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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์คณุภาพด้านจุลนิทรีย์และเคมี ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักพ้ืนบ้านภาคใต้  
คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคทางเดินอาหาร และศึกษา
สมบัติของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ โดยพบว่า ในผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักจ านวน  78 
ตัวอย่าง มีค่า pH อยู่ในช่วง 3.64 - 7.89  กรดแลกติก 0 - 3.82% และ ปริมาณ NaCl 11.2 - 47.0%  มีเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด 
เชื ้อจ ุล ินทร ีย ์ท ั ้ งหมดที ่ทนเกล ือ แบคทีเร ียแลกติก และแบคทีเร ียแลกติกท ี ่ทนเกล ือ อยู ่ ในช่วง <1.0 x 101 -  
1.92 x 107  <1.0 x 101 - 1.14 x 108  <1.0 x 101 - 5.5 x 107 และ <1.0 x 101 - 1.04 x 107 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดับ 
ส่วนในผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักดองที่ไม่ใช่อาหารทะเล 2 ตัวอย่าง มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.47 - 4.56 กรดแลกติก 0.36 - 1.01% 
และปริมาณ NaCl 12.2 - 19.0% มีเชื้อจุลินทรีย์ทั ้งหมดและแบคทีเรียแลกติก อยู่ในช่วง 6.70 x 106 - 9.45 x 107 และ  
7.8 x 107 - 1.14 x 108 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดับ งานวิจัยนี้สามารถแยกเชื้อได้ทั้งหมด 484 ไอโซเลท โดยมีเชื้อที่สามารถ
เจริญได้ดีและน าไปทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารจ านวน 368 ไอโซเลท โดยเชื้อที่คัดเลือกไปทดสอบ
สมบัติต่าง ๆ ของสารยับยั้งคือ สายพันธ์ุ PPD90 และ PSS113 เนื่องจากสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้หลายสกุล
และมีวงใสในการยับยั้งกว้าง โดยพบว่าส่วนใสที่ได้จากแบคทีเรียที่คัดเลือกยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์
เมื่อเติมเอนไซม์คะตาเลส และกิจกรรมการยับยั้งจะหายไปเมื่อเติมเอนไซม์ย่อยโปรตีน แสดงว่าสารยับยั้งน้ันมีแนวโน้มจะเป็น
สารแบคเทอริโอซิน โดยเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกสายพันธุ์  PPD90 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งเช้ือ 
Listeria monocytogenes DMST17303 และ Staphylococcus aureus TISTR746 ได้ดีที ่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และ 30 - 40 องศาเซลเซียส ตามลำดับ เชื ้อสายพันธุ ์ PSS113 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินที่ยับยั ้งเช้ือ 
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L. monocytogenes DMST17303 ได้ดีที่อุณหภูมิ 25 - 40 องศาเซลเซียส แต่สารที่ได้จะเสียความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์เมื่อใช้ความร้อนอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที เป็นต้นไป  

 

ABSTRACT 
 The aim of this study was to assess the microbiological and chemical quality in southern Thailand 
traditional fermented food products, select the bacteriocin - producing lactic acid bacteria that can inhibit 
the growth of gastrointestinal pathogens and study the properties of bacteriocins produced from selected 
lactic acid bacteria. In 78 samples of fermented seafood products, pH values, lactic acid and NaCl 
concentration were in the range of 3.64 - 7.89, 0 -  3.82% and 11.2 -  47.0%, respectively. The average 
numbers of total viable count, halophilic bacteria, lactic acid bacteria and halophilic lactic acid bacteria 
were in the range from <1.0 x 101 - 1.92 x 107, <1.0 x 101 - 1.14 x 108, <1.0 x 101 - 5.5 x 107 and <1.0 x 101 
- 1.04 x 107cfu/g, respectively. For the two samples of fermented aquatic foods that were not seafood,  
pH values, lactic acid and NaCl concentration were in the range of 4.47 - 4.56, 0.36 - 1.01% and 12.2 - 19.0%, 
respectively. The average umbers of total viable count and lactic acid bacteria were in the range of 
6.70 x 106 - 9.45 x 107 and 7.8 x 107 - 1.14 x 108 cfu/g, respectively. A total of 484 isolates of bacteria were 
isolated from various food samples. Among these 368 isolates which can growth well were selected for 
their production of antagonistic activity against pathogenic bacteria. The isolates named PPD90 and PSS113 
which demonstrated comparatively broad inhibitory spectrum and wider inhibitory zone were further 
selected to test their characteristics for their potential antimicrobial activity. The results showed that  
the antimicrobial substances developed by 2 strains were inactivated when treated with proteolytic 
enzymes, but the activity of these substances was remained when they were subjected to catalase,  
so these indicates that the inhibitor is likely a bacteriocin. Additionally, maximal cell numbers and activity 
against Listeria monocytogenes DMST17303 and Staphylococcus aureus TISTR746 of PPD90 were observed 

at 30◦C and 3 0 - 40◦C, respectively, while maximal cell numbers and activity against L. monocytogenes 

DMST17303 of PSS113 were observed at 25 - 40◦C. These bacteriocin completely lost their activity after  

30 minutes at 80◦C. 
 

