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การควบคุมจุลินทรียกอโรคในอาหารโดยชีววิธีเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการทดแทนการใชสารเคมีท่ี
อาจกอใหเกิดปญหาสารตกคางในผลิตภัณฑ จากการศึกษานี้สามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยาง
ผักและผลไมสดไดท้ังหมด 769 ไอโซเลต ในจํานวนนี้พบวา Pediococcus pentosaceus KU-F2 เปนสายพันธุท่ี
สามารถสรางสารยับยั้งประเภทแบคเทอริโอซิน ท่ีมีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือกอโรคชนิด Listeria monocytogenes 
ไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
การสรางสารแบคเทอริโอซิน โดยเช้ือ P. pentosaceus KU-F2 มีความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญ

ของเช้ือและมีผลกระทบจากหลายปจจัย เชน อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง ปริมาณเกลือ และปริมาณกลูโคส โดย
การเจริญในอาหารเหลว MRS ท่ีมีคาพีเอช 5.8, ปริมาณกลูโคส 2 เปอรเซ็นต และปริมาณเกลือ 0-2 เปอรเซ็นต 
บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เช้ือสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเช้ือ                                
L. monocytogenes DMST 17303 ไดสูงถึง 12,800 AU/ml และประสิทธิภาพการยับยั้งจะมีความเสถียรตอคา     
พีเอชตํ่า (pH 2-8) และความรอนในระดับสเตอรริไลส (121 องศาเซลเซียส 15 นาที) และมีความเสถียรท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 เดือน แตจะสูญเสียประสิทธิภาพอยางสมบูรณ ในสภาวะท่ีมีเอนไซม
ยอยโปรตีน  

 
สารแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก P. pentosaceus KU-F2 มีศักยภาพในการนําไปใชเปนสารถนอม

อาหารชีวภาพในผักสด โดย เฉพาะในข้ันตอนการลางผัก  จากการทดลองการปนเปอนเ ทียมเ ช้ือ                                 
L. monocytogenes DMST 17303 บนแตงกวาสดในปริมาณ 102 CFU/g พบวา สารแบคเทอริโอซิน ท่ีมีคา
กิจกรรมการยับยั้ง 512 AU/ml ก็เพียงพอท่ีจะทําลายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ แตถามีการปนเปอนสูงในปริมาณ 105 CFU/g สารแบคเทอริโอซิน ท่ีมีคากิจกรรมการยับยั้ง                  
512 และ 1,024 AU/ml จะลดปริมาณเช้ือไดเพียง 2 Log cycle เทานั้น นอกจากนี้แตงกวาท่ีผานการลางใน
สารละลายท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน ยังสามารถเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตูเย็นไดนานถึง 7 วัน โดยปริมาณเช้ือท่ี
ปนเปอนไมเพิ่มข้ึนแตอยางใด  

 
ผลจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดในการประยุกตสารแบคเทอริโอซิน ท่ีสรางจาก                 

P. pentosaceus KU-F2 เปนสารฆาเช้ือในน้ําลางผัก เพื่อยับยั้งจุลินทรียกอโรคท่ีอาจปนเปอนมาในระหวางการ
เพาะปลูกหรือระหวางการเก็บรักษาผักสด 
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Biocontrol of pathogenic microorganism in foods is an alternative way to replace the chemical 
sanitizers that may leave any residue in foods. In this study 769 isolates of lactic acid bacteria were screened 
from fresh vegetables and fruits. Among these, Pediococcus pentosaceus KU-F2 was capable of producing 
bacteriocin substance which efficiently inhibit Listeria monocytogenes. 
 

Bacteriocin production by P. pentosaceus KU-F2 was associated with growth and affected by 
various factors such as temperature, pH, NaCl and glucose concentrations. Growth in MRS broth pH 5.8, as 
well as in 2% glucose or 0-2% NaCl, incubated at 37◦C exhibited a good condition for producing bacteriocin 
with highest antilisterial activity at 12,800 AU/ml. Its antilisterial activity was stable at pH 2-8 and at 121◦C 
for 15 min and also stable at -20◦C for 10 months but completely destroyed by proteolytic enzymes. 
  

Bacteriocin produced by P. pentosaceus KU-F2 appears to have a potential to be use as a 
biopreservative in fresh produces especially in the washing steps. From this study, fresh cucumber artificially 
contaminated with L. monocytogenes DMST 17303 at 102 CFU/g was completely inhibited by bacteriocin at 
512 AU/ml whereas only 2 Log cycle reduction was noticed in the presence of 105 CFU/g for both                
512 and 1,024 AU/ml. Furthermore, the shelf-life of bacteriocin treated cucumber was extended for 7 days at            
7-10 °C without any increasing number of contaminants.  
 

The result demonstrated a potential to apply bacteriocin produced by P. pentosaceus KU-F2 as a 
sanitizing agent in fresh produces to inhibit pathogenic bacteria that may contaminate during pre/postharvest. 
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14 ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus      

KU-F2 ตอความรอนระดับตาง ๆ 
                

83 
15 การปนเปอนของเช้ือ Listeria spp.ในผักสลัดพรอมบริโภคชนิดตาง  ๆ 87 

 
 
 
 

 



 (3) 

สารบัญตาราง  (ตอ) 
 

ตารางผนวกที ่  

   
ค1 สัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยก

จากผัก ผลไม และผักสลัดพรอมบริโภค 
               

129 
ค2 การยับยั้งท่ีเกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกกับเช้ือแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Direct 

spot   
              

134 
ค3 คาการเจริญ (LogOD 600 nm) คาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือและคา

กิจกรรมการยับยั้งของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 เม่ือเจริญในอาหาร
เหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

                                                            
 

138 
ค4 ผลของอุณหภมิูตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS 
                

139 
ค5 ผลของความเปนกรด-ดางตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS 
           

140 
ค6 ผลของปริมาณกลูโคสตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS  
            

141 
ค7 ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรดตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซิน 

ของเช้ือ Pediococcus.pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS  
         

142 
ค8 การทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว TSBYE 

เม่ือเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2 
             

143 
ค9 การยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 

TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริม่ตน 102 CFU/ml และเติม สารแบคเทอริโอซินท่ีมี
คากิจกรรมตาง ๆ 

                        
 

143 
ค10 การยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 

TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนตางๆกัน และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคา
กิจกรรม 512 AU/ml 

 
 

144 
 
 
 

 



 (4) 

สารบัญตาราง  (ตอ) 
 

ตารางผนวกที ่ หนา 
   

ค11 การเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 
TSBYE และน้ําคั้นแตงกวา เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา           
24 ช่ัวโมง 144 

ค12 การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนระดับต่ํา ในน้ําแตงกวา
ปลอดเช้ือ เม่ือบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง    
(30-35 องศาเซลเซียส) 145 

ค13 การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนระดับสูง ในน้ําแตงกวา
ปลอดเช้ือ เม่ือบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-0 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง  
(30-35 องศาเซลเซียส) 146 

ค14 ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ียึดเกาะบนผิวแตงกวาสด 
เม่ือแชในสารละลายเซลลความเขมขนตาง ๆ  147 

ค15 ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria monocytogenes 
DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีระยะเวลาการแชตาง  ๆ 147 

ค16 ประสิทธิภาพการของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียม ในระดับ
ต่ํา (Low contamination) และสูง (High contamination) 147 

ค17 การศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินตออายุการเก็บรักษาของแตงกวาสดท่ีมี
การปนเปอนเทียมของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่ํา
และระดับสูง เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 148 

ค18 การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปาเพ่ือยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีระยะเวลาตาง  ๆ 149 

 
 
 



 (5) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่   หนา 
    
1  Unrooted phylogenetic tree ของแบคทีเรียกรดแลคติก และแบคทีเรียแกรมบวก

อ่ืนๆท่ีอยูในกลุม low-G+C 
                  

5 
2  รูปแบบการหมักกลูโคสของแบคทีเรียกรดแลคติก A) Homolactic fermentation 

(Glycolysis, Embden-Meyerhof-Parnas Pathway); B) Heterolactic 
fermentation (6-phosphogluconate/phosphoketolase pathway).  

                                   
 

7 
3  แบบจําลองการทําใหเกิดรูท่ีเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินท่ีสราง

จากแบคทีเรียกรดแลคติก 
               

18 
4  วงจรการปนเปอนของเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักสด 34 
5  จํานวนไอโซเลตของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกจากตัวอยางผัก ผลไม 

ดอกไม และผักสลัดพรอมบริโภคท่ีเจริญในสภาวะตาง  ๆ
               

61 
6  เปรียบเทียบลําดับเบสบน 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ          

KU-F2 (เสนบน) และ Pediococcus pentosaceus strain SH 740 (เสนลาง) 
         

66 
7  การติดสีแกรมบวก รูปราง และการจัดเรียงตัวของเซลลแบบ 4 เซลล (Tetrad) 

ของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 
              

67 
8  การเจริญของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 บนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติม 

bromcresol purple indicator 
      

67 
9  การเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus 

KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะนิ่ง 
                

69 
10  การเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ  Pediococcus pentosaceus 

KU-F2 ในอาหารเหลว MRS เม่ือบมท่ีอุณหภูมิตางๆ ในสภาวะนิ่ง  
                

71 
11  ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของ

เช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ              
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

                  
 

73 
12  ผลของปริมาณกลูโคสตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ               
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

 
 

75 
 



 (6) 

สารบัญภาพ  (ตอ) 
 

ภาพที่   หนา 
    

13  ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรดตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซิน        
ของเช้ือ Pediococcus. pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ                 
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง  

 
 

77 
14  การวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินโดยวิธี critical 

dilution assay 
 

79 
15  ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus     

KU-F2 ตอคาความเปนกรด-ดางตางๆ 
 

81 
16  ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus            

KU-F2 ตอเอนไซมยอยโปรตีนชนิดตาง ๆ 
 

82 
17  รูปแบบการทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 เม่ือเพาะเล้ียงใน

อาหาร TSBYE และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus 
pentosaceus KU-F2 

 
 

85 
18  ลักษณะเฉพาะของโคโลน ีListeria monocytogenes บนอาหาร Chromocult -

Listeria Agar  
 

88 
19  การยับยั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหาร

เหลว TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตน 102 CFU/ml และเติมสารแบคเทอริโอซิน
ท่ีความเขมขนและระยะเวลาตางๆ 

 
 

89 
20  การยับยั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณ

เซลลเริ่มตนระดับตางๆ และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขมขน 512 AU/ml 
เปนเวลา 0 และ 5 นาที 

 
 

90 
21  การเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหาร TSBYE 

และ น้ําแตงกวาปลอดเช้ือ ท่ีชวงเวลาตาง ๆ  
 

91 
22  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน ความเขมขน 512 AU/ml ในการยับยั้ง

การเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในน้ําแตงกวาปลอด
เช้ือท่ีมีปริมาณ เซลลเริ่มตนในระดับ 2 log CFU/ml (ต่ํา, A) และ 5 log CFU/ml 
(สูง, B) เม่ือบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง                 
(30-35 องศาเซลเซียส) 

 
 
 
 

93 



 (7) 

สารบัญภาพ  (ตอ) 
 

ภาพที่   หนา 
    

23  การยึดเกาะของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด
เม่ือแชในสารละลายเซลลท่ีมีปริมาณเช้ือเริ่มตนแตกตางกัน 

          
94 

24  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินความเขมขน 512 AU/ml ในการยับยั้งเช้ือ 
Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ีปนเปอนเทียมบนผิวแตงกวาสดท่ี
ระยะเวลาการแชตาง  ๆ 

                    
 

96 
25  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขมขนตางๆ ในการยับยั้งเช้ือ 

Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด ท่ีมีการปนเปอนใน
ระดับต่ํา/ระดับสูง  

 
 

98 
26  ผลของสารแบคเทอริโอซิน ตออายุการเก็บรักษาของแตงกวาสดท่ีปนเปอน

เทียมดวย Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่ํา (A) และระดับสูง 
(B) เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิตูเย็นเปนเวลา 7 วัน  

 
 

100 
27  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินเม่ือละลายในน้ําประปา ตอการยับยั้งเช้ือ 

Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ีปนเปอนเทียมบนผิวแตงกวาสด ท่ี
ระยะเวลาการเก็บตาง ๆ  

 
 

102 
    

ภาพผนวกที ่  
ค1  การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU F2 ในอาหารเหลว MRS เม่ือ

บมท่ีอุณหภูมิตางๆในสภาวะนิ่ง A) optical density OD 600 nm และ B) Log 
OD 600 nm 

 
 

150 
 

 



การคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลิตสารแบคเทอริโอซิน    
เพื่อใชในการควบคุม Listeria monocytogenes ในแตงกวาสด 

 
Selection of Bacteriocin Producing Lactic Acid Bacteria  

as Biocontrol of Listeria monocytogenes in Fresh Cucumber 

 
คํานํา 

 
ปจจุบันการรับประทานอาหารประเภทผักและผลไมสด รวมท้ังผักสลัดพรอมบริโภค 

ไดรับความนิยมเพ่ิมมากขึ้น โดยเฉพาะผักปลอดสารพิษ เนื่องจากผูบริโภคเล็งเห็นถึงความเส่ียงจาก
การบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปอนจากสารฆาแมลงหรือสารปราบวัชพืช ซ่ึงนอกจากจะเปนผลเสีย
ตอสุขภาพแลวยังสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมดวย อีกท้ังผูบริโภคเองก็ใหความสําคัญตอสุขภาพ
และตระหนักถึงคุณคาทางโภชนาการของผักและผลไมสดท่ีผานการแปรรูปเพียงเล็กนอย ซ่ึงจะมีคา
ใกลเคียงกับธรรมชาติมากท่ีสุด และสะดวกตอการรับประทาน อยางไรก็ตามผักปลอดสารพิษอาจ
กอใหเกิดความเส่ียงไดจากแบคทีเรียกอโรค เชน Listeria monocytogenes, Salmonella spp., 
Shigella spp., Escherichia coli, Aeromonas hydrophilla, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus 
aureus และ Clostridium sporogenes (Sagoo et al., 2003) ท่ีอาจปนเปอนมากับปุยอินทรียท่ีใช หรือ
จากดินและน้ํา ดังนั้นถาการปฏิบัติในระหวางการเพาะปลูก  การเก็บเกี่ยว การแปรรูป และการเก็บ
รักษาไมถูกหลักสุขาภิบาล หรือไมไดใช Good Agricultural Practices (GAP) และ Good 
Manufacturing Practices (GMP) เขามาชวย หรือไมมีวิธีการใดๆในการลดจํานวนจุลินทรียปนเปอน
ตั้งแตเริ่มตน ก็อาจกอใหเกิดความเส่ียงตอสุขภาพได  

 
ในปจจุบันอุตสาหกรรมอาหารหลายๆประเภท มีการประยุกตสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิต

จากแบคทีเรียกรดแลคติกหลายๆชนิดในการยับยั้งจุลินทรียปนเปอนในอาหาร ซ่ึงนอกจากจะใชเพ่ือ
ทดแทนสารเคมีหลายๆ ชนิดแลว สารแบคเทอริโอซินโดยเฉพาะไนซิน (nisin) ยังไดรับการยอมรับ
จากองคการอาหารและยา (FDA) (Eckner, 1992) และ FAO/WHO (Schillinger et al., 1996) วามี
ความปลอดภัยตอการบริโภค (Generally Recognized As Safe หรือ GRAS) ไมกอใหเกิดสารตกคาง
ในอาหาร และมีการใชในประเทศตางๆ มากกวา 70 ประเทศท่ัวโลก สวนแบคเทอริโอซินชนิดอ่ืนท่ี
สําคัญไดแก Diplococcin, Acidophilin, Bulgaricin, Helveticin, Lacticin, Plantaricins และ Pediocin 
(Nettles and Barefoot, 1993) ดังนั้นจึงมีการศึกษาวิจัยอยางแพรหลาย เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรีย                
กรดแลคติกท่ีผลิตสารแบคเทอริโอซินชนิดใหม ท่ีสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดอยางมี
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ประสิทธิภาพ โดยงานวิจัยสวนใหญการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจะทําการคัดแยกจาก
ตัวอยางอาหารประเภทเนือ้สัตวหมัก นมหมัก และผักหมัก แตจากผักและผลไมสด ยังมีการศึกษา
กันนอยมาก  

 
ในยุคสมัยท่ีมีความเรงรีบ ผูบริโภคท่ีมีความใสใจสุขภาพมักตองการอาหารท่ี มีประโยชน

ตอรางกายและงายตอการรับประทาน ดังนั้นอาหารประเภทผักสลัดพรอมบริโภค (ready to eat 
salads) จึงไดรับความนิยมอยางแพรหลาย แตอาหารประเภทนี้มักพบปญหาการปนเปอนจากเช้ือ 
Listeria monocytogenes ซ่ึงไดมีรายงาน ผูปวย 41 ราย เสียชีวิต 18 ราย เกิดจากการรับประทาน 
coleslaw ท่ีมีการปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes (Bell and Kyriakides, 2005) ดังนั้นใน
กระบวนการผลิตจึงตองผานวิธีการท่ีทําใหม่ันใจไดวา ผลิตภัณฑมีความสะอาด ปราศจากจุลินทรีย
ปนเปอน ไรส่ิงเจือปน ปลอดภัยตอผูบริโภค คงคุณภาพของอาหารและสามารถมีอายุการเก็บรักษาท่ี
ยาวนาน 

 
 ในการศึกษานี้ ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน
จากผักและผลไมสด รวมท้ังศึกษาปจจัยท่ีมีผลกระทบตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน และ
คุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน เพ่ือใหสามารถนํามาประยุกตเปนสารถนอมอาหารชีวภาพใน 
ผักและผลไมสดพรอมบริโภคตอไป
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วัตถุประสงค 
 
 1.  คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินจากแหลงอาหาร
โดยเฉพาะผักและผลไม 
 
 2.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน ในการยับยั้งเช้ือจุลินทรียท่ีกอใหเกิดการ
เนาเสียและจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค 
 
 3.  ศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 
 4.  ศึกษาคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซินท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสรางขึ้น 
 
 5.  นําสารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกไปใชควบคุมเช้ือจุลินทรียกอโรคในผัก
สลัดพรอมบริโภค 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  แบคทีเรียกรดแลคติก 
 

1.1  อนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกจัดอยูในตระกูล Lactobacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวก มี
รูปรางกลมหรือทอน ไมสรางสปอรและเอนไซมคะตะเลส ไมพบไซโตโครม ไมตองการอากาศใน
การเจริญแตทนในสภาวะท่ีมีอากาศได (aerotolerant) ทนกรด (acid tolerant) มีกระบวนการหมัก
อยางแทจริง (strictly fermentative) โดยมีการสรางกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑสุดทายในระหวาง
กระบวนการหมักน้ําตาล นอกจากนี้มีความตองการสารอาหารท่ีซับซอนและสมบูรณ (fastidious) 
เชน ใชกรดอะมิโนเปนแหลงไนโตรเจน เช้ือจะเจริญเติบโตไดดีในอาหารท่ีมีสารเรงการเจริญเติบโต 
(growth factor) และวิตามินหลายชนิด เชน ไบโอติน (biotin) ไรโบฟลาวิน (riboflavin) (Prescott 
and Dunn, 1995) และสวนใหญตองการสารอนินทรียในปริมาณท่ีคอนขางสูง เชน แมงกานีส 
แมกนีเซียม และ ฟอสฟอรัส (Trittsler et al., 1952) แบคทีเรียกรดแลคติกพบไดท่ัวไปในแหลงท่ีมี
สารอาหารสมบูรณ เชน นม เนื้อสัตว และอาหารหมักตางๆ เปนตน (นภา, 2534) บางชนิดเปน
จุลินทรียประจําถ่ินในรางกายมนุษย เชน ปาก ลําไส เปนตน (Axelsson and Holck, 2004) 

 
1.2 การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก  

 
 Kingdom: Bacteria 

Phylum: Firmicutes 
   Order: Lactobacillales 
    Family Lactobacillaceae    

  
 จากการศึกษาวิวัฒนาการของแบคทีเรีย โดยวิธี Oligonucleotide cataloguing พบวา

แบคทีเรียกรดแลคติกจะอยูในกลุม low-G+C ซ่ึงในกลุมนี้นอกเหนือจากแบคทีเรียกรดแลคติกแลว 
พบวายังประกอบดวยแบคทีเรียท่ีอยูในกลุมท่ีมีความจําเปนตองใชอากาศในการเจรญิ (aerobes) และ 
แบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีหรือไมมีออกซิเจน (facultative anaerobes) เชน 
Bacillus, Staphylococcus และ Listeria และ แบคทีเรียท่ีไมใชอากาศในการเจริญ เชน Clostridium, 
Peptococcus และ Ruminococcus (Axelsson and Holck, 2004) ดังแสดงในภาพท่ี 1 
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ภาพที่ 1  Unrooted phylogenetic tree ของแบคทีเรียกรดแลคติก และแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆท่ีอยู 

 ในกลุม low-G+C 
 
ที่มา: Axelsson and Holck (2004) 
 

การจัดหมวดหมู (classification) ของแบคทีเรียกรดแลคติก อาจอาศัยคุณลักษณะตางๆ 
ไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) วิถีการหมักกลูโคส (glucose fermentative pathway) 
ความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิตางๆ และการจัดเรียงตัวของกรดแลคติกท่ีสรางขึ้น ซ่ึงจาก
ความสามารถในการหมักกลูโคสทําใหสามารถจัดกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกออกไดเปน 2 กลุมใหญ 
(Axelsson and Holck, 2004) ดังนี้   

