 
CFS ทีน่ ามาปรบั pH เป็น 6.5 แลว้จงึน าไปทดสอบโดยวธิ ีAgar well diffusion กบัเชือ้ Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 พบว่า CFS ทัง้ทีผ่่านการปรบั และไม่ปรบั pH ให้ผลทีไ่ม่แตกต่าง 
(ขนาดของวงใส 20.55 และ 20.67 ตามล าดบั) แสดงว่าการยบัยัง้เชือ้ของแบคทเีรยีทีผ่ลติได ้ไม่ไดม้า
จากกรดเป็นสารหลกัเพยีงอยา่งเดยีว 

 และเมื่อน า CFS ผสมกบัเอนไซมย์่อยโปรตนี ไดแ้ก่ protease, protenase K, trypsin 
และ alpha-chymotrypsin โดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มก/มล บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง น า CFS ดงักล่าวมาทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยี โดยวธิ ีagar well diffusion assay 
เปรยีบเทยีบผลกบั CFS ทีไ่ม่ไดผ้่านการผสมด้วยเอนไซมม์าทดสอบ Agar well diffusion กบัเชื้อ 
Listeria monocytogenes ATCC 15313 พบว่า ประสทิธภิาพของ CFS ถูกยบัยัง้ เมื่อน าไปทรทีดว้ย 
protease, protenase K และ alpha-chymotrypsin ยกเวน้ CFS ทีผ่่านการผสมดว้ย trypsin ทีย่งัมี
ประสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคอยู่ แต่ขนาดของวงใสเลก็ เมื่อเทยีบกบั CFS ทีไ่ม่ไดผ้่านการผสม
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ดว้ยเอนไซม ์(ขนาดของวงใส 18.08 และ 20.48 มลิลเิมตร ตามล าดบั) แสดงว่าการยบัยัง้เชือ้ทีเ่กดิขึน้ 
น่ามาจากสารออกฤทธิก์ลุ่มโปรตนี ซึง่อาจเป็นแบคเทอรโิอซนิ (Pilar et al, 2007) 

 การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได ้ยงัมกีารจดั
จ าแนกเชื้อในระดบัสปีชสี์ โดยการตรวจสอบล าดบันิวคลโีอไทด์ของดีเอน็เอซึง่ไดร้บัการเพิม่ขยายโดย
วธิ ี16S rRNA sequence analysis ซึง่การวเิคราะหล์ าดบัเบสดว้ยวธิ ี16S rRNA สามารถใชใ้นการจดั
จ าแนกระดบัสปีชสีไ์ดถู้กต้องมากทีสุ่ด เนื่องจากเป็นการจดัจ าแนกในระดบัโมเลกุล และกรดนิวคลอีกิที่
เป็นองคป์ระกอบในไรโบโซมชนิด 16S ของเซลล์โปรคารโิอตเป็นหน่วยอนุรกัษ์สายพนัธุแ์ละมคีวามคง
ตัวสูงมาก ล าดับเบสของนิวคลีโอไทด์มีการเปลี่ยนแปลงไปน้อยมากแม้มีการวิวัฒนาการมานาน 
(Axelsson, 1998) แลว้ท าการประมวลผลดว้ยขอ้มลูใน GenBank database โดยใช ้BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool) จากนัน้น าขอ้มลูทีไ่ดม้าสรา้ง Phylogenetic tree โดยใชโ้ปรแกรม 
MEGA 4 ดงันัน้ ผลการจดัจ าแนกแบคทเีรยีแลคตกิพบว่า แบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 9
ตรงกบั Carnobacterium divergens DSM 20623T ซึง่ม ี %similarity เท่ากบั 100 % ซึง่ตรงกบั 
Accesstion number คอื AB705304.1 
  จากนัน้ น า CFS ไปใชใ้นการยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีในอาหารทะเลในระดบัหอ้งปฏบิตักิาร 
โดยอาหารทะเลทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้คอื กุ้งขาว (Litopenaeus vannamei) โดยคดัเลอืกกุ้ง ทีม่ขีนาด
ประมาณ30-50 กรมัต่อตวั โดยใช้กุ้งที่ปอกเปลอืกผ่าหลงัในการทดลอง ซึ่งก่อนที่น ากุ้งไปใช้ในการ
ทดลอง ต้องท าให้ปลอดเชื้อจากสิ่งแวดล้อมก่อนที่น าไปใช้กับเชื้อก่อโรค ด้วยการน ากุ้งไปแช่ใน
สารละลายฟอมลัดไีฮด ์3 เปอรเ์ซน็ต์เป็นเวลา  3 นาท ีและน ากุ้งไปลา้งฟอมลัดไีฮดด์ว้ยการแช่ใน NSS 
อกี 10 ครัง้ (เป็นอย่างน้อย) (หสัยานีย์, 2556) และน ากุ้งปลอดเชือ้ไปทดลองเพาะในจานเลีย้งเชือ้เพื่อ
ทดสอบว่ากุ้ง sterile จรงิ  และเตรยีมเชือ้ก่อโรคคอื Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 โดยน าไปเลีย้งในอาหาร TSB 5 มล. บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  
เป็นเวลา 6 ชัว่โมง และน าไปถ่ายลงในฟลาสกท์ีม่อีาหาร TSB 45 มล. บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เพื่อใหม้เีชือ้สุทธปิระมาณ  107–108 CFU/mL  จากนัน้น าเชือ้ทีเ่ลีย้งไดไ้ปบรรจุในกุ้ง 
ทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีมเีชือ้สุทธปิระมาณ 10-6 CFU/mL และมกีารนับเชือ้ทัง้
ก่อนและหลงัลา้งกุง้ เพื่อศกึษาปรมิาณของเชือ้ทีต่ดิกบักุง้ และทีล่า้งไปแลว้ 
  น ากุ้งที่ได้ไปล้างใน MRS broth (ชุดควบคุม) และ CFS ที่ได้จากการเพาะเลี้ยง
แบคทเีรยีแลคติกที่คดัเลอืกได้ เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ี น ากุ้งที่ผ่านการล้าง ไปทดสอบ
ประสทิธภิาพการยบัยัง้เชือ้ดว้ยการ น ากุ้งไปเขา้ใน stomacher และเจอืจางในน ้าเกลอื NSS และน าไป
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อศกึษาจ านวนเชื้อก่อโรคที่ยงัเหลอืรอด เทยีบกบักุ้งที่ยงัไม่ได้ผ่านการล้าง 
และกุง้ทีล่า้งดว้ย MRS (ชุดควบคุม)   พบว่ากุง้ทีเ่ตมิเชือ้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 ก่อนลา้ง
มเีชือ้ประมาณ  5 log CFU/mL หลงัจากผ่านการลา้งดว้ย  MRS broth (ชุดควบคุม) และ CFS จ านวน
เชือ้ลดลงไปเหลอื 3 log CFU/mL ไมแ่ตกต่างกนั แมร้ะยะเวลาในการลา้งกุ้ง แตกต่างกนั แต่จ านวนเชือ้
ทีเ่หลอืใกลเ้คยีงกนั ซึง่แสดงว่า CFS ไม่มผีลในการยบัยัง้เชือ้เมื่อเทยีบกบัตวัควบคุม  แต่จ านวนเชือ้ที่
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ลดลงมาจากการทีน่ ากุ้งไปลา้งใน MRS broth (ควบคุม) และ CFS ซึง่เชือ้ทีเ่กาะกุ้งกห็ลุดออกมาอยู่ใน
สารละลาย 
  แต่ในทางตรงกนัขา้มกุ้งทีเ่ตมิเชือ้ Listeria monocytogenes ATCC 15313 ก่อนลา้งกุ้ง
มเีชือ้ประมาณ 6 log CFU/mL เมื่อน ากุ้งไปลา้งใน MRS broth (ควบคุม) พบว่าเชือ้ลดลงเหลอื  5 log 
CFU/mL  แต่เมื่อเทยีบกบัการน ากุ้งไปลา้งใน CFS พบว่า เชื้อลดลงเหลอื 3 log CFU/mL ลดลง
มากกว่าการล้างใน MRS ถงึ 2 log CFU/mL  แสดงว่า CFS มผีลในการยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 ในกุ้ง แมว้่าลา้งกุ้งเป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ีผลการยบัยัง้เชื้อ
แตกต่างกนัไมม่าก (3.61, 3.58 และ 3.56 log CFU/mL)  
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บทท่ี 5 
 

สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
  การศกึษาในครัง้นี้ เพื่อหาสารกนัเสยีชวีภาพทีผ่ลติจากแบคทเีรยีแลคตกิทนอุณภูมติ ่า
เพื่อใช้ในการยบัยัง้เชื้อก่อโรคในอาหารทะเลในระดบัห้องปฏบิตัิการ  โดยท าการเก็บตวัอย่างอาหาร
ทะเลแช่เยน็จากสถานที่ต่างๆเพื่อน ามาแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารทะเลแช่เยน็ จากการศกึษา
ตวัอย่างอาหารทะเลแช่เยน็ทัง้ 14 ตวัอย่าง และน ามาแยกทีก่ารบ่ม 2 อุณหภูมทิี่แตกต่างกนัคอื ที ่8 
องศาเซลเซยีสและ 35 องศาเซลเซยีส โดยคดัเลอืกไอโซเลทที่เป็นแบคทเีรยีแลคติก สามารถแยก
แบคทเีรยีแลคตกิได ้74 ไอโซเลท (52 ไอโซเลทแยกจากการบ่มที ่35 องศาเซลเซยีส และ 22 ไอโซเลท
แยกจากการบ่มที่ 8 องศาเซลเซียส) เพื่อท าการทดสอบการยับยัง้แบคทีเรียอินดิเคเตอร ์
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Vibrio parahaemolyticus 
AAHRC 1 และ Listeria monocytogenes ATCC 15313) ดว้ยวธิ ีAgar spot assay พบว่ามเีชื้อ
แบคทเีรยีแลคตกิ 9 ไอโซเลททีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์ ไดท้ัง้หมด และพบว่าม ี17 ไอโซ
เลททีส่ามารถยบัยัง้แบคทเีรยี V. parahaemolyticus AAHRC 1 และ L. monocytogenes ATCC 15313 
ได้  และได้รบัความอนุเคราะห์เชื้อแบคทีเรยีแลคติกจากนางสาว นุชร ีตันติสุวรรณโณ จ านวน 53      
ไอโซเลท พบว่าสามารถยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์V. parahaemolyticus AAHRC 1 ได ้52 ไอโซเลท 
และ สามารถยบัยัง้ L. monocytogenes ATCC 15313 ได ้31 ไอโซเลท 
  ท าการทดสอบการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรด์ว้ยวธิ ีAgar well diffusion โดยการน า
แบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดไ้ปเลีย้งใน MRS broth ทีอุ่ณหภูม ิ8 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 5 วนั ป ัน่
เหวีย่งแยกเซลลอ์อก กรองใหป้ราศจากเชือ้ โดยใชก้ระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ไดเ้ป็น crude 
filtrate supernatant (CFS) พบว่ามแีบคทเีรยีแลคตกิทีย่บัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรอ์ย่างน้อย 1 สาย
พนัธุ์ มทีัง้หมด 22 ไอโซเลท และพบว่ามเีพยีง 8 ไอโซเลทเท่านัน้ ที่สามารถยบัยัง้ได้ทัง้  Vibrio 
parahaemolyticus AAHRC 1 และ Listeria monocytogenes ATCC 15313 

