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มะพร้าวดัดแปลงมีศักยภาพในการลดปริมาณเชื้อ  Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเป้ือน
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คือสามารถลดปริมาณเชื้อลงได้ 3-4 Log CFU/g ผลจากการศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ใน
การประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินเป็นสารฆ่าเชื้อในน้้าล้างผักทดแทนสารเคมีเพื่อลดความเส่ียงจาก
สารเคมีปนเปื้อนและช่วยเพ่ิมความปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

 

_________________________        ______________________________________      ____/____/___  
             ลายมือช่ือนิสิต                   ลายมือช่ืออาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 



 

Supannika  Netweera  2014: Optimization of Coconut Waste Water as a Substrate for 
 Bacteriocin Production by Lactic Acid Bacteria.  Master of Science (Microbiology), 
 Major Field: Microbiology, Department of Microbiology.  Thesis Advisor:                    
Assistant Professor Wanna  Malaphan, Ph.D.  115 pages. 

 

 Chemical preservatives have been used for controlling of food borne pathogens in foods.  
But it always caused adverse effect to human healths due to its residual contaminant in foods. 
Therefore, bacteriocin of LAB is one alternative to use as biological food preservative. At present, 
study on bacteriocin production by LAB usually performed on synthetic medium MRS which is 
quite expensive. Replacement by cheap medium would be beneficial for bacteriocin production in 
the future 
 

In this study, Pediococcus pentosaceus KU-F2 capable of growth in modified coconut 
water supplemented with 1% Yeast Extract, 0.5% K2HPO4 and 0.1% Tween 80, incubated at 37◦C 
support bacteriocin production with antilisterial activity similar to in MRS broth (12,800 AU/ml). 
In addition, stability of bacteriocin at -20◦C still effective as long as 17 months. 

 
Bacteriocin produced by Pediococcus pentosaceus KU-F2 grown in modified coconut 

water medium showed a potent antilisterial activity. Artificially inoculated of Listeria 
monocytogenes DMST 17303 on fresh cabbage at initial contamination of 3 Log CFU/g then 
applied in wash water containing 512 AU/ml of bacteriocin resulted in 100% of decontamination, 
In addition, treated fresh cabbage can be kept prolong at refrigeration temperature for 6 days 
without any increasing of bacterial cells. At high contamination of 5 Log CFU/g, bacteriocin 
acitivity 5,120 AU/ml was as effective as 100 ppm hypochlorite solution and can reduced 3-4 Log 
CFU/g. The data obtain demonstrated the potent sanitizing agent of bacteriocin for fresh 
vegetables in order to reduce the chemical residues and increase food safety. 
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ข9 การเปรียบเทียบการเจริญของ Lactobacillus salivarius KU-N12 ใน
อาหารชนิดต่าง ๆ 

 
110 

ข10 การเปรียบเทียบการเจริญของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ใน
อาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 

 
111 

ข11 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ใน
อาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 

 
112 

ข12 ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินโดยเช้ือ Pediococcus pentosaceus   
KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 

 
113 

ข13 ผลของสารแบคเทอริโอซินต่อการรอดชีวิตของเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเปื้อนเทียมในกะหล่้าปลีสดใน
ระดับต่าง ๆ และอายุการเก็บที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) 

 
 

113 
ข14 ผลของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการยับย้ังเช้ือ 

Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสดที่มีการปนเปื้อนเทียม
ในระดับสูง และผลต่ออายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศา
เซลเซียส) และอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน 

 
 
 

114 
ข15 ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (Log CFU/g) ที่พบ

บนผักสดที่ปนเปื้อนเทียมในระดับสูง เมื่อล้างด้วย น้้ากลั่นปลอดเช้ือ 
(SDW) น้้าประปา (TW) น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมไฮโปคลอไรท์ 100 ppm 
(SDW+Hp) และ แบคเทอริโอซิน 5,120 AU/ml (SDW+B) 

 
 
 

114 
  

(4) 



 

สารบัญภาพ 
 
ภาพที่  หน้า 

   
1 แบบจ้าลองการเกิดรูที่เย่ือหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์เป้าหมายโดยแบคเทอริโอซินที่

สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติก (Mode of pore formation on cell membrane of 
target strain by bacteriocin from lactic acid bacteria) 

 
 

14 
2 แบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติกและมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค

แกรมบวก 
 

15 
3 ลักษณะจ้าเพาะของแบคเทอริโอซินที่สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุ   

ต่าง ๆ  
 

16 
4 อิทธิพลจากค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีผลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของ

เช้ือ Lactobacillus rhamnosus ST461BZ และ ST462BZ 
 

21 
5 วงจรการปนเปื้อนของเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักสด 25 
6 (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Enterococcus 

faecium KU-B5 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
(ข) ลักษณะโคโลนีของ Enterococcus faecium KU-B5 บนอาหารแข็ง MRS ที่
เติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ CaCO3 

 
 
 

45 
7 (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Lactobacillus 

salivarius KU-N12 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
(ข) ลักษณะโคโลนีของ Lactobacillus salivarius KU-N12 บนอาหารแข็ง 
MRS ที่เติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ CaCO3 

 
 
 

46 
8 (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Pediococcus 

pentosaceus KU-F2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
(ข) ลักษณะโคโลนีของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 บนอาหารแข็ง 
MRS ที่เติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ CaCO3 

 
 
 

47 
9 โซนใสของการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสาร           

แบคเทอริโอซินที่ได้จากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่างๆโดยวิธี spot on lawn 
 

48 
   

 

(5) 



 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่  หน้า 

   
10 การเจริญของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 (A,B), Pediococcus 

pentosaceus KU-F2 (C,D) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 (E,F) เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS และอาหารน้้ามะพร้าว (CW) บ่มที่อุณหภูมิต่างๆใน
สภาวะนิ่ง 

 
 
 

50 
11 การเปลี่ยนแปลงค่า pH ของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 (A,B) 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 (C, D) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 
(E, F) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS และอาหารน้้ามะพร้าว (CW) บ่มที่อุณหภูมิ
ต่าง ๆ ในสภาวะนิ่ง 

 
 
 

52 
12 ค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (AU/ml) เมื่อ

เพาะเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 (A, B), Pediococcus pentosaceus 
KU-F2 (C, D) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 (E, F) ในอาหาร MRS และ
อาหารน้้ามะพร้าวที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุในสภาวะนิ่ง 

 
 
 

54 
13 การเจริญและการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกสาย

พันธ์ุต่าง ๆ ในอาหาร MRS อาหารน้้ามะพร้าว และอาหารน้้ามะพร้าวเติม yeast 
extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุ: (A,B) 
Enterococcus  faecium KU-B5, (C,D) Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ
(E,F) Lactobacillus salivarius KU-N12 

 
 
 
 

60 
14 การสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS อาหารน้้ามะพร้าว และอาหารน้้ามะพร้าวเติม yeast 
extract 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุ: (A) 
Enterococcus faecium KU-B5, (B) Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ (C) 
Lactobacillus salivarius KU-N12 

 
 
 
 

61 
15 การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ที่เวลาต่าง ๆ ในอาหารน้้า

มะพร้าวดัดแปลง โดยวิธีทากุชิ 
 

64 
   

 

(6) 



 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่  หน้า 

   
16 ค่ากิจกรรมการยับย้ังต่อเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสาร              

แบคเทอริโอซินที่ผ่านการสกัดแยกโดยวิธี Amberlite adsorptionโดยวิธี critical 
dilution assay 

 
 

66 
17 ลักษณะเฉพาะของโคโลน ีListeria monocytogenes บนอาหาร L.mono 

Differential Agar Base 
 

69 
18 การยึดเกาะของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนตัวอย่างผัก

กะหล่้าปลีสดเมื่อแช่ในเซลล์ซัสเพนช่ันที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมต้นแตกต่างกันที่
ระยะเวลาต่าง ๆ 

 
 

71 
19 ผลของสารแบคเทอริโอซินต่อการลดปริมาณเช้ือบนกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียม

ด้วยเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (A) ในระดับต่้า (3 Log CFU/g) 
และ (B) ระดับสูง (5 Log CFU/g) (SDW: Sterile distilled water, SDW+512 
AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 512 AU/ml) 

 
 
 

73 
20 ผลของสารแบคเทอริโอซินต่ออายุการเก็บรักษาของกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียม

ด้วย Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่้า (3 Log CFU/g) และ
ระดับสูง (5 Log CFU/g) เมื่อเก็บที่อุณหภูมิตู้เย็นเป็นเวลา 7 วัน (SDW: Sterile 
distilled water, SDW+512 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 
512 AU/ml) 

 
 
 
 

74 
21 ผลของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับย้ังเช้ือ Listeria  

monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเปื้อนเทียมบนกะหล่้าปลีสดในปริมาณ 5 Log 
CFU/g (SDW: Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml: Sterile distilled water + 
bacteriocin activity 512 AU/ml, SDW+5,120 AU/ml: Sterile distilled water + 
bacteriocin activity 5,120 AU/ml, SDW+12,800 AU/ml: Sterile distilled water + 
bacteriocin activity 12,800 AU/ml) 

 
 
 
 
 

75 
   

 
  

(7) 



 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที่  หน้า 
   

22 ผลของสารแบคเทอริโอซินต่ออายุการเก็บรักษาของผักสดที่ผ่านการล้างใน
สารละลายแบคเทอริโอซินความเข้มข้นต่าง ๆ และเก็บรักษาที่ (A) อุณหภูมิห้อง 
และ (B) อุณหภูมิตู้เย็น เป็นเวลา 3 วัน (SDW: Sterile distilled water, SDW+512 
AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 512 AU/ml, SDW+5,120 
AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 5,120 AU/ml และ 
SDW+12,800 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 12,800 
AU/ml) 

 
 
 
 
 
 

77 
23 ประสิทธิภาพของสารชนิดต่าง ๆ ต่อการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 

17303 ที่ปนเปื้อนเทียมบนผักกะหล่้าปลีในระดับสูง (SDW: Sterile distilled water, 
TW: tap water, SDW+ Hp: Sterile distilled water + hypochlorite 100 ppm และ 
SDW+B : Sterile distilled water + bacteriocin activity 5,120 AU/ml) 

 
 
 

78 
24 ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสดที่ผ่านการแช่ใน

สารละลายต่างๆ เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่างๆ (SDW: Sterile distilled water, TW: 
tap water, SDW+ Hp: Sterile distilled water + hypochlorite 100 ppm และ 
SDW+B: Sterile distilled water + bacteriocin activity 5,120 AU/ml) 

 
 
 

79 

(8) 
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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้น้้ามะพร้าวเหลือทิ้งเป็นสับสเตรทเพ่ือการผลิต
สารแบคเทอริโอซินโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 

 

Optimization of Coconut Waste Water as a Substrate for 
Bacteriocin Production by Lactic Acid Bacteria 

 
ค้าน้า 

 
ในปัจจุบันผู้บริโภคให้ความส้าคัญและเอาใจใส่ด้านสุขภาพมากขึ้น และเลือกบริโภค

อาหารที่มีความสดใหม่หรือที่ผ่านกระบวนการปรุงสุก หรือมีการใช้สารเคมีในการถนอมอาหาร
น้อยที่สุด ดังนั้นอุตสาหกรรมอาหารหลายๆประเภทจึงให้ความสนใจและหาทางเลือกอื่นเพื่อ
ทดแทนการใช้สารเคมี ซ่ึงการใช้สารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับย้ัง
จุลินทรีย์ปนเปื้อนในอาหารก้าลังได้รับความนิยมเพิ่มมากขึ้นเร่ือยๆ อีกทั้งสารแบคเทอริโอซิน ยัง
ได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยา (FDA) (Eckner, 1992) และ FAO/WHO (Schillinger  
et al., 1996) ว่ามีความปลอดภัยต่อการบริโภค (Generally Recognized As Safe หรือ GRAS) ไม่
ก่อให้เกิดสารตกค้างในอาหาร โดยสารแบคเทอริโอซินที่มีการใช้ประโยชน์มากในทาง
อุตสาหกรรมอาหารคือ สาร Nisin มีช่ือทางการค้าว่า NisaplinTM (Aplin and Barett Ltd., UK) ผลิต
โดย Lactococcus lactis และ สาร Pediocin PA-1/AcH มีช่ือทางการค้าว่า ALTATM 2431 (Quest 
International, Australia) ผลิตโดย Pediococcus acidilactici ส่วนแบคเทอริโอซินชนิดอื่นแม้ว่าจะมี
การศึกษาการใช้ประโยชน์มากมาย แต่ยังไม่ได้มีการผลิตในระดับการค้าเหมือน Nisaplin และ 
ALTA 2431 เช่น Diplococcin, Acidophilin, Bulgaricin, Helveticin, Lacticin และ Plantaricin      
(อรอนงค์, 2550; Nettles and Barefoot, 1993) 

 
อย่างไรก็ตาม การศึกษาวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลิตสารแบคเทอริโอซินจะ

อาศัยการเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนและวิตามินที่จ้าเป็นต่อการ
เจริญเพียงพอ เช่น อาหาร MRS ซึ่งมีราคาค่อนข้างสูง ดังนั้นหากสามารถหาแหล่งของสารอาหารที่
มีราคาถูกมาใช้ทดแทนอาหารสังเคราะห์ได้ จะช่วยให้การน้าสารแบคเทอริโอซินมาใช้ประโยชน์
ท้าได้ง่ายขึ้น ซ่ึงสารอาหารที่ได้จากผลิตภัณฑ์เหลือทิ้งทางอุตสาหกรรม เช่น น้้ามะพร้าว น่าจะเป็น
อีกทางเลือกหนึ่งที่มีความเป็นไปได้สูงที่จะน้ามาใช้ให้เกิดประโยชน์สูงสุด ซ่ึงจะสามารถช่วยลด
ต้นทุนของอาหารเลี้ยงเช้ือ และยังเป็นการใช้ประโยชน์จากวัสดุเหลือทิ้งอีกด้วย 



2 

ในการศึกษานี้ได้ท้าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถสร้างสาร                                         
แบคเทอริโอซินได้ ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงเปรียบเทียบกับอาหาร MRS และศึกษาปัจจัยของ
สารประกอบที่มีผลต่อการเจริญและการสร้างสารแบคเทอริโอซินในอาหารน้้ามะพร้าว 
  



3 

วัตถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการเจริญและการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรด   
แลคติกในอาหารสังเคราะห์ (MRS) และอาหารน้้ามะพร้าว 
 

2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้น้้ามะพร้าวเป็นสับสเตรท เพื่อการผลิตสาร              
แบคเทอริโอซิน 
 

3. ศึกษาความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตได้จากข้อ 2 
 

4. การศึกษาเบื้องต้นในการประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินเป็น biopreservation ในผัก
สดพร้อมบริโภค 

  



4 

การตรวจเอกสาร 
 

1.  องค์ประกอบของน้้ามะพร้าว 
 

ในแต่ละปีอุตสาหกรรมการผลิตมะพร้าวในประเทศไทย มีการทิ้งน้้ามะพร้าวเป็นของเสีย
ในปริมาณที่สูงมาก เนื่องจากมีการขยายตัวของอุตสาหกรรมที่ใช้มะพร้าวเป็นวัตถุดิบเพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง ไม่ว่าจะเป็น อุตสาหกรรมกะทิส้าเร็จรูป (Coconut milk) น้้ามันมะพร้าว (Coconut oil) 
แป้งมะพร้าว (Coconut flour) และเนื้อมะพร้าวแห้งเกร็ด (Dried coconut chips) ข้อมูลจากสถาบัน
อาหารในปี 2556 พบว่าประเทศไทยมีการส่งออกกะทิส้าเร็จรูปรวมทั้งส้ินมากกว่า 50,864.57 ตัน 
ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  ปริมาณส่งออกกะทิส้าเร็จรูปของไทยไป 10 ตลาดแรกปี 2555 (ม.ค.-มิ.ย.) 
 

ตลาด ปริมาณ (ตัน) 
สหรัฐอเมริกา 18,174.43 
ออสเตรเลีย 5,095.69 
สหราชอาณาจักร 4,221.55 
เยอรมนี 2,869.32 
เนเธอร์แลนด์ 3,154.23 
แคนาดา 2,015.61 
สวีเดน 1,487.92 
นิวซีแลนด์ 1,414.31 
ฝร่ังเศส 1,078.16 
ฮ่องกง 1,004.82 
อื่นๆ 10,348.53 
รวมทั้งส้ิน 50,864.57 
 
ที่มา:  สถาบันอาหาร (2555) 
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ส้าหรับประเทศไทยโดยเฉลี่ยแล้วพบว่ามีน้้ามะพร้าวที่เป็นของเสียที่เกิดขึ้นใน พ.ศ. 2555 
ประมาณ 150,000 ตัน (ค้านวณจากผลผลิตทางการเกษตรโดยดูจากค่าสถิติผลผลิตทางการเกษตร
ของไทยในปี พ.ศ. 2553-2555) นอกจากนี้ยังมีแนวโน้มการขยายตัวของอุตสาหกรรมการผลิต
มะพร้าวอย่างต่อเนื่อง ท้าให้ปริมาณของเสียจากน้้ามะพร้าวมีปริมาณสูงตามไปด้วยเช่นกัน และ
อาจก่อให้เกิดปัญหามลภาวะทางน้้าได้ง่ายเนื่องจากน้้ามะพร้าวมีค่าบีโอดี (BOD) สูงถึง 22,837 
มิลลิกรัมต่อลิตร (วิเชียร, 2521) ดังนั้นการน้าวัสดุเหลือทิ้งนี้มาใช้ให้เกิดประโยชน์ จึงเป็นที่
น่าสนใจ และยังสามารถช่วยแก้ปัญหาสิ่งแวดล้อมได้อีกทางหนึ่งด้วย 

 
จากการศึกษาองค์ประกอบหลักในน้้ามะพร้าวแก่พบว่าประกอบด้วย น้้าตาล วิตามิน และ

แร่ธาตุต่างๆ โดย Caray (1924) พบว่าในน้้ามะพร้าวประกอบด้วยน้้าตาล 3 ชนิดคือ เด็กซ์โตรส 
เลวูโลส และซูโครส Child and Nathanael (1947) พบว่าในน้้ามะพร้าวแก่ 100 มิลลิลิตร 
ประกอบด้วย ส่วนที่เป็นของแข็ง (total solid) 4.93 กรัม ซูโครส 1.14 กรัม กลูโคส 0.12 กรัม     
ฟรุกโตส 0.83 กรัม น้้าตาลทั้งหมด 3.09 กรัม ซ่ึงรวมถึงแมนนิทอล (Child and Nathanael, 1950) 
ซึ่งแมนนิทอลที่พบนั้น เกิดจากการรีดิวซ์น้้าตาลเด็กซ์โตรสโดยแบคทีเรียชนิดอื่น จากการศึกษา
การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลในน้้ามะพร้าวแก่เปรียบเทียบกับน้้ามะพร้าวอ่อนของ Gonzalez (1950) 
พบว่าในน้้ามะพร้าวอ่อน 100 มิลลิลิตร มีน้้าตาลที่เป็น reducing sugar ประมาณ 5.5 กรัม ส่วนใน
น้้ามะพร้าวแก่นั้นพบว่ามีน้้าตาลเพียงแค่ 2 กรัม และน้้าตาลส่วนใหญ่ที่พบเป็นซูโครส ซ่ึงผล
ดังกล่าวสอดคล้องกับผลการวิเคราะห์น้้ามะพร้าวของ Thuan-Chew et al. (2014) พบว่าในน้้า
มะพร้าวอ่อนจะมีน้้าตาลเป็นองค์ประกอบมากกว่าในน้้ามะพร้าวแก่ คือในน้้ามะพร้าวอ่อน
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบน้้าตาลฟรุกโตส 39.04 มิลลิกรัม กลูโคส 35.43 มิลลิกรัม และซูโครส 0.85 
มิลลิกรัม แต่ในน้้ามะพร้าวแก่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบน้้าตาลฟรุกโตส 21.48 มิลลิกรัม กลูโคส 
19.06 มิลลิกรัม และซูโครส 14.37 มิลลิกรัม ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบจะเห็นได้ว่าอายุของมะพร้าวมีผล
ต่อปริมาณน้้าตาลที่เปลี่ยนไป โดยน้้ามะพร้าวอ่อนจะมีน้้าตาลฟรุกโตสและกลูโคสมากกว่า แต่ใน
น้้ามะพร้าวแก่จะพบน้้าตาลซูโครสที่มากกว่า อัจฉรา (2510) วิเคราะห์ส่วนประกอบของน้้า
มะพร้าวแก่ 100 มิลลิลิตร พบคาร์โบไฮเดรต 2.1 กรัม ส่วน Santoso et al. (1996) รายงานว่าในน้้า
มะพร้าวแก่อายุ 12 เดือนในปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วยส่วนที่เป็นเถ้า 0.47 กรัม ซูโครส 
0.51 กรัม กลูโคส 1.48 กรัม และฟรุกโตส 1.43 กรัม  
 

Verderbelt (1954) รายงานว่า น้้ามะพร้าว 1 มิลลิลิตร ประกอบด้วยวิตามินบีรวมดังนี้      
กรดนิโคตินิก 0.64 ไมโครกรัม กรดแพนโตธีนิก 0.52 ไมโครกรัม ไบโอติน 0.02 ไมโครกรัม       
ไรโบฟลาวิน 0.01 ไมโครกรัม กรดโฟลิก 0.003 ไมโครกรัม และยังพบ กรดมาลิก กรดไซคิมิก 



6 

และกรดกวินิก อะลานีน กรดแกมมาอะมิโนบิวทีริก กรดกลูตามิก เช่นเดียวกับ  Tulecke et al. 
(1961) พบว่าในน้้ามะพร้าวแก่ประกอบด้วยกรดมาลิก กรดชิกิมิก และกรดควินนิก และวิตามินซี 
0.7-3.7 มิลลิกรัม นอกจากนี้ อัจฉรา (2510) วิเคราะห์ส่วนประกอบของน้้ามะพร้าวแก่ 100 
มิลลิลิตร พบว่าประกอบด้วยวิตามินซี 1.4 มิลลิกรัม และวิตามินบีรวม Santoso et al. (1996) 
รายงานว่าในน้้ามะพร้าวแก่อายุ 12 เดือนในปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วยวิตามินซี 7.08 
ppm วิตามินบี1 0.01 ppm และวิตามินบี2 0.01 ppm และยังประกอบด้วยกรดอะมิโนอะลานีน 3.88 
ไมโครกรัม อาร์จินีน 0.81 ไมโครกรัม กรดแอสปาร์ติก 0.76 ไมโครกรัม กรดกลูตามิก 3.75 
ไมโครกรัม ไกลซีน 0.11 ไมโครกรัม ไอโซลูซีน 0.27 ไมโครกรัม ฮิสติดีน 0.67 ไมโครกรัม ลูซีน 
0.58 ไมโครกรัม ไลซีน 3.41 ไมโครกรัม เมทไทโอนีน 0.21 ไมโครกรัม โพรลีน 0.95 ไมโครกรัม 
เซอรีน 1.06 ไมโครกรัม ทรีโอนีน 0.33 ไมโครกรัม และวาลีน 0.82 ไมโครกรัม 
 

