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บทคดัย่อ 
 

 ในปัจจุบนัมีการส ารวจภาคอุตสาหกรรมส่วนใหญ่พบว่ามีการน าสารถนอมอาหารทางเคมี
เขา้มาใชซ่ึ้งอาจจะส่งผลกระทบในระยะยาว ดงันั้นผูว้จิยัจึงมีแนวคิดและความสนใจท่ีจะน าแบคเทอริ
โอซินซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์สามารถยอ่ยสลายในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์
ไดอ้ยา่งสมบูรณ์มาเป็นสารถนอมอาหารทดแทน  

กระบวนการวิจยัจะเร่ิมจากการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติค (LAB) จากอาหารพื้นเมืองของ
ไทยและอาหารสดในทอ้งถ่ิน และท าการคดัเลือก LAB จากประสิทธิภาพการผลิตแบคเทอริโอซินต่อ
การยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคเป้าหมาย โดยวิธี agar-well diffusion แล้วน า LAB ท่ีท าการคดัเลือกไว้
ทดสอบการยืดอายุการเก็บรักษาอาหารท่ีใช้ในการทดสอบไดแ้ก่ เตา้หู้แผ่น ก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่และ
ขนมจีนเส้นสด โดยเติมแบคทีเรียก่อโรคลงในตวัอย่างและท าการตรวจติดตามการเจริญในสภาวะ
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

ผลการทดลองพบวา่ สามารถคดัแยก LAB ไดท้ั้งส้ิน 464 สายพนัธ์ุ และจากการทดลองใหผ้ล
ว่า LAB รหัส L.459 มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีบก่อโรคเป้าหมายไดดี้ท่ีสุด
โดยสามารถชะลอการเน่าเสียของเตา้หู้แผ่นและก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ รวมถึงสายพนัธ์ุ L.13 สามารถ
ยบัย ั้งการเน่าเสียในขนมจีนเส้นสด เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงจะยืดอายุการเก็บรักษาไดอ้ยา่ง
นอ้ย 48 ชัว่โมงของการทดลอง และชุด Positive control จะให้ผลท่ีไม่แตกต่างกนัทางสถิติ และเม่ือท า
การระบุสายพนัธ์ุโดย L.459 และ L.13 ใช ้16S rDNA และน าขอ้มูลมาเปรียบเทียบโดย BLAST พบวา่
มีความใกลเ้คียงทางล าดบัพนัธุกรรมกบั Lactobacillus plantarum เท่ากบั 99%  
 
ค าส าคัญ: แบคทีเรียกรดแลคติค แบคเทอริโอซิน ยดือายกุารเก็บรักษา อาหาร 
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ABSTRACT 
 

At present, in the industry sector chemical preservatives are mostly used to preserve food, 
which may have a long-term negative impact.  Therefore, this study aimed to adopt bacteriocin, a 
substance that inhibits the growth of microorganisms and can be digested in the gastrointestinal tract 
of human beings as a bio-preservative for food. 

The research started with the isolation of Lactic acid bacteria (LAB)  from Thai fermented 
food and local fresh food.  LAB was primarily screened and selected from the effectiveness of 
bacteriocin production using the agar-well diffusion technique. The selected LAB was subsequently 
used to test for the shelf-life extension of tofu, flat noodles and Thai rice noodles. Four pathogenic 
bacteria were added to the sample and monitored for growth at room temperature for 72 hours. 

The results showed that LAB could be grouped into 464 isolates, LAB Code L.459 had the 
best ability to inhibit the growth of target pathogenic bacteria and preserve tofu and noodles.  
Additionally, an L.13 had the best ability to inhibit pathogenic bacteria in Thai rice noodles. When 
compared to the control samples, the shelf life extended for at least 48 hours. The experiment and 
positive control were not significantly different. Finally, when identifying strains of L.459 and L.13 
by 16S rDNA, and the data were compared by BLAST, it was found to be similar to the genetic 
sequence of Lactobacillus plantarum at 99% identity. 

 
Keywords: lactic acid bacteria, bacteriocin, extending the shelf-life, food 

 

 

 

 



5 

กติตกิรรมประกาศ 

 

  ขา้พเจา้ขอกราบขอบพระคุณ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.จิราภรณ์ อนันต์ชัยพทัธนา อาจารยท่ี์

ปรึกษาเป็นอย่างสูงท่ีได้กรุณาให้คาํปรึกษา แนะนํา ช่วยเหลือเป็นอย่างดียิ่งตลอดจนตรวจสอบแก้ไข

รูปเล่มและการทาํการทดลองต่างๆในการจดัทาํวิทยานิพนธ์ตลอดมาเสมอกระทัง่สําเร็จเรียบร้อยด้วยดี 

และขอขอบพระคุณผู ้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. สุทธิชา ณ ระนอง ธรรมสิทธิรงค์ ประธานการสอบ

วทิยานิพนธ์และสาํหรับการช้ีแนะขอ้บกพร่องในส่วนการทดลองเสมอมา และ ขอบพระคุณ ดร. อษัฎาวุธ 

อารีสิริสุข ท่ีไดส้ละเวลาในการเป็นกรรมการสอบวทิยานิพนธ์และขอ้เสนอแนะเพื่อแกไ้ขขอ้บกพร่องต่าง 

ๆ ของขา้พเจา้ รวมถึงคณาจารยส์าขาชีววทิยาทุกท่าน เป็นอยา่งสูง 

 ขอขอบคุณเจา้ของงานวิจยัทุกฉบบัท่ีขา้พเจา้นาํมาใช้ในการประกอบและอา้งอิงในคร้ังน้ีเป็น

อยา่งสูง ซ่ึงขา้พเจา้ไดรั้บความรู้และเปิดโลกทศัน์ในการทาํวิจยัเป็นอยา่งมากและ ขอขอบคุณ พี่ๆ นอ้งๆ 

สาขาวิชาชีววทิยาทุกท่าน ท่ีให้คาํปรึกษาและกาลงัใจมาโดยตลอดการทาํวทิยานิพนธ์และ ขอบคุณปัญหา 

อุปสรรคต่างๆ ท่ีสอนใหรู้้จกัการอดทน มานะ และพยายามเพื่อจะใหผ้า่นพน้ไปไดด้ว้ยดี 

 

 

คณนิ อิม่ทองคํา 

 



(6) 
 

สารบาญ 

 

หนา้ 

บทคดัยอ่ภาษาไทย ....................................................................................................................................  (3)  

บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ...............................................................................................................................  (4)  

กิตติกรรมประกาศ......................................................................................................................................  (5)  

สารบาญ .....................................................................................................................................................  (6)  

สารบญัตาราง............................................................................................................................................... (9) 

สารบญัรูปภาพ..........................................................................................................................................  (10) 

คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํยอ่..................................................................................................................  (12) 

บทท่ี 1 บทนาํ .............................................................................................................................................  13 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคญัของปัญหา ...............................................................................    13 

1.2 วตัถุประสงค ์..........................................................................................................................   14 

1.3 สมมติฐานการวิจยั .................................................................................................................   14 

1.4 ขอบเขตของการวจิยั ..............................................................................................................   15 

1.5 ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะไดรั้บ ....................................................................................................   16 

บทท่ี 2 ทบทวนเอกสาร...............................................................................................................................  17 

2.1 สารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติค.................................................................  17 

2.2 แบคเทอริโอซิน ......................................................................................................................  21 

2.3 เช้ือก่อโรคในอาหาร...............................................................................................................   25 

2.4 จุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบัอาหารหมกั..........................................................................................  25 

2.5 การประยกุตน์าํแบคเทอริโอซิน..............................................................................................   26 

บทท่ี 3 วธีิดาํเนินการทดลอง......................................................................................................................   30 

 3.1 วสัดุ อุปกรณ์และสารเคมี.......................................................................................................   30 

 3.2 วธีิการทดลอง.........................................................................................................................   31 

  3.2.1 การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากอาหารหมกัดอง.............................................  31 

3.2.2 การทดสอบสมบติัทางชีวเคมีบางประการและระบุสายพนัธ์ุ 

การหาลาํดบัทางพนัธุกรรม..............................................................................................  32 

 

 



(7) 
 

สารบาญ (ต่อ) 

 

หนา้ 

3.2.2.1 ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดส (Oxidase test).............................................. 32 

   3.2.2.2 ทดสอบปฏิกิริยาคะตาเลส (Catalase test)..............................................  32 

   3.2.2.3 การระบุสายพนัธ์ุของแบคทีเรียการหาลาํดบัทางพนัธุกรรม..................  32 

  3.2.3 การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได.้....................  32 

   3.2.3.1 การเตรียมแบคเทอริโอซินเพื่อทดสอบจากแบคทีเรีย 

กรดแลคติคท่ีคดัแยกได…้……………………………………………  32 

   3.2.3.2 การเตรียมจานเพาะเช้ือและการทดสอบดว้ยวธีิ  

Agar well diffusion…………………………………………………...  32 

  3.2.4 การทดสอบยนืยนัคุณสมบติับางประการของสารละลายท่ีปราศจากเซลล ์ 

(cell-free supernatant) ของแบคทีเรียกรดแลคติค………………………….…….  33 

 3.2.4.1 การทนต่ออุณหภูมิสูงและจุดเยอืกแขง็………………………………..   33 

3.2.4.2 การยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมโ์ปรติเนส เค (Proteinase K)………………..  33 

  3.2.5 การทดสอบความสามารถของ cell-free supernatant ท่ีคดัเลือกในการยบัย ั้ง 

การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในสภาวะควบคุม………………………………...  33 

  3.2.6 การหาค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุด cell-free supernatant ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ 

และกาํจดัแบคทีเรียก่อโรคบางสายพนัธ์ุ………………………………………… 34 

  3.2.7 การประยกุตใ์ชแ้บคเทอริโอซินในการยดือายกุารเก็บรักษาอาหารสด…………… 34 

3.2.7.1 การเตรียมเตา้หูแ้ผน่และการนาํแบคเทอริโอซินประยกุตใ์ช ้

ในการเคลือบผวิเตา้หูแ้ผน่…………………………………………….  34 

   3.2.7.2 การเตรียมเส้นก๋วยเต๋ียว………………………………………….……..  35 

   3.2.7.3 การเตรียมขนมจีนเส้นสด……………………………………………… 35 

   3.2.7.4 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรคเพื่อใชใ้นการทดสอบ………...…………...  35 

  3.2.8 การทดสอบทางดา้นจุลชีววทิยา…………………………………………...……...  36 

  3.2.9 การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ………………………………………………..…………  36 



(8) 
 

สารบาญ (ต่อ) 

 

หนา้ 

บทท่ี 4 ผลการทดลอง ................................................................................................................................   37 

4.1 ผลการคดัแยกและคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคจากอาหารหมกัดอง.....................................  37 

4.2 ผลการทดสอบยนืยนัคุณสมบติับางประการของ cell-free supernatant  

ของแบคทีเรียกรดแลคติค..............................................................................................................  38 

4.3 ผลการทดสอบความสามารถของ cell-free supernatant ท่ีคดัเลือกในการยบัย ั้งการเจริญ 

ของแบคทีเรียก่อโรคในสภาวะควบคุม......................................................................................... 40 

4.4 การหาค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุด cell-free supernatant ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญและกาํจดั 

แบคทีเรียก่อโรคบางสายพนัธ์ุ....................................................................................................... 43 

4.5 การประยกุตใ์ชแ้บคเทอริโอซินในการยดือายกุารเก็บรักษาอาหารสด.................................... 43 

4.6 การระบุสายพนัธ์ุโดยการหาลาํดบัทางพนัธุกรรม................................................................... 49 

บทท่ี 5 สรุปผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ.............................................................................................. 50 

บรรณานุกรม .............................................................................................................................................. 51 

ภาคผนวก..................................................................................................................................................... 56 

 ภาคผนวก ก. .................................................................................................................................. 57 

 ภาคผนวก ข. .................................................................................................................................. 63 

 ภาคผนวก ค. .................................................................................................................................. 67 

 ภาคผนวก ง. ..................................................................................................................................  70 

ประวติัผูเ้ขียน............................................................................................................................................. 100 

 



(9) 
 

สารบัญตาราง 

 

หนา้ 

ตารางภาคผนวก 

ตารางที ่1 ตวัอยา่งอาหารหมกัดองและอาหารสดท่ีใชใ้นการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติค  

เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซิน............................................................... 67 

ตารางที ่2 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั 

   จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) ……………………………….…… 71 

 



(10) 
 

สารบัญรูปภาพ 

 

หนา้ 

รูปที ่4.1   ผลการทดสอบยนืยนัคุณสมบติัความเป็นโปรตีน โดยการเติมเอนไซม ์Proteinase K  

   ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (P+) และชุดควบคุม (P-) เม่ือทดสอบกบั CFS จาก  

Lactococcus lactis (Pos), Lactobacillus plantarum L.175 (L. 459) และ  

Lb. plantarum L.180 (L. 464) โดยใชแ้บคทีเรียก่อโรคเป็นดชันีช้ีวดัไดแ้ก่ Y. enterocolitica  

(ก.) B. cereus (ข.) S. aureus (ค.) และ Cr. sakazakii(ง.)..... ........................................................ 37 

รูปที ่4.2   ผลการทดสอบความทนต่ออุณหภูมิสูง (95 องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 10 นาที (1),  

  15 นาที (2), 20 นาที (3) และ 30 นาที (4) และอุณหภูมิเยือกแขง็ (0 องศาเซลเซียส)  

  ระยะเวลา 7 วนั (F) เม่ือทดสอบกบั CFS จาก Lc. lactis (Pos),  

  Lb. plantarum L.175 (L. 459) และ Lb. plantarum L. 180 (L. 464) ) และ LAB ท่ีไม่ใหผ้ลการ 

ยบัย ั้ง (Neg; ง.)……………………...................................................................................………   38 

รูปที ่4.3  การเจริญของ Bacillus cereus ในสภาวะควบคุมดว้ย 50% CFS อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  

  เขยา่ 150 รอบต่อนาที…………………………………………………………………………… 39 

รูปที ่4.4  การเจริญของ Staphylococcus aureus ในสภาวะควบคุมดว้ย 50% CFS  

  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยา่ 150 รอบต่อนาที………………………………………………  39 

รูปที ่4.5  การเจริญของ Cronobacter sakazakii ในสภาวะควบคุมดว้ย 50% CFS  

  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เขยา่ 150 รอบต่อนาที …………………………………………….  40 

รูปที ่4.6  การเจริญของ Yersinia enterocolitica ในสภาวะควบคุมดว้ย 50% CFS  

  อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เขยา่ 150 รอบต่อนาที...................................................................... 40 

รูปที ่4.7  การเจริญและการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรคไดแ้ก่ B. cereus (A), S. aureus (B),  

  Y. enterocolitica (C) และ Cr. sakazakii (D) ในก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ท่ีเคลือบดว้ย  

 CFS จาก Lb. plantarum (L. 459) ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมง....................................................... 43 

รูปที ่4.8  การเจริญและการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรคไดแ้ก่ B. cereus (A), S. aureus (B), 

  Y. enterocolitica (C) และ Cr. sakazakii (D) ในเตา้หูแ้ผน่ท่ีเคลือบดว้ย CFS จาก 

  Lb. plantarum (L. 459) ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมง.....................................................................  44 

 

 



(11) 
 

สารบัญรูปภาพ (ต่อ) 

 

หนา้ 

รูปที ่4.9 การเพิ่มจาํนวนของจุลินทรียก่์อโรคและก่อการเน่าเสียภายใตส้ภาวะการยบัย ั้งของ CFS 

 ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติครหสั Lc.13 ท่ีคดัเลือกไว ้Total plate count (A),  

 B. cereus (B), S. aureus (C) และ E. coli (D) ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมงของการทดลอง............. 45 

รูปที ่4.10 ลกัษณะทางกายภาพของก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ก1) และ 72 ชัว่โมง (ก2)……...46 

รูปที ่4.11 ลกัษณะทางกายภาพของเตา้หูแ้ผน่ในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ข1) และ 72 ชัว่โมง (ข2)……….…….. 46 

รูปที ่4.12 ลกัษณะทางกายภาพของขนมจีนเส้นสดในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ค1) และ 72 ชัว่โมง (ค2)……...… 47 

 



11 
 

คาํอธิบายสัญลกัษณ์และคาํย่อ 

 

ATP  Adenosine triphosphate 

Aw  ค่ากิจกรรมนํ้าอิสระ 

CFU/mL เซลลต่์อมิลลิลิตร 

FAO  องคก์ารอาหารและการเกษตรแห่งสหประชาชาติ 

FDA  องคก์ารอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา 

NADH  Nicotinamide Adenine Dinucleotide  

pKa  ค่าความสามารถในการแตกตวัของกรด 

pH  ความเป็นกรดหรือด่างของสารละลาย 

v/v  อตัราส่วนปริมาตรต่อปริมาตร 

w/v  อตัราส่วนนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

WHO  องคก์ารอนามยัโลก 



บทที ่1 

บทนํา 

 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

 อาหารเป็นส่ิงท่ีมนุษยต์อ้งมีการบริโภคเพื่อเป็นแหล่งพลงังานในการดาํรงชีวิตประจาํวนั โดยท่ี

อาหารในปัจจุบนัมีอยูห่ลากหลายรูปแบบทั้งท่ีเป็นวตัถุดิบเพื่อนาํไปปรุงอาหารเอง อาหารพร้อมบริโภคท่ี

วางขายในตลาดของทอ้งถ่ินหรือแมก้ระทั้งอาหารท่ีพร้อมรับประทานท่ีอยูใ่นรูปของอาหารแช่แขง็ ทาํให้

ผูบ้ริโภคมีทางเลือกในการบริโภคอาหารมากข้ึนและส่ิงสาํคญัประการหน่ึงท่ีผูบ้ริโภคให้ความสาํคญัเป็น

อย่างมากคือ ความปลอดภยัทางด้านอาหารซ่ึงมีอยู่หลายด้าน เช่น ความปลอดภยัทางกายภาพ ความ

ปลอดภยัทางเคมี และความปลอดภยัทางชีวภาพ หน่ึงในนั้นคือความปลอดภยัทางชีวภาพ หากอาหารท่ี

ผูบ้ริโภคเลือกซ้ือมาเพื่อการบริโภคนั้นมีการปนเป้ือนของจุลินทรียก่์อโรคก็จะส่งผลเสียต่อสุขภาพของ

ผูบ้ริโภคโดยตรงซ่ึงในบางรายอาจจะมีการแสดงอาการหนกัถึงขั้นเสียชีวิตได ้ดงันั้นผูผ้ลิตจึงเร่ิมมีการนาํ

วตัถุกนัเสียมาใชใ้นการบวนการผลิตอาหาร แต่พบวา่วตัถุกนัเสียท่ีมีความนิยมนาํมาใชจ้ะเป็นวตัถุกนัเสีย

เชิงเคมี เช่น    กรดเบนโซอิก ซ่ึงหากผูบ้ริโภคไดรั้บในปริมาณมากเกินกาํหนดหรือไดรั้บอย่างต่อเน่ือง

เป็นระยะเวลานานก็จะส่งผลเสียในระยะยาวแก่ผูบ้ริโภคเอง เช่น คล่ืนไส้ อาเจียรและการเกิดมะเร็งท่ีตบั

รวมถึงอวยัวะในระบบทางเดินอาหารเม่ือมีการบริโภคเป็นเวลานาน [1] 

จากการศึกษาทางดา้นจุลชีววิทยาทางอาหารจากแบคทีเรียท่ีมีส่วนในการแปรสภาพอาหารพบวา่

มีแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุท่ีสามารถสร้างสารท่ีสามารถตา้นการเจริญของจุลินทรียท่ี์ก่อโรคและก่อการเน่า

เสียไดซ่ึ้งสารนั้นผลิตไดจ้ากจุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุ เรียกว่า แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) โดยสามารถ

ผลิตได้จากจุลินทรีย์บางกลุ่มในสภาวะเฉพาะ เช่น แบคทีเรียกรดแลคติคบางสายพนัธ์ุ Bacillus sp.        

และ Actinomyces sp. เป็นตน้ ซ่ึงสามารถนาํแบคเทอริโอซินมาใช้ในการยืดอายุการเก็บรักษาอาหารได้ 

สามารถนาํไปประยุกต์ใช้ได้ในหลายรูปแบบ เช่น การทาํให้บริสุทธ์ิหรือก่ึงบริสุทธ์ิเพื่อนาํไปผสมใน

อาหารกระป๋อง การตึงให้อยู่ในวสัดุตรึงหรือแมก้ระทัง่การประยุกต์ในการทาํแผ่นวสัดุห่อหุ้มอาหารท่ี
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ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย ซ่ึงเม่ือผูบ้ริโภครับประทานไปสามารถย่อยสลายในระบบทางเดินอาหาร

ของมนุษยเ์ป็นกรดอะมิโนไดอ้ยา่งสมบูรณ์ [2] ดงันั้นหากนาํแบคเทอริโอซินในรูป cell-free supernatant 

ท่ีไดม้าจากการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติคจึงมาประยกุตใ์ชใ้นการยืดอายอุาหารเป็นอีกทางเลือกท่ีใช้

สําหรับมาควบคุมการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคและก่อการเน่าเสียในอาหาร ซ่ึงจะเป็นการท่ีลดความ

เสียหายทางด้านเศรษฐกิจและเพิ่มความปลอดภยัทางอาหารแก่ผูบ้ริโภค ซ่ึงลดอตัราการเจ็บป่วยอนั

เน่ืองมาจากแบคทีเรียก่อโรคและก่อการเน่าเสียในอาหารไดอี้กทางหน่ึง 

 

1.2 วตัถุประสงค์ 

1.2.1 เพื่อคดัแยกและคดัเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน

จากอาหารหมกัดองของไทย 

1.2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัเลือก 

1.2.3 เพื่อทดสอบการนาํแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคมาประยุกต์ใช้ใน

การยดือายกุารเก็บรักษาอาหารสดในสภาวะอุณหภูมิหอ้ง 

 

1.3 สมมติฐานการวจัิย 

  อาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทยและต่างประเทศโดยมากมีการพบแบคทีเรียกรดแลคติค

ดังงานวิจัยของ Jiang et al. [3] คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินมาจาก      

หวัไชเ้ทา้ดอง ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบไดห้ลายสายพนัธ์ุ เช่น Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus sp. Liu et al. [4] คดัแยกแบคทีเรียกรด

แลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินมาจากผักดองของจีน ซ่ึงสามารถย ับย ั้ งการเจริญของ                           

L. monocytogenes, E. coli และ Bacillus subtilis สําหรับประเทศไทย  Pringsulaka et al.  [5] คัดแยก

แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้จากผลิตภณัฑ์เน้ือและปลาหมกั พบว่าสามารถ  

คดัแยก Weissella spp. ไดห้ลายสายพนัธ์ุท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้และ Sonsa-Ard et al. [6] ทาํ
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การคดัแยกมาจากผลิตภณัฑ์ปลาร้าของไทย ท่ีมีความสามารถผลิตแบคเทอริโอซินซ่ึงสามารถยบัย ั้งการ

เจริญของ L. monocytogenes ซ่ึงยงัมีคุณสมบติัในการทนต่อความร้อนสูงได้เป็นระยะเวลานาน โดยท่ี

แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัแยกและคดัเลือกมานั้นสามารถผลิต   แบคเทอริโอซินท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียก่อโรคและก่อการเน่าเสียไดห้ลายสายพนัธ์ุ ซ่ึงในประเทศไทยมีอาหารหมกัดองท่ีสามารถ

คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคอีกหลายชนิด เช่น ผลไมด้อง วตัถุดิบอาหารดองพื้นบา้นของไทยซ่ึงอาจพบ

สายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุท่ีมีความเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน สามารถยดือายกุาร

เก็บรักษาคุณภาพของอาหารในสภาวะอุณหภูมิหอ้งได ้

 

1.4 ขอบเขตของการวจัิย 

  1.4.1 ขอบเขตของสถานท่ีทาํการวจิยั 

   สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี  

  1.4.2 ขอบเขตของงานวจิยั 

  1.4.2.1 ขอบเขตการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามามารถผลิตแบคเทอริโอซิน 

ทาํการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีมีคุณสมบติัท่ีสามารถผลิตสาร

ต้านแบคทีเรียจากอาหารหมกัดองพื้นบ้านของไทย เช่น ผลไม้ดอง ผกัดอง 

ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวห์มกัดอง แลว้ทาํการศึกษาคุณลกัษณะของสารตา้นแบคทีเรีย 

1.4.2.2 ขอบเขตการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียกลุ่มเป้าหมายในตวัอยา่ง

อาหาร 

  ทาํการศึกษาประสิทธิภาพของการควบคุมการเน่าเสียโดยใช้ของ       

แบคเทอริโอซินในรูปสารละลายจากการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติคท่ี

ปราศจากเซลล ์(cell-free supernatant; CFS) ท่ีผลิตมาจากแบคทีเรียกรดแลคติค

ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งอาหารหมกัดองต่ออาหารทดสอบ ไดแ้ก่ เส้นก๋วยเต๋ียว

เส้นใหญ่ เตา้หูแ้ผน่ และขนมจีนเส้นสด  
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1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1.5.1 สามารถคัดแยกและคัดเลือกสายพันธ์ุแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิต                

แบคเทอริโอซินจากอาหารหมกัดองของไทยได ้

1.5.2 ทราบถึงคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัเลือก 

1.5.3 สามารถนาํแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคมาประยุกตใ์ชใ้นการยืด

อายกุารเก็บรักษาอาหารสดในสภาวะอุณหภูมิหอ้งได ้

 

 

 



บทที ่2 

ทบทวนเอกสาร 

 

อาหารเป็นหน่ึงในปัจจัยส่ีสําหรับการดํารงชีพของมนุษย์ โดยตระหนักว่าอาหารมี

ความสําคญั ต่อสุขภาพทั้งดา้นร่างกาย สมอง และจิตใจ การบริโภคอาหารท่ีสะอาดและปลอดภยัเป็น

ประโยชน์ ต่อร่างกาย ในทางตรงกนัขา้มหากบริโภคอาหารท่ีปนเป้ือนดว้ยเช้ือโรคและสารพิษต่างๆ 

จะส่งผลให้เกิด การเจ็บป่วยพิการและอาจถึงแก่ชีวติได ้เช่น ทอ้งร่วง อาเจียน การเกิดอมัพาต เป็นตน้ 

อาหารปรุงสําเร็จเป็นอาหาร ท่ีคนไทยทุกภูมิภาคนิยมบริโภค เน่ืองจากมีความสะดวก ราคาถูก แต่

อาหารท่ีมีขายตามตลาดในทัว่ไปไม่ไดอุ่้นใหร้้อนอยูเ่สมอ จึงทาํใหอ้าหารมีความเส่ียงต่อการปนเป้ือน

ของเช้ือจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรคส่งผลใหอ้าหารเป็นพิษต่อผูบ้ริโภค  

 

2.1 สารยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีผ่ลติโดยแบคทเีรียกรดแลคติค  

แบคทีเรียกรดแลคติคจะผลิตกรดแลคติคซ่ึงเป็นกรดอินทรีย์ท่ีได้จากกระบวน การหมกั 

นํ้ าตาลเฮกโซสแบบ homofermentation และไดก้รดอะซิติก เอธานอล และคาร์บอนไดออกไซด์จาก

การหมกัแบบ heterofermentation การสะสมของกรดอินทรียค์วบคู่กบัการลดลงของค่าพีเอชมีผลใน

การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้[7] การยดือายกุารเก็บผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจากแบคทีเรียกรด

แลคติคจะอาศยักลไกหรือผลของการผลิต กรดอินทรียจ์ากการหมกันํ้ าตาลซ่ึงมีผลให้ค่าพีเอชของ

อาหารลดลงและสารอาหารลดลงด้วย [8] นอกจากกรดอินทรียแ์ลว้ยงัพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติค

สามารถผลิต สารย ับย ั้ ง จุ ลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆได้เ ช่น  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  ไดอะซิติล  

คาร์บอนไดออกไซด ์และ แบคเทอริโอซิน เป็นตน้ [9]  

 

 

2.1.1 สารยบัยั้งการเจริญของจุลนิทรีย์ทีผ่ลติจากแบคทเีรียกรดแลคติค  

2.1.1.1 กรดอินทรีย์ (Organic acid) กระบวนการหมกัของแบคทีเรียกรดแลคติคจะ

ไดก้รดอินทรีย ์เช่น กรดแลคติค และกรดอะซิติก การสะสมของกรดอินทรียส่์งผลยบัย ั้งการเจริญของ

จุลินทรีย์โดยอาศยัฤทธ์ิของกรดท่ีไม่แตกตวัในกรดอ่อน เน่ืองจากกรดอินทรีย์เม่ืออยู่ในรูปท่ีไม่     
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แตกตวัจะละลายในไขมนัทาํให้สามารถแพร่ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรียเ์กิดการสะสมทาํให้พีเอช

ภายในเซลล์สูงกว่าภายนอกเซลล์ กรดอินทรียท่ี์สะสมภายในเซลล์จะแตกตวัให้ไฮโดรเจนไอออน 

(hydrogen ion) เป็นจาํนวนมากไฮโดรเจนไอออนจะไปรบกวนกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์

แบคทีเรีย [10] ความสามารถในการยบัย ั้ง การเจริญหรือเพิ่มจาํนวนต่อเช้ือจุลินทรียข์องกรดอินทรีย์

จะข้ึนอยู่กับค่า pH ของตัวกรดแลคติค และกรดอะซิติกจะมีผลต่อการยบัย ั้งในวงกวา้งรวมทั้ ง

แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ยีสต์ และรา [11] แต่ในสภาวะ pH ตํ่า กรดอะซิติกซ่ึงมีค่า pKa สูง          

( pKa = 4.74) จะอยูใ่นรูปไม่แตกตวัมากกว่ากรดแลคติคท่ีมีค่า pKa ตํ่า (pKa = 3.85) ทาํให้มีฤทธ์ิใน

การยบัย ั้งมากกวา่กรดแลคติค [8]  

กรดแลคติคสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเป็นสาเหตุของอาหารเส่ือมเสีย [12] รวมทั้ง

จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของอาหารเป็นพิษเช่น Staphylococcus aureus , Salmonella spp., E. coli ท่ีก่อ

โรคในลาํไส้  รวมถึง Listeria monocytogenes ส่วนกรดอะซิติกมีผลต่อการลดจาํนวนของ Salmonella 

spp. ในการผลิตเนยแข็งท่ีค่าพีเอชตํ่ากวา่ 5.4 [11] กรดอะซิติกท่ีผลิตโดย Leuconostoc citrovorum มี

ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง Phychrotrophic bacteria และ Salmonella spp. [8] นอกจากน้ียงัมีรายงานถึงฤทธ์ิใน

การย ับย ั้ ง  Salmonella Thyphimurium โดยการใช้กรดแลค ติค และก รดอะซิ ติก ร่วมกัน ซ่ึ ง มี

ประสิทธิภาพสูงกวา่เม่ือใชเ้พียงชนิดใดชนิดหน่ึง [13] เช่น เดียวกบั Adam และ Hall [14] พบวา่กรด

แลคติคและกรดอะซิ ติกสามารถทํางานส่ง เสริมกันโดยย ับย ั้ งการเจ ริญของ E.  coli และ           

Salmonella spp. ได ้ 

2.1.1.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide) ในสภาพท่ีมีออกซิเจนแบคทีเรียกรด         

แลคติคจะผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) โดยการทาํงานของฟลาโวโปรตีนออกซิเดส 

(flavoprotein oxidase) และซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase) เพื่อกาํจดัอิเล็กตรอน

ส่วนเกินออกจาก  NADH โดยปราศจากการสร้าง  ATP ในสภาวะท่ีไม่มีธาตุเหล็กแบคทีเรีย-               

กรดแลคติค ไม่สามารถสร้างเอนไซมค์ะตะเลสซ่ึงทาํหนา้ท่ีสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไปเป็นนํ้ า

และออกซิเจนได ้ดงันั้นจึงพบการสะสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีถูกสร้างข้ึนและมีการปล่อย

ออกมานอกเซลล์การเกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มากเกินไปอาจจะไปยบัย ั้งแบคทีเรียกรดแลคติค 

อย่างเช่น  Forntaine et al.  [15] พบว่าจะไม่มีการสะสมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ภายในเซลล์เพราะ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถถูกทาํลายโดยเอนไซมเ์ปอร์ออกซิเดส (peroxidase) ฟลาโวโปรตีน 

(flavoprotein) และซูโดคะตะเลส (pseudocatalase) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถทาํลายแบคทีเรีย

ชนิดอ่ืนได้เน่ืองจากเป็นตัวออกซิไดซ์ท่ีมีฤทธ์ิรุนแรงต่อเซลล์ของแบคทีเรียโดยจะออกซิไดซ์          
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หมู่ซลัฟ์ไฮดริล (sulfhydryl) ทาํให้เกิดการเสียสภาพของโปรตีนในเซลล์และมีผลต่อไขมนัในเยื่อหุ้ม

เซลล์โดยทาํให้เกิด peroxidation ของไขมนัท่ีอยูใ่นชั้นเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียแลว้ทาํให้ permeability 

ของเยื่อหุ้มเซลลสู์งข้ึนความสามารถในการซึมผา่นเขา้และออกจากเยื่อหุม้เซลล์ของสารต่าง ๆ จึงเสีย

ไป นอกจากน้ีในปฏิกิริยาการสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะมีการขนส่งออกซิเจนจึงทาํให้เกิด

สภาวะขาดออกซิเจนส่งผลให้แบคทีเรียชนิดอ่ืน ไม่สามารถเจริญได ้[15] ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยงั

มีส่วนในการสร้าง superoxide และ hydroxylradicals ท่ีสามารถทาํให้เกิดการทาํลายกรดนิวคลีอิก 

[16]  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์นอกจากจะมีผลต่อเซลล์โดยตรงแลว้ยงัมีผลในทางออ้มดว้ย เช่น เม่ือ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ออกซิไดซ์ไธโอไซยาเนท (thiocyanate) โดยมีเอนไซม์แลกโตเปอร์ออกซิ

เดส (lactoperoxidase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาจะทาํให้เกิดสาร ไฮโปไซยาไนท ์(hypocynite, OSCN-) ท่ีมี

ฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ด ้ โดยไฮโปไซยาไนทจ์ะทาํให้โครงสร้างเสียหายและมีผลใน

การเปล่ียนแปลงเยื่อหุ้มเซลล์เรียกกระบวนการดงักล่าววา่ lactoperoxidase antibacterial system กลไก

หลกัในการยบัย ั้งจุลินทรียคื์อการขดัขวางกระบวนการไกลโคไลซิส โดยอาจไปยบัย ั้งขั้นตอนการ

ขนส่งกลูโคส รวมทั้ งขัดขวาง กา รทํา งา นข อง เอนไซ ม์ เฮก โซไ ค เนส (hexokinase)  และ                             

กลีเซอราลดีไฮด์-3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) ทาํให้เกิด

การ ออกซิเดชัน่ของหมู่ซลัฟไฮดริลในองคป์ระกอบของเอนไซมเ์หล่าน้ีดงัสมการ 1 

Thiocyanate (SCN–)+H2O2 hypothiocyanite (OSCN–)+H2O ----------------------- สมการ 

1 

สมการท่ี 1 การเกิด hypothiocyanite จากปฏิกิริยาระหวา่ง Thiocyanate และ H2O2 

จุลินทรียท่ี์ถูกยบัย ั้งการเจริญดว้ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีอยู่หลายชนิด เช่น S. aureus ถูก

ยบัย ั้งการเจริญได้โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีผลิตโดย L. delbrueckii subsp. bulgaricus และ         

L. delbrueckii subsp. lactis นอกจากน้ียงัมีรายงานการยบัย ั้ง Pseudomonas spp. ซ่ึงเป็นสาเหตุของการ

เน่าเสียของอาหารท่ีอุณหภูมิตํ่าโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีผลิตโดย L. plantarum ระหวา่งการเก็บ

รักษาหอยนางรมโดยการแช่แขง็ [17] เป็นตน้  

2.1.1.3 คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นผลิตภณัฑ์หลกัในกระบวนการหมกันํ้ าตาลเฮกโซสโดย

แบคทีเรียกรด  แลคติคกลุ่ม heterofermentative การยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยก๊าซคาร์บอนไดออกไซดท่ี์ผลิต

โดยแบคทีเรียกรดแลคติคเกิดข้ึนโดยทาํให้เกิดสภาพไร้อากาศ โดยการแทนท่ีโมเลกุลของออกซิเจน

ด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ซ่ึงมีผลในการยบัย ั้งการเกิด decarboxylations นอกจากน้ีพบว่าการสะสม
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ของคาร์บอนไดออกไซด์ในไขมนัท่ีเยื่อหุ้มเซลล์จะมีผลต่อสมบติัในการเลือกผ่านของเมมเบรน  

ดงันั้นจึงทาํให้คาร์บอนไดออกไซด์สามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดห้ลายชนิดรวมทั้งจุลินทรียท่ี์ทาํให้เกิด

การเส่ือมเสียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกกลุ่ม Psychrotrope อย่างไรก็ตามพบว่าคาร์บอนไดออก

ไซม์ความเขม้ขน้ตํ่าสามารถกระตุน้การเจริญของจุลินทรียบ์างชนิด ความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มข้ึนจะช่วย

ป้องกนัการเจริญของจุลินทรีย ์ส่วนคาร์บอนไดออกไซดท่ี์ระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 10% (v/v) จะช่วย

ลดจาํนวนของแบคทีเรียไดถึ้ง 50% [18] และสามารถยบัย ั้งราไดท่ี้ความเขม้ขน้ 20-50% [7]  