 น าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SHL 25103, SHL 25104, SQL 
25104, HYL 25103, SQL 10104 และ SQL 10107 มาศกึษาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการผลติสารกนั
เสยีชวีภาพทีม่กีารแปรผนัอุณหภูมทิี ่15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส พบว่าแบคทีเรียแลคติกที่
คดัเลอืกไดทุ้กไอโซเลท มคี่า pH ในอาหารเลีย้งเชือ้ลดลง ซึง่เชือ้ทีเ่ลีย้งทีอุ่ณหภมู ิ30 องศาเซลเซยีสทุก
ไอโซเลทนัน้ มคี่า pH ในอาหารเลี้ยงเชือ้ลดลงเรว็มากทีสุ่ด แต่ในขณะเดยีวกนั พบว่าเชือ้ทีค่ดัเลอืกทุก
ไอโซเลทจะเจรญิไดเ้รว็เมื่อเลีย้งทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส   แต่จะเขา้สู่ระยะ stationary phase เรว็
เช่นกนั  และเชื้อทุกไอโซเลทจะเจรญิได้ดทีี่สุดที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส ยกเว้นไอโซเลท SQL 
10104 ทีส่ามารถเจรญิไดด้ทีี ่20 และ 25 องศาเซลเซยีส  
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  และเมื่อทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์พบว่าแบคทเีรยีแลคตกิไอโซ
เลท SHL 25103 ที่เจรญิทีอุ่ณหภูม ิ15, 20, 25 และ 30 องศาเซลเซยีส ไม่พบฤทธิย์บัยัง้แบคทเีรยี 
Listeria monocytogenes ATCC 15313 แต่แบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SHL 25104 และ SQL 25104 
ไม่พบฤทธิย์บัยัง้ แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 เมื่อเจรญิเป็นเวลา 12 ชัว่โมงทุก
อุณหภูมทิีเ่พาะเลีย้ง แต่จะพบฤทธิก์ารยบัยัง้ตัง้แต่ชัว่โมงที ่24 เป็นต้นไป ยกเวน้เชือ้ทีเ่จรญิทีอุ่ณหภูม ิ
30 องศาเซลเซยีส ไม่พบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 ในขณะทีไ่อ
โซเลท HYL25103, SQL10104 และ SQL10107 พบฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยี Listeria monocytogenes 
ATCC 15313 ตัง้แต่การเจรญิชัว่โมงที่ 12 ของการเพาะเลี้ยงทุกอุณหภูม ิและผลของการยบัยัง้เชื้อ
พบว่า เชือ้ทีเ่จรญิทีอุ่ณหภมู ิ20 และ 25 องศาเซลเซยีส แสดงผลการยบัยัง้ทีไ่มแ่ตกต่างกนั 
  ส าหรบัฤทธิก์ารยบัยัง้ Vibrio parahaemolyticus AAHRC 1 นัน้ พบว่าทุกไอโซเลทของ
แบคทเีรยีแลคตกิที่คดัเลอืกได้ แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ที่ ชัว่โมงที่ 24 แต่ไม่สามารถวดัค่าได้เนื่องจากมี
ความกวา้งชองวงใสเกนิ 35 มลิลเิมตร แต่ในชัว่โมงที ่36 และ 48 ไมพ่บฤทธิก์ารยบัยัง้ 
  น าแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกไดไ้อโซเลท SQL 10104 เพาะเลีย้งในอาหาร MRS บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แลว้น า CFS มาศกึษาสมบตัขิองสารกนัเสยีชวีภาพ
ที่คดัเลอืกได้โดยการทดสอบกบัอุณหภูม ิพเีอช และเอนไซมพ์บว่า เมื่อน า CFS ไปท าให้มอุีณหภูมิ
สูงขึน้ที ่63, 80 และ 100 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาทนีัน้ ฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีไม่มกีาร
เปลีย่นแปลงเมื่อเทยีบกบัตวัควบคุม แต่ CFS ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีสเวลา 15 นาท ีมฤีทธิก์าร
ยบัยัง้เแบคทเีรยี Listeria monocytogenes ATCC 15313 ลดลง ตามขนาดของวงใสทีเ่กดิขึน้ และเมื่อ
น า CFS ทีม่กีารปรบั pH เป็น 6.5 เทยีบกบั CFS ทีไ่ม่มกีารปรบั pH พบว่าไม่มคีวามแตกต่างของการ
ยบัยัง้แบคทเีรยี และCFS ที่ผ่านการ บ่มด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตนี ได้แก่ proteinase K, trypsin 
protease และ alpha-chymotrypsin ชนิดต่างๆ ไม่มฤีทธิใ์นการยบัยัง้แบคทีเรยี Listeria 
monocytogenes ATCC 15313 ยกเวน้ CFS ทีผ่่านการ บ่มดว้ยเอนไซม์ trypsin เท่านัน้ที่สามารถ
แสดงฤทธิก์ารยบัยัง้ได ้แต่มปีระสทิธภิาพการยบัยัง้ทีล่ดลง 

ท าการจดัจ าแนกสายพนัธุ์แบคทเีรยีแลคติกไอโซเลท SQL10104 ด้วยวิธวีธิ ี16S 
rRNA sequence analysis แลว้ท าการประมวลผลดว้ยขอ้มลูใน GenBank database โดยใช ้BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) พบว่าแบคทเีรยีแลคตกิไอโซเลท SQL 10104 ตรงกบั 
Carnobacterium divergens DSM 20263T ซึง่ม ี %similarity เท่ากบั 100 % ซึง่ตรงกบั Accesstion 
number คอื AB 705304.1 

จากนัน้น า CFS ของแบคทเีรยี Carnobacterium divergens SQL10104 ที่คดัเลอืก
ไดม้าศกึษาฤทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรใ์นอาหารทะเล ไดแ้ก่กุ้งขาว เหตุผลทีเ่ลอืกใชกุ้้งขาว
เป็นตวัแทนอาหารทะเลเพราะ มสีตัวเ์ศรษฐกจิทีม่กีารส่งออกไปต่างประเทศ และมรีายงานกล่าวถงึเชือ้
ที่มกัปนเป้ือนในกุ้ง โดยน ากุ้งขาวมาท าให้ปลอดเชื้อจากสิง่แวดล้อม และเติมแบคทเีรยีอินดเิคเตอร ์
เพื่อทีจ่ะทดสอบฤทธิก์ารยบัยัง้โดยใช ้CFS ของแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ดัเลอืกได้ และใช้ MRS เป็นชุด
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ควบคุม พบว่าเมื่อแช่กุ้งใน CFS พบว่า เชือ้ก่อโรคในกุ้งลดลง โดยกุ้งทีม่เีชือ้ Vibrio parahaemolyticus 
AAHRC 1 เมื่อแช่ใน MRS และใน CFS พบว่า เชือ้ลดลงประมาณ 2 log CFU/mL ส าหรบักุ้งทีม่เีชือ้ 
Listeria monocytogenes ATCC 15313 เมื่อแช่ลงใน MRS เชือ้ลดลง 1 log CFU/mL แต่เมื่อแช่ลงใน 
CFS เชือ้ลดลงถงึ 3 log CFU/mL 