นอกจากนี้ยังพบสารอื่นๆ อัจฉรา (2510) วิเคราะห์ส่วนประกอบของน้้ามะพร้าวแก่ 100 
มิลลิลิตร พบว่าประกอบด้วยน้้า 94.6 กรัม โปรตีน 1.0 กรัม แคลเซียม 20.7 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 
25.4 กรัม เหล็ก 0.4 มิลลิกรัม Satyavati (1984) รายงานว่าในน้้ามะพร้าวแก่ปริมาตร 100 มิลลิลิตร                                     
พบโพแทสเซียม 247 มิลลิกรัม โซเดียม 48 มิลลิกรัม แคลเซียม 40 มิลลิกรัม แมกนีเซียม 15 
มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 6.3 มิลลิกรัม และส่วนที่เป็นของแข็ง (total solid) 5.4 กรัม และยังพบโปรตีน
และไขมันเป็นส่วนประกอบโดยคิดรวมเป็น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ส่วน Santoso et al. (1996) รายงานว่า
ในน้้ามะพร้าวแก่อายุ 12 เดือนในปริมาตร 100 มิลลิลิตร ประกอบด้วยส่วนที่เป็นเถ้า 0.47 กรัม 
โพแทสเซียม 255 มิลลิกรัม ก้ามะถัน 4 มิลลิกรัม แคลเซียม 31.3 มิลลิกรัมโซเดียม 15.9 มิลลิกรัม
แมกนีเซียม 9.3 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 12.6 ไมโครกรัม แมงกานีส 0.08 ไมโครกรัม อะลูมิเนียม 
0.06 ไมโครกรัม สังกะสี 0.03 ไมโครกรัม เหล็ก 16 ไมโครกรัม และทองแดง 29.3 ไมโครกรัม 
เช่นเดียวกับ Thampan and Rethinam (2004) รายงานว่าน้้ามะพร้าวแก่ 100 มิลลิลิตร พบ
โพแทสเซียม 247 มิลลิกรัม คลอรีน 108 มิลลิกรัม ก้ามะถัน 80 มิลลิกรัม แคลเซียม 40 มิลลิกรัม 
โซเดียม 48 มิลลิกรัม แมกนีเซียม 15 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 6.3 ไมโครกรัมเหล็ก 79 ไมโครกรัม 
และทองแดง 26 ไมโครกรัม Richter et al. (2005) พบแร่ธาตุต่างๆในน้้ามะพร้าวแก่ 100 มิลลิลิตร 
คือ โพแทสเซียม 164 มิลลิกรัม คลอรีน 131 มิลลิกรัม แคลเซียม 18.2 มิลลิกรัม โซเดียม 4.1 
มิลลิกรัม แมกนีเซียม 7.8 มิลลิกรัม และฟอสฟอรัส 21ไมโครกรัม เช่นเดียวกับ Uphade et al. 
(2008) พบโพแทสเซียม 273 มิลลิกรัม แคลเซียม 47.7 มิลลิกรัม โซเดียม 45.4 มิลลิกรัม                             
แมกนีเซียม 11.7 มิลลิกรัม ฟอสฟอรัส 9.2 ไมโครกรัม เหล็ก 112 ไมโครกรัม และทองแดง 28.7 
ไมโครกรัมต่อน้้ามะพร้าว 100 มิลลิลิตร 
  



7 

นอกจากนี้ Thuan-Chew et al. (2014) ได้เปรียบเทียบปริมาณแร่ธาตุพบว่าในน้้ามะพร้าว
อ่อนปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบโพแทสเซียม 220.94 มิลลิกรัม โซเดียม 7.61 มิลลิกรัม แมกนีเซียม 
22.03 มิลลิกรัม แคลเซียม 8.75 มิลลิกรัม เหล็ก 0.294 มิลลิกรัม และโปรตีน 0.041 มิลลิกรัม ส่วน
ในน้้ามะพร้าวแก่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบโพแทสเซียม 35.11 มิลลิกรัม โซเดียม 36.51 มิลลิกรัม 
แมกนีเซียม 31.65 มิลลิกรัม แคลเซียม 23.98 มิลลิกรัม เหล็ก 0.322 มิลลิกรัม และโปรตีน 0.217 
มิลลิกรัม จะเห็นได้ว่าในน้้ามะพร้าวแก่มีส่วนประกอบแร่ธาตุชนิดเดียวกันที่สูงกว่า จึงเป็นที่
น่าสนใจว่า น้้ามะพร้าวแก่ซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งในอุตสาหกรรมมะพร้าวจะสามารถน้ามาใช้เป็น
แหล่งของสารอาหารทดแทนที่มีคุณภาพ และยังสามารถลดต้นทุนของการเติมสารที่เป็น 
supplement ต่างๆได้เป็นอย่างดีอีกด้วย 
 
2.  การใช้ประโยชน์จากน้้ามะพร้าวในทางจุลชีววิทยา 
 

จากองค์ประกอบของสารอาหารและแร่ธาตุต่างๆในน้้ามะพร้าวที่มีอยู่มากมาย จึงมีการ
น้ามาใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 

 
2.1  การเลี้ยงเช้ือยีสต์ 

 
ปราโมทย์ (2517) พบว่าน้้ามะพร้าวมีน้้าตาลและเกลือแร่เพียงพอที่จะเลี้ยงยีสต์ได้ 

เช่นเดียวกับ อโณทัย และ นภา (2518) ได้ศึกษาการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae, Candida 
utilis และ C. tropicalis ในน้้ามะพร้าว เปรียบเทียบกับอาหาร Malt yeast extract broth พบว่าเช้ือ
ยีสต์เจริญได้ดีในน้้ามะพร้าว แม้ว่าอัตราการเจริญและปริมาณเซลล์จะน้อยกว่าใน MY broth และ
เมื่อเติมแอมโมเนียมซัลเฟต 1 เปอร์เซ็นต์ อัตราการเจริญของเช้ือยีสต์จะใกล้เคียงกับใน MY broth 
แต่ปริมาณเซลล์จะเพิ่มขึ้นมากกว่า นอกจากนี้ การเติมไบโอตินและกรดนิโคตินิกในอาหารน้้า
มะพร้าวยังช่วยเพิ่มปริมาณเซลล์ของ Saccharomyces fragilis ในการเพาะเลี้ยงแบบ chemostat 
culture ด้วย (Smith and Bull, 1976)  
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2.2  การเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดน้้าส้ม 
 

ในช่วงต้นปี ค.ศ. 1960 Alaban (1962) ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตวุ้น
มะพร้าว หรือ Nata de coco โดยใช้น้้ามะพร้าวแก่ซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ้งเป็นวัตถุดิบ โดยอาศัย
กระบวนการหมักของเช้ือ Acetobacter aceti subsp. xylinum หรือ A. xylinum หมักเพื่อให้เกิดแผ่น
วุ้นโดยเกิดจากโพลิเมอร์ของน้้าตาลกลูโคสต่อกันด้วยพันธะเบตา-1,4 ไกลโคซิดิก (b-1,4 
glycosidic bond) โดยวุ้นมะพร้าวสามารถน้าไปแปรรูปเป็นอาหารได้หลายชนิดและยังมีประโยชน์
ในการส่งเสริมระบบขับถ่ายได้ เนื่องจากวุ้นดังกล่าวจัดเป็นเนื้อเย่ือเซลลูโลสซ่ึงระบบย่อยอาหาร
ของมนุษย์ไม่สามารถย่อยได้ (De Gallardo et al., 1971) 

 
สายชล และ นภา (2517) ใช้น้้ามะพร้าวเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดน้้าส้ม โดยการ

เติมเอทานอล 4 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเช้ือ Acetobacter spp. สามารถเจริญในน้้ามะพร้าวได้ไกล้เคียงกับ 
Acetobacter medium เช่นเดียวกับการศึกษาของ รสสุคนธ์ (2528) ได้ทดลองเลี้ยงเช้ือ Acetobacter 
spp. หลายสายพันธ์ุในน้้ามะพร้าวที่มีเอทานอล 8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเช้ือสามารถผลิตกรดอะซิติกได้
  

2.3  การเลี้ยงสาหร่าย 
 

Unagul et al. (2007) ทดลองใช้น้้ามะพร้าวเป็นส่วนประกอบในอาหารเลี้ยงเช้ือ GPY 
ที่ความเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ (v/v) เพื่อเพาะเลี้ยงสาหร่าย Schizochytrium mangrovei Sk-02 เพื่อ
ส่งเสริมการผลิตกรดไขมัน DHA พบว่าสามารถเพิ่มมวลชีวภาพ (biomass) และผลผลิตกรดไขมัน
ชนิด docosahexaenoic acid (C22:6) ได้มากกว่าถึงสามเท่าเมื่อเทียบกับอาหารสูตรปกติที่ไม่มีการ
เติมน้้ามะพร้าว 
 

2.4  การเลี้ยงเช้ือรา 
 

วิภา และ นภา (2517) ทดลองใช้น้้ามะพร้าวเลี้ยงเช้ือราบางชนิด พบว่า น้้ามะพร้าวซ่ึง
ไม่ได้เติมสารอะไรเลย สามารถใช้เป็นอาหารเลี้ยงเช้ือราได้ดีมากเมื่อเปรียบเทียบกับอาหาร Potato 
Dextrose Agar นอกจากนี้ นารีลักษณ์ และ ศิริวรรณ (2546) ได้ท้าการเพาะเลี้ยงเช้ือราในน้้า
มะพร้าวแก่เพื่อผลิต Pigment พบว่า Penicilium sp. สามารถเจริญได้ดีในน้้ามะพร้าวแก่ที่มีความ
เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าพีเอช 5.0 และ Monascus sp. สามารถเจริญได้ดีในน้้ามะพร้าวแก ่         
ที่มีความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าพีเอช 7 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และยังมีการทดลอง
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ของนวลพรรณ และ สุกัญญา (2541) ที่ได้ทดลองเลี้ยงเช้ือ Aspergillus oryzae NRRL 484 ในน้้า
มะพร้าว เพื่อผลิตกรดโคจิก พบว่าให้ผลดีกว่าสูตรอาหารดั้งเดิมที่ใช้อยู่ Arseculteratre et al. 
(1969) ท้าการทดลองใช้น้้ามะพร้าวเลี้ยงเช้ือรา Aspergillus flavus พบว่าเช้ือสามารถเจริญและผลิต
สาร aflatoxin ได้ 
 

2.5  การเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

สายชล (2520) พบว่าอาหารน้้ามะพร้าวที่เติม peptone 1 เปอร์เซ็นต์, yeast extract 0.5 
เปอร์เซ็นต์, sodium acetate 0.5 เปอร์เซ็นต์, ammonium citrate 0.2 เปอร์เซ็นต์ และ Tween 80 0.1 
เปอร์เซ็นต์ ให้อัตราการเจริญของ Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum, Pediococcus 
parvulus, Leuconostoc mesenteroides ได้ดีเทียบเท่ากับอาหาร MRS นอกจากนี้ เพิ่มพงษ์ (2524) 
ได้ทดลองเก็บเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus casei สายพันธ์ุ shirota ในอาหารน้้ามะพร้าว
พบว่าสามารถเก็บเช้ือได้นานกว่าในอาหาร MRS อีกทั้งการเติมกากถั่วเหลือง 5 เปอร์เซ็นต์ ในน้้า
มะพร้าวแก่ สามารถเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกได้เป็นอย่างดี และยังมีการศึกษาของ อัสนี และ 
นวลพรรณ (2550) พบว่าเช้ือ Lactobacillus pentosus SR 4-2 มีการผลิตชีวมวลในอาหารน้้า
มะพร้าวสูงกว่าในอาหาร MRS ทั้งในสภาวะนิ่งและสภาวะเขย่า 
 

นอกจากนี้ยังมีการน้าน้้ามะพร้าวมาใช้ประโยชน์ด้านอื่นๆอีกมาก เช่น การศึกษาการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืชของ Van Overbeek et al. (1941) และ Pollard et al. (1961) พบว่าน้้ามะพร้าว
สามารถเหนี่ยวน้าให้เกิดการแบ่งเซลล์ของพืชบางชนิดได้ ตัวอย่างเช่น การเจริญของเนื้อเย่ือผักขม
บนอาหารเลี้ยงเช้ือที่เติม 10-15 เปอร์เซ็นต์ (v/v) น้้ามะพร้าวแก่ พบว่าสามารถเพิ่มน้้าหนักของ
แคลลัส (callus) หรือเซลล์พื้นฐานได้หลังจากเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 5 สัปดาห์ และยังสามารถเร่งการ
เกิดหน่อของต้นผักขมได้ภายในเวลา 4-5 สัปดาห์ เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเซลล์บนอาหารที่
ไม่ได้เติมน้้ามะพร้าวคือ 6-12 สัปดาห์ ส่วน Prabakaran et al. (2008) ได้ทดลองใช้น้้ามะพร้าวใน
การเพาะเลี้ยง Bacillus thuringiensis var. isaraelensis พบว่าเช้ือสามารถผลิต  -endotoxin ได้ดี
และสามารถน้าไปใช้ในการควบคุมยุง  
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3.  แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
 

3.1  ประวัติการค้นพบ 
 

แบคเทอริโอซินถูกค้นพบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1925 โดย Gratia พบว่า E. coli V (หรือที่
รู้จักในชื่อ E. coli CA7) สามารถผลิตสารโปรตีนกลุ่มหนึ่งออกมายับย้ังการเจริญของเช้ือ E.coli 
ΦV (หรือที่รู้จักในชื่อ E. coli CA81) และเรียกโปรตีนยับย้ังดังกล่าวว่า colicin ต่อมาพบว่าใน
แบคทีเรียแกรมบวกบางกลุ่มมีการผลิตสารที่มีลักษณะคล้าย colicin จึงเรียกสารกลุ่มโปรตีนที่มี
คุณลักษณะดังกล่าวว่า แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) และมีนักวิจัยได้ให้ค้าจ้ากัดความของ          
แบคเทอริโอซินไว้โดย Tagg et al. (1976) ให้ค้าจ้ากัดความของแบคเทอริโอซินว่าเป็น
สารประกอบในกลุ่มโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการออกฤทธ์ิท้าลาย (bactericidal) เฉพาะแบคทีเรีย
ชนิดเดียวกันหรือสายพันธ์ุที่ใกล้เคียงกับสายพันธ์ุที่สร้างสารแบคเทอริโอซิน โดยกลไกการ                      
ออกฤทธ์ิคือ โปรตีนกลุ่มดังกล่าวจะจับกับต้าแหน่งที่จ้าเพาะกับเซลล์เป้าหมาย ส่วนยีนที่ควบคุม
การสร้างและการต้านทานต่อแบคเทอริโอซินนั้นอยู่บนพลาสมิด (plasmid) แต่จากการศึกษาต่อมา
ในภายหลังพบว่าผลที่ได้ไม่สอดคล้องกับค้าจ้ากัดความข้างต้น โดย Konisky (1982) กล่าวว่าสาร                 
แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบกลุ่มโปรตีนที่ไม่ท้าลายเซลล์ที่สร้างสารแบคเทอริโอซิน 
Andersson (1986) พบว่าแบคเทอริโอซินที่สร้างจาก Lactobacillus lactis สามารถท้าลายเช้ือ 
Staphylococcus aureus และแบคทีเรียแกรมลบที่ไม่มีผนังเซลล์ได ้
 

อย่างไรก็ตามค้านิยามของสารแบคเทอริโอซินในปัจจุบันที่ใช้กันอย่างแพร่หลายคือ 
สารประกอบโปรตีนที่ผลิตจากไรโบโซม ซึ่งควบคุมโดยยีนที่ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซินมี
ฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธ์ุที่สร้าง และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ที่
ผลิต (Konisky, 1982; De Vuyst and Vandamme, 1992) 
 

แบคทีเรียหลายสายพันธ์ุสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรีย
ได้เช่นเดียวกับสารปฏิชีวนะ แต่ความแตกต่างระหว่างสารแบคเทอริโอซินกับสารปฏิชีวนะคือฤทธ์ิ
ในการยับย้ัง โดยแบคเทอริโอซินจะออกฤทธ์ิยับย้ังแคบกว่า โดยจะยับย้ังเฉพาะสายพันธ์ุที่มี
ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธ์ุที่สร้าง เนื่องจากแบคเทอริโอซินจะจับกับบริเวณจ้าเพาะซึ่งอยู่
ที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมายจึงท้าให้สามารถยับย้ังแบคทีเรียได้เฉพาะกลุ่มและมีฤทธ์ิในการ
ยับย้ังแคบนอกจากนี้ยังมีความแตกต่างในด้านอื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 2  
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ตารางที่ 2  ความแตกต่างระหว่างสารแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ  
 

 
 
ที่มา:  Cleveland et al. (2001) 
 

ถึงแม้จากการศึกษาจะพบว่ามีจุลินทรีย์หลายสายพันธ์ุที่มีความสามารถในการผลิตสาร                             
แบคเทอริโอซินได้ไม่ว่าจะเป็น Escherichia coli (Braun et al., 1994) Bacillus coagulans 
(Hyronimus et al., 1998) หรือ Staphylococcus aureus (Netz et al., 2002) อย่างไรก็ตาม                                           
แบคเทอริโอซินที่สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นที่นิยมมากที่สุดเนื่องจากมีการยอมรับว่าเป็น
แบคทีเรียที่มีความปลอดภัย (generally recognized as safe bacteria; GRAS) ซึ่งมีการน้าแบคทีเรีย
กรดแลคติกไปใช้เป็นโปรไบโอติก (Probiotic) และใช้ในด้านอุตสาหกรรมทางอาหารอย่าง
มากมาย ดังนั้นสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกจึงเป็นที่ยอมรับว่ามีความ
ปลอดภัย สามารถประยุกต์ใช้กับอาหารได้ 
 

3.2  การจัดจ้าแนกแบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

Klaenhammer (1993) ได้จัดจ้าแนกแบคเทอริโอซินทั้งหมดออกเป็น 4 class โดย
อาศัยลักษณะโครงสร้าง มวลโมเลกุลและความคงตัวต่อความร้อน ซึ่งแบคเทอริโอซินส่วนใหญ่ที่
พบมักจัดอยู่ใน class I และ class II ซึ่งแต่ละ class มีรายละเอียดดังนี้ 
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3.2.1  Class I 
  

แบคเทอริโอซิน Class I นี้มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่สามารถทนความร้อนได้ 
มีน้้าหนักโมเลกุลต่้า (น้อยกว่า 5 กิโลดาลตัน) ภายหลังจากกระบวนการแปลรหัสแล้วจะเข้ารวมตัว
กับกรดอะมิโนแลนไธโอนีน (lanthionine) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่มีไธโออีเธอร์ (thioether) อยู่ใน
โมเลกุลและเมทิลแลนไธโอนีน (methyllanthionine) (Hurst, 1981) ในบางคร้ังจึงเรียก class I นี้ว่า
แลนติไบโอติก (lantibiotics) และแลนติไบโอติกยังสามารถแบ่งออกเป็น 2 subclass คือ subclass 
Ia หรือ type A มีโครงสร้างเปปไทด์ที่มีประจุเป็นบวก สายยาว ไม่คงรูป มีน้้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 2.16 กิโลดาลตัน และออกฤทธ์ิโดยการท้าให้เย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมายเกิดรู 
ตัวอย่างของแบคเทอริโอซินในกลุ่มนี้คือไนซิน อีกกลุ่มหนึ่งคือ subclass Ib หรือ type B มี
โครงสร้างเปปไทด์เป็นก้อน คงรูป มีประจุเป็นลบหรือไม่มีประจุ มีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 1.95 
กิโลดาลตัน กลไกการออกฤทธ์ิคือรบกวนการท้างานของเอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการ                               
เมแทบอลิซึมของแบคทีเรียเป้าหมาย (Delves-Broughton, 1990 และ Klaenhammer, 1993) 

 
3.2.2  Class II 

 
มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่ทนความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสได้

ประมาณ 15-30 นาที มีน้้าหนักโมเลกุลต่้า (น้อยกว่า 10 กิโลดาลตัน) แต่ไม่มีอนุพันธ์ของกรด                         
อะมิโนแลนไธโอนีน ในปัจจุบันพบมากได้ 2 subclass คือ subclass IIa (มักเรียกว่า Listeria-active 
หรือ antilisterial bacteriocin) ซึ่งในปัจจุบันได้รับความสนใจเป็นอย่างมากเนื่องจากฤทธ์ิการยับย้ัง
ไม่กว้างเหมือนไนซิน โดยจะยับย้ังเฉพาะเช้ือในกลุ่ม Listeria เท่านั้น และ subclass IIb เป็นกลุ่ม
ของแบคเทอริโอซินที่มีโครงสร้างประกอบด้วยองค์ประกอบ 2 ส่วน คือเปปไทด์ 2 ชนิดท้างาน
โดยการเสริมฤทธ์ิกัน 

 
3.2.3  Class III 

 
ประกอบด้วยแบคเทอริโอซินขนาดใหญ่ (มากกว่า 10 กิโลดาลตัน) และไวต่อ

ความร้อนที่อุณหภูมิ 60-100 องศาเซลเซียส 10-15 นาที (Delves-Broughton, 1990) 
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3.2.4  Class IV 
  

class IV เป็นแบคเทอริโอซินที่มีความแตกต่างจากกลุ่มอื่นคือ เป็น complex 
bacteriocin ประกอบด้วยไขมันหรือคาร์โบไฮเดรตเกาะร่วมอยู่ในโครงสร้างนอกเหนือจากส่วนที่
เป็นโปรตีน 
 

3.3  การสังเคราะห์แบคเทอริโอซิน 
 

การสังเคราะห์แบคเทอริโอซินเกิดขึ้นในไรโบโซม ควบคุมโดยยีนโครงสร้าง 
(structural gene) ที่ท้าหน้าที่ถอดรหัสเพื่อสร้างเป็นสารแบคเทอริโอซิน โดยส่วนมากมักพบอยู่
บนพลาสมิด (plasmid) ทรานสโปซอน (transposons) หรือโครโมโซม (chromosome) (Jack          
et al., 1995) 
  

3.4  กลไกการออกฤทธ์ิของสารแบคเทอริโอซิน 
 

แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรียต่างชนิดกันจะมีคุณสมบัติแตกต่างกัน ซ่ึงรวมถึง
ความสามารถและกลไกในการยับย้ังด้วย พบว่าแบคเทอริโอซินบางชนิดท้าให้จุลินทรีย์เป้าหมาย
ตายโดยไม่มีการแตกสลายของเซลล์ (bactericidal mode of action without cell lysis) แต่บางชนิดก็
ท้าให้เซลล์จุลินทรีย์เป้าหมายแตกสลาย (bacteriolytic mode of action) ส้าหรับกลไกการออกฤทธ์ิ
ของสารแบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติกนั้นโดยทั่วไปมักออกฤทธ์ิต่อเย่ือหุ้มเซลล์                       
โดยแบคเทอริโอซินที่มีการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิมากที่สุดคือ ไนซิน โดยจะเข้าสู่เย่ือหุ้มเซลล์
โดยอาศัยแรง electrostatic และเหนี่ยวน้าให้เย่ือหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์เป้าหมายเกิดรู เมื่อสารเข้าสู่
ภายในเซลล์จะไปขัดขวางกระบวนการ proton motive force และรบกวนสมดุลของค่าความเป็น
กรด-ด่าง ภายในเซลล์ ส่งผลให้เกิดการร่ัวไหลของไอออน และ ATP ท้าให้เซลล์ตายในที่สุด                                
(Deegan et al., 2006) แบบจ้าลองดังแสดงในภาพที่ 1 โดยรูที่เกิดจากแบคเทอริโอซินจะท้าให้เกิด
การเสียสมดุลของไอออนภายในเซลล์ ท้าให้เซลล์เป้าหมายสูญเสียกรดอะมิโนและสารประกอบ                                 
อนินทรีย์ในกลุ่มฟอสเฟต ซึ่งเป็นส่วนประกอบส้าคัญในการสร้างพลังงานภายในเซลล์ 
(Klaenhammer, 1993; Abee, 1995; Jack et al., 1995; Ennahar and Deschamps, 2000) 
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ภาพที่ 1  แบบจ้าลองการเกิดรูที่เย่ือหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์เป้าหมายโดยแบคเทอริโอซินที่สร้างโดย  

 แบคทีเรียกรดแลคติก (Mode of pore formation on cell membrane of target strain by  
 bacteriocin from lactic acid bacteria) 