 
1. Homofermentative lactic acid bacteria กลุมนี้ใชน้ําตาลผานวิถี Glycolysis                       

(Embden-Meyerhof-Parnas Pathway) และไดกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลัก ซ่ึงแบคทีเรีย              
กรดแลคติกท่ีมีเมแทบอลิซึมแบบนี้ ไดแก Lactococci, Pediococci, Streptococci และ  
homofermentative Lactobacilli (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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กระบวนการหมักคารโบไฮเดรตของแบคทีเรียกลุมนี้ เริ่มจากการเปล่ียนกลูโคส 1 โมเลกุล 
ไปเปน fructose-1,6-diphosphate (FDP) โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม glucokinase และใช
พลังงาน 2 ATP ตอมา FDP จะถูกเปล่ียนเปน dihydroxyacetone-phosphate (DHAP) และ 
glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) โดยเอนไซม fructose-1,6-diphosphate aldolase จากนั้น GAP 
จะถูกเปล่ียนเปนไพรูเวทและแลคเตทเปนผลิตภัณฑสุดทาย ซ่ึงกระบวนการเมแทบอลิซึมนี้เรียกวา 
homolactic fermentation ผลของกระบวนการหมักกลูโคส 1 โมเลกุล โดยวิถี ไกลโคไลซิส จะได
พลังงาน ATP 2 โมเลกุลและกรดแลคติก 2 โมเลกุล (Axelsson and Holck, 2004) ดังแสดงในภาพท่ี 
2 (A)    

 
2. Heterofermentative lactic acid bacteria กลุมนี้ใชน้ําตาลผานวิถี  

6-Phosphogluconate/phosphoketolase จะไดผลิตภัณฑ สุดท ายหลายชนิด  เชน  เอทานอล                 
อะซิเตท คารบอนไดออกไซด และกรดแลคติก ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีเมแทบอลิซึมแบบนี้
ไดแก Leuconostoc และ heterofermentative Lactobacilli (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกกลุมนี ้ไมมีเอนไซมอัลโดเลสซ่ึงเปนเอนไซมในวิถีไกลโคไลซิส จึงมี
การหมักกลูโคสโดยวิถี 6-Phosphogluconate/phosphoketolase ปฏิกิริยาเริ่มตนของกระบวนการ
หมักนี้คือ ปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนส เริ่มจากการเปล่ียนกลูโคส 1 โมเลกุล ไปเปน 6-phosphogluconate
โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม glucokinase และ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
ตามดวยปฏิกิริยา decarboxylation ไดเปน pentose-5-phosphate กับ CO2 จากนั้นจะถูกเปล่ียนเปน 
GAP และ acetyl phosphate โดยการทํางานของเอนไซม phosphoketolase และ GAP จะถูกเมแทบอ
ไลทตามวิถีไกลโคไลซิส สวน acetyl phosphate จะถูกเปล่ียนเปน ethanol ซ่ึงกระบวนการเมแทบอ
ลิซึมนี้เรียกวา heterolactic fermentation ผลของกระบวนการหมักกลูโคส 1 โมเลกุล โดยวิถี                        
6-Phosphogluconate/phosphoketolase จะไดพลังงาน ATP 1 โมเลกุล กรดแลคติก 1 โมเลกุล CO2              
1 โมเลกุล และ ethanol l โมเลกุล (Axelsson and Holck, 2004) ดังแสดงในภาพท่ี 2 (B) 
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ภาพที่ 2  รูปแบบการหมักกลูโคสของแบคทีเรียกรดแลคติก A) Homolactic fermentation  

 (Glycolysis, Embden-Meyerhof-Parnas Pathway); B) Heterolactic fermentation  
 (6- phosphogluconate/phosphoketolase pathway). Selected enzymes are numbered:  
 1. Glucokinase; 2. Fructose-1,6-diphosphate aldolase; 3. Glyceradehyde-3-P  
 dehydrogenase; 4. Pyruvate kinase; 5. Lactate dehydrogenase; 6. Glucose-6-phosphate  
 dehydrogenase; 7. 6-phosphogluconate dehydrogenase; 8. Phosphoketolase;  
 9. Acetaldehyde dehydrogenase; 10. Alcohol dehydrogenase.  

 
ที่มา:  Axelsson and Holck (2004) 
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การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยอาศัยลักษณะทางกายภาพ คุณสมบัติ
ทางชีวเคมี ลักษณะสัณฐานวิทยา องคประกอบของผนังเซลล ชนิดของ diamino acid กรดไขมัน
ภายในเซลล ไอโซพรีนอยด (isoprenoid) ควิโนน (quinone) รวมท้ังการศึกษาในระดับโมเลกุล  
เชน mol% G+C ของดีเอ็นเอ การเขาคูกันของดีเอ็นเอ ลําดับเบสบน rRNA ทําใหพบลักษณะท่ี
แตกตางของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละสกุล ปจจุบันสามารถจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกออกได
12 สกุล ดังนี้ Aerococcus, Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,  
Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus,Tetragenococcus,Vagococcus  
และ Weissella ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางที่ 1  คุณลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกสกุลตาง  ๆ
 

ลักษณะตางๆ 
รูปรางแบบทอน 

  
รูปรางแบบกลม 

  
Carnob. Lactob.   Aeroc. Enteroc. Lactococ. Leucon. Pedioc. Streptoc. Tetragenoc. Weissella. a 

      Vagoc. Oenoc.     
เซลลตอกัน 4 เซลล - -   + - - - + - + - 
CO2  จากกลูโคสb         -c +   - - - + - - - + 
เจริญท่ี 10°C                          + +   + + + + + - + + 
เจริญท่ี 45°C - +   - + - - + + - - 
เจริญท่ี 6.5% NaCl NDd +   + + - + + - + + 
เจริญท่ี 18% NaCl - -   - - - - - - +  
เจริญท่ี พีเอช 4.4 ND +   - + + + + - - + 
เจริญท่ี พีเอช 9.6 - -   + + - - - - + - 
ชนิดของกรดแลคติกe   L D,DL,Lf   L L L D L,DLf L L D,DLf 

 
หมายเหตุ  +, positive; -, negative; ±, response varies between species; ND, not determined., aWeissella strains may also be rod-shaped., 

bTest for homo or heterofermentation of glucose; negative and positive denotes homofermentative and heterofermentative, 
respectively., cSmall amounts of CO2 can be produced, depending on media., dNo growth in 8% NaCl has been reported., 
eConfiguration of lactic acid produced from glucose., fProduction of D-, L-, or DL-Lactic acid varies between species. 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 
ตัวยอชื่อเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดหมายถึง 
Carnob. = Carnobacterium, Lactob. = Lactobacillus, Aeroc. = Aerococcus, Enteroc. = Enterococcus, Lactococ. = Lactococcus, Leucon. = Leuconostoc, 
Pedioc. = Pediococcus, Streptoc. = Streptococcus, Tetragenoc. = Tetragenococcus, Weissella. = Weissella, Vagoc. = Vagococcus, Oenoc. = Oenococcus 
 
ที่มา: Axelsson and Holck (2004) 
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1.3 สารท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกและมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน 
 

 กระบวนการหมักท่ีเกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกจะมีการสรางสารหลายชนิดท่ีมีฤทธ์ิ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืน เชน กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดอะซิทิล รูทีริน และ
แบคเทอริโอซิน เปนตน (Ouwehand and Vesterlund, 2004) สารเหลานี้สามารถยับยั้งหรือทําลาย
จุลินทรียท่ีทําใหอาหารเนาเสียหรือจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรค ทําใหสามารถยืดอายุการเก็บของอาหาร
ไดนานขึ้น โดยจะมีผลตอเซลลเปาหมายท่ีจําเพาะเจาะจงเชน เยื่อหุมเซลล หรือเอนไซมในเซลล 
เปนตน ซ่ึงประสิทธิภาพของสารยับยั้งเหลานี้จะขึ้นอยูกับ ความเขมขนของสาร อุณหภูมิ                    
คาพีเอช ระยะเวลาการสัมผัส ชนิดและระยะการเจริญของจุลินทรียท่ีปนเปอน  

 
เม่ือพิจารณาถึงโครงสรางของสารยับยั้งเหลานี้สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญดังนี้  

 
  1.3.1 Non-peptide inhibitor สารยับยั้งในกลุมนี้เปนสารยับยั้งท่ีมิใชสารโปรตีน ไดแก 

 
1) กรดอินทรีย (Organic acid) ผลของกระบวนการหมักคารโบไฮเดรต โดย

แบคทีเรียกรดแลคติก มักจะไดสารอินทรียท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ซ่ึงมีฤทธ์ิในการยับยั้งจุลินทรียอ่ืน 
โดยในกระบวนการหมักแบบวิถีไกลโคไลซิส จะไดกรดแลคติกเพียงอยางเดียว แตในกระบวนการ
ห มั ก แ บ บ วิ ถี  6-Phosphogluconate/phosphoketolase จ ะ ไ ด ก ร ด แ ลค ติ ก  ก ร ด อ ะ ซิติ ก  แ ล ะ                       
กรดโพรพิโอนิก สําหรับประสิทธิภาพในการยับยั้งของกรดอินทรีย กรดอะซิติกจะมีประสิทธิภาพ
ดีกวา กรดโพรพิโอนิกและกรดแลคติก ตามลําดับ โดยสามารถยับยั้งไดท้ังยีสต ราและแบคทีเรีย 
การท่ีกรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิกสามารถยับยั้งจุลินทรียไดดีกวา เนื่องจากมีคาการแตกตัว 
(pKa) สูงกวากรดแลคติก (กรดอะซิติกมีคา pKa = 4.87, กรดโพรพิโอนิกมีคา pKa = 4.75,                 
กรดแลคติกมีคา pKa = 3.08) ในสภาวะท่ีมีความเปนกรดต่ํา กรดท่ีมีคา pKa สูงจะอยูในรูปไมแตกตัว
มากกวากรดท่ีมีคา pKa ต่ํา ซ่ึงกรดท่ีอยูในรูปท่ีไมแตกตัวสามารถแพรผานเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย
ได เนื่องจากมีความสามารถเปน lipid-soluble หลังจากกรดอินทรียแพรเขาสูเซลลแลวจะเกิดการ
แตกตัวปลอยโพตรอนออกสูไซโตพลาสซึม ทําใหเกิดการสะสมของกรดและทําลายความสมดุล
ของความตางศักยภายในเซลล สงผลตอการทํางานของกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ตาง 
ๆ ภายในเซลล   
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2) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนแบคทีเรียกรดแลคติก
จะผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด ในระหวางกระบวนการถายเทอิเล็กตรอน โดยอาศัยการทํางานของ
เอนไซมในกลุมฟลาวิน (Flavin enzyme) คือ NADH oxidase และ Superoxide dismutase การขาด
แหลงของ heme ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลส เพ่ือใชในการ
เคล่ือนยาย H2O2 ทําใหเกิดการสะสมของ H2O2 สารนี้มีคุณสมบัติเปน strong oxidizing agent 
สามารถทําลายเยื่อหุมเซลล โดยการ oxidize sulfhydryl group บนเยื่อหุมเซลล ทําใหไมสามารถ
ควบคุมการผานเขาออกของสารได    

 
3) ไดอะซิติล (Diacetyl) สารไดอะซิติล (2,3-butanedione) ผลิตโดย

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus และ Streptococcus เปนผลิตภณัฑท่ีไดจากกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมของซิเตรต โดยซิเตรตจะถูกเปล่ียนผานไพรูเวทไปเปนไดอะซิติล สารนี้สามารถยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรคและท่ีทําใหอาหารเนาเสีย มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรา มากกวาแบคทีเรียแกรมบวก เนื่องจากไดอะซีทิลจะไปขัดขวางการ
ใชอารจินีนของแบคทีเรียแกรมลบ โดยไปแทนท่ีอารจินีนในการรวมตัวกับ arginine-binding 
protein  

 
4) คารบอนไดออกไซด (CO2) เปนผลผลิตท่ีเกิดจาก heterofermentation สามารถ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืน โดยไปมีผลตอ enzymatic decarboxylation นอกจากนี้การสะสม
ของ CO2 บริเวณเยื่อหุมเซลลยังมีผลตอการสงผานสารเขาออกดวย  

 
5) รูทีริน (Reuterin) Lactobacillus reuteri ซ่ึงเปนแบคทีเรียประจําถ่ินในทางเดิน

อาหาร ของม นุษยและสัตว  มีควา มสาม ารถใน การผ ลิตสาร รู ทีริน  ซ่ึง มี ช่ื อทาง เคมีว า                                 
3-hydroxypropanol จัดเปนสารมวลโมเลกุลต่ํา เซลลจะผลิตรูทีรินเม่ือเจริญในสภาวะท่ีไมมีอากาศ
และในสารผสมของกลูโคส กลีเซอรอล และกลีเซอรอลดีไฮด เม่ือเกิดปฏิกิริยา dehydration ของ    
กลีเซอรอล เซลลจะทําการผลิตรูทีริน ตอมาถูกรีดิวซเปน 1,3-propanediol โดยเอนไซม NADH+H+-
dehydrogenase มีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนท้ังแบคทีเรีย รา ไวรัส และโปรโตซัว โดยยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม sulfhydryl โดยจะจับกับเอนไซมบริเวณ substrate binding subunit ของ 
ribonucleotide reductase ทําใหมีผลตอการสราง DNA 
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6) เอทานอล (Ethanol) เอทานอลเกิดจากการกระบวนการหมักแบบ
heteroformentative ในสภาวะท่ีไมมีออกซิเจน สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน ทําให
แบคทีเรียกรดแลคติกไดเปรียบในการแขงขันกับแบคทีเรียอ่ืนๆในการเจริญเติบโต ถึงแมวา           
เอทานอลจะเกิดขึ้นในปริมาณเพียงเล็กนอยก็ตาม  
 

7) อะซิทัลดีไฮด (Acetaldehyde) เปนผลผลิตท่ีเกิดจากกระบวนการยอยสลายสาร
คารโบไฮเดรต โดยท่ัวไปมีปริมาณเพียงเล็กนอย แตมีบทบาทตอรสชาติ กล่ินและเนื้อสัมผัสของ
อาหารนั้น และมีผลในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคได  
 

 1.3.2 Peptide inhibitor สารยับยั้งท่ีเปนสารประเภทโปรตีน ไดแก แบคเทอริโอซิน 
แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั้งจุลินทรียอ่ืนๆ 
ท่ีรูจักกันดีคือ สาร nisin ซ่ึงสรางจาก Lactococcus lactis เปนสารท่ีไดรับการยอมรับจาก FDA และ 
FAO/WHO ใหใชในกระบวนการผลิตอาหารเพ่ือยับยั้งจุลินทรียปนเปอนในอาหาร (Eckner, 1992; 
Schillinger et al., 1996) ปจจุบันสารไนซินมีการผลิตในเชิงการคาและไดรับการยอมรับใหใชใน
ประเทศตางๆมากกวา 70 ประเทศท่ัวโลก โดยนํามาประยุกตในการยับยั้งจุลินทรียท่ีทําใหอาหารเนา
เสีย นอกเหนือจากไนซินแลวแบคเทอริโอซินชนิดอ่ืนท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก 
Pediocin, Lactacin, Sakacin, Leucocin, Acidophilin, Bulgaricin, Helveticin, Plantaricins เปนตน 
(Nettles and Barefoot, 1993)   

 
2.  สารแบคเทอริโอซิน 

2.1 ประวัติการคนพบ 
 

 การคนพบแบคเทอริโอซินเริ่มขึ้นในป 1925 โดย Gratia สังเกตวา E. coli  ถูกยับยั้ง
โดยสารยับยั้งท่ีสรางจาก E. coli V จึงเรียกสารยับยั้งดังกลาววา colicin ตอมาพบการสราง colicin-
like substance จากแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆดวย เชน monocins พบใน Listeria monocytogenes, 
subtilin พบใน Bacillus subtilis, staphylocin พบใน Staphylococcus aureus เปนตน นอกจากนี้         
แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมลบมีความสามารถในการยับยั้งแคบ (narrow spectrum) 
กวาแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียแกรมบวก (wide spectrum) (De Vuyst and Vandamme, 
1994) แบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีสามารถสรางแบคเทอริโอซิน ไดแก Acetobacter spp., Actinobacillus 
spp., Bacillus spp., 
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Brevibacterium spp., Clostridium spp., Erwinia spp., Haemophilus spp., Haloferax spp., Listeria 
spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Propionibacterium spp., Serratia spp., Shigella spp., 
Staphylococcus spp., Yersinia spp. (Montville และ Kaiser, 1993) 
 

ในกลุมแบคทีเรียแกรมบวกดวยกัน แบคทีเรียกรดแลคติก นับวาไดรับความสนใจมาก
ท่ีสุด เนื่องจากเปนแบคทีเรียท่ีพบไดท่ัวไปในอาหารหมัก และไดรับการยอมรับจาก FDA วาเปน            
จุลินทรียท่ีมีความปลอดภัย (Generally Recognized as Safe, GRAS) และสารยับยั้งหลายชนิดท่ีสราง
จากแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถยืดอายุการเก็บของอาหารได  ท่ีสําคัญพบวาจุลินทรีย                   
กอโรคหลายๆชนิดถูกยบัยั้งโดยสารแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
2.2 ความหมายของแบคเทอริโอซิน 
 

 Jacob et al. (1953) ไดใหคําจํากัดความของแบคเทอริโอซินวา เปนสารปฏิชีวนะกลุม
โปรตีน เปนสารมวลโมเลกุลสูง มีความสามารถในการตอตานจุลินทรียสายพันธุเดียวกันหรือสาย
พันธุใกลเคียงกัน  

 
 Tagg et al. (1976) ไดใหคําจํากัดความของแบคเทอริโอซิน ตามลักษณะของ

สารประกอบโปรตีนท่ีมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมบวก วาเปน
สารประกอบโปรตีน ท่ีออกฤทธ์ิทําลายแบคทีเรีย (bactericidal) โดยมีตําแหนงท่ีจําเพาะในการยึดจับ
กับเซลลเปาหมาย และยีนท่ีควบคุมการสรางและตานทานของเซลลผูสรางตอแบคเทอริโอซิน อยู
บนพลาสมิด (plasmid) มีการออกฤทธ์ิยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียในกลุมเดียวกัน หรือท่ีใกลเคียงกับ
แบคทีเรียท่ีสรางแบคเทอริโอซินออกมา 

 
 Konisky (1982) ไดใหคําจํากัดความของแบคเทอริโอซินวา เปนสารประกอบกลุม

โปรตีนและไมทําลายเซลลท่ีสรางแบคเทอริโอซิน    
 

 Klaenhammer (1988) กลาววาแบคเทอริโอซิน เปนโปรตีนหรือสารประกอบโปรตีนซ่ึง
มีฤทธ์ิในการตอตานแบคทีเรียท่ีมีสายพันธุใกลเคียงกับแบคทีเรียท่ีสรางแบคเทอริโอซินออกมา 
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 Earnshaw (1992) ไดใหคําจํากัดความวา แบคเทอริโอซินคือโปรตีนหรือสายเพปไทดท่ี
มีฤทธ์ิในการตอตานจุลินทรียท่ีมีสายพันธุใกลเคียงกับแบคทีเรียท่ีสรางแบคเทอริโอซินออกมา 

 
ปจจุบันคํานิยามของแบคเทอริโอซินท่ีใชกันแพรหลายคือ สารประกอบโปรตีนซ่ึง

สังเคราะหจากไรโบโซม ไมเปนพิษตอเซลลท่ีผลิต มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธ
ใกลเคียงกับสายพันธุท่ีสราง (De Vuyst and Vandamme, 1994)  

 
สารแบคเทอริโอซินท่ีพบในแบคทีเรียหลายชนิดมีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียเชนเดียวกับ

สารปฏิชีวนะ แต มีขอแตกตางท่ีเดนชัด คือ มีฤทธ์ิในการยับยั้งแคบกวาเฉพาะในกลุมท่ีมี
ความสัมพันธใกลเคียงกับเซลลผูสรางเทานั้น ขอแตกตางอ่ืนๆดังแสดงในตารางท่ี 2 นอกจากนี้  สาร
แบคเทอริโอซินยังมีความแตกตางจากสารยับยั้งประเภท non-peptide inhibitor กลาวคือ สาร       แบ
คเทอริโอซินจะมี specific binding sites บนเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย จึงทําใหสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียไดเฉพาะกลุมเทานั้น (Montville and Kaiser, 1993) 

 
ตารางที่ 2  ความแตกตางระหวางสารแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 
 

 
 
ที่มา: Cleveland et al. (2001) 
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2.3 ประเภทของแบคเทอริโอซิน 
 

 Holzapfel (1995) รายงานการจัดแบงแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
ออกเปน 4 กลุม คือ Lantibiotic, Peptide bacteriocins, Protein bacteriocins และ Complex 
bacteriocins โดยแตละกลุมมีโครงสรางและคุณสมบัติแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 3 
 
ตารางที่ 3  ประเภทและคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 
 
ที่มา: Holzapfel (1995) 
  