ค าส าคัญ: แบคทีเรียแลกติก  แบคเทอริโอซิน  ผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักพื้นบ้าน 
Keywords: Lactic Acid Bacteria, Bacteriocin, Traditional Fermented Aquatic Food Products 
 

บทน า 
 แบคทีเรียก่อโรคในอาหาร เป็นกลุ่มของเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคในคนซึ่งติดต่อมาสู่คนผ่านทางอาหารเป็นหลัก โดยมี
อาการส่วนใหญ่ คือ ท้องเสีย คลื่นไส้ อาเจียน มีไข้ เป็นต้น ในระยะตั้งแต่ปลายคริสต์ศตวรรษที่ 20 วงการแพทย์และ
สาธารณสุขได้ตระหนักถึงความส าคัญของโรคที่เกิดจากทางเดินอาหาร  ซึ่งถือเป็นปัญหาสาธารณสุขที่ส าคัญ โดยเฉพาะใน
ประเทศที่ก าลังพัฒนาเนื่องจากมีผู้เสียชีวิตจากโรคที่เกิดจากอาหารเป็นจ านวนมาก ในประเทศที่พัฒนาแล้วโรคที่เกิดจาก
อาหารมีผลกระทบต่อเศรษฐกิจที่ส าคัญ เนื่องจากการสูญเสียเวลาปฏิบัติงานของผู้ป่วย (อรุณและคณะ, 2563) เพื่อให้อาหาร
มีความปลอดภัยมากขึ้น จึงมีการใช้วัตถุกันเสียชนิดต่าง ๆ เพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ก่อโรค แต่อย่างไรก็ตามปัจจุบัน
ผู้บริโภคต่างตระหนักถึงผลข้างเคียงที่เกิดจากการบริโภควัตถุกันเสียสังเคราะห์ ดังนั้นจึงมีความพยายามในการค้นหาสารจาก
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ธรรมชาติมาใช้ทดแทนสารเคมีเพื่อลดความเสี่ยงของผู้บริโภคในเรื่องผลข้างเคียงของสารเคมีต่อสุขภาพ ท าให้การค้นหาสาร
ออกฤทธิ์ที่มีความจ าเพาะต่อเชื้อก่อโรค ในขณะเดียวกันก็มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคเป็นเรื่องที่น่าสนใจ ซึ่งพบว่าสารที่
น่าสนใจ คือ แบคเทอริโอซิน เนื่องจากเป็นสารที่เป็นท่ียอมรับว่าปลอดภัย ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ยูคาริโอต และสามารถถูกยับยั้ง
ได้ด้วยเอนไซม์โปรตีเอสที่อยู ่ในกระเพาะอาหาร เช่น ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) หรือ ทริปซิน (trypsin) เป็นต้น  
จึงมีผลน้อยมากกับแบคทีเรียประจ าถิ ่นที ่อยู ่ในระบบทางเดินอาหารของผู ้บริโภค  (Darbandi et al., 2021) ส าหรับ 
การออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินนั้น พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอื่นที่มีสายพันธุ์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียที่ผลิต
แบคเทอริโอซิน (Klaenhammer, 1993) หรือสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
(Coventry et al., 1997; Ennahar et al., 2000; Garneau et al., 2002) หรือแบคทีเรียแกรมลบ (Ko and Ahn, 2000; 
Messi et al., 2001; Caridi, 2002) แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่จะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ์
ที ่ใกล้ชิดกับแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซินนั้น แต่ก็มีรายงานว่าแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก  
บางชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ก่อโรคอาหารเป็นพิษได้ เช่น Bacillus cereus (Xinran et al., 2018)   
Clostridium botulinum (Okereke and Montville, 1991)  Listeria monocytogenes (Sarika et al., 2018)  
และ Staphylococcus aureus (Jiang et al., 2017) ดงันั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งเน้นไปที่การคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่ผลิต
สารแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคทางเดินอาหารจากผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักพื้นบ้านภาคใต้ ได้แก่ 
หอยแมลงภู่ดอง หอยเสียบดอง ปลาแป้งแดง บูดู เป็นต้น ซึ่งอาหารบางอย่างยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับการคัดเลอืกเชื้อแบคทีเรยี
แลกติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซนิมาก่อน เพื่อจะได้เช้ือแบคทีเรียแลกติก หรือน าสารแบคเทอริโอซินท่ีได้ไปใช้ประโยชน์ในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในรูปแบบต่าง ๆ ต่อไป  
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 1. การเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมัก 
 เก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักจ านวนทั้งหมด 78 ตัวอย่าง ได้แก่ กุ้งส้ม 11 ตัวอย่าง ไตปลา 13 ตัวอย่าง 
หอยเสียบดอง 10 ตัวอย่าง กะปิน ้า 1 ตัวอย่าง หอยแมลงภู่ดอง 10 ตัวอย่าง ปูเค็ม 2 ตัวอย่าง ปลาอินทรีย์เค็ม 1 ตัวอย่าง
ปลาแป้งแดง 12 ตัวอย่าง ปลาทูเค็ม 5 ตัวอย่าง กะปิปลา 8 ตัวอย่าง ปลาจิ้งจั้ง 4 ตัวอย่าง และ น ้าบูดู 1 ตัวอย่าง จากตลาด
ท้องถิ่นจังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง สงขลา และผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักที่ไม่ใช่อาหารทะเล 2 ตัวอย่าง คือ ปลาส้ม 1 
ตัวอย่าง และปลาใสสุก 1 ตัวอย่าง จากตลาดท้องถิ่นจังหวัดนครศรีธรรมราช โดยใช้เทคนิคปราศจากเชื้อในการเก็บ (aseptic 
technique) โดยเก็บตัวอย่างละประมาณ 100 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกปราศจากเชื ้อ และเก็บตัวอย่างไว้ที ่อุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส จนกระทั่งเริ่มท าการทดลอง 
 2. การวิเคราะห์คุณภาพด้านเคมีและจุลินทรีย์ในตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมัก 
 2.1 การวิเคราะหค์ุณภาพด้านเคม ี