 
ที่มา:  Muriana (1996) 
 

3.5  ปัจจัยที่มีผลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 
  

ปัจจัยที่ส่งผลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทเรียกรดแลคติก อาจเกิด
ได้จากหลายปัจจัย เช่น สายพันธ์ุของเช้ือที่ผลิต องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ อุณหภูมิ       
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ระยะของการเจริญ เป็นต้น 
 

3.5.1  สายพันธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธ์ุจะสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีลักษณะ
แตกต่างกันเช่น ลักษณะโครงสร้าง ขนาดของโปรตีน หรือคุณสมบัติในการทนความร้อน  
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นอกจากนี้ประสิทธิภาพในการยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคก็แตกต่างกันด้วยดังแสดงในภาพที ่2 และ
ภาพที่ 3 

 

 
 
ภาพที่ 2  แบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติกและมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค 

แกรมบวก 
 
ที่มา:  Holzapfel et al. (1995) 
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ภาพที่ 3  ลักษณะจ้าเพาะของแบคเทอริโอซินที่สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ 

 
ที่มา:  Parada et al. (2007) 
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3.5.2  อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

มีงานวิจัยหลายฉบับที่พยายามศึกษาถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีส่วนช่วยส่งเสริมการ
ผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก ไม่ว่าจะเป็นการพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือเพื่อให้
เหมาะสมต่อการเจริญและส่งเสริมการผลิตสารแบคเทอริโอซิน ดังจะเห็นได้จากตัวอย่างอาหาร
เลี้ยงเช้ือเพื่อแบคทีเรียกลุ่มแลคติก เช่น CM (De Vuyst and Vandamme, 1992), SM8 (De Vuyst, 
1995), M17 (Terzaghi and Sandine, 1975) M17S (Li et al., 2000) และ MRS (De Man et al., 
1960) เป็นต้นเนื่องจากการเจริญและความสามารถในการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย
กรดแลคติกนั้นขึ้นอยู่กับปริมาณและองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ เช่น ปริมาณกลูโคส 
ปริมาณโซเดียมคลอไรด์ Tween 80, peptone, yeast extract และอีกหลายปัจจัยที่มีผลต่อการสร้าง
สารแบคเทอริโอซิน ดังแสดงในตารางที่ 3 จะเห็นได้ว่าถึงแม้แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นสายพันธุ์
เดียวกัน แต่ก็มีความต้องการสารอาหารเพื่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินที่แตกต่างกัน 
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ตารางที่ 3  ปริมาณและองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีผลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน 
ของเช้ือ Lactobacillus rhamnosus ST461BZ และ ST462BZ 

 

 
 
ที่มา:  Todorov and Dicks (2005b) 
 

เนื่องจากอาหารสังเคราะห์ที่ใช้ศึกษาการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก
นั้นมีราคาที่สูง จึงมีงานวิจัยหลายฉบับที่มีความพยายามดัดแปลงสูตรอาหาร MRS โดยใช้แหล่ง
ไนโตรเจน หรือแหล่งคาร์บอนอื่นทดแทน เช่น Parente and Hill (1992) พบว่า tryptone, yeast 
extract และ Tween 80 มีผลส่งเสริมการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งเมื่อ
เทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือ M17 และ MRS เช่นเดียวกับ Luca et al. (2008) ได้ทดลองเลี้ยงเช้ือ 
Enterococcus mundtii 5 สายพันธ์ุในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS ดัดแปลงที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
พบว่าเช้ือเจริญได้เล็กน้อย และไม่ผลิตสารแบคเทอริโอซิน และพบว่า K2HPO4, MgSO4, MnSO4

และ Tween 80 ไม่มีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินต่อเช้ือทั้ง 5 สายพันธ์ุ ในขณะที่การเติม NaCl  
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ลงไปในอาหารท้าให้ความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซินลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ ในงานวิจัย
ของ Todorov and Dicks (2009) ได้ดัดแปลงส่วนประกอบในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS โดยเพิ่มความ
เข้มข้นของ yeast extract เป็น 20 กรัมต่อลิตร (จาก 4 กรัมต่อลิตร) พบว่ากิจกรรมของสาร                       
แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเช้ือ Enterococcus mundtii เพิ่มขึ้น จาก 51,200 AU/ml เป็น 102,400 
AU/ml และการเติมวิตามินซี ความเข้มข้น 1.0 ppm ก็ส่งเสริมการผลิตแบคเทอริโอซินเช่นเดียวกัน        
ส่วนการเติม KH2PO4 แทน K2HPO4 พบว่าค่ากิจกรรมลดลงเหลือเพียง 25,600 AU/ml และการเติม               
กลีเซอรอลไม่มีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน ส่วนงานวิจัยของ Sharma et al. (2010) ได้ดัดแปลง
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS โดยแทนที่ yeast extract ด้วยสารสกัดจากถั่วเหลือง 
นอกจากจะสามารถช่วยลดต้นทุนในการผลิตแล้ว ยังมีผลส่งเสริมการเจริญและการผลิตสาร                     
แบคเทอริโอซิน และพบว่าในขั้นตอนการท้าแบคเทอริโอซินให้บริสุทธ์ิยังมีความซับซ้อนน้อยลง
ด้วย จะเห็นได้ว่า yeast extract นั้นเป็นแหล่งของไนโตรเจนที่มีความส้าคัญต่อการผลิตสาร                       
แบคเทอริโอซิน แต่ควรเติมให้อยู่ในความเข้มข้นที่เหมาะสม เพราะถ้าหากความเข้มข้นสูงเกินไป    
ก็ส่งผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินได้เช่นเดียวกัน เห็นได้จากการทดลองของ Pantev et al. (2002) 
ทดลองเติม yeast extract เข้มข้น 2.5 กรัมต่อลิตร พบว่า เพิ่มกิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิต
จากเช้ือ Enterococcus feacium A2000 จาก 800 AU/ml เป็น 3,200 AU/ml และพบว่าเมื่อเพิ่มความ
เข้มข้น yeast extract เพิ่มขึ้นเป็น 7.5 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้กิจกรรมของแบคเทอริโอซินลดลงเหลือ
เพียง 400 AU/ml  
 

นอกเหนือจากการใช้อาหารสังเคราะห์แล้ว การผลิตสารแบคเทอริโอซินยังสามารถใช้
วัสดุเหลือทิ้งประเภทหางนม (whey) หรือ กากถั่วเหลือง (soybean mill) เช่น Guerra et al. (2001)           
พบว่า Lactococcus lactis subsp. lactis CECT 539 และ Pediococcus acidilactici NRRL B-5627               
สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินเมื่อเพาะเลี้ยงในวัสดุเหลือทิ้งประเภท diluted whey ซึ่งได้จาก
อุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง เช่นเดียวกับ Nicolas et al. (2004) ที่สามารถผลิตสาร mutacin จาก 
Streptococcus mutan เมื่อเพาะเลี้ยงใน cheese whey permeate ส่วนงานวิจัยของ Todorov and 
Dicks (2005a) ทดลองเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium ST311LD ในอาหาร MRS ที่เติม 10 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) กากน้้าตาล พบว่าเช้ือสามารถเจริญได้ดีแต่ไม่พบการผลิตสารแบคเทอริโอซิน            
แต่เมื่อเลี้ยงเช้ือในอาหาร MRS ดัดแปลงโดยการเติม tryptone (20 กรัมต่อลิตร) แซคคาโรส                     
(5 กรัมต่อลิตร) หรือ วิตามินซี (1.0 ppm) เช้ือสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้ 12,800 AU/ml 
และ Dominguez et al. (2007) ทดลองเลี้ยงเช้ือ Bacillus cereus 8A ใน soybean protein พบว่า
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซิน cerein 8A ได้ดี Archana et al. (2008) ได้ดัดแปลงอาหาร 
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เลี้ยงเช้ือจากสารสกัด soya nutri nuggets เพื่อเลี้ยงเช้ือ Lactococcus lactis subsp. lactis CCSUB202 

พบว่าสามารถส่งเสริมการเจริญและการผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือได้เทียบเท่ากับอาหาร                  

MRS อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงานการใช้น้้ามะพร้าวเป็นอาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อการผลิต                  

สารแบคเทอริโอซิน 

 
3.5.3  อุณหภูม ิ

 
แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุที่แตกต่างกันจะมีความสามารถในการ

เจริญเติบโตและสร้างสารแบคเทอริโอซินแตกต่างกัน ซึ่ง Sofia et al. (2008) พบว่าเช้ือ 
Pediococcus acidilactici H และ Pediococcus acidilactici NRRL B5627 มีค่ากิจกรรมดีที่สุดเมื่อ
บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เช่นเดียวกับ Delgado et al. (2005) พบว่าเช้ือ Lactobacillus 
casei CRL 705 มีค่ากิจกรรมดีที่สุดเมื่อบ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและเช้ือ Lactobacillus 
pentosus B96 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างสารแบคเทอริโอซินคือ 22 องศา
เซลเซียส (Delgado et al., 2005) แต่ก็ยังมีเช้ือบางสายพันธ์ุที่สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินใน
อุณหภูมิสูงได้เช่นเช้ือ Pediococcus acidilactici LS2-30 ที่มีการเจริญในอาหารเหลว MRS โดย
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ดีที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (ชุตินันท์, 2547) 

 
3.5.4  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

 
แบคทีเรียกรดแลคติกต่างสายพันธ์ุกันจะมีค่าพีเอชที่เหมาะสมในการสร้างสาร

แบคเทอริโอซินที่แตกต่างกัน เช่น Todorov and Dicks (2009) รายงานว่าเช้ือ Enterococcus 
mundtii สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินได้สูงสุดถึง 102,400 AU/ml เมื่อค่าพีเอชเร่ิมต้นของ
อาหารเลี้ยงเช้ืออยู่ในช่วง 6.0-6.5 นอกจากนี้ Todorov and Dicks (2005b) ได้ท้าการศึกษาอิทธิพล
ของค่าพีเอชต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Lactobacillus rhamnosus ST461BZ และ 
ST462BZ พบว่าค่าพีเอชเร่ิมต้นส่งผลต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน โดยหากค่าพีเอชเร่ิมต้นของ
อาหารเลี้ยงเช้ือมีค่า 4.5 ส่งผลให้เช้ือผลิตสารแบคเทอริโอซินได้เพียง 1,600 AU/ml และเมื่อปรับ
ค่าพีเอชเร่ิมต้นเป็น 6.5 พบว่าสามารถส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นเป็น 12,800 
AU/ml ทั้ง 2 สายพันธ์ุดังแสดงในภาพที่ 4 แต่จากการศึกษาของ Delgado et al. (2005) พบว่าการ
เปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเช้ือไม่มีผลกระทบต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ 
Lactobacillus pentosus B96  
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ภาพที่ 4  อิทธิพลจากค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีผลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ  

  Lactobacillus rhamnosus ST461BZ และ ST462BZ 
 
ที่มา:  Todorov and Dicks (2005b) 
 

3.5.5  ระยะการเจริญของเช้ือ 
 

Piard and Desmazaud (1992) พบว่าการสร้างสารแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรียกรดแลคติกสัมพันธ์กับการเจริญของเช้ือ โดยแบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียกรด
แลคติกจะสร้างในช่วง logarithmic phase และ stationary phase การสร้างสารแบคเทอริโอซินของ                 
แบคทีเรียกรดแลคติกส่วนใหญ่นั้นมีการผลิตที่เป็นแบบ growth-associated แต่จากการศึกษาของ                     
Delgado et al. (2005) พบว่าเช้ือ Lactobacillus pentosus B96 มีช่วงที่สามารถผลิตสาร                                   
แบคเทอริโอซินได้สูงสุดที่ 42-48 ช่ัวโมง โดยเป็นช่วง late exponential phase ของเช้ือดังกล่าว 
หลังจากนั้นเช้ือจะหยุดสร้างสารแบคเทอริโอซิน และค่ากิจกรรมที่วัดได้ก็จะลดลงอย่างต่อเนื่อง
หลังจากช่ัวโมงที่ 48 
 

3.6  การท้าแบคเทอริโอซินให้บริสุทธ์ิ 
 

แบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้นและปลดปล่อยออกสู่
นอกเซลล์ เนื่องจากแบคเทอริโอซินแต่ละชนิดนั้นมีคุณสมบัติและลักษณะที่แตกต่างกันซึ่งขึ้นอยู่
กับ สายพันธ์ุจุลินทรีย์ที่สร้างและยีนที่ควบคุม ดังนั้นการสกัดสารแบคเทอริโอซินเพื่อน้ามาใช้
ประโยชน์อาจท้าได้หลายวิธี เช่น การตกตะกอนด้วย ammonium sulpate (Muriana and 
Luchansky, 1993) วิธี Vacuum concentration (Upreti and Hinsdill, 1973) การดูดซับ                                       
แบคเทอริโอซินด้วย Amberlite XAD-16 (Cintas et al., 2000) เป็นต้น                                                               



22 

Pingitore et al. (2007) กล่าวว่าวิธีที่นิยมใช้มากที่สุดคือเทคนิคการตกตะกอนด้วยเกลือชนิดต่าง ๆ
ร่วมกับวิธีอื่น เช่น ion-exchange (IEC) และ reverse phase C18 solid phase extraction, absorption-
desorption (AD), reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) และ 
Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 

Casaus et al. (1997) ใช้ amberlite XAD-16 ในการสกัด enterocin B ที่ผลิตโดยเช้ือ 
Enterococcus faecium T136 ให้บริสุทธ์ิ พบว่าค่ากิจกรรมการยับย้ังเพิ่มขึ้น 40 เปอร์เซ็นต์ 
เช่นเดียวกับ Pilasombut (2006) ใช้ amberlite XAD-16 ในการท้าบริสุทธ์ิสารแบคเทอริโอซินที่                        
ผลิตโดยเช้ือ Lactobacillus salivarius K4 พบว่าภายหลังจากขั้นตอนการสกัดพบค่ากิจกรรมการ
ยับย้ังของแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้น 4 เท่าโดยเพิ่มขึ้นจาก 3,200 AU/ml เป็น 12,800 AU/ml 
 
4.  การปนเปื้อนจุลินทรีย์ในผักสดพร้อมบริโภค 

 
ปัจจุบันการบริโภคผักสดเป็นที่นิยมเพิ่มมากขึ้น ซ่ึงผักสดที่วางจ้าหน่ายทั้งในตลาดสด

และซุปเปอร์มาร์เก็ตนั้นจะผ่านกระบวนการแปรรูปน้อยมาก (minimally processes) ส่วนใหญ่จะ
เป็นเพียงการล้างและตัดแต่ง และบางครั้งมีการจัดการด้านสุขลักษณะที่ไม่ได้มาตรฐาน ซึ่งอาจ
น้าไปสู่การปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ โดยเฉพาะจุลินทรีย์ก่อโรคได้ ดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4  การปนเปื้อนเช้ือก่อโรคต่างๆในตัวอย่างผักสดและผลไม้สด 
 

Pathogen Product 
Aeromonas alfalfa sprouts, asparagus, broccoli, cauliflower, celery, lettuce, 

pepper, spinach 
Bacillus cereus alfalfa sprouts, cress sprouts, cucumbers, mustard sprouts, soybean 

sprouts 
Campylobacter jejuni green onions, lettuce, mushroom, potato, parsley, pepper, spinach 

Clostridium botulinum cabbage, mushrooms, pepper 

E. coli O157:H7 alfalfa sprouts, apple juice, cabbage, celery, cilantro, coriander, 
cress sprouts, lettuce 

Listeria monocytogenes bean sprouts, cabbage, chicory, cucumber, eggplant, lettuce, 
mushrooms, potatoes, radish, salad vegetables, tomato 

Salmonella alfalfa sprouts, artichokes, beet leaves, celery, cabbage, cantaloupe, 
cauliflower, chili, cilantro, eggplant, endive, fennel, green onions, 
lettuce, mungbean sprouts, mustard cress, orange juice, parsley, 
pepper, salad greens, spinach, strawberries, tomato, watermelon 

Shigella celery, cantaloupe, lettuce, parsley, scallions 
Staphylococcus alfalfa sprouts, carrot, lettuce, onions sprouts, parsley, radish 
Vibrio cholerae cabbage, coconut milk, lettuce 
 
ที่มา:  Buck et al. (2003) 
 

อาหารเป็นพิษที่เกิดจากการรับประทานผักและผลไม้สดนั้นสามารถพบได้ใน
ชีวิตประจ้าวันโดยมีอาการ คลื่นไส้ อาเจียน ท้องเสีย ถ่ายเป็นเลือดซึ่งอาการจะรุนแรงแตกต่างกัน
ขึ้นอยู่กับชนิดของเช้ือจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อน หรือสารพิษที่เช้ือสร้างขึ้นโดยเช้ือก่อโรคที่ส้าคัญคือ 
Escherichia coli, Salmonella spp. และ Listeria monocytogenes โดยเช้ือดังกล่าวสามารถพบได้ใน
ธรรมชาติ โดยการปนเปื้อนเช้ืออาจเกิดได้จาก กระบวนการเพาะปลูก เช่น ปนเปื้อนจากดินใน
แปลงเพาะปลูก ปุ๋ยคอกที่ใช้ หรือปนเปื้อนจากกระบวนการเก็บเกี่ยวเนื่องจากสุขอนามัยของ           
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ผู้ปฏิบัติงาน สุขลักษณะของส่ิงอ้านวยความสะดวกในกระบวนการผลิตไม่ได้มาตรฐาน และใน
ระหว่างการขนส่ง 

 
4.1  Listeria monocytogenes 
 

Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อนสั้น ไม่สร้างสปอร์
สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) ผลการทดสอบคะตะเลส                    
เป็นบวก และออกซิเดสเป็นลบ ผลการทดสอบบน blood agar ให้ผล β-hemolysis ที่อุณหภูมิ                         
20-25 องศาเซลเซียส สามารถเคลื่อนที่ได้โดย peritrichous flagella แต่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เช้ือจะไม่สร้างแฟลกเจลลา สามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิกว้างตั้งแต่ต่้ากว่า 1 ถึง 50 องศา-                           
เซลเซียส และมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยู่ที่ 37 องศาเซลเซียส สามารถเจริญได้ในช่วง      
พีเอชที่กว้าง 4.3-9.6 หรือสภาวะที่มีค่า water activity ต่้าในช่วง 0.9-0.97 (Marriott, 1997; 
Robinson et al., 2000) Listeria monocytogenes เป็นจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ                             
(food borne pathogen) ซึ่งเป็นปัญหาทางสาธารณสุข เนื่องจากความรุนแรงของเช้ือท้าให้เกิดโรค
เย่ือหุ้มสมองอักเสบ (meningitis) การติดเช้ือในกระแสเลือด (septicemia) และการแท้ง (abortion)                      
พบว่าอัตราการเสียชีวิตจากเช้ือโรคชนิดนี้สูงถึงร้อยละ 20-30 Listeria monocytogenes ยังเป็น
สาเหตุที่ก่อโรคลิสเทอริโอซิส (Listeriosis) มีลักษณะอาการคือ มีไข้ ปวดเมื่อยกล้ามเนื้อ คลื่นไส้ 
ท้องร่วง ในผู้ป่วยบางรายที่อาการหนักอาจล้มฟุบและหมดสติ หากการติดเช้ือแพร่กระจายไปถึง
ระบบประสาทส่วนกลาง จะมีอาการ ปวดศรีษะ เมื่อยคอ มึนงง เสียการทรงตัว ชัก และเข้าขั้น
โคม่า การติดเช้ือชนิดนี้ในระหว่างตั้งครรภ์อาจท้าให้แท้งบุตร หรืออาจท้าให้เด็กทารกติดเช้ือได้  

 
4.2  ระบาดวิทยาของ Listeria monocytogenes ที่เกี่ยวข้องกับผักและผลไม ้
 

การระบาดที่เกิดจากเช้ือ Listeria monocytogenes ที่ก่อให้เกิดโรค listeriosis ที่เกิดจาก
การรับประทานผักได้มีการศึกษาคร้ังแรกโดย  Blenden and Szatalowicz (1967) พบว่าในช่วงปี 
ค.ศ. 1933-1966 มีผู้ป่วยมากถึง 731 ราย ที่ป่วยเป็นโรคนี้และมีสาเหตุมาจากการรับประทานผักสด
ที่ปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes ต่อมาในปี ค.ศ. 1996-1997 พบว่าในประเทศ
สหรัฐอเมริกาพบผู้ป่วยที่เกิดจากการระบาดของเช้ือ Listeria monocytogenes ทั้งส้ิน 2,518 ราย ซ่ึง
ต้องรับการรักษาในโรงพยาบาล 2,322 ราย และมีผู้เสียชีวิตทั้งหมด 504 ราย (Mead et al., 1999) 
นอกจากนี้ยังพบการระบาดอีกหลายครั้ง เช่น ในปี ค.ศ. 2008 ในประเทศแคนาดาพบการระบาด
ของโรคลิสเทอริโอซิสจากการปนเปื้อนเช้ือในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แช่เย็น จากบริษัท                                               
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Maple Leaf Foods โดยมีผู้ป่วยทั้งส้ิน 57 ราย และมีผู้เสียชีวิต 22 ราย (Canadian Press, 2008)                    
ในสหรัฐอเมริกามีการระบาดของโรคคร้ังรุนแรงในปี ค.ศ. 2011 เกิดในพื้นที่ทั้งหมด 28 รัฐ ซึ่งมี
สาเหตุมาจากการบริโภคแคนตาลูปที่ปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes ท้าให้มีผู้ป่วยทั้งส้ิน 
146 ราย และมีผู้เสียชีวิต 30 ราย (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2011) ใน
ประเทศไทยได้มีรายงานพบผู้ป่วยจากโรค listeriosis เช่นกัน Rusemechan (1995) รายงานว่าพบ
ผู้ป่วย 2 ราย เป็นชายอายุ 46 และ 66 ปี ประกอบอาชีพเกษตรกร มีอาการปวดศีรษะ ตาพร่ามัว 
คลื่นไส้ และอาเจียน ผลจากการตรวจเลือดของผู้ป่วยทั้ง 2 รายพบเช้ือ Listeria monocytogenes                       
และมีอาการโรคเย่ือหุ้มสมองอักเสบ และเสียชีวิตเนื่องจากระบบการหายใจล้มเหลว  

 
Listeria monocytogenes สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ และมีโอกาสปนเปื้อนผักสดได้

จากหลายปัจจัย เช่น พื้นที่เพาะปลูก น้้าที่ใช้เพาะปลูก ปุ๋ยคอก อุปกรณ์ในการเก็บเกี่ยว น้้าล้างผัก 
ภาชนะบรรจุ พาหนะในการขนส่ง และแมลงต่างๆ รวมถึงคนก็สามารถเป็นแหล่งแพร่เช้ือชนิดนี้
ได้วงจรการปนเปื้อนเช้ือในผักสดดังแสดงในภาพที่ 5 

 

 
 
ภาพที่ 5  วงจรการปนเปื้อนของเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักสด 
 
ที่มา:  Beuchat (1996) 
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การปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักส่วนใหญ่มักพบปนเปื้อนในผักที่มีการ
สัมผัสกับพื้นดินที่ใช้เพาะปลูก โดย Beuchat (1996) ได้รวบรวมข้อมูลการปนเปื้อนเช้ือชนิดนี้ใน  
ผักสดชนิดต่าง ๆ ในหลายประเทศ ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  การพบเช้ือ Listeria monocytogenes จากตัวอย่างผักสดชนิดต่าง ๆ 
 

 
 
ที่มา:  Beuchat (1996) 
 