2.1.1.4 ไดอะซิติล (Diacetyl) หรือ 2,3-butanedione เป็นสารท่ีให้กล่ินรสในเนย เนยแข็งและ

ผลิตภณัฑ์นม นอกจากนั้นยงัพบในไวน์ขาว ไวน์แดง บร่ันดี กาแฟคัว่ หญา้หมกัและอาหารหมกัชนิด

อ่ืนๆ [11] และพบฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญไดท้ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหารและเช้ือจุลินทรียท่ี์ทาํ

ให้อาหารเน่าเสีย ไดอะซิติลเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ยท่ีไดจ้ากกระบวนการ เมทาบอลิซึมของ pyruvate 

ทั้งแบบใช้และไม่ใช้ออกซิเจน โดยแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถหมกัซิเตรทได ้[19] ไดอะซิติล

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ยีสต์และราไดดี้กว่าแบคทีเรียแกรมบวกรวม ทั้ง

แบคทีเรียกรดแลคติค กลไกการยบัย ั้งของไดอะซิติลเกิดจากไดอะซิติลจะไปทาํปฏิกิริยากบั arginine-

binding protein ของแบคทีเรีย แกรมลบจึงมีผลต่อการใชอ้าร์จินิน (arginine) ภายในเซลล ์ไดอะซิติลท่ี

ความเขม้ขน้มากกวา่ 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรจะสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรค

ในอาหารทัว่ไปความเข้มข้นของไดอะซิติลในการยบัย ั้งการเจริญต่อเช้ือจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะ

แตกต่างกนัออกไปเช่น Ferrari et al. [20] รายงานวา่     ไดอะซิติลท่ีระดบัความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตรสามารถยบัย ั้งยีสตแ์ละแบคทีเรีย  แกรมลบ และท่ีระดบัความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตรจะสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก ยกเวน้กลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค ส่วนท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ตํ่ากว่า 350 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียได ้เป็นตน้ นอกจากน้ียงัพบว่า

ไดอะซิติลความเขม้ขน้ 334 ppm จะมีผลในการยบัย ั้ง Yersinia sp., Aeromonas sp., Escherichia coli, 

Salmonella spp. และ Listeria sp.  ไดอะซิติลจะให้ผลในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้ดีท่ีค่า pH น้อยกว่า 7 

ถึงแมว้า่ ไดอะซิติลจะสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนได ้แต่การนาํไปใช้ตอ้งใช้ใน

ปริมาณค่อนข้างสูง อีกทั้งยงัเป็นสารท่ีให้กล่ินหอมไม่นิยมนําไปใช้เป็นสารถนอมอาหาร (food 

preservative) เพื่อหวงัผลในการฆ่าหรือยบัย ั้ งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ แต่มักจะนิยมใช้เป็น 

antiseptic agent ในการทาํความสะอาดภาชนะหรือเคร่ืองมือต่างๆในอุตสาหกรรมอาหารมากกว่า

เน่ืองจากไดอะซิติลเป็นสารท่ีระเหยไดเ้ร็ว [19] 



21 
 

2.1.1.5 รูเทอริน (Reuterin) Lactobacillus reuteri เป็นแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีพบในระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตวห์ลายชนิด L. reuteri สามารถผลิตสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์มีนํ้ าหนกั

โมเลกุลตํ่าท่ีเรียกว่า รูเทอริน เม่ือเจริญในสภาวะไร้อากาศ และมีแหล่งอาหารท่ีส่วนประกอบด้วย

กลูโคส และกลีเซอรอลหรือกรีเซอรอลดีไฮด์ รูเทอรินไม่ใช่โปรตีนเน่ืองจากไม่ถูกทาํลายจาก 

proteolytic enzyme จึงทาํใหรู้เทอรินแตกต่างจากแบคเทอริโอซิน ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญ

ต่อเช้ือจุลินทรียช์นิดอ่ืนของ รูเทอรินค่อนขา้งกวา้งสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย เช้ือรา โปร

โตซัว และไวรัส แบคทีเรียท่ีถูกยบัย ั้งการเจริญจากรูเทอริน ได้แก่ Salmonella spp., Shigella sp., 

Clostridium sp., Staphylococcus sp. และ Listeria sp. เป็นตน้ ซ่ึงกลไกในการยบัย ั้งเกิดจาก รูเทอริน

จะทําปฏิกิ ริยากับเอนไซม์ก ลุ่มซัลฟไฮดริล ได้แก่   เอนไซม์ไรโบนิวคลีโอไทด์ รีดัก เทส 

(ribonucleotide reductase) ทาํให้ไม่เกิดการจับกันระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรต ส่งผลให้เซลล์

จุลินทรียไ์ม่สามารถสังเคราะห์ดีเอน็เอได ้[20] 

2.1.1.6 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) แบคเทอริโอซินเป็นสารยบัย ั้งจุลินทรียที์มีการใชม้าก

ในอุตสาหกรรมอาหาร แบคทีเรียกรดแลคติคหลายชนิดสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน (สารประกอบ

โปรตีนท่ีประกอบดว้ยกรดอะมิโน 30-60 โมเลกุล) แบคเทอริโอซินสามารถกาํจดั และยบัย ั้งจุลินทรีย์

โดยเฉพาะจุลินทรียท่ี์มีสปีชีส์เดียวกนัหรือสปีชีส์ใกลเ้คียงกนักบัสายพนัธ์ุท่ีผลิตแบคเทอริโอซินโดย

ส่วนใหญ่จะไม่มีผลต่อสายพนัธ์ุท่ีผลิต [21] กลไกการยบัย ั้งจุลินทรียเ์กิดจากการทาํให้เกิดรูท่ีฟอส

โฟไลปิดในเซลล์เมมเบรนของจุลินทรียเ์ป้าหมายแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ก่อให้เกิด

โรคและจุลินทรียท่ี์ทาํให้อาหารเน่าเสียได ้เช่น Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium 

botulinum และ Staphylococcus aureus  เป็นตน้ ในปัจจุบนัมีรายงานว่าแบคทีเรียกรดแลคติคหลาย

ชนิดสามารถผลิต  แบคเทอริโอซิน  ได้แก่ Leuconostoc sp., Lactobacillus sp., Pediococcus sp., 

Lactococcus sp. และ Streptococcus sp. เป็นตน้ แบคเทอริโอซินท่ีสร้างข้ึนโดยแบคทีเรียกรดแลคติค

บางชนิดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งท่ีเฉพาะเจาะจง  

ดงันั้นการนาํแบคเทอริโอซินไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใช้วตัถุกนัเสียทาง

เคมีซ่ึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีผูบ้ริโภคตอ้งการโดยเฉพาะอยา่งยิง่การใชเ้ป็นสารถนอมอาหาร ไดแ้ก่ ไนซิ

นซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินท่ีรู้จกักันอย่างแพร่หลาย และได้รับการรับรองโดยองค์การอนามยัโลก 

(WHO) ให้ใชเ้ป็นวตัถุกนัเสียในอาหารท่ีปลอดภยั และอนุญาตให้ใชใ้นประเทศต่างๆถึง 47 ประเทศ

ทัว่โลก  กลไกการยบัย ั้งจุลินทรียข์องไนซินเกิดจาก  ไนซินทาํให้เกิดรูและขดัขวางกระบวนการ 

proton motive force รวมทั้งรบกวนสมดุลของค่า pH เป็นผลให้เกิดการร่ัวไหลของไอออนและการ

สลายตวัของ ATP ทาํใหเ้ซลลเ์กิดการตายท่ีสุด [22] 
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แบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัท่ีเหมาะสมในการนาํมาใชเ้ป็นสารกนัเสียในอาหารเน่ืองจากเป็น

สารท่ีปลอดภยั ไม่เป็นพิษต่อเซลลย์คูาริโอต สามารถถูกยบัย ั้งไดด้ว้ยนํ้ายอ่ยประเภท โปรติเอสจึงมีผล

นอ้ยมากกบัแบคทีเรียท่ีอยูใ่นระบบทางเดินอาหาร มกัจะทนต่อพีเอช และความร้อน บางชนิดมีฤทธ์ิ

ในการยบัย ั้งกวา้งสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคและแบคทีเรียท่ีทาํให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร 

เช่น Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum แบคเทอริโอซินมักถูกควบคุมการสร้าง

โดยพลาสมิดจึงง่ายต่อการทาํ genetic manipulation [14] 

 

2.2 แบคเทอริโอซิน  

ความปลอดภยัของอาหารดา้นชีวภาพเป็นส่ิงท่ีผูบ้ริโภคควรตระหนกัถึงความสาํคญัอยา่งมาก 

เน่ืองจากการเจ็บป่วยจากบริโภคจุลินทรียท่ี์ทาํให้อาหารเป็นพิษ ก่อให้เกิดการสูญเสียทรัพยสิ์น หรือ

แมแ้ต่ชีวิต ถึงแมว้่าผลิตภณัฑ์อาหารนั้นได้ผ่านกระบวนการแปรรูปอย่างถูกสุขลกัษณะก่อนเขา้สู่

ตลาดแลว้ก็ตาม แต่การปนเป้ือนของเช้ือโรคอาจเกิดข้ึนไดร้ะหวา่งการขนส่งท่ีไม่ระมดัระวงั รวมทั้ง

ในระหวา่งสินคา้ในวางจาํหน่าย หรือแมแ้ต่การเตรียมอาหารอยา่งไม่ถูกสุขลกัษณะของผูบ้ริโภคเอง 

ดงันั้นเพื่อให้อาหารมีความปลอดภยัมากข้ึน และเป็นการยืดอายุการวางจาํหน่ายอาหาร จึงมีการใช้

วตัถุกนัเสียสังเคราะห์ เพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ทาํให้อาหารเน่าเสียและเช้ือท่ีก่อโรค 

อยา่งไรก็ตามปัจจุบนัผูบ้ริโภคจาํนวนมากตระหนกัถึงผลขา้งเคียงท่ีเกิดข้ึนจากการบริโภควตัถุกนัเสีย

สังเคราะห์ ปัจจุบนัจึงเกิดงานท่ีพยายามคิดคน้วตัถุกนัเสียจากธรรมชาติมาใช้ทดแทน เพื่อลดความ

เส่ียงของผูบ้ริโภคในเร่ืองผลขา้งเคียงของสารเคมีต่อสุขภาพ ในขณะเดียวกนัยงัคงสามารถเช่ือมัน่ใน

ความปลอดภยัของอาหาร และผลิตภณัฑก์็ยงัคงมีอายกุารเก็บท่ีเหมาะสม เช่นในปี พ.ศ.2535 ไดมี้การ

ใชส้ารปฏิชีวนะในดา้นการแพทย ์โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อใช้เป็นยารักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือได้

อย่างจาํเพาะแต่การใช้สารปฏิชีวนะก็มีขีดจาํกดั โดยเฉพาะอย่างยิ่งในอุตสาหกรรมอาหารเน่ืองจาก

ไม่ไดรั้บอนุญาตให้เติมสารปฏิชีวนะลงในอาหาร ไม่วา่จะใชเ้ป็นวตัถุกนัเสียในอาหาร สารปรุงแต่ง

อาหาร หรือสารฆ่าเช้ือในอาหารก็ตาม ซ่ึงการนาํสารปฏิชีวนะไปใชใ้นอาหารหรือเคร่ืองด่ืมจะถือว่า

เป็นเร่ืองท่ีผิดกฎหมาย [22] ในปีค.ศ. 2017 Ahmad et al. [2] ไดแ้บคเทอริโอซินสามารถแบ่งออกตาม

คุณสมบติัทางกายภาพและชีวเคมีได ้4 คลาส ไดแ้ก่ 

แบคเทอริโอซินคลาส 1 มีลกัษณะเป็นเปปไทดส์ายสั้น (มีมวลนอ้ยกวา่ 5 กิโลดาลตนั หรือ มี

กรดอะมิโนประมาณ 19-37 โมเลกุล) และโดยทั่วไปจะมีกรดอะมิโนชนิด แลนไธโอนีน 
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(Lanthionine) และ เมธิลแลนไธโอนีน (Methyllanthionine) รวมอยูใ่นโครงสร้างแบบปฐมภูมิ ซ่ึงแบ

คเทอริโอซินในคลาสน้ีจะมีคุณสมบติัในการทนต่อความร้อนไดสู้ง โดยเป้าหมายของการออกฤทธ์ิจะ

เขา้จบักบัโครงสร้างของผนงัเซลล์ของแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มท่ีเป็นเป้าหมายซ่ึงโดยส่วนมากแลว้จะ

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ซ่ึงแบคเทอริโอซินคลาสน้ีสามารถแบ่งออกเป็น 2 ซบัคลาส ไดแ้ก่ 

 ซบัคลาส 1a เป็นแบคเทอริโอซินท่ีจะมีประจุเป็นบวก มีลกัษณะเป็นเส้นยาว โดยจะ

ออกฤทธ์ิกบัแบคทีเรียเป้าหมายโดยการสร้างรูท่ีผนงัเซลล ์ตวัอยา่งแบคเทอริโอซิน เช่น ไนซิน (Nisin) 

 ซับคลาส 1b เป็นแบคเทอริโอซินมีลกัษณะการจดัเรียงเป็นทรงกลม ลกัษณะคงท่ีมี

ค่าประจุเป็นลบหรือไม่มีประจุ จะเขา้ยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซมไ์ม่ให้อยูใ่นรูปแบบท่ีสมบูรณ์ ซ่ึง

จะมีผลต่อการดาํรงชีวิตของเซลล์เป้าหมายโดยตรง ตวัอย่างของแบคเทอริโอซิน เช่น แลคติซิน 

(Lacticin) ไซโทไลซิน (Cytolysin) และ ซาลิวาริซิน (Salivaricin) 

แบคเทอริโอซินคลาส 2 จะมีคุณสมบติัทนความร้อนสูง มีขนาดเล็ก (มวลน้อยกว่า 10 กิโล

ดาลตนั) แบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีไม่มีแลนไธโอนีนประกอบในโครงสร้าง ซ่ึงจะมีช่ือเรียกอีกช่ือหน่ึง

คือ แบคเทอริโอซินกลุ่มดัง่เดิม ซ่ึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ซบัคลาส ไดแ้ก่ 

 ซบัคลาส 2a เป็นกลุ่มแบคเทอริโอซินท่ีออกฤทธ์ิกบัแบคทีเรีย Listeria spp. ไดเ้ป็น

อยา่งดี โดยในกลุ่มน้ีประกอบไปดว้ย ลิวโคซิน เอ (Leucocin A) เมเซนเทอริซิน (Mecentericin) พีดิโอ

ซิน PA-1 (Pediocin PA-1) และ ซาคาซิน พี (Sakacin P) เป็นตน้ 

 ซับคลาส 2b เป็นแบคเทอริโอซินท่ีจะมีเปปไทด์อย่างน้อย 2 สายอยู่ร่วมกนัถึงจะ

แสดงกิจกรรมไดซ่ึ้งจะส่งเสริมการแสดงออกต่อการกาํจดัแบคทีเรียเป้าหมายไดอ้ยา่งมาก แบคเทอริ

โอซินในกลุ่มน้ี เช่น แลคโตซิน จี (Lactocin G) และ แพลนทาริซิน พี (Plantaricin P) เป็นตน้ 

 ซับคลาส 2c เป็นแบคเทอริโอซินมีขนาดเล็ก สามารถทนความร้อนได้ดีโดยจะมี

โครงสร้างสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มคือ ไธโอลไบโอติก (Thiolbiotic) คือ แบคเทอริโอซินท่ีมีกรดอะ

มิโนซีสเทอีนอยู่ 2 รูปแบบ แต่ซีสติไบโอติก (Cystibiotic) จะมีกรดอะมิโนซีสเทอีนเพียง 1 รูปแบบ

เท่านั้น   แบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ี เช่น แลคโตซิน เอ (Lactocin A) ไดเวอจิซิน เอ (Divergicin A) และ 

เอซิโดซิน บี (Acidocin B) เป็นตน้ 

แบคเทอริโอซินคลาส 3 เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาดใหญ่ (มวลมากกวา่ 30 กิโลดาลตนั) มี

คุณสมบติัท่ีไม่ทนต่ออุณหภูมิสูง โดยจะมีกลไกการออกฤทธ์ิกบัการเกิดกระบวนการเมทาบอลิซึม

ภายในเซลลโ์ดยจะเขา้ขดัขวางการเกิดการสร้างพนัธะระหวา่ง phosphoenolpyruvate โดยจะข้ึนอยูก่บั
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นํ้าตาลกลูโคสและแมนโนสในกระบวนการ phosphotransferase transport system แบคเทอริโอซินใน

กลุ่มน้ี เช่น เฮลวิติซิน (Helveticin)  ดิสกาแลคติซิน (Dysgalacticin) และ สเตรบโตคอคซิน 

(Streptococcin) 

แบคเทอริโอซินคลาส 4 เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีความซับซ้อนทางโครงสร้างและ

องคป์ระกอบ โดยจะมีช่ืออ่ืนท่ีใชเ้รียกไดแ้ก่ Complex bacteriocins และ Cyclic bacteriocins โดยจะมี

องคป์ระกอบในกลุ่มของลิพิดและคาร์โบไฮเดรตเป็นองคป์ระกอบเชิงซ้อน ซ่ึงทาํให้มีคุณสมบติัท่ีไม่

ทนต่อความร้อนและมีการตอบสนองท่ีไวต่อการยอ่ยของเอนไซมย์อ่ยคาร์โบไฮเดรตและเอนไซมย์อ่ย

ลิพิด แบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ีไดแ้ก่ ลิวโคนอคซิน (Leuconocin) และ อูเบอโรไลซิน (Uberolycin) 

เป็นตน้ 

สําหรับในประเทศไทย ก็มีผลิตภณัฑ์อาหารหมกัพื้นบา้นหลายชนิด เช่น ไส้กรอกอีสาน 

แหนม และขนมจีนท่ีทาํโดยภูมิปัญญาชาวบ้านในอดีตโดยอาศัยแบคทีเรียท่ีติดมากับวตัถุดิบ 

จนกระทัง่พฒันามาเป็นอุตสาหกรรมในปัจจุบนัโดยใชต้น้เช้ือแบคทีเรีย ในกระบวนการหมกัน้ีมีการ

ใชป้ระโยชน์จากแบคทีเรียกลุ่มแลคติค (lactic acid bacteria) เช่น แบคทีเรียในสกุล Lactobacillus sp., 

Pediococcus sp. และ Lactococcus sp. เป็นตน้ 

ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มแลคติคนอกจากจะผลิตกรดแลคติคออกมาทาํให้อาหารหมกัมีรสเปร้ียวแลว้ 

ยงัสามารถช่วยเพิ่มคุณค่าของอาหารหมกัในด้านความปลอดภยั และอายุการเก็บรักษา เน่ืองจาก

แบคทีเรียกลุ่มน้ีสร้างสาร แบคเทอริโอซินออกมาดว้ยเช่นกนั [2] แบคเทอริโอซินถูกคน้พบคร้ังแรก