ขอ้เสนอแนะ เมื่อท าการทดลองต่อไปในอนาคต ควรเพิม่การทดลองเพื่อทดสอบความ
ปลอดภยัของ CFS ทีจ่ะน าไปใช ้และหาวธิเีพิม่ขดีความสามารถในการยบัยัง้การแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์
 
   



69 

 

 

เอกสารอ้างอิง 
 
บุษกร อุตรภิชาติ. 2550. จุลชีววิทยาทางอาหาร. โครงการการส่งเสรมิการผลิตเอกสารวิชาการ 
 ภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัทกัษณิ. 451 น. 
ป่ินมณีขวญัเมอืง. 2546.การแยกเชื้อแบคทเีรยีกรดแลคติกจากตวัอย่างแหนมของประเทศไทยเพื่อ  
 ใชเ้ป็นกลา้เชือ้. วทิยานิพนธป์รญิญาเอก.มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร.์ 
ณรงค ์นิยมวทิย ์และ อญัชนีย ์อุทยัพฒันาชพี. 2538. วทิยาศาสตรก์ารประกอบอาหาร. มหาวทิยาลยั
  เกษตรศาสตร.์กรงุเทพมหานคร 
วลิาวณัย ์เจรญิจริะตระกูล. 2539. จุลนิทรยีท์ีม่คีวามส าคญัดา้นอาหาร. กรุงเทพมหานคร:โอเดยีนสโตร.์ 
 257 น. 
วลิาวณัย ์เจรญิจริะตระกูล.2537. การเน่าเสยีของอาหารเนื่องจากจลุนิทรยี.์ โครงการสนบัสนุนของ 
 คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร.์ 
ศวิาพร ศวิเวชช.2535 วตัถุเจอืปนอาหารในผลติภณัฑอ์าหาร. คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
 มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร.์ 328 น. 
สุมณฑา วฒันสนิธุ.์ 2545. จลุชวีวทิยาทางอาหาร. กรงุเทพมหานคร: 
 โรงพมิพม์หาวทิยาลยัธรรมศาสตร.์ 470 น. 
สมใจ ศริโิภค, ประวตั ิองัประภาพรชยั, ขจนีาฏ โพธเิวชกุล และอรอนงค ์พริง้ศุลกะ. 2550. การคดัเลอืก
 และการจัดจ าแนกชนิดแบคทีเรียแลคติกที่สร้างแบคเทอริโอซินได้จากอาหารหมักและ
 การศกึษาคุณสมบตัเิบื้องต้นของแบคเทอรโิอซนิที่ผลติได้. วารสารวทิยาศาสตรม์หาวทิยาลยั
 ศรนีครนิทรวโิรฒ. 23 (2):92–114. 
หสัยานี บินมะแอ. 2556. ผลของอุณหภูมแิละคลอรนีของการอยู่รอดของเชื้อ Vibrio vulnificus.
 วทิยานิพนธป์รญิญาโท. มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์
อจัฉรา เพิม่. 2549. แบคทเีรยีแลคตกิ. โครงการต าราวชิาการราชภฏัเฉลมิพระเกยีรตเินื่องในวโรกาส
 พระบาทสมเดจ็พระเจา้อยู่หวัครองสริริาชสมบตัรครบ 60 ปี. คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี
 มหาวทิยาลยัราชภฏัสงขลา.179 น. 
อรวนิท ์เลาหรชัตนนัท.์ 2532. สารกนัเสยีในอาหารจากแบคทเีรยีกลุ่มสรา้งกรดแลคตกิ. อาหาร.  
 99 (3): 202-206. 
อรอนงค ์พริง้ศุลกะ. 2550. แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งจากแบคทเีรยีแลคตกิ. วารสารวทิยาศาสตร ์
 มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ. 23(2) :145–160. 



70 
 

 

Anastasiadou, S., Papagianni, M., Filiousis.,Ambrosiadis, I. and Koidis, p. 2008. Growth and 
 Metabolism of a meat isolated strain of Pediococcus pentosaceusin submerged 
 Fermentation purification, characterization and properties of the produced pediocin 
 SM-1.Enzyme and Microbial Technology.43 : 448-454. 
Andrighetto, C., Angiolella L., Massimiliano F., Angelo G., Chiara C. and Giuseppe A. 2009.
 Lactic acid bacteria biodiversity in Italian marinated seafood salad and their interactions 
 on the growth of Listeria monocytogenes. Food Control. 20 (5): 462-468. 
Audenaert, K., Klaas D., Kathy M. T. R., Peter V. and Geert H. 2010. Diversity of lactic acid 
 bacteria from modified atmosphere packaged sliced cooked meat products at sell-by 
 date assessed by PCR-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis. Food Microbiology. 27 
 (1): 8-12. 
Axelsson, L. 1993. Lactic Acid Bacteria : Classification and physiology. In Lactic Acid Bacteria 
 (Salminen, S. and Von Wright, A., eds.) p. 1-64. Marcel Dekker. New York. 
Casla, D, T. Requena and R. Gomez. 1996. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria from 
 goat’s milk and artisanelcheeses : characteristics of a bacteriocin produced by 
 Lactobacillus curvatus IFPL105.Journal of Applied Bacteriology.81 : 35-41. 
Charernjiratrakul, W. 2000. Antimicrobial activity of lactic acid bacteria isolated from southern of 
 Thailand traditional fermented food. Songklanakarin.Journal of Science and
 Technology, 22(2) : 177–189. 
Daeschel, M.A. 1989. Antimicrobial substance from lactic acid bacteria for use as food 
 preservatives.Food Science Nutrition. 42(2), 164-167 
Dellaglio, F., L. M. T. Dicks, and S. Torriani. 1995. The genus Leuconostoc, p. 235-278. In B. J.
 B. W. a. W. H. Holzapfel (ed.), The Genera of Lactic Acid Bacteria, vol. 2. Blackie 
 Academic & Professional, London. 
Delves-Broughton, J. 1990. Nisin and Its Use as Food Preservative.  International Journal of 
 Dairy Technology. 43(3) : 73-76. 
Devriese, L. A. And B. Pot. 1995. The genus Enterococcus, pp. 327-367. In B.J. B. Wood and 
 W. H. Holzapfel (eds.).The Genera of Lactic Acid Bacteria. Chapman and Hall, 
 Glasgow.Eijsink, V. G. H., Skeie, M., Middelhoven, P. H., Bruberg, M. B. And Nes, I. F. 