ในประเทศไทยได้มีการศึกษาการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผักสดจากตลาดสดและ
ซุปเปอร์มาร์เก็ตในกรุงเทพมหานครของส้านักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ (ปรีชา และคณะ, 2553) พบ  Listeria monocytogenes 2 ตัวอย่างจาก
ตัวอย่างผักจากตลาดสด 58 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 3.4 และพบ  Listeria spp. ทั้งหมด 36 ตัวอย่าง 
คิดเป็นร้อยละ 61.1 แต่ตัวอย่างผักจากซุปเปอร์มาร์เก็ตตรวจไม่พบเช้ือ (ตารางที่ 6) 
 

สุธิดา (2553) ศึกษาการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผักสดจากตัวอย่างผักสลัดพร้อม
บริโภคทั้งหมด 102 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนเช้ือ  Listeria spp. ทั้งหมด 22 ตัวอย่าง คิดเป็น 21.6                      
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เปอร์เซ็นต์ และตรวจพบ Listeria monocytogenes จากตัวอย่างกะหล่้าปลีห่ันฝอยจ้านวน 2 ตัวอย่าง 
คิดเป็น 8.0 เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่างกะหล่้าปลีทั้งหมดที่น้ามาศึกษา 
 
ตารางที่ 6  เช้ือก่อโรคอาหารเป็นพิษที่พบในตัวอย่างผักจากตลาดสดและซุปเปอร์มาร์เก็ตใน 

กรุงเทพมหานคร 
 

 
 
ที่มา:  ปรีชา และคณะ (2553) 

 
5.  การใช้ประโยชน์จากสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งจุลินทรีย์ปนเปื้อนในอาหาร  
 

มีการน้าสารแบคเทอริโอซินมาประยุกต์กับผลิตภัณฑ์อาหารอย่างแพร่หลาย เช่น 
ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ โดยเฉพาะสารแบคเทอริโอซิน                       
ไนซิน ซึ่งได้รับการยอมรับจาก CODEX ให้ใช้ในอาหารได้อย่างปลอดภัย ส่วนในผลิตภัณฑ์
ประเภทผักและผลไม้ เพิ่งเร่ิมมีการน้าสารแบคเทอริโอซินมาใช้มากขึ้นเมื่อไม่นานมานี้เองและ
มักจะเป็นผลิตภัณฑ์ผักและผลไม้หมัก แต่กับผักและผลไม้สดยังไม่เป็นที่แพร่หลายนัก อย่างไรก็
ตามมีงานวิจัยหลายฉบับที่ศึกษาความเป็นไปได้ ในการใช้สารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย                              
กรดแลคติกเพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ปนเปื้อนในผักและผลไม้สด เช่น lettuce, melon and apple 
slices, honey dew, cabbage, alfalfa, soybean sprout, apparagus, broccoli โดยเฉพาะอย่างย่ิง
สามารถลดการปนเปื้อนของเช้ือก่อโรคที่ส้าคัญคือ Listeria monocytogenes, Bacillus cereus                           
(Leverentz et al., 2003; Bhagwat et al., 2004; Bari et al., 2005; Lucas et al., 2006; Galvez et al., 
2007; Allende et al., 2007; Ponce et al., 2008; Settanni and Corsetti, 2008; Molinos et al., 2005)  
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Leverentz et al. (2003) ทดลองยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes ใน melon และ                               
red apple โดยใช้ Lytic bacteriophage พบว่าสามารถลดจ้านวนเช้ือได้ 2.0 ถึง 4.6 Log CFU/g เมื่อ                    
เทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้เติม bacteriophage และเมื่อทดลองใช้ nisin ในการยับย้ังเช้ือสามารถลด
จ้านวนเช้ือได้ 3.2 Log CFU/g เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติม nisin และผลจากการทดลองใช้                         
bacteriophage ร่วมกับ nisin พบว่าสามารถลดจ้านวนเช้ือ Listeria monocytogenes ได้มากถึง                            
5.7 Log CFU/g เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  
 

Bari et al. (2005) ทดลองใช้ nisin (50µg/ml), pediocin (100 AU/ml), Sodium Lactate 
(NaL, 2%), Potassium Sorbate (KS, 0.02%), Phytic acid (0.02%) และ Citric acid (10mM) ในการ
ทดสอบยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes ในตัวอย่างกะหล่้าปลี broccoli และ soybean sprout โดย
ปนเปื้อนเทียมตัวอย่างด้วย Listeria monocytogenes 5 สายพันธ์ุ ที่ความเข้มข้นเซลล์ 4.61, 4.34 
และ 4.67 Log CFU/g ตามล้าดับ จากนั้นน้าตัวอย่างล้างในสารละลายที่ได้กล่าวไว้ข้างต้น จากนั้น
นับจ้านวนเซลล์ที่เหลือรอด พบว่าปัจจัยเดี่ยวที่ศึกษาสามารถลดเช้ือในตัวอย่างผักได้โดยเฉลี่ย                          
2.2 log CFU/g และเมื่อศึกษาการใช้ปัจจัยร่วม พบว่า nisin-Phytic acid และ nisin-pediocin-Phytic 
acid สามารถยับย้ังเช้ือได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยสามารถยับย้ังเช้ือในกะหล่้าปลี
ได้ 3.70 Log CFU/g, broccoli 3.90 Log CFU/g และ 2.31 Log CFU/g ใน soybean sprout 

 
Molinos et al. (2005) ได้ใช้ enterocin AS-48 ร่วมกับสารกันเสียชนิดต่าง ๆ ทดสอบ

ความสามารถในการยับย้ัง  Listeria monocytogenes CECT 4032 ใน alfalfa, soybean sprout และ 
apparagus พบว่าสารละลาย AS-48 (25µg/ml) สามารถลดจ้านวน  Listeria monocytogenes ใน                        
alfalfa และ soybean sprout ได้ 2.0-2.4 Log CFU/g เมื่อเทียบกับชุดควบคุมซึ่งใช้น้้ากลั่นปลอดเช้ือ 
แต่สารละลายชนิดเดียวกันนี้สามารถยับย้ังเช้ือได้เพียงเล็กน้อยในตัวอย่าง apparagus จาก
ผลทดสอบปัจจัยร่วมระหว่าง enterocin AS-48 และกรดชนิดต่างๆคือ Acetic acid, Citric acid, 
Sodium propionate และ Potassium sorbate พบว่าส่งเสริมประสิทธิภาพของการยับย้ังเช้ือได้
เพิ่มขึ้นอีกเล็กน้อยเมื่อเทียบกับการใช้ enterocin AS-48 เพียงอย่างเดียว โดยประสิทธิภาพการยับย้ัง
เพิ่มเป็น 2.6-2.7 Log CFU/g 
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สุธิดา (2553) ใช้สารแบคเทอริโอซินที่สร้างจาก Pediococcus pentosaceus KU-F2 มา
ประยุกต์ใช้ในน้้าล้างเพื่อลดจ้านวนเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเปื้อนเทียมบน                 
ตัวอย่างแตงกวาสด พบว่าสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ัง 512 AU/ml สามารถท้าลาย
เช้ือปนเปื้อนในปริมาณ 102 CFU/g ได้อย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตามสารแบคเทอริโอซินก็มี
ข้อจ้ากัด เนื่องจากสารดังกล่าวมีรูปแบบการยับย้ังเป็นแบบ narrow spectrum และมักจะยับย้ังได้ดี
กับแบคทีเรียแกรมบวกด้วยกันเท่านั้น ซึ่งการใช้สารแบคเทอริโอซินอาจใช้อย่างเดียวหรือใช้
ร่วมกับสารอื่น เช่น sodium lactate, potassium sorbate, phytic acid, citric acid เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพให้สูงขึ้น โดยสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในขั้นตอนของการล้างผักและผลไม้ 
(washing step) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 
อุปกรณ์ 

 
1.  เชื้อจุลินทรีย์ 

 
จุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษาการเจริญและผลิตสารแบคเทอริโอซินในคร้ังนี้มี 3 สายพันธ์ุ คือ 

Enterococcus faecium KU-B5 คัดแยกจากชมพู่ Pediococcus pentosaceus KU-F2 คัดแยกจาก
สัปปะรด (สุธิดา, 2553) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 คัดแยกจากล้าไส้ไก่และจุลินทรีย์ที่
ใช้ทดสอบกิจกรรมการยับย้ังของสารแบคเทอริโอซินคือ Listeria monocytogenes DMST 17303 
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
2.1  De Man Rogosa and Sharpe broth (MRS, Merck) 
2.2  De Man Rogosa and Sharpe agar (MRS agar, Merck) 
2.3  Tryptic soy agar (TSA, Merck) 
2.4  Tryptic soy broth + 0.6% yeast extract (TSBYE, Merck) 
2.5  Tryptic soy broth + 0.6% yeast extract + 0.75% agar (TSAYE soft agar, Merck) 
2.6  L.mono Differential Agar Base (HIMEDIA) 

 
3.  สารเคมี 
 

3.1  สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 5 โมลาร์ (Anala R, England) 
3.2  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 5 โมลาร ์(Merck) 
3.3  Tween 80 (Lab Centre) 
3.4  Yeast Extract (Difco) 
3.5  Dipotassium phosphate (Ajax Finechem) 
3.6  เอทานอล (Merck) 
3.7  ไอโซโพรพานอล (Fisher Scientific) 
3.8  ไตรฟลูออโรอะซิติก (Fluka)  
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3.9  Amberlite XAD 16 (Sigma) 
 

4.  วัสดุและเครื่องมือ 
 

4.1  เครื่องช่ังแบบ 2 ต้าแหน่ง (Sartorius BP 1200) 
4.2  เครื่องช่ังแบบ 4 ต้าแหน่ง (Sartorius BP 210S) 
4.3  เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (Meterscan 20pH) 
4.4  หม้อนึ่งฆ่าเช้ือระบบความดันไอน้้า (Tomy SS-325) 
4.5  ตู้บ่มปรับอุณหภูมิ (Fisher Scientfic Isotemp) 
4.6  ตู้เย็น -20 องศาเซลเซียส (Whirlpool) 
4.7  อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Gemmyco-YCW-010) 
4.8  เครื่องตีผสมตัวอย่าง (Seward-stomacher 400) 
4.9  เครื่องผสม (Vortex-2 Gennie) 
4.10  เครื่องกวนสารละลายด้วยระบบแม่เหล็ก (HL Instrument, Magnetic stirrer-MS 115) 
4.11  เครื่องปั่นเหว่ียง (Labnet-Spectrafuge) 
4.12  ตู้ปลอดเช้ือ (Flow dryer mark และ Biohazard Gelman Sciences Australia BH143) 
4.13  เครื่องแยกสารแบบหมุนเหว่ียง (centrifuge) Fotodyne และ Kokusan รุ่น H18 
4.14  เครื่องระเหย Rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-200) 
4.15  Econo column (BioRad) 

 
5.  การออกแบบการทดลองด้วยวิธีการทากุช ิ

 
การออกแบบการทดลองด้วยวิธีการทากุชิมีแนวคิดและพัฒนาโดยนักวิทยาศาสตร์ชาว

ญี่ปุ่นโดย Dr. Genichi Taguchi เมื่อปี ค.ศ. 1980 ซึ่งเป็นเทคนิคทางวิทยาศาสตร์ส้าหรับการ
ก้าหนดค่า และการปรับปรุงเครื่องมือ กระบวนการ และวัตถุดิบที่เกี่ยวข้องกับการผลิตผลิตภัณฑ์
ต่างๆ ให้ง่ายหรือสะดวกขึ้น โดยมีจุดประสงค์เพื่อปรับปรุงลักษณะ และลดจ้านวนของทรีตเมนต์ 
และความผิดพลาดลงพร้อม ๆ กัน ซึ่งวิธีการดังกล่าวมุ่งเน้นศึกษาถึงการควบคุมตัวแปรหลักใน
กระบวนการ และการหาสภาวะที่เหมาะสมของการทดลอง หรือออกแบบการทดลองเพื่อ
ค้านวณหาค่าการตอบสนองที่เหมาะสม และให้ได้ผลลัพธ์ที่ดีที่สุด (Madhav, 1989) วิธีการทากุชิ
ออกแบบการทดลองโดยใช้ fractional factorial ร่วมกับ orthogonal array (OA) (Box et al., 1988)             
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(ตารางที่ 7) ซึ่งประกอบไปด้วยจ้านวนปัจจัยในการทดลอง และระดับของปัจจัยในแต่ละการ
ทดลอง โดยวิธีการทากุชิประกอบด้วย 5 ขั้นตอนหลัก (Roy, 2001) คือ 

 
1. การวางแผนการทดลอง (planning experiment) เป็นขั้นตอนการพิจารณาตัวแปรต่าง ๆ  

ที่เกี่ยวข้อง และเป็นขั้นตอนที่ก้าหนดจุดประสงค์ที่ต้องการ 
 

2. การออกแบบการทดลอง (designing experiment) เป็นขั้นตอนการเลือก orthogonal  
array (OA) ที่เหมาะสม และรวมถึงการก้าหนดตัวแปรและระดับของตัวแปรที่จะใช้ในการทดลอง 
 

3.  การทดลอง (conducting experiment) ท้าการทดลองตามตัวแปรและระดับของตัวแปรที่
ได้ก้าหนดไว้ใน orthogonal array 
 

4.  การวิเคราะห์ผลการทดลอง (analyzing experiment) เป็นขั้นตอนของการพิจารณาผล 
จากการทดลองของตัวแปรและระดับของตัวแปร ว่าตัวแปรใดบ้างที่มีผลต่อระบบ และท้าการหา
สภาวะที่เหมาะสมและให้ผลดีที่สุด 

 
5.  ท้าการทดลองซ้้าเพื่อยืนยันผลการทดลอง (confiming) เพื่อเป็นขั้นตอนการพิสูจน์ 

สภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่หาได้โดยยืนยันจากผลการทดลอง  
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ตารางที่ 7  L9 (33) Orthogonal Array 
 

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย 

1 2 3 

1 1 1 1 
2 1 2 2 
3 1 3 3 
4 2 1 2 
5 2 2 3 
6 2 3 1 
7 3 1 3 
8 3 2 1 
9 3 3 2 

 
ข้อดีของการออกแบบการทดลองโดยอาศัยวิธีการทากุช ิ
 

วิธีทากุชิสามารถช่วยลดจ้านวนของการทดลอง ท้าให้ประหยัดเวลา และต้นทุนในการ
ทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี full factorial combination นอกจากนี้ยังสามารถน้าไปใช้ได้อย่าง
แพร่หลายในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมการส่ือสาร และ
โทรคมนาคม เป็นต้นและยังให้ผลลัพธ์ที่น่าเช่ือถือได้ และตรงตามวัตถุประสงค์ของการทดลอง 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

น้าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุ มาตรวจสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา 
ได้แก่ การติดสีแกรม รูปร่างเซลล์ การจัดเรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X)                    
การสร้างเอนไซม์คะตะเลส และลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง MRS  
 
2.  การทดสอบการสร้างสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งประเภทแบคเทอริโอซิน โดยวิธี Spot on lawn (Ahn  
and Stiles, 1990) 
 

2.1  การเตรียมจุลินทรีย์ทดสอบ 
 

ท้าการเพาะเลี้ยงเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหาร TSBYE บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ลงใน 
TSBYE soft agar (ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันก่อนน้าไป                       
เททับบนผิวหน้าอาหาร TSA รอจนผิวหน้าอาหารแข็ง แล้วจึงท้าให้ผิวหน้าอาหารแห้งก่อน
น้าไปใช้ทดสอบต่อไป 

 
2.2  การทดสอบยืนยันการสร้างสารแบคเทอริโอซิน 

 
น้าเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุ มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว MRS 

เพื่อให้เจริญและสร้างสารยับย้ังปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ โดยบ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง น้าเซลล์ซัสเพนช่ันมาท้าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ค่า
อยู่ในช่วง 5.5-6.5 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
ความเข้มข้น 5.0 โมลาร์ เพื่อลดค่าความเป็นกรดที่มาจากการเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก                   
ซึ่งอาจมีผลต่อการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่นอกเหนือจากฤทธ์ิการ
ยับย้ังโดยแบคเทอริโอซินเพียงอย่างเดียว จากนั้นน้าไปปั่นเหว่ียงเพื่อแยกเซลล์จุลินทรีย์ออก                               
ที่ความเร็ว 10,000 Xg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน้าน้้าเลี้ยงเช้ือที่ได้มากรองผ่านแผ่นเย่ือกรอง
ปลอดเช้ือขนาด 0.22 ไมครอน เก็บส่วนใสที่กรองได้ใน eppendrof ปลอดเช้ือ จากนั้น                                         
ปิเปตส่วนใสที่กรองแล้ว 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานเพาะเช้ือที่มีแบคทีเรียทดสอบตาม                               



35 

AU/ml =   DFi x 1000 

           V 

ข้อ 2.1 รอจนสารละลายใสซึมผ่านวุ้น น้าจานเพาะเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส                                  
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตโซนใส (clear zone) ซึ่งเกิดขึ้นจากการที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้าง
สารยับย้ังประเภทแบคเทอริโอซิน 

 
2.3  การหาค่ากิจกรรมการยับย้ังจุลินทรีย์ โดยวิธี Critical dilution assays (Yousef,                             

2003) 
 

การหาค่ากิจกรรมการยับย้ังของสารแบคเทอริโอซิน โดยวิธี critical dilution 
assays น้าน้้าเลี้ยงเช้ือใสที่ผ่านการกรองด้วยแผ่นเย่ือกรองปลอดเช้ือจากข้อ 2.2 มาเจือจางแบบ
อนุกรมล้าดับละ 2 เท่าด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือ โดยเร่ิมจากระดับการเจือจางที่ 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 
1/32, 1/64, 1/128……… จากนั้นปิเปตตัวอย่างในแต่ละความเจือจางปริมาตร 10 ไมโครลิตร                         
หยดลงบนจานอาหารเพาะเช้ือที่มีแบคทีเรียทดสอบตามข้อ 2.1 รอจนสารละลายใสซึมผ่านวุ้น 
น้าจานเพาะเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หาค่ากิจกรรมการยับย้ัง
จากค่าการเจือจางสูงสุดที่ยังคงเห็นบริเวณโซนใส (clear zone) ของการยับย้ังชัดเจนและ
ค้านวณค่ากิจกรรมการยับย้ังต่อมิลลิลิตร (Arbitrary Unit, AU/ml) จากสมการดังนี ้
 
 

V 
 

DFi = ค่าส่วนกลับของระดับความเจือจางสูงสุดที่พบการยับย้ัง 
V = ปริมาตรของอาหารเลี้ยงเช้ือใสที่ผ่านการกรอง ( l ) 

 
3.  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS และอาหารน้้ามะพร้าว 
 

ท้าการเพาะเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2 
และ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหารสังเคราะห์ MRS และอาหารน้้ามะพร้าว บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นเจือจางเช้ือให้มีความเข้มข้นของเซลล์อยู่
ในช่วง 106 CFU/ml เพื่อใช้เป็นต้นเช้ือในการศึกษาการเจริญ ใส่เช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารสังเคราะห์ MRS และอาหารน้้ามะพร้าว ปริมาตร 99 มิลลิลิตร เพื่อให้ได้ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น
ในช่วง 104 CFU/ml บ่มที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง ท้าการเก็บตัวอย่าง
ที่ช่วงเวลาต่างๆ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพื่อศึกษากราฟการเจริญ โดยท้าการ
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วิเคราะห์หาปริมาณเซลล์ (CFU/ml) บนอาหาร MRS ด้วยวิธี spread plate รายงานผลเป็น                         
Log CFU/ml และวัดการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชและเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียกรด      
แลคติกในอาหารทั้ง 2 ชนิด 
 
4.  ศึกษาการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
ท้าการเพาะเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2                       

และ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหารสังเคราะห์ MRS และอาหารน้้ามะพร้าว บ่มที่
อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญที่ได้จากข้อ 3 ในสภาวะนิ่ง ท้าการเก็บตัวอย่างที่ช่วงเวลาต่างๆ                         
0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง มาท้าการปั่นเหว่ียงเพื่อแยกเซลล์ น้าเฉพาะส่วนของ
สารละลายใสมาทดสอบการสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยการหาค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือเป้าหมาย
โดยวิธี spot on lawn และรายงานผลค่าการยับย้ังเป็น Arbitrary Unit (AU/ml)  
 
5.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้น้้ามะพร้าวเพื่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
 

5.1  การศึกษาปัจจัยเดี่ยว 
 

น้าน้้ามะพร้าวมาเติมสารประกอบต่าง ๆ ดังนี ้
 
1. น้้ามะพร้าว )control( 

 
2.  น้้ามะพร้าวเติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ คือ  

 
กลูโคส 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
ซูโครส 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
แลคโตส 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
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3.  น้้ามะพร้าวเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่างๆ ได้แก่ 
 

เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4] 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
yeast extract 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
peptone 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
beef extract 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
soybean powder 1.0, 3.0 และ 5.0 เปอร์เซ็นต์ 
whey 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 

 
4.  น้้ามะพร้าวเติมสารประกอบอื่น ๆ ได้แก่  
 

Tween 80 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ 
K2HPO4 0.2 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ 

 
ท้าการเพาะเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2                     

และ Lactobacillus salivarius KU-N12 ลงในอาหารน้้ามะพร้าวที่ได้เติมสารประกอบแต่ละชนิด 
บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญในสภาวะนิ่ง ท้าการเก็บตัวอย่างมาท้าการปั่นเหว่ียงเพื่อแยก
เซลล์ น้าเฉพาะส่วนของสารละลายใสมาทดสอบหาสารแบคเทอริโอซินโดยการหาค่ากิจกรรมการ
ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย Listeria monocytogenes DMST 17303 โดยวิธี spot on lawn และ
เลือกสารประกอบที่ส่งเสริมการผลิตสารแบคเทอริโอซิน มาท้าการศึกษาปัจจัยร่วมต่อไป 
 

5.2  การศึกษาปัจจัยร่วมและหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินโดย
แบคทีเรียกรดแลคติกโดยออกแบบการทดลองโดยวิธีทากุชิ 
 

เลือกสารประกอบที่เหมาะสมจากข้อ 5.1 ที่มีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน มาศึกษา
ปัจจัยร่วม (Yeast extract, Tween 80 และ K2HPO4) ต่อการเจริญและการสร้างสารแบคเทอริโอซิน                 
ในอาหารน้้ามะพร้าว ท้าการวิเคราะห์ปริมาณเซลล์ (CFU/ml) และวัดการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช 
และน้าเซลล์ซัสเพนช่ันที่ได้มาปั่นเหว่ียง และน้าสารละลายใสที่ได้มาหาค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ
แบคทีเรียเป้าหมาย Listeria monocytogenes DMST 17303 โดยวิธี spot on lawn และเลือกเช้ือ 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 มาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน                
โดยออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ผลโดยหลักการของทากุชิ และใช้แผนการทดลองแบบ                    
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Orthogonal Array L9 (33) โดยก้าหนดตัวแปรเป็น 3 ปัจจัย ปัจจัยละ 3 ระดับ ดังนี้ yeast extract 0.5, 
1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์, Tween 80 0.1, 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 0.2, 0.5 และ 1.0 
เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 8 และ 9 

 
จากนั้นหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยเช้ือ Pediococcus 

pentosaceus KU-F2 โดยสภาวะที่เหมาะสมที่สุด จะถูกเลือกใช้เป็นสภาวะที่จะน้าไปใช้ส้าหรับการ
ผลิตแบคเทอริโอซินขนาด 1 ลิตร เพื่อใช้ในการท้าให้บริสุทธ์ิและใช้ในการศึกษาขั้นต่อไป 

 
ตารางที่ 8  ปัจจัยและระดับของปัจจัยในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสาร                            

แบคเทอริโอซินในน้้ามะพร้าวโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

ระดับ 
ปัจจัย 

Yeast Extract (w/v) Tween 80(v/v) K2HPO4(w/v) 

1 0.5 1.0 2.0 

2 0.1 0.5 1.0 

3 0.2 0.5 1.0 
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ตารางที่ 9  การออกแบบการทดลองโดยวิธีทากุชิ ในการหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสาร              
แบคเทอริโอซินในอาหารน้้ามะพร้าวโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 

 

ชุดการทดลอง 
ปัจจัย และความเข้มข้นของปัจจัย 

Yeast extract (%w/v) Tween 80 (%v/v) K2HPO4 (%w/v) 

1 0.5 0.1 0.2 

2 0.5 0.5 0.5 

3 0.5 1.0 1.0 

4 1.0 0.1 0.5 

5 1.0 0.5 1.0 

6 1.0 1.0 0.2 

7 2.0 0.1 1.0 

8 2.0 0.5 0.2 

9 2.0 1.0 0.5 

 
6.  การสกัดแยกสารแบคเทอริโอซินจากอาหารน้้ามะพร้าว 
 

เพาะเลี้ยง Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวที่สภาวะเหมาะสมต่อ
การผลิตสารแบคเทอริโอซินที่ได้จากการออกแบบการทดลองโดยวิธีทากุชิ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้นท้าการสกัดแยกสารแบคเทอริโอซินโดยวิธี Amberlite 
adsorption โดยอาศัยหลักการ hydrophobic adsorption ของ Amberlite XAD-16 (Sigma) ในการ
แยกสารโปรตีน โดยการปั่นแยกเซลล์ออกที่ 10,000 Xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                         
10 นาที น้าเอาสารละลายใสปราศจากเซลล์ใส่ในฟลาสก์ขนาด 2 ลิตร เติมเรซิน amberlite ปริมาณ 
20 กรัม (ที่ผ่านการ pretreat ด้วย 50 เปอร์เซ็นต์ isopropanol) น้าไปใส่ในเครื่องเขย่าแบบ 
reciprocal อย่างน้อย 3 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิห้อง บรรจุเม็ดเรซินลงใน econo คอลัมน์  
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ขนาด 2.5 x 30 cm ปล่อยส่วนใสออกจากคอลัมน์จนหมดให้เหลือเพียง amberlite ที่มีสารโปรตีน

ดูดซับอยู่ไว้ในคอลัมน์ ท้าการล้างสิ่งปนเปื้อนที่ละลายได้ในน้้าออกจาก amberlite ด้วยน้้ากลั่น

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และท้าการล้างสิ่งปนเปื้อนที่ละลายได้ในเอทานอลออกจาก amberlite ด้วย

เอทานอลเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นท้าการชะสารแบคเทอริโอซินออก

จาก amberlite ด้วยสารระเหย isopropanol ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ที่เติม trifluoroacetic acid 

(TFA) ผสมอยู่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นชะด้วยสารระเหย isopropanol ความ

เข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ 30 มิลลิลิตร น้าสารละลายที่ชะด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ isopropanol ไปท้าการ

ระเหย solvent ออกจนหมด ด้วยเครื่องระเหยสารละลายแบบหมุนเหว่ียง เติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มี

ค่าพีเอช 5.7 ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน้าแบคเทอริโอซินที่ได้ไปศึกษาความเสถียรเมื่อ

เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
7.  การทดสอบความเสถียรของสารแบคเทอริโอซิน 
 

น้าสารแบคเทอริโอซินที่ท้าให้บริสุทธ์ิบางส่วนจากข้อ 6 มาศึกษาความเสถียรเมื่อเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิแช่แข็ง (-20 องศาเซลเซียส) จากนั้นเก็บตัวอย่างทุกเดือนมาวิเคราะห์หาค่ากิจกรรม
การยับย้ังแบคทีเรียเป้าหมาย Listeria monocytogenes DMST 17303  

 
8.  ศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อ Listeria monocytogenes ในผักสดพร้อมบริโภคชนิดต่าง ๆ 
 

ท้าการเก็บตัวอย่างผักสลัดพร้อมบริโภคที่วางจ้าหน่ายในตลาดสดและซุปเปอร์มาร์เก็ตใน
เขตกรุงเทพฯ มาท้าการตรวจวิเคราะห์การปนเปื้อนของเช้ือ Listeria monocytogenes ซ่ึงเป็นเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ โดยใช้วิธีมาตรฐาน ISO 112901/1A-2004 โดยน้าตัวอย่างผักสลัด
ปริมาณ 25 กรัม เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ปลอดเช้ือ (0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl) ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร น้าไปเข้าเครื่องตีผสมตัวอย่าง (Seward-stomacher 400) เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นปิเปต
ตัวอย่างสารละลายปริมาตร 200 ไมโครลิตร spread ลงบนอาหาร L. mono Differential Agar Base 
(HiMedia) จ้านวน 5 plate บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตลักษณะ
โคโลนีสีฟ้าและมีโซนขุ่นขาวล้อมรอบซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของ Listeria monocytogenes บน
อาหาร selective agar และเลือกผักสดพร้อมบริโภค 1 ชนิด เป็นต้นแบบการทดลองเพื่อศึกษาการ
ยับย้ังโดยสารแบคเทอริโอซินต่อไป  



41 

9.  การศึกษาการยึดเกาะของเชื้อ  Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสด 
 

9.1  การเตรียมเซลล์ Listeria monocytogenes DMST 17303 เพื่อใช้ในการปนเปื้อนเทียม 
 

ถ่ายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในอาหาร
เหลว TSBYE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ท้าการปั่น
เหว่ียงเพื่อแยกอาหารเลี้ยงเช้ือทิ้ง และท้าการล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 0.85 เปอร์เซ็นต์                             
โซเดียมคลอไรด์ ท้าการปั่นเหว่ียงที่ 10,000 Xg จ้านวน 2 ครั้ง จากนั้นน้าเซลล์ของเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ที่ได้ไปเจือจางในน้้ากลั่นปลอดเช้ือปริมาตร 1 ลิตร โดยให้มีความ
เข้มข้นเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 104 และ 106 CFU/ml เพื่อจ้าลองการปนเปื้อนในระดับต่้า และ
ระดับสูงต่อไป 
 

9.2  การปนเปื้อนเทียมเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสด 
 

น้าตัวอย่างผักกะหล่้าปลีสดมาตัดแบ่งให้ได้น้้าหนักของผักแต่ละช้ินเท่ากับ 25±1 กรัม 
โดยให้มีลักษณะใบซ้อนกันเป็นชั้นและยึดติดกันด้วยแกนกลางของผัก เพื่อป้องกันการหลุดของใบ
ผัก น้าไปแช่ในสารละลาย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล เป็นเวลา 2 นาที เพื่อท้าให้ผักปลอดจากการ
ปนเปื้อนเช้ืออื่น จากนั้นล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือ 1 ครั้ง และผ่ึงตัวอย่างให้แห้ง น้าตัวอย่างผักสด
ที่ผ่านการท้าให้ปลอดเช้ือแล้ว มาแช่ในซัสเพนช่ันของเซลล์ Listeria monocytogenes DMST 
17303 ในข้อ 9.1 เป็นเวลา 5 และ 10 นาที จากนั้นท้าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือที่ยึดเกาะบนผิวผัก
โดยวิธี spread plate บนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง ตรวจนับจ้านวนโคโลนีของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนอาหาร TSA 
(HIMEDIA) และรายงานผลเป็น Log CFU/g 
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10.  การประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อที่ปนเปื้อนเทียมบนตัวอย่างผักในปริมาณ 
ต่าง ๆ 
 

10.1  การปนเปื้อนเทียมเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสด 
 

ท้าการปนเปื้อนเทียมผักกะหล่้าปลีสดที่เตรียมไว้ดังกล่าวในข้อ  9.2 ด้วยเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ในเซลล์ซัสเพนช่ันเข้มข้น 104 และ 106CFU/ml โดยการแช่เป็นเวลา                
5 นาที เพื่อจ้าลองการปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ระดับต่้า (103 CFU/g)                    
และระดับสูง (105 CFU/g) ตามล้าดับ จากนั้นน้าตัวอย่างผักดังกล่าวไปศึกษาประสิทธิภาพการ
ยับย้ังโดยสารแบคเทอริโอซินต่อไป 
 

10.2  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับย้ังเช้ือทดสอบ และผลต่อ
อายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) 
 

น้าตัวอย่างผักที่ปนเปื้อนเทียมด้วยเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 จาก
ข้อ 10.1 มาแช่ในสารละลายต่างๆเป็นเวลา 5 นาที ดังนี้ 
 

- น้้ากลั่นปลอดเช้ือ (control) 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินให้มีความเข้มข้นสุดท้าย 512 AU/ml 

 
เมื่อครบระยะเวลา ท้าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่

เหลือรอดบนผิวผักสด โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA ด้วยวิธี spread plate (5 จานๆละ 200 
ไมโครลิตร) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพ
ของสารแบคเทอริโอซินในการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 จากนั้นเก็บรักษา
ผักสดที่ผ่านการแช่ในสารละลายต่างๆที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วัน และ
ท้าการตรวจนับปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ทุกวัน จากนั้นรายงานปริมาณ
เช้ือที่พบเป็น Log CFU/g 
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11.  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ในการยับยั้งเชื้อทดสอบ
และผลต่ออายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิห้อง (25-30 องศา
เซลเซียส) 
 

ท้าการปนเปื้อนเทียมผักกะหล่้าปลีสดที่เตรียมไว้ดังกล่าวในข้อ 9.2 ด้วยเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ในเซลล์ซัสเพนช่ันเข้มข้น 106 CFU/ml โดยการแช่เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อจ้าลองการปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ระดับสูง (105 CFU/g) 
จากนั้นน้ามาแช่ในสารละลายต่างๆ เป็นเวลา 5 นาทีดังนี้ 
 

- น้้ากลั่นปลอดเช้ือ (control) 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินมีความเข้มข้นสุดท้าย 512 AU/ml 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินมีความเข้มข้นสุดท้าย 5,120 AU/ml 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินมีความเข้มข้นสุดท้าย 12,800 AU/ml 

 
เมื่อครบระยะเวลา ท้าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่

เหลือรอดบนผิวผักสด โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA ด้วยวิธี spread plate (5 จานๆ ละ 200 
ไมโครลิตร) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพ
ของสารแบคเทอริโอซินในการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 จากนั้นเก็บรักษา
ผักสดที่ผ่านการแช่ในสารละลายต่างๆที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และที่อุณหภูมิห้อง 
(25-30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน และท้าการตรวจนับปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes 
DMST 17303 ทุกวัน รายงานปริมาณเช้ือที่พบเป็น Log CFU/g 
 
12.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินกับสารเคมีที่ใช้ในทางการค้า 
 

ท้าการปนเปื้อนเทียมผักกะหล่้าปลีสดที่เตรียมไว้ดังกล่าวในข้อ  9.2 ด้วยเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ในเซลล์ซัสเพนช่ันเข้มข้น 106 CFU/ml โดยการแช่เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อจ้าลองการปนเปื้อนเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ระดับสูง (105 CFU/g) 
จากนั้นน้ามาแช่ในสารละลายต่างๆ เป็นเวลา 5 นาทีดังนี้ 
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- น้้ากลั่นปลอดเช้ือ (control) 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินมีความเข้มข้นสุดท้าย 5,120 AU/ml 
- น้้าประปา 
- น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารละลายไฮโปคลอไรท์เข้มข้น 100 ppm 

 
เมื่อครบระยะเวลา ท้าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่

เหลือรอดบนผิวผักสด โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA ด้วยวิธี spread plate (5 จานๆละ 200 
ไมโครลิตร) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพ
ของสารแบคเทอริโอซินในการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 จากนั้นเก็บรักษา
ผักสดที่ผ่านการแช่สารละลายต่างๆที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และตรวจนับปริมาณเช้ือ 
Listeria monocytogenes DMST 17303 อีกครั้งหนึ่ง รายงานปริมาณเช้ือที่พบเป็น Log CFU/g 

 
สถานที่ท้าการทดลอง 

 
ห้องปฎิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  

 
ระยะเวลาในการทดลอง 

 
การทดลองนี้เร่ิมตั้งแต่ภาคปลายปีการศึกษา 2554 ถึง ภาคปลายปีการศึกษา 2556 
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ผลและวิจารณ์ 
 

1.  การศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

1.1  เช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 
 

จากการตรวจสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา พบว่าเช้ือ Enterococcus faecium    
KU-B5 มีรูปร่างกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-1 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก การจัดเรียงตัว
เป็นคู่ หรือสายโซ่ส้ัน ๆ (ภาพที่ 6ก) ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) มีลักษณะกลม สีขาว กว้าง 1-2 มิลลิเมตร สามารถสร้าง
กรดอินทรีย์ท้าให้เกิดโซนใส (ภาพที่ 6ข) 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Enterococcus faecium 

 KU-B5 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
(ข) ลักษณะโคโลนีของ Enterococcus faecium KU-B5 บนอาหารแข็ง MRS ที่เติม 0.5  
เปอร์เซ็นต์ CaCO3 

 
1.2  เช้ือ Lactobacillus salivarius KU-N12 

 
จากการตรวจสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ Lactobacillus salivarius                   

KU-N12 เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนสั้น ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-0.7 ไมโครเมตร ยาว 1.1-3.0 
ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก การจัดเรียงตัวเป็นคู่หรือสายโซ่ส้ัน  ๆ (ภาพที่ 7ก) ไม่สร้างเอนไซม์                      
คะตะเลส ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) มีลักษณะกลม 
สีขาว กว้าง 1-2 มิลลิเมตร สามารถสร้างกรดอินทรีย์ท้าให้เกิดโซนใส (ภาพที่ 7ข) 

(ก) (ข) 

5 µm 
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ภาพที่ 7  (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Lactobacillus  

   salivarius KU-N12 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
             (ข) ลักษณะโคโลนีของ Lactobacillus salivarius KU-N12 บนอาหารแข็ง MRS   
             ที่เติม 0.5 เปอร์เซ็นต์ CaCO3 

 
1.3  เช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 
 

เช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 เมื่อสังเกตภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า
เซลล์มีรูปร่างกลม ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.4-1.4 ไมโครเมตร ติดสีแกรมบวก การจัดเรียงตัว
ของเซลล์มักพบเซลล์สี่เซลล์ติดกัน (Tetrad) (ภาพที่ 8ก) และลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
MRS ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) มีลักษณะกลม สีขาว กว้าง 1-2 มิลลิเมตร สามารถ
สร้างกรดอินทรีย์ท้าให้เกิดโซนใส (ภาพที่ 8ข) 
  

(ก) (ข) 

5 µm 
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ภาพที่ 8  (ก) การติดสีแกรมบวก รูปร่าง และการเรียงตัวของเซลล์ของ Pediococcus pentosaceus 

KU-F2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (1,500X) 
(ข) ลักษณะโคโลนีของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 บนอาหารแข็ง MRS ที่เติม 0.5  
เปอร์เซ็นต์ CaCO3 
 

2.  การทดสอบการสร้างสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งประเภทแบคเทอริโอซิน โดยวิธี Spot on lawn (Ahn 
and tiles, 1990) 
 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ ในอาหารสังเคราะห์ MRS และ
ท้าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของน้้าเลี้ยงเช้ือให้มีค่าพีเอชในช่วง 5.5-6.5 ก่อนน้ามาทดสอบ
การยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 โดยวิธี spot on lawn พบว่าเช้ือ Pediococcus 
pentosaceus KU-F2 และเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 มีค่ากิจกรรมการยับย้ังต่อเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 เท่ากันคือ 12,800 AU/ml ส่วนเช้ือ Lactobacillus salivarius                       
KU-N12 มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพียง 800 AU/ml ดังแสดงในตารางที่ 10 และภาพที่ 9 

 
ตารางที่ 10  ค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสาร                                

 แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดต่าง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว MRS 

 

แบคทีเรียกรดแลคติก 
ค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ 

Listeria monocytogenes DMST 17303 (AU/ml) 
Enterococcus faecium KU-B5 12,800 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 12,800 
Lactobacillus salivarius KU-N12 800 

(ก) (ข) 

5 µm 



48 

   

 

ภาพที่ 9  โซนใสของการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสารแบคเทอริโอซิน                  

ที่ได้จากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่างๆโดยวิธี spot on lawn 
A: Enterococcus faecium KU-B5 
B: Pediococcus pentosaceus KU-F2 
C: Lactobacillus salivarius KU-N12 
 

3.  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพันธ์ุ คือ Enterococcus faecium                                         
KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือ MRS และอาหารน้้ามะพร้าว เพื่อศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเช้ือแต่ละสาย
พันธ์ุ โดยบ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง และเก็บตัวอย่างที่                     
เวลา 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เปรียบเทียบการเจริญของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุ 
วิเคราะห์ปริมาณเซลล์โดยวิธี spread plate รายงานผลเป็นค่า Log CFU/ml พบว่าอาหาร                         
สังเคราะห์ MRS ซึ่งเป็นอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก เช้ือ 
Enterococcus faecium KU-B5 เจริญได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเซลล์
สูงสุดเท่ากับ 9.39 Log CFU/ml (ภาพที่ 10A) ในขณะที่ Pediococcus pentosaceus KU-F2 เจริญ           
ได้ดีที่สุดที่ 37 องศาเซลเซียส และมีปริมาณเซลล์สูงสุดเท่ากับ 9.71 Log CFU/ml (ภาพที่ 10C) 
ส่วน Lactobacillus salivarius KU-N12 เจริญได้ดีที่สุดที่ 42 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณเซลล์
สูงสุดเท่ากับ 9.43 Log CFU/ml (ภาพที่ 10E) แต่เมื่อเปรียบเทียบการเจริญในอาหารน้้ามะพร้าว 
พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุ สามารถเจริญได้ในอาหารน้้ามะพร้าว แต่ปริมาณเซลล์
สูงสุดจะต่้ากว่าในอาหาร MRS ประมาณ 1-3 Log CFU/ml โดย Enterococcus faecium KU-B5, 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ Lactobacillus salivarius KU-N12 มีปริมาณเซลล์สูงสุดใน
อาหารน้้ามะพร้าวเท่ากับ 8.49, 8.37 และ 6.45 Log CFU/ml ตามล้าดับ 

A

ฤ 

A

ฤ 21 
22 

23 

24 
25 26 

27 

C

ฤ 

23 

22 

21 
B

ฤ 
21 22 

23 

24 
25 

26 27 



49 

(ภาพที่ 10B, D, F) เป็นที่น่าสังเกตว่า Lactobacillus salivarius KU-N12 เจริญได้น้อยที่สุดใน

อาหารน้้ามะพร้าว แม้ว่าจะเจริญได้ดีในอาหาร MRS แสดงว่าเช้ือ Lactobacillus salivarius                                  

KU-N12 มีความต้องการสารอาหารอื่นในการเจริญมากกว่า Enterococcus faecium KU-B5 และ  

Pediococcus pentosaceus KU-F2 นอกจากนี้ส้าหรับเช้ือ Lactobacillus salivarius KU-N12 ซ่ึง

เจริญได้ดีที่ 42 องศาเซลเซียส เนื่องจากเช้ือดังกล่าวคัดแยกมาจากล้าไส้ไก่ ซ่ึงอุณหภูมิในร่างกาย

ของไก่เท่ากับ 42 องศาเซลเซียส ส่วน Enterococcus faecium KU-B5 และ Pediococcus 

pentosaceus KU-F2 ซ่ึงคัดแยกมาจากชมพู่และสัปปะรด จะเจริญที่อุณหภูมิต่้ากว่าคือ 37 องศา

เซลเซียส ดังนั้นในการทดลองต่อไปจะเลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส้าหรับการเพาะเลี้ยงเช้ือ 

Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ 42 องศาเซลเซียส ส้าหรับ

การเพาะเลี้ยงเช้ือ Lactobacillus salivarius KU-N12 
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ภาพที่ 10  การเจริญของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 (A,B), Pediococcus pentosaceus 

 KU-F2 (C,D) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 (E,F) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร  
 MRS และอาหารน้้ามะพร้าว (CW) บ่มที่อุณหภูมิต่างๆในสภาวะนิ่ง  
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เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชพบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุ 
เจริญในอาหาร MRS และใช้น้้าตาลในการเจริญ และผลิตกรดอินทรีย์ จึงท้าให้ค่าพีเอชลดลง               
อย่างเห็นได้ชัดโดย Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ 
Lactobacillus salivarius KU-N12 เมื่อเจริญในอาหาร MRS จะได้ค่าพีเอชสุดท้ายเป็น 3.84, 
3.78 และ 3.38 ตามล้าดับ (ภาพที่ 11A, C, E) อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของ
ค่าพีเอชในอาหารน้้ามะพร้าว พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชลดลงน้อยกว่าในอาหาร 
MRS กล่าวคือ เช้ือ Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ 
Lactobacillus salivarius KU-N12 มีการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชต่้าสุดในอาหารน้้ามะพร้าว
เท่ากับ 4.12, 4.95 และ 4.99 ตามล้าดับ (ภาพที่ 11B, D, F) ซึ่งสอดคล้องกับผลของปริมาณเซลล ์              
สูงสุด ที่ในอาหารน้้ามะพร้าวจะน้อยกว่าในอาหาร MRS แสดงว่ามีการใช้น้้าตาลในการเจริญ 
และเปลี่ยนเป็นกรดอินทรีย์ได้น้อยกว่าเมื่อเจริญในอาหารน้้ามะพร้าว ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่า
องค์ประกอบในน้้ามะพร้าวซ่ึงมีสารอาหาร วิตามินและแร่ธาตุบางอย่าง อาจท้าหน้าที่เป็นสาร
บัฟเฟอร์ควบคุมการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชได้ 
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ภาพที่ 11  การเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชเมื่อเพาะเลี้ยงเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5  
    (A,B), Pediococcus pentosaceus KU-F2 (C,D) และ Lactobacillus salivarius KU-N12 
    (E,F) ในอาหาร MRS และอาหารน้้ามะพร้าว (CW) บ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆในสภาวะนิ่ง                            
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4.  การศึกษาการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

เมื่อท้าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุในอาหาร MRS และอาหารน้้า
มะพร้าวในสภาวะนิ่ง บ่มในสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมจากข้อ 3 พบว่า เช้ือ Enterococcus faecium 
KU-B5 และ Pediococcus pentosaceus KU-F2 สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการ
ยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ได้เท่ากันคือ 12,800 AU/ml ส่วน Lactobacillus 
salivarius KU-N12 ผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes 
DMST 17303 เพียง 800 AU/ml (ภาพที่ 12A, C, E) อย่างไรก็ตามเมื่อเพาะเลี้ยงเช้ือทั้ง 3 สายพันธ์ุ
ในอาหารน้้ามะพร้าว ไม่พบการสร้างสารแบคเทอริโอซินเลย (ภาพที่ 12B, D, F) แม้ว่าจะสามารถ
เจริญในอาหารน้้ามะพร้าวได้ดี (ภาพที่ 10B, D, F) ทั้งนี้อาจเป็นไปได้ว่าในอาหารน้้ามะพร้าวอาจมี
สารประกอบบางอย่างไม่เพียงพอที่จะสนับสนุนการสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ ซ่ึงจะได้มี
การศึกษาต่อไป อย่างไรก็ตามมีรายงานของ Todorov and Dicks (2005a) ทดลองเลี้ยงเช้ือ 
Enterococcus faecium ST311LD ในอาหาร MRS ที่เติม 10 เปอร์เซ็นต์ (w/v) กากน้้าตาล พบว่าเช้ือ
สามารถเจริญได้ดีแต่ไม่พบการผลิตสารแบคเทอริโอซิน แต่เมื่อเลี้ยงเช้ือในอาหาร MRS ดัดแปลง
โดยการเติม tryptone (20 กรัมต่อลิตร) แซคคาโรส (5 กรัมต่อลิตร) หรือ วิตามินซี (1.0 ppm) เช้ือ
สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้ 12,800 AU/ml 
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ภาพที่ 12  ค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (AU/ml) เมื่อเพาะเลี้ยง 