เม่ือปี พ.ศ.2468 ในแบคทีเรียแกรมลบคือ Escherichia coli เรียกวา่ โคลิซิน (colicin) ซ่ึงโคลิซินน้ีจะมี

ผลยบัย ั้งแบคทีเรียเฉพาะกลุ่มท่ีมีสายพนัธ์ุใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุท่ีสร้าง แบคเทอริโอซิน เพปไทด์หรือ

โปรตีนท่ีใชใ้นการฆ่าแบคทีเรีย (bacteriocidal) ซ่ึงออกฤทธ์ิไดใ้นวงแคบและถูกดูดซบัไดโ้ดยตวัรับ 

(receptor) ท่ีอยูบ่นเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย หรืออาจกล่าวไดว้า่ แบคเทอริโอซิน เป็นเพป

ไทด์หรือโปรตีนท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีไวต่อสารน้ีไดเ้รียกวา่ แบคเทอริโอซิน [4] 

สามารถผลิตไดท้ั้งจากแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก โดยแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแก

รมลบและท่ีเป็นท่ีรู้จักมีอยู่  2 ชนิด คือ โคลิซิน (colicin) ซ่ึงผลิตโดย E. coli และไมโคลิซิน 

(micolicin) ซ่ึงผลิตโดยแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae ส่วนแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยจาก

แบคทีเรียแกรมบวก ส่วนใหญ่จะผลิตจาก แบคทีเรียแลคติค (lactic acid bacteria; LAB) สําหรับ       
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แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมบวกท่ีถูกค้นพบเป็นตวัแรก ในปี พ.ศ.2471 คือ ไนซิน 

(nisin) ซ่ึงผลิตโดยเช้ือแบคทีเรีย Lactococcus lactis 

การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินในอุตสาหกรรมอาหารเน่ืองจากแบคเทอริโอซินได้รับการ

ยอมรับวา่ มีความปลอดภยัและใชป้ระโยชน์ในทางอุตสาหกรรมอาหารมานานแลว้ ในปัจจุบนัไนซิน

เป็นแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจาก Lactococcus lactis ท่ีได้รับการยอมรับในด้านความปลอดภยัจาก 

FDA และ FAO/WHO โดยไนซินถูกนําไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารชนิดต่าง ๆ เช่น เคร่ืองด่ืม

แอลกอฮอล ์เนย อาหารกระป๋อง เน้ือสัตว ์มากกวา่ 50 ประเทศทัว่โลก [23] ซ่ึงสาเหตุสาํคญัของการท่ี

แบคเทอริโอซินได้รับการยอมรับและนาํมาใช้ประโยชน์ให้ในอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม 

เน่ืองจากสาเหตุสาํคญั 3 ประการคือ 

ประการท่ี 1 แบคเทอริโอซินจดัเป็นสารท่ีถูกผลิตข้ึนโดยแบคทีเรียท่ีมีสมบติัคล้ายกันสาร

ปฏิชีวนะ แต่ไม่ได้ถูกจัดเป็นสารปฏิชีวนะท่ีใช้เพื่อการรักษาโรคทางการแพทย์ซ่ึงห้ามใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม [24] เน่ืองจากแบคเทอริโอซิน มีขอ้แตกต่างจากสารปฏิชีวนะ ใน

เร่ืองของสมบติัการยบัย ั้งแบคทีเรีย กล่าวคือแบคเทอริโอซินจะมีขอบเขตการยบัย ั้งท่ีแคบและยบัย ั้งได้

ในกลุ่มสายพนัธ์ุท่ีใกลเ้คียงกนัเท่านั้น  

ประการท่ี 2 แบคเทอริโอซินมีความปลอดภยัต่อการบริโภค เน่ืองจากแบคเทอริโอซินเป็น           

เพปไทดท่ี์ถูกสังเคราะห์ข้ึน จึงทาํใหเ้ป็นสารฆ่าแบคทีเรียท่ีถูกยอ่ยสลายไดอ้ยา่งรวดเร็วโดยโปรตีเอส

ในลาํไส้ของมนุษย ์[25]  

ประการท่ี 3 แบคทีเรียกรดแลคติค ซ่ึงจดัเป็นแหล่งผลิตแบคเทอริโอซินท่ีสําคญัท่ีใช้ใน

อุตสาหกรรมอาหารมีความปลอดภยั เน่ืองจากแบคทีเรียแลคติค และผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากแบคทีเรียแล

คติค มีการบริโภคกนัมาอยา่งยาวนาน และไม่เคยมีรายงานวา่ก่อให้เกิดอนัตราย หรือส่งผลเสียให้แก่

มนุษย ์นอกจากน้ีแบคทีเรียแลคติคยงัจดัอยูใ่นบญัชีรายช่ือสารซ่ึงเป็นท่ียอมรับวา่ปลอดภยั (Generally 

recognized as safe; GRAS) [26] 

แบคเทอริโอซินท่ีนาํมาใชท้างการคา้คือ ไนซิน (nisin) ซ่ึงมีจาํหน่ายโดยใชช่ื้อวา่ Nisaplin™ 

สร้างจาก Lactococcus lactis และ เพดิโอซิน (pediocin PA-1) จาํหน่ายภายใตช่ื้อ ALTATA2431 สร้าง

จาก Pediococcus acidilactici ไนซินมีการใชแ้พร่หลายมากกวา่ 48 ประเทศ โดยองคก์ารอาหารและยา 

(FDA) ไดย้อมรับวา่ Nisaplin™ สามารถจาํหน่ายในรูปของสารป้องกนัการเน่าเสียท่ีมาจากธรรมชาติ    

ไนซินมีประสิทธิภาพในการย ับย ั้ งแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกได้หลายสปีชีส์ รวมทั้ ง Listeria 

monocytogenes ซ่ึงมกัก่อโรคในอาหารกระป๋อง และผลิตภณัฑ์นม นอกจาก Nisaplin™ แล้วยงัมี

ผลิตภัณฑ์ของแบคเทอริโอซิน ท่ีนํามาใช้ทางการค้า  เ ช่น  lacticin3147 และ  lacticin481 ซ่ึงมี
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ประสิทธิภาพในการใช้ถนอมอาหาร รวมทั้งช่วยเพิ่มรสชาติด้วย ดงันั้นแบคเทอริโอซินจึงน่าจะมี

ศกัยภาพในการเป็นสารถนอมอาหารทางเลือกท่ีปลอดภยั 

 

2.3 เช้ือก่อโรคในอาหาร  

แบคทีเรียเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษหลายชนิด ลกัษณะอาการของโรค ไดแ้ก่ ปวด

ท้อง คล่ืนไส้ อาเจียน ท้องร่วง ถ่ายอุจจาระเป็นมูกเลือด อาการเหล่าน้ีมักจะเกิดภายหลังการ

รับประทานอาหารชนิดเดียวกนั เกิดเวลาใกลเ้คียงกนั อาการคล่ืนไส้อาเจียน มกัเกิดจากสารเคมีท่ีเป็น

พิษ และเช้ือโรคในระบบทางเดินอาหารทั้งหมด อาการปวดทอ้งรุนแรงอาจเกิดจากสารพิษ เช่น เกลือ

ปรอท สารหนู สารท่ีทาํให้ระคายเคืองอยา่งมาก และเช้ือโรคทางเดินอาหารบางชนิด จากรายงานของ 

Ananchaipattana et al. [27] พบการปนเป้ือนของ coliform bacteria 67%, B. cereus 41%, S. aureus 

26% และ E. coli 28% จากเตา้หู้ 133 ตวัอยา่งท่ีจาํหน่ายในเขตกรุงเทพและปทุมธานี ซ่ึงแสดงให้เห็น

ไดว้่าเตา้หู้ท่ีมีขายตามทอ้งตลาดท่ีไม่ไดมี้การจดัการเร่ืองสุขอนามยัท่ีดีนั้น มีความเส่ียงต่อการเป็น

พาหะของการเกิดโรคจากอาหารได ้ 

 

2.4 จุลนิทรีย์ทีเ่กีย่วข้องกบัอาหารหมัก  

การหมัก (Fermentaion) คาํว่า การหมัก แปลว่าการทาํให้เกิดฟองหรือสภาพเดือด ทั้ งน้ี

เน่ืองจากการเกิดฟองซ่ึงเป็นผลมาจากก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีถูกปล่อยออกมาในระหว่างการ

เปล่ียนนํ้ าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ ต่อมา Gay Luss ac ไดใ้ห้คาํจาํกดัความของ “การหมกั” วา่ เป็นการ

แตกตวัของนํ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอลแ์ละก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์จนกระทั้ง Louis Pasteur สามารถ

สาธิตให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ของยีสต์ต่อปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงนํ้ าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ [28] 

ดงันั้น คาํวา่ การหมกัดอง จึงไปเก่ียวขอ้งกบัจุลินทรียแ์ละเอมไซน์มากท่ีสุด อยา่งไรก็ตามในปัจจุบนั

น้ีคาํว่า การหมกั หมายถึง กระบวนการท่ีเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของสารประกอบอินทรีย์ (เช่น 

คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมนั ) โดยอาศยักิจกรรมของเอมไซน์ (หรือตวัเร่งทางเคมี) ซ่ึงผลิต

ข้ึนมาจากจุลินทรียท่ี์จาํเพาะสําหรับความหมายของคาํว่า อาหารหมกั (Fermented foods) หมายถึง 

กลุ่มของอาหารท่ีพิเศษกลุ่มหน่ึง ซ่ึงส่วนประกอบของอาหาร (คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั) ถูก

เปล่ียนแปลงให้อยู่ในสภาพท่ีดีเหมาะต่อผูบ้ริโภคโดยอาศยัการหมกั แต่ทั้งน้ีตอ้งข้ึนกบัปัจจยัต่างๆ 

ดงัน้ีคือ สภาพธรรมชาติของอาหาร ชนิดของจุลินทรียท่ี์มีอยู ่รวมถึงสภาพแวดลอ้มท่ีมีผลต่อการเจริญ 

และเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย ์เป็นตน้ อย่างไรก็ตาม สําหรับอาหารหมกัดองน้ีจาํเป็นอย่างยิ่งทีเรา
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ต้องควบคุมชนิดของจุลินทรีย์ และสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์เพื่อให้

ผลิตภณัฑท่ี์ไดเ้ป็นไปตามความตอ้งการ  

ชนิดของการเปล่ียนแปลงจุลินทรียใ์นอาหารหมกั (Types of Microbial Changes in Fermented  

Foods) จุลินทรียมี์อยู่ตามธรรมชาติและเก่ียวขอ้งกบัอาหาร จะสามารถก่อให้เกิดผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้าก

การย่อยสลายหลายชนิด โดยข้ึนกบัส่วนประกอบหลกัของอาหารท่ีเหมาะสมกบัจุลินทรีย ์ ท่ีอยู่ใน

อาหารนั้น รวมถึงชนิดของจุลินทรียด์ว้ยในบางคร้ังจุลินทรียท่ี์เก่ียวขอ้งกบัอาหารอาจจดัเป็นกลุ่ม โดย

กลุ่มแรกคือ proteolytic organisms ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์ย่อยสลายโปรตีนและสารประกอบไนโตรเจน

อ่ืน ๆ ก่อให้เกิดกล่ินและการเหม็นเน่า ซ่ึงทาํให้ผูบ้ริโภคไม่ยอมรับถึงแมจ้ะมีปริมาณเพียงเล็กน้อยก็

ตาม กลุ่มท่ีสองคือ lipolytic organisms ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์ยอ่ยสายไขมนั ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) 

และสารอ่ืน ๆ ท่ีมีไขมันเป็นองค์ประกอบ ก่อเกิดกล่ินและรสชาติเหม็นหืน ส่วนกลุ่มสุดท้าย 

fermentative organisms เป็นจุลินทรียท่ี์เปล่ียนคาร์โบไฮเดรต และสารประกอบท่ีมีคาร์โบไฮเดรตเป็น

องคป์ระกอบ ใหเ้ป็นแอลกอฮอล ์กรดและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์[29]  

การควบคุมการหมักในอาหาร (Controlling Fermentation in Foods) ปัจจัยท่ีมีผลต่อการ

ควบคุมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย ์ในการหมกัอาหารประกอบไป

ดว้ย กรด แอลกอฮอล์ การใช้หัวเช้ือ อุณหภูมิ ออกซิเจน และเกลือ โดยท่ีปัจจยัเหล่าน้ีจะบ่งถึงชนิด

ของจุลินทรียซ่ึ์งอาจเจริญในอาหารหมกัในช่วงของการเก็บรักษาได ้ 

 

2.5 การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซิน 

 การนาํแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติคมาใชใ้นการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อ

โรคและก่อการเน่าเสียนั้นสามารถทาํไดใ้นหลากหลายรูปแบบ ซ่ึงมีการทาํการทดลองและการรายงาน

การวจิยัสู่สากล ไดแ้ก่ 

Pingitore et al.  [30]  ได้ทําการศึกษา เ ก่ีย วกับ กา รป ระยุก ต์ใช้แบค เท อริโอซิ น จา ก 
Enterococcus mundtii CRL35 และ Enterococcus faecium ST88Ch ในการย ับย ั้ งการเจ ริ ญข อง               

L. monocytogenes ในไมนสัชีสซ่ึงไดท้าํการทาํลองระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน

จาก E. mundtii CRL35 และ E. faecium ST88Ch พบวา่ ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงเพื่อการ

ผลิตแบคเทอริโอซินอยู่ระหว่าง 15-18 ชั่วโมง เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แล้วเม่ือนาํไป

ทดสอบการยบัย ั้ งการเจริญของ L. monocytogenes ในชีสภายใต้สภาวะแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 8-10        
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องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 วนั โดยผลของการทดสอบแสดงให้เห็นว่าแบคเทอริโอซินจาก       

E. mundtii CRL35 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes ไดต้ลอดระยะเวลา 12 วนัของการ

ทดลอง ซ่ึงดังงานวิจยัดังกล่าวแสดงให้เห็นได้ว่ามีความเป็นไปได้ท่ีจะนําแบคเทอริโอซินน้ีไป

ประยุกต์ใช้ในอาหารและ  Chen et al.   [31]  ได้ทําการศึกษาการผลิต แบคเทอริโอซินจาก          

Weissella hellenica D1501 ในการยดือายกุารเก็บรักษาเตา้หูแ้ผน่ โดยใชว้ธีิการเพาะเล้ียง W. hellenica 

D1501 ร่วมกบัแบคทีเรียก่อโรคและก่อการเน่าเสียคือ Kurthia gibsonii, S. aureus และ E. coli ในแผน่

เตา้หู้ แลว้ทาํการติดตามความเปล่ียนแปลงทั้งทางดา้นกายภาพและจุลชีววิทยาในสภาวะการทดสอบ

ดา้นอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั ผลพบว่า เตา้หู้แผ่นท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บ

รักษาได ้21 วนัเตา้หู้แผ่นท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได ้14 วนัและ

เตา้หู้แผ่นท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได ้7 วนั ซ่ึงเป็นวิธีการใหม่ใน

การเก็บรักษาเต้าหู้โดยการใช้แบคทีเ รียท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินผสมในแผ่นเต้า หู้              

Barbosa et al.   [ 32]  ไ ด้ ทํ า ก า ร ศึ ก ษ า เ ก่ี ย ว กั บ ก า ร ป ร ะ ยุ ก ต์ ใ ช้ แ บ ค เ ท อ ริ โ อ ซิ น จ า ก                     

Lactobacillus curvatus ท่ีคดัแยกมาจากซาลามิซ่ึงเป็นอาหารประเภทเน้ือท่ีมีการถนอมโดยการแปรรูป

และรมควนัเพื่อนาํมายบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogynes ในซาลามิโดยการศึกษาปัจจยัร่วมต่าง ๆ 

เช่น ค่า pH ค่า Aw และการทาํให้บริสุทธ์ิอยา่งง่าย พบวา่ การใชเ้กลือแอมโมเนียมซลัเฟตในการเพิ่ม

ความบริสุทธ์ิสามารถเพิ่มกิจกรรมการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคไดม้ากข้ึนสูงสุดถึง 4 เท่า

และค่า pH ท่ีแบคเทอริโอซินทาํงานอย่างเหมาะสมคือ pH 6 ซ่ึงตลอดการติดตามการเจริญของ           

L. monocytogenes ในตวัอย่างซาลามิตลอดระยะเวลา 30 วนัจะพบการเจริญของ L. monocytogenes 

เร่ิมมีความแตกต่างจากชุดควบคุมตั้งแต่เม่ือระยะเวลาผา่นไป 4 วนัของการทดลอง ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่

แบคเทอริโอซินจาก  L. curvatus ท่ี มีการเพิ่มความบริสุทธ์ินั้ นสามารถย ับย ั้ งการเจริญของ                       

L.  monocytogenes ใ นซ า ล า มิ ไ ด้ เ ป็ นอย่า ง ดี เ ม่ื อ เป รีย บ เ ที ยบ กับชุ ดค วบ คุม ท่ี ไม่ มี ก าร เ ติม                           

แบคเทอริโอซินลงไป และงานวิจยัของ Gao et al.  [33] ไดท้าํการศึกษาการเพาะเล้ียง Lb. sakei C2 

ร่วมกับ sakacin C2 ในรูปแบบการทาํงานร่วมกันเพื่อยบัย ั้งการเจริญของ L. monocytogenes ใน

ตัวอย่างแฮมสไลด์โดยทําการศึกษาสภาวะท่ีเปล่ียนไประหว่างการเพาะเล้ียง เช่น ค่า  pH ท่ี

เปล่ียนแปลงไป ปริมาณแบคทีเรียก่อโรคท่ีเปล่ียนแปลงไปตลอดระยะเวลาในการทดลอง 60 วนั 

พบวา่ ในระหวา่งการเพาะเล้ียงตั้งแต่วนัแรกของการเพาะเล้ียงค่า pH ลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนวนัสุดทา้ย

ของการทดลองค่าอยู่ท่ี 5.2 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับการเจริญจะเห็นได้ว่ามีการลดจาํนวนลงของ            
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L.  monocytogenes อย่า ง ต่อ เ น่ือง จนก ระ ทั่ง ว ัน ท่ี  30 ข อง ก า รท ดล อง ไ ม่ พ บ ก า ร เจ ริญ ข อ ง                             

L. monocytogenes จนกระทัง่ส้ินสุดการทดลอง จึงแสดงให้เห็นวา่การเพาะเล้ียง Lb. sakei C2 ร่วมกบั 

sakacin C2 ยบัย ั้งการเจริญและการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรีย L. monocytogenes ไดเ้ป็นอย่างดีตลอด

ช่วงเวลาของการทดลอง 



บทที ่3 

วธีิดาํเนินการทดลอง 

 

3.1 วสัดุ อุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 กระดาษกรอง (Filter paper) 

3.1.2 ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือ (Media button) 