http://www.ingentaconnect.com/content/bsc/jab
http://scitation.aip.org/jvsta/
http://scitation.aip.org/jvsta/


71 
 

 

 1998. Comparative studies of class IIabacteriocins of lactic acid bacteria. Applied and 
 Enviromenthal Microbiology. 64: 3275-3281. 
Einarsson, H. and Lauzon, H. 1994. Biopreservation of Brined Shrimp (Pandalus borealis) by 
 Bacteriocin from Lactic Acid Bacteria. Applied and Enviromental Microbiology. 61 (2): 
 669-676. 
Ercolini, D, F. Russo, A. Nasi, P. Ferranti, and F. Villani. 2009. Mesophilic and Psychrotrophic
 Bacteria from Meat and Their Spoilage Potential In Vitro and in Beef. Applied and 
 Environmental Microbiology. 75 (7):1990-2001. 
Gao, Y, Jia, S, Gao, Q. and Tan, Z. 2010. A novel bacteriocin with a broad inhibitory
 Spectrum produced by Lactobacillus sake C2, isolated from traditional Chinese 
 fermented cabbage. Food Control. 21: 76-81. 
Garneau, Sylvie, Nathaniel I. Martin, and John C. Vederas.Two-peptide bacteriocins produced 
 by lactic acid bacteria.Biochimie 84 (5-6):577-592. 
Guerrieri, E., Simona  N., Patrizia M., Carla S., Ramona I., Immacolata A., and Moreno B. 
 2009. Use of lactic acid bacteria (LAB) biofilms for the control of Listeria 
 monocytogenes in a small-scale model. Food Control 20 (9):861-865. 
Hardie, J. M. And R. A. Whiley. 1995. The genus Streptococcus, pp. 75-124. In B.J. B. Wood 
 and W. H. Holzapfel( eds. ). The Genera of Lactic Acid Bacteria. Chapman and Hall, 
 Glasgow.Huss, H.H. 1995.  Quality and quality changes in fresh fish. In Huss, H.H.
 (Ed.), FAO fishing technical paper 348 (pp. 51). Rome, Italy: FAO 
Izquierdo, E., Eric Marchioni, Dalal A., Claude H., and Saad E. 2009.Smearing of soft cheese 
 with Enterococcus faecium WHE 81, a multi-bacteriocin producer, against Listeria 
 monocytogenes. Food Microbiology 26 (1):16-20. 
Klaenhammer, T. R. 1993. Genetics of Bacteriocins produced by lactic acid bacteria.FEMS 
 Microbiology Reviews. 12: 39-68. 
Lindgren, S. E., and Dobrogosz, W. J. 1990.Antagonistic activities of lactic bacteria in food and 
 feed fermentation. FEMS Microbiology Reviews, 87, 149-164. 



72 
 

 

Magnusson J, Strom K, Roos S, Sjogren J. and Schnurer J. 2003. Broad and complex 
 Antifungal activity amoung environmental isolates of lactic acid bacteria. FEMS 
 Microbiology Letters. 219: 129-135. 
Matamoros, S, F. Leroi, M. Cardinal, F. Gigout, F. K. Chadli, J. Cornet, H. Prvost, and M. F.
 Pilet. 2009. Psychrotrophic lactic acid bacteria used to improve the safety and quality of 
 vacuum-packaged cooked and peeled tropical shrimp and cold-smoked salmon. Journal 
 of Food Protection. 72 (2):365-374. 
Matamoros, S, M. F. Pilet, F. Gigout, H. Prvost, and F. Leroi. 2009. Selection and evaluation of 
 seafood-borne psychrotrophic lactic acid bacteria as inhibitors of pathogenic and 
 spoilage bacteria. Food Microbiology. 26 (6):638-644. 
Nilsson L, Gram  L. and  Huss H.H. 1999. Growth control of Listeria monocytogenes on cold-
 smoked salmon using a competitive lactic acid bacteria flora. Journal of Food 
 Protection.62pp. 336–342. 
Pilar, C. M. Samuel, A., and Karola, B. 2007. Current Applications and Future Trends of Lactic 
 Acid Bacteria and their Bacteriocins for the Biopreservation of Aquatic Food Produtcs. 
 Food Bioprocess Technol. 1: 43-63 
Raghunath P, Iddya K, and Indrani K. 2009.Improved isolation and detection of pathogenic 
 Vibrio parahaemolyticus from seafood using a new enrichment broth.International 
 Journal of Food Microbiology. 129 (2):200-203. 
Schnurer J. and Magnusson J. 2005.Antifungal lactic acid bacteria as biopreservatives.Trends 
 in Food Science & Technology. 16 (1-3): 70-78. 
Stiles, M. E. And W. H. Holzapfel.1997.Lactic acid bacteria of foods and their current 
 taxonomy.International Journal of Food Microbiology.36 : 1-29. 
Teuber, M. 1995. The genus Lactococcuss, pp. 134-173. In B.J. B. Wood and W. H. Holzapfel 

(eds.). The Genera of Lactic Acid Bacteria. Chapman and Hall, Glasgow. 
Vihavainen, E, and J. Bjorkroth. 2009. Leuconostoc gasicomitatum, an ubiquitous spoilage  
 lactic acid bacterium. Archives of Food Hygiene. 60 (2):52-55. 
 

http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp
http://www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro


72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



73 

ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเช้ือ 

 
1.  De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS agar) 

Proteose Peptone    10 กรมั 
Beat extract        10 กรมั 
Yeast extract     5 กรมั 
Dextrose     20 กรมั 
Tween 80     1 กรมั 
Ammonium citrate               2 กรมั 
Sodium acetate       5 กรมั 
Magnesium sulfate       0.10 กรมั 
Manganese sulfate      0.05 กรมั 
Agar       15 กรมั 
เตรียมโดยละลายอาหารเพาะเชื้อแข็ง MRS 70 กรมั ในน ้ ากลัน่ 1,000 