 เช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 (A,B), Pediococcus pentosaceus KU-F2 (C,D) และ  
 Lactobacillus MRS และ salivarius KU-N12 (E,F) ในอาหารอาหารน้้ามะพร้าวที ่
 อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุในสภาวะนิ่ง  
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5.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการใช้น้้ามะพร้าวเพื่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
 

จากการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุในอาหารน้้ามะพร้าวในข้อ 4 จะ
เห็นได้ว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเจริญได้ดี แต่ไม่พบการสร้างสารแบคเทอริโอซินในอาหาร
น้้ามะพร้าวเลย ดังนั้นจึงได้มีการศึกษาปัจจัยของสารประกอบที่อาจจ้าเป็นต่อการสร้างสาร                   
แบคเทอริโอซินดังนี้ 
 

5.1  การศึกษาปัจจัยเดี่ยว 
 

5.1.1  แหล่งคาร์บอน 
 

จากการเติมน้้าตาลชนิดต่างๆในน้้ามะพร้าวได้แก่ กลูโคส ซูโครส และ    
แลคโตส โดยปรับความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าการเติมน้้าตาล
ทั้ง 3 ชนิด ไม่สามารถส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 
สายพันธ์ุในอาหารน้้ามะพร้าวได้ ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจัยของ De Vuyst and Vandamme 
(1992) ที่เติม 1 เปอร์เซ็นต์ กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร CM medium พบว่าเช้ือ 
Lactobacillus lactis subsp. lactis NIZ022186 สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้ 2,000 AU/ml 
เป็นที่น่าสังเกตว่าการเติมน้้าตาลไม่ได้ส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินเลย แม้ว่าเช้ือ
สามารถเจริญได้ดี (ตารางที่ 11) อาจเป็นไปได้ว่าในน้้ามะพร้าวมีปริมาณน้้าตาลที่เพียงพอต่อ
การเจริญของเช้ือ แต่น้้าตาลเพียงอย่างเดียวอาจไม่เพียงพอต่อการสนับสนุนการสร้างสาร                           
แบคเทอริโอซิน 
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ตารางที่ 11  ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ ในอาหารน้้ามะพร้าวเมื่อบ่มใน  
   สภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมเป็นเวลา 15 ช่ัวโมง 
 

แหล่งคาร์บอน 
Enterococcus faecium KU-B5 (37◦C) Pediococcus pentosaceus KU-F2 (37◦C) Lactobacillus salivarius KU-N12 (42◦C) 

Log CFU/ml 
Antilisterial activity 

(AU/ml) 
Log CFU/ml 

Antilisterial activity 
(AU/ml) 

Log CFU/ml 
Antilisterial activity 

(AU/ml) 
CW control 6.19±0.11 0 6.18±0.07 0 5.60±0.05 0 

0.5% glucose 6.42±0.02 0 6.23±0.03 0 5.67±0.05 0 
1.0% glucose 6.34±0.04 0 6.31±0.01 0 5.84±0.05 0 
2.0% glucose 6.38±0.02 0 6.24±0.08 0 5.82±0.00 0 
0.5% sucrose 6.89±0.04 0 6.03±0.61 0 6.06±0.07 0 
1.0% sucrose 6.92±0.08 0 5.93±0.07 0 6.11±0.09 0 
2.0% sucrose 6.90±0.03 0 6.11±0.02 0 6.09±0.06 0 
0.5% lactose 6.37±0.10 0 5.78±0.09 0 6.06±0.03 0 
1.0% lactose 6.43±0.04 0 5.84±0.02 0 6.07±0.02 0 
2.0% lactose 6.41±0.03 0 5.77±0.03 0 6.05±0.07 0 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation)  
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5.1.2  แหล่งไนโตรเจนและปัจจัยอื่น 
 

เมื่อท้าการเติมแหล่งไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ ในน้้ามะพร้าวได้แก่                             
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4], yeast extract, peptone, beef extract และ whey ที่ความ
เข้มข้น 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ และ soybean powder ที่ความเข้มข้น 1.0, 3.0 และ 5.0 
เปอร์เซ็นต์ รวมทั้ง Tween 80 ที่ความเข้มข้น 0.1, 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 ที่ความ
เข้มข้น 0.2, และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าสารประกอบไนโตรเจนชนิดต่างๆ ส่งผลต่อการผลิตสาร             
แบคเทอริโอซินได้แตกต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 12 โดยการเติม yeast extract ในน้้ามะพร้าว
สามารถส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 และ 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 ได้ดีที่สุด โดยพบค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ได้เท่ากับ 12,800 AU/ml เมื่อเติม 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์                                
yeast extract ซึ่งเทียบเท่ากับอาหารสังเคราะห์ MRS ส่วนการเติม (NH4)2SO4 และ Whey นั้นไม่
สามารถส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุที่ศึกษาในอาหาร
น้้ามะพร้าวได้ ส่วน Lactobacillus salivarius KU-N12 นั้นพบว่ามีเพียงปัจจัยเดียวที่สามารถ
ส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินในอาหารน้้ามะพร้าวได้ คือการเติม yeast extract 1.0 และ 2.0                          
เปอร์เซ็นต์ พบค่ากิจกรรมการยับย้ังเท่ากับ 200 AU/ml ซึ่งน้อยกว่าเมื่อเลี้ยงเช้ือในอาหาร MRS ซึ่ง
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมการยับย้ังได้สูงสุด 800 AU/ml ดังนั้นจึงเลือก                            
yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งไนโตรเจนส้าหรับการผลิตสารแบคเทอริโอซินในน้้า
มะพร้าวต่อไป 
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ตารางที่ 12  ผลของแหล่งไนโตรเจนและสารอื่นต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรด             
                    แลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ ในอาหารน้้ามะพร้าว เมื่อบ่มในสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม 
                    เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง  
 

ชนิดของปัจจัย 
ความเข้มข้น 

(% w/v 
or v/v) 

ค่ากิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 
Listeria monocytogenes DMST 17303 (AU/ml) 

Enterococcus 
faeciumKU-B5 

37◦C 15 hr 

Pediococcus 
pentosaceus KU-F2 

37◦C 15 hr 

Lactobacillus 
 salivarius KU-N12 

42◦C 15 hr 
แหล่งไนโตรเจน     

Yeast extract 0.5 3,200 800 0 
 1.0 12,800 12,800 200 
 2.0 12,800 12,800 200 

Peptone 0.5 400 800 0 
 1.0 800 1,600 0 
 2.0 800 1,600 0 

Beef extract 1.0 6400 800 0 
Soy bean powder 1.0 400 0 0 

 3.0 400 0 0 
 5.0 400 0 0 

Whey 0.5 0 0 0 
 1.0 0 0 0 
 2.0 0 0 0 

(NH4)2SO4 0.5 0 0 0 
 1.0 0 0 0 
 2.0 0 0 0 

สารอื่น     

Tween 80 0.1 0 0 0 
 0.5 0 0 0 
 1.0 0 0 0 
 2.0 0 0 0 

K2HPO4 0.2 800 0 0 
 1.0 800 0 0 
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ผลจากตารางที่ 12 พบว่า การเติม yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมการผลิตสาร        
แบคเทอริโอซินได้ดีที่สุด จึงได้ท้าการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุใน
อาหารน้้ามะพร้าว และอาหารน้้ามะพร้าวที่เติม yeast extract เปรียบเทียบกับอาหารสังเคราะห์ 
MRS พบว่า การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุ ในอาหารน้้ามะพร้าวเติม yeast 
extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ มีการเจริญที่ใกล้เคียงกับอาหาร MRS ดังแสดงในภาพที่ 13 ส้าหรับการสร้าง                  
สารแบคเทอริโอซินของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุทั้ง 3 สายพันธ์ุ พบว่า Enterococcus 
faecium KU-B5 และ Pediococcus pentosaceus KU-F2 สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินเมื่อ                            
เพาะเลี้ยงในน้้ามะพร้าวที่เติม yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ ได้ดีเทียบเท่ากับอาหาร MRS คือ 12,800 
AU/ml (ภาพที่ 14A, B) ส่วน Lactobacillus salivarius KU-N12 พบกิจกรรมการยับย้ังของสาร                          
แบคเทอริโอซินเพียง 200 AU/ml (ภาพที่ 14C) อย่างไรก็ตามในอาหารสังเคราะห์ MRS จะมี
องค์ประกอบของสารอื่นๆ เช่น 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween 80, 0.2 เปอร์เซ็นต์ K2HPO4 ซึ่งอาจมีผลต่อ
การสร้างสารแบคเทอริโอซินด้วย ดังนั้นจึงได้น้าปัจจัยดังกล่าวมาศึกษาปัจจัยร่วมว่าองค์ประกอบ
ใดจะส่งเสริมการผลิตแบคเทอริโอซินได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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ภาพที่ 13  การเจริญและการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอช เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่างๆ 
ในอาหาร MRS อาหารน้้ามะพร้าว และอาหารน้้ามะพร้าวเติม yeast extract 1.0  
เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุ: (A, B) Enterococcus   
faecium KU-B5, (C, D) Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ (E, F) Lactobacillus  
salivarius KU-N12   
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ภาพที่ 14  การสร้างสารแบคเทอริโอซินของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุต่าง ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง 
ในอาหาร MRS อาหารน้้ามะพร้าว และอาหารน้้ามะพร้าวเติม yeast extract 1 เปอร์เซ็นต์  
บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมของเช้ือแต่ละสายพันธ์ุ: (A) Enterococcus faecium KU-B5,  
(B) Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ (C) Lactobacillus salivarius KU-N12 
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เมื่อน้าน้้ามะพร้าวที่เติม yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ มาศึกษาร่วมกับองค์ประกอบอื่นที่มี
ในอาหาร MRS คือ Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 0.2 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 9) พบว่า
อาหารน้้ามะพร้าวเติม Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 0.2 เปอร์เซ็นต์ สามารถสนับสนุน
การสร้างสารแบคเทอริโอซินใน Enterococcus faecium KU-B5 โดยพบค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ                      
Listeria monocytogenes DMST 17303 เพิ่มขึ้น 6,400 AU/ml อย่างไรก็ตามทั้ง Tween 80 และ 
K2HPO4 ไม่สนับสนุนการสร้างสารแบคเทอริโอซินในเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ 
Lactobacillus salivarius KU-N12 และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ Tween 80 และ K2HPO4 เป็น 1.0 
เปอร์เซ็นต์ ก็ให้ผลเช่นเดิม แสดงว่า Tween 80 และ K2HPO4 มีผลสนับสนุนการสร้างสาร                                  
แบคเทอริโอซินของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 ได้ดี แต่เมื่อเติม yeast extract 0.5 
เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับ Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 0.2 เปอร์เซ็นต์ พบว่า Enterococcus 
faecium KU-B5 สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพิ่มขึ้นเป็น 12,800 
AU/ml ซึ่งจากผลการทดลองก่อนหน้านี้ในตารางที่ 15 การเติม yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ อย่าง
เดียว สนับสนุนการสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพียง 3,200 AU/ml ส่วนเช้ือ 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 และ Lactobacillus salivarius KU-N12 การเติม yeast extract 0.5 
เปอร์เซ็นต์ ส่งเสริมการผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพียง 800 AU/ml แต่เมื่อ
เพิ่มความเข้มข้นของ yeast extract เป็น 1.0 เปอร์เซ็นต์ การสร้างสารแบคเทอริโอซินโดย 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพิ่มเป็น 12,800 AU/ml แสดงว่า                               
yeast extract มีอิทธิพลต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 
มากกว่า Tween 80 และ K2HPO4 ส้าหรับ Lactobacillus salivarius KU-N12 การเติม 0.5 หรือ 1.0 
เปอร์เซ็นต์ yeast extract มีผลสนับสนุนการสร้างสารแบคเทอริโอซินไม่ต่างกันคือ มีค่ากิจกรรม
การยับย้ังเพียง 200 AU/ml 
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ตารางที่ 13  ค่ากิจกรรมการยับย้ังของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพันธ์ุ 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลง 

 

อาหาร 
น้้ามะพร้าวดัดแปลง 

Antilisterial activity (AU/ml) 

Enterococcus 
faecium KU-B5 

Pediococcus 
pentosaceus KU-F2 

Lactobacillus 
salivarius KU-N12 

เติม 0.1T+0.2K2 6400 — — 

เติม 1.0T+1.0K2 6400 — — 

เติม 0.5YE+0.1T+0.2K2 12800 800 800 
เติม 1YE+0.1T+0.2K2 12800 12800 800 

 
หมายเหตุ  YE คือ Yeast Extract, K2 คือ K2HPO4 และ T คือ Tween 80 

ตัวเลขด้านหน้าของแต่ละปัจจัยที่ใช้คือความเข้มข้นที่ใช้ทดสอบ (เปอร์เซ็นต์) 
เครื่องหมาย — คือไม่พบการสร้างสารแบคเทอริโอซิน 

 
5.2  การศึกษาปัจจัยร่วมและสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินโดย

Pediococcus pentosaceus KU-F2 โดยวิธีทากุชิ 
 

จากผลการทดลองเติมปัจจัยของสารประกอบ yeast extract, K2HPO4 และ Tween 80 
ในอาหารน้้ามะพร้าว พบว่าปัจจัยทั้ง 3 ต่างก็มีผลต่อการส่งเสริมการสร้างสารแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรียกรดแลคติกได้แตกต่างกันในการทดลองต่อไปได้เลือกเฉพาะ  Pediococcus pentosaceus 
KU-F2 มาศึกษาผลของปัจจัยร่วมดังกล่าวโดยวิธีการทางสถิติซ่ึงออกแบบโดยวิธีทากุชิ                        
(Roy, 2001) และได้ก้าหนดระดับความเข้มข้นของปัจจัยดังกล่าวเป็น 3 ระดับ โดยความเข้มข้นของ
ปัจจัยที่ใช้ในการทดลอง คือ 0.5, 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ yeast extract, 0.2, 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ 
K2HPO4 และ 0.1, 0.5 และ 1.0 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 ซึ่งเมื่อแทนค่าของแต่ละปัจจัยในระดับต่างๆ 
จะได้ชุดการทดลองทั้งหมด 9 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 9) 

 
จากผลการทดลองของทั้ง 9 ชุดการทดลองพบว่า ในชุดการทดลองที่ 1, 2 และ 3 ซึ่ง

ประกอบด้วย yeast extract 0.5 เปอร์เซ็นต์ นั้น Pediococcus pentosaceus KU-F2 สามารถสร้างสาร  
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แบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังได้ 3,200 AU/ml เท่ากันทั้ง 3 ชุดการทดลอง ส่วนชุดการ
ทดลองที่ 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ซึ่งประกอบด้วย yeast extract 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเช้ือ
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเพิ่มขึ้นเป็น 12,800 AU/ml โดยชุดการ
ทดลองที่ 4 ซึ่งประกอบด้วย yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์, 0.1 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 และ 0.5 
เปอร์เซ็นต์ K2HPO4 นั้นเป็นชุดการทดลองที่เติมปัจจัยทั้ง 3 ที่ความเข้มข้นน้อยที่สุด แต่ยังคงให้ผล
การสร้างสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังได้เทียบเท่ากับชุดการทดลองอื่น (ภาพที่ 15) 
จึงได้เลือกสภาวะดังกล่าวเป็นสภาวะที่ใช้ในการเลี้ยงเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ส้าหรับ
การผลิตแบคเทอริโอซินในปริมาตรขนาด 1 ลิตร เพื่อใช้ในการท้าให้บริสุทธ์ิและใช้ในการศึกษา
ขั้นต่อไป 
 

ผลจากการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Parente et al. (1992) พบว่า tryptone,                                 
yeast extract และ Tween 80 มีผลส่งเสริมการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง
เมื่อเทียบกับอาหารเลี้ยงเช้ือ M17 และ MRS และในงานวิจัยของ Todorov and Dicks (2009) ได้เพิ่ม
ความเข้มข้นของ yeast extract เป็น 20 กรัมต่อลิตร (จาก 4 กรัมต่อลิตร) ในอาหาร MRS พบว่า
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเช้ือ Enterococcus mundtii  เพิ่มขึ้น จาก 51,200 AU/ml เป็น 
102,400 AU/ml และได้ทดลองเติม KH2PO4 แทน K2HPO4 พบว่ากิจกรรมลดลงเหลือเพียง 25,600 
AU/ml จาก 51,200 AU/ml 
 

 
 

ภาพที่ 15  การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงโดย 
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6.  การสกัดแยกสารแบคเทอริโอซิน 
 

เมื่อเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าว
ที่เติม yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์ Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ K2HPO4 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
1 ลิตร เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง พบว่าเช้ือสามารถสร้าง                          
สารแบคเทอริโอซินปลดปล่อยออกมาในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยมีค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 เท่ากับ 12,800 AU/ml เมื่อท้าการสกัดแยกสารแบคเทอริโอซินจาก
อาหารน้้ามะพร้าวโดยวิธี Amberlite adsorption โดยอาศัยหลักการ hydrophobic adsorption และท้า
การชะด้วย isopropanol 70 เปอร์เซ็นต์ ที่เติม TFA 0.1 เปอร์เซ็นต์ และน้าไปผ่านขั้นตอน 
evaporation และเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่าพีเอช 5.7 พบว่าค่ากิจกรรมการยับย้ังเพิ่มสูงขึ้น 4 เท่า 
เป็น 51,200 AU/ml (ภาพที่ 13) และเมื่อท้าการวัดหาค่ากิจกรรมการยับย้ังจากขั้นตอนการล้าง 
Amberlite ที่ใช้ในการดูดซับเพื่อชะเอาสิ่งปนเปื้อนออก พบว่า Amberlite ที่ใช้ในการทดลอง
สามารถดูดซับสารแบคเทอริโอซินไว้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เนื่องจากไม่พบค่ากิจกรรมการยับย้ัง
ในน้้าหรือสารละลายเอทานอลที่ใช้ล้าง (ตารางที่ 14) ซึ่งผลการทดลองนี้คล้ายคลึงกับผลงานวิจัย
ของ Pilasombut (2006) ท้าการสกัดแยกแบคเทอริโอซินโดยใช้ Amberlite XAD-16 ที่สร้างโดยเช้ือ 
Lactobacillus salivarius K4 และชะโปรตีนโดยใช้สารละลาย isopropanol ความเข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ ที่เติม trifluoroacetic acid (TFA) ผสมอยู่ 0.1 เปอร์เซ็นต์ พบว่ากิจกรรมการยับย้ังของ
สารแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้น 4 เท่า โดยเพิ่มขึ้นจาก 3,200 AU/ml เป็น 12,800 AU/ml 
 
ตารางที่ 14  ค่ากิจกรรมการยับย้ังของสารแบคเทอริโอซินที่สกัดในขั้นตอนต่าง ๆ 
 

ขั้นตอนของการสกัดสารแบคเทอริโอซิน 
ค่ากิจกรรมการยับยั้งเช้ือ 
Listeria monocytogenes 
DMST 17303(AU/ml) 

สารละลายใสปราศจากเซลล์ก่อนที่จะเติม  Amberlite 12,800 
ส่วนใสที่ผ่านคอลัมน์หลังจากผ่านการดูดซับด้วย Amberlite  0 
ส่วนใสที่ได้จากการล้างเม็ดเรซินด้วยน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 0 
หลังจากล้างด้วยเอทานอล40% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 0 
หลังจากชะด้วย isopropanol 70% ที่เติม TFA 0.1%  
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

25,600 

หลังจากขั้นตอน evaporation  51,200 
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ภาพที่ 16  ค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสาร 

แบคเทอริโอซินที่ผ่านการสกัดแยกโดยวิธี Amberlite adsorptionโดยวิธี critical dilution 
assay 

 
7.  การทดสอบความเสถียรของสารแบคเทอริโอซิน 
 

เมื่อน้า partially purified bacteriocin ที่ได้จากข้อ 6 มาเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส และท้าการหาค่ากิจกรรมการยับย้ังทุกเดือน พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเช้ือ 
Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลง มีค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ที่ 51,200 AU/ml ตลอดระยะเวลา 17 เดือนของการเก็บ ซ่ึงผลการ
ทดลองนี้คล้ายคลึงกับ Anastasiadou et al. (2008) ซึ่งทดลองเก็บ pediocin SM-1 ที่ผลิตโดยเช้ือ 
Pediococcus pentosaceus ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสได้นานเป็นเวลา 1 ปี  

 
8.  ศึกษาการปนเปื้อนของเชื้อ Listeria monocytogenes ในผักสดพร้อมบริโภคชนิดต่าง ๆ 

 
จากตัวอย่างผักสลัดพร้อมบริโภคทั้งส้ิน 22 ชนิด รวมทั้งหมด 52 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อน

เช้ือ Listeria spp.ทั้งส้ิน 41 ตัวอย่าง คิดเป็น 78.85 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 15) และไม่พบ Listeria 
monocytogenes ในตัวอย่างใดเลย จะเห็นได้จากลักษณะโคโลนีที่ตรวจพบบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
L.mono Differential Agar Base นั้นถ้าหากเป็น Listeria monocytogenes จะมีลักษณะเฉพาะของ
โคโลนีคือ มีสีฟ้าและมีโซนขุ่นขาวล้อมรอบ (ภาพที1่7) แต่จากผลการตรวจนับโคโลนีสีฟ้าที่พบใน
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ตัวอย่างผักสดทั้งหมด พบเพียงโคโลนีสีฟ้าที่ไม่มีโซนขาวขุ่นล้อมรอบ ซ่ึงเป็นลักษณะเฉพาะของ 
Listeria sp. อื่น ๆ ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค เช่น Listeria innoccua 
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ตารางที่ 15  การปนเปื้อน Listeria spp. ในผักสดพร้อมบริโภค 
 
ตัวอย่างผัก จ้านวนตัวอย่าง 

ที่ศึกษา 
จ้านวนตัวอย่างที่พบการปนเปื้อน 

Listeria spp.               Listeria monocytogenes 
กะหล่้าปลีห่ันฝอย  3   3   - 
กะหล่้าปลีม่วงห่ันฝอย  4   4   - 
ผักสลัดเรดโอ๊ค   7   6   - 
ผักสลัดกรีนโอ๊ค   2   2   - 
แครอทห่ันฝอย   3   2   - 
วอเตอร์เครส   3   3   - 
แตงกวาสไลด์   4   4   - 
เบบี้คอส   3   2   - 
หอมหัวใหญ่สไลด์  1   1   - 
มะเขือเทศลูกใหญ่ผ่าซีก  1   1   - 
มะเขือเทศราชินี   2   2   - 
ผักกาดขาว   2   1   - 
ผักกาดหวาน   1   1   - 
ผักกาดแก้ว   6   5   - 
พริกหยวกเขียว   1   1   - 
พริกหยวกแดง   2   1   - 
พริกหยวกเหลือง  1   1   - 
ร็อกเก็ตป่า   1   1   - 
มิซุนา    1   1   - 
เรดเคอรอล   2   2   - 
เบบี้สปิแนช   1   1   - 
ฟิลเลย์ ไอซ์เบิร์ก   1    -    - 
รวม                                         52                           41 (78.85%)                            (0%) 
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ภาพที่ 17  ลักษณะเฉพาะของโคโลนี Listeria monocytogenes บนอาหาร L.mono Differential Agar  
Base 

 
จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าตัวอย่างผักสลัดพร้อมบริโภคที่วางขายตามซุปเปอร์มาร์เก็ต

พบการปนเปื้อนเช้ือ Listeria spp เป็นจ้านวนมากถึง 78.85 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากผักที่น้ามาตรวจ
วิเคราะห์เป็นตัวอย่างผักสดที่ไม่ผ่านการให้ความร้อน จึงอาจเป็นสาเหตุให้พบการปนเปื้อนเช้ือ
ดังกล่าวได้สูง ซ่ึงการปนเปื้อนเช้ือดังกล่าวอาจมาจากหลายขั้นตอน เช่นขั้นตอนการล้างท้าความ
สะอาดอาจไม่ดีพอเนื่องจากบริเวณโคนต้น หรือใบนอกของผักมีเศษดินติดอยู่ คุณภาพของน้้าที่ใช้
ล้าง การตัดแต่งผักหรือการห่ันฝอยก็เป็นการเพิ่มอัตราการปนเปื้อนเช้ือได้ เนื่องจากเป็นการเพิ่ม
พื้นที่ผิวในการสัมผัสกับอุปกรณ์หรือภาชนะที่ใช้บรรจุ นอกจากนี้การห่ันฝอยและตัดแต่งยังท้าให้
สารอาหารในผักไหลออกมา และเช้ือจุลินทรีย์สามารถใช้เป็นแหล่งอาหารส้าหรับการเจริญได้ และ
การวางผักขายบนชั้นวางที่ไม่ได้มีการควบคุมอุณหภูมิก็มีผลกระทบต่อการรอดชีวิตของเช้ือบนผัก
สด แต่อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าการตรวจตัวอย่างผักข้างต้นพบเพียงการปนเปื้อนของ Listeria spp. ซึ่ง
เป็นสายพันธุ์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค แต่มีแนวโน้มที่จะพบการปนเปื้อนของ Listeria monocytogenes 
ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรคได้ เนื่องจากแหล่งที่พบการปนเปื้อนของ Listeria spp. และ Listeria 
monocytogenes มักพบการปนเปื้อนจากแหล่งเดียวกัน (อดิสร และ ปรีชา, 2538) อีกทั้งการสุ่มเก็บ
ตัวอย่างมาวิเคราะห์ใช้ตัวอย่างเพียง 25 กรัม ซ่ึงอาจท้าให้ตรวจไม่พบเช้ือได้ ซ่ึง ปรีชา และคณะ 
(2553) ได้ศึกษาการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผักสดจากตลาดสดและซุเปอร์มาร์เก็ตใน
กรุงเทพมหานคร พบผักสดที่ปนเปื้อน Listeria monocytogenes 2 ตัวอย่าง จากตัวอย่างผักจากตลาด
สด 58 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 3.4 และพบ  Listeria spp. ทั้งหมด 36 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 61.1  
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นอกจากนี้ สุธิดา (2553) ศึกษาการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ในผักสดจากตัวอย่างผักสลัดพร้อม
บริโภคทั้งหมด 102 ตัวอย่าง พบการปนเปื้อนเช้ือ  Listeria spp. ทั้งหมด 22 ตัวอย่าง คิดเป็น 21.6 
เปอร์เซ็นต์ และตรวจพบ  Listeria monocytogenes จากตัวอย่างกะหล่้าปลีห่ันฝอยจ้านวน 2 ตัวอย่าง 
คิดเป็น 8.0 เปอร์เซ็นต์ ของตัวอย่างกะหล่้าปลีทั้งหมดที่น้ามาศึกษา 
 

ถึงแม้ว่าจากการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างผักสดข้างต้นยังไม่มีการตรวจพบ  Listeria 
monocytogenes แต่ก็ควรมีการเฝ้าระวังเพื่อไม่ให้เกิดการระบาดของเช้ือหรือก่อให้เกิดอาหารเป็น
พิษเนื่องจากข้อมูลทางสถิติพบว่าอัตราการตรวจพบเช้ือ Listeria spp. นั้นมีแนวโน้มที่เพิ่มสูงขึ้น 
โดยในปี พ.ศ. 2537 พบ Listeria spp เพียงร้อยละ 3.8 และไม่มีการตรวจพบ Listeria 
monocytogenes (อดิสร และ ปรีชา, 2538) แต่ในปี 2553 พบผักสดปนเปื้อน Listeria spp. สูงถึงร้อย
ละ 61.1 และพบการปนเปื้อน  Listeria monocytogenes ร้อยละ 3.4 (ปรีชา และคณะ, 2553) 
 

ถึงแม้ว่าในประเทศไทยยังไม่มีรายงานการระบาดของเช้ือ  Listeria monocytogenes จาก
การบริโภคผักสด แต่พบว่ามีผู้ป่วยโรค listeriosis อยู่บ้าง โดยในประเทศไทยพบผู้ป่วยที่มีสาเหตุ
จากเช้ือ  Listeria monocytogenes ในปี 1995 จ้านวน 2 ราย (Rusemechan, 1995) ปี 2006 1 ราย 
(Treebupachatsakul et al., 2006) และในปี 2013 พบผู้ป่วยเป็นฝีในสมองอีก 2 ราย (Limmahakhum 
and Chayakulkeeree, 2013) 
 

9.  การศึกษาการปนเปื้อนเทียมเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสด 
 

ในการศึกษานี้ได้เลือกผักกะหล่้าปลีสดเป็นต้นแบบของผักสดพร้อมบริโภค เนื่องจากผัก
ชนิดดังกล่าวเป็นผักที่รับประทานแบบสดได้ และนิยมรับประทานเป็นเคร่ืองเคียงในอาหารหลาย
ชนิด เช่น น้้าพริก ส้มต้า หรือไส้กรอกอีสาน หรือเป็นผักสลัด ซ่ึงเมื่อท้าการปนเปื้อนเทียมผัก
กะหล่้าปลีสดในเซลล์ซัสเพนช่ันที่มีความเข้มข้นระดับต่้า (104 CFU/ml) และระดับสูง (106 
CFU/ml) ในระยะเวลา 5 นาที และ 10 นาทีพบว่า ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นมีผลต่อการยึดเกาะของเช้ือ
บนตัวอย่างผักสด โดยปริมาณเซลล์เร่ิมต้นสูงกว่าจะท้าให้มีการยึดเกาะของเช้ือบนตัวอย่างเพิ่มขึ้น
ด้วย เนื่องจากลักษณะทางกายภาพของกะหล่้าปลีเป็นผักประเภทใบซ้อนกัน จึงท้าให้จุลินทรีย์
เกาะติดได้มากขึ้น (ภาพที่ 18) จากการทดลองพบว่าการแช่ผักในเซลล์ซัสเพนช่ันที่มีความเข้มข้น
ระดับต่้า (104 CFU/ml) ที่เวลา 5 นาที และ 10 นาที พบปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะไม่แตกต่างกัน โดย
เช้ือสามารถยึดเกาะได้ 3 Log CFU/g ส่วนในเซลล์ซัสเพนช่ันความเข้มข้นระดับสูง (106 CFU/ml) ที ่            
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เวลา 5 นาที และ 10 นาที พบปริมาณเซลล์ที่ยึดเกาะได้ 5 Log CFU/g ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาที่ 5 
นาที ในการจ้าลองการปนเปื้อนของเช้ือ  Listeria monocytogenes DMST 17303 เนื่องจากถ้าหาก
เวลาที่ใช้ในการแช่นานเกินไป อาจจะท้าให้น้้าซึมเข้าไปในตัวอย่างผักและท้าให้ลักษณะทาง
กายภาพเสียไปได้ 
 

 
 

 

ภาพที่ 18  การยึดเกาะของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนตัวอย่างผักกะหล่้าปลีสด 
เมื่อแช่ในเซลล์ซัสเพนช่ันที่มีปริมาณเช้ือเร่ิมต้นแตกต่างกันที่ระยะเวลาต่าง ๆ 

 

10.  การประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 ที่ 
ปนเปื้อนเทียมบนตัวอย่างผักในปริมาณระดับต้่า/สูง 
 

10.1  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับย้ังเช้ือ  Listeria 
monocytogenes DMST 17303 บนผักสดที่มีการปนเปื้อนเทียมในระดับต่้า/สูง และผลต่ออายุการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) 
 

 เมื่อน้าตัวอย่างผักกะหล่้าปลีสดที่ผ่านการปนเปื้อนเทียมให้มีปริมาณเซลล์บนผัก 103 
และ 105 CFU/g มาแช่ในสารละลายน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสารแบคเทอริโอซินความเข้มข้น 512 
AU/ml เป็นเวลา 5 นาที เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่เป็นน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่ไม่เติมสาร                                     
แบคเทอริโอซิน พบว่า ที่การปนเปื้อนระดับต่้า (ประมาณ 3 Log CFU/g) ในชุดควบคุมที่ผ่านการ  
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ล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่ไม่เติมแบคเทอริโอซินพบเช้ือปนเปื้อนในปริมาณ 3.67 Log CFU/g 
ส่วนชุดทดลองที่ผ่านการแช่สารแบคเทอริโอซิน 512 AU/ml นาน 5 นาทีพบว่าสามารถยับย้ังเช้ือ
Listeria monocytogenes DMST 17303 ได้ทั้งหมด 100 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งผลที่ได้ใกล้เคียงกับการศึกษา
ของ สุธิดา (2553) พบว่าการล้างแตงกวาสดที่ปนเปื้อนเทียมโดยเช้ือ Listeria monocytogenes 
DMST 17303 ในระดับต่้า (2.77 Log CFU/g) เมื่อน้าไปแช่ในน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่ไม่เติมสาร                                   
แบคเทอริโอซิน พบว่ามีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือเพียง 8.50 เปอร์เซ็นต์ ส่วนชุดทดลองที่ล้าง
ด้วยสารแบคเทอริโอซิน 512 AU/ml นาน 5 นาที พบว่าประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 สูงถึง 96.6 เปอร์เซ็นต์ ส่วนชุดทดลองที่มีการปนเปื้อนระดับสูง 
(ประมาณ 5 Log CFU/g) เมื่อน้าชุดควบคุมไปผ่านการล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่ไม่เติมสาร                                    
แบคเทอริโอซินยังคงพบเช้ือในปริมาณสูง 5.15 Log CFU/g ส่วนชุดทดลองที่ผ่านการล้างใน
สารละลายแบคเทอริโอซิน ปริมาณเช้ือลดลง 2 Log CFU/g (ภาพที่ 19) เช่นเดียวกับการทดลองของ
สุธิดา (2553) ที่พบว่าแตงกวาปนเปื้อนเทียมในระดับ 5 Log CFU/g เมื่อล้างในสารละลาย                                        
แบคเทอริโอซิน 512 AU/ml มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือเพียง 27 เปอร์เซ็นต์  
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ภาพที่ 19  ผลของสารแบคเทอริโอซินต่อการลดปริมาณเช้ือบนกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียมด้วย 
เช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (A) ในระดับต่้า (3 Log CFU/g) และ (B)  
ระดับสูง (5 Log CFU/g) (SDW: Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml: Sterile  
distilled water + bacteriocin activity 512 AU/ml) 
 

ตัวอย่างผักกะหล่้าปลีที่ผ่านการล้างในน้้ากลั่นปลอดเช้ือ และน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสาร
แบคเทอริโอซิน 512 AU/ml เมื่อน้าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็นเป็นเวลา 7 วันพบว่า ชุดควบคุมที่มี
การปนเปื้อนระดับต่้าและล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่ไม่เติมสารแบคเทอริโอซินพบปริมาณเช้ือ  
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เพิ่มขึ้นเป็น 3.63 Log CFU/g ส่วนชุดทดลองที่ผ่านการล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมสาร                                         
แบคเทอริโอซิน พบเช้ือมีปริมาณเพิ่มขึ้น 1.65 Log CFU/g ในวันที่ 7 ของการเก็บรักษา แต่ในช่วง 
0-6 วันไม่พบเช้ือปนเปื้อนเลย แสดงว่าสารแบคเทอริโอซินมีประสิทธิภาพยับย้ังเช้ือได้ดี 

 
ส่วนชุดที่มีการปนเปื้อนระดับสูง (5 Log CFU/g) มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณเช้ือทั้ง 2 ชุดการ

ทดลอง เนื่องจากเช้ือ Listeria monocytogenes เป็นเช้ือ psychrophile ที่สามารถเจริญเพ่ิมจ้านวนได้
ที่อุณหภูมิตู้เย็น ถ้าเก็บไว้เป็นเวลานาน (ภาพที่ 20) 
 

 
 
ภาพที่ 20  ผลของสารแบคเทอริโอซินต่ออายุการเก็บรักษาของกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียมด้วย  

Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่้า (3 Log CFU/g) และระดับสูง                          
(5 Log CFU/g) เมื่อเก็บที่อุณหภูมิตู้เย็นเป็นเวลา 7 วัน (SDW: Sterile distilled water,     
SDW+512 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 512 AU/ml)  
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11.  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ในการยับยั้งเชื้อทดสอบ
และผลต่ออายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และที่อุณหภูมิห้อง (25-30 องศา
เซลเซียส) 
 

จากผลการทดลองในข้อ 10.2 จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซินที่ใช้คือ 512 
AU/ml นั้น ไม่เพียงพอในการลดการปนเปื้อนในระดับสูง (5 Log CFU/g) กล่าวคือสามารถลด
จ้านวนเซลล์ลงได้ประมาณ 2 Log CFU/g เท่านั้น ดังนั้นจึงได้ท้าการทดลองเพิ่มความเข้มข้นของ
สารแบคเทอริโอซินในการล้างผักให้มีความเข้มข้น 5,120 และ 12,800 AU/ml เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมที่ไม่ได้เติมสารแบคเทอริโอซิน (ภาพที่ 21) 
 

 
 
ภาพที่ 21  ผลของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ต่อการยับย้ังเช้ือ Listeria  

monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเปื้อนเทียมบนกะหล่้าปลีสดในปริมาณ 5 Log CFU/g 
(SDW: Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin 
activity 512 AU/ml, SDW+5,120 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 
5,120 AU/ml, SDW+12,800 AU/ml: Sterile distilled water + bacteriocin activity 12,800 
AU/ml) 

 
พบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซินเป็น 5,120 และ 12,800 AU/ml มี

ประสิทธิภาพยับย้ังเช้ือได้เพิ่มขึ้น ประมาณ 4 Log CFU/g แต่ยังคงไม่สามารถยับย้ังได้ทั้งหมด อาจ
เนื่องจากลักษณะของกะหล่้าปลีเป็นใบซ้อนกันเป็นชั้น จึงท้าให้การเข้าถึงของสารแบคเทอริโอซิน                          
ไม่ทั่วถึง แม้ว่าจะเพิ่มความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซินเป็น 12,800 AU/ml ทั้งนี้อาจต้องอาศัย                             
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วิธีการอื่นร่วมด้วยเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับย้ัง เช่นเพิ่มระยะเวลาในการแช่ผัก หรืออาศัยการ
กวนเพื่อเพิ่มการสัมผัสของสารแบคเทอริโอซินและเช้ือให้มากขึ้น 

 
อย่างไรก็ตาม เมื่อน้าผักที่ผ่านการแช่ในสารละลายแบคเทอริโอซินไปเก็บรักษาที่

อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิตู้เย็นเป็นเวลา 3 วัน พบว่า ที่อุณหภูมิห้อง ปริมาณเช้ือที่เหลือรอด
สามารถเจริญและเพิ่มจ้านวนขึ้นได้มากกว่า 5 Log CFU/g (ภาพที่ 22) แต่ถ้าเก็บรักษาที่อุณหภูมิ
ตู้เย็น การเพิ่มขึ้นของปริมาณเช้ือจะช้ากว่า เนื่องจากอุณหภูมิต่้าจะช่วยชะลอการเจริญของเช้ือได้ 
แต่เนื่องจากเช้ือ Listeria monocytogenes สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิตู้เย็น จึงยังคงพบปริมาณเช้ือ
เพิ่มขึ้น เมื่อเก็บไว้นานขึ้น 
  



77 

 
 

 
 
ภาพที่ 22  ผลของสารแบคเทอริโอซินต่ออายุการเก็บรักษาของผักสดที่ผ่านการล้างในสารละลาย 

แบคเทอริโอซินความเข้มข้นต่าง ๆ และเก็บรักษาที่ (A) อุณหภูมิห้อง และ (B) อุณหภูมิ 
ตู้เย็น เป็นเวลา 3 วัน (SDW: Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml: Sterile distilled  
water + bacteriocin activity 512 AU/ml, SDW+5,120 AU/ml: Sterile distilled water +  
bacteriocin activity 5,120 AU/ml และ SDW+12,800 AU/ml: Sterile distilled water +  
bacteriocin activity 12,800 AU/ml) 

 
12.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินกับสารเคมีที่ใช้ในทางการค้า 
 

การทดลองนี้ได้ศึกษาเปรียบเทียบการใช้สารละลายต่างๆในการล้างผักได้แก่ น้้ากลั่น
ปลอดเช้ือ น้้าประปา น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมไฮโปคลอไรท์ 100 ppm และน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติม                            
สารแบคเทอริโอซิน 5,120 AU/ml เมื่อทดลองล้างผักกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียมเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ในปริมาณ 5 Log CFU/g โดยแช่ผักในสารละลายต่างๆข้างต้นเป็น                               
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เวลา 5 นาที และเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับย้ังพบว่าสารไฮโปคลอไรท์ 100 ppm ที่ใช้ในทาง
การค้ามีประสิทธิภาพไม่ต่างจากการใช้สารแบคเทอริโอซิน แต่การใช้สารเคมีอาจมีสารตกค้างบน
ผักที่อาจท้าให้เกิดความไม่ปลอดภัยต่อผู้บริโภคได้ แต่น้้ากลั่น และน้้าประปา ไม่มีประสิทธิภาพใน
การลดปริมาณการปนเปื้อน 

 

 
ภาพที่ 23  ประสิทธิภาพของสารชนิดต่างๆต่อการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 

ที่ปนเปื้อนเทียมบนผักกะหล่้าปลีในระดับสูง (5 Log CFU/) (SDW: Sterile distilled 
water, TW: tap water, SDW+ Hp: Sterile distilled water + hypochlorite 100 ppm และ 
SDW+B : Sterile distilled water + bacteriocin activity 5,120 AU/ml) 

 
ส่วนผักสดที่ผ่านการแช่สารละลายฆ่าเช้ือแล้ว เมื่อน้าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่า 

เมื่ออุณหภูมิการเก็บรักษาสูงขึ้น การเจริญของจุลินทรีย์จะเพิ่มมากขึ้นตามไปด้วย อย่างไรก็ตามชุด
การทดลองที่แช่ในสารละลายไฮโปคลอไรท์ 100 ppm และสารแบคเทอริโอซิน การเพิ่มขึ้นของ
ปริมาณเช้ือจะน้อยกว่าชุดควบคุมอย่างชัดเจน แสดงว่า สารแบคเทอริโอซินนั้นมีประสิทธิภาพใน
การลดปริมาณเช้ือได้ดีบนผักสด (ภาพที่ 24) 
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ภาพที่ 24  ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักสดที่ผ่านการแช่ในสารละลาย 
ต่าง ๆ เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่าง ๆ (SDW: Sterile distilled water, TW: tap water,  
SDW+ Hp: Sterile distilled water + hypochlorite 100 ppm และ SDW+B: Sterile  
distilled water + bacteriocin activity 5,120 AU/ml) 

 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับย้ังพบว่าชุดทดลองที่ผ่านการแช่ในสารละลาย                        

แบคเทอริโอซิน มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณเช้ือน้อยกว่าในชุดการทดลองอื่น ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ
เดียวกัน แม้ว่าสารไฮโปคลอไรด์จะเป็นสารที่ใช้ฆ่าเช้ือในการล้างผักทั่วไปก็ตาม แต่อย่างไรก็ตาม
ในขั้นตอนของการเตรียมสารดังกล่าวต้องใช้ความระมัดระวังเป็นอย่างมาก เนื่องจากเป็นสารเคมีที่
เป็นอันตรายต่อผิวหนังและดวงตา และสารเคมีดังกล่าวอาจเกิดการตกค้างในผัก ซ่ึงส่งผลเสียต่อ
สุขภาพของผู้บริโภคได้ ดังนั้นการใช้สารแบคเทอริโอซินมาประยุกต์ใช้ในการล้างผักน่าจะเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งที่มีความปลอดภัย เนื่องจากเป็นสารที่สร้างโดยจุลินทรีย์ในธรรมชาติที่มีความ
ปลอดภัย และไม่เป็นพิษหรือก่อผลข้างเคียงต่อยูคารีโอติคเซลล์ (Antonio et al., 2007) และถ้าหาก
มีการเพิ่มความเข้มข้นของแบคเทอริโอซินให้เพียงพอต่อการยับย้ังเช้ือ หรือใช้วิธีอื่นร่วม เช่นการ
กวน หรือการใช้ร่วมกับสารบางชนิดที่สามารถใช้ในอาหารได้ เช่น food-grade ethylene diamine 
tetraacetate (EDTA) ซึ่งจะไปจับกับแมกนีเซียมไอออนในชั้นของลิโพพอลิแซคคาไรด์                             
(lipopolysaccharide) บริเวณผนังเซลล์ด้านนอกของแบคทีเรียเป้าหมาย จะส่งผลให้เพิ่มความไวต่อ
การเข้าท้าลายของแบคเทอริโอซินได้ (Stevens et al., 1991.)  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
1.  แบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพันธ์ุคือ Enterococcus faecium KU-B5, Pediococcus 

pentosaceus KU-F2 และ Lactobacillus salivarius KU-N12 สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS โดยมีค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303                     
เท่ากับ 12,800 AU/ml, 12,800 AU/ml และ 800 AU/ml ตามล้าดับ 

 
2.  แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธ์ุมี optimum temperature ส้าหรับการเจริญแตกต่าง

กันโดย Enterococcus faecium KU-B5 และ Pediococcus pentosaceus KU-F2 เจริญได้ดีที่สุดที่ 37 
องศาเซลเซียส และ Lactobacillus salivarius KU-N12 เจริญได้ดีที่สุดที่ 42 องศาเซลเซียส  

 
3.  แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 สายพันธ์ุเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารน้้ามะพร้าวพบว่าเช้ือ

สามารถเจริญได้ดีใกล้เคียงกับเมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS แต่ไม่พบการสร้างสารแบคเทอริโอซิน                            
แต่เมื่อเติม yeast extract พบว่าส่งเสริมการสร้างแบคเทอริโอซินในอาหารน้้ามะพร้าวได้อย่างมี
นัยส้าคัญ 

 
4.  สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสารแบคเทอริโอซินของ Pediococcus pentosaceus                        

KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวที่เติม yeast extract 1.0 เปอร์เซ็นต์, Tween 80 0.1 เปอร์เซ็นต์ และ 
K2HPO4 0.5 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีค่ากิจกรรมการยับย้ังได้สูงถึง 12,800 
AU/ml เทียบเท่าอาหาร MRS 

 
5.  partially purified bacteriocin มีความเสถียรที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นานถึง 17 

เดือน โดยค่ากิจกรรมการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ยังคงเท่าเดิม 
 
6.  สารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Pediococcus pentosaceus KU-F2 สามารถประยุกต์ใช้

ในน้้าล้างผักเพื่อการยับย้ังเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผักกะหล่้าปลีที่มีการ
ปนเปื้อนเทียมปริมาณ 3 Log CFU/g ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (100 เปอร์เซ็นต์) และสามารถเก็บ
รักษาผักที่อุณหภูมิตู้เย็นได้นาน 6 วันโดยที่เช้ือไม่เพิ่มขึ้น  
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ข้อเสนอแนะ 
 
งานวิจัยนี้เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้นในการประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินในน้้าล้างผัก                        

เพื่อลดการปนเปื้อนของแบคทีเรียบนกะหล่้าปลีสดที่ปนเปื้อนเทียมด้วยเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ซึ่งพบว่าลักษณะทางกายภาพของผักมีผลต่อการรอดชีวิตของเช้ือได้ 
ดังนั้นอาจต้องใช้วิธีการอื่นร่วมด้วย เพื่อให้การยับย้ังเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพแต่ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับ
ลักษณะทางกายภาพของผักด้วยว่าเป็นผักประเภท ใบ หัว ดอก เพราะมีผลต่อการเกาะติด และรอด
ชีวิตของเช้ือได้ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  Tryptic soy broth 
 
Peptone from casein      17 กรัม 
Peptone from soymeal      3  กรัม 
Dextrose       2 กรัม 
Sodium chloride       5 กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate     2.5 กรัม 
น้้ากลั่น        1,000 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-เบส      7.3 
 

นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในกรณีที่ต้องการเตรียมเป็น
อาหารเลี้ยงเช้ือ Tryptic soy agar ให้เติมผงวุ้นลงไป 15 กรัม และในกรณีที่ต้องการเตรียม soft agar 
เติมผงวุ้นลงไป 7.5 กรัม 
 
2.  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth  
 
Peptone from casein      10 กรัม 
Meat extract       8 กรัม 
Yeast extract       4 กรัม 
Dextrose       20 กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate     2 กรัม 
Tween 80       1 กรัม 
Di-ammonium hydrogen citrate     2 กรัม 
Sodium acetate       5 กรัม 
Magnesium sulfate      0.2 กรัม 
Manganese sulfate      0.04 กรัม 
น้้ากลั่น        1,000 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-เบส      5.8  
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นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในกรณีที่ต้องการเตรียมเป็น
อาหารเลี้ยงเช้ือ De Man, Rogosa and Sharpe agar ให้เติมผงวุ้นลงไป 15 กรัม 

 
3.  L. mono Differential Agar Base  
 
Meat peptone       18 กรัม 
Casein enzymic hydrolysate     6 กรัม 
Yeast extract       10 กรัม 
Sodium pyruvate      2 กรัม 
Glucose        2 กรัม 
Magnesium glycerophosphate     1 กรัม 
Magnesium sulphate      0.5 กรัม 
Sodium chloride       5 กรัม 
Lithium chloride       10 กรัม 
Disodium hydrogen phosphate anhydrous    2.5 กรัม 
Chromogenic substrate      0.05 กรัม 
Agar        15 กรัม 
น้้ากลั่น        1,000 มิลลิลิตร 
ค่าความเป็นกรด-เบส      7.2 
 
4.  L. mono Differential Agar Base Slective Supplement (vial contents for 500 ml of medium) 
 
Polymyxin B sulphate      38,350 IU 
 
5.  L. mono Differential Agar Base Slective Supplement (vial contents for 500ml of medium) 
 
Ceftazidine       10 มิลลิกรัม 
Amphotericin B       5 มิลลิกรัม 
Nalidixic acid,sodium salt     10 มิลลิกรัม 
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6.  L. mono Differential Agar Base Slective Supplement (vial contents for 500ml of medium) 
 
L-Phosphatidylinositol      1 กรัม 
 

สารละลายเคม ี
 

1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 5 โมลาร ์
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 20 กรัมในน้้ากลั่น ทิ้งไว้ให้เย็นแล้วปรับปริมาตร
ให้เป็น 1 ลิตร 
 
2.  สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 5 โมลาร์ 
 

เตรียมโดยน้ากรดไฮโดรคลอริก 12.06 โมลาร์ ปริมาตร 414.59 มาปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
โดยน้้ากลั่น 
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ตารางผนวกที่ ข1  การเจริญของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 ในอาหารเหลว MRS เมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
 

Time(hr) 
30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
0 5.75±0.30 5.46±0.46 0 5.40±0.12 5.45±0.01 0 5.83±0.02 5.45±0.06 0 
3 6.25±0.24 5.47±0.30 0 5.53±0.10 5.41±0.02 0 6.64±0.02 5.46±0.41 0 

6 7.04±0.46 5.44±0.14 200 7.61±0.21 5.42±0.01 400 8.00±0.03 5.41±0.03 100 
9 7.61±0.06 5.43±0.34 400 8.60±0.04 4.71±0.01 1,600 8.99±0.01 4.96±0.09 200 
12 8.33±0.24 5.40±0.54 6,400 8.91±0.07 4.27±0.03 3,200 9.03±0.01 4.56±0.15 200 
15 8.59±0.34 5.19±0.28 6,400 9.06±0.21 4.03±0.02 12,800 8.93±0.05 4.36±0.32 200 

18 8.92±0.17 4.90±0.36 6,400 9.23±0.30 3.93±0.01 12,800 9.02±0.14 4.23±0.16 200 
21 9.05±0.14 4.66±0.02 12,800 9.27±0.12 3.89±0.03 12,800 9.13±0.07 4.16±0.08 200 
24 9.39±0.16 4.51±0.47 12,800 9.08±0.05 3.84±0.02 12,800 8.88±0.06 4.09±0.07 200 

 

หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข2  การเจริญของเช้ือ Enterococcus faecium KU-B5 ในอาหารน้้ามะพร้าวเมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
 

Time(hr) 
30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
0 5.67±0.14 5.32±0.27 0 5.23±0.16 5.56±0.02 0 5.79±0.02 5.22±0.01 0 
3 6.48±0.13 5.32±0.58 0 7.13±0.14 6.30±0.02 0 7.43±0.02 5.21±0.00 0 

6 7.52±0.35 5.33±0.35 0 8.33±0.38 6.23±0.03 0 8.25±0.02 5.21±0.01 0 
9 7.56±0.10 5.37±0.39 0 8.46±0.02 6.02±0.00 0 8.48±0.03 5.21±0.02 0 

12 7.64±0.05 5.45±0.14 0 8.40±0.14 5.70±0.01 0 8.49±0.01 5.22±0.03 0 
15 7.75±0.12 5.46±0.12 0 8.45±0.12 5.30±0.01 0 8.28±0.00 4.66±0.02 0 

18 7.83±0.11 5.41±0.35 0 8.28±0.05 5.13±0.02 0 8.32±0.03 4.35±0.01 0 
21 8.26±0.03 5.39±0.14 0 8.36±0.13 5.02±0.01 0 8.25±0.01 4.22±0.01 0 
24 8.11±0.38 5.38±0.10 0 8.34±0.10 4.96±0.00 0 8.26±0.01 4.12±0.04 0 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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 ตารางผนวกที่ ข3  การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS เมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
 

Time(hr) 

30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 

0 5.64±0.23 5.47±0.10 0 5.29±0.21 5.57±0.01 0 5.59±0.01 5.47±0.04 0 

3 5.82±0.14 5.47±0.31 0 5.20±0.10 5.57±0.01 0 5.85±0.02 5.49±0.01 0 
6 6.18±0.28 5.47±0.25 0 6.99±0.07 5.55±0.01 0 6.88±0.01 5.45±0.02 0 
9 7.42±0.52 5.44±0.23 0 8.62±0.03 5.40±0.02 1,600 6.93±0.01 5.39±0.02 0 
12 8.56±0.14 5.08±0.10 200 9.51±0.18 4.61±0.03 3,200 8.97±0.02 4.76±0.03 400 

15 9.10±0.10 4.54±0.09 1,600 9.71±0.14 4.17±0.02 12,800 9.08±0.03 4.26±0.01 3,200 
18 9.30±0.21 4.19±0.19 3,200 9.48±0.08 4.00±0.02 12,800 9.08±0.01 3.91±0.01 6,400 
21 9.39±0.10 3.91±0.17 6,400 9.42±0.01 3.90±0.02 12,800 9.10±0.02 3.82±0.02 6,400 

24 9.33±0.07 3.84±0.08 12,800 9.31±0.03 3.83±0.01 12,800 8.93±0.00 3.78±0.02 6,400 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข4  การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวเมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่างๆ 
 

Time(hr) 

30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 

0 5.74±0.11 5.19±0.16 0 5.79±0.08 5.64±0.02 0 5.61±0.03 5.13±0.01 0 

3 5.77±0.02 5.18±0.30 0 5.70±0.14 5.61±0.02 0 5.75±0.02 5.14±0.02 0 
6 6.33±0.09 5.19±0.45 0 5.78±0.23 5.60±0.03 0 6.48±0.02 5.13±0.02 0 
9 7.38±0.13 5.18±0.36 0 7.15±0.11 5.22±0.00 0 7.47±0.02 5.13±0.01 0 
12 8.00±0.25 5.15±0.37 0 7.85±0.10 5.19±0.01 0 7.54±0.01 5.13±0.03 0 

15 8.37±0.31 5.08±0.41 0 8.09±0.28 4.99±0.01 0 8.06±0.03 5.14±0.01 0 
18 8.28±0.23 5.15±0.30 0 7.95±0.14 4.92±0.01 0 7.63±0.00 5.10±0.01 0 
21 8.24±0.17 5.20±0.14 0 8.04±0.11 4.86±0.02 0 7.39±0.01 5.02±0.02 0 

24 8.28±0.10 5.19±0.08 0 8.00±0.10 4.86±0.01 0 7.39±0.01 4.95±0.01 0 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข5  การเจริญของเช้ือ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหารเหลว MRSเมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
 

Time(hr) 

30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 

0 5.36±.015 5.50±0.23 0 5.35±0.19 5.48±0.01 0 5.37±0.02 5.49±0.03 0 

3 6.66±0.09 5.47±0.14 0 4.85±0.16 5.47±0.02 0 7.22±0.02 5.45±0.02 0 
6 7.38±0.10 5.38±0.28 0 6.21±0.21 5.46±0.02 0 8.98±0.02 5.43±0.01 100 
9 8.48±0.27 4.81±0.30 0 7.84±0.34 5.34±0.02 400 9.43±0.01 3.65±0.02 200 

12 8.95±0.32 4.26±0.37 0 9.02±0.35 4.46±0.00 400 9.34±0.03 3.51±0.02 200 

15 9.12±0.25 3.88±0.11 0 9.09±0.46 3.86±0.11 800 9.33±0.00 3.39±0.02 200 
18 9.18±0.14 3.73±0.13 0 9.29±0.28 3.68±0.01 800 9.21±0.01 3.35±0.01 200 
21 9.02±0.16 3.59±0.10 0 9.14±0.16 3.57±0.01 800 8.95±0.02 3.33±.00 200 

24 9.16±0.11 3.52±0.21 0 9.21±0.17 3.43±0.02 800 6.99±0.04 3.38±0.01 200 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข6  การเจริญของเช้ือ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหารน้้ามะพร้าวเมื่อบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ 
 

Time(hr) 

30ºC  37ºC 42ºC 

Log CFU pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 
 Log CFU  pH 

Bacteriocin 
(AU/ml) 

Log CFU  pH 
Bacteriocin 

(AU/ml) 

0 5.10±0.11 5.09±0.09 0 5.43±0.14 5.41±0.01 0 5.38±0.02 5.12±0.01 0 

3 6.62±0.10 5.06±0.07 0 4.34±0.23 5.41±0.01 0 6.97±0.02 5.08±0.02 0 
6 6.33±0.18 4.98±0.05 0 4.94±0.10 5.41±0.01 0 5.86±0.02 5.08±0.03 0 
9 6.45±0.32 4.92±0.18 0 4.89±0.10 5.41±0.02 0 5.83±.02 5.36±0.04 0 
12 6.22±0.14 4.92±0.21 0 4.63±0.05 5.36±0.03 0 4.99±0.01 5.37±0.01 0 

15 6.19±0.08 4.92±0.32 0 4.64±0.03 5.35±0.02 0 4.64±0.03 5.40±0.02 0 
18 6.28±0.02 4.94±0.36 0 4.59±0.14 5.33±0.02 0 4.49±0.00 5.40±0.00 0 
21 5.95±0.11 4.95±0.23 0 4.46±0.28 5.30±0.00 0 4.33±0.01 5.40±0.02 0 

24 5.96±0.09 4.99±0.15 0 4.26±0.17 5.26±0.01 0 4.26±0.01 5.43±0.02 0 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข7  การเปรียบเทียบการเจริญของ Enterococcus faecium KU-B5 ในอาหารชนิด 
ต่าง ๆ 

 

Time(hr) 
viable cell count (LogCFU/ml) pH 

MRS  CW  CW+1%YE MRS  CW  CW+1%YE 
0 4.87±0.03 4.73±0.00 4.70±0.07 6.10±0.00 5.49±0.01 5.81±0.01 
3 5.66±0.04 5.72±0.05 5.74±0.14 6.10±0.00 5.50±0.00 5.84±0.02 
6 7.09±0.15 6.62±0.27 7.35±0.65 6.10±0.00 5.51±0.06 5.11±0.13 
9 7.78±0.02 6.66±0.59 7.90±0.05 5.54±0.00 5.53±0.01 4.36±0.00 
12 7.88±0.10 6.05±0.09 8.24±0.44 5.23±0.00 5.51±0.14 4.29±0.01 
15 7.85±0.03 5.62±0.07 7.86±0.09 5.05±0.01 5.66±0.35 4.20±0.01 
18 7.79±0.10 4.75±0.31 7.72±0.13 4.94±0.01 5.28±0.03 4.15±0.01 
21 7.75±0.09 4.80±0.26 7.69±0.02 4.86±0.01 5.32±0.03 4.13±0.01 
24 7.69±0.18 4.85±0.20 7.64±0.08 4.78±0.00 5.26±0.07 4.04±0.01 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข8  การเปรียบเทียบการเจริญของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารชนิด 
ต่าง ๆ 

 

Time(hr) 
viable cell count (LogCFU/ml) pH 

MRS  CW  CW+1%YE MRS  CW  CW+1%YE 
0 4.61±0.14 4.47±0.16 4.55±0.58 6.08±0.02 5.49±0.01 5.69±0.04 
3 5.012±0.16 5.29±0.12 5.27±0.39 6.06±0.02 5.49±0.01 5.69±0.04 
6 6.19±0.12 6.42±0.27 6.11±0.17 6.05±0.01 5.48±0.03 5.67±0.04 
9 7.47±0.38 6.88±0.25 7.37±0.13 5.35±0.02 5.47±0.02 4.90±0.25 
12 8.08±0.39 7.29±0.14 7.85±0.35 4.96±0.02 5.45±0.00 4.30±0.09 
15 8.12±0.06 7.23±0.01 8.06±0.05 4.830.02 5.36±0.03 4.15±0.04 
18 8.19±0.12 6.99±0.02 7.83±0.10 4.76±0.01 5.32±0.00 3.78±0.01 
21 7.93±0.02 6.95±0.14 7.77±0.00 4.69±0.01 5.20±0.01 3.71±0.01 
24 7.91±0.03 6.65±0.11 7.69±0.12 4.64±0.01 5.02±0.00 3.65±0.01 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข9  การเปรียบเทียบการเจริญของ Lactobacillus salivarius KU-N12 ในอาหาร 
ชนิดต่าง ๆ 

 

Time(hr) 
viable cell count (LogCFU/ml) pH 

MRS  CW  CW+1%YE MRS  CW  CW+1%YE 
0 4.98±0.00 4.84±0.08 4.78±0.01 6.13±0.03 5.47±0.01 5.78±0.01 
3 5.47±0.26 5.19±0.07 5.55±0.23 6.14±0.03 5.48±0.01 5.79±0.00 
6 6.85±0.30 3.55±0.23 5.86±0.19 5.80±0.11 5.45±0.01 5.64±0.03 
9 7.31±0.17 2.63±0.14 6.60±0.03 4.95±0.06 5.43±0.02 5.60±0.03 
12 7.46±0.12 1.97±0.17 7.36±0.06 4.65±0.01 5.45±0.01 5.58±0.04 
15 7.56±0.09 1.54±0.09 7.35±0.03 4.52±0.01 5.44±0.01 5.57±0.04 
18 7.38±0.03 0±0.00 7.37±0.02 4.44±0.02 5.44±0.02 4.96±0.59 
21 7.71±0.05 0±0.00 7.44±0.02 4.35±0.01 5.44±0.01 4.10±0.14 
24 7.29±0.03 0±0.00 7.17±0.08 4.24±0.01 5.39±0.02 3.70±0.01 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข10  การเปรียบเทียบการเจริญของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 
 

เวลา(ช่ัวโมง) 
ปริมาณ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในแต่ละชุดการทดลอง (Log CFU/ml) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 4.66±0.12 4.61±0.14 4.63±0.02 4.54±0.08 4.57±0.12 4.56±0.03 4.64±0.18 4.73±0.12 4.62±0.29 
3 6.22±0.05 6.07±0.16 6.00±0.01 6.13±0.05 5.91±0.19 6.33±0.01 5.91±0.23 6.25±0.13 6.24±0.14 
6 7.80±0.09 7.53±0.58 7.06±0.14 7.18±0.38 6.87±0.12 7.76±0.18 6.90±0.37 7.49±0.16 7.07±0.38 
9 8.18±0.24 8.12±0.01 7.47±0.02 7.97±0.49 7.69±0.12 8.26±0.29 7.61±0.49 8.13±0.38 6.65±0.42 

12 8.16±0.32 8.13±0.03 7.82±0.35 8.29±0.27 7.65±0.17 8.12±0.16 7.91±0.03 8.27±0.27 7.17±0.13 
15 8.17±0.12 8.10±0.00 7.95±0.06 8.61±0.42 8.32±0.32 8.19±0.12 8.42±0.32 7.99±0.47 7.29±0.03 
18 8.18±0.05 8.04±0.11 8.10±0.02 8.38±0.14 8.33±0.37 8.21±0.27 8.93±0.13 8.42±0.01 8.43±0.30 
21 8.17±0.02 8.05±0.12 8.08±0.03 7.90±0.59 8.34±0.23 8.28±0.47 8.55±0.11 8.15±0.02 8.07±0.19 
24 8.19±0.16 8.07±0.03 8.22±0.16 8.34±0.65 8.30±0.14 8.11±0.38 8.37±0.35 7.90±0.01 7.30±0.38 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
  

111 



112 

ตารางผนวกที่ ข11  การเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 
 

เวลา(ช่ัวโมง) 
ชุดการทดลอง 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 6.22±0.03 6.60±0.02 6.86±0.03 6.71±0.07 6.84±0.03 6.45±0.01 6.74±0.02 6.53±0.03 6.68±0.01 
3 6.16±0.05 6.60±0.03 6.86±0.01 6.68±0.02 6.85±0.10 6.40±0.02 6.74±0.02 6.50±0.02 6.69±0.01 
6 5.30±0.02 6.15±0.01 6.75±0.02 6.44±0.14 6.80±0.05 5.48±0.01 6.68±0.03 6.10±0.01 6.52±0.01 
9 4.04±0.02 5.34±0.02 6.39±0.01 5.71±0.12 6.53±0.04 4.05±0.02 6.38±0.03 4.81±0.02 5.91±0.03 

12 3.81±0.01 4.36±0.01 5.87±0.04 4.55±0.10 6.06±0.01 3.82±0.04 5.89±0.04 4.10±0.01 4.62±0.02 
15 3.71±0.04 4.12±0.00 5.22±0.02 4.14±0.08 5.30±0.00 3.73±0.06 4.87±0.00 3.93±0.01 4.28±0.00 
18 3.65±0.08 3.96±0.05 4.57±0.04 3.94±0.06 4.46±0.04 3.64±0.00 4.38±0.01 3.92±0.03 4.11±0.01 
21 3.57±0.14 3.89±0.03 4.29±0.03 3.84±0.02 4.39±0.00 3.59±0.02 4.34±0.01 3.90±0.07 4.12±0.04 
24 3.55±0.07 3.85±0.03 4.27±0.01 3.84±0.01 4.35±0.01 3.57±0.01 4.35±0.02 3.91±0.03 4.12±0.01 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข12  ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินโดยเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2  
ในอาหารน้้ามะพร้าวดัดแปลงที่มีการปรับปัจจัยโดยวิธีทากุชิ 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
กิจกรรมของสารแบคเทอริโอซินของ 9 ชุดการทดลอง (AU/ml) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
9 800 800 800 1600 1600 1600 1600 1600 1600 
12 1600 1600 1600 3200 3200 3200 3200 3200 3200 
15 3200 3200 3200 12800 12800 12800 12800 12800 12800 
18 3200 3200 3200 12800 12800 12800 12800 12800 12800 
21 3200 3200 3200 12800 12800 12800 12800 12800 12800 
24 3200 3200 3200 12800 12800 12800 12800 12800 12800 

 
ตารางผนวกที่ ข13  ผลของสารแบคเทอริโอซินต่อการรอดชีวิตของเช้ือ Listeria monocytogenes 

 DMST 17303 ที่ปนเปื้อนเทียมในกะหล่้าปลีสดในระดับต่างๆและอายุการเก็บ  
ที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส)  

 

 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 

 
3 Log CFU/g  5 Log CFU/g 

 
0 Day  7 Days 0 Day  7 Days 

SDW (control) 2.67±0.09 3.62±0.37 4.23±0.11 4.40±0.16 

SDW+512 AU/ml 0±0.00 1.65±0.38 2.60±0.16 3.14±0.64 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ข14  ผลของสารแบคเทอริโอซินที่ความเข้มข้นต่างๆ ในการยับย้ังเช้ือ Listeria  
monocytogenes DMST 17303 บนผักสดที่มีการปนเปื้อนเทียมในระดับสูง  
และผลต่ออายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตู้เย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และ 
อุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน 

 

   
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes ที่เหลือรอดบนผัก (Log CFU/g) 

  

ระยะเวลา
การเก็บ 

SDW 
(control) 

SDW+512 
AU/ml 

SDW+5120 
AU/ml 

SDW+12800 
AU/ml 

อุณหภูมิห้อง 0 Day 4.46±0.06 2.38±0.46 0.69±0.71 0.69±0.71 

  
3 Days 7.30±0.34 5.76±0.14 5.62±0.30 5.61±0.44 

อุณหภูมิตู้เย็น 3 Days 5.37±0.04 2.06±0.08 2.23±0.19 1.52±0.12 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation) 
 
ตารางผนวกที่ ข15  ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (Log CFU/g) ที่พบบนผัก 

สดที่ปนเปื้อนเทียมในระดับสูง เมื่อล้างด้วยน้้ากลั่นปลอดเช้ือ (SDW) 
น้้าประปา (TW) น้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมไฮโปคลอไรท์ 100ppm (SDW+Hp) 
และน้้ากลั่นปลอดเช้ือที่เติมแบคเทอริโอซิน 5,120 AU/ml (SDW+B) 

 
ช่ัวโมงที่ อุณหภูมิ(◦C) SDW TW SDW+Hp SDW+B 

0 
 

4.061±0.25 3.79±0.02 1.00±0.00 1.17±0.21 

24 hr 

4-7 4.01±0.18 4.06±0.19 2.72±0.44 1.51±0.14 

20 4.84±0.11 5.08±0.05 3.61±0.25 2.52±0.17 

25-30 5.62±0.35 6.18±0.09 4.12±0.25 2.54±0.08 

 
หมายเหตุ  ค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้้า ±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation)  
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ประวัติการท้างาน 
 

ชื่อ –นามสกุล สุพรรณิการ์  เนตรวีระ 
วัน เดือน ปี ที่เกิด วันที่ 25 มกราคม พ.ศ. 2529 
สถานที่เกิด  จังหวัดน่าน 
ประวัติการศึกษา -มัธยมศึกษาตอนต้นและตอนปลาย โรงเรียนเชียงกลาง 

“ประชาพัฒนา” จ. น่าน พ.ศ. 2546 
- วิทยาศาสตร์บัณฑิต (จุลชีววิทยา) 
มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา พ.ศ. 2551 

สถานที่ท้างานปัจจุบัน - 
ผลงานทางวิชาการ  TSB International Forum 2013: Coconut Water: a low 

cost medium for bacteriocin production by 
Lactic Acid Bacteria 

ทุนการศึกษาที่ได้รับ - 
 