3.1.3 จานเพาะเช้ือ (Petri dish) 

3.1.4 ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol burner) 

3.1.5 ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 

3.1.6 ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) 

3.1.7 ห่วงถ่ายเช้ือ (Loop) 

3.1.8 หลอดทดลอง (Test tube) 

3.1.9 หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) 

3.1.10 เคร่ืองดูดจ่ายสารละลาย (Micropipette) 

3.1.11 เคร่ืองชัง่สาร (Balance) 

3.1.12 เคร่ืองตีบดตวัอยา่งอาหาร (Stomacher) 

3.1.13 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) 

3.1.14 เคร่ืองหมุนเหวีย่งแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) 

3.1.15 เตาใหค้วามร้อน (Hot plate) 

3.1.16 แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ (Spreader) 

3.1.17 แท่นวางหลอดทดลอง (Lack) 

3.1.18 เคร่ืองจ่ายสารอตัโนมติัแบบหมุนวน (Spiral plate) 

3.1.19 Agar-agar 

3.1.20 Baird-parker agar base 

3.1.21 Calcium carbonate (CaCO3) 
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3.1.22 Egg-yolk solution 

3.1.23 Enterobacter sakazakii agar 

3.1.24 Kovac’s oxidase reagent 

3.1.25 MacConkey agar 

3.1.26 Magnesium sulfate (MgSO4•7H2O) 

3.1.27 MRS broth 

3.1.28 MYP agar base 

3.1.29 Plate count agar 

3.1.30 Potassium tellurite hydrate 

3.1.31 Sodium chloride (NaCl) 

3.1.32 Trypticase soya broth 

3.1.33 Vivantis GF-1 Nucleic Acid Extraction kits 

3.1.34 3% Hydrogen peroxide (3% H2O2) 

3.1.35 80% Glycerol 

 

3.2 วธีิการทดลอง 

3.2.1 การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากอาหารหมกัดอง 

 อาหารหมกัดองท่ีใช้ได้มาจากตลาดในพื้นท่ีโดยรอบมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราช

มงคลธัญบุรี จงัหวดัปทุมธานี จาํนวน 50 ตวัอย่าง ชั่งตวัอย่างอาหารปริมาณ 25 กรัม จากนั้นเติม

อาหาร MRS broth ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นตีบดตวัอยา่งอาหารให้เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ยเคร่ือง  

ตีบดอาหาร (stomacher) ด้วยความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 2 นาที จากนั้ นทาํการเจือจางลําดับส่วน     

(Serial dilution) ให้อยูใ่นระดบัเจือจางท่ีเหมาะสมจากนั้นดูดสารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบน

อาหาร MRS agar ท่ีมีการเติม CaCO3  ร้อยละ 0.3 จากนั้นทาํการเกล่ียเช้ือ (Spread plate) ให้ทัว่อาหาร

เพื่อทาํการแยกเช้ือ จากนั้นเททบัหนา้ดว้ยอาหาร MRS agar ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บนผิวหนา้อาหาร 

แล้วนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง โดยจะเลือกโคโลนีท่ีเจริญให้

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwie5b20v47SAhWHRI8KHaufAyEQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.vivantechnologies.com%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26view%3Darticle%26id%3D73%3Agf-1-nucleic-acid-extraction-kits%26catid%3D12%3Anews%26Itemid%3D7&usg=AFQjCNF0GyzPrulAOPneICdA5MaA5oiM5g
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อาหารท่ีเททบัหน้าโดยมีโซนใสรอบโคโลนี จากนั้นนาํไปตรวจลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของโดย

การยอ้มสีแกรมเซลลแ์ละส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

3.2.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมีบางประการและระบุสายพันธ์ุการหาลําดับทาง

พนัธุกรรม 

   3.2.2.1 ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดส (Oxidase test) 

ทดสอบโดยใช้ไมแ้หลมท่ีฆ่าเช้ือแลว้เข่ียเช้ือจากโคโลนีมาเล็กน้อยขีดเป็นเส้นตรง

บนกระดาษกรองท่ีฆ่าเช้ือแล้วจากนั้ นหยด Oxidase reagent ทับเส้นขีดเช้ือ สังเกตการ

เปล่ียนแปลงภายใน 10 วนิาทีหลงัจากหยดสารทดสอบ [34] 

 3.2.2.2 ทดสอบปฏิกิริยาคะตาเลส (Catalase test) 

  ทดสอบโดยใช ้3% H2O2 ลงบนแผน่สไลดท่ี์ฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นนาํไมแ้หลมท่ีฆ่าเช้ือ

แลว้เข่ียเช้ือจากโคโลนีมาเล็กนอ้ยผสมเขา้กบัหยดของ 3% H2O2 แลว้สังเกตการเปล่ียนแปลงทนัทีเม่ือ

เช้ือสัมผสักบัสารทดสอบ [34] 

  3.2.2.3 การระบุสายพนัธ์ุของแบคทีเรียการหาลาํดบัทางพนัธุกรรม 

  นาํแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัเลือกเพาะเล้ียงในอาหาร MRS ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียดว้ยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทาํการสกดัสารพนัธุกรรมด้วย Vivantis GF-1 Nucleic 

Acid Extraction kits แลว้นาํสารพนัธุกรรมท่ีไดส่้งตรวจหาลาํดบั 16S rDNAทางพนัธุกรรมท่ีบริษทั 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้โดยจะส่งตรวจในสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือก 

 

3.2.3 การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้

  3.2.3.1 การเตรียมแบคเทอริโอซินเพื่อทดสอบจากแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัแยกได ้

นําแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคัดแยกได้มาเล้ียงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบ่มในตูบ้่มเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นาํไปป่ัน

เหวี่ยงด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง  ท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้แยกส่วนใส

นาํไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwie5b20v47SAhWHRI8KHaufAyEQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.vivantechnologies.com%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26view%3Darticle%26id%3D73%3Agf-1-nucleic-acid-extraction-kits%26catid%3D12%3Anews%26Itemid%3D7&usg=AFQjCNF0GyzPrulAOPneICdA5MaA5oiM5g
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwie5b20v47SAhWHRI8KHaufAyEQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.vivantechnologies.com%2Findex.php%3Foption%3Dcom_content%26view%3Darticle%26id%3D73%3Agf-1-nucleic-acid-extraction-kits%26catid%3D12%3Anews%26Itemid%3D7&usg=AFQjCNF0GyzPrulAOPneICdA5MaA5oiM5g


33 
 

   3.2.3.2 การเตรียมจานเพาะเช้ือและการทดสอบดว้ยวธีิ Agar well diffusion 

  นาํแบคทีเรียก่อโรคไดแ้ก่ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli 

แล ะ  Cronobacter sakazakii เ ล้ี ย ง ใ นอา หา ร  TSB  ป ริม า ตร  50 มิ ล ลิ ลิ ตร  บ่ ม ท่ี อุณ หภู มิ  35                     

องศาเซลเซียส เขย่าท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ส่วน Yersinia enterocolitica เล้ียงใน

อาหาร TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

18 ชัว่โมง จากนั้นเม่ือครบกาํหนดนาํแบคทีเรียก่อโรคท่ีไดถ่้ายใส่ในอาหาร soft TSA (0.75% Agar 

(w/v)) และเติมเช้ือตั้งตน้ให้มีความเขม้ขน้อยู่ท่ี 105-106 CFU/ml จากนั้นผสมให้เป็นเน้ือเดียวกัน 

จากนั้นเทใส่จานเพาะเช้ือจานละ 25 มิลลิลิตร ตั้งรอใหอ้าหารแขง็ตวัแลว้จากนั้นใชแ้ท่งเจาะรูเส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร จากนั้นนาํแบคเทอริโอซินถ่ายลงหลุมท่ีเจาะแลว้นาํไปบ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง [35] 

 

3.2.4 การทดสอบยืนย ันคุณสมบัติบางประการของสารละลาย ท่ีปราศจากเซลล์                      

(cell-free supernatant) ของแบคทีเรียกรดแลคติค 

3.2.4.1 การทนต่ออุณหภูมิสูงและจุดเยอืกแขง็ 

  ทาํการเตรียม cell-free supernatant โดยแยกส่วนใสออกจากเซลลแ์ลว้นาํส่วนใสท่ีได้

แบ่งออกเป็นส่วนย่อย ๆ  ใส่หลอดป่ันเหวี่ยงขนาดเล็กแล้วนําไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95             

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 15, 20 และ 30 นาที นาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิตํ่ากวา่ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

7 วนั แลว้นาํสารไปทดสอบโดยวธีิ Agar well diffusion  

   3.2.4.2 การยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมโ์ปรติเนส เค (Proteinase K) 

  ทาํการเตรียม cell-free supernatant แล้วเติมเอนไซม์ Proteinase K โดยปรับความ

เขม้ขน้ของ Proteinase K เท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้นาํสารไปทดสอบโดยวธีิ Agar well diffusion โดยทาํการทดสอบเปรียบเทียบ

กบั แบคเทอริโอซินท่ีไม่ใส่เอนไซม ์Proteinase K ซ่ึงใชเ้ป็นชุดควบคุม 
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3.2.5 การทดสอบความสามารถของ cell-free supernatant ท่ีคดัเลือกในการยบัย ั้งการเจริญ

ของแบคทีเรียก่อโรคในสภาวะควบคุม 

ทําการนําแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคัดเลือกไว้เพาะเล้ียงในอาหาร MRS ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปบ่มในตูบ้่มเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นาํไปป่ัน

เหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้แยกส่วนใสออก

แลว้นาํส่วนใสไปให้ความร้อนดว้ย ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทาํมาผสม

ในอาหาร 2X BHI ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลว้จึงเติมแบคทีเรียก่อโรคไดแ้ก่ B. cereus, S. aureus และ 

Cr. sakazakii ส่วน Y. enterocolitica โดยแยกทดสอบ ลงไปในสารละลายทดสอบให้มีค่าความขุ่น

ในช่วงของค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.1 จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ

ท่ีเหมาะสม เขยา่ 150 รอบต่อนาที แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งสารละลายวดัค่าความขุ่นในช่วงของค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรทุก ๆ 3 ชัว่โมง 

 

3.2.6 การหาค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุด cell-free supernatant ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญและกาํจดั

แบคทีเรียก่อโรคบางสายพนัธ์ุ 

 ทาํการทดสอบการหาค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญ (Minimum Inhibitory 

Concentration) และค่าความเข้มข้นตํ่ าสุดท่ีสามารถกําจัดแบคทีเรียได้ (Minimum Bactericidal 

Concentration) ของแบคทีเรียก่อโรค โดยทาํการเตรียม cell-free supernatant จากแบคทีเรียกรดแล

คติคท่ีคดัเลือกไวโ้ดยใชว้ธีิการทดสอบใน 96- well plates โดยใชก้ารเจือจาง 2 เท่าในการเจือจางความ

เขม้ขน้สารทดสอบ โดยก่อนท่ีจะมีการเจือจางจะทาํการถ่ายอาหาร BHI ความเขม้ขน้ 2 เท่าลงไปหลุม

ละ 100 ไมโครลิตรและใชส้ารทดสอบเร่ิมตน้ 100 ไมโครลิตร จากนั้นเม่ือทาํการเจือจางเสร็จส้ินจึงใส่

แบคทีเรียเป้าหมายลงไปท่ีมีความเขม้ขน้เซลล์ 104 CFU/mL. ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สําหรับ B. cereus, S. aureus และ Cr. sakazakii 

ส่วน Y. enterocolitica บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการตรวจวดัการ

การเจริญของเซลล์แบคทีเรียโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยเคร่ือง 

Microplate Reader รุ่น Biochrom EZ Read 2000 และจากนั้นทาํการนําช่องท่ีไม่มีการเจริญ ทาํการ

เพาะเล้ียงในอาหาร TSA จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สาํหรับ B. 
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cereus, S. aureus และ Cr. sakazakii ส่วน Y. enterocolitica บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง สังเกตการเจริญ 

3.2.7 การประยกุตใ์ชแ้บคเทอริโอซินในการยดือายกุารเก็บรักษาอาหารสด 

3.2.7.1 การเตรียมเตา้หู้แผน่และการนาํแบคเทอริโอซินประยุกตใ์ชใ้นการเคลือบผิว

เตา้หูแ้ผน่ 

นาํถัว่เหลืองท่ีลอกเปลือกออกแลว้มาแช่นํ้ าทิ้งไว ้2-3 ชัว่โมง จากนั้นนาํมา

ป่ันใหล้ะเอียดโดยอตัราส่วนของถัว่เหลืองต่อนํ้าสะอาดเท่ากบั 1 ต่อ 3 เท่าจากนั้นป่ันใหถ้ัว่เหลืองแตก

ออกแลว้ใชผ้า้ขาวบางกรองแยกกากกบัส่วนท่ีเป็นนํ้ าออกจากกนั ทาํการกรองซํ้ าอีก 1 คร้ัง แลว้นาํนํ้า

เตา้หู้ท่ีไดไ้ปตม้ให้ความร้อนจนเดือด จากนั้นพกัไวจ้นอุณหภูมิลดลงเหลือ 70-80 องศาเซลเซียส จึง

เติมแมกนีเซียมซลัเฟต 1.5 กรัมต่อลิตร แลว้คนใหผ้สมกนัจนเกิดการตกตะกอน แลว้จึงตกัใส่แม่พิมพ์

เตา้หูแ้ลว้ใชข้องหนกัประมาณ 2 กิโลกรัมทบัไวป้ระมาณ 30 นาที จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือโดยใช้หมอ้

น่ึงความดนัไอ ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเตรียม cell-free supernatant 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลว้นาํเตา้หู้แผ่นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือมาแช่ใน cell-free supernatant เป็นเวลา 2 

นาที จากนั้นล้างดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 1 คร้ัง จากนั้นนาํเตา้หู้แผ่นใส่จานเพาะเช้ือท่ีฆ่าเช้ือแลว้

ปริมาณ 10 กรัม จากนั้นนาํแบคทีเรียตั้งตน้ใส่ในเตา้หูแ้ผน่ตวัอยา่งละ 10 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แลว้ทาํการเก็บตวัอย่างมาตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพและคุณภาพ

ดา้นจุลชีววทิยาทุก ๆ 6 ชัว่โมง 

  3.2.7.2 การเตรียมเส้นก๋วยเต๋ียว 

   นําแป้งสาลี แป้งข้าวเจ้าและแป้งมนัสําปะหลังผสมกันตามอตัราส่วนท่ี

กาํหนดแลว้จากนั้นทาํการนวดแป้งและทาํให้อยูใ่นรูปของเส้นก๋วยเต๋ียวแลว้จึงทาํการลวกเส้นให้สุก 

จากนั้นตกัเส้นลงแช่ในนํ้ าเยน็ 1 คร้ัง แลว้จากนั้นทาํการแช่เส้นก๋วยเต๋ียวใน cell-free supernatant เป็น

เวลา 2 นาที จากนั้นก็ทาํการล้างด้วยนํ้ าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วอีก 1 จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30  

องศาเซลเซียส แลว้ทาํการเก็บตวัอยา่งมาตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพและคุณภาพดา้นจุลชีววิทยา

ทุก ๆ 6 ชัว่โมง 
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  3.2.7.3 การเตรียมขนมจีนเส้นสด 

การเตรียมขนมจีนเส้นสดเพื่อการทดสอบนาํแป้งขา้วโม่ขนมจีนสําหรับทาํ

เส้นสดจากโรงงานทาํขนมจีน ในจงัหวดันนทบุรี ผสมนํ้ าสะอาดและเกลือตามอตัราส่วน จากนั้นทาํ

การโรยเส้นท่ีนํ้าร้อนอุณหภูมิ 85-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 1-2 นาที สังเกตการณ์ลอยของ

เส้นข้ึนสู่ผวินํ้า จึงตกัเส้นขนมจีนท่ีไดแ้ช่ในนํ้าเยน็ทนัที จากนั้นนาํไปทดสอบในขั้นต่อไป 

3.2.7.4 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรคเพื่อใชใ้นการทดสอบ 

  นําแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ B. cereus, S. aureus, E. coli และ Cr. sakazakii เล้ียงใน

อาหาร TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

18 ชั่วโมง ส่วน Y. enterocolitica เ ล้ียงในอาหาร TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25         

องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นเม่ือครบกาํหนดทาํการเจือจางให้

แต่ละแบคทีเรียปริมาณเท่ากบั 103
 CFU/mL. จากนั้นจึงแบคทีเรียก่อโรคทั้งหมดมาผสมกนัแลว้เติมใน

เตา้หูแ้ผน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัม 

 

3.2.8 การทดสอบทางดา้นจุลชีววทิยา 

  นาํตวัอยา่งใส่ถุงตีบดตวัอยา่ง แลว้ใส่ peptone salt solution 90 มิลลิลิตร จากนั้นตีบด

ดว้ยความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 2 นาที แลว้จึงทาํการเจือจางลาํดบัส่วนให้ไดช่้วงท่ีเหมาะสม แลว้นาํไป

วิ เคราะห์หาปริมาณจุลินทรีย์เ ป้ าหมาย ได้แ ก่  total plate count, B.  cereus, S.  aureus, E. coli,                 

Cr.  sakazakii แ ล ะ  Y.  enterocolitica บ น อ า ห า ร  PCA, MYPEA, Baird- Parker, EMB agar,   

Enterobacter agar และ MacConkey agar ตามลาํดบั จากนั้นนาํอาหาร PCA, Baird-Parker และ EMB 

agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อาหาร MYPEA, Enterobacter agar และ 

MacConkey agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   24-48 ชัว่โมง [36] 

 

3.2.9 การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 

 นาํขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองหาค่าความแตกต่างทางสถิติดว้ย paired sample test ท่ี P < 0.05 

โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS statistic เวอร์ชนั 24.0 



บทที ่4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลการคัดแยกและคัดเลือกแบคทเีรียกรดแลคติคจากอาหารหมักดอง 

 จากการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากอาหารหมกัดองพื้นบา้นของไทยทั้งหมด 50 ตวัอยา่ง ซ่ึง

แบ่งออกเป็นอาหารกลุ่มเน้ือสัตว ์กลุ่มผกั กลุ่มผลไมแ้ละกลุ่มธัญพืช จาํนวน 18, 17, 10 และ 5 ตวัอย่าง 

ตามลาํดับโดยสามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคได้ทั้ งส้ิน 464 สายพนัธ์ุ ตามภาคผนวก ค. ซ่ึงจาก

แบคทีเรียกรดแลคติคทั้งหมดท่ีคดัแยกไดมี้เพียง 343 สายพนัธ์ุท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้คิดเป็น

ร้อยละ 73.92 โดยใช้จุลินทรียใ์นการทดสอบการยบัย ั้งได้แก่ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

Yersinia enterocolitica และ Cronobacter sakazakii ซ่ึงแบ่งตามความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อ

โรคไดด้งัน้ี 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้4 สายพนัธ์ุ (B. cereus, S. aureus, Y. enterocolitica และ  