 2.4 การสังเคราะหแบคเทอริโอซิน 
 
  แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกสังเคราะหจากไรโบโซม โดยยีน
โครงสราง (structural gene) ท่ีทําหนาท่ีถอดรหัสเพ่ือสรางเปนแบคเทอริโอซิน ซ่ึงมักพบอยูบน 
พลาสมิด (plasmid) ทรานสโปซอน (transposons) หรือโครโมโซม (chromosome) (Jack et al., 
1995) ยีนท่ีทําการสรางแบคเทอริโอซินจะอยูรวมกันเปนโอเปอรอน (operon cluster) ซ่ึง
ประกอบดวยยีนตางๆ คือ ยีนท่ีทําการสังเคราะห pre-peptide (ภายหลังจะผานกระบวนการตางๆ ทํา
ใหอยู ในรูปท่ีสามารถทํางานได (active form)) ยีนท่ีสังเคราะหโปรตีนท่ีทําหนาท่ีขนสง                   
แบคเทอริโอซินออกนอกเซลล โดยกระบวนการ ABC transport system ยีนท่ีทําหนาท่ีควบคุม 
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(regulatory protein) และยีนท่ีทําหนาท่ีสังเคราะห immunity protein ซ่ึงจะชวยปองกันตัวเองจากการ
ถูกทําลายโดยแบคเทอริโอซินท่ีเซลลสรางขึ้น (Cleveland et al., 2001) 

 
2.5 กลไกการทําลายเซลลเปาหมายของสารแบคเทอริโอซิน 

 
 แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก มีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย  

กรดแลคติกดวยกัน นอกจากนี้การท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกจัดอยูในกลุม low-G+C เหมือนกับเช้ือ 
Bacillus, Staphylococcus, Listeria และ Clostridium จึงทําใหสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดสามารถยับยั้งเช้ือเหลานี้ไดดวยเชนกัน 

 
โดยท่ัวไปกลไกการเขาทําลายจุลินทรียของแบคเทอริโอซิน เริ่มจากการเขายึดเกาะกับตัวรับ 

(receptor) ท่ีเฉพาะเจาะจงหรือไมเฉพาะเจาะจงท่ีผิวของเซลลเปาหมาย ทําใหเกิดรูในช้ันของเยื่อหุม
เซลล (ภาพท่ี 3) และสูญเสียความสามารถในการเปนเยื่อเลือกผานของเยื่อหุมเซลล สงผลใหเกิดการ
รั่วขององคประกอบภายในเซลลออกสูภายนอก เชน เสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโน และ
สารประกอบอนินทรียในกลุมฟอสเฟต ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญในการสรางพลังงานของเซลล 
ทําใหเซลลถูกทําลาย (bactericidal) อยางไรก็ตาม ขั้นตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะ
แตกตางกันไปตามชนิดของแบคเทอริโอซิน บางชนิดอาจเพียงยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) แต
ไมไดฆาทําลายเซลล (De Vuyst and Vandamme, 1994) ซ่ึงไดมีรายงานการวิจัยของ Jamuna and 
Jeevaratnam (2004) พบวา แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ Pediococcus acidilactici NCIM 2292, 
Pediococcus pentosaceus NCIM 2296 และ P. cerevisiae NCIM 2171 มีกลไกในการทําลาย 
Staphylococcus aureus เปนแบบ bactericidal สวน Huang et al. (2009) พบวา pediocin 05-10 ท่ี
สรางจากเช้ือ P. pentosaceus 05-10 สามารถทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes 54002 โดยทําให
จํานวนเซลลลดลงจาก 4.5x108 CFU/ml เปน 4.4x105 CFU/ml ภายหลังจากเติม   แบคเทอริโอซินลง
ไป 2 ช่ัวโมง แตยังมีสารแบคเทอริโอซินบางชนิดเปนไดท้ัง bactericidal และ bacteriolytic เชน           
แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากเช้ือ P. pentosaceus Iz3.13 (Bagenda et al., 2008)  

 
สําหรับแบคทีเรียแกรมลบจะไมถูกทําลายโดยแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรีย                  

กรดแลคติก เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบจะมีช้ันของ outer membrane หุมอยูอีกช้ัน 
ทําใหสามารถปกปองเซลลจากการถูกทําลายโดยแบคเทอริโอซินได อยางไรก็ตามมีการศึกษาพบวา
การเติมสาร chelating agent เชน EDTA หรือ citrate จะไปชวยจับกับแมกนีเซียมอิออนในช้ันของ 
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lipopolysaccharide ของแบคทีเรียแกรมลบทําใหเซลลยอมรับตอสารแบคเทอริโอซินและถูกทําลาย
ไดงายขึ้น (Stevens et al., 1991)   
 

 
 

ภาพที่ 3  แบบจําลองการทําใหเกิดรูท่ีเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินท่ีสรางจาก 
แบคทีเรียกรดแลคติก  

 
ที่มา: Muriana (1996) 
 
3.  ปจจัยที่มีผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน 

 
สารแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก อาจมีผลกระทบจากหลายปจจัย เชน 

สายพันธุของเช้ือ อาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง ระยะการเจริญของเช้ือ และอ่ืนๆ
เปนตน (Parente and Ricciardi, 1999) 
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3.1 สายพันธุของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกตางสายพันธุกันจะสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีแตกตางกัน 
นอกจากนี้ประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคแตละชนิดกแ็ตกตางกันดวย (ตารางท่ี 4) 

 
ตารางที่ 4  แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในกลุม 

แกรมบวก 
 

 
 
ที่มา: Holzapfel (1995) 
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3.2 อาหารเล้ียงเช้ือ 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกจะสามารถเจริญและสรางแบคเทอริโอซินไดดีนั้นขึ้นอยูกับ
ปริมาณและองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ เชน ปริมาณกลูโคส ปริมาณโซเดียมคลอไรด เปนตน 
โดย Biswas et al. (1991) พบวาเช้ือ P. acidilactici H สามารถเจริญและสรางแบคเทอริโอซินท่ีมีคา
กิจกรรมสูงท่ีสุดเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว Tryptone Glucose Extract (TGE) ท่ีมีความเขมขนของ
กลูโคส 1 เปอรเซ็นต เชนเดียวกับ Ogunbanwo et al. (2003) พบวาเช้ือ Lactobacillus brevis OG1 
สามารถสรางแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมสูงท่ีสุดในอาหารเหลว De Man, Rogosa and Sharpe 
(MRS) ท่ีมีความเขมขนของกลูโคส 1 เปอรเซ็นตและเกลือเขมขน 1-2 เปอรเซ็นต โดยสาร             
แบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 6,400 AU/ml (arbitrary unit/milliliter) และ Vignolo et al. (1995) 
พบวา Lactobacillus casei CRL 705 สามารถสรางแบคเทอริโอซินไดดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว 
MRS ท่ีมีการเติมกลูโคส 2 เปอรเซ็นต โดยแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 1,066 AU/ml นอกจากนี้ 
พงษเทพ (2546) พบวา แบคเทอริโอซินท่ีสรางโดย Enterococcus faecium NKR-5-3 มีคากิจกรรม
ลดลงเม่ือเพ่ิมความเขมขนของโซเดียมคลอไรดในอาหาร โดยเช้ือสามารถเจริญและสราง               
แบคเทอริโอซินไดดีในอาหารท่ีมีการเติมโซเดียมคลอไรด 0-1 เปอรเซ็นตและแบคเทอริโอซินมีคา
กิจกรรม 12,800 AU/ml 

  
3.3 อุณหภูมิ 

 
 แบคทีเรียกรดแลคติกแตละสายพันธุ สามารถเจริญและสรางสารแบคเทอริโอซินเม่ือ

บมท่ีอุณหภูมิแตกตางกัน ซ่ึงไดมีรายงานการวิจัยพบวา pediocin AcH, pediocin SA-1 และ lactocin 
705 ท่ีสรางจากเช้ือ P. acidilactici H, P. acidilactici NRRL B5627 และ L. casei CRL 705 
ตามลําดับ มีคากิจกรรมดีท่ีสุดเม่ือบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Ray, 1995; Vignolo et al., 
1995) สวน pediocin ACCEL และ pediocin AcH ท่ีสรางจากเช้ือ  P. pentosaceus ACCEL และ     
P. acidilactici H มีคากิจกรรมดีท่ีสุดเม่ือบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Biswas et al., 1991; 
Wu et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิสูงเชน 
P. acidilactici LS2-30 สามารถเจริญในอาหารเหลว MRS และสรางสารแบคเทอริโอซินไดดีท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (ชุตินันท, 2547) 
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3.4 คาความเปนกรด-ดาง 
 

 คาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเ ช้ือมีผลตอการเจริญและการผลิตสาร                           
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก แบคทีเรียกรดแลคติกตางสายพันธุกันจะมีคาพีเอชท่ี
เหมาะสมตางกัน โดย Biswas et al. (1991) พบวาเช้ือ P. acidilactici H สามารถสราง pediocin AcH 
ท่ีมีคากิจกรรม 3,600 AU/ml ในอาหารเหลว TGE ท่ีมีคาพีเอชเริ่มตนเปน 6.5 และ Vignolo et al. 
(1995) พบวาเช้ือ L. casei CRL 705 สราง lactocin 705 ไดดีท่ีสุดในอาหารเหลวMRS ท่ีมีคาพีเอช
เริ่มตนระหวาง 6.5-7.5 และแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 2,133 AU/ml นอกจากนี้ Kaiser and 
Montville (1993) พบวาเช้ือ L. bavaricus MN ผลิต bavaricin MN ไดดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีคา        
พีเอช 6.0 และ Parente and Ricciardi (1994) พบวาเช้ือ E. faecium DPC 1146 ผลิต enterocin 1146 
ไดดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีคาพีเอช 5.5 Franz et al. (1996) รายงานวาเช้ือ E. faecium BFE 900 สราง 
enteriocin 900 ไดดีในอาหารเหลว MRS ท่ีมีคาพีเอชเริ่มตน 6 และแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 
6,400 AU/ml สวน Nel et al. (2001) พบวา pediocin PD-1 มีคากิจกรรมสูงท่ีสุดในอาหารเหลว 
MRS ท่ีมีคาพีเอช เริ่มตนเปน 6.7 

 
3.5 ระยะการเจริญของเช้ือ 
 

 การสรางแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก มักสัมพันธกับการเจริญของเช้ือ 
โดยแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกจะสรางระหวางชวง logarithmic phase และ 
stationary phase (Piard and Desmazaud, 1992) โดยมีการรายงานวาพบการสราง pediocin SA-1 
และ pediocin PD-1 จาก P. acidilactici NRRL B5627 และ Pedicoccus damnosus NCFB 1832 
ตามลําดับ ในชวงตนของการเจริญ (early exponential growth) (Anastasiadou et al., 2008a; Green 
et al., 1997) สวน Bagenda et al. (2008) พบการสรางแบคเทอริโอซินจากเช้ือ P. pentosaceus 
Iz3.13 ในชวง mid-logarithmic phase และมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตามการเจริญของเช้ือ เชนเดียวกับ 
Huang et al. (2009) พบวา pediocin 05-10 สรางโดยเช้ือ P. pentosaceus 05-10 ในชวงตนของการ
เจริญ (early exponential growth) และสรางสูงสุดในชวง early stationary phase และเม่ือถึงช่ัวโมงท่ี 
20 พบวาการสรางลดลงเนื่องจากเช้ือมีการสรางเอนไซม proteolytic หรือมีการเปล่ียนแปลงของ
สภาพแวดลอม 
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4.  การใชประโยชนจากสารแบคเทอริโอซิน 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกไดมีการนําไปใชเปนหัวเช้ือบริสุทธ์ิ ในผลิตภัณฑอาหารหมักกันอยาง
กวางขวางตั้งแตในอดีตจนถึงปจจุบัน แตแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ิงไดรับ
ความสนใจและนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารเม่ือไมนานมานี้ เอง เพ่ือยับยั้งการเจริญของ    
จุลินทรียปนเปอน ท้ังจุลินทรียท่ีทําใหเกิดการเนาเสีย และจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค ชวยใหอาหารมี
อายุการเก็บนานขึ้น ลดความเส่ียงจากอาหารเปนพิษ ลดการสูญเสียจากการเนาเสีย และลดการใช
สารเคมีในอาหาร เปนตน (Cleveland et al., 2001; Galvez et al., 2007) สําหรับการประยุกตสาร    
แบคเทอริโอซินในอาหารประเภทตางๆอาจทําได 2 ลักษณะคือ การเติมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี
สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินลงไปเปนเช้ือตั้งตนหรือมีสวนรวมในก ระบวนการหมัก 
(bioprotective culture) หรือเติมแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิหรือกึ่งบริสุทธ์ิลงไปเปนสารถนอมอาหาร
โดยตรง (biopreservation) ซ่ึงการประยุกตในแบบหลังมีการใชในอาหารประเภทเนื้อสัตว เนยแข็ง 
ผลิตภัณฑนม เครื่องดื่มแอลกอฮอล กันอยางแพรหลาย ดังแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที่ 5  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งจุลินทรียในอาหาร 
 

 
 
ที่มา: Cleveland et al. (2001) 
 

แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกไดถูกนํามาเปนสารถนอมอาหารประเภท
ชีวภาพ เนื่องจากสามารถถูกทําลายไดโดยเอนไซมโปรติเอสในลําไสเล็ก และอาจใชในการควบคุม
จุลินทรียท่ีกอโรคในมนุษย (Cleveland et al., 2001) ซ่ึงในปจจุบันไดมีการผลิตแบคเทอริโอซินทาง
การคา เชน ไนซิน โดยมีช่ือทางการคาวา NisaplinTM (Aplin and Barett Ltd., UK) ผลิตโดย 
Lactococcus lactis และ Pediocin PA-1/AcH มีช่ือทางการคาวา ALTATM 2431(Quest International, 
Australia) ผลิตโดย P. acidilactici (อรอนงค, 2550)  
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แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมในการนํามาเปน
สารถนอมอาหารเนื่องจากไดรับการยอมรับวาปลอดภัยตอผูบริโภค ไมเปนพิษตอ Eukaryote cells 
ถูกทําลายไดโดยน้ํายอยในกระเพาะอาหาร จึงไมสงผลกระทบตอจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบ
ทางเดินอาหาร ทนตอคาพีเอชตางๆ และความรอนท่ีอุณหภูมิตางๆ บางชนิดมีฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือ
กวาง สามารถยับยั้งเช้ือท่ีกอใหเกิดโรคและเช้ือท่ีทําใหอาหารเนาเสีย และควบคุมการสรางโดยยีนท่ี
อยูบนพลาสมิด จึงงายตอการทําการปรับแตงทางพันธุกรรม (genetic manipulation) (Galvez et al., 
2007) 

 
Thomas et al. (2000) รายงานการศึกษาการประยุกตสารแบคเทอริโอซินเปนสารถนอม

อาหารชีวภาพ พบวาแบคเทอริโอซินชวยในการยืดอายุการเก็บของอาหาร สามารถทําลายจุลินทรีย
กอโรคท่ีปนเปอนในอาหาร และลดความเส่ียงของผูบริโภคในการรับประทานอาหาร ลดการทําให
อาหารเนาเสีย สงผลใหเศรษฐกิจดีขึ้น ลดการใชสารเคมี และสามารถนําไปใชกับอาหารท่ีไมผาน
ความรอนหรือผานความรอนเพียงเล็กนอยเพ่ือชวยใหอาหารคงคุณคา ทําใหอาหารนารับประทาน 
และเปนท่ียอมรับของผูบริโภค  

. 
5.  การทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ ์
 
 โดยท่ัวไปแบคเทอริโอซินท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสรางจะถูกปลอยออกนอกเซลลสูอาหาร
เล้ียงเช้ือ ดังนั้นในการทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ ขั้นแรกตองทําการแยกสารแบคเทอริโอซิน 
ออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงมีวิธีการตางๆ กันเชน การดูดซับแบคเทอริโอซินดวย  Amberlite            
XAD-16 (Cintas et al., 2000) วิธี Vacuum concentration (Upreti and Hinsdill, 1973) การ
ตกตะกอนแบบลําดับสวนดวยเกลือ (Salt fractionation precipitation) เชน การตกตะกอนดวย 
ammonium sulfate (Muriana and Luchansky, 1993) การใชกรดตกตะกอน (Acid precipitation) 
หรือ การใช organic solvents (Hastings et al., 1991) การปรับพีเอชท่ีเหมาะสมใหแบคเทอริโอซิน
ดูดซับบนผิวเซลลผูผลิต (Parente and Ricciardi, 1999) เปนตน ซ่ึงแตละวิธีจะมีขอดีขอเสียแตกตาง
กันไป อยางไรก็ตามแบคเทอริโอซินท่ีแยกออกมาจากอาหารเล้ียงเช้ือ อาจนําไปทําใหมีความ
บริสุทธ์ิสูงขึ้นดวยวิธีการโครมาโตกราฟแบบตางๆ เชน size exclusion (gel filtration), adsorption 
(ion exchange), hydrophobic interaction (reversed-phase) chromatography (HIC) (Muriana and 
Luchansky, 1993) 
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Amberlite XAD-16 เปนเรซินประเภท non-ionic hydrophobic cross-linked polymer มี
คุณสมบัติในการดูดซับสารประเภท hydrophobic compound ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลนอยถึงประมาณ 
40,000 Dalton จากสารละลาย polar solvent หรือ volatile organic compound และมีโครงสรางเปน 
aromatic polymer และมีพ้ืนท่ีผิวมากเนื่องจากรูบริเวณผิวของเม็ดเรซิน ทําใหสามารถดูดซับสาร
ตางๆไดดี (http://www.advancedbiosciences.com) สําหรับสารแบคเทอริโอซินซ่ึงมีประจุบวกและมี
ความเปน hydrophobic สูง จึงดูดซับบน amberlite ไดดี และมีการใชเรซินนี้ในการแยกสาร           
แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกหลายชนิด เชน enterocin A และ enterocin B ท่ี
ผลิตจาก E. faecium T136 (Casaus et al., 1997), enterocin P และ enterocin Q ท่ีผลิตจาก                 
E. faecium L50 (Cintas et al., 2000), lacticin Z ท่ีผลิตจาก L. lactis QU 14 (Iwatani et al., 2007) 
หลังจากการดูดซับบนผิวของเม็ดเรซิน จะทําการชะสารท่ีดูดซับออกจากเรซินโดยใช solvent      
สารแบคเทอริโอซินท่ีไดจะมีความบริสุทธ์ิบางสวนและมีความเขมขนสูงขึ้นแตกตางกัน เชน 
Jumriagrit (2004) ใช Amberlite XAD-16 ในการดูดซับแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Lactobacillus. 
plantarum PMU33 และทําการชะสารแบคเทอริโอซินออกดวย 70% 2-propanol พบวาคากิจกรรม
ของแบคเทอริโอซินเพ่ิมขึ้น 2 เทา จาก 3,200 AU/ml เปน 6,400 AU/ml เชนเดียวกับ Pilasombut 
(2006) ทําการดูดซับแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากเช้ือ Lactobacillus salivarius K4 ดวย Amberlite 
XAD-16 และชะสารออกดวย 70% isopropanol ท่ีผสม 0.1% Trifluroacetic acid (TFA) พบวาคา
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพ่ิมขึ้น 4 เทา โดยเพ่ิมขึ้นจาก 3,200 AU/ml เปน 12,800 AU/ml  
 
6.  คุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน 
  

แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติท่ีสําคัญดังนี้  
 

6.1 ความเสถียรตอเอนไซมยอยโปรตีน 
 

 แบคเทอริโอซินสามารถถูกยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีนได เนื่องจากแบคเทอริโอซิน
เปนสารประเภท proteinaceous substances ซ่ึงไดมีรายงานวิจัยของ Bennik et al. (1997) พบวาสาร 
pediocin PA-1 ท่ีสรางจาก Pediococcus parvulus จะสูญเสียประสิทธิภาพไปเม่ือยอยดวยเอนไซม 
trypsin, pepsin, -chymotrypsin, papain, protease IX และ proteinase K เชนเดียวกับ Anastasiadou 
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(2008b) ท่ีพบวา pediocin SM-1 ซ่ึงสรางจาก P. pentosaceus Mees 1934 จะสูญเสียสภาพเม่ือยอย
ดวยเอนไซม pepsin, papain, trypsin, proteinase K และ -chymotrypsin แตแบคเทอริโอซินบาง
ชนิดอาจไมสามารถถูกยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีนไดหมด เพราะภายในโมเลกุลของ                    
แบคเทอริโอซินนอกจากจะมีองคประกอบของโปรตีนแลวยังพบองคประกอบของสารประเภท 
คารโบไฮเดรต ไขมัน หรือ ฟอสฟอรัส ซ่ึงแบคเทอริโอซินเหลานี้จะถูกยอยสลายไดโดย glycolytic 
(α-amylase) lipolytic (lipase) และ phospholipolytic (phospholipase) เชน bacteriocin 466 ท่ีสราง
เช้ือ Lactobacillus fermenti 466 มีลักษณะเปน lipocarbohydrate protein complex และคากิจกรรม
การยับยั้งของแบคเทอริโอซินถูกทําลายหมดเม่ือนํามาทดสอบกับเอนไซม trypsin แตคากิจกรรม
การยับยั้งถูกทําลายลดลงเหลือเพียงครึ่งหนึ่งของคากิจกรรมท้ังหมด เม่ือนํามาทดสอบเอนไซม 
pepsin (De Klerk and Smit, 1967) สวนแบคเทอริโอซินท่ีมีองคประกอบเปน glycoprotein เชน 
leuconocin S ท่ีสรางจากเช้ือ Leuconostoc paramesenteroides พบวาสามารถถูกยอยไดดวยเอนไซม 
α-amylase, trypsin, α-chymotrypsin, protease และ proteinase K (Lewus et al., 1992) 

 
จากคุณสมบัติของแบคเทอริโอซินในการถูกทําลายดวยเอนไซมในกลุม proteolytic หรือ 

เอนไซมจากระบบทางเดินอาหารหรือเอนไซมจากตับ อาจนําแบคเทอริโอซินมาประยุกตเปนสาร
ถนอมอาหารชีวภาพในอาหารสําหรับมนุษยหรือสัตว ซ่ึงแบคเทอริโอซินจะไมสงผลตอเช้ือประจํา
ถ่ินท่ีอาศัยอยูในลําไสของผูบริโภค 

 
6.2 ความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดาง 

 
 คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินมักจะลดลง เม่ือมีการเปล่ียนคาความเปนกรด-ดาง โดย

สวนใหญแบคเทอริโอซินและ bacteriocin-like substances มักเสถียรในสภาวะท่ีคาพีเอช เปนกรด
และกลาง เชน pediocin 05-10 ท่ีสรางจากเช้ือ Pediococcus pentosaceus 05-10 มีความเสถียรท่ี pH 
2-8 และคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินจะลดลงท่ี pH 10-12 (Huang et al., 2009) 
เชนเดียวกับ Mandal et al. (2008) พบวา สารแบคเทอริโอซินท่ีสรางโดย P. acidilactici LAB 5 มี
ความเสถียรท่ี pH 2-8 นอกจากนี้สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ Pediococcus หลายๆสายพันธุ 
ไมมีความเสถียรท่ีสภาวะดาง เชน pediocin N5p, pediocin PA-1, pediocin ST-18, pediocin NV 5 
และ pediocin K23-2 (Strasser de Saad et al., 1995; Bennik et al., 1997; Todorov and Dicks, 2005; 
Mandal et al., 2008; Shin et al., 2008) แตมีงานวิจัยของ Albano et al. (2007) พบวาแบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตจากเช้ือ P. acidilactici HA-6111-2 และ P. acidilactici HA-5692-3 มีความเสถียรท่ีสุดท่ี pH 6 
และความเสถียรจะลดลงท่ี pH สูงหรือต่ํากวา 6  
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6.3 ความเสถียรตอความรอน 
 

 การทนความรอนเปนคุณสมบัติหลักของแบคเทอริโอซิน ซ่ึงแบคเทอริโอซินแตละชนิด
จะมีความสามารถในการทนความรอนท่ีอุณหภูมิแตกตางกันไป โดยแบคเทอริโอซินท่ีสามารถทน
ความรอนไดตั้งแตอุณหภูมิ 60 ถึง 100 องศาเซลเซียส มากกวา 30 นาที เชน lactocin S, lactocin 27, 
carnobacteriocin A และ B เปนตน สวนแบคเทอริโอซินท่ีสามารถ ทนความรอนไดถึง                         
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-60 นาที เชน pediocin PD-1 ท่ีผลิตจากเช้ือ P. damnosus NCFB 
1832 (Green et al., 1997) pediocin F ท่ีผลิตจากเช้ือ P. acidilactici F (Osmanagaoglou et al., 1998) 
pediocin ST-18 ท่ีผลิตจากเช้ือ P. pentosaceus ST-18 (Todorov and Dicks, 2005) pediocin SA-1 
สรางจากเช้ือ P. acidilactici NRRL B5627 (Anastasiadou et al., 2008a) pediocin SM-1 สรางจาก
เช้ือ P. pentosaceus Mees 1934 (Anastasiadou et al., 2008b) pedocin 05-10 ท่ีสรางจากเช้ือ P. 
pentosaceus 05-10 (Huang et al., 2009) ความสามารถในการทนความรอนของแบคเทอริโอซินแต
ละชนิดอาจขึ้นอยูกับโครงสรางท่ีมีลักษณะเปนกอนกลม (small globular) ของแบคเทอริโอซินและ
การเกิด strongly hydrophobic regions เชน lactacin F, lactococcin A และ nisin เปนตน หรือ การ
เกิด stable cross-linkages เชน nisin, lactocin 481, lactocin S หรือแบคเทอริโอซินบางชนิด
ประกอบดวย glycine ในปริมาณมาก เชน diplococcin, lactacin F, lactacin 27 และ lactacin A เปน
ตน (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 
7.  ผักและผลไมสด (Fresh Vegetables and Fruits)  
 

โดยท่ัวไปผักและผลไมสดท้ังกอนและหลังการเก็บเกี่ยว อาจพบจุลินทรียปนเปอน
หลากหลายชนิดท้ัง แบคทีเรีย รา ยีสต ไวรัส และโปรโตซัว โดยจุลินทรียเหลานี้อาจปนเปอนมา
ตั้งแตแปลงเพาะปลูก ระหวางการเก็บเกี่ยว หลังการเก็บเกี่ยว ระหวางการขนสง และระหวางการ
เก็บรักษา โดยแหลงปนเปอนท่ีสําคัญอาจมาจากดิน ปุยหมัก น้ําท่ีใชรด ส่ิงแวดลอม อุปกรณและ
เครื่องมือ ภาชนะบรรจุ รถขนสง และคนงานท่ีสัมผัสกับผักและผลไมนั้น ซ่ึงปริมาณการปนเปอน
จะมากหรือนอยขึ้นอยูกับ การจัดการในระหวางการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว การเก็บรักษา ชนิดและ
ลักษณะทางกายภาพของผักและผลไมนั้น ซ่ึงจุลินทรียปนเปอนเหลานี้จะสงผลตอคุณภาพของผัก
และผลไม รวมไปถึงอายุการเก็บรักษาดวย (Brackett, 1999) โดยเฉพาะอยางยิ่งถาจุลินทรียปนเปอน
เปนจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค ผูบริโภคจะมีความเส่ียงจากอาหารเปนพิษได 

  
 



 28

7.1 ผักสดพรอมบริโภค 
 

 ปจจุบันความตองการบริโภคผักสลัดพรอมบริโภค (ready to eat salad) ไดรับความ
สนใจเพ่ิมมากขึ้น เนื่องจากผูบริโภคใหความสําคัญและใสใจในการเลือกรับระทานอาหารท่ีดีตอ
สุขภาพ อีกท้ังสะดวกในการเลือกซ้ือ และสามารถบริโภคไดเลยโดยไมตองผานการเตรียมเหมือน
อาหารสดประเภทอ่ืน ผักสดเหลานี้จะผานกระบวนการแปรรูปนอยมาก (minimally processes) 
สวนใหญจะเปนเพียงการลางและตัดแตง แลวนําไปวางขายท่ีอุณหภูมิตูเย็นเทานั้นโดยไมผาน
กระบวนการแปรรูปใดๆอีก  

 
7.2 การปนเปอนของจุลินทรียในผักสด 
 

 7.2.1 จุลินทรียกอโรค 
 

ผักสดหลายชนิดสามารถตรวจพบจุลินทรียกอโรคไดและอาจพบจุลินทรียกอโรค
ตางสายพันธุกัน ดังแสดงในตารางท่ี 6  
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ตารางที่ 6  จุลินทรียกอโรคท่ีพบในตัวอยางผักสดประเภทตาง ๆ  
 

Vegetable Pathogen Vegetable Pathogen 
Alfalfa sprouts Aeromonas, Salmonella, 

Bacillus cereus 
Green onion Salmonella 

Alfalfa seeds Salmonella Leafy vegetables Campylobacter 
Artichoke Salmonella Lettuce L. monocytogenes, 

Campylobacter, 
Salmonella, 
Staphylococcus, 
Aeromonas 

Asparagus Aeromonas Mungbean sprouts Salmonella 
Bean sprouts L. monocytogenes, Salmonella  Mushrooms C. jejuni 
Beet leaves Salmonella Mustard cress Salmonella 
Broccoli Aeromonas Mustard sprout B. cereus 
Cabbage L. monocytogenes, E. coli 

0157:H7, Vibrio cholerae, 
Salmonella,  

Parsley Campylobacter, Shigella, 
Staphylococcus, 
Salmonella 

Carrots Staphylococcus Pepper Campylobacter, 
Aeromonas, Salmonella 

Cauliflower Salmonella Potatoes L. monocytogenes 
Celery Aeromonas, E. coli 0157:H7 Prepacked salads Campylobacter,  

L. monocytogenes 
Chili Salmonella Radish L. monocytogenes, 

Staphylococcus 
Cilantro Salmonella Salad greens Salmonella, S. aureus 
Coriander E. coli 0157:H7, Salad vegetables Shigella, S. aureus,  

L. monocytogenes, 
Y. enterocolitica 

Cress sprout E. coli 0157:H7, Seed sprouts Staphylococcus 
Cucumber B. cereus, L. monocytogenes Soybean sprouts B. cereus 
Egg plant L. monocytogenes Spinach Campylobacter, 

Salmonella, Aeromonas 
Endive Salmonella Sprouting seeds B. cereus 
Fennel Salmonella Tomato L. monocytogenes 
 
ที่มา: Adapted from Beuchat (2002) 
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 7.2.2 จุลินทรียท่ีทําใหเกิดการเนาเสีย 
 

ตามปกติผักพรอมบริโภคจะมีอายุการเก็บประมาณ 7-14 วัน ท้ังนี้ขึ้นอยูกับชนิด
ของผัก (Garcia-Gimeno and Zurera-Cosano, 1991) แบคทีเรยีท่ีทําใหเกิดการเนาเสียท่ีพบมากในผัก
และผลไมพรอมบริโภคท่ีมีการเก็บรักษาในอุณหภูมิต่ําไดแก Pseudomonas fluorescens, Erwinia 
spp. และ Leuconostoc mesenteroides  

 
ในกระบวนการแปรรูปผักผลไมมีการใชมีดในการตัดแตงผัก ทําใหเนื้อเยื่อผักเกิดบาดแผล

จึงทําใหจุลินทรียสามารถเขาไปใชสารอาหารในเนื้อเยื่อผักในการเจริญเติบโตได (King et al., 1991; 
Zagory, 1999) จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตเอนไซม pectinolytic ยอยสลายเซลลพืช และดูดซึม
สารอาหารไปใชในการเจริญ แบคทีเรียแกรมลบท่ีผลิตเอนไซม pectinolytic คือ Erwinia spp. และ 
Pseudomonas spp. เอนไซม pectinolytic ท่ีแบคท่ีเรียผลิตไดแก pectin lyases, pectate lyase, 
polygalacturonase และ pectin methyl esterases สวนแบคทีเรียแกรมบวก เชน Leuconostoc 
mesenteroides ก็สามารถสรางเอนไซม pectinolytic ได (Juven et al., 1985) ผลจากการยอยสลาย
โดยเอนไซมจากจุลินทรียทําใหเกิดอาการ soft-rot, spots หรืออาการอ่ืนๆท่ีสามารถมองเห็นได 
(Ragaert et al., 2007) นอกจากนี้การเก็บรักษาโดยใชอุณหภูมิต่ํายังสงผลให psychrotrophic 
microorganisms เจริญเติบโตไดดี (Zagory, 1999)   

 
 7.2.3 แบคทีเรียกรดแลคติก 

 
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดในผักและผลไมเชนกัน เนื่องจากแบคทีเรีย

กลุมนี้พบไดท่ัวไปในสภาพแวดลอมธรรมชาติ แมวาบทบาทของเช้ือจะไมเดนชัดวาทําใหผักหรือ
ผลไมเกิดการเปล่ียนแปลงทางดานกายภาพอยางไร ตางจากแบคทีเรียกลุมท่ีทําใหเกิดการเนาเสีย ซ่ึง
มักจะทําใหผักหรือผลไมเกิดการเนาเละได ทําใหอายุการเก็บส้ันลง   

 
ในอาหารประเภทท่ีผานกระบวนการนอยๆ แบคทีเรียกรดแลคติกมักอาศัยอยูบริเวณพ้ืนผิว

ของผัก โดยพบบริเวณใบมากกวาบริเวณดอกหรือกิ่ง ในพืชประเภทหัว เชน กระหลํ่าปลี พบ
แบคทีเรียกรดแลคติกบริเวณใบช้ันในมากกวาบริเวณใบช้ันนอก (Maxcy, 1978) ปริมาณของ
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในผักอยูในชวง 10-1000 เซลลตอกรัม หรือคิดเปน 0.01-1.0 เปอรเซ็นต 
ของจํานวนแบคทีเรีย ท้ังหมด ปริมาณเช้ือจะเพ่ิมมากขึ้นตามอายุของพืชท่ีเ ช้ืออาศัยอยู                
Beck (1978) พบเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสูงถึง 107 CFU/g ในขาวโพดท่ีโตเต็มท่ี สวนในผักสลัด 
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Heard (1999) รายงานวาพบเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกปริมาณ 102 CFU/g ใน chicory ท่ีผานการตัด
แตงและปริมาณ 108 CFU/g ในผักสลัดรวม โดยปริมาณเช้ือท่ีพบในผักขึ้นอยูกับ ฤดูเก็บเกี่ยว       
ภูมิประเทศ ปริมาณแสงอัลตราไวโอเลต อุณหภูมิ  และสารอาหาร ซ่ึงชนิดของแบคทีเรีย                     
กรดแลคติกท่ีพบมากในผักมีดังนี้ L. brevis, L. casei, L. plantarum, L. arabinosus, L. buchneri,              
L. fermentum, L. mesenteriodes, P. acidilactici, P. pentosaceus, Enterococcus faecalis, E. faecalis 
var. liquefaciens, E. faecium, L. lactis (Daeschel et al., 1987) โดยสายพันธุ Leuconostoc spp. พบ
มากท่ีสุด คิดเปน 80% ของแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมด ซ่ึงกอใหเกิดการเนาเสียของผักโดยการ
สรางเอนไซม pectic มายอยเนื้อเยื่อของพืช ทําใหเกดิอาการเนาเละในพืช (Lund, 1992)   
 

แบคทีเรียกรดแลคติกนอกจากจะทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพของผักสด บาง
ชนิดอาจชวยยับยั้งจุลินทรียอ่ืน Visser et al. (1986) รายงานวา แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจาก
พืชสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ คือ Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ได 
กลาวคือเม่ือทําการฉีดพนเช้ือ P. syringae Ps2 ลงบนตนถ่ัวพบวาตนถ่ัวมีอาการของโรค halo blight 
เกิดขึ้นและเม่ือทําการฉีดพนเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก L. plantarum ลงไปพบวาอาการของโรค halo 
blight หายไปตนไมมีอาการดีขึ้น แสดงวาแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสรางสารยับยั้งการเจริญ
ของ P. syringae ได 

 
7.3 โรคอาหารเปนพิษท่ีเกิดจากการบริโภคผักและผลไม 
 

 ระบาดวิทยาของโรคท่ีเกิดจากการรับประทานผักและผลไมสด มีมากขึ้นในชวง 2-3 ป
มานี้ โดยเช้ือกอโรคท่ีปนเปอนในผักท่ีสําคัญ คือ Listeria monocytogenes, Escherichia coli และ                     
Salmonella spp. เช้ือเหลานี้พบไดในธรรมชาติ อุจจาระมนุษยและมูลสัตว การปนเปอนของเช้ือเกิด
ในระหวางกระบวนการเพาะปลูก ระหวางท่ีมีการเก็บเกี่ยว กระบวนการผลิต การขนสง หรือ
ระหวางท่ีมีการปรุงอาหาร รวมท้ังจาก นกและแมลงท่ีเปนพาหะ  
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 7.3.1 Listeria monocytogenes  
 

1) อนุกรมวิธานของ Listeria monocytogenes 
  

Listeria monocytogenes มีรูปรางทอน ไมสรางสปอร เจริญไดในท่ีมีและไมมี
อากาศ (facultative anaerobe) ผลิตเอนไซมคะตะเลส เคล่ือนท่ีโดยมีแสรอบตัว (peritrichous 
flagella) (สุมณฑา, 2549) สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิกวาง ตั้งแตตํ่ากวา 1 ถึง 50 องศาเซลเซียส 
แตอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 30 และ 37 องศาเซลเซียส แบคทีเรียชนิดนี้สามารถ
อยูรอดไดในสภาวะแชแข็ง แตจะถูกทําลายท่ีอุณหภูมิระดับพาสเจอรไรส ท่ีอุณหภูมิมากกวา         
61.5 องศาเซลเซียส เซลลสามารถเจริญไดในชวงความเปนกรด-ดาง 4.0-9.5 ในอาหารท่ีมีโซเดียม
คลอไรดรอยละ 10 และคาวอเตอรแอกติวิตี ้(water activity, AW) ตํ่าสุดท่ีเจริญไดอยูในชวง 0.9-0.97 
(Robinson et al., 2000; Marriott, 1997) อยูรอดไดในส่ิงแวดลอมท่ัวๆไป เชน สภาวะท่ีเย็น สภาวะท่ี
เปนกรด หรือสภาวะท่ีมีเกลือ L. monocytogenes ทํา ใหเกิดโรคลิสเทอริโอซิส (Listeriosis) ในคน 
โดยมีผลรายแรงตอสตรีท่ีตั้งครรภ อาการของโรคจะมีลักษณะเหมือนไขหวัด เปนไข ปวดหัว ทําให
เกิดอาการแทงของตัวออน ทารกตายหรือคลอดกอนกําหนด หรือเยื่อหุมสมองอักเสบในเด็กทารก
เพ่ิงคลอดหรือในผูใหญ (Rocourt and Cossart, 1997) ทารกท่ีเพ่ิงเกิดและมีการติดเช้ือจากโรคลิ
สเทอริโอซิสมีโอกาสเสียชีวิตประมาณรอยละ 30 และ ทารกท่ีติดเช้ือใน 4 วันแรกหลังการเกิด
เสียชีวิตไดประมาณรอยละ 50 (Marriott, 1997) ผูใหญท่ีไมไดตั้งครรภนอกเหนือจากมีอาการโรค
ของระบบประสาทและเยื่อหุมสมองอักเสบ ยังเกิดโรคโลหิตเปนพิษและสมองอุดตัน เปนฝเปน
หนอง (Rocourt and Cossart, 1997)  
 

2) สมบัติในการกอโรคของ L. monocytogenes 
 

การทดสอบทางเซรั่มวิทยา (Serology) สามารถจําแนกเช้ือออกเปน 7 สปชีส โดย               
L. monocytogenes เปนสปชีสท่ีทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ แมวาเช้ือ Listeria สปชีสอ่ืน ไดแก           
L. seeligeri, L. welshimeri และ L. ivanovii จะเคยพบวาเกี่ยวของกับโรค listeriosis ดวย แตมีโอกาส
เกิดขึ้นไดนอยกวา L. monocytogenes (สุมณฑา, 2549) ในระหวาง Listeria 7 สายพันธุ                      
L. monocytogenes เปนแบคทีเรียกอโรคท่ีมีความสําคัญตอมนุษยมากท่ีสุด ปจจัยกอโรคท่ีสําคัญของ 
L. monocytogenes คือ ลิสเทอริโอไลซินโอ (listeriolysin O, LLO) LLO มีนํ้าหนักโมเลกุล                  
60,000 ดาลตัน ประกอบดวยกรดอะมิโน 504 ชนิด สวนใหญจะถูกผลิตขึ้นในระหวางการเจริญชวง
เอกซโปแนนเชียล โดย LLO จะมีระดับสูงสุดหลังจากเซลลเจริญได 8-10 ช่ัวโมง LLO เปนสารท่ีทํา
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ใหเกิด β-hemolyis ในเม็ดเลือดแดง และทําลายเซลลฟาโกไซติก (phagocytic cells) ท่ีกินเซลล                
L. monocytogenes เขาไป (Jay, 1992) เม่ือบริโภคอาหารท่ีมีการปนเปอนของ L. monocytogenes เขา
สูรางกาย เซลล L. monocytogenes จะผานเขาไปทางลําไสเล็ก แลวมีการเพ่ิมจํานวนเซลลโดยกลไก
ท่ียังไมทราบแนชัด จากนั้นเซลลจะบุกรุกเขาสูเนื้อเยื่อตางๆ ของรางกาย เชน รกของสตรีมีครรภ 
และเขาสูกระแสเลือด ซ่ึงกระแสเลือดจะนําพาเซลล L. monocytogenes แทรกเขาไปในเซลลตางๆ 
ของรางกายแลวทําการขยายจํานวนในเซลลของรางกาย ตอมาเซลล L. monocytogenes จะถูก 
phagocytic cells เชน macrophage กินเขาไป แตเนื่องจาก L. monocytogenes สามารถอยูรอดและ
เพ่ิมจํานวนเซลลไดใน phagocytic cells ดังนั้น L. monocytogenes จะทําลาย macrophage ทําให
เซลลของ L. monocytogenes ถูกปลดปลอยออกมาในไซโตพลาสซึม จากนั้นเซลลของ                                
L. monocytogenes จะถูกลอมรอบดวยแอกติน (actin) และมีการสรางเอฟแอกติน (F-actin) ซ่ึงทําให 
L. monocytogenes สามารถเคล่ือนไหวและแพรกระจายไปยัง macrophage ท่ีอยูใกลได การท่ี 
macrophage ถูกยอยเปนผลเนื่องมาจาก LLO ท่ี L. monocytogenes ผลิตออกมา เนื่องจาก LLO 
สามารถจับกับเยื่อหุมเซลลท่ีมีคอเลสเทอรอลและสรางโมโนเมอรท่ีเปนพิษ จึงทําใหเกิดการรั่วของ
เซลลและทําใหเซลลตาย (Jay, 1992) 