วิเคราะห์ค่าความเป็นกรด - ด่าง (pH) โดยชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารหมักจ านวน 10 กรัม ผสมน ้ากลั่น 10 
มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน วัดค่า pH ของผลิตภัณฑ์ด้วยเครื่องวัด pH หาปริมาณกรดแลกติก โดยชั่งตัวอย่างซึ่งปั่น
ละเอียดหนัก 5 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน หยดฟีนอล์ฟ
ทาลีนที่ใช้เป็นอินดิเคเตอร์ 2 - 3 หยด ลงในขวดรูปชมพู่ เขย่าให้เข้ากัน ไตเตรตด้วย 0.1 N NaOH สังเกตจนสีเปลี่ยนแปลง
จากเดิมเป็นสีชมพูอ่อน จากนั้นน าปริมาตรของ 0.1 N NaOH ที่ใช้ไปมาค านวณหาปริมาณกรดแลกติก (AOAC, 1990)  
หาปริมาณเกลือ (% NaCl) โดยใช้เครื ่องมือ Refractometer for sodium chloride measurements (ยี ่ห้อ Hanna รุ่น 

Hi96821)  
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 2.2 การวิเคราะห์คุณภาพด้านจุลินทรีย์ 
 การตรวจหาจ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ แบคทีเรียแลกติก และแบคทีเรียแลกติก 
ที ่ทนเกลือ โดยชั ่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมัก 25 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกส าหรับตีป่นอาหาร (stomacher bag)  
เติมสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ลงไปในถุง น าไปตีป่นในเครื่อง stomacher แล้วเจือจาง 10 เท่าใน 
0.85% NaCl (จนการเจือจางเท่ากับ 10-4 - 10-6) จากนั้นกระจายเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Plate count agar (PCA) เพื่อหา
จ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ผสม 6% NaCl เพื่อหาเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ บนอาหารเลี้ยง
เชื้อ De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar ที่เติม 1% calcium carbonate เพื่อหาจ านวนเชื้อแบคทีเรียแลกติก และบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ผสม 6% NaCl ที่เติม 1% calcium carbonate เพื่อหาจ านวนเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ทนเกลือ 
(ส าหรับ % NaCl ที่เติมในอาหาร PCA และ MRS agar ในครั้งแรกก าหนดให้ใช้ % เท่ากับท่ีพบในตัวอย่างอาหารหมักที่น ามา
ทดสอบ แต่พบว่าในบางตัวอย่างมีปริมาณเกลือสูงมากเกิน 10% ท าให้ไม่มีเชื้อขึ้น จึงเปลี่ยนมาเติม NaCl ในปริมาณ 6%) 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง ตรวจดูผลทุกวัน คัดเลือกเชื้อที่สร้างวงใสรอบโคโลนีบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar ที่เติม 1% calcium carbonate และ MRS agar ผสม 6% NaCl ที่เติม 1% calcium carbonate 
ท าเช้ือให้บริสุทธ์ิ ท าการย้อมสีแกรม และทดสอบคะตาเลส แล้วเก็บเฉพาะเช้ือท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ให้ผลการทดสอบคะ
ตาเลสเป็นลบ ไว้ท่ีอุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาต่อไป (ดัดแปลงจาก Hwanhlem et al., 2011)  
 3. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคทางเดิน
อาหาร (ดัดแปลงจาก Srionnual et al., 2007) 
 3.1 การเตรียมแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ (indicator microorganisms) 

ถ่ายเชื ้อแบคทีเร ียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ Bacillus cereus TISTR1449  Escherichia coli TISTR073  Listeria 
monocytogenes DMST17303  Salmonella Typhimurium TISTR1472  Staphylococcus aureus TISTR746 และ 
Vibrio parahaemolyticus TISTR1596 จ  านวน  10 ไมโครล ิตร จาก glycerol stock ลงในอาหาร Nutrient broth 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหาร 
Nutrient broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื ้อ 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient soft agar (โดยอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเป็น soft agar จะใช้วุ้นในส่วนผสม 0.7%) 

3.2 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยั้งเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ด้วยวิธี agar well diffusion  
น าแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ไปเลี้ยงใน MRS - broth บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 

ช่ัวโมง ในสภาวะที่ไม่มีอากาศโดยใช้โถบ่มไร้ออกซิเจน (anaerobic jar) ที่มีการใส่ซอง GasPak เพื่อสร้างสภาพแวดล้อมให้ไม่
มีออกซิเจน (เพื่อให้แบคทีเรียแลกติกไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์) เซนตริฟิวส์แยกเซลล์ออกโดยใช้ความเร็ว  
6,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที น าส่วนใสไปปรับ pH ให้เป็นกลาง จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงหลุมใน
จานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร soft agar 4 มิลลิลิตร ผสมเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่เป็นแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรค 6 สายพันธุ์ จาก
ข้อ 3.1 ประมาณ 106 – 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร เทบนอาหารแข็งปริมาตร 30 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจรญิ
ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ เป็นเวลา 18 – 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดบริเวณใส (inhibition zone) รอบ ๆ หลุม (แบคทีเรีย
แลกติกท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้ จะมี inhibition zone  รอบ ๆ หลุม)  

4. ศึกษาสมบัติของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ (ดัดแปลงจาก Srionnual et 
al., 2007)  