Cr. sakazakii) จาํนวน 65 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 19.0 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้3 สายพนัธ์ุ (B. cereus, S. aureus และ Y. enterocolitica) 

จาํนวน 111 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 32.4 

 แบ ค ที เรียก รดแล ค ติค ท่ี ส าม ารถ ย ับ ย ั้ งได้  3 ส ายพัน ธ์ุ  (B. cereus, Cr. sakazakii แล ะ  Y. 

enterocolitica) จาํนวน 1 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 0.3 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได้ 3 สายพนัธ์ุ (B. cereus, Cr. sakazakii และ S. aureus)     

จาํนวน 8 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 2.4 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้ งได้ 3 สายพันธ์ุ (B. cereus, Y. enterocolitica และ Cr. 

sakazakii) จาํนวน 6 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 2.0 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้ งได้ 3 สายพันธ์ุ (S. aureus, Y. enterocolitica และ Cr. 

sakazakii) จาํนวน 21 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 6.1 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้2 สายพนัธ์ุ (B. cereus และ Y. enterocolitica) จาํนวน 11 

สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 3.2 
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 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได้ 2 สายพนัธ์ุ (B. cereus และ S. aureus) จาํนวน 7 สาย

พนัธ์ุ    คิดเป็นร้อยละ 2.1 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้2 สายพนัธ์ุ (Y. enterocolitica และ S. aureus) จาํนวน 41     

สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 12.0 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้ งได้ 2 สายพันธ์ุ (Y. enterocolitica และ Cr. sakazakii) 

จาํนวน 1     สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 0.3 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได้ 2 สายพนัธ์ุ (S. aureus และ Cr. sakazakii) จาํนวน 15 

สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อยละ 4.4 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้1 สายพนัธ์ุ (S. aureus) จาํนวน 38 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อย

ละ 11.1 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได ้1 สายพนัธ์ุ (B. cereus) จาํนวน 8 สายพนัธ์ุ คิดเป็นร้อย

ละ 2.33 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถยบัย ั้งได้ 1 สายพันธ์ุ (Y. enterocolitica) จาํนวน 5 สายพันธ์ุ       

คิดเป็นร้อยละ 1.5 

 แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีสามารถย ับย ั้ งได้ 1 สายพันธ์ุ (Cr. sakazakii) จํานวน 5 สายพันธ์ุ            

คิดเป็นร้อยละ 1.5 

  

4.2 ผลการทดสอบยืนยนัคุณสมบัติบางประการของ cell-free supernatant ของแบคทเีรียกรดแลคติค 

 จากการท่ีได้มีการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีบางประการเพื่อเป็นการยืนยนัในเบ้ืองตน้ถึง

คุณสมบติัการเป็นโปรตีนของแบคเทอริโอซิน.โดยคุณสมบติัแรกท่ีทดสอบยืนยนัคือความมีสมบติัเป็น

โปรตีน พบวา่ เม่ือมีการเติมเอนไซม ์Proteinase K ลงไปในชุดทดสอบและมีการบ่มตามสภาวะท่ีกาํหนด

และทดสอบโดยวธีิ Agar well diffusion จะปรากฏให้เห็นกิจกรรมการยบัย ั้งท่ีหายไปจากแบคเทอริโอซิน

ท่ีมีการเติมเอนไซม ์Proteinase K ซ่ึงสามารถนาํมาเป็นผลเพื่อยืนยนัถึงการมีคุณสมบติัท่ีเป็นโปรตีน และ

คุณสมบติัในแง่การทนต่ออุณหภูมิสูง โดยในการทดสอบใชอุ้ณหภูมิในการทดสอบท่ี 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลาสูงสุด 30 นาที พบว่า กิจกรรมการยบัย ั้งจุลินทรียเ์ป้าหมายนั้นยงัคงมีอยู่ในระดบัท่ีไม่มีความ

เปล่ียนแปลงในแง่ของการเกิดโซนยบัย ั้งในการทดสอบ.ซ่ึงตรงตามคุณสมบัติในแง่ของการทนต่อ

อุณหภูมิท่ีสูง และเม่ือทาํการทดสอบการทนต่ออุณภูมิท่ีตํ่ากวา่จุดเยือกแข็งเป็นเวลา 7 วนั พบวา่กิจกรรม
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การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์มียงัมีค่าท่ีใกลเ้คียงกบัชุดควบคุมซ่ึงแสดงให้เห็นเวา่แบคเทอริโอซินท่ี

ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกสามารถทนต่ออุณหภูมิท่ีตํ่ากวา่จุดเยอืกแขง็ไดเ้ช่นกนั 

     

 

รูปที่ 4.1 ผลการทดสอบยืนยนัคุณสมบัติความเป็นโปรตีน โดยการเติมเอนไซม์ Proteinase K ความ

เขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (P+) และชุดควบคุม (P-) เม่ือทดสอบกบั CFS จาก Lactococcus 

lactis (Pos), Lactobacillus plantarum L.175 (L. 4 5 9 )  แ ล ะ  Lactobacillus plantarum L.180     

(L. 464) โดยใช้แบคทีเรียก่อโรคเป็นดัชนีช้ีวดัได้แก่ Y. enterocolitica (ก.) B. cereus (ข.) S. 

aureus (ค.) และ Cr. sakazakii (ง.) 
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รูปที่ 4.2 ผลการทดสอบความทนต่ออุณหภูมิสูง (95 องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 10 นาที (1), 15 นาที (2),           

20 นาที (3) และ 30 นาที (4) และอุณหภูมิเยือกแข็ง (0 องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 7 วนั (F) เม่ือ

ทดสอบกบั CFS จาก Lactobacillus plantarum L.175 (L. 459; ก.), Lactococcus lactis (Pos; ข.) 

, Lactobacillus plantarum L. 180 (L. 464; ค.) และ LAB ท่ีไม่ใหผ้ลการยบัย ั้ง (Neg; ง.) 

 

4.3 ผลการทดสอบความสามารถของ cell-free supernatant ที่คัดเลือกในการยับยั้ งการเจริญของ

แบคทเีรียก่อโรคในสภาวะควบคุม 

 จากการทดสอบการใช้ CFS จากแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคัดเลือกไว ้ทําการผสมในอาหาร         

2X BHI และได้เติมจุลินทรียก่์อโรคและวดัผลในการเจริญ พบว่า ชุดควบคุมมีการเจริญของแบคทีเรีย   

ก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุมีการเจริญตั้งแต่ชัว่โมงแรกของการทดสอบและมีอตัราการเจริญท่ีเพิ่มอยา่งต่อเน่ือง 

ซ่ึงผลแสดงในแนวโน้มเช่นเดียวกบัชุดการทดสอบ Neg ซ่ึงมีการเจริญในช่วงตั้งแต่หลงัชัว่โมงท่ี 3 ของ

การทดลอง ซ่ึงแตกต่างจากชุดทดลองอ่ืน โดยตั้งแต่ชัว่โมงแรกของการทดลองจนกระทัง่ชัว่โมงท่ี 72 ของ

การทดลอง ไม่มีการปรากฏการเพิ่มจาํนวนของเซลล์ของแบคทีเรีย ซ่ึงเม่ือทาํการนาํตวัอยา่งสารละลายใน

ชุดทดลองมาทาํการเพาะเล้ียงบนอาหาร TSA จะไม่พบการเจริญของ S. aureus, Y. enterocolitica และ  

Cr. sakazakii แต่มีการพ บ การเจริญ ในชุดของการท ดส อบท่ี มีการเติม  B. cereus ซ่ึ งแส ดงได้ว่า               

แบคเทอริโอซินท่ีมาอยู่ใน CFS สามารถยบัย ั้งการเจริญและฆ่าจุลินทรียท์ั้ง 3 สายพนัธ์ุได ้แต่เน่ืองจาก    

B. cereus อยู่ในรูปของเอนโดสปอร์ ซ่ึงแบคเทอริโอซินสามารถทําลายในส่วนของผนังเซลล์ของ
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แบคทีเรียได ้แต่ไม่สามารถทาํให้เอนโดสปอร์ของแบคทีเรียเกิดความเสียหายซ่ึงเป็นการฆ่าจุลินทรียท่ี์

สร้างเอนโดสปอร์ได ้

 

 
รูปที่ 4.3 การเจริญของ Bacillus cereus ในสภาวะควบคุมด้วยความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 50% ของ CFS 

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยา่ 150 รอบต่อนาที 

 
รูปที่ 4.4 การเจริญของ Staphylococcus aureus ในสภาวะควบคุมด้วยความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 50% ของ 

CFS อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เขยา่ 150 รอบต่อนาที 
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รูปที่ 4.5 การเจริญของ Cronobacter sakazakii ในสภาวะควบคุมด้วยความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 50% ของ 

CFS อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เขยา่ 150 รอบต่อนาที 

 

 
รูปที่ 4.6 การเจริญของ Yersinia enterocolitica ในสภาวะควบคุมด้วยความเข้มข้นสุดท้ายท่ี 50% ของ 

CFS อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   เขยา่ 150 รอบต่อนาที 
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4.4  การหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุด cell-free supernatant ที่สามารถยับยั้งการเจริญและกําจัดแบคทีเรียก่อ

โรคบางสายพนัธ์ุ 

 จากการคดัเลือกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีมีความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซิน

ท่ีดีท่ีสุดแล้วได้ทาํการเพาะเล้ียง จากนั้นนํา CFS ท่ีได้ทาํการทดสอบค่า MIC และ MBC ต่อแบคทีเรีย    

ก่อโรคสายพนัธ์ุได้แก่ S. aureus, Y. enterocolitica, Cr. Sakazakii และ B. cereus (รูปแบบเอนโดสปอร์

และเซลลป์กติ) พบวา่ สายพนัธ์ุ L.175 มีค่า MIC และ MBC อยูท่ี่ 25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ต่อแบคทีเรีย

ก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุ แต่แบคเทอริโอซินท่ีอยูใ่นรูป CFS ไม่สามารถกาํจดั B. cereus ท่ีอยูใ่นรูปแบบของ

เอนโดสปอร์ได้ L.180 มีค่า MIC และ MBC อยู่ท่ี 12.5 และ 25 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร ต่อแบคทีเรีย     

ก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุ และแบคเทอริโอซินท่ีนาํไปผา่นกระบวนการ spray dry โดยมีการใช ้maltodextrin 

ปริมาณคิดเป็นร้อยละ 10 (w/v) ของปริมาตร CFS ท่ีนาํมาผา่นกระบวนการเพื่อการทาํให้เป็นผงไดอ้ยา่ง

สมบูรณ์พบว่า กิจกรรมการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคของ CFS จากแบคทีเรียกรดแลคติคทั้ง 2 สายพนัธ์ุมี

ความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้ โดยค่า MIC ของแบคทีเรียกรดแลคติครหัสL.459 (L.175 เดิม) 

และ L. 464 (L.180 เดิม ) มี ค่ าอยู่ ท่ี  100 มิ ล ลิก รัม ต่อมิ ลลิ ลิตรของทั้ ง  2 ส ายพัน ธ์ุ  ซ่ึ ง CFS ของ                 

แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากทั้ง 2 สายพนัธ์ุน้ีและท่ีอยูใ่นรูปแบบของเหลวและแบบผงแห้งไม่สามารถกาํจดั 

B. cereus ท่ีอยู่ในรูปแบบของเอนโดสปอร์ได้เช่นกัน.เน่ืองจากแบคเทอริโอซินนั้นจะมีกลไกในการ

ทาํลายในส่วนของผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกได้เป็นอย่างดี.แต่ผนังของเอนโดสปอร์นั้ นมี

โครงสร้างท่ีมีความแตกต่างกบัโครงสร้างของผนงัเซลล ์ซ่ึงไม่มีส่วนท่ีเป็นตวัรับกบัแบคเทอริโอซิน 

 

4.5 การประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินในการยืดอายุการเกบ็รักษาอาหารสด 

 เม่ือนาํแบคเทอริโอซินท่ีอยูใ่นรูป CFS ของแบคทีเรียกรดแลคติครหสั L. 459 ทาํการทดสอบการ

ยืดอายุการเก็บรักษาของตวัอย่างอาหาร 2 ชนิดไดแ้ก่ เตา้หู้แผน่และก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ โดยมีการเติมกลา้

เช้ือแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุ พบวา่ ในชุดควบคุม (อาหารเล้ียงเช้ือ MRS) ของตวัอยา่งอาหารทั้ง 2 

ชนิดให้ผลการทดสอบท่ีสอดคล้องกนั โดยการเน่าเสียของตวัอย่างอาหารทั้ง 2 ชนิดเกิดการเน่าเสียท่ี
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รวดเร็วกว่าตวัอย่างอาหารท่ีไม่ผ่านการเติมใดๆ เพิ่มเติม (Blank) ซ่ึงเบ้ืองตน้สรุปไดว้่า อาหารเล้ียงเช้ือ 

MRS broth เม่ือเคลือบบนตวัอย่างอาหารนั้นจะทาํให้อาหารเกิดการเน่าเสียท่ีรวดเร็วข้ึน แต่เม่ือมีการนาํ 

CFS ของแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัเลือกไวเ้คลือบตวัอย่างทดสอบทั้ง 2 ชนิดไวแ้ละไดเ้ติมกลา้เช้ือของ

แบคทีเรียก่อโรค พบว่าการเจริญและการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียท่ีเป็นเป้าหมายในการทดสอบมีการ

เพิ่มจาํนวนท่ีชา้กวา่เม่ือเปรียบเทียบในชุดควบคุมซ่ึงจะแสดงให้เห็นจากภาพท่ี 4.7 ซ่ึงแสดงให้เห็นไดว้่า

การเจริญของ B. cereus, S. aureus, Y. enterocolitica และ Cr. sakazakii มีการเพิ่มจาํนวนของตวัเซลล์ท่ี

เพิ่มข้ึนในอตัราท่ีน้อยกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงเร่ิมตน้ท่ีแบคทีเรียเร่ิมตน้ประมาณ 1.5 x 101 

CFU/ml และเม่ือเปรียบเทียบกบั Lactococcus lactis (positive) ก็มีอตัราการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ก่อโรคทั้ง 4 ไดใ้นระดบัท่ีใกลเ้คียงกนัโดยท่ี Lactobacillus plantarum (L. 459) มีการยบัย ั้งการเจริญของ

แบคทีเรียก่อโรคไดดี้กวา่เล็กนอ้ย แต่เม่ือทาํการหาค่าความแตกต่างทางสถิติพบวา่ ไม่มีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% จึงสรุปไดว้า่ CFS ของ Lb. plantarum ท่ีคดัเลือกนั้น

สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุไดใ้นอาหารก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ 
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รูปที่  4.7 การเจริญและการเพิ่ มจํานวนของแบคที เรียก่อโรคได้แก่  B. cereus (A), S. aureus (B),               

Y. enterocolitica (C) และ Cr. sakazakii (D) ใน ก๋วยเต๋ียวเส้ น ให ญ่ ท่ี เค ลือบ ด้วย CFS จาก          

Lb. plantarum (L. 459) ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 

 ผลการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สายพนัธ์ุในตวัอยา่งเตา้หู้พบการเจริญในทิศทาง

กบัท่ีมีการเจริญในตวัอย่างก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ ซ่ึงจากรูปท่ี 4.7 แสดงให้เห็นถึงกิจกรรมการเจริญท่ีเม่ือ

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมจะสังเกตไดว้่าการเจริญของแบคทีเรียเป้าหมายมีการยบัย ั้งการเจริญลงได้แต่

เม่ือเปรียบเทียบกับ Lc. lactis จะมีความสามารถในการยบัย ั้งท่ีใกล้เคียงกันเม่ือวิเคราะห์หาค่าความ

แตกต่างทางสถิติพบวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี 95% 
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รูปที่  4.8 การเจริญและการเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ B. cereus (A), S. aureus (B), Y. 

enterocolitica (C) และ Cr. sakazakii (D) ในเตา้หู้แผน่ท่ีแช่ดว้ย CFS จาก Lb. plantarum (L. 459) 

ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมง 
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รูปที่ 4.9 การเพิ่มจาํนวนของจุลินทรียก่์อโรคและก่อการเน่าเสียภายใตส้ภาวะการยบัย ั้งของ CFS ท่ีผลิต

จากแบคทีเรียกรดแลคติครหัส  Lc.13 ท่ีคัด เลือกไว้ Total plate count (A), B. cereus (B),           

S. aureus (C) และ E. coli (D) ตลอดระยะเวลา 72 ชัว่โมงของการทดลอง 

 

จากรูปท่ี  4.9  พ บว่า แบคเทอริโอซินของแบคที เรียกรดแลคติคจากชุดทดสอบ LC. 13 

ความสามารถในการยืดอายุการเก็บรักษาของขมจีนเส้นสดในการทดลองน้ีในเชิงทางชีวภาพโดยมีการ

ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค ซ่ึงสามารถยืดระยะเวลาการเน่าเสียไปไดม้ากกว่าชุดควบคุมและชุด

การทดสอบอ่ืนๆในการทดลอง ไดร้ะยะเวลา 48 ชัว่โมงของการทดลอง ซ่ึงจะเน่าเสียหลงัจากชัว่โมงท่ี 48 

ของการทดลองผา่นไป เร่ิมพบการเพิ่มจาํนวนของ B. cereus แต่ในทางกลบักนัพบการลดจาํนวนลงของ 

S. aureus และ E. coli จาํนวนของจุลินทรีย์และการลดลงของจุลินทรีย์ในแต่ละช่วงนั้ นมีผลต่อการ

เปล่ียนแปลงของค่า pH  และทางกายภาพ ดงัรูปท่ี 4.10 4.11 และ 4.12 
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รูปที ่4.10 ลกัษณะทางกายภาพของก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ก1) และ 72 ชัว่โมง (ก2) 

 

 

รูปที ่4.11 ลกัษณะทางกายภาพของเตา้หูแ้ผน่ในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ข1) และ 72 ชัว่โมง (ข2) 
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รูปที ่4.12 ลกัษณะทางกายภาพของขนมจีนเส้นสดในเวลาท่ี 0 ชัว่โมง (ค1) และ 72 ชัว่โมง (ค2) 

 

4.6 การระบุสายพนัธ์ุโดยการหาลาํดับทางพนัธุกรรม 

 เม่ือทาํการส่งตวัอยา่ง DNA ของแบคทีเรียกรดแลคติครหสั L.13 และ L. 459 ทาํการหาลาํดบัทาง

พัน ธุก รรม  เพื่ อก ารวิ เค ราะห์ ส ายพัน ธ์ุ เม่ื อทําก ารวิ เค ราะห์ ด้วย   Basic Local Alignment Search 

Tool (15BLAST) ในฐานขอ้มูล NCBI พบวา่ มีความใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum เท่ากบั 

99%  



บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

 

 ผลการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากตวัอย่างอาหารหมกัดองพื้นเมืองของไทยและ

ตวัอยา่งวตัถุดิบอาหารของไทยทั้งส้ิน 50 ตวัอยา่ง สามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไดท้ั้งส้ิน 464 

สายพนัธ์ุ ซ่ึงจากจาํนวนสายพนัธ์ุท่ีคัดแยกได้มีเพียง 65 สายพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการผลิต           

แบคเทอริโอซินไดซ่ึ้งคิดเป็นร้อยละ 19.00 ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สาย

พนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดสอบได ้จากนั้นไดท้าํการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีมีความสามารถในการ

ยบัย ั้งการเจริญไดดี้ท่ีสุดคือ L.459 จากการยบัย ั้งในตวัอยา่งเตา้หูแ้ผน่และก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ และ L.13 

จากการยบัย ั้งในขนมจีนเส้นสด และเม่ือทาํการทดสอบการยบัย ั้งในตวัอย่างอาหารท่ีผลิตข้ึนใน

ห้องปฏิบัติการเพื่อใช้ในการทดสอบคร้ังน้ีซ่ึงได้แก่ เต้าหู้แผ่นและก๋วยเต๋ียวเส้นใหญ่ พบว่า                

แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุ L.459 และ L.13 มีความสามารถยบัย ั้งการเน่าเสีย 

การเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรคและการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของตวัอยา่งอาหารไดเ้ป็นอยา่ง

ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และเม่ือนาํมาเปรียบเทียบกบัชุด Positive control จะแสดงผลท่ีไม่

แตกต่างกนั ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียกรดแลคติคท่ีคดัเลือกมานั้นมีความสามารถยบัย ั้งจุลินทรียก่์อ

โรคและก่อการเน่าเสียท่ีมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกบัแบคทีเรียกรดแลคติคท่ีใช้อา้งอิง ซ่ึงจากการ

วิเคราะห์ลาํดบัทางดา้นพนัธุกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติคทั้ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่ ทั้ง 2 สายพนัธ์ุคือ 

Lactobacillus plantarum  

ซ่ึงในอนาคตควรมีการนาํไปศึกษาต่อยอดงานวิจยัในเร่ืองการสารถนอมอาหารทางชีวภาพ 

เพื่อให้เป็นส่วนหน่ึงของของการพฒันาความปลอดภยัทางอาหารในระดบัภาคอุตสาหกรรมท่ีมีความ

ปลอดภยัและลดการใชส้ารถนอมอาหารเชิงเคมีเพื่อสุขภาพของผูบ้ริโภคท่ีสมบูรณ์ 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
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1. Lactobacillus MRS broth/ MRS agar 

ส่วนประกอบ 

Proteose peptone  10  กรัม 

Yeast extract   5  กรัม 

Dextrose   20  กรัม 

Beef extract   10  กรัม 

Ammonium citrate  2  กรัม 

Sodium acetate   5  กรัม 

Magnesium sulphate  0.1  กรัม 

Manganese sulphate  0.05  กรัม 

Dipotassium phosphate  2  กรัม 

Polysorbate 80   1  กรัม 

Agar   10 กรัม (ในกรณีเตรียม MRS agar) 

วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 55.15 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. Plate Count Agar (PCA) 

ส่วนประกอบ 

Tryptone  5  กรัม 

Yeast extract  2.5  กรัม 

Dextrose  1  กรัม 

Agar   15  กรัม 
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วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 23.5 กรัม (เน่ืองจากในการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. MYP Agar 

ส่วนประกอบ 

Agar     15  กรัม 

Beef extract    1  กรัม 

Peptic digest of animal tissue  10  กรัม 

D-Mannitol    10  กรัม 

Sodium chloride   10  กรัม 

Phenol Red    0.025  กรัม 

วธีิเตรียม 

1. ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้900 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

5. ลดอุณหภูมิอาหารใหอ้ยูป่ระมาณ 45-50 องศาเซลเซียส จากนั้นทาํการเติม Sterile Egg yolk 

solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และทาํการผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
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4. Eosin Methylene Blue Agar (EMB Agar) 

ส่วนประกอบ 

Peptone     10.0  กรัม 

Agar      13.5  กรัม 

Lactose        5.0  กรัม 

Sucrose       5.0  กรัม 

Dipotassium hydrogen phosphate    2.0  กรัม 

Eosin Y       0.4  กรัม 

Methylene blue       0.065  กรัม 

วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 35.96 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

5. MacConkey agar 

ส่วนประกอบ 

Peptones (meat and casein)    3.0  กรัม 

Pancreatic digest of gelatin  17.0 กรัม 

Lactose monohydrate   10.0  กรัม 

Bile salts      1.5  กรัม 

Sodium chloride     5.0  กรัม 

Crystal violet      0.001  กรัม 

Neutral red      0.03  กรัม 

Agar     13.5  กรัม 
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วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 49.53 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

6. Enterobacter sakazakii Agar (Merck) 

ส่วนประกอบ 

ไม่ระบุ 

วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 24.6 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

7. Tryptic Soy Broth (TSB)/ Tryptic Soy Agar (TSA) 

ส่วนประกอบ 

Tryptone (Pancreatic Digest of Casein) 17.0 กรัม 

Soytone (Peptic Digest of Soybean)   3.0 กรัม 

Glucose       2.5 กรัม 

Sodium Chloride     5.0 กรัม 

Dipotassium Phosphate     2.5 กรัม 

Agar     15.0 กรัม (เติมในกรณีเตรียม TSA) 
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วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 30.0 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร หาก เตรียม TSA ใหเ้ติม agar 15.0 กรัม 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

8. Brain Heart Infusion Broth (BHI broth) 

ส่วนประกอบ 

Peptic digest of animal tissue  10.0 กรัม 

Calf brain, infusion (solids)  12.5 กรัม 

Beef heart, infusion (solids)  5.0  กรัม 

Dextrose    2.0  กรัม 

Sodium chloride   5.0  กรัม 

Disodium phosphate   2.5 กรัม 

วธีิเตรียม 

1. ชัง่อาหาร 37.0 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหารสาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้

1,000 มิลลิลิตร หาก ตอ้งการเตรียม 2X BHI ชัง่อาหาร 74.0 กรัม (เน่ืองจากการทดลองใชอ้าหาร

สาํเร็จ) ผสมกบันํ้าและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 

2. ตม้จนเดือด หรือใชไ้มโครเวฟ คนให้อาหารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. บรรจุลงขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือหรือบรรจุภณัฑ์เพื่อน่ึงฆ่าเช้ือ 

4. ทาํอาหารใหป้ราศจากเช้ือโดยใชห้มอ้น่ึงความดนั 15 ปอนด์/ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข. 

วธีิการทดสอบย่อยที่เกีย่วข้อง 
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วธีิภาคผนวก ข1 การเก็บรักษาเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคบริสุทธ์ิเพื่อใชใ้นการทดสอบ 

 

1. ใชไ้มแ้หลมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้มาเก็บเช้ือท่ีผา่นการทดสอบในขอ้ 3.3 ทางทาํการเก็บลงใน 

microtube ท่ีบรรจุ MRS broth+0.3% CaCO3 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

2. บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 °C เป็นเวลา 24±2 ชัว่โมง 

3. เติม 80% glycerol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร แลว้ทาํการกลบั microtube 

ข้ึน-ลง ประมาณ 10 คร้ังจนสารผสมกนัดี 

4. นาํไปเก็บในตูอุ้ณหภูมิตํ่ากวา่จุดเยอืกแขง็ท่ีอุณหภูมิ -80°C 

 

วธีิภาคผนวก ข2 การสกดั DNA จากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคและการหาลาํดบันิวคลิโอไทลท่ี์ตอ้งการ 

 

1 นาํเช้ือแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคจาก เพาะเล้ียงในหลอด microtube ท่ีมีอาหารเล้ียง 

เช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

2. บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24±2 ชัว่โมง 

3. นาํไปแช่ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชัว่โมง 

4. เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง Microcentrifuge ท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 5 

นาที เทส่วนใสทิ้งแยกเก็บเฉพาะตะกอนเซลล ์

5. กระจายตะกอนเซลลใ์นสารละลาย TE buffer ปริมาตร 570 ไมโครลิตรท่ีมี Lysozyme เขม้ขน้ 1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรผสมให้เขา้กนับ่มไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

6. เติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และ Proteinase K 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เขยา่ใหเ้ขา้กนั บ่มไวท่ี้ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

7. เติมสารละลาย Chloroform ปริมาตร 1 เท่าของสารในหลอดทั้งหมด เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้ป่ัน 

เหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

8. ดูดสารละลายชั้นนํ้า ซ่ึงอยูส่่วนบนออกใส่ลงใน microtube หลอดใหม่ ระวงัอยา่ให้ตะกอนขาว 

ของโปรตีนในชั้น interphase ติดข้ึนมา 

9. เติมสารละลาย phenol/chloroform (1:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายชั้นนํ้าท่ีนาํมา ผสมให ้

เขา้กนั 

10. ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แลว้ดูด 

สารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ 

11. เติม 5M NaCl ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

12. เติม isopropyl alcohol ปริมาตร 0.6 เท่าของปริมาตรสารละลายท่ีมีอยู ่ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการ 

กลบัหลอดไปมา เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ จากนั้นนาํไปแช่ท่ี -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
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13. ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง 

14. เติม 70% ethanol ปริมาตร 1 เท่า จากนั้นน าไปเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้งและทาํซํ้ าอีกคร้ังแลว้ปล่อยใหต้ะกอนของดี

เอน็เอแหง้ 

15. ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

16. นาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

17. ทาํการส่งตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดพ้ร้อมกบัไพรเมอร์ยนีส์ท่ีตอ้งการไปทดสอบท่ีสถาบนัท่ีรับทาํการ

ทดสอบเพื่อระบุชนิด 

 

วธีิภาคผนวก ข3 การยนืยนัแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียผลิตกรดแลคติค 

 

1 เตรียมเช้ือก่อโรคและก่อการเน่าเสียไดแ้ก่ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Yersinia 

enterocolitica และ Cronobacter sakazakii จาํนวน 1 โคโลนี ใส่ในอาหาร TSB ปริมาตร 150 

มิลลิลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 150 rpm. เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

2 เตรียมแบคเทอริโอซินโดย การเติมแบคทีเรียแลคติคใส่ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้นาํไปทาํการแยกเซลลจ์ากสารละลายส่วน

ใส (supernatant) 

3. นาํสารละลายส่วนใสไปปรับค่า pH ใหมี้ค่าเท่ากบั 5.0 โดยใช ้0.05M NaOH 

4. นาํไปตม้ท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

5. นาํเช้ือก่อโรคท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเติมลงในอาหาร TSA ท่ีมี 0.75% Agar ปริมาตร 

99 มิลลิลิตรท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

6. ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมแบคทีเรียก่อโรคและก่อการเน่าเสียลงในจานเพาะเช้ือปริมาตร 25 

มิลลิลิตรและเม่ืออาหารแขง็ตวัแลว้ท าการเจาะวุน้ขนาด 6 มิลลิเมตร จ านวน 5 รูต่อจานเพาะเช้ือ 

7. นาํแบคเทอริโอซินจากขอ้ 3.2.5.2 เติมลงในหลุมบนจานเพาะเช้ือปริมาตร 80 ไมโครลิตรของ 

ทุกแบคทีเรียทดสอบ 

8. บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงแบบหงายจานเพาะเช้ือ เพื่อทดสอบประสิทธิภาพ 

ของแบคเทอริโอซินทาํการทดสอบต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค. 

ตวัอย่างอาหารหมักดองและอาหารสดที่ใช้คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคตคิ 

เพ่ือทดสอบความสามารถในการผลติแบคเทอริโอซิน 
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ตารางที ่1 ตวัอยา่งอาหารหมกัดองและอาหารสดท่ีใชใ้นการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติค เพื่อ

ทดสอบความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซิน 

ลาํดบั ตวัอยา่งคดัแยก สถานท่ีเก็บ จาํนวนไอโซเลต 

1 แหนมหมู (1) ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 12 

2 แหนมหมู (2) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 15 

3 แหนมหมู (3) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 16 

4 มะยมดอง ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 7 

5 มะม่วงดอง (1) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 8 

6 องุ่นดอง ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 0 

7 แป้งขนมจีนหมกั ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 16 

8 ผกักาดดอง (1) ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 12 

9 ผกักาดดอง (2) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 10 

10 กะหลํ่าปลีดอง ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 13 

11 แตงกวาดอง (1) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 12 

12 แตงกวาดอง (2) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 4 

13 ผกัเส้ียนดอง ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 11 

14 ปูดองจืด ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 10 

15 ปูดองจืด ตลาด บขส.สระบุรี จ.สระบุรี 10 

16 ปูดองเคม็ ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 10 

17 หอยดอง (1) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 10 

18 หอยดอง (2) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 10 

19 นํ้าปลาร้าดิบ (1) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 15 

20 นํ้าปลาร้าดิบ (2) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 14 

21 นํ้าปลาร้าดิบ (3) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 14 

22 นํ้าปลาร้าดิบ (4) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 16 

23 ผกักาดดอง (3) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 13 

24 นํ้าปลาร้าสุก (1) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 12 

25 นํ้าปลาร้าสุก (2) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 8 

26 นํ้าปลาร้าสุก (3) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 11 
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ตารางท่ี 1 ตวัอยา่งอาหารหมกัดองและอาหารสดท่ีใชใ้นการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติค เพื่อทดสอบ

ความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซิน (ต่อ) 

ลาํดบั ตวัอยา่งคดัแยก สถานท่ีเก็บ จาํนวนไอโซเลต 

27 ปลาส้ม (ปลาสวาย) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 8 

28 ปลาส้ม (ปลาช่อน) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 11 

29 ปลาส้ม (ปลากระด่ี) ตลาดสดเทศบาลลพบุรี จ.ลพบุรี 10 

30 กิมจิ มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12 

31 มะม่วงดอง (2) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 0 

32 มะม่วงดอง (3) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 5 

33 ขิงดอง (1) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 5 

34 ขิงดอง (2) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 4 

35 กระเทียมดอง ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 6 

36 มะม่วงดอง (4) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 12 

37 มะดนัดอง (1) ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 5 

38 มะดนัดอง (2) ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 3 

39 ตะลิงปลิงดอง ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 0 

40 มะขามดอง ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 2 

41 เตา้เจ้ียวสด ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 6 

42 เตา้หูย้ี้สด ตลาดเคหะฯ จ.ปทุมธานี 5 

43 มะเขือเปาะดอง ตลาดเหรียญทอง จ.ปทุมธานี 5 

44 ผกัรวมดอง มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 10 

45 ถัว่ลิสงหมกั มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12 

46 ถัว่เหลืองหมกั มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12 

47 ผกับุง้ดอง มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 10 

48 ดอกกะหลํ่าดอง มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 10 

49 กะหลํ่าปลีดอง มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 10 

50 แตงกวาดอง มทร.ธญับุรี จ.ปทุมธานี 12 
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ภาคผนวก ง. 

ผลการยบัยั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลติกรดแลคตคิที่แยกได้จาก

อาหารหมักจาํนวน 464 สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Cronobacter sakazakii และ 

Escherichia coli  โดยวธีิ Agar well diffusion 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.001 1.0 1.75 2.5 2.5 2.5 

L.002 0 0 0 1 0 

L.003 1.0 0 0.75 0 0.75 

L.004 2.0 2.0 1.5 0 1.5 

L.005 1.5 2.75 1.75 0 1.75 

L.006 0.5 0 0.25 3 0.25 

L.007 1.75 0 1.25 2.5 1.25 

L.008 0 0 0.5 2.5 0.5 

L.009 0.5 0 0.875 1 0.875 

L.010 0 0 0 2 0 

L.011 0.5 0 1.0625 1.5 1.0625 

L.012 0 0 0 2 0 

L.013 3.25 3.0 3.0 3.0 2.5 

L.014 1.625 2.5 1.0 0 1.0 

L.015 0.5 0 0.5 0 0.5 

L.016 2.25 1.5 1.675 0 1.675 

L.017 1.0 0 1.625 0 1.625 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii  E. coli 

L.018 0 0 1.0 0 1.0  

L.019 0 0 0 2.5   0 

L.020 1.0 0 1.25 2  1.25 

L.021 0 0 0 2  0 

L.022 0 0 0 2  0 

L.023 1.6875 2.25 1.875 1.75  1.875 

L.024 1.0 0 1.25 2.825  1.25 

L.025 1.5 2.0 2.125 2.125  2.125 

L.026 0.5 0 0.5 3.5  0.5 

L.027 0 0 1.5 2.25  1.0 

L.028 2.0 2.0 2.0 2.0  0.75 

L.029 1.0 0 1.75 1.5  1.25 

L.030 1.0 0 1.75 0.5  1.25 

L.031 1.0 0 1.25 2.0  1.625 

L.032 0 0 1.0 2.0  0.5 

L.033 0 0 2.0 0  0 

L.034 0 0 1.0 0  2.0 

 



73 
 

ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.035 0 0 0.75 0  1.75 

L.036 2.75 3.0 1.25 1.75  2.825 

L.037 2.5 2.75 1.25 2.0  1.25 

L.038 1.5 1.0 1.625 2.0 1.625 

L.039 0 0 0.5 1.5 0.5 

L.040 0 0 0 1.5 0 

L.041 2.25 2.5 2.0 2.0 2.0 

L.042 1.75 0 1.75 2.0 1.75 

L.043 3.625 4.3125 2.825 1.0 2.825 

L.044 3.875 3.375 2.125 0.5 2.125 

L.045 2.75 2.0 3.5 0 3.5 

L.046 2.5 3.125 2.25 0 2.25 

L.047 2.0 2.5 2.0 0 2.0 

L.048 1.75 1.5 1.5 2.0 1.5 

L.049 0 0 0.5 2.0 0.5 

L.050 2.5 3.9375 2.0 2.0 2.0 

L.051 2.0 2.75 2.0 1.5 2.0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.052 0 0 0 2.0 0 

L.053 0 0 0 2.0 0 

L.054 0 0 0 1.5 0 

L.055 2.0 2.0 1.75 0 1.75 

L.056 2.0 1.5 2.0 0 2.0 

L.057 2.0 1.75 2.0 2.0 2.0 

L.058 1.5 1.75 1.5 1.75 1.5 

L.059 2.0 1.5 1.5 0 1.5 

L.060 2.0 1.75 2.0 2.0 2.0 

L.061 2.5 1.75 2.0 0 2.0 

L062 1.0 1.5 1.0 2.25 1.0 

L.063 0 0 0.5 2.25 0.5 

L.064 1.75 2.25 1.75 3.0 1.75 

L.065 2.0 2.25 1.5 0 1.5 

L.066 1.5 3.0 1.5 2.0 1.5 

L.067 0 0 2.0 2.0 2.0 

L.068 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.069 1.5 2.0 2.0 1.75 2.0 

L.070 0 0 0.5 0 0.5 

L.071 0 0 0 2.25 0 

L.072 0 0 0 2.25 0 

L.073 2.0 2.0 0 2.25 0 

L.074 0 0 1.0 1.5 1.0 

L.075 0 0 0 1.25 0 

L.076 1.5 1.5 2.0 0 2.0 

L.077 0 1.5 2.0 0 2.0 

L.078 1.0 0.5 1.5 0 1.5 

L079 0 0 0 2.0 0 

L.080 0.5 0 0 0 0 

L.081 3.25 3.25 2.0 0 2.0 

L.082 2.0 1.75 1.75 0 1.75 

L.083 0 0 0 0 0 

L.084 2.0 2.0 2.0 0 2.0 

L.085 0 0 0 0 0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.086 3.25 2.0 2.0 0 2.0 

L.087 2.25 1.75 1.75 3.25 1.75 

L.088 0 0 0 3 0 

L.089 2.75 2.0 2.25 0 2.25 

L.090 2.75 1.5 2.25 0 2.25 

L.091 3.0 2.0 2.25 2.25 2.25 

L.092 1.25 1.0 1.5 3 1.5 

L.093 1.5 0 1.25 0 1.25 

L.094 0 0 0 0 0 

L.095 0 0 0 0 0 

L.096 0 0 0 3 0 

L.097 2.75 2.0 2.0 3.25 2.0 

L.098 0 2.0 0 0 0 

L.099 0 0 0 2.75 0 

L.100 0 2.0 0 3.5 0 

L.101 0 2.0 0 3 0 

L.102 0 2.0 0 2.75 0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.103 0 2.0 0 3 0 

L.104 2.5 2.5 0 0 0 

L105 0 2.0 0 3 0 

L.106 1.75 0.5 0 0 0 

L.107 2.25 3.5 0 0 0 

L.108 0 0 0 3 0 

L.109 0 0 0 3.75 0 

L.110 3.19 3.75 0 4 0 

L.111 2.5 1.25 0 0 0 

L.112 2.0 1.5 0 2 0 

L.113 1.5 1.75 0 2 0 

L.114 0 1.5 0 3 0 

L.115 3.06 3.5 0 3.5 0 

L.116 0 2.5 2.25 3 2.25 

L.117 0 2.5 2.0 0 2.0 

L.118 0 2.5 2.25 0 2.25 

L.119 0 2.5 2.0 1.5 2.0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.120 0 2.0 2.0 2 2.0 

L.121 0 2.5 2.5 3 2.5 

L.122 2.5 2.0 2.5 0 2.5 

L.123 2.25 2.0 2.5 3 2.5 

L.124 2.0 2.0 1.75 3 1.75 

L.125 0 0 0 0 0 

L.126 0 2.0 1.75 2.75 1.75 

L.127 2.0 2.0 2.0 0 2.0 

L.128 0 1.75 0 2.5 0 

L.129 0 0 0 1.5 0 

L.130 0 1.75 0 0 0 

L.131 0 1.5 0 0 0 

L.132 0 0 0 2.25 0 

L.133 0 0 0 2 0 

L.134 0 0 1.0 0 1.0 

L.135 2.44 1.5 2.25 1 2.25 

L.136 0 0 0 0 0 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.137 2.0 1.5 2.0 2 2.0 

L.138 0 1.0 1.0 2.25 1.0 

L.139 2.0 1.5 2.0 0 2.0 

L.140 2.0 2.25 0 3 0 

L.141 0 0 0 2.75 0 

L.142 3.0 2.5 0 2.5 0 

L.143 2.25 2.25 0 2.75 0 

L.144 0 1.5 0 3 0 

L.145 0 2.5 0 0 0 

L.146 2.38 1.25 0 2.25 0 

L.147 0 1.5 0 3 0 

L.148 0 2.0 0 3 0 

L.149 0 1.0 0 0 0 

L.150 0 3.0 0 0 0 

L.151 0 3.0 0 2 0 

L.152 0 1.0 0 2.75 0 

L.153 0 1.0 0 1 0 

 



80 
 

ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.154 0 0 0 2 0 

L.155 0 2.25 0 0 0 

L.156 0 2.0 0 3 0 

L.157 0 1.75 0 3 - 

L.158 2.5 3.25 3 1 - 

L.159 1.5 3 3 1 - 

L.160 0 0 0 3.5 - 

L.161 0 0 0 3 - 

L.162 2.25 2.25 2 5 - 

L.163 2 3 2.75 4.75 - 

L.164 0 0 1 5.5 - 

L.165 1 0 2 5.75 - 

L.166 0 0 0 0 - 

L.168 2 3 3 5.25 - 

L.169 2.25 3.25 3 5.5 - 

L.171 3 2.75 1 5 - 

L.172 2.75 3.5 3.5 5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.173 2.5 3 3 6 - 

L.174 2.75 2.75 2.5 5 - 

L.175 3 3 2.5 6 - 

L.176 0 0 1 5.5 - 

L.177 2.25 3 0 4 - 

L.178 1.5 0 0 5 - 

L.179 0.5 0 0 6 - 

L.180 2 3 3 6.25 - 

L.181 2 3.75 2.5 7 - 

L.182 2 4 2.5 6 - 

L.183 0 0 1 6 - 

L.184 2 2 2 6 - 

L.185 1 2 1.5 6 - 

L.186 2 3 2 6 - 

L.187 2 3.5 0 6.5 - 

L.188 2 3 0 6 - 

L.191 1.5 1.5 0 6 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.192 1.5 2 0 6 - 

L.193 2 3 2.5 8 - 

L.194 0 0 2 6 - 

L.195 2 3 2 6 - 

L.196 2 3 2 6 - 

L.197 0 0 0 0 - 

L.198 2 2.75 2 6.5 - 

L.199 0 0 2 6 - 

L.200 2 2 2 6 - 

L.201 2 2 2 6.25 - 

L.202 2.25 3 0 6.5 - 

L.203 3 3 0 6.5 - 

L.204 0 0 0 6 - 

L.205 0.5 1.5 0 6 - 

L.206 1.5 2 0 6.5 - 

L.207 1.5 2 0 6.5 - 

L.208 0 0 0 6.25 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.209 1.5 1.75 0 6 - 

L.210 2.5 2.5 0 6.5 - 

L.211 2 2.25 0 5.75 - 

L.212 3.25 3 0 7 - 

L.213 3.25 3.5 0 6 - 

L.214 3 3 0 0 - 

L.215 0 0 0 0 - 

L.216 2.75 4.5 0 0 - 

L.217 0 0 0 0 - 

L.218 2.25 2.75 0 6.5 - 

L.219 2.75 3.5 0 6 - 

L.220 2 3.5 0 7 - 

L.221 0 3.5 0 6 - 

L.222 2 3.5 0 6 - 

L.223 0 0 0 0 - 

L.224 0 0 0 4.5 - 

L.225 1 1.25 0 4.5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.226 1 0 0 3.5 - 

L.227 0 0 0 5 - 

L.228 0 0 0 0 - 

L.229 1 1.5 0 4.5 - 

L.230 3 2.25 3.5 6 - 

L.231 0 0 0 0 - 

L.232 3 3 3 6 - 

L.233 0 0 0 0 - 

L.234 1 2 0 4.5 - 

L.235 0 0 0 0 - 

L.236 3 3.25 0 5 - 

L.237 1 1.5 0 4.25 - 

L.238 0 0 0 0 - 

L.239 0 0 0 4.75 - 

L.240 3 3.25 0 5 - 

L.241 0 0 0 0 - 

L.242 0 0 0 6 - 

 



85 
 

ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.243 1.25 2.5 0 5.25 - 

L.244 0 0 0 0 - 

L.245 1.5 2 0 5 - 

L.246 2.25 2 0 5.5 - 

L.247 0 0 0 0 - 

L.248 1.25 2 0 4.25 - 

L.249 0 0 0 0 - 

L.250 1.5 2.5 0 5.5 - 

L.251 0 0 0 0 - 

L.252 1 1.5 0 4.75 - 

L.253 3.5 2.5 0 5.5 - 

L.255 2.25 3.25 0 6.5 - 

L.256 0 0 0 0 - 

L.257 0 0 0 0 - 

L.258 1.25 3 0 6 - 

L.259 0 0 0 0 - 

L.260 2 3.25 0 6.25 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.261 1.75 3.75 0 5.25 - 

L.262 0 0 0 0 - 

L.263 1.75 2.25 0 5.25 - 

L.243 1.25 2.5 0 5.25 - 

L.244 0 0 0 0 - 

L.245 1.5 2 0 5 - 

L.246 2.25 2 0 5.5 - 

L.247 0 0 0 0 - 

L.248 1.25 2 0 4.25 - 

L.249 0 0 0 0 - 

L.250 1.5 2.5 0 5.5 - 

L.251 0 0 0 0 - 

L.252 1 1.5 0 4.75 - 

L.253 3.5 2.5 0 5.5 - 

L.255 2.25 3.25 0 6.5 - 

L.256 0 0 0 0 - 

L.257 0 0 0 0 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.258 1.25 3 0 6 - 

L.259 0 0 0 0 - 

L.260 2 3.25 0 6.25 - 

L.261 1.75 3.75 0 5.25 - 

L.262 0 0 0 0 - 

L.263 1.75 2.25 0 5.25 - 

L.264 1.25 2 0 0 - 

L.265 1.25 3 0 5.25 - 

L.266 0 0 0 0 - 

L.267 3 3.75 1.5 6 - 

L.268 2.25 4 1.5 6.25 - 

L.269 3 4.825 2.5 6 - 

L.270 2 2.75 0.75 5.25 - 

L.271 2.25 3 0 4.5 - 

L.272 2.5 4 2.25 6 - 

L.273 0 0 0 0 - 

L.274 2 3 0 5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.275 2.75 4 0 5 - 

L.276 2.75 3.75 0 7 - 

L.277 0 0 0 0 - 

L.278 0.5 1.5 0 0 - 

L.279 0 0 0 0 - 

L.280 1.5 3 0 6.5 - 

L.281 2.25 3 0 6 - 

L.283 0 0 0 0 - 

L.284 0 0 0 0 - 

L.285 0 0 0 0 - 

L.286 3 3 0 0 - 

L.287 3 3.25 0 6 - 

L.288 0 0 0 0 - 

L.289 2.25 3.25 0 5 - 

L.290 0 0 0 0 - 

L.291 0 0 0 0 - 

L.292 0 0 0 0 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.293 2 2 0 0 - 

L.294 0 0 0 0 - 

L.295 2 2.5 0 6 - 

L.296 2 2.75 0 5 - 

L.297 2 3 2 7 - 

L.298 4.25 4 2.5 6.25 - 

L.299 0 0 0 0 - 

L.300 0 0 0 0 - 

L.301 2 3.25 1.5 5.75 - 

L.302 1 0.75 1.75 5 - 

L.303 2.5 2 1.75 5 - 

L.304 1 2 1.25 4.5 - 

L.305 2 3.5 0 5 - 

L.306 2 2.25 0 5 - 

L.307 0 0 0 0 - 

L.308 0 0 0 0 - 

L.309 2.75 3 0 6 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.310 0 0 0 0 - 

L.311 2.5 3.25 0 6.25 - 

L.312 2.75 3.75 0 6.5 - 

L.313 2.75 3 0 6 - 

L.314 2.25 3.5 2 6 - 

L.315 0 0 0 0 - 

L.316 0 0 0 0 - 

L.317 3 4 2.75 7 - 

L.318 0 0 0 0 - 

L.319 2 3 1 6 - 

L.320 1.5 2.75 1.75 6 - 

L.321 1.75 3 1 6.25 - 

L.322 2 3 1 5 - 

L.323 0 0 0 0 - 

L.324 1 2 0 6 - 

L.325 1 2.25 1.75 6 - 

L.326 3.75 4.5 2.5 6.5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.327 1 2.5 0 6.25 - 

L.328 0 0 0 0 - 

L.329 0 0 0 5 - 

L.330 1.5 1.5 0 5.25 - 

L.331 2 3 2 5 - 

L.332 0 3 2 4 - 

L.333 0 2 2 4 - 

L.334 1 2 3 4 - 

L.335 0 1.5 2 4 - 

L.336 1 3 2 3 - 

L.337 1 2 2 4 - 

L.338 0 2 2 4 - 

L.339 1 3 2 3.5 - 

L.340 0.5 2 2 4 - 

L.341 1 2.5 2 3.5 - 

L.342 1 2.5 2 3.5 - 

L.343 1 1 2 4 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.344 1 2 2 3 - 

L.345 0.5 2 2 4 - 

L.346 2.5 2.5 2.5 5 - 

L.347 1 2 2 5 - 

L.348 0.5 2 2 4 - 

L.349 2 2 2.5 4.5 - 

L.350 0.5 2 2 5 - 

L.351 0.5 2 2 4 - 

L.352 0 2 2 4 - 

L.353 0.5 2 2 4 - 

L.354 0.5 2 0 4 - 

L.355 1 2 2 4 - 

L.356 1 2 2 4 - 

L.357 1 2 2 4 - 

L.358 1 2 2 4 - 

L.359 1 2 2 4 - 

L.360 1 2 2 4 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.361 1 2 2 4 - 

L.362 1 2 2 4 - 

L.363 0.5 2 2 4 - 

L.364 1 2 2 4 - 

L.365 1 2 2 4 - 

L.366 1 2 2 4 - 

L.367 0.5 2 2 4 - 

L.368 1 2 2 4 - 

L.369 1 2 2 4 - 

L.370 1 2 2 4 - 

L.371 2 2 2 4 - 

L.372 1 2 2 4 - 

L.373 0.5 2 2 4 - 

L.374 1 2 2 4 - 

L.375 0.5 1.5 2 4 - 

L.376 0.5 2 2 4 - 

L.377 1 2 2 4 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.378 1 2 2 4 - 

L.379 1 2 2 5.5 - 

L.380 1 2 2 4 - 

L.381 1 2 2 4 - 

L.382 1 2 2 4 - 

L.383 1 2 2 4 - 

L.384 2 2 2 4 - 

L.385 0 1.5 2 3 - 

L.386 0 1.5 1.5 4 - 

L.387 1.5 2 2 4 - 

L.388 1 2 2 4 - 

L.389 1 2 2 4 - 

L.390 0.5 2 2 4 - 

L.391 1 2 2 5.5 - 

L.392 1 2 2 6 - 

L.393 1.5 2 2 7 - 

L.394 1 2 2 5.5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.395 1 2 2 5.5 - 

L.396 1 2 2 5 - 

L.397 1.5 2 0 6 - 

L.398 1 2 2 4 - 

L.399 1 2 2 5.5 - 

L.400 1 2 2 6 - 

L.401 1 2 2 5.5 - 

L.402 1 2 0 4 - 

L.403 1 2 2 4 - 

L.404 1 2 0 6 - 

L.405 1 2 0 6.5 - 

L.406 1 2 0 4 - 

L.407 1 2 2 6.5 - 

L.408 1 2 2 4 - 

L.409 1 2 2 6 - 

L.410 1 2 2 5.5 - 

L.411 0 2 0 4 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.412 1 2 2 4 - 

L.413 0.5 2 2 4 - 

L.414 1 2 2 4 - 

L.415 2.5 3 3 6.5 - 

L.416 1 2 2 5 - 

L.417 1.5 2 2 5 - 

L.418 1.5 2 2 5 - 

L.419 0 2 2 6 - 

L.420 0 2 2 5 - 

L.421 1.5 2 1 5 - 

L.422 1.5 2 0 6 - 

L.423 1.5 2 1 5 - 

L.424 1.5 2 1 5 - 

L.425 1.5 2 1 5 - 

L.426 1.5 2 1 5 - 

L.427 1 2 0 4 - 

L.428 0 2 0 4 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.429 0 2 0 4 - 

L.430 1 2 0 4 - 

L.431 1 2 0 4 - 

L.432 1 2 0 4 - 

L.433 2 2 0 5 - 

L.434 2 2 1 5.5 - 

L.435 2 2 0 4 - 

L.436 2 2 1 4 - 

L.437 1.5 2 2 4 - 

L.438 2 2 1 6 - 

L.439 2 2 2 6 - 

L.440 2 2 2 5.5 - 

L.441 2 2 2 6 - 

L.442 6 3.5 4.25 5 - 

L.443 5 0 1.5 3 - 

L.444 6.5 3.75 4.5 4.75 - 

L.445 6 3.75 4.25 5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.446 7 4 4 5 - 

L.447 6.25 4 4.25 5 - 

L.448 6.5 4 3.5 5 - 

L.449 7 3.5 3.25 5 - 

L.450 6 3.75 3.5 4.5 - 

L.451 7 4 3.25 5.25 - 

L.452 7 3.25 4 5.25 - 

L.453 7 3.75 4 6 - 

L.454 6.5 4 4 5 - 

L.455 6.75 3.5 4.75 5 - 

L.456 6.25 4.25 5 5 - 

L.457 7.25 4 4.75 5.5 - 

L.458 7.5 3.75 4.25 5.25 - 

L.459 8 4 4.75 5.5 - 

L.460 7 4 4 5 - 

L.461 6.25 3 4.25 5 - 

L.462 6 3.5 4.25 5 - 
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ตารางที ่1 การยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติคท่ีแยกไดจ้ากอาหารหมกั

จาํนวน 464สายพนัธ์ุต่อแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (mm.) (ต่อ) 

รหสัเช้ือ B. cereus S. aureus Y. enterocolitica Cr. sakazakii E. coli 

L.463 6 4 4 5.5 - 

L464 6 4 4 6 - 

 



ประวตัผิู้เขยีน 

 

ช่ือ-สกุล   นายคณิน อ่ิมทองคาํ 

วนั เดือน ปีเกดิ  5 มีนาคม 2536 

ทีอ่ยู่   61 หมู่. 1 ซอยติวานนท ์52 ถนนติวานนท ์ 

แขวงท่าทราย อาํเภอเมือง จงัหวดันนทบุรี 11000 

การศึกษา  วทิยาศาสตรบณัฑิต (ชีววทิยา) คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

   มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธญับุรี 

ประสบการณ์ทาํงาน เจา้หนา้ท่ีฝ่ายพฒันาบุคลากรหอ้งปฏิบติัการ (เทคนิคปฏิบติัการ) 

   บริษทั ซีพีแรม จาํกดั (มหาชน) พ.ศ. 2558 ถึง พ.ศ. 2560 

   หวัหนา้งานวจิยัและพฒันาฝ่ายปฏิบติัการจุลชีววทิยา 

   บริษทั ศูนยส์มาร์ทเทค จาํกดั พ.ศ. 2560 ถึง ปัจจุบนั 

เบอร์โทรศพัท ์  09-9805-0326 

อีเมล์   imtongkhum.k@gmail.com 


	ปกนอก
	ปกใน
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญภาพ
	บทที่ 1
	1.4.1 ขอบเขตของสถานที่ทำการวิจัย
	สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี

	บทที่ 2
	บทที่ 3
	บทที่ 4
	บทที่ 5
	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	6. Enterobacter sakazakii Agar (Merck)
	ส่วนประกอบ
	ไม่ระบุ

	ภาคผนวก ข
	ภาคผนวก ค
	ภาคผนวก ง
	ประวัติผู้เขียน