 
 7.3.2 การปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes ในผักและผลไม 

 
L. monocytogenes พบไดท่ัวไปในธรรมชาติ เชน น้ํา ดิน สามารถปนเปอนมาใน

ผักสดผานทาง น้ําท้ิง ซากสัตว มูลสัตว แมลง และนก รวมท้ังอุปกรณท่ีใชในการเพาะปลูก เปนตน 
นอกจากนี้คนก็สามารถเปนแหลงแพรเช้ือได วงจรการปนเปอนของเช้ือนี้ในผักดังแสดงในภาพท่ี 4 
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ภาพที่ 4  วงจรการปนเปอนของเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักสด  
 
ที่มา: Beuchat (1996) 

 
การปนเปอนของเช้ือ Listeria monocytogenes ในผักสวนใหญมักพบการปนเปอนในผักท่ีมี

การสัมผัสกับพ้ืนดินท่ีใชในการเพาะปลูก โดยมีรายงานวามันฝรั่งและผักกาดหัวพบการปนเปอน
ของเช้ือมากท่ีสุด (Heisick et al., 1989; Farber et al., 1989)  

 
สําหรับประเทศไทยไดมีรายงานการศึกษาของ อดิศรและปรีชา (2538) ซ่ึงไดทําการ

วิเคราะหเช้ือ Salmonella spp.และ Listeria spp.ในผักสดพรอมบริโภคและในอาหารพ้ืนเมืองของ
ไทย เชน กระหลํ่าปลี ผักกาดหอม ใบสะระแหน และใบแมงลัก พบเช้ือ Listeria spp.จากตัวอยางผัก 
3 ตัวอยาง คือ กะหลํ่าปลี สะระแหน ผักชี และเม่ือทําการจัดจําแนกชนิดของเช้ือ พบวาเปน Listeria 
innocua แมวา L. innocua เปนสายพันธุท่ีไมกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภค แตการตรวจพบเช้ือ
ดังกลาวในอาหาร มักบงช้ีถึงความเส่ียงตอการพบเช้ือ L.monocytogenes ในอาหาร เนื่องจากแหลง
ปนเปอนของ L. innocua และ L.monocytogenes มักพบในแหลงเดียวกัน Little et al. (1997) ทําการ
สํารวจการปนเปอนของเช้ือ Listeria spp.ในผักพรอมบริโภคจํานวน 2,276 ตัวอยาง พบการ
ปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes ในผักจํานวน 77 ตัวอยาง ปริมาณเช้ือท่ีพบคือ 10-103 CFU/g 
นอกจากนี้ Sagoo et al. (2001) ไดทําการศึกษาปริมาณของเช้ือ Listeria spp.ท่ีปนเปอนในผักจํานวน 
3,200 ตัวอยาง จํานวน 21 ชนิด จาก 22 ประเทศ พบวาผักจํานวน 6 ตัวอยางมีการปนเปอนของเช้ือ 
Listeria spp.ในปริมาณ 20 ถึง < 104 CFU/g โดยพบเช้ือ L. innocua จาก watercress และเช้ือ             
L. seeligeri จากผักกาดหัว และยังพบ L. monocytogenes ในผักสลัดพรอมบริโภค (Sagoo et al., 
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2003) เชนเดียวกับการศึกษาของ Thunberg et al. (2002) ไดสํารวจการปนเปอนของเช้ือ Listeria 
spp.ในผักจํานวน 127 ตัวอยาง พบวาผัก 25 ตัวอยางคิดเปน 19.7% พบเช้ือ Listeria spp.โดยมันฝรั่ง
และ field cress จํานวน 6 ตัวอยางพบการปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes 

 
 7.3.3 ระบาดวิทยาของ L. monocytogenes 

 
การระบาดของโรค listeriosis ท่ีเกิดจากการรับประทานผักไดมีรายงานการศึกษา

ครั้งแรกโดย Blenden and Szatalowicz (1967) จากขอมูลในระหวางป 1933-1966 พบวามีผูปวยถึง 
731 ราย สาเหตุของโรคเกิดจากการรับประทานผักดิบหรือกระหลํ่าปลี ท่ีมีการปนเปอนของเช้ือ 
Listeria monocytogenes ตอมา Ho et al. (1986) ศึกษาการระบาดของโรคในป 1979 พบวามีผูปวย 
23 ราย สาเหตุเกิดจากการรับประทานเซอรารี่ มะเขือเทศ และกระหลํ่าปลี ท่ีเปนสวนประกอบใน
สลัดทูนาท่ีผูปวยรับประทาน และใน ป 1980-1981 มีรายงานการระบาดของโรค listeriosis ใน
ประเทศแคนาดา มีผูปวย 41 ราย เสียชีวิต 18 ราย เปนผูใหญ 2 ราย เด็กทารก 16 ราย สาเหตุเกิดจาก
การรับประทาน coleslaw ท่ีมีสวนประกอบของกระหลํ่าปลีและแครอท ท่ีนํามาประกอบอาหารและ
มีการปนเปอนของ L. monocytogenes จากมูลแกะ ซ่ึงเม่ือนําอาหารมาแชไวท่ีอุณหภูมิต่ําเปน
เวลานานจะชวยสงเสริมการเจริญของเช้ือท่ีอยูในผักไดดี ทําใหเช้ือสามารถเพ่ิมจํานวนและกอโรค
ไดในท่ีสุด (Bell and Kyriakides, 2005)  

 
ในประเทศไทยไดมีรายงานการพบผูปวยจากโรค listeriosis โดย Rusemeechan (1994) พบ

ผูปวยท่ีติดเช้ือ L. monocytogenes จํานวน 2 ราย เปนเพศชาย ประกอบอาชีพเกษตรกร มีอาการติด
เช้ือในกระแสเลือด พบเยื่อหุมสมองอักเสบ และเสียชีวิตเนื่องจากระบบหายใจลมเหลว  

 
8.  การควบคุมการปนเปอนของจุลินทรียในผักและผลไมสด 
 

ปจจุบันความตองการบริโภคผักประเภทพรอมบริโภค ไดรับความนิยมเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ 
อยางไรก็ตามมีรายงานระบาดวิทยาของอาหารเปนพิษท่ีเกิดจากผักพรอมบริโภคมากขึ้นตามไปดวย 
ดังนั้นจําเปนตองมีวิธีการจัดการวัตถุดิบ เพ่ือลดการปนเปอนของเช้ือจุลินทรียท้ังท่ีทําใหเนาเสียและ
กอใหเกิดโรค  

แมวา การปองกันการปนเปอนตั้งแตเริ่มแรกของกระบวนการผลิตจะเปนวิธีท่ีดีท่ีสุดในการ
ลดจํานวนจุลินทรีย แตวิธีการนี้อาจไมเพียงพอ จําเปนตองมีการลางและการสุขาภิบาลของแหลง
ผลิตอยางมีประสิทธิภาพ นอกจากนี้การกําจัดเช้ือปนเปอนในผัก สามารถทําไดหลายวิธี แตวิธีท่ี
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นิยมใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน ไดแก การใชสารเคมีฆาเช้ือ (chemical sanitizer) ประเภท 
sodium hypochlorite solution (150 ppm), chlorine dioxide, hydrogen peroxide, organic acid เปน
ตน ซ่ึงประสิทธิภาพในการกําจัดเช้ือขึ้นกับลักษณะทางกายภาพของผัก ระยะเวลาในการฆาเช้ือและ
ความเขมขนของสารฆาเช้ือ (Parish et al., 2003) 

 
 การควบคุมการปนเปอนของจุลินทรียในผักและผลไมอาจทําไดหลายวิธีท้ังทางกายภาพ 
เคมีและชีวภาพ (Parish et al., 2003) ดังแสดงในตารางท่ี 7 อยางไรก็ตามแตละวิธีมีขอจํากัด เชนการ
ใชวีธีทางกายภาพ อาจมีผลกระทบตอลักษณะทางกายภาพของผักสด อาจทําใหเกิดการชํ้า เสียหาย 
และอายุการเก็บส้ัน สวนวิธีทางเคมี อาจมีผลกระทบจากปญหาสารตกคาง ถาใชในปริมาณท่ีไม
เหมาะสม สงผลเสียตอสุขภาพของผูบริโภค สวนวิธีทางชีวภาพปจจุบันไดรับความสนใจมากขึ้น 
และนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีทดแทนวิธีทางเคมีได 
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ตารางที ่7  วิธีการควบคุมเช้ือจุลินทรียในผักสด 
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ตารางที ่7  (ตอ)  
 

 
 
ที่มา: Parish at al. (2003)
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8.1 การใชชีววิธีในการควบคุมจุลินทรียปนเปอนในผักสด 
 

 ปญหาการเนาเสียและการปนเปอนของเช้ือกอโรคในอาหารยังคงเปนปญหาสําคัญใน
ระบบอุตสาหกรรมการผลิตอาหารท่ัวโลก ซ่ึงสงผลใหเกิดการสูญเสียทางเศรษฐกิจและเกิดปญหา
ทางดานสุขภาพตอผูบริโภค ผูผลิตจึงนําสารถนอมอาหารมาใชในระบบการผลิต แตปจจุบันกระแส
ความตองการอาหารท่ีผานกระบวนการนอยๆ และปราศจากการปนเปอนของสารเคมีไดเปน
ประเด็นสําคัญในการเลือกซ้ือของผูบริโภค ผูผลิตจึงหันมาใหความสําคัญกับสารถนอมอาหาร
ประเภทชีวภาพมากขึ้น จึงมีการนําแบคทีเรียกรดแลคติกหรือสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย
แบคทีเรียกรดแลคติกมาใชเปนสารถนอมอาหารชีวภาพ (biopreservative) เพ่ือเพ่ิมความปลอดภัย
ใหกับผูบริโภค 

 
การถนอมอาหารโดยวิธีชีวภาพ (biopreservative) หมายถึง การยืดอายุการเก็บหรือการ

สงเสริมความปลอดภัยของอาหารโดยใชจุลินทรียธรรมชาติ หรือสารท่ีจุลินทรียผลิตขึ้น แบคทีเรีย
กรดแลคติกเปนจุลินทรียหลักท่ีมีศักยภาพในการนํามาเปนสารถนอมอาหารชีวภาพเนื่องจากมีความ
ปลอดภัยตอผูบริโภคและเปนแบคทีเรียท่ีพบไดในอาหารท่ัวไป (Stiles, 1996)   

 
การนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาประยุกตในการถนอมอาหารและใชในอาหารมีมากวาพันป 

เชน การนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาใชในการผลิตโยเกิรตและเนื้อหมักประมาณ 1500 ปกอน
คริสตกาล และนํามาใชในผักหมักเปนเวลา 300 ปกอนคริสตกาล ชวยยืดอายุของอาหารและการ
สรางกล่ินรสท่ีดี (De Vuyst and Vandamme, 1994) ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถถนอมอาหาร
ไดโดยการแขงขันการเจริญเติบโต (competitive growth) กับแบคทีเรียชนิดอ่ืน หรือการสรางสาร
ท่ีมาจากเมแทบอลิซึมรวมท้ังแบคเทอริโอซิน (Stiles, 1996) ปจจุบันไดมีงานวิจัยเกี่ยวกับการนํา
แบคทีเรียกรดแลคติกและแบคเทอริโอซินมาประยุกตในอาหารมากมาย โดย Bennik et al. (1999) 
พบวา mundticin ท่ีสรางโดย E. mundtii สามารถลดจํานวนเช้ือ L. monocytogenes ท่ีปนเปอนใน 
mungbean sprout เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ได 3.2-3.5 LogCFU/ml ภายในเวลา 3 วัน
แสดงวา mundticin มีประสิทธิภาพในการนํามาใชเปนสารถนอมอาหารชีวภาพใน mungbean 
sprouts โดยสามารถนํามาใชในขั้นตอนการลางผักหรือเคลือบสารแบคเทอริโอซินลงบนพ้ืนผิวของ
ผักก็ได Vescovo et al. (1995) รายงานวาสารท่ีสรางจากเช้ือ L. casei มีประสิทธิภาพในการลด
จํานวนเช้ือพวก coliform หรือ enterococci ท่ีปนเปอนในผักสลัดพรอมบริโภคเม่ือบมท่ีอุณหภูมิต่ํา 
Cai et al. (1997) ทําการเติม L. lactis HPB1688 ท่ีมีความสามารถในการสราง nisin Z ลงในผักสลัด
พรอมบริโภค เพ่ือควบคุมการเจริญของเช้ือ L. monocytogenes พบวาสามารถลดจํานวนเช้ือลงได 
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10 เทาภายหลังจากบมท่ีอุณหภูมิ 7 และ 10 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 วัน Allende et al. (2007) 
พบวาเม่ือใช nisin รวมกับ coagulin สามารถลดจํานวนเช้ือ L. monocytogenes ท่ีปนเปอนบน
ผักกาดขาวได 3.2-3.5 LogCFU/ml ภายในเวลา 3 วัน เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส Trias et al. 
(2008) พบวาเช้ือ Leuconostoc spp., L. plantarum, Weissella spp.และ L. lactis ท่ีคัดแยกไดจากผัก
และผลไม สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือกอโรคท่ีปนเปอนบริเวณบาดแผลของแอปเปลและ
ผักกาดขาวได โดยสามารถลดเช้ือ S. Typhimurium และ E. coli ได 1-2 Log CFU/g และสามารถ
ทําลายเช้ือ L. monocytogenes ไดหมด นอกจากนี้  Randazzoa et al. (2009) ทําการศึกษา
ประสิทธิภาพของ bacteriocin RUC9 ท่ีผลิตโดย L. lactis RUC9 ในการยับยั้ง เ ช้ือ                           
L. monocytogenes ท่ีปนเปอนใน lettuce iceberg เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน
พบวาสามารถลดจํานวนเช้ือได 2.4 LogCFU/g 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
1.  ตัวอยางผักและผลไม 

 
 ผัก ผลไม ดอกไม และผักสลัดพรอมบริโภค ท่ีวางขายในซุปเปอรมารเกตและตลาดสดใน
เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล ทําการเก็บตัวอยางแบบสุมและเก็บครั้งละ 10 ตัวอยาง โดยทํา
การเก็บในชวงเวลา 16.00-19.00 น. รวมท้ังส้ิน 62 ตัวอยาง  
 
2.  เชื้อจุลินทรีย 
 
 จุลินทรียท่ีใชสําหรับทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินไดรับความ
อนุเคราะหจาก ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กรมวิทยาศาสตรการแพทย สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ 
กรมปศุสัตว และภาควิชาวิทยาศาสตรชีวภาพและเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตร มหาวิทยาลัย      
กิวชิว ประเทศญี่ปุน แสดงในตารางท่ี 8 
 
3.  อาหารเลีย้งเชื้อ  
 

3.1 De Man Rogosa and Sharpe broth (MRS, Merck) 
3.2 De Man Rogosa and Sharpe agar (MRS agar, Merck) 
3.3 De Man Rogosa and Sharpe + 0.75% agar (MRS soft agar, Merck) 
3.4 Tryptic soy broth + 0.6% yeast extract (TSBYE, Merck) 
3.5 Tryptic soy agar + 0.6% yeast extract (TSAYE, Merck) 
3.6 Tryptic soy broth + 0.6% yeast extract + 0.75% agar (TSBYE soft agar, Merck) 
3.7 Potato Dextrose agar (PDA, Merck) 
3.8 Palcam Agar Base + Palcam Selective Supplement (Oxoid) 
3.9 Chromocult  Listeria Selective Agar Base (Merck)   
3.10 Nutrient Agar 
3.11 Nutrient Broth  
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ตารางที่ 8  จุลินทรียเปาหมายหรือจุลินทรียทดสอบ (target strains) ท่ีใชทดสอบการยับยั้งของ
สารแบคเทอริโอซิน 

 

จุลินทรีย อาหารเล้ียงเช้ือ1 
อุณหภูมิในการ

เจริญ (°C) 
1. เช้ือแบคทีเรีย   
     Bacillus coagulans JCM 2257a TSBYE 30 
     Bacillus subtilis JMC 1465a TSBYE 30 
     Bacillus circulans JCM 2504a TSBYE 30 
     Escherichia coli JM 109a TSBYE 37 
     Listeria innocua ATCC 33090a TSBYE 37 
     Listeria monocytogenes DMST 17303b  TSBYE 37 
     Listeria monocytogenes 301b TSBYE 37 
     Micrococcus luteus IFO 12708a TSBYE 30 
     Salmonella Typhimuriumc TSBYE 37 
     Salmonella Enteriticac TSBYE 37 
     Yersinia enterocoliticac TSBYE 37 
     Staphylococcus aureusd TSBYE 37 
2. เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก   
     Enterococcus  faecalis JCM 5803a MRS 30 
     Enterococcus faecium  JCM 5804a MRS 37 
     Enterococcus faecium TUA 1344La MRS 30 
     Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435a MRS 37 
     Lactobacillus plantarum ATCC 14917a MRS 30 
     Lactobacillus sakei subp. sakei JCM 1157a MRS 30 
     Lactococcus lactis  subsp. lactis JCM 763a   MRS 30 
     Leuconostoc  mesenteroides                             

subsp. mesenteroides  JCM 6124a 
MRS 30 

     Pediococcus pentosaceus JCM 5885a MRS 37 
     Pediococcus pentosaceus TISTR 536a MRS 37 
3. เช้ือแบคทีเรียกอโรคในพืช   
     Erwinia carotovora pv. carotovoraed NB 30 
     Erwinia carotovorad NB 30 
     Rastonia solanacearumd NB 30 
     Xanthomonas spp.d NB 30 
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ตารางที่ 8  (ตอ)  
 

จุลินทรีย อาหารเล้ียงเช้ือ1 อุณหภูมิในการ
เจริญ (°C) 

4.  เช้ือรากอโรคในพืช   
     Rhizoctonia solani DOAC 1406d PDA 30 
     Fusarium proliferatum DOAC 0842d PDA 30 
     Pyricularia grisumd PDA 30 
 
หมายเหตุ  a: ภาควิชาวิทยาศาสตรชีวภาพและเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเกษตร มหาวิทยาลัยกิวชิว  

  ประเทศญี่ปุน, b: กรมวิทยาศาสตรการแพทย, c: สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาต ิ                 
  กรมปศุสัตว d: ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร,             
  e: ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
  1TSBYE: Tryptic soy broth + Yeast extract 0.6%; MRS: De Man Rogosa and Sharpe   
  broth; NB: Nutrient Broth, PDA: Potato Dextrose Agar 

 
4.  สารเคมี 
 

4.1 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 5 โมลาร (Anala R, England) 
4.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 โมลาร (Merck) 
4.3 Tween 80 (Lab Centre) 
4.4 แคลเซียมคารบอเนต (Scharlau Chemical S.A.) 
4.5 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต (Ajax Chemicals) 
4.6 เอทานอล (Merck) 
4.7 ไอโซโพรพานอล (Fisher Scientific) 
4.8 ไตรฟลูออโรอะซิติก (Fluka) 
4.9 Amberlite XAD 16 (Sigma) 
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5.  วัสดุและเคร่ืองมือ 
 

5.1 เครื่องช่ังแบบ 2 ตําแหนง (Sartorius BP 1200) 
5.2 เครื่องช่ังแบบ 4 ตําแหนง (Sartorius BP 210S) 
5.3 เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (Meterscan 20pH) 
5.4 หมอนึ่งฆาเช้ือระบบความดันไอน้ํา (Tomy SS-325) 
5.5 ตูบมปรับอุณหภูมิ (Fisher Scientfic Isotemp) 
5.6 ตูเย็น -20 องศาเซลเซียส (Whirlpool) 
5.7 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Gemmyco – YCW-010) 
5.8 เครื่องตีผสมตัวอยาง (Seward-stomacher 400) 
5.9 เครื่องผสม (Vortex-2 Gennnie) 
5.10 เครื่องกวนสารละลายดวยระบบแมเหล็ก (HL Instrument, Magnetic stirrer-MS 115) 
5.11 เครื่องปนเหวี่ยง (Labnet-Spectrafuge) 
5.12 เครื่องแยกสารแบบหมุนเหวี่ยง (centricuge) Fotodyne และ Kokusan รุน H18 
5.13 ตูปลอดเช้ือ (flow dryer mark และ Biohazard Gelman Sciences Australia BH143) 
5.14 เครื่องระเหย Rotary evaporator (Buchi Rotavapor R-200) 
5.15 econo column (BioRad) 
5.16 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง Jenway รุน 6405 UV/Vis 
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วิธีการ 
 
1.  การแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางผัก ผลไม ดอกไม ผักสลัดพรอมบริโภค   

 
นําตัวอยางผัก ผลไม ดอกไม ผักสลัดพรอมบริโภค 25 กรัมใสลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือท่ี

ใชสําหรับตีปนอาหาร เติมสารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือ (0.85% NaCl) ปริมาตร             
225 มิลลิลิตร นําเขาเครื่องตีปน (stomacher) เปนเวลา 1 นาที ทําการเจือจางตัวอยางแบบอนุกรม
ครั้งละ 10 เทา จนไดความเจือจางท่ีเหมาะสม แลวนํามาวิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก
ดวยวิธี spread plate โดยปเปตตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนผิวหนาอาหารแข็ง MRS ท่ีมี 
bromcresol purple (0.004 เปอรเซ็นต) และแคลเซียมคารบอเนต (1 เปอรเซ็นต) ทําการทดลอง        
2 ซํ้าในแตละความเจือจาง นําจานเพาะเช้ือไปบมในสภาวะท่ีเปน facultative anaerobe ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีท้ังหมด ท่ีเปล่ียนสีอินดิเคเตอรจากสีมวง
เปนสีเหลืองจากจานเพาะเช้ือท่ีมีจํานวนโคโลนีอยูระหวาง 25-250 โคโลนี รายงานปริมาณ
แบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมดเปน Log CFU/g  
 

สุมเก็บโคโลนีบนจานเพาะเช้ือและทําใหบริสุทธ์ิโดยการขีดเช้ือ (cross streak) บนอาหาร
แข็ง MRS จนไดเช้ือบริสุทธ์ิ จากนั้นเก็บรักษาเช้ือบริสุทธ์ิในอาหารเหลว MRS ท่ีผสมกลีเซอรอล 
จนไดความเขมขนสุดทายเปน 20 เปอรเซ็นต ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
2.  การศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
นําแบคทีเรียกรดแลคติกซ่ึงคัดแยกไดท้ังหมดจากขอ 1 มาศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐาน

วิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี ตามวิธีการของ Axelsson (1998) ไดแก การติดสีแกรม รูปราง      
การจัดเรียงตัวของเซลล การสรางกาซเม่ือเจริญในอาหารเหลว MRS การเจริญในอาหารเหลว MRS 
ท่ีอุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส การเจริญในอาหารเหลว MRS ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด                 
6.5 และ 18 เปอรเซ็นต การเจริญในอาหารเหลว MRS ท่ีปรับคาพีเอชเปน 4.4 และ 9.6 และรายงาน
ผลเปนเปอรเซ็นตแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีลักษณะดังกลาว 
 
 
 



 46

3.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย 
 

3.1 การเตรียมจุลินทรียทดสอบ 
 

 นําจุลินทรียทดสอบ (ตารางท่ี 8) ท่ีทําการเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสมตอจุลินทรีย
แตละชนิด และบมในอุณหภูมิท่ีเหมาะสม เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเช้ือ 50 ไมโครลิตร ลงใน 
soft agar ท่ีเหมาะสมตอเช้ือแบคทีเรียทดสอบแตละชนิด ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันกอน
นําไปเททับในการทดสอบตอไป 

 
3.2 การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งโดยวิธี Direct spot 

(Schillinger และ Lucke, 1989)  
 
นําแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสุมเก็บไดจากขอ 1 มาปลูกเช้ือแบบจุด (point inoculate) ลงบน

ผิวหนาของอาหารแข็ง MRS นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะ 
facultative anaerobe จนเช้ือเจริญเปนโคโลนีบนผิวหนาอาหาร จากนั้นเททับผิวหนาจานเพาะเช้ือ
ดังกลาวดวยแบคทีเรียทดสอบท่ีเตรียมใน soft agar ตามขอ 3.1 รอใหอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเททับผิวหนา
แข็งตัว จึงนําจานเพาะเช้ือไปบมท่ีอุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียทดสอบนั้นๆ 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจดูบริเวณโซนใส (clear zone) ซ่ึงเกิดขึ้นจากสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกสรางขึ้น รายงานผลเปนบวก ถาเห็นโซนใสของการ
ยับยั้ง 

 
3.3 การทดสอบยืนยันการสรางสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งประเภทแบคเทอริโอซิน โดยวิธี Spot on 

lawn (Ahn และ Stiles, 1990) 
 

 3.3.1 การเตรียมจานเพาะเช้ือท่ีมีแบคทีเรียทดสอบ 
 

นําแบคทีเรียทดสอบท่ีเตรียมในขอ 3.1 เททับลงบนผิวหนาอาหารแข็ง MRS รอ
จนผิวหนาอาหารแข็ง จึงนําไปทําใหผิวหนาอาหารแหง โดยนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที กอนนําไปใชทดสอบตอไป 
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3.3.2 การทดสอบยืนยันการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

นําเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแสดงการยับยั้งจากขอ 3.2 มาเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลว MRS เพ่ือใหแบคทีเรียกรดแลคติกเจริญและสรางสารยับยั้งและปลดปลอยออกมานอกเซลล 
บมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง นําสารละลายเซลลมาทําการปรับคาความ
เปนกรด-ดางเปน 5.5-6.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด หรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
ความเขมขน 5.0 โมลาร จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลลจุลินทรียออก ท่ีความเร็ว 10,000 xg 
นาน 10 นาที นําน้ําเล้ียงเช้ือใสท่ีไดมากรองผานแผนกรองปลอดเช้ือขนาด 0.22 ไมครอน เก็บสวน
ใสท่ีกรองไดใน eppendorf ปลอดเช้ือ จากนั้นปเปตสวนใสท่ีกรองแลว 10 ไมโครลิตร หยดลงบน
จานเพาะเช้ือท่ีมีแบคทีเรียทดสอบตามขอ 3.3.1 รอจนสารละลายใสซึมผานวุน นําจานเพาะเช้ือไป
บมท่ีอุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียทดสอบเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกต
โซนใส (clear zone) ซ่ึงเกิดขึ้นจากการท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสรางสารยับยั้งประเภท                   
แบคเทอริโอซิน 

 
 3.3.3 การหาคากิจกรรมการยับยั้งจุลินทรีย โดยวิธี Critical dilution assays (Yousef, 

2003) 
 

การหาคากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซิน โดยวิธี Critical dilution 
assay นําน้ําเล้ียงเช้ือใสท่ีผานการกรองดวยแผนกรองปลอดเช้ือขนาด 0.22 ไมครอน มาเจือจางแบบ
อนุกรมลําดับละ 2 เทาดวยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ จากนั้นปเปตตัวอยางในแตละความเจือจางปริมาตร  
10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารเพาะเช้ือท่ีมีแบคทีเรียทดสอบตามขอ 3.3.1 รอจนสารละลาย
ใสซึมผานวุน นําจานเพาะเช้ือไปบมท่ีอุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หาคากิจกรรมการยับยั้งจากคาการเจือจางสูงสุดท่ียังคงเห็นบริเวณโซนใส 
(clear zone) ของการยับยั้งชัดเจนและคํานวณคากิจกรรมการยับยั้งตอมิลลิลิตร (Arbitrary Unit, 
AU/ml) จากสมการดังนี้ 

 
AU/ml      =      DFi1000  
                          V 

DFi  =    คาสวนกลับของระดับความเจือจางสูงสุดท่ีพบการยับยั้ง 
                      V =   ปริมาตรของอาหารเล้ียงเช้ือใสท่ีผานการกรอง (µl) 
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4.  การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

นําสายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินมาจําแนกชนิด โดย
การศึกษาหาลําดับเบสของ 16S rDNA ขนาด 500 base pairs โดยสงวิเคราะหท่ีหองปฏิบัติการ    
KU-vector, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร แลวนําขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของ                      
16S rDNA ของสายพันธุอางอิงมาตรฐานในฐานขอมูล (Genebank database) ผานเครือขาย
อินเตอรเนตของ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST   
 
5.  การศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินในอาหารเหลว MRS 
บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ถายเช้ือ 0.1 เปอรเซนตโดยปริมาตร ลงใน
อาหารเหลว MRS 100 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง จากนั้นเก็บ
ตัวอยางท่ีเวลา 0, 6, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง วัดการเจริญของเช้ือโดยหาคาการดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600 nm) (Jenway, 6405 
UV/Vis) วัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือโดย pH-meter (Meterscan 20pH) และวิเคราะห
คากิจกรรมการยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
6.  การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

6.1 อุณหภูมิ 
 

 ถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน อายุ 16 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ
ตางๆไดแก อุณหภูมิตูเย็น (7-10), 20, 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เก็บตัวอยางท่ี                           
0, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดการเจริญของเช้ือ โดยหาคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง                          
สเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600 nm) (Jenway, 6405 UV/Vis) วัดคา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือโดย pH-meter (Meterscan 20pH) และวิเคราะหคากิจกรรม
การยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) เลือกอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเพ่ือทําการศึกษา
ตอไป 
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6.2 คาความเปนกรด-ดาง 
 

 ถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน อายุ 16 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีปรับคาความเปนกรด-ดาง
ของอาหารเล้ียงเช้ือเปน 3.0, 5.0, 5.8 (อาหารปกติ), 7.0 และ 9.0 โดยใช citrate phosphate buffer 
และ glycine-NaOH buffer นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เก็บตัวอยางท่ี 0, 12, 
15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดการเจริญของเช้ือ โดยหาคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง                  
สเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600 nm) (Jenway, 6405 UV/Vis) วัดคา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือโดย pH-meter (Meterscan 20pH) และวิเคราะหคากิจกรรม
การยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
6.3 ปริมาณกลูโคส  
 

 ถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน อายุ 16 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขมขนของกลูโคส
เปน 0, 0.5, 1, 2 และ 5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 
เก็บตัวอยางท่ี 0, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดการเจริญของเช้ือ โดยหาคาการดูดกลืนแสง
ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600 nm) (Jenway, 6405 
UV/Vis) วัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือโดย pH-meter (Meterscan 20pH) และวิเคราะห
คากิจกรรมการยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
6.4 ปริมาณโซเดียมคลอไรด 
 

 ถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน อายุ 16 ช่ัวโมง 
ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขมขนของ 
โซเดียมคลอไรดใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 0.5, 1, 2 และ 5 เปอรเซ็นต นําไปบมท่ีอุณหภูมิ   
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เก็บตัวอยางท่ี 0, 12, 15, 18, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดการเจริญของ
เช้ือ โดยหาคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
(OD600 nm) (Jenway, 6405 UV/Vis) วัดคาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือโดย pH-meter 
(Meterscan 20pH) และวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 
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7.  การสกัดสารแบคเทอริโอซิน (Cintas et al., 2000) 
  

7.1 การเตรียม Amberlite XAD-16 
 

 ช่ังเรซิน Amberlite XAD-16 จํานวน 20 กรัม (อยูในรูปช้ืน) ทําการลางเกลือ                             
โซเดียมคลอไรดและเกลือโซเดียมคารบอเนตท่ีเปนสาร preservative ออกโดยการแชในสารละลาย 
isopropanol (50%) ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวลางดวยน้ํา
กล่ัน ปริมาตร 100-300 มิลลิลิตร จนกระท่ังไมไดกล่ิน isopropanol อีก เทน้ําออก นําเฉพาะเม็ด     
เรซินไปใชตอทันที 

 
7.2 การสกัดแยกสารแบคเทอริโอซิน  
 

 การสกัดแยกสารแบคเทอริโอซิน อาศัยหลักการ  hydrophobic adsorption ของ 
Amberlite XAD-16 (Sigma) ในการแยกสารโปรตีน โดยการถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ช่ัวโมง จากนัน้ถายเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 1 ลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เปนเวลา 16 ช่ัวโมง หลังจากนั้นปน
แยกเซลลออกท่ี 10,000 xg อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําเอาน้ําเล้ียงเช้ือสวนใส 
(supernatant) ใสในฟลาสกขนาด 2 ลิตร เติมเรซิน amberlite จากขอ 7.1 นําไปใสในเครื่องเขยา
แบบ reciprocal shaker เปนเวลา 3 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง (เพ่ือให amberlite มีการกระจายตัว
สมํ่าเสมอ และใหสารแบคเทอริโอซินดูดซับบนผิวของ amberlite) แลวบรรจุลงใน econo คอลัมน
ขนาด 2.5 x 30 cm ปลอยสวนใสออกจากคอลัมนจนหมด ใหเหลือเพียง amberlite (ท่ีมีสาร            
แบคเทอริโอซินดูดซับอยูบนผิว) ไวในคอลัมน ทําการลางส่ิงปนเปอนท่ีละลายไดในน้ําออกจาก 
amberlite ดวยน้ํากล่ัน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และทําการลางส่ิงปนเปอนท่ีละลายไดใน                 
เอทานอลออกจาก amberlite ดวยเอทานอล ความเขมขน 40 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นทําการชะสารแบคเทอริโอซินออกจาก amberlite ดวยสารระเหย isopropanol ความเขมขน 
70 เปอรเซ็นต (ท่ีเติม trifluoroacetic acid (TFA) ผสมอยู 0.1 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ตามดวยสารระเหย isopropanol ความเขมขน 100 เปอรเซ็นต 30 มิลลิลิตร นําสารละลายท่ีชะดวย 
70 เปอรเซ็นต isopropanol ไปทําการระเหย solvent ออกจนหมด ดวยเครื่องระเหยสารละลายแบบ
หมุนเหวี่ยง ทําการเจือจางสารแบคเทอริโอซินเขมขนท่ีได ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรท่ีมีคา pH 5.7 จนมี
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิตูเย็นเพ่ือศึกษาตอไป   
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8.  การศึกษาคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน 
 

8.1 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง (pH 2.0-12.0) 
 

 นําสารสกัดแยกท่ีไดจากขอ 7 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง ปรับคาความ
เปนกรด-ดาง ใหเปน 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ,10.0, 11.0 และ 12.0 ดวยสารละลาย 5   
โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด หรือกรดไฮโดรคลอริก นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 และ 3 ช่ัวโมง ตามลําดับ จากนั้นนําสารละลายตัวอยางกรองผานแผนกรองปลอดเช้ือ
ขนาด 0.22 ไมครอน เก็บสวนใสลงใน eppendorf ปลอดเช้ือ นําไปวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้ง
โดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
8.2 การทนตอเอนไซมยอยโปรตีน  

 
 นําสารสกัดแยกท่ีไดจากขอ 7 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน eppendorf ขนาด                

1.5 มิลลิลิตร เติมเอนไซมยอยโปรตีนชนิดตางๆ ท่ีความเขมขนสุดทายของเอนไซมเทากับ              
1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะคาความ
เปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมตอเอนไซมแตละชนิด ไดแก α-chymotrypsin (pH 7.0), proteinase K (pH 
7.0), trypsin (pH 7.0) acktinase K (pH 7.0), papain (pH 7.0), pepsin (pH 3.0) หลังจากครบ
ระยะเวลาท่ีกําหนด ทําการหยุดปฏิกิริยาของเอนไซมโดยการนําไปตมในน้ําเดือดท่ีอุณหภูมิ        
100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที จากนั้นนําสารละลายตัวอยางกรองผานแผนกรองปลอดเช้ือ
ขนาด 0.22 ไมครอน เก็บสวนใสใน eppendorf ปลอดเช้ือ นําไปวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้งโดย
วิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
8.3 ความเสถียรตอความรอน 

 
 นําสารสกัดแยกท่ีไดจากขอ 7 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสใน eppendorf ขนาด                 

1.5 มิลลิลิตร นํามาใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 63, 100 และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30, 15, และ 
15 นาที ตามลําดับ เม่ือครบระยะเวลาท่ีกําหนด ทําใหเย็นลงอยางรวดเร็วโดยการแชในน้ําแข็ง 
จากนั้นนําสารละลายตัวอยางกรองผานแผนกรองปลอดเช้ือขนาด 0.22 ไมครอน เก็บสวนใสใน 
eppendorf ปลอดเช้ือ นําไปวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้งโดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 
2003) 
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8.4 อายุการเก็บ 
 

 นําสารสกัดแยกท่ีไดจากขอ 7 มาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ทําการเก็บ
ตัวอยางทุกๆเดือน เปนระยะเวลา 10 เดือน จากนั้นนําสารละลายตัวอยางกรองผานแผนกรองปลอด
เช้ือขนาด 0.22 ไมครอน เก็บสวนใสใน eppendorf ปลอดเช้ือ นําไปวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้ง
โดยวิธี Critical dilution assay (Yousef, 2003) 

 
8.5 รูปแบบการทําลาย (mode of action) 

  
  ถายเช้ือแบคทีเรียทดสอบ 0.1 เปอรเซนตโดยปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับอีกชุดการทดลองท่ีทําการ
เติมสารแบคเทอริโอซิน ความเขมขน 256 และ 1,024 AU/ml ท่ีเวลา 9 ช่ัวโมง และบมในสภาวะ
เดียวกัน ทําการเก็บตัวอยางท่ี 0, 9, 13, 17, 21 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวิเคราะหปริมาณเช้ือท้ังหมด 
รายงานผลเปน Log CFU/ml 
 
9.  การศึกษาการปนเปอนของเชื้อ Listeria monocytogenes ในผักสลัดพรอมบริโภค  
 

ทําการเก็บตัวอยางผักสลัดพรอมบริโภค ท่ีวางจําหนายในตลาดสดและ supermarket ใน
เขตกรุงเทพฯและปริมณฑล รวมจํานวน 102 ตัวอยาง มาทําการตรวจวิเคราะหการปนเปอนของเช้ือ                   
L. monocytogenes ซ่ึงเปนเช้ือกอโรคท่ีทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ โดยใชวิธีมาตรฐาน ISO 11290-
1/A1-2004 (Fraser และ Sperber, 1988; McClain และ Lee, 1988) 

 
นําตัวอยางผักสลัดชนิดตางๆอยางละ 25 กรัม ทําการ pre-enrich ใน Half-Fraser broth 

(Merck) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จาก
นั้นปเปตตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสลงใน Fraser broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ถายเช้ือปริมาณ 1 ลูป ทําการ streak ลงบนอาหาร 
Chromocult Listeria Agar (Merck) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกต
ลักษณะโคโลนีท่ีมีสีฟาและมีโซนขุนขาวลอมรอบซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของ L. monocytogenes    
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10.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ Listeria monocytogenes 
DMST 17303  
 
 10.1 การหาความเขมขนต่ําสุดของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ  

 
    ถายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว 
TSBYE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นทําการ
เจือจางเช้ือดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือ (0.85% NaCl) ใหไดจํานวนเซลลสุดทาย
ประมาณ 102 CFU/ml เติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 128,  
256 และ 512 AU/ml ผสมใหเขากัน ท้ิงไวจนครบเวลา 5 นาที ทําการเพาะเช้ือบนอาหารแข็ง 
TSAYE ดวยวิธี pour plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นับปริมาณเช้ือ 
L. monocytogenes DMST 17303 ท้ังหมดและรายงานเปน Log CFU/ml 
 
 10.2 การหาปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งดวยสารแบคเทอริโอซิน  
 
    ถายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว 
TSBYE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง เจือจางเช้ือดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือ (0.85% NaCl) ใหไดจํานวนเซลลสุดทายประมาณ 102, 103, 
104 และ 105 CFU/ml จากนั้นเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 
512 AU/ml ผสมใหเขากัน เก็บตัวอยางท่ี 0 และ 5 นาที ทําการเพาะเช้ือบนอาหารแข็ง TSAYE ดวย
วิธี pour plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นับปริมาณเช้ือ                    
L. monocytogenes DMST 17303 ท้ังหมดและรายงานเปน Log CFU/ml 
 
11.  การศึกษาการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในน้ําผักปลอดเชื้อ   
 
 ในการศึกษานี้เลือกแตงกวาเปนตนแบบของผักสลัดพรอมบริโภค เนื่องจากสามารถจัดการ
ไดงายและคั้นน้ําไดปริมาณมาก โดยนําแตงกวามาลางใหสะอาด จากนั้นทําการคั้นน้ําโดยใชเครื่อง
แยกกากผลไม นําน้ําแตงกวามาใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 นาทีเพ่ือ
ทําลายเอนไซมและโปรตีนบางสวน จากนัน้แบงน้ําแตงกวาใสฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร นําไปฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันสูง 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เก็บน้ํา
แตงกวาปลอดเช้ือไวศึกษาตอไป  
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 ถายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 จากอาหาร TSBYE และบมท่ีอุณหภูมิ                         
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ลงในอาหาร TSBYE และน้ําแตงกวาปลอดเช้ือ ใหมีปริมาณ
เซลลเริ่มตนประมาณ 103 CFU/ml นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ   
6 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการเพาะเช้ือบนอาหารแข็ง TSAYE ดวยวิธี pour plate บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับปริมาณเช้ือท้ังหมดและรายงานเปน              
Log CFU/ml 
 
12.  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อในน้ําแตงกวาปลอดเชื้อ 
 

ถายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 จากอาหาร TSBYE และบมท่ีอุณหภูมิ                  
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ลงในน้ําแตงกวาปลอดเช้ือ ใหมีจํานวนเซลลเริ่มตนประมาณ 
102 และ 105 CFU/ml จากนั้นเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 
512 AU/ml สําหรับชุดควบคุมเติมดวยน้ํ าก ล่ันปลอ ดเ ช้ือ นํ าไปบมท่ี อุณหภู มิตู เย็น                         
(7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางทุกๆ 3 ช่ัวโมง เปนเวลา                  
24 ช่ัวโมง และวิเคราะหปริมาณเช้ือ L.monocytogenes DMST 17303 โดยทําการเพาะเล้ียงบน
อาหารแข็ง TSAYE ดวยวิธี pour plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง นับ
ปริมาณเช้ือท้ังหมดและรายงานเปน Log CFU/ml 
 
13.  การศึกษาระยะเวลาในการเกาะติดของเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผิว
แตงกวาสด 
 

นําเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเล้ียงใน TSBYE และบมท่ีอุณหภูมิ                                  
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาทําการปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ                          
10,000 xg เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดปลอดเช้ือ (0.85% NaCl)       
2 ครั้ง จากนั้นเจือจางเช้ือในน้ํากล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 1 ลิตร ใหมีปริมาณเช้ือเริ่มตนประมาณ             
104, 105 และ 108 CFU/ml นําแตงกวาสดมาลาง จากนั้นปอกเปลือกแลวห่ันเปนทอนๆ ใหแตละ
ทอนมีน้ําหนักประมาณ 25+1 กรัม จากนั้นนําไปแชในสารละลายเซลลดังกลาวขางตน เปนเวลา 5, 
10, 20 และ 30 นาที เพ่ือใหเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ยึดเกาะบนผิวแตงกวา ทําการ
วิเคราะหปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด โดยการเพาะเล้ียงบน
อาหาร PALCAM ดวยวิธีการ pour plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นับ
ปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท้ังหมดและรายงานเปน Log CFU/g 
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14.  การศึกษาระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes DMST 17303 
บนผิวแตงกวาสด  
 
 ทําการปนเปอนเทียมผิวแตงกวาสดดวยเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ใน
สารละลายเซลลเขมขน 104 CFU/ml ดังกลาวในขอ 13 เปนเวลา 20 นาที เพ่ือใหเช้ือยึดเกาะบนผิว
แตงกวาในปริมาณ 102 CFU/g จากนั้นนําแตงกวาท่ีมีการปนเปอนเทียมไปแชในสารละลายน้ํากล่ัน
และสารละลายน้ํากล่ันท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินเขมขน 512 AU/ml สวนชุดควบคุมไมตองแชใน
สารละลายท่ีกลาวขางตน เก็บตัวอยางท่ีเวลา 5, 10 และ 15 นาที เพ่ือวิเคราะหปริมาณเช้ือ                     
L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเหลือรอดบนผิวแตงกวาสด โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร PALCAM 
ดวยวิธี pour plate บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพของสาร       
แบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีระยะเวลาตางๆ เปนเปอรเซ็นต  
 
15.  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes DMST 17303 ที่ปนเปอน
บนผิวแตงกวาสดในปริมาณระดับต่ํา/สูง 
 

15.1 การปนเปอนเทียมเช้ือ L. monocytognes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด  
  

ทําการปนเปอนเทียมเช้ือ L. monocytognes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด ใน
สารละลายเซลลเขมขน 104 และ 108 CFU/ml ดังกลาวในขอ 13 เปนเวลา 20 นาที เพ่ือจําลองการ
ปนเปอนเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีระดับต่ํา (102 CFU/g) และระดับสูง (105 CFU/g), 
ตามลําดับ จากนั้นนําไปศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งโดยสารแบคเทอริโอซินตอไป 
 

15.2 การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes 
DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียมในระดับต่ํา/ระดับสูงและผลตออายุการเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลซียส) 
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นําแตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียมดวยเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ใน
ปริมาณ 102 และ 105 CFU/g มาแชในสารละลายตางๆ เปนเวลา 5 นาที ดังนี้  

 
- น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 
- น้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขน
สุดทายเปน 512 AU/ml  
- น้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขน
สุดทายเปน 1,024 AU/ml  

 
เม่ือครบระยะเวลา ทําการวิเคราะหปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเหลือ

รอดบนผิวแตงกวาสด โดยการเพาะเล้ียงบนอาหาร Chromocul Listeria Agar ดวยวิธี pour plate 
และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพของสาร               
แบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 เปนเปอรเซ็นต จากนั้นเก็บรักษา
แตงกวาท่ีผานการแชในสารละลายตางๆ ท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน และ
ทําการวิเคราะหปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท้ังหมดอีกครั้งหนึ่ง รายงานปริมาณ
เช้ือเปน Log CFU/g 

 
16.  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปาเพ่ือยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes DMST 17303 
บนผิวแตงกวาสด 
 

นําแตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียมดวยเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ในปริมาณ 
102 CFU/g มาแชในสารละลายตางๆ เปนเวลา 5 นาที ดังนี้ 

 
- น้ํากล่ันปลอดเช้ือ 
- น้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขน
สุดทายเปน 512 AU/ml  
- น้ําประปาท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจากขอ 7 ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 
512 AU/ml  
- น้ําประปาผสมคลอรีน 100 ppm  
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เม่ือครบระยะเวลา ทําการวิเคราะหปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเหลือ
รอดบนผิวแตงกวาสด โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร PALCAM ดวยวิธี pour plate และบมท่ี                             
37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง รายงานประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้ง
เช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 เปนเปอรเซ็นต จากนั้นนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตูเย็น                    
(7-10 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางท่ีเวลา 4 และ 8 ช่ัวโมง ทําการวิเคราะหปริมาณเช้ือ                      
L. monocytogenes DMST 17303 ท้ังหมดอีกครั้งหนึ่ง รายงานปริมาณเช้ือเปน Log CFU/g 

 
สถานที่ทําการทดลอง 

 
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
ระยะเวลาในการทดลอง 

 
การทดลองครั้งนี้เริ่มตั้งแต มกราคม พ.ศ. 2549 ส้ินสุด กรกฎาคม พ.ศ. 2552 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากผัก ผลไม และผักสลัดพรอมบริโภค  
 

ทําการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางผักสด ผลไม ดอกไมและผักสลัดพรอม
บริโภค ซ่ึงวางขายในซูเปอรมารเกตและตลาดสดในเขตกรุงเทพฯ และปริมณฑล จํานวน                     
62 ตัวอยาง พบวาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบแตกตางกันขึ้นกับชนิดของตัวอยาง โดยพบได
ตั้งแต 3.11 ถึง 7.23 Log CFU/g (ตารางท่ี 9) ซ่ึงคลายคลึงกับรายงานของ Heard (1999) ท่ีพบ
แบคทีเรียกรดแลคติกในชวง 102-108 CFU/g ในผักสลัด แบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้อาจเปน
แบคทีเรียประจําถ่ิน (normal flora) ท่ีพบไดในตามธรรมชาติ (Breidt et al., 1995, Maxcy, 1978) ใน
กรณีของผักสด ดอกไม และผักสลัดพรอมบริโภคจะมีคาความเปนกรด-ดางคอนไปทางเปนกลาง 
ดังนั้นจึงพบแบคทีเรียกรดแลคติกมากกวาในผลไมซ่ึงมีคาความเปนกรด-ดางคอนไปทางเปนกรด
เล็กนอย แบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้อาจปนเปอนจากส่ิงแวดลอมเชน จากดิน น้ํา อากาศ และ
แมลง โดยเฉพาะผักประเภทใบจะพบการปนเปอนมากกวาผักประเภทหัวหรือหนอ เปนตน ใน
การศึกษานี้ เปนท่ีนาสังเกตวา ตัวอยางผลไมดองและผลไมบางชนิด ไมพบเช้ือแบคทีเรีย             
กรดแลคติกเลย อาจเปนไปไดวาในการดองผลไม อาจมีการเติมสารกันเสีย เพ่ือยืดอายุการเก็บ ทํา
ใหแบคทีเรียประจําถ่ินถูกทําลายไปหมด 
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ตารางที่ 9  ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในผักสด ผักสลัดพรอมบริโภค ผลไม และดอกไม 
 

ตัวอยาง จํานวน LAB (LogCFU/g)a 
ผักสด (20)b 

มะเขือเทศ 2 6.97+0.04 
แตงกวา 1 5.73 

กระหลํ่าปลี 2 6.78+0.05 
หอมหัวใหญ 3 6.16+1.42 
ผักกาดแกว 1 5.52 

ผักคะนา 2 5.59+0.03 
ผักบุงจีน 2 4.70+1.27 

ผักกาดขาว 3 6.97+0.15 
ผักคื่นชาย 1 6.58 
มะเขือยาว 1 5.81 

ดอกแค 1 5.65 
แครอท 1 TNTC 

ผลไม (14) b 
สัปปะรด 4 3.11+2.09 
แอปเปล 1 5.41 

แคนตาลูป 2 5.76+0.10 
ฝรั่ง 1 0 

มะมวง 1 0 
ชมพู 1 0 

องุนดอง 1 0 
องุน 1 0 

มะละกอ 1 0 
อโวคาโด 1 0 

ผักสลัดพรอมบริโภค (18)b   
มะเขือเทศ 2 4.66+0.11 
แตงกวา 1 6.61 

กระหลํ่าปลี 1 4.96 
หอมหัวใหญ 1 5.54 
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ตารางที่ 9  (ตอ)  
 

ตัวอยาง จํานวน LAB (LogCFU/g)a 
ผักกาดแกว 1 5.45 

ขาวโพด 2 7.03+0.28 
กระหลํ่าปลีมวง 1 7.23 

มันฝรั่ง 1 6.20 
ถ่ัวลันเตา 1 5.14 

เผือก 1 6.14 
พริกหยวก 2 4.90+0.31 

หนอไมฝรั่ง 1 5.30 
กรีนโอค 1 6.65 

บรอคโคล่ี 1 5.30 
ฟกทอง 1 5.23 

ดอกไม (5)b 
ดาวเรือง 2 5.25+1.84 
กุหลาบ 4 5.06+0.63 
เยอบีรา 1 6.28 
ยิปโซ 1 4.64 

แอสเตอร 1 4.56 
วัสดุเหลือใชจากการเกษตร (1)b 

กากมัน 1 5.66 
 
หมายเหต ุ a: คาเฉล่ียจากการทดลอง+สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน, b: จํานวนตัวอยางท่ีศึกษา, TNTC:   

Too Numerous To Count, LAB: Lactic acid bacteria 
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จากการสุมเก็บโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางท้ังหมดรวม 769 ไอโซเลต                     
(ตารางผนวกท่ี ค1) มาทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเช้ือ
ท้ังหมดติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนไซมคะตะเลส และสามารถจําแนกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คือ 
กลุมท่ีมีรูปรางทอน จํานวน 659 ไอโซเลต (85.70%) และกลุมท่ีมีรูปรางกลมจํานวน 110 ไอโซเลต 
(14.30%) ในจํานวนนี้สวนใหญมีการเจริญแบบ Homofermentative คิดเปน 94.28 เปอรเซ็นต และ
มีเพียง 5.72 เปอรเซ็นต ท่ีมีการเจริญแบบ Heterofermentative ในสภาวะท่ีมีเกลือ 6.5 และ            
18 เปอรเซ็นต เช้ือท่ีคัดแยกสามารถเจริญไดคิดเปนรอยละ 78.93 และ 20.67 ตามลําดับ สวนการ
เจริญท่ีอุณหภูมิต่ํา 10 องศาเซลเซียส เช้ือท่ีคัดแยกไดสามารถเจริญไดเพียง 44.08 เปอรเซ็นต และท่ี
อุณหภูมิสูง 45 องศาเซลเซียส มีเพียง 36 เปอรเซ็นต ท่ีสามารถเจริญได จากจํานวนเช้ือท้ังหมด 
พบวามี 306 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีคาความเปนกรด-ดาง 4.4 คิดเปน            
39.79 เปอรเซ็นต และมีเพียง 1 ไอโซเลต คิดเปน 0.13 เปอรเซ็นต ท่ีเจริญไดท่ีคาความเปนกรด-ดาง 
9.6 (ภาพท่ี 5)  

ภาพที่ 5  จํานวนไอโซเลตของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกจากตัวอยางผัก ผลไม ดอกไม และผัก 
 สลัดพรอมบริโภคท่ีเจริญในสภาวะตาง  ๆ

 
 
 



 62

2.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน 
              

2.1  Direct spot test 
 

 นําเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดจากขอท่ี 1 จํานวน 769 ไอโซเลต มาทดสอบ
การสรางสารยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบ โดยวิธี Direct spot พบวา มีเพียง 43ไอโซเลต ท่ีแสดงโซน
ใสของการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบชนิดตางๆ (ตารางผนวกท่ี ค2) ซ่ึงการยับยั้งนี้อาจเนื่องมาจาก
สารยับยั้งท่ีแบคทีเรยีกรดแลคติกสรางในระหวางการเจริญบนอาหารแข็งและแพรกระจายออกมา
ในอาหารเล้ียงเช้ือ โดยสารยับยั้งหลักคือ กรดอินทรียท่ีเกิดจากการใชกลูโคสของเช้ือแบคทีเรีย     
กรดแลคติก สวนสารยับยั้งประเภทอ่ืนอาจเปน คารบอนไดออกไซด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด            
ไดแอซิทิล รูทีริน หรือแบคเทอริโอซิน (Ouwehand and Vesterlund, 2004) 

 
 ในการศึกษานี้ไมพบการยับยั้งตอเช้ือราท่ีกอใหเกิดโรคในพืชเลย แตพบการยับยั้งตอ                       

แบคทีเรียแกรมลบเชน Erwinia carotovora ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีกอใหเกิดโรคเนาเละ (Soft rot) 
รวมท้ัง E. coli แตโซนใสของการยับยั้งไมกวางมาก ท้ังนี้อาจเกิดจากกรดแลคติกท่ีแพรกระจายใน
อาหารวุน สําหรับแบคทีเรียทดสอบอ่ืนๆ ท่ีไวตอการยับยั้งโดยแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก Listeria 
innocua ซ่ึงพบปนเปอนในส่ิงแวดลอมท่ัวไป   
 

อยางไรก็ตามดังไดกลาวแลววา สารยับยั้งจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีหลายชนิด ในการ
ทดสอบยืนยันวาสารยับยั้งนั้นเปนสารแบคเทอริโอซินหรือไม สามารถทําไดโดยวิธี Spot on lawn  

 
2.2 Spot on lawn test 

 
 เม่ือนําแบคทีเรียกรดแลคติก ท่ีแสดงการยับยั้งจากขอ 2.1 จํานวน 43 ไอโซเลต มา

เพาะเล้ียงในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง ในสภาวะ 
facultative anaerobe และทําการปรับคาความเปนกรด-ดางของน้ําเล้ียงเช้ือใหเปนกลาง เพ่ือลดผล
ของกรดอินทรีย กอนนํามาทดสอบกับแบคทีเรียทดสอบ พบวามีเพียง 3 ไอโซเลต คือ KU-F2,   
KU-F72 และ KU-D1 ท่ีแสดงการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบซ่ึงสวนใหญจะเปนแบคทีเรีย                   
กรด      แลคติก เชน E. faecalis JCM 5803, Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157, Lb. plantarum 
ATCC 14917, E. faecium TUA 1344L, P. pentosaceus JCM 5885 สวนแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆ ท่ี
ถูกยับยั้งเชน L. innocua ATCC 33090 (ตารางท่ี 10) สวนแบคทีเรียแกรมลบไมพบการยับยั้งเกิดขึ้น
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เลย ในการศึกษานี้ สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินได
เพียง 3 ไอโซเลต จากท้ังหมด 769 ไอโซเลต คิดเปน 0.4 เปอรเซ็นตเทานัน้ 

 
ตารางที่ 10  แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแสดงการยับยั้งตอเช้ือแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Spot on lawn  
 

แบคทีเรียทดสอบ 
แบคทีเรียกรดแลคติก 

KU-F2 KU-F72 KU-D1 
Enterococcus faecium TUA 1344L +++ +++ +++ 
Enterococcus faecalis JCM 5803 +++ +++ +++ 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157 +++ +++ +++ 
Lactobacillus. plantarum ATCC 14917 +++ +++ +++ 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 +++ ++ ++ 
Listeria innocua ATCC 33090 +++ +++ +++ 
 
หมายเหตุ  ++ : ความกวางของโซนใสนอยกวา 10 มิลลิเมตร 

    +++ : ความกวางของโซนใส 10-15 มิลลิเมตร  
 
แมวาแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดท้ัง 3 ไอโซเลตจะแสดงการยับยั้งตอแบคทีเรีย

ทดสอบในกลุมเดียวกัน แตคากิจกรรมการยับยั้งจะแตกตางกัน (ตารางท่ี 11) จะเห็นไดวา                        
ไอโซเลต KU-F2 ใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงกวาตัวอ่ืนๆ ดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลตดังกลาวเพ่ือ
ทําการศึกษาตอไป  
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ตารางที่ 11  คากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ  
 ตางๆ ตอแบคทีเรียทดสอบชนิดตาง  ๆ

  

แบคทีเรียทดสอบ คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml)a  
KU-F2 KU-F72 KU-D1 

Enterococcus faecium TUA 1344L 1,600 1,600 1,600 
Enterococcus faecalis JCM 5803 3,200 3,200 1,600 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157 12,800 200 1,600 
Lactobacillus. plantarum ATCC 14917 3,200 3,200 3,200 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 3,200 800 800 
Listeria innocua ATCC 33090 6,400 6,400 6,400 
 
หมายเหตุ  a: คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml) คํานวณจากการทํา Critical dilution assay 
 

 นอกจากนี้เม่ือศึกษากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินตอจุลินทรียกอโรคท่ีอาจ
พบในผักสดหลายชนิด พบวา สามารถยับยั้ง L. monocytogenes ไดดี โดยเฉพาะสายพันธุ                    
L. monocytogenes DMST 17303 ซ่ึงมีคากิจกรรมการยับยั้งสูงถึง 12,800 AU/ml ดังนั้นจึงคัดเลือก 
L. monocytogenes DMST 17303 เพ่ือเปนแบคทีเรียทดสอบในการศึกษาตอๆไปดวย (ตารางท่ี 12) 
ผลจากการศึกษานี้คลายคลึงกับงานวิจัยอ่ืนท่ีพบวาแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก
สามารถยับยั้ง Listeria monocytogenes ไดดี เชนงานวิจัยของ Green et al. (1997) พบวา pediocin 
PD-1 สรางโดยเช้ือ Pediococcus damnosus NCFB 1832 สามารถยับยั้งเช้ือ L. innocua LMG 13568 
และ L. monocytogenes LM1 สวน Bennik et al. (1997) พบวา pediocin PA-1 สรางโดย 
Pediococcus parvulus ท่ีแยกไดจากผัก สามารถยับยั้งเช้ือ L. innocua WAU II, L. innocua WAU 
III, L. innocua DSM20649, L. monocytogenes WAUI, L. monocytogenes WAUL4492,                        
L. monocytogenes  DCD81-861, LCDC81-1081, Listeria monocytogenes WAU L028,                         
L. monocytogenes Scott A WAU ได 
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ตารางที่ 12  คากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ   
 KU-F2 ตอแบคทีเรียกอโรค 

 
แบคทีเรียกอโรค คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml)a 

Listeria monocytogenes DMST 17303 12,800 
Listeria monocytogenes 301 3,200 
Salmonella Typhimurium 0 
Salmonella Enteritidis 0 
Yersinia enterocolitica 0 

 
หมายเหตุ  a: คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml) คํานวณจากการทํา Critical dilution assay 

 
4.  การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคเทอริโอซิน  
 

จากการนําแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ KU-F2 ซ่ึงคัดแยกไดจากสัปปะรด และสามารถ
สรางสารแบคเทอริโอซินได มาศึกษาหาลําดับเบสของ 16S rDNA แลวนําไปเปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล 16S rDNA ของแบคทีเรียอางอิงชนิดตางๆในฐานขอมูล www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 
พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ KU-F2 มีลําดับเบสของ 16S rDNA สอดคลองกับลําดับเบส
บน 16S rDNA ของ Pediococcus pentosaceus strain SH 740 โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนท่ี 99% 
(data accession no EU878171) โดยลําดับเบสเปรียบเทียบของแบคทีเรียท้ัง 2 สายพันธุ ดังแสดง
ในภาพที่ 6 ดังนั ้นจึงจัดจําแนกและกําหนดชื่อสายพันธุของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ     
KU-F2 เปน P. pentosaceus KU-F2  
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ภาพที่ 6  เปรียบเทียบลําดับเบสบน 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ KU-F2 (เสน  

  บน) และ Pediococcus pentosaceus strain SH 740 (เสนลาง) 
 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม มักพบเรียงตัวเปนคู 
(ภาพท่ี 7) ไมสรางเอนไซมคะตะเลส เจริญบนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติม bromcresol purple indicator 
สามารถสรางกรดอินทรียและเปล่ียนสีของอาหารจากสีมวงเปนสีเหลือง (ภาพท่ี 8) 
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ภาพที่ 7  การติดสีแกรมบวก รูปราง และการจัดเรียงตัวของเซลลแบบ4 เซลล (Tetrad) ของ                                    

  Pediococcus pentosaceus KU-F2 
 

 
 
ภาพที่ 8  การเจริญของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 บนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติม bromcresol  

  purple indicator 
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5.  การศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

จากการเพาะเล้ียงเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง พบวาเช้ือจะเขาสูชวง stationary phase ประมาณช่ัวโมงท่ี 
15 และมีการเจริญคงท่ีจนถึงช่ัวโมงท่ี 24 สําหรับการเปล่ียนแปลงของคาความเปนกรด-ดางจะ
คอยๆลดลงจาก 5.86 เปน 4.17 ซ่ึงเปนผลจากการใชกลูโคสในอาหารเล้ียงเช้ือและผลิตเปน         
กรดแลคติก สวนการสรางสารแบคเทอริโอซิน จะมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นในชวงกลางของ log period 
ประมาณช่ัวโมงท่ี 12 โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งตอ L. monocytogenes DMST 17303 เทากับ          
6,400 AU/ml และสรางไดสูงสุดช่ัวโมงท่ี 15 โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 12,800 AU/ml 
จากนั้นจะเขาสู stationary phase และคากิจกรรมการยับยั้งจะคงท่ีตลอด 24 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 9, ตาราง
ผนวกท่ี ค3) ซ่ึงเม่ือดูรูปแบบการสรางสารแบคเทอริโอซิน พบวามีความสัมพันธโดยตรงกับการ
เจริญเปนแบบ primary metabolite production ในการสรางสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย          
กรดแลคติกสวนใหญ มักมีการสรางแบบท่ีมีความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญของเซลล              
จะแตกตางจากสารปฏิชีวนะท่ีมักมีการสรางแบบท่ีไมมีความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญ 
(secondary metabolite production) (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 