4.1 ทดสอบว่าสารที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้เป็นสารแบคเทอริโอซินที่เป็นสารเปปไทด์หรือโปรตีน 
และไม่ใช่สารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
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การทดสอบว่าสารที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้เป็นสารแบคเทอริโอซินที่เป็นสารเปปไทด์หรือโปรตีน 
และไม่ใช่สารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ท าได้โดยน าส่วนใสที่ได้จากเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือก (เตรียมส่วนใสตามวิธีในข้อ 3.2) มา
ทดสอบกับเอนไซม์ย่อยโปรตีน ได้แก่ proteinase K  trypsin  pepsin และเอนไซม์คะตาเลส โดยใช้เอนไซม์ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมกับส่วนใสของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกปริมาตร 80 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์ต้องมี 
อย่างน้อย 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน ามาแช่ในอ่างควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อก าจัดเอนไซม์ย่อยโปรตีน จึงน าไปทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ โดยวิธี agar well diffusion 

4.2 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน 
เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียแลกติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง จากนั้นดูดเชื้อ 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
(2% inoculums; v/v) โดยเล ี ้ยงเช ื ้อที่อ ุณหภูม ิ 25  30  35  37  40 และ 45 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 14 ช ั ่วโมง  
น าไปศึกษาความหนาแน่นของเซลล์ โดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร และหาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
อินดิเคเตอร์ โดยท าการเก็บตัวอย่างเชื้อไปเตรียมส่วนใสปราศจากเซลล์แล้วน าส่วนใสไปเจือจางครั้งละ 2 เท่า จากนั้นน าไป
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อโดยวิธี agar well diffusion รายงานผลการยับยั้งในหน่วย Arbitrary 
Unit/ml (AU/ml) โดยน าค่าความเจือจางสูงสุดที่ตรวจพบวงใสการยับยั้งคูณกับ 1,000 ไมโครลิตร หารด้วยปริมาตรส่วนในที่
หยด (Srionnual et al., 2007) 
 4.3 ศึกษาการทนต่อความร้อนของสารแบคเทอริโอซิน 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซินในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมทิี่
เหมาะสมต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน (จากผลการทดลองข้อ 4.2) เป็นเวลา 14 ช่ัวโมง จากนั้นดูดเชื้อ 10 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเลี ้ยงเชื ้อ MRS broth ปริมาตร 500 มิลลิลิตร (2% inoculums; v/v) บ่มที่อุณหภูมิที ่เหมาะสมต่อการสร้างสาร 
แบคเทอริโอซิน (จากผลการทดลองข้อ 4.2) จากนั้นท าการเหวี่ยงแยกเซลล์ออกโดยใช้เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 
6,000 rpm เป ็นเวลา 15 นาที และน  า cell-free supernatant ที ่ ได ้ ไปให้ความร ้อนที ่อ ุณหภูม ิ 80  90 และ 100  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (เพื่อเป็นตัวแทนของการให้ความร้อนแบบพาสเจอร์ไรซ์) อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 15 นาที และอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (เพื่อเป็นตัวแทนของการให้ความร้อนแบบสเตอริไลซ์) 
จากนั้นจึงหาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยวิธี agar well diffusion 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
 1. ข้อมูลด้านเคมีและจลุินทรีย์ของตัวอย่างอาหารทะเลหมักดอง 

จากการศึกษาคุณภาพด้านเคมีของตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักดองในจังหวัดนครศรีธรรมราช  สงขลา และ
พัทลุง จ านวนทั้งหมด 78 ตัวอย่าง ได้แก่ กุ้งส้ม 11 ตัวอย่าง ไตปลา 13 ตัวอย่าง หอยเสียบดอง 10 ตัวอย่าง กะปิน ้า 1 
ตัวอย่าง หอยแมลงภู่ดอง 10 ตัวอย่าง ปูเค็ม 2 ตัวอย่าง ปลาอินทรีย์เค็ม 1 ตัวอย่าง ปลาแป้งแดง 12 ตัวอย่าง ปลาทูเค็ม 5 
ตัวอย่าง กะปิปลา 8 ตัวอย่าง ปลาจิ้งจั้ง 4 ตัวอย่าง และ น ้าบูดู 1 ตัวอย่าง พบว่าผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักดองมีค่า pH อยู่
ในช่วง 3.64 - 7.89 กรดแลกติก 0 - 3.82% และ ปริมาณ NaCl 11.2 - 47.0% และท าการตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด 
เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ แบคทีเรียแลกติก และแบคทีเรียแลกติกท่ีทนเกลือ โดยการหาเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ 
และแบคทีเรียแลกติกที่ทนเกลือในครั้งแรกจะใช้ปริมาณเกลือ NaCl เท่ากับ % NaCl ที่พบในตัวอย่างอาหารหมักที่น ามา
ทดสอบ ซึ่งท าให้ไม่มีเชื้อจุลินทรีย์เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อเลย จึงได้เปลี่ยนมาเติม 6% NaCl ในอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA และ 
MRS เพื่อหาเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ และแบคทีเรียแลกติกที่ทนเกลือ ผลการทดลองพบว่า ผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่
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น ามาท าการทดลองมีเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด เชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือ แบคทีเรียแลกติก และแบคทีเรียแลกติกที่ทนเกลือ 
อยู ่ในช่วง <1.0 x 101 - 1.92 x 107  <1.0 x 101 - 1.14 x 108  <1.0 x 101 - 5.5 x 107 และ <1.0 x 101 - 1.04 x 107 
โคโลนีต่อกรัม ซึ่งการทีจ่ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดมีน้อยกว่าเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือเป็นไปได้ว่าในตัวอย่างผลิตภัณฑ์
อาหารทะเลหมักดองมีปริมาณเกลืออยู่ค่อนข้างสูง เมื่อท าการตรวจหาจุลินทรีย์ทั้งหมดที่ทนเกลือซึ่งได้มีการเติมเกลือลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อจึงท าให้สภาวะในการเลี้ยงเชื้อใกล้เคียงกับตัวอย่างอาหารที่น ามาท าการแยกเชื้อจึงท าให้เชื้อเจริญได้ดีกว่าใน
อาหารเลี้ยงเช้ือปกติ และงานวิจัยนี้ได้มีการเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักที่ไม่ใช่อาหารทะเลมาด้วย 2 ตัวอย่าง คือ ปลา
ส้ม 1 ตัวอย่าง และปลาใสสุก 1 ตัวอย่าง จากจังหวัดนครศรีธรรมราช พบว่า มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.47 - 4.56 กรดแลกติก 
0.36 - 1.01% และปริมาณ NaCl 12.2 - 19.0% มีเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด และแบคทีเรียแลกติกอยู่ในช่วง 6.70 x 106 - 9.45 x 
107 และ 7.8 x 107 - 1.14 x 108 โคโลนีต่อกรัม ตามล าดับ (ตารางที่ 1) จะเห็นได้ว่าในผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักดองที่ไม่ใช่
อาหารทะเล จ านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดมีน้อยกว่าแบคทีเรียแลกติก เนื่องจากตัวอย่างอาหารที่น ามาตรวจหาเชื้อจุลินทรีย์
เป็นตัวอย่างที่มีการหมักเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์แล้ว ดังน้ันจุลินทรีย์ที่พบมากในตัวอย่างอาหารจึงเป็นกลุ่มของแบคทีเรียแลกติก 

การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักที่ไม่ใช่อาหารทะเล จะท าได้ง่ายกว่าการแยกเชื้อจาก
ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมัก  และจะเห็นได้จากงานวิจัยต่าง ๆ ที่มีการตีพิมพ์เผยแพร่พบว่ามีงานวิจัยจ านวนมากที่ท าการแยก
เชื้อแบคทีเรียแลกติกจากผลิตภัณฑ์ประมงน ้าจืด เช่น ส้มฟัก ปลาส้ม ปลาร้า ปลาจ่อม  (Paludan-Muller et al., 1999; 
Tanasupawat et al., 2000; Paludan-Muller et al., 2002; Srionnual et al., 2007; Noonpakdee et al., 2009; 
Hwanhlem et al., 2011) แต่งานวิจัยที่ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากอาหารทะเลหมักยังมีจ านวนน้อย ซึ่งในงานวิจัย
นี้ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากอาหารทะเลหมักได้ และสามารถน าเชื้อที่ได้ไปใช้ประโยชน์ในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคในรูปแบบต่าง ๆ ต่อไป 
 นอกจากนี้การเก็บตัวอย่างในช่วงแรกจะเก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักที่เป็นสินค้าหนึ่งต าบลหนึ่ง
ผลิตภัณฑ์ (One Tambon One Product: OTOP) ด้วย และจากการสอบถามถึงการผลิตสินคา้ OTOP มีการควบคุมคุณภาพ
สินค้าโดยการฆ่าเชื้อแบบพาสเจอร์ไรซ์ท าให้ตรวจไม่พบเช้ือจุลินทรีย์ ดังนั้นการเลือกตัวอย่างผลิตภัณฑ์ในช่วงหลังจะเลือกเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่บรรจุถุงพลาสติก ส่วนตัวอย่างอื่น ๆ ที่ไม่มีเชื้อจุลินทรีย์เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อเลย พบว่าตัวอย่างอาหาร
ส่วนมากจะมีปริมาณเกลือค่อนข้างสูง (>20%) และมีค่า pH 5.5 – 7 และมีรายงานว่าในอาหารที่มีเกลือมากจะมีผลยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย์ได้ (Railton, 2018) โดยเชื้อจุลินทรีย์จะถูกยับยั้งการเจริญได้มากในอาหารที่มีเกลือสูงกว่า 5% ยกเว้น
เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มที่ชอบเกลือจะทนต่อเกลือท่ีความเข้มข้นสูงถึง 30% ได้ (Yang et al., 2023) 
 

ตารางที่ 1 ชนิดของตัวอย่างผลิตภัณฑส์ัตว์น ้าหมักดอง คุณภาพทางเคมี และคณุภาพทางจุลินทรีย์ 
ตัวอยา่งผลิตภัณฑ์อาหารหมกั คุณภาพทางเคมี คุณภาพทางจุลินทรีย์ (โคโลนีต่อกรัม) 

pH กรดแลกติก 
(%) 

NaCl 
(%) 

เชื้อจุลินทรีย์
ทั้งหมด 

เชื้อจุลินทรีย์
ทั้งหมดที่ทนเกลือ 

แบคทีเรีย 
แลกติก 

แบคทีเรีย 
แลกติกที่ 
ทนเกลือ 

ผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมกัดอง 3.64-7.89 0-3.82 11.2-47.0 <1.0x101-
1.92x107 

<1.0x101-
1.14x108 

<1.0x101-
5.5x107 

<1.0x101-
1.04x107 : กุ้งส้ม ไตปลา หอยเสียบดอง 

กะปิน ้า ปูเค็ม หอยแมลงภู่ดอง 
ปลาอินทรีย์เค็ม ปลาแป้งแดง 
ปลาทูเค็ม กะปิปลา ปลาจิ้งจั้ง 
และ น ้าบูด ู

ผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักดองที่ไม่ใช่
อาหารทะเล 

: ปลาส้ม และปลาใสสุก 

4.47-4.56 0.36-1.01 12.2-19.0 6.70x106-
9.45x107 

nd 7.8x107-
1.14x108 

nd 

nd: not done ไมไ่ด้ท าการตรวจสอบ 
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 2. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 
การทดลองนี้สามารถคัดเลือกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 484 ไอโซเลท โดยมีเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากอาหารทะเล

หมักจ านวน 78 ตัวอย่าง จากการสร้างวงใสรอบอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS และ MRS + 6% NaCl จ านวน 444 ไอโซเลท คิดเป็น
อัตราส่วนจ านวนตัวอย่าง : จ านวนเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ เป็น 1:5.69 และมีเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จาก
ผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักที่ไม่ใช่อาหารทะเล 2 ตัวอย่าง ได้จ านวนเชื้อที่แยกได้ 40 ไอโซเลท คิดเป็นอัตราส่วนจ านวนตัวอย่าง : 
จ านวนเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เป็น 1:20 แต่จากการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ พบว่า มีบางไอโซเลทที่เชื้อไม่
สามารถเจริญได้ โดยเชื้อที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักจ านวนทั้งหมด 444 ไอโซเลท มีเชื้อที่สามารถเจริญต่อได้ 
จ านวน 350 ไอโซเลท และเชื้อท่ีไม่สามารถเจริญต่อได้ 94 ไอโซเลท ส าหรับเชื้อที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์ปลาน ้าจืดหมักท้ังหมด 
40 ไอโซเลท มีเชื้อที่สามารถเจริญต่อได้ จ านวน 18 ไอโซเลท และเชื้อที่ไม่สามารถเจริญต่อได้ 22 ไอโซเลท และเมื่อน าเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้และสามารถเจริญได้ทั้ง 368 ไอโซเลท ไปย้อมสีแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส พบว่า 
มีเชื้อที่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปท่อนทั้งหมด 57 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างกลมทั้งหมด 300 ไอโซเลท เป็น
แบคทีเรียแกรมลบทั้งหมด 11 ไอโซเลท จากนั้นท าการทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตาเลสเพื่อทดสอบการเป็นแบคทีเรีย 
แลกติกโดยแบคทีเรียแลกติกจะไม่ผลิตเอนไซม์คะตาเลส ซึ่งพบว่ามีแบคทีเรียที่ไม่ผลิตเอนไซม์คะตาเลส 160 ไอโซเลท และ
ผลิตเอนไซม์คะตาเลส 208 ไอโซเลท จากนั้นจึงน าเชื้อแบคทีเรียที่ไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์
ซึ่งเป็นเช้ือก่อโรคจ านวน 6 สายพันธ์ุ ได้แก่ B. cereus TISTR1449  E. coli TISTR073  L. monocytogenes DMST17303  
S. Typhimurium TISTR1472  S. aureus TISTR746 และ V. parahaemolyticus TISTR1596  ผลการทดลองพบว่าเช้ือ
แบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกได้จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักจ านวน 350 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
อินดิเคเตอร์ได้ 98 ไอโซเลท คิดเป็น 28% ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าจืดหมักจ านวน 18 ไอโซเลท 
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ 17 ไอโซเลท คิดเป็น 94.44% (ตารางที่ 2) เห็นได้ว่าเปอร์เซ็นต์ของ
เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาหารทะเลหมักดองมีการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้น้อยกว่า เมื่อเทียบกับเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าจืดหมัก โดยพบว่าเชื้อที่แยกได้จากปลาแป้งแดง (PPD) อ าเภอเมือง จังหวัด
นครศรีธรรมราช หมายเลข 90 ตั้งชื่อเชื้อเป็นรหัส คือ PPD90 และปลาใสสุก (PSS) อ าเภอทุ่งใหญ่ จังหวัดนครศรีธรรมราช 
หมายเลข 113 ตั้งชื่อเชื้อเป็นรหัส คือ PSS113 เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก ไม่ผลิตเอนไซม์คะตาเลส สามารถยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ทั้งหมด และมีวงใสในการยับยั้งกว้าง จึงคัดเลือกเชื้อดังกล่าว ไปทดสอบสมบัติต่าง ๆ ของสารยับยั้ง
ต่อไป 

 

ตารางที่ 2 จ านวนและลักษณะของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได ้
ตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์
อาหารหมกั 

เชื้อที่
คัดเลือกได ้
(ไอโซเลท) 

เชื้อที่เจริญได้ด ี
(ไอโซเลท) 

ลักษณะของเช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เชื้อที่ยับยั้งการ
เจรญิของเชือ้

แบคทีเรีย 
อินดเิคเตอร ์
(ไอโซเลท) 

เชื้อที่คัดเลอืก 
(ไอโซเลท) Gram stain Catalase test 

Gram 
+ 

Gram - Catalase 
+ 

Catalase - 

ผลิตภัณฑ์
อาหารทะเล
หมักดอง 

444 350 339 11 207 143 98 PPD90 

ผลิตภัณฑ์
สัตว์น ้าหมกั
ดองที่ไม่ใช่
อาหารทะเล 

40 18 18 - 1 17 17 PSS113 
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 3. การศึกษาสมบัติของสารยับย้ังท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 
 3.1 สารที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกไดเ้ป็นสารแบคเทอริโอซินท่ีเป็นสารเปปไทด์หรือโปรตนี และไม่ใช่สาร
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

การทดสอบสารยับยั้งท่ีสร้างจากแบคทีเรียที่คัดเลือกว่าเป็นสารแบคเทอริโอซิน โดยการน าส่วนใสของเช้ือแบคทีเรีย
ไอโซเลท PPD90 และ PSS113 มาทดสอบโดยใช้เอนไซม์คะตาเลส และเอนไซม์ย่อยโปรตีน ซึ่งการเติมเอนไซม์คะตาเลสเพื่อ
ก าจัดกิจกรรมการยับยั้งจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และเติมเอนไซม์ย่อยโปรตีนเพื่อทดสอบว่าการยบัยั้งท่ีเกิดขึ้นเป็นกิจกรรม
จากสารแบคเทอริโอซินหรือไม่ โดยถ้าเติมเอนไซม์คะตาเลสแล้วยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งและเติมเอนไซม์ย่อยโปรตีนแล้ว
กิจกรรมการยับยั้งหายไปแสดงว่ากิจกรรมการยับยั้งเกิดจากแบคเทอริโอซิน (Kormin et al., 2001) จากการทดลองพบว่า 
เชื้อไอโซเลท PPD90 แสดงกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินเมื่อใช้เชื้อ L. monocytogenes DMST17303 และ 
S. aureus TISTR746 เป็นเชื้ออินดิเคเตอร์ เชื้อไอโซเลท PSS113 แสดงกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินเมื่อใช้เชื้อ 
L. monocytogenes DMST17303 เป็นเชื้ออินดิเคเตอร์ โดยพบว่าสารยับยั้งที่เป็นสารแบคเทอริโอซินสร้างจากแบคทีเรียที่
คัดเลือกทั้ง  2 ไอโซเลท ถูกยับยั้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ trypsin (ตารางที่ 3) ซึ่งการที่แบคเทอริโอซินจากเชื้อต่างชนิดกัน 
ถูกท าลายด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนได้แตกต่างกัน อาจเกิดจากสารยับยั้งต่อเชื ้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์แต่ละสายพันธุ์มี  
กรดอะมิโนบริเวณ active site ที่จ าเพาะต่อการย่อยของเอนไซม์แต่ละชนิดแตกต่างกัน จะเห็นได้จากงานวิจัยที่แสดงให้เห็น
ว่าแบคเทอริโอซินจากเชื้อต่าง ๆ จะถูกยับยั้งด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีนที่แตกต่างกัน เช่น แบคเทอริโอซินจาก Lactobacillus 
murinus AU06 ถูกยับยั ้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ proteinase K chymotrypsin trypsin และ pepsin (Elayaraja et al., 
2014) แบคเทอริโอซินจาก La. bulgaricus ถูกยับยั้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ proteinase K trypsin และ pepsin เมื่อใช้ S. 
aureus ATCC6538 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ แต่เมื่อใช้ Streptococcus agalactiae ATCC14364 เป็นเชื้ออินดิเคเตอร์ 
พบว่าสารแบคเทอริโอซินถูกยับยั้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ proteinase K และ pepsin แต่ไม่ถูกยับยั้งด้วยเอนไซม์ trypsin 
(Kim et al., 2004) แบคเทอริโอซินจาก Enterococcus sp. GHB26 ถูกยับยั้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ trypsin และ pronase 
E แต่ไม่ถูกยับยั้งกิจกรรมด้วยเอนไซม์ pepsin (Kout et al., 2016) 
 

ตารางที่ 3 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์หลังจากใช้เอนไซม์ 
  วงใสการยับยั้ง (mm) 

แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 
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PPD90 ปลาแป้งแดง   Control 12 12 13 12 12 13 
 Catalase 10 12 12 13 12 13 
 Proteinase K 10 12 11 12 12 12 
 Pepsin 12 12 12 13 13 12 
 Trypsin 12 13 - 13 - 12 

PSS113 ปลาใสสุก Control 13 13 13 12 13 14 
 Catalase 12 12 11 12 13 13 
 Proteinase K 12 11 11 12 12 12 
 Pepsin 12 12 12 13 11 13 
 Trypsin 12 13 - 12 11 11 
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 3.2 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน  
 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติก PPD90 และ 
PSS113 ที่อุณหภูมิ 25  30  35  37  40 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง น าไปศึกษาความหนาแน่นของเซลล์
โดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร ซึ่งถ้าเชื้อมีค่าดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร สูงแสดงว่าเชื้อมีการเจริญได้ดี และหา
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อโดยใช้เชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรคที่แสดงกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินเป็นเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยวิธี agar well diffusion และรายงานผลการยับยั้งในหน่วย Arbitrary Unit/ml (AU/ml) ผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 4  
 

ตารางที่ 4 ความสามารถในการยบัยั้งแบคทีเรียอินดเิคเตอร์เมื่อบม่เช้ือแบคทีเรียที่คัดเลือกที่อุณหภูมติ่าง ๆ 
เชื้อแบคทีเรีย 

แลกติกท่ีคัดเลือก 
อุณหภูม ิ

(ºC) 
OD 660 

nm 
L. monocytogenes 

DMST17303 
S. aureus TISTR746 

วงใสการยับยั้ง 
(mm) 

ประสิทธิภาพ 
การยับยั้ง 
(AU/ml) 

วงใสการยับยั้ง 
(mm) 

ประสิทธิภาพ 
การยับยั้ง 
(AU/ml) 

PPD90 25 6.93 10 0 12 0 
 30 7.26 12 20 15 20 
 35 7.62 13 0 15 20 
 37 7.65 13 0 15 20 
 40 7.33 12 0 15 20 
 45 3.43 10 0 0 0 

PSS113 25 7.61 13 20 nd nd 
 30 7.07 12 20 nd nd 
 35 7.51 14 20 nd nd 
 37 7.73 13 20 nd nd 
 40 7.43 14 20 nd nd 
 45 3.42 11 0 nd nd 

nd: not done  
 

 โดยพบว่าเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกสายพันธุ์ PPD90 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งเชื้อ 
L. monocytogenes DMST17303 ได้ดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และสร้างสารแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งเชื้อ S. aureus 
TISTR746 ได้ดีที่อุณหภูมิ 30 - 40 องศาเซลเซียส เชื้อสายพันธุ์ PSS113 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินที่ยับยั้ง
เชื ้อ L. monocytogenes DMST17303 ได้ดีที ่อุณหภูมิ 25 - 40 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับงานวิจัยที่ศึกษาเกี ่ยวกับ
อุณหภูมิที ่เหมาะสมในการเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยมีช่วงอุณหภูมิที่ศึกษาตั้งแต่ 25 - 42 องศาเซลเซียส  
และผลการทดลองพบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่เจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ดีที ่อุณหภูมิ 35  - 37  
องศาเซลเซียส เช่น เชื้อแบคทีเรียแลกติก La. murinus AU06 (Elayaraja et al., 2014)  La. acidophilus KS400 (Gaspar 
et al., 2018)  St. bovis RMM902 (Wongkattiya et al., 2017)  แบคทีเรียแลกติกสายพันธ์ุ M8 (Danial et al., 2016) ที่
แยกได้จากเนื้อสร้างสารแบคเอริโอซินได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 35  37  37 และ 35 องศาเซลเซียสตามล าดับ 
 



26 KKU Science Journal Volume 53 Number 1  Research 

 3.3 ศึกษาการทนต่อความร้อนของสารแบคเทอริโอซิน 
 ศึกษาการทนต่อความร้อนของสารแบคเทอริโอซิน โดยน า cell-free supernatant ไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80  
90 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และอุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นจึงหาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยวิธี agar well diffusion  
ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 5 โดยพบว่าสารแบคเทอริโอซินจากเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกมาไม่สามารถทนต่อ
ความร้อนได้โดยจะเสียความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์เมื่อใช้ความร้อนอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 
30 นาที เป็นต้นไป ซึ ่งเป็นข้อจ ากัดของการน าสารแบคเทอริโอซินไปใช้ประโยชน์  โดยแบคเทอริโอซินส่วนใหญ่ทนต่อ 
ความร้อนได้ดีเนื ่องจากแบคเทอริโอซินในกลุ ่มนี ้เป็นโปรตีนที ่มีขนาดเล็กและมีโครงสร้างที ่ไม่ซับซ้อน ตัวอย่างของ  
แบคเทอริโอซินที่ทนต่อควมร้อนได้ดี เช่น weissellicin 110 จากเชื ้อ Weisella cibaria 110 (Srionnual et al., 2007)  
lactococcin 036019 จากเชื ้อ La. lactis NCU036019 (Peng et al., 2023) อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอซินบางชนิดไม่
สามารถทนต่อความร้อนได้ ซึ่งแบคเทอริโอซินกลุ่มนี้ส่วนมากมีขนาดใหญ่ และมีโครงสร้างที่ซับซ้อน ตัวอย่างของแบคเทอริ -
โอซินที่ไม่ทนต่อความร้อน เช่น helveticin51 จากเชื้อ La. helveticus G51 (Bonade et al., 2001) dysgalacticin จาก
เชื้อ St. dysgalactiae subsp. equisimilis (Swe et al., 2009) 
 

ตารางที่ 5 การยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่ระดับความร้อนและเวลาต่าง ๆ 

 วงใสการยับยั้ง (mm) 

 PPD90 PS113 

 
ระดับความร้อนและเวลา 

L. monocytogenes 
DMST17303 

S. aureus TISTR746 L. monocytogenes 
DMST17303 

Control 10 14 13 
80ºC  30 min 0 0 0 
90ºC  30 min 0 0 0 
100ºC  30 min 0 0 0 
110ºC  15 min 0 0 0 
121ºC  15 min 0 0 0 

 

สรุปผลการวิจัย 
 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากผลิตภัณฑ์สัตว์น ้าหมักพื้นบ้านภาคใต้จ านวน 80 ตัวอย่าง สามารถแยกเช้ือ
แบคทีเรียแลกติกได้ 484 ไอโซเลท โดยมีเชื้อที่สามารถเจริญได้ดีและน าไปทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคทางเดิน
อาหารจ านวน 368 ไอโซเลท และท าการคัดเลือกสายพันธุ์ PPD90 และ PSS113 ไปทดสอบสมบัติต่าง ๆ ของสารยับยั้ง 
พบว่าส่วนใสที่ได้จากแบคทีเรียที่คัดเลือกยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์เมื่อเติมเอนไซม์คะตาเลส และ
กิจกรรมการยับยั้งจะหายไปเมื่อเติมเอนไซม์ย่อยโปรตีน แสดงว่าสารยับยั้งน้ันน่าจะเป็นสารแบคเทอริโอซิน 
 เชื ้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้สายพันธุ์ PPD90 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ที่อุณหภูมิ 30 - 40 
องศาเซลเซียส สายพันธุ ์ PSS113 สามารถเจริญและสร้างสารแบคเทอริโอซิน  ได้ที ่อุณหภูมิ 25 - 40 องศาเซลเซียส 
สารแบคเทอริโอซินที ่ได ้จะเสียความสามารถในการยับยั ้งเชื ้อแบคทีเร ียอินดิเคเตอร์เมื ่อใช้ความร้อนอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที เป็นต้นไป จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซินจาก
งานวิจัยนี้ไปประยุกต์ใช้เพื่อยับยั้งเชื้อก่อโรคในอาหารที่ไม่ต้องผ่านการแปรรูปด้วยความร้อน 

แบคทีเรียอินดเิคเตอร ์
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