
 

 

 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการศึกษาฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคของหัวเชื้อคีเฟอร์ 
  
 การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคของเชื้อคีเฟอร์ เปรียบเทียบกับ
การใช้ยาปฏิชีวนะ Ampicilin และ Penicillin พบว่าเชื้อคีเฟอร์ และยาปฏิชีวนะ สามารถยับยั้งเชื้อก่อ
โรคได้ทั้ง 4 ชนิด คือ Escherichia coli, Pseudomonas fluoresens, Staphylococcus aureus 
และ Bacillus subtilis ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ และแบคทีเรีย
แกรมบวกได้ โดยเชื้อ Kefir DA 500 I สามารถยับยั้งเชื้อ B. subtilis ได้สูงสุดเท่ากับ 14.3±0.58 
มิลลิเมตร Kefir DC 500 I ยับยั้งเชื้อ B. subtilis และ S. aureus ไดเ้ท่ากับ 12.60±0.58 มิลลิเมตร 
Kefir DG 500 I ยับยั้งเชื้อ B. subtilis ได้สูงสุดเท่ากับ 14.00±1.00 มิลลิเมตร เชื้อ Kefir DG 500 I 
และ Kefir BT 1 ยังยั้งเชื้อ P. fluoresens ได้สูงสุดเท่ากับ 16.33±.58 และ 10.00±0.00 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ ดังตาราง 4.1 และภาพประกอบ 4.1 
 
ตาราง 4.1 บริเวณที่มีการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยเชื้อคีเฟอร์ และยาปฏิชีวนะ ที่ 24 ชั่วโมง 
 

ตัวอย่าง 
ขนาดของโซนยับย้ังเชื้อทดสอบท่ี 24 ชั่วโมง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus  P. fluoresens 

Kefir DA 500 I 10.67±1.54Aa 14.33±0.58Ba 10.67±1.52Aa 9.33±0.58Ca 

Kefir DC 500 I 6.00±0.00Aa 12.67±0.58Ba 12.67±0.58Ba 10.33±0.58Ca 

Kefir DG 500 I 10.33±.58Aa 14.00±1.00Ba 9.33±1.52Ca 11.33±0.58Da 

Kefir DT 500 I 10.33±1.15Aa 14.33±0.58Ba 12.00±1.00Ca 16.33±.58Da 

Kefir BT1 8.33±0.58Aa 9.00±0.00Ba 7.33±0.58Ca 10.00±0.00Da 

Ampicilin 28.33±1.15Ab 30.67±0.58Bb 33.67±1.15Cb 24.33±0.58Db 

Penicillin 22.33±1.15Ab 26.33±0.58Bb 30.33±0.58Cb 23.33±0.58Db 

หมายเหตุ: ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้ง ลบเส้นผ่านเส้นผ่านศูนย์กลาง Paper disc (6 มิลลิเมตร) 
  ABCD คือค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในแนวนอน 
    ab คือค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในแนวตั้ง 
 
 เมื่อพิจารณาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อเชื้อโรคทั้ง 4 ชนิดของหัวเชื้อคีเฟอร์ 5 ชนิด พบว่าหัวเชื้อคี
เฟอร์ต่างชนิดกัน สามารถยับยั้งเชื้อก่องโรคได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ 0.05 โดย
เชื้อ Kefir DT 500 I ยับยั้งเชื้อได้ดีที่สุด (ตารางภาคผนวก 9) 
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 ผลจากการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของหัวเชื้อคีเฟอร์ที่ 24 ชั่วโมงพบว่าเชือ้ 
Kefir DT 500 I มีการยับยั้งเชื้อทั้ง 4 ชนิดได้มากท่ีสุดผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการน าเชื้อคีเฟอร์มา
ทดสอบในขั้นต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1: เชื้อ Kefir DA 500 I ยับยั้งเชื้อ P. fluoresens  
2: เชื้อ Kefir DC 500 I ยับยั้งเชื้อ S. aureus  
3: เชื้อ Kefir DG 500 I ยับยั้งเชื้อ E. coli 
4: เชื้อ Kefir DT 500 I ยับยั้งเชื้อ B. subtilis 
 
ภาพประกอบ 4.1 บริเวณโซนยับยั้งเชื้อแบคทีเรียของเชื้อคีเฟอร ์และยาปฏิชีวนะ Ampicillin (Am)  
     และ Penicillin (Pe) บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar 
 
 

Am 

Pe 

Kefir DA 5000 I 

Am 

Pe 

Kefir DC 500 I 

Am 

Pe 

Kefir DT 500 I 
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38 

  หลังจากการทดสอบผ่านไป 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ตัวอย่าง มีบริเวณโซนยับยั้ง
ลดลง โดยเฉพาะเชื้อ Kefir grain ที่ชั่วโมงท่ี 48 พบว่าไม่สามารถยับยั้ง เชื้อ E. coli B. subtilis และ 
P. fluoresens รวมทั้ง ยาปฏิชีวนะ penicillin ที่ไม่สามารถยับยั้งเชื้อ E. coli และ P. fluoresens ได้
ที่ 48 ชั่วโมง ดังตาราง 4.2 
 
ตาราง 4.2 บริเวณท่ีมีการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยหัวเชื้อคีเฟอร์ และยาปฏิชีวนะ ที่ 48 ชั่วโมง  
 

ตัวอย่าง 
ขนาดของโซนยับย้ังเชื้อทดสอบท่ี 48 ชั่วโมง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus  P. fluoresens 

Kefir DA 500 I 4.67±0.58Aa 8.33±0.58Ba 6.00±1.00Ca 7.00±1.00Ba 

Kefir DC 500 I 6.00±0.Aa 7.33±0.58Ba 8.00±0.00Ba 10.33±0.58Cb 

Kefir DG 500 I 9.33±1.15Aa 12.67±0.58Bb 9.00±0.00Aa 8.67±0.58Ba 

Kefir DT 500 I 7.33±0.58Aa 7.67±0.58Aa 8.33±0.58Aa 12.00±0.00Bb 

Kefir BT1 - - 7.00±0.58Ba - 
Ampicilin 22.33±0.58Ac 27.67±0.58Bd 30.67±0.58Cb 23.33±0.58Ad 

Penicillin - 26.67±0.58Bd 30.0±0.00Bb - 
หมายเหตุ: ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้ง ลบเส้นผ่านเส้นผ่านศูนย์กลาง Paper disc (6 มิลลิเมตร)  
  - ไม่มีการยับยั้งการเจริญ 
 
  เมื่อพิจารณาฤทธิ์การยับยั้งเชื้อเชื้อโรคทั้ง 4 ชนิดของหัวเชื้อคีเฟอร์ 5 ชนิด พบว่าหัวเชื้อคี
เฟอร์ต่างชนิดกัน สามารถยับยั้งเชื้อก่องโรคได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับ 0.05 
(ตารางภาคผนวก 10) 
  ยาปฏิชีวนะ Penicillin ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้น ซึ่งได้แก่ S. auseus และ 
B. subtilis เพนนิซิลินเป็นยาที่ออกฤทธิ์ในการฆ่าแบคทีเรีย (bactericidal) แต่ออกฤทธิ์ได้ไม่ดี กับ
แบคทีเรียที่สามารถสร้างเพนนิซิลลิเนส (Penicillanase bacteria) หรือ เบตาแลคตาเมส (Beta-
lactamase bacteria) รวมทั้งแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) ทั้งหมด  
(คณะสัตวแพทย์ศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 2544) 
  มีรายงานว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus Lactis subsp. Lactis A7 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได้ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบของแบคเทอริ
โอซินเป็นการยับยั้งที่จ าเพาะ (Gonzalez et al., 1994 ) ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรม
บวกของ แบคเทอริโอซินเป็นการจับตัวของแบคเทอริโอซินกับไลปิด ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสร้างผนัง
เซลล์ ของแบคทีเรีย สารประกอบของแบคเทอริโอซินไลปิดจะแทรกตัวเข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้รบกวน
การท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดช่องหรือรู ซึ่งท าให้แบคทีเรียตาย เนื่องจากเกิดการสูญเสียสารที่อยู่
ภายในเซลล์ นอกจากนี้ในบางสายพันธุ์อาจมีการแตกสลายของเซลล์  
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  ส าหรับการที่แบคเทอริโอซินมีความต้านทานต่อแบคเทอริโอซิน เนื่องจากผนังเซลล์มีชั้น
ของไขมันหนายากต่อการซึมผ่านหรือซึมผ่านได้น้อยกว่าแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งมีผนังเซลล์ที่บางกว่า
แบคทีเรียแกรมลบ (Delves-Broughton, 2005) Al-Allaf et al., (2009) ทดสอบการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคของเชื้อ Lactobacillus plantarum ST8KF โดยการใช้เทคนิค agar well diffusion 
บนอาหาร MRS พบว่าเชื้อ Lactobacillus sp. สามารถมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้
ต่างกัน จากการทดสอบพบว่าสามารถยับยั้งเชื้อ Bacillus cereus ได้สูงสุด ที่ 2.8 มิลลิเมตร และยับยั้ง
เชื้อ Corynebacterium spp. ได้น้อยสุดที่ 0.6 มิลลิเมตร โดยตรวจสอบจากบริเวณการยับยั้งด้วยการ
วัดรอบโซนใส Karthikeyan และ Santhosh (2009) ได้ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค 10 
สปีชีส์ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. acidophilus พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ 
 L. acidophilus สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ 9 สปีชีส์ คือ Lactobacillus bulgaricus, Samonella 
typhimurium, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Samonella 
typhimurium, Samonella paratyphi B, Serratia marsecence, Pseudomonas aeruginosa 
  การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบของ แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. 
lactis มีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella 
shiga และ Shigella boydii และกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ Bacillus subtilis, Staphylococcus 
aureus, Enterococcus faecalis และ Pseudomonas aeruginosa และ กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 
Shigella boydii (Rajaram et al., 2010) 
  การยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดอื่นได้อย่างจ าเพาะ คือสามารถสามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์เดียวกัน หรือสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันได้ ซึ่งท าให้แบคเทอริโอซินแตกต่าง
จากสารยับยั้งการเจริญของของจุลินทรีย์ที่สร้างจากแลคติกแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ เช่น กรดอินทรีย์ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือรูเทอรินการที่แบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อื่นได้
อย่างจ าเพาะเกิดจากแบคเทอริโอซินสามารถจับกับบริเวณที่เป็นต าแหน่งจ าเพาะ (Specific biding 
site หรือ Specific receptor) ซึ่งอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ที่ไวต่อแบคเทอริโอซิน เมื่อแบคเทอริ
โอซินจับกับบริเวณท่ีรับแล้วจะท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ ท าลายการผ่านเข้าออกของไอออน และสาร
ต่าง ๆ ท าให้เซลล์เสียความสมดุลจนเซลล์แตก หรือเหี่ยวตายในที่สุด (วรายุทธ สุระนรากุล, 2549) 
  วันดี เกตุแก้ว และคณะ (2548) ได้ศึกษาความสามารถของแลคติกแอสิดแบคทีเรีย 170 
ไอโซเลท ที่แยกได้จากระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว์ รวม 33 ตัวอย่าง ที่ผลิตสารแบคเทอริโอซิน
ในการยับยั้งต่อแบคทีเรียทดสอบ 22 ชนิดได้แก่ กลุ่มของแลคติกแอสิดแบคทีเรีย และกลุ่มของ
แบคทีเรียก่อโรคทั้งแกรมบวกและแกรมลบ โดยทดสอบโดยวิธ ีWell diffusion assay พบว่ามีเพียงไอ
โซเลทเดียวเท่านั้นคือไอโซเลท HF84 ที่แสดงผลการยับยั้งต่อแบคทีเรียทดสอบคือ Enterococcus 
durans JCM 8725 
  นิภาภรณ์ แสนคุณท้าว และคณะ (2548) น าแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Streptococcus 
รหัส SK 5.1 มาท าการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ทดสอบหลายชนิด โดยวิธ ี
swab-paper disc พบว่า แบคเทอริโอซินดังกล่าวสามารถยับยั้งการเจริญของ Leuconostoc 
mesenteroides, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi และ Proteus vulgaris 
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4.2 การศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยหัวเชื้อคีเฟอร์ 
 
 4.2.1 ความสามารถในการทนต่อความร้อน 
  จากการศึกษาผลของความร้อนต่อความสามารถของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อคีเฟอร์ 
ทั้ง 5 ชนิด ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค โดยวิธี swab-paper disk พบว่าหลังจากให้
ความร้อนท่ี 50, 60, 70, 80, 90, 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5, 10, 20 และ 30 นาที ยังคงสามารถ
ยับยั้งการเจริญต่อเชื้อทดสอบได้ แต่เมื่อให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
พบว่าไมส่ามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ (ตาราง 4.3-4.7 และภาพประกอบ 4.2) 
  ซ่ึงงานวิจัยนี้สอดคลองกับกับการศึกษาของ Powell (2006) ที่พบว่าแบคเทอริโอซินที่
ผลิตจาก Lactobacillus plantatun ST8KF ที่แยกจากคีเฟอร์ และ Kefir grain สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และยังสอดคลองกับ
รายงานของ Noonpakdee et al. (2003) ที่พบว่า ไนซินที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus lactis WNC 
20 จะถูกท าลายไปเมื่ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และยังมีรายงานที่พบว่าแบ
คเทอริโอซิน Carnocin ที่ผลิตโดยเชื้อ Leucconostoc carnosum LA44A สามารถยับยั้งการเจริญต่อ
เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ Listeria spp. ไดท้ีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ที่เป็นอย่างนี้
เนื่องจากแบคเทอริโอซินเป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็กจึงสามารทนความร้อนที่อุณหภูมิสูงได้ และทนต่อ
ความเป็นกรดได้มาก ดังนั้นท าให้สามารถน าแบคเทอริโอซินไปใช้ประโยชน์ในการถนอมอาหารที่เป็น
กรดได้ เช่น อาหารหมักดองต่าง ๆ และยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมที่ต้องใช้
ความร้อนสูงในกระบวนการผลิตได้ด้วย 
  สมใจ ศิริโภค และคณะ (2550) ได้ศึกษาความสามารถของแลคติกแอสิดแบคทีเรีย  
ศึกษาสมบัติเบื้องต้นของแบคเทอริโอซินที่ผลิตได้จากเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis FFL17-
2 พบว่าสามารถทนความร้อน 100 องศาเซลเซียส ได้นาน 10 นาท ีเช่นเดียวกับ วันดี เกตุแก้ว และ
คณะ (248) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์นี้มีกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ E. 
durans JCM 8725 สูงสุดอยู่ในช่วงปลาย log phase และทนอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียส ได ้แต่ไม่
สามารถทนความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และ 121 องศาเซลเซียส ได้ และ Kwaadsteniet  
et al (2005) ได้ศึกษาคุณสมบัติของ cell free supernatant ของเชื้อ Enterococcus mundtii 
ST15 พบว่า ความสามารถในการทนต่อความร้อนของ cell free supernatant ของเชื้อ E. mundtii 
ST15 สามารถทนอุณหภูมิได้ทุกอุณหภูมิ ยกเว้นที่ 121 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที ซึ่งมีผลเป็นลบ 
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ตาราง 4.3 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DA 500 I ที่อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ  
 

อุณหภูมิ 
 (องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาท)ี 
เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยัง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
50 5 2.00±0.00 2.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 2.00±0.00 2.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 2.00±0.00 2.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 2.00±0.00 2.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

60 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

70 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 

30 
1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 

1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

80 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

90 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

100 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

121 15 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control  2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 

X± standard error 
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ตาราง 4.4 พ้ืนทีย่ับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DC 500 I ที่อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ  
 

อุณหภูมิ 
 (องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาท)ี 
เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
50 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

60 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

70 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 

30 
1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

80 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

90 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

100 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

121 15 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control  2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 

X± standard error 
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ตาราง 4.5 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DG 500 I ที่อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ  
  

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาท)ี 
เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยัง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
50 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

60 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

70 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 

30 
1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

80 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

90 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

100 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

121 15 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control  2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 

X± standard error 
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ตาราง 4.6 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DT 500 I ที่อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ  
 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาท)ี 
เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยัง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
50 5 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 10 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 20 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 30 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

60 5 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 10 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 20 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 30 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

70 5 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 10 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 20 

30 
2.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

2.00±0.00 
1.00±0.00 

2.00±0.00 
1.00±0.00 

80 5 1.00±0.00 1.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

90 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

100 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

121 15 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control  2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 

X± standard error 
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ตาราง 4.7 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir BT 1 ที่อุณหภูมิและเวลาต่าง ๆ  
  

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา (นาท)ี 
เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยัง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
50 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

60 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

70 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 

30 
1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

1.00±0.00 
1.00±0.00 

80 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

90 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

100 5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 20 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
 30 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

121 15 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control  2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 

X± standard error 
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1: บริเวณการยับยั้งเชื้อ S. aureus ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาท ี
2: บริเวณการยับยั้งเชื้อ P. fluoresens ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาท ี
3: บริเวณการยับยั้งเชื้อ S. aureus ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 30 นาท ี
4: บริเวณการยับยั้งเชื้อ P. fluoresens ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 15 นาท ี
 

ภาพประกอบ 4.2 บริเวณการยับยั้งเชื้อ S. aureus และ P. fluoresens ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด 
  

Kefir DA 500I 

1 

Kefir DC 500 I 

Kefir DG 500 I 
Kefir DT 500 I 

Kefir BT 1 

2 

Kefir DA 500I  

Kefir DC 500 I 

Kefir DG 500 I Kefir DT 500 I 

Kefir BT 1 

3 

Kefir DA 500I  

 

Kefir DC 500 I 

 

Kefir DG 500 I 

Kefir DT 500 I 

Kefir BT 1 

4 

Kefir DA 500 I 

Kefir DC 500 I 

Kefir DG 500 I 

Kefir DG 500 I 

Kefir BT 1 

Staphylococcus aureus Pseudomonas fluoresens 

Staphylococcus aureus Pseudomonas fluoresens 
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 4.2.2 ความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกัน 
  จากการศึกษาผลของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อคีเฟอร์ในการยับยั้งการเจริญต่อเชื้อ
ทดสอบ E. coli, P. fluorescens, S. aureus และ B. subtilis โดยวิธี swab-paper disk พบว่าแบ
คเทอริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญสามารถยับยั้งการเจริญต่อเชื้อทดสอบได้ หลังจากปรับ pH ตั้งแต่ 2 
ถึง 10 แต่ไม่พบสามารถยับยั้งการเจริญต่อเชื้อทดสอบ หลังจากปรับสภาวะ pH ที่ 11 และ 12 การที่
เชื้อคีเฟอร์ไม่สามารถทนต่อค่า pH ที่สูงทั้งนี้เป็นเพราะเชื้อคีเฟอร์เป็นแบคทีเรียที่ชอบกรดเล็กน้อย หรือ
เป็นแบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแบคทีเรีย  
  ผลการทดสอบแบคเทอริโอซินที่มีความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกันที่ผลิตจากเชื้อ 
Kefir DA 500 I ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพบว่าในสภาวะที่ค่า pH ที่ 6 สามารถยับยั้งเชื้อ
ทดสอบได้มากท่ีสุด 2.00 มิลลิเมตร ดังตาราง 4.8 
 
ตาราง 4.8 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DA 500 I ที่ pH ต่างกัน 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 
 
 
 

pH 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 
2 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
4 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
6 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 
7 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
8 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
9 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 
11 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 
12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

X± standard error 
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  การทดสอบแบคเทอริโอซินที่มีความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกันที่ผลิตจากเชื้อ 
Kefir DC 500 I ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพบว่าในสภาวะที่ค่า pH ที่ 6 และ 7 สามารถยับยั้ง
เชื้อทดสอบได้มากท่ีสุด คือ 2.00 มิลลิเมตร ดังตาราง 4.9 
 
ตาราง 4.9 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DC 500 I ที่ pH ต่างกัน 
 

pH 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 

2 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

4 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

6 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

7 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

8 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

9 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

11 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
 
 
 
 
 
 

X± standard error 
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  จากการศึกษาความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกันของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ 
Kefir DG 500 I ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพบว่าในสภาวะที่ค่า pH ที่ 6 สามารถยับยั้งเชื้อ
ทดสอบได้มากท่ีสุด คือ 2.00 มิลลิเมตร ดังตาราง 4.10  
 
ตาราง 4.10 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DG 500 I ที่ pH ต่างกัน 
 

pH 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 

2 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

4 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

6 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

7 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

8 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

9 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

11 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 

 
 
 
 
 
 

X± standard error 
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  การทดสอบแบคเทอริโอซินที่มีความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกันที่ผลิตจากเชื้อ 
Kefir DT 500 I ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพบว่าในสภาวะที่ค่า pH ที่ 7 สามารถยับยั้งเชื้อ
ทดสอบได้มากท่ีสุด คือ 2.00 มิลลิเมตร ดังตาราง 4.11  
 
ตาราง 4.11 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DT 500 I ที่ pH ต่างกัน 
 

pH 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 

2 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

4 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

6 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

7 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

8 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

9 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

11 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
  การทดสอบแบคเทอริโอซินที่มีความสามารถในการทนต่อ pH ที่ต่างกันที่ผลิตจากเชื้อ 
Kefir BT 1 ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคพบว่าในสภาวะที่ค่า pH ที่ 2-10 สามารถยับยั้งเชื้อ
ทดสอบได้ใกล้เคียงกันที่ 1.00 มิลลิเมตร ดังตาราง 4.12 การที่เชื้อคีเฟอร์ไม่สามารถทนต่อค่า pH ที่สูง
ทั้งนี้เป็นเพราะเชื้อคีเฟอร์เป็นแบคทีเรียที่ชอบกรด หรือเป็นแบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแบคทีเรีย 
 
 
 
 

X± standard error 
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ตาราง 4.12 บริเวณยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir BT 1 ที่ pH ต่างกัน 
 

pH 
เส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

E. coli B. subtilis S. aureus P. fluoresens 

2 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

4 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

5 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

6 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

7 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

8 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

9 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

10 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 

11 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

12 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 

Control 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 2.00±0.00 

หมายเหตุ: ตัวเลขในตาราง คือ ค่า  
 
  ซึ่งสอดคลองกับกับการศึกษาของ Powell (2006) ที่พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
Lactobacillus plantatun ST8KF ที่แยกจากคีเฟอร์ และ Kefir grain สามารถยับยังการเจริญต่อเชื้อ
ทดสอบได้ที่ pH 2-10 และไม่สามารถยับยั้งเชื้อที่ pH 11 และ 12 ได้  
  Noonpakdee et al (2003) ทีศ่ึกษาแบคเทอริโอซิน Carnocin ที่ผลิตโดยเชื้อ 
Leucconostoc carnosum LA44A สามารถยับยั้งการเจริญต่อเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ Listeria spp. ได้
ที ่PH ตั้งแต่ 2 ถึง 9  
  Rajaram et al (2010) ศึกษาผลของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. lactis ในการทน
ต่อ pH ที่ต่างกันพบว่า ค่าสูงสุดของ pH อยู่ที่ pH 6.0 และต่ าสุดที่ pH 9.0 คือ 1969 AU/ml  
  De Kwaadsteniet et al (2005) ได้ศึกษาคุณสมบัติของ cell free supernatant ของ
เชื้อ Enterococcus mundtii ST15 พบว่า ความสามารถในการทนต่อพีเอช ของ cell free 
supernatant ของเชื้อ E. mundtii ST15 พบว่า ช่วงของพีเอช ที่แบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งได้
อยู่ในช่วง pH 2.0 ถึง 12.0 ซึ่งผลจากการทดลองพบว่ามีผลเป็นบวก และ สมใจ ศิริโภค และคณะ 

X± standard error 
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(2550) ศึกษาสมบัติเบื้องต้นของแบคเทอริโอซินที่ผลิตได้จากเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis 
FFL17-2 พบว่าสามารถทนความร้อน 100 องศาเซลเซียส ได้นาน 10 นาท ีมีความคงตัวดีในช่วง  
pH 4-7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1: บริเวณการยับยั้งเชื้อ E. coli ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่ pH 7 
2: บริเวณการยับยั้งเชื้อ P. fluoresens ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่ 7 
3: บริเวณการยับยั้งเชื้อ S. aureus ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที ่12 
4: บริเวณการยับยั้งเชื้อ B. subtilis ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่ pH 12 
 

ภาพประกอบ 4.3 แสดงบริเวณการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย ของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ที่ pH ต่างกัน 
 
 
 

Kefir DA 500 I Kefir DA 500 I 

Kefir DC 500 I Kefir DC 500 I 

Kefir DG500 I 

Kefir DC 500 I 

Kefir DT 500 I 

Kefir DT 500 I 

Kefir BT 1 

Kefir BT 1 

1 2 

Kefir DA 500 I 
Kefir DA 500 I 

Kefir DC 500 I 

Kefir DC 500 I 

Kefir DG 500 I 

Kefir DG 500 I 

Kefir DA 500 I 

Kefir DT 500 I 

Kefir BT 1  

Kefir BT 1 

3 4 
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 4.2.3 การหาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญ และการสร้างแบคเทอริโอซินของหัวเชื้อคีเฟอร์ 
  การหา Bacteriocin activity ที่เหมาะสมในการสร้างแบคเทอริโอซินของหัวเชื้อคีเฟอร์ 
โดยเลี้ยงหัวเชื้อคีเฟอร์ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 300 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะไรอากาศ เก็บตัวอย่างทุก 2 ชั่วโมง ในชั่วโมงที่ 0, 2, 4, 6, 8, 10 ,12, 14, 16, 18, 20, 22 และ 
24 ตามล าดับโดยเก็บตัวอย่างครั้งละ 10 มิลลิลิตร แบ่งออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกน าไปวัดค่า 
optical density (O.D) ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ส่วนที่สองน ามาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสมาปรับ pH ให้ได้ 6.5 
ด้วย 5 M HCl หรือ 5 M NaOH จากนั้นน ามากรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล้ว
น ามาเจือจางด้วยอาหารเหลว MRS ในอัตราส่วน 1:1, 1:2, 1:4, 1:6, 1:8, 1:16 และ 1:32 ตามล าดับ 
ต่อจากนั้นน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญต่อเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ จากนั้นน าค่าท่ี
ได้มาค านวณค่า Bacteriocin activity ในหน่วย AU/มิลลิลิตร 
  Arbitrary unit (AU) คือ หน่วยของค่าระดับความเจือจางต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบได้ 
  ตัวอย่างเช่น 
   ในชั่วโมงท่ี 10 มีระดับความเจือจางต่ าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์
ทดสอบ (S. aureus) ได้คือ 1:4 โดยใช้ cell free supernatant ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ดังนั้น 
bacteriocin activity จะเท่ากับ 
 
   Cell free supernatant 25 ไมโครลิตร วัดค่า bacteriocin activity ได้เท่ากับ 4 AU 
ถ้าใช้    Cell free supernatant 1,000 ไมโครลิตร วัดค่า bacteriocin activity ได้เท่ากับ 
   (1,0004)/ 25 = 160 AU/มิลลิลิตร 
   ดังนั้นค่า Bacteriocin activity ได้เท่ากับ 160 AU/มิลลิลิตร 
 
  จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคเทอริ
โอซิน ที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DA 500 I พบว่าเชื้อ Kefir DA 500 I จะใช้เวลาประมาณ 6 โมง ในระยะ 
lag phase ซึ่งยังไม่มีการผลิตแบคเทอริโอซินในช่วงนี้ เชื้อจะเริ่มผลิตแบคเทอริโอซินในระยะ 
logarithmic phase ซึ่งตรวจพบในชั่วโมงท่ี 10 มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเท่ากับ 160 AU/
มิลลิลิตร ซึ่งมีค่า O.D เท่ากับ 0.946 และพบว่าเชื้อมีการผลิตแบคเทอริโอซินได้สูงสุดในชั่วโมงท่ี 18 ซ่ึง
มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเท่ากับ 240 AU/มิลลิลิตร และยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งคงที่จนถึงชั่วโมง
ที่ 24 ซึ่งพบว่ามีค่า O.D เท่ากับ 3.653 ในชั่วโมงท่ี 24 
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ภาพประกอบ 4.4 การเจริญของเชื้อคีเฟอร์ทั้ง 5 ชนิด ในช่วงเวลาต่าง ๆ 
 

 
 
ภาพประกอบ 4.5 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อ Kefir DT 500 I 

เวลา (ชัว่โมง) 

OD 625 



55 

  จากภาพประกอบ 4.4 สังเกตเส้นกราฟของค่า OD ที่วัดได้พบว่าที่ 24 ชั่วโมง ยังมีการ
เจริญของเชื้อทั้งนี้อาจเป็นเพราะในการวัดการเจริญครั้งนี้เป็นการวัดทั้งเชื้อเป็นและเชื้อตายจึงท าให้
เส้นกราฟหลังชั่วโมงท่ี 24 มีลักษณะชันขึ้น 
 
4.3 การท าให้แบคเทอริโอซินบริสุทธิ์โดยใช้เทคนิคเจลฟลเตรชันโครมาโตกราฟ ี
 
 จากการศึกษาการท าให้แบคเทอริโอซินบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟต 
และใช้เทคนิคเจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี โดยใช้คอลัมน์ Seppadex gel G-50 หลังจากนั้นน าไปล้าง
ด้วยบัฟเฟอร์ แล้วน าโปรตีนที่ได้โหลดลงในคอลัมน์ เลือก fraction ละ 5 มิลลิลิตร ได้ทั้งหมด 10 
fraction โดยปรับอัตราการไหลเท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง จากนั้นน า faction ที่ได้ไปวัดหาโปรตีนที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร พบว่าปริมาณโปรตีนใน faction ที่ 2 เมื่อน า faction ไปหาน้ าหนัก
โมเลกุลโดยใช้วิธี SDS-PAGE และน าเจลที่ได้จากการท า SDS-PAGE ไปท าสอบหาแบคเทอริโอซินกับ
เชื้อ S. aureus พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Kefir DA 500 I มีน้ าหนักโมเลกุล 2.5 กิโลดาลตัน 
(ภาพประกอบ 4.6 และ 4.7)  
 

 
 
ภาพประกอบ 4.6 ค่า OD280 นาโนเมตร ของ faction แต่ละส่วนที่เก็บได้จากการท าให้แบคเทอริโอซิน  
     บริสุทธิ์ โดยใช้คอลัมน์ Sephadex gel G-50  
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1: บริเวณการยับยั้งเชื้อ S. aureus Lane1-5 โปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์จาก faction 1-5 
2: การท า SDS–PAGE Lane1-10 โปรตีนที่ท าให้บริสุทธิ์จาก faction 1-10  M: Marker protein 
 

ภาพประกอบ 4.7 การท า SDS–PAGE ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Kefir DT 500 I 
 
  De Kwaadsteniet et al (2005) ได้ศึกษาลักษณะของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ 
Bacillus subtilis ที่เลี้ยงในนม แล้วน้ าไปหาน้ าหนักโมเลกุลโดยใช้วิธี SDS-PAG พบว่าแบคเทอริโอซิน
ที่ผลิตจากเชื้อ E. mundtii มีน้ าหนักโมเลกุล 2.5 กิโลดาลตัน ซึ่งมีความใกล้เคียงกับแบคเทอริโอซินที่
ผลิตโดยเชื้อ Kefir BT 4 เช่นเดียวกับ Karthikeyan และ Santhosh (2009) ได้ศึกษาการท าให้บริสุทธิ์
และหาน้ าหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน โดยใช้วิธี SDS-PAG พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. 
acidophilus มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 2.5 กิโลดาลตัน 
  Hemalatha และ Shanthi (2010) ได้ศึกษาลักษณะของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ 
Bacillus subtilis ที่เลี้ยงในนม แล้วน้ าไปหาน้ าหนักโมเลกุลโดยใช้วิธี SDS-PAG พบว่าแบคเทอริโอซิน
ที่ผลิตจากเชื้อ B. subtilis มีน้ าหนักโมเลกุลมากกว่า 62 กิโลดาลตัน 
  Powell et al. (2007) ได้ศึกษาการท าให้บริสุทธิ์และหาน้ าหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอ
ซิน โดยใช้วิธี SDS-PAG พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus plantarum ST8KS มี
น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 3.5 กิโลดาลตัน 
  Rajaram et al. (2010) ได้ศึกษาการท าให้บริสุทธิ์ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อมี 
น้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 94 กิโลดาลตัน มีการศึกษาหาน าหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ
ต่าง ๆ หลายชนิด เช่น การท าให้แบคเทอริโอซินบริสุทธิ์โดยการตกตะกอนด้วย แอมโมเนียมซัลเฟต 
และใช้เทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ โดยใช้คอลัมน์ DEAE cellulose และน าตะกอนที่
ได้ไปหาน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน พบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก L. brevis มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
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93.74 กิโลดาลตัน เป็น แบคเทอริโอซินใน class III (Gautam and Sharma 2009) แบคเทอริโอซินที่
ผลิตจาก Bacillus subtilis LFB 112 มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 6.3 กิโลดาลตัน เป็นแบคเทอริโอซินใน 
class II (Xie et al., 2009) และ แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก L. plantarum มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 
3.8 กิโลดาลตัน เป็นแบคเทอริโอซินใน class I 