มลิลลิติร แลว้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครื่องนึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2.  De Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS broth) 

Proteose Peptone    10 กรมั 
Beat extract        10 กรมั 
Yeast extract     5 กรมั 
Dextrose     20 กรมั 
Tween 80     1 กรมั 
Ammonium citrate    2 กรมั 
Sodium acetate       5 กรมั 
Magnesium sulfate       0.10 กรมั 
Manganese sulfate      0.05 กรมั 
เตรยีมโดยละลายอาหารเพาะเชื้อเหลวMRS 55 กรมั ในน ้ ากลัน่ 1,000 

มลิลลิติร แลว้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครื่องนึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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3.  Brain Heart Infusion broth (BHI) 
Calf brain infusion solid    12.5 กรมั 
Beef heart infusion solid     5 กรมั 
Proteose peptone     10 กรมั 
Glucose       2 กรมั 
Sodium chloride      5 กรมั 
Di-sodium phosphate      2.5 กรมั 
เตรียมโดยละลายอาหารเพาะเชื้อเหลว BHI 37 กรมั ในน ้ ากลัน่ 1,000 

มลิลลิติร แลว้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครื่องนึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาทเีซลเซยีส  
 
4.  Trypticase Soy agar (TSA) 

Casein peptone     15 กรมั 
Soymeal peptone               5 กรมั 
Sodium Chloride                5 กรมั 
Agar       15 กรมั 
เตรยีมโดยละลายอาหารเพาะเชื้อแขง็ TSA 30.0 กรมั ในน ้ากลัน่ 1,000 แล้ว

ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครือ่งนึ่งฆา่เชือ้ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว ที่
อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
5.  Trypticase Soy broth (TSB) 

Casein peptone     17 กรมั 
Soymeal peptone                3 กรมั 
Glucose                 2.5 กรมั 
Sodium chloride                5 กรมั 
di-Potassium hydrogen phosphate           2.5 กรมั 
เตรียมโดยละลายอาหารเพาะเชื้อเหลว TSB 30 กรมั ในน ้ ากลัน่ 1,000 

มลิลลิติร แลว้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครื่องนึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ี
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6. Tryptone broth 
tryptone     10.0 กรมั 
Sodium chloride                  8.75 กรมั 

  ละลายสารในน ้ากลัน่ 1,000 มลิลลิติร แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 9 มลิลลิติร 
หรอืขวดสารละลายเจอืจาง 225 มลิลลิติร มลิลลิติร แลว้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยเครื่องนึ่งฆ่าเชือ้
ความดนัไอน ้าทีค่วามดนัไอน ้า 15 ปอนดต่์อตารางนิ้ว ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
15 นาท ี
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     ภาคผนวก ข 

    ตารางและข้อมลูผลการทดลอง 

เกบ็ตวัอยา่งอาหารทะเลแช่เยน็จากเขตเทศบาลนครหาดใหญ่มาท าการแยกเชือ้แบคทเีรยีแล

คตกิ โดยใชต้วัอยา่งในการแยกครัง้ล่าสุด 14 ตวัอยา่ง โดยใหร้หสัตวัอยา่งทัง้หมดเป็นพยญัชนะ

ภาษาองักฤษตวัพมิพใ์หญ่ ดงันี้ 

 

A= ปลาลิน้หมา ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เน้ือปลา 

B= ปลาแซลมอน ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เนื้อปลา 

C= ปลาสกุีน ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เน้ือปลา 

D= กุง้กา้มกราม ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งบรเิวณหวั เปลอืก และเนื้อ

กุง้ 

E= ปลาอนิทรยี ์ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เน้ือปลา 

F= ปลากะพงแดง ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เนื้อปลา 

G= ปลาทราย ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งโดยการตดัชิน้เน้ือปลา 

H= หอยหวาน ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ เกบ็ตวัอยา่งเฉพาะเนื้อหอย 

I= หมกึกลว้ย ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่เกบ็ตวัอยา่งบรเิวณหนวด เนื้อ และครบี 

J= ปลาไข ่ซือ้ทีห่า้งเทสโกโ้ลตสั สาขาหาดใหญ่ ใชป้ลาทัง้ตวัเป็นตวัอยา่ง 

K= ปลาท ูซือ้ทีต่ลาดนัดเทศบาลเมอืงนราธวิาส ใชป้ลาทัง้ตวัเป็นตวัอยา่ง 

L= ปลาโอ ซือ้ทีต่ลาดนดัเทศบาลเมอืงนราธวิาส ใชป้ลาทัง้ตวัเป็นตวัอยา่ง 

M= หมกึหอม ซือ้ทีต่ลาดนัดเทศบาลเมอืงนราธวิาส ใชป้ลาทัง้ตวัเป็นตวัอยา่ง 

N= กุง้ขาว ซือ้ทีต่ลาดนดัเทศบาลเมอืงนราธวิาส ใชป้ลาทัง้ตวัเป็นตวัอยา่ง 
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การลงรหสัเช้ือ 
มกีารแบ่งออกเป็น 3 ตอน คอื 
พยญัชนะภาษาองักฤษ หมายถงึ เชือ้ไดม้าจากตวัอยา่งอาหารทะเลใด 
ตวัเลขตวัแรก หมายถงึ เชือ้ทีไ่ดม้า บ่มทีอุ่ณหภมูใิด (1= 8 องศาเซลเซยีส, 2= 35 องศา
เซลเซยีส) 
ตวัเลขสองตวัสุดทา้ย หมายถงึ เชือ้นัน้เป็นเชือ้ล าดบัทีเ่ท่าใดจากตวัอยา่งนัน้ 
ตวัอยา่ง B 201 
หมายถงึ เชือ้ตวันี้แยกไดเ้ป็นล าดบัที ่1 จากการบ่มที ่35 องศาเซลเซยีส จากตวัอยา่ง
ปลาแซลมอน 
 
ตารางท่ี 1 ผลการแยกเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารทะเล บนอาหาร MRS ทีเ่ตมิ CaCO3 
1.0 % และ Bromcresol purple 0.004% บ่มที ่35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนั 
 
ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
A 201 
A 202 
A 203 
A 204 
A 205 
A 206 
A 207 
A 208 
A 209 
A 210 

+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 
+ 
 
 
 
 

 
 

กลมร ีกระจดักระจาย 
 

Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

B 201 
B 202 
B 203 
B 204 
B 205 
B 206  
B 207 
B 208 

- 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
 
 
+ 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

 
 

แท่ง กระจดักระจาย 

 
 

Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 
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ตารางท่ี 1  (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
B 209 
B 210 
C 201 
C 202 
C 203 
C 204 
C 205 
C 206 
E 201 
E 202 
E 203 
E 204 
E 205 
E 206 
E 207 
E 208 
F 201 
F 202 
F 203 
F 204 
G 201 
G 202 
G 203 
G 204 
G 205 
H 201 
H 202 
H 203 
H 204 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

 
 
 
 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
 
 
 
 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 
 
 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

 
 
 
 
 
 

แท่ง กระจดักระจาย 
 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
กลมร ีกระจดักระจาย 
กลมร ีกระจดักระจาย 
กลมร ีกระจดักระจาย 

กลมร ีเป็นสาย 
กลมร ีเป็นสาย 

แท่ง กระจดักระจาย 
กลมร ีเสน้สาย 
กลมร ีเสน้สาย 

แท่ง กระจดักระจาย 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
 
 
 

 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
H 205 
H 206 
H 207 
H 208 
H 209 
H 210 
H 211 
I 201 
I 202 
I 203 
J 201 
J 202 
J 203 
J 204 
J 205 
J 206 
J 207 
J 208 
K 201 
K 202 
K 203 
K 204 
L 201 
L 201 
L 203 
L 204 
L 205 
L 206 
L 207 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
 
+ 
+ 
 
 
 
+ 
 
 

 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

กลม เสน้สาย 
กลมร ีเสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 
กลม เสน้สาย 
กลม เสน้สาย 
กลม เสน้สาย 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 

 
 

แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 

 
 
 

แท่ง เสน้สาย 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Discard 
Discard 

 
 

Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
L 208 
L 209 
L 210 
L 211 
L 212 
L 213 
L 214 
L 215 
L 216 
M 201 
M 201 
M 203 
M 204 
M 205 
M 206 
M 207 
M 208 
N 201 
N 202 
N 203 
N 204 
N 205 
N 206 

+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 
+ 
+ 
 
 
 
 
+ 
 
 
 
+ 
+ 
 
+ 
 
+ 

 
 

แท่ง เสน้สาย 
กลม กระจดักระจาย 

 
 
 
 

กลม กระจดักระจาย 
 
 
 

แท่ง เสน้สาย 
แท่ง เสน้สาย 

 
กลม กระจดักระจาย 

 
แท่ง เสน้สาย 

Discard 
Discard 

 
 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 

 
 

Discard 
 

Discard 
 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

หมายเหต ุไอโซเลทใดทีใ่ห้ผลคะตะเลสเป็นบวก คดัเชือ้ทิง้ทนัที ไมท่ดสอบการย้อมสแีกรมตอ่ 
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ตารางท่ี 2 ผลการแยกเชือ้แบคทเีรยีแลคตกิจากอาหารทะเล บนอาหาร MRS ทีเ่ตมิ CaCO3 
1.0 % และ Bromcresol purple 0.004% บ่มที ่8 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 วนั 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
A 101 
A 102 
A 103 
A 104 
A 105 
A 106 
A 107 
A 108 
A 109 
A 110 
B 101 
B 102 
B 103 
B 104 
B 105 
B 106 
B 107 
C 101 
C102 
C 103 
C 104 
C 105 
C 106 
C 107  
C108 
D 101 
D 102 
D 103 

+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 
+ 
 
+ 
 
 
 
 
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

กลม กระจดักระจาย 
 

แท่ง กระจดักระจาย 
 
 
 
 

กลมร ีกระจดักระจาย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กลม กระจดักระจาย 
 

Discard 
Discard 

 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 
Discard  
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
D 104 
D 105 
D 106 
D 107 
D 108 
D 109 
D 110 
E 101 
E 102 
E 103 
E 104 
E 105 
F 101 
F 102 
F 103 
F 104 
F 105 
G 101 
G 102 
H 101 
H 102 
H 103 
H 104 
I 101 
I 102 
I 103 
I 104 
J 101 
J 102 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
+ 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
+ 
+ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แท่ง เสน้สาย 
 

กลมร ีกระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 

 
 
 
 

Discard 
 
 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 



83 

 
ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
J 103 
J 104 
K 101 
K 102 
L 101 
L 102 
L 103 
L 104 
L 105 
L 106 
L 107 
L 108 
L 109 
L 110 
L 111 
L 112 
M 101 
M 102  
M 103 
M 104 
M 105 
M 106 
M 107 
N 101 
N 102 
N 103 
N 104 
N 105 

- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 
 
 
 
 
 
+ 
 
 
+ 
+ 
 
 
 
 
 
 
 
 
+ 

แท่ง กระจดักระจาย 
 

แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่ง กระจดักระจาย 

 
 
 
 
 
 

กลมร ีเสน้สาย 
 

 
แท่ง กระจดักระจาย 
แท่งกระจดักระจาย 

 
 
 
 
 
 
 
 

กลมร ีเสน้สาย 
 

 
Discard 

 
 
 
 

 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
Discard 

 
 

Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 
Discard 

 
Discard 
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ตารางท่ี 2 (ต่อ) 
 

ไอโซเลท คะตะเลส แกรม รปูร่าง หมายเหตุ 
N 106 
N 107 

+ 
- 

 
+ 

 
แท่ง กระจดักระจาย 

Discard 

หมายเหต ุไอโซเลทใดทีใ่ห้ผลคะตะเลสเป็นบวก คดัเชือ้ทิง้ทนัที ไมท่ดสอบการย้อมสแีกรมตอ่ 
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ตารางท่ี 3 ผลการยบัยัง้เชือ้ของแบคทเีรยีแลคตกิทีแ่ยกไดจ้ากอาหารทะเลต่อแบคทเีรยี    
อนิดเิคเตอร ์
 

รหสัเชือ้ 
ผลการยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(mm) 

S. aureus E. coli V. parahaemolyticus L. monocytogenes 
A 203 
B 201 
B 202 
B 205 
C 203 
C 204 
C 205 
C 206 
D 205 
D 207 
E 201 
E 208 
F 202 
F 203 
F 204 
G 201 
G 202 
G 203 
G 204 
G 205 
H 201 
H 202 
H 203 
H 204 
H 205 

12.20 
12.85 
14.25 
13.00 
15.25 
10.10 
12.05 
9.40 
13.70 
12.65 
11.15 
15.50 

N 
11.90 
12.00 
13.00 
12.85 
10.50 

N 
N 
N 

14.60 
9.25 
11.50 
14.25 

14.10 
N 

12.15 
11.50 
13.35 
12.25 
18.05 

N 
11.05 
12.90 

N 
12.20 
13.05 

N 
N 

12.50 
12.75 

N 
12.10 

N 
15.05 

N 
13.05 

N 
N 

N 
N 

10.20 
N 
N 

8.50 
8.60 
N 
N 

11.00 
10.05 
12.25 
14.00 

N 
11.15 
9.90 
N 

11.25 
11.50 

N 
11.10 

N 
N 
N 
N 

N 
10.00 

N 
11.25 

N 
N 

10.20 
8.70 
10.25 

N 
N 

13.10 
15.80 
10.10 

N 
N 

11.20 
10.10 
11.10 

N 
12.45 
11.50 
8.65 
N 

12.25 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 
 

code 
ผลการยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(mm) 

S. aureus E. coli V. parahaemolyticus L. monocytogenes 
H 206 
H 207 
H 208 
H 209 
H 210 
H 211 
I 201 
I 202 
I 203 
J 201 
J 202 
J 203 
J 204 
J 205 
J 206 
J 207 
J 208 
K 201 
K 204 
L 204 
L 210 
L 211 
L 216 
M 204 
M 205 

13.05 
N 
N 

13.50 
N 

12.50 
N 

11.50 
12.45 
15.25 
8.50 
N 
N 

11.90 
11.25 

N 
N 

12.50 
13.35 
11.25 
14.80 
13.10 

N 
15.50 

N 

14.05 
10.10 
16.10 
12.90 

N 
13.20 
11.05 
11.10 
12.20 
13.10 

N 
11.80 
12.20 
12.30 

N 
13.10 
13.40 
14.10 
12.10 
14.45 

N 
15.55 
12.35 
11.10 
11.20 

N 
N 

13.10 
12.00 
6.55 
N 
N 
N 

12.15 
13.35 

N 
11.20 

N 
N 
N 
N 

9.45 
12.40 
11.55 

N 
13.10 

N 
N 

13.15 
N 

9.05 
7.75 
N 
N 
N 

10.35 
11.00 
10.20 
13.10 
12.25 
7.25 
12.10 
10.20 
11.20 

N 
10.05 

N 
11.40 
10.25 
9.30 
12.30 
12.00 
11.10 
11.10 
10.00 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) 
 

code 
ผลการยบัยัง้ต่อแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(mm) 

S. aureus E. coli V. parahaemolyticus L. monocytogenes 
M 207 
N 201 
A 103 
A 105 
A 110 
C 103 
F 103 
F 105 
G 101 
G 102 
H 101 
H 103 
H 104 
J 103 
K 101 
K 102 
L 101 
L 102 
L 103 
L 110 
M 101 
M 102 
N 104 
N 107 

13.13 
12.25 

N 
12.35 
11.25 
16.20 
13.45 
12.80 

N 
N 

11.50 
10.20 
11.80 

N 
13.00 
12.45 
14.25 
18.50 
13.15 
11.15 
14.80 

N 
14.20 
12.10 

N 
11.25 
12.10 

N 
12.55 
19.00 
12.45 
14.50 

N 
14.80 

N 
N 

12.90 
11.00 
14.25 
12.25 

N 
12.50 
11.35 
12.25 
11.25 
13.45 
14.80 

N 

12.15 
12.15 
11.35 

N 
N 

12.05 
13.15 

N 
N 

12.10 
8.70 
9.15 
N 

19.40 
N 
N 

13.10 
17.20 

N 
9.05 
N 
N 

13.15 
N 

11.20 
N 
N 

11.00 
13.05 
17.05 

N 
13.10 
5.25 
N 
N 
N 

10.15 
14.30 
12.90 
10.55 

N 
11.20 
11.25 

N 
11.45 
11.55 

N 
N 

N = ไมพ่บฤทธิก์ารยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์
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ประวติัผูเ้ขียน 

 

ช่ือ-สกลุ   นายมฮูมัหมดัรฎิวาน สมานุรตัน์ 
รหสัประจ าตวันักศึกษา          5210220066 
วฒิุการศึกษา 

วฒิุ 

วทิยาศาสตรบณัฑติ       
(จลุชวีวทิยา)                                   

ช่ือสถาบนั 

มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์

ปีท่ีส าเรจ็การศึกษา 

2552 

 
ทุนการศึกษา (ท่ีได้รบัในระหว่างการศึกษา) 
 ทุนอุดหนุนการวิจัยจากบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ประจ าปี
งบประมาณ 2552 
 ทุนผู้ช่วยสอน (ประจ าปีการศึกษา 2553) ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ์
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ 
 ทุนอุดหนุนการวจิยั มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ ประเภททัว่ไป ประจ าปี 2553 

สญัญาเลขที ่SCI530142S 

 

การตีพิมพเ์ผยแพร่ผลงาน 

มฮูมัหมดัรฎิวาน สมานุรตัน์,วลิาวณัย ์ เจรญิจริะตระกูล, และปรยีานุช  บวรเรอืงโรจน์. 2557. 
   การยบัยัง้แบคทเีรยีของสารกนัเสยีชวีภาพทีผ่ลติจากแบคทเีรยีแลคตกิทน 
   อุณหภมูติ ่า. การประชุมวชิาการระดบัชาต ิมหาวทิยาลยัราชภฏัภเูกต็  
   “บรูณาการสหวทิยาการงานวจิยัสู่มาตรฐานสากล”   
    8 พฤษภาคม-9 พฤษภาคม 2557. 
 