ผลจากการศึกษานี้คลายคลึงกับงานวิจัยของ Green et al. (1997) พบวาการสราง pediocin 
PD-1 จากเช้ือ P. damnosus NCFB 1832 ในชวงตนของการเจริญและสรางควบคูไปกับการเจริญ
ของเช้ือ นอกจากนี้ Anastasiadou et al. (2008a) ยังพบการสรางสาร pediocin SA-1 จากเช้ือ           
P. acidilactici NRRL B5627 ในชวงตนของการเจริญ (early exponential growth) เชนกัน 
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ภาพที่ 9  การเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ใน   
  อาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะนิ่ง  

 
6.  การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

6.1 อุณหภูมิ 
 

  เม่ือเพาะเล้ียงเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS และนําไป
บมท่ีอุณหภูมิตางๆ ไดแก อุณหภูมิตูเย็น (7-10), 20, 30, 37 และ 42 องศาเซลเซียส พบวาอุณหภูมิมี
ผลตอการ เ จริญและก ารสร างสารแบคเท อริโอซิน โดยเ ช้ือเ จริญไดดี ท่ี สุด ท่ี อุณหภู มิ                         
37 องศาเซลเซียส รองลงมาคือท่ี 30, 42 และ 20 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (ภาพท่ี 10A, ตาราง
ผนวกท่ี ค4) สวนท่ีอุณหภูมิตูเย็นไมพบการเจริญภายใน 24 ช่ัวโมง ท้ังนี้เนื่องจากการเจริญท่ี
อุณหภูมิต่ําจะมี lag period ท่ีนานขึ้น เปนท่ีนาสังเกตวา อุณหภูมิท่ีสูงกวาหรือต่ํากวาคาท่ีเหมาะสม 
(optimum temperature) จะทําใหมีการเจริญท่ีลดลงดวย จากการศึกษานี้ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการ
เจริญของ P. pentosaceus KU-F2 คือที่ 30-37 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ในระหวางการเจริญ    
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือจะคอยๆลดลง ซ่ึงเปนผลจากกรดแลคติกที่เกิดขึ้นจาก

--   --- Log OD 600 nm    ---   --- Antilisterial activity (AU/ml)  --  --- pH 
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กร ะ บ ว น ก า ร เ ม แ ท บ อ ล ิซ ึม  โ ด ย ค า ค ว า มเ ป น ก ร ด -ด า ง จ ะ ลด ลง ม า ก ที ่ส ุด ที ่อ ุณ ห ภ ูมิ                      
37 องศาเซลเซียส กลาวคือ จาก 5.80 เปน 4.01 ภายในระยะเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพท่ี 10B) เมื่อดู
ผลของอุณหภูมิตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน พบวาสอดคลองกับการเจริญกลาวคือ แมวาเชื้อ 
P. pentosaceus KU-F2 จะเจริญไดในชวงอุณหภูมิกวางตั้งแต 20–42 องศาเซลเซียส แตอัตราการ
เจริญจะสูงท่ีสุดท่ี 37 องศาเซลเซียส สวนการสรางสารแบคเทอริโอซินท่ี 30 และ 37 องศาเซลเซียส 
ไมแตกตางกัน โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 เทากับ                 
12,800 AU/ml และคากิจกรรมการยับยั้งจะลดลงเหลือ 800 และ 3,200 AU/ml ท่ีอุณหภูมิ 20 และ                    
42 ตามลําดับ (ภาพท่ี 10C) การศึกษานี้ใหผลคลายคลึงกับการศึกษาของ Biswas et al. (1991) ท่ี
ศึกษาการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus acidilactici H ในอาหาร
เหลว TGE บมท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส พบวาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เช้ือสามารถ
เจริญและสรางสารแบคเทอริโอซินไดดีท่ีสุด และรายงานของ Wu et al. (2004) พบวาเช้ือ                 
P. pentosaceus ACCEL ผลิต pediocin ไดดีท่ีสุดเม่ือบมเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อยางไรก็
ตามเช้ือตางสายพันธุกันอาจมีการเจริญในแตละอุณหภูมิแตกตางกันดวย เชนการศึกษาของ 
Vignolo et al. (1995) พบวาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เช้ือ Lactobacillus casei CRL 705 
สามารถเจริญและสราง lactocin 705 ไดดีกวาท่ี 30 องศาเซลเซียส สวนเช้ือ Pediococcus 
acidilactici LS2-30 เจริญในอาหารเหลว MRS สามารถเจริญและสรางแบคเทอริโอซินไดดีท่ี
อุณห ภู มิ  45 องศ า เ ซล เซียส  (ชุ ตินั นท , 2547) จ าก กา รศึก ษา นี้ จึ ง เ ลือ กอุ ณห ภู มิ ท่ี                                    
37 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิท่ีใชในการศึกษาตอไป 

 
เม่ือดูกราฟการเจริญในรูปแบบ Log OD 600 nm เปรียบเทียบกับกราฟการเจริญในรูปแบบ 

OD 600 nm (ภาพผนวกท่ี ค1) นั้น มีแนวโนมคลายคลึงกัน แตกราฟ OD 600 nm จะเห็นไดชัดเจน
กวามาก ดังนั้นในการศึกษาผลของปจจัยอ่ืนๆ ตอการเจริญท่ีจะกลาวตอไป จะใชกราฟ OD 600 nm 
ในการอธิบายผลแทนท้ังหมด  
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              T 7-10 ˚C               T 20˚C              T 30˚C                T 37˚C               T 42˚C 
 
ภาพที่ 10  การเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ  Pediococcus pentosaceus KU-F2  

 ในอาหารเหลว MRS เม่ือบมท่ีอุณหภูมิตางๆ ในสภาวะนิ่ง (A) Optical density              
 (OD 600 nm), (B) การเปล่ียนแปลงของคา pH, (C) Antilisterial activity (AU/ml)    

 
 
 

A 

B 

C 
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6.2. ความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือ 
 

  จากการศึกษาผลของความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือตอ การเจริญและการสราง
สารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหาร MRS พบวาท่ีพีเอช 5.8 
เช้ือเจริญดีท่ีสุด และการเจริญจะลดลง เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือมีคาพีเอชคอนไปทางกรดหรือดาง (ภาพ
ท่ี 11A, ตารางผนวกท่ี ค5) โดยเฉพาะท่ีคาความเปนกรด-ดาง 9.0 พบการเจริญของเช้ือเพียงเล็กนอย 
และไมพบกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินเลย สวนการสรางสารแบคเทอริโอซินพบวา
คากิจกรรมของจะมีคาสูงสุดเม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีคาพีเอช 5.8 โดยมีคากิจกรรมสูงสุดคือ              
12,800 AU/ml ในช่ัวโมงท่ี 15 และคากิจกรรมลดลงเหลือ 3,200 และ6,400 AU/ml เม่ือเล้ียงใน
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีพีเอชเริ่มตน 5 และ 7 (ภาพท่ี 11C) สําหรับคาพีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือจะลดลง
ตามการเจริญของเช้ือ (ภาพท่ี 11B) ผลจากการลดลงของคาพีเอช มีสวนชวยใหเกิดการปลดปลอย
สารแบคเทอริโอซินออกนอกเซลล ดวยเอนไซมท่ีใชในกระบวนการ post-translation processing 
ของ prebacteriocin ซ่ึงจะทํางานไดดีท่ีพีเอชต่ําเทานั้น (Biswas et al., 1991) 

 
อยางไรก็ตามเช้ือตางสายพันธุกัน อาจไดรับผลกระทบจากคาพีเอชตางกัน Biswas et al. 

(1991) พบวาเช้ือ Pediococcus acidilactici H สามารถสราง pediocin AcH ท่ีมีคากิจกรรม        
3,600 AU/ml ในอาหารเหลว TGE ท่ีมีพีเอชเริ่มตนเปน 6.5 และ Nel et al. (2001) พบวา pediocin 
PD-1 มีคากิจกรรมสูงท่ีสุดในอาหารเหลว MRS ท่ีมีคาพีเอช เริ่มตนเปน 6.7 สวน Montville and 
Kaiser (1993) พบวาเช้ือ Lactobacillus bavaricus MN ผลิต bavaricin MN ไดดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีคาพีเอช 6 สวน Parente and Ricciardi (1994) พบวาเช้ือ Enterococcus faecium DPC 1146 ผลิต 
enterocin 1146 ไดดีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการปรับคาพีเอชเปน 5.5  

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 73

 
 

 
 

 
 

                pH 3.0                pH 5.0               pH 5.8                 pH 7.0              pH 9.0 
 
ภาพที่ 11  ผลของคาความเปนกรด-ดางตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ                    

Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   
ในสภาวะนิ่ง (A) Optical density (OD 600 nm), (B) การเปล่ียนแปลงของคา pH,         
(C) Antilisterial activity (AU/ml)            

 
 

A 

B 

C 
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6.3 ปริมาณกลูโคส 
 

 ผลจากการศึกษาปจจัยปริมาณกลูโคสตอการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินของ
เช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 พบวาเช้ือสามารถเจริญไดดีท่ีสุดในอาหารท่ีมีกลูโคส                
2 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 11A, ตารางผนวกท่ี ค6) และสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรม
สูงท่ีสุดเชนกันคือ 12,800 AU/ml (ภาพท่ี 11C) และคากิจกรรมจะลดลงเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร MRS 
ท่ีมีความเขมขนสุดทายของกลูโคสต่ําหรือสูงกวาความเขมขนท่ีเหมาะสม  ซ่ึงจากผลการศึกษานี้
สอดคลองกับการทดลองของ Vignolo et al. (1995) พบวา Lactobacillus casei CRL 705 สามารถ
สรางแบคเทอริโอซินไดดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีการเติมกลูโคส 2 เปอรเซ็นต โดย
แบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 1,066 AU/ml อยางไรก็ตาม Biswas et al.(1991) พบวาเช้ือ 
Pediococcus acidilactici H สามารถเจริญและสรางแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมสูงท่ีสุดเม่ือเล้ียง
เช้ือในอาหารเหลว TGE ท่ีมีความเขมขนของกลูโคส 1 เปอรเซ็นต โดยสารแบคเทอริโอซินท่ีเช้ือ
สรางมีคากิจกรรม 3,600 AU/ml และ Ogunbanwo et al. (2003) พบวาเช้ือ Lactobacillus brevis 
OG1 สามารถสรางแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมสูงท่ีสุดในอาหารเหลว MRS ท่ีมีความเขมขน
ของกลูโคส 1 เปอรเซ็นต และสารแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 6,400 AU/ml สําหรับการ
เปล่ียนแปลงของคาพีเอช ในสภาวะท่ีมีกลูโคส จะมีการสรางกรดแลคติกทําใหคาพีเอชลดต่ําลง 
(ภาพท่ี 11B) แตในสภาวะท่ีไมมีกลูโคส จะไมพบการเปล่ียนแปลงของคาพีเอชเลย 
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           0% Glucose              0.5% Glucose             1% Glucose              2% Glucose                 5% Glucose 
 
ภาพที่ 12  ผลของปริมาณกลูโคสตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ                      

  Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   
 ในสภาวะนิ่ง (A) Optical density (OD 600 nm), (B) การเปล่ียนแปลงของคา pH,                 
 (C)  Antilisterial activity (AU/ml)           

 
 

A 

B 

C 
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6.4 ปริมาณโซเดียมคลอไรด 
 

 เม่ือศึกษาการเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS ท่ีมี
การเติมเกลือท่ีมีความเขมขนสุดทายเปน 0, 0.5, 1, 2 และ 5 เปอรเซ็นต พบวาปริมาณเกลือ                  
0-2เปอรเซ็นต ไมมีผลกระทบตอการเจริญของเช้ือ P. pentosaceus KU-F2 แตในอาหารท่ีมีปริมาณ
เกลือสูงถึง 5 เปอรเซ็นต การเจริญจะลดลง (ภาพท่ี 12A, ตารางผนวกท่ี ค7) สวนการสรางสาร      
แบคเทอริโอซินพบวา เช้ือสรางสารแบคเทอริโอซินไดดีในอาหารเหลว MRS ท่ีมีการเติมเกลือ              
0-2เปอรเซ็นต โดยมีคากิจกรรมสูงสุดคือ  12,800 AU/ml และคากิจกรรมจะลดลงเหลือ 800 AU/ml 
(ภาพท่ี 12C) เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว MRS ท่ีมีการเติมโซเดียมคลอไรดเขมขน 5 เปอรเซ็นต  
ในสภาวะท่ีมีเกลือ 0-2 เปอรเซ็นต เช้ือสามารถเจริญและใชน้ําตาลผลิตเปนกรดแลคติกทําใหคา     
พีเอชลดต่ําลง ในขณะท่ีสภาวะท่ีมีเกลือ 5 เปอรเซ็นต เช้ือเจริญไดไมดีนัก  การเปล่ียนแปลงของคา
พีเอชจึงนอยกวา (ภาพท่ี 12B) 

 
ผลของเกลือโซเดียมคลอไรดตอการสรางสารแบคเทอริโอซินมีรายงานกับเช้ือ                            

E. faecium NKR-5-3 พบวาคากิจกรรมของแบคเทอซินจะลดลงเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ                      
โซเดียมคลอไรดในอาหาร โดยเช้ือสามารถเจริญและสรางแบคเทอริโอซินไดดีในอาหารท่ีมีการ
เติมโซเดียมคลอไรด 0-1 เปอรเซ็นต และแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรม 12,800 AU/ml (พงษเทพ, 
2546) ซ่ึงแตกตางจากเช้ือ Lactobacillus brevis OG1 และ Lactobacillus casei CRL 705 ซ่ึงเจริญ
และสรางแบคเทอริโอซินไดดีในอาหารท่ีมีการเติมโซเดียมคลอไรด 1-2 เปอรเซ็นต(Ogunbanwo et 
al., 2003; Vignolo et al., 1995) จากผลการศึกษานี้จะเห็นไดวาความเขมขนของโซเดียมคลอไรด
สงผลตอการสรางแบคเทอริโอซิน ท้ังนี้สภาวะท่ีมีเกลือในปริมาณสูง อาจมีผลตอคา osmotic 
pressure ของอาหาร ทําใหเช้ือสามารถเจริญไดนอยลง อีกท้ังเกลือโซเดียมคลอไรดยังมีคุณสมบัติ
เปน antimicrobial อีกดวย ซ่ึงเปนท่ีนาสังเกตวาปจจัยใดมีผลกระทบตอการเจริญจะมีผลกระทบตอ
การสรางสารยับยั้งดวย    
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               0% NaCl               0.5% NaCl               1% NaCl               2% NaCl                5% NaCl 
 
ภาพที่ 13  ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรดตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ         

 Pediococcus. pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
 ในสภาวะนิ่ง (A) Optical density (OD 600 nm), (B) การเปล่ียนแปลงของคา pH,         
(C)  Antilisterial activity (AU/ml)            

 
 

A 

B 

C 
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7.  การสกัดแยกสารแบคเทอริโอซิน 
 

เม่ือเล้ียงเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 1 ลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง เปนเวลา 16 ช่ัวโมง พบวาเช้ือสามารถสรางสาร              
แบคเทอริโอซินและปลดปลอยออกมาในน้ําเล้ียงเช้ือโดยมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 เทากับ 12,800 AU/ml หลังจากการสกัดแยกโดยวิธี hydrophobic 
adsorption บน Amberlite XAD-16 และทําการชะสารแบคเทอริโอซินท่ีดูดซับบนผิว amberlite 
โดยใช isopropanol 70 เปอรเซ็นต พบวา คากิจกรรมการยับยั้งมีคาเพ่ิมขึ้น 4 เทา เปน                   
51,200 AU/ml (ตารางท่ี13 และ ภาพท่ี13) อยางไรก็ตามจะเห็นไดวาในน้ําเล้ียงเช้ือท่ีผานการดูดซับ
ดวย amberlite แลวยังพบคากิจกรรมการยับยั้งอยูบาง (1,600 AU/ml) อาจเปนไปไดวาปริมาณของ 
amberlite ท่ีใชนอยเกินไปไมเพียงพอท่ีจะดูดซับสารแบคเทอริโอซินไดท้ังหมด หรืออาจตองเพ่ิม
ระยะเวลานานกวานี้เพ่ือใหสารแบคเทอริโอซินดูดซับไดมากขึ้น สวนในขั้นตอนของการลางเม็ด  
เรซินเพ่ือกําจัดส่ิงปนเปอนออกโดยใชน้ําหรือสารละลายเอทานอล อาจทําใหสารแบคเทอริโอซิน
บางสวนหลุดออกมาดวย จึงตรวจพบคากิจกรรมการยับยั้งบาง (3,200 AU/ml) แตสาร                  
แบคเทอริโอซินสวนใหญยังคงดูดซับอยูบน amberlite และจะถูกชะออกโดยสารละลาย 
isopropanol 70 เปอรเซ็นต สําหรับสารแบคเทอริโอซินท่ีสกัดแยกไดจะนําไปศึกษาคุณสมบัติตอไป  

 
อยางไรก็ตามในการศึกษานี้ไมไดทําการศึกษาปริมาณโปรตีน จึงไมสามารถคํานวณคา 

specific activity และ yield ของสารแบคเทอริโอซินได  
 
ผลจากการศึกษานี้คลายคลึงกับงานวิจัยของ Jumriagrit (2004) ท่ีใช Amberlite XAD-16 

ในการดูดซับแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. plantarum PMU33 และทําการชะสารแบคเทอริโอซิน 
ออกดวย 2-propanol  70 เปอรเซ็นต พบวาคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพ่ิมขึ้น 2 เทา จาก              
3,200 AU/ml เปน 6,400 AU/ml เชนเดียวกับ Pilasombut (2006) ทําการดูดซับแบคเทอริโอซินท่ี
สรางจากเช้ือ  L. salivarius K4  ดวย Amberlite XAD-16 และชะสารออกดวย isopropanol            
70 เปอรเซ็นต ท่ีผสม 0.1% Trifluroacetic acid (TFA) พบวาคากิจกรรมของสารแบคเทอริโอซิน
เพ่ิมขึ้น 4 เทา โดยเพ่ิมขึ้นจาก 3,200 AU/ml เปน 12,800 AU/ml  
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ตารางที่ 13  คากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินท่ีสกัดไดในขั้นตอนตาง bๆ 
 

ขั้นตอนการสกัด Antilisterial activity (AU/ml)a 
Cell Free Supernatant 12,800 
Filtrate after amberlite adsorption  1,600 
Filtrate after washed amberlite with distilled water 3,200 
Filtrate after washed amberlite with 40% ethanol 3,200 
Elution by 70% isopropanol+0.1% TFA 51,200 
Partially Purified Bacteriocin in PO4 buffer pH 5.7 51,200 

 
หมายเหตุ  a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.   
 
  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  การวิเคราะหคากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินโดยวิธี Critical dilution assay 
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8.  การศึกษาคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน 
 

8.1 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง (pH 2.0-12.0) 
 

 เม่ือนํา partially purified bacteriocin ท่ีไดจากขอ 7 มาศึกษาความเสถียรตอคาความเปน
กรด-ดางตางๆ (pH 2-12) และบมท่ีอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 และ 3 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ พบวาสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ P. pentosaceus KU-F2 มีความเสถียรท่ีชวง pH 
2-8 โดยยังคงมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 เทากับ       
51,200 AU/ml และคากิจกรรมการยับยั้งจะลดลงท่ีคาความเปนกรด-ดาง มากกวา 9 แสดงวาสาร   
แบคเทอริโอซินนี้ มีความเสถียรท่ีสภาวะกรดมากกวาสภาวะดาง ท้ังท่ีอุณหภูมิ  4 และ                    
37 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 15) ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Mandal et al. (2008) ซ่ึงพบวา สาร    
แบคเทอริโอซินท่ีสรางโดย P. acidilactici LAB 5 มีความเสถียรท่ี pH 2-8 นอกจากนี้ Huang et al. 
(2009) พบวาสาร pediocin 05-10 ท่ีผลิตโดยเช้ือ Pediococcus pentosaceus 05-10 มีความเสถียรท่ี 
pH 2-8 และคากิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินจะลดลงท่ี pH 10-12 เชนเดียวกัน จะเห็น
ไดวาสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ Pediococcus หลายๆสายพันธุ ไมมีความเสถียรท่ีสภาวะ
ดาง เชน pediocin N5p จากเช้ือ P. pentosaceus มีความเสถียรท่ี pH 2-5 และคากิจกรรมของสาร     
แบคเทอริโอซินจะลดลงเรื่อยๆตั้งแต pH 6 และคากิจกรรมจะสูญเสียไปท่ี pH 10 เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 
4 และ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Strasser et al., 1995) สวน pediocin PA-1 จากเช้ือ  
P. parvulus คากิจกรรมจะเสถียรท่ี pH 1-6 และคากิจกรรมจะลดลงท่ี pH 7 (Bennik et al.,1997) แต
แบคเทอริโอซินบางชนิดอาจเสถียรในสภาวะท่ีเปนดางได เชน pediocin ST-18 จากเช้ือ                
P. pentosaceus ST-18 เสถียรในสภาวะท่ีมี pH 2-12 (Todorov and Dicks, 2005) จากการศึกษานี้
แสดงใหเห็นวา สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ P. pentosaceus KU-F2 มีความเสถียรตอความ
เปนกรด-ดางในชวงกวาง (pH 2-8) ซ่ึงนาจะเปนประโยชนตอการนําไปประยุกต เปน 
biopreservative ในอาหารหมัก หรืออาหารประเภทอ่ืนๆ 
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ภาพที่ 15  ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2 ตอคา 

 ความเปนกรด-ดางตางๆ 
 
8.2 การทนตอเอนไซมยอยโปรตีน 

 
 จากการศึกษาผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ 

Pediococcus pentosaceus KU-F2 พบวาสารแบคเทอริโอซินจะสูญเสียคุณสมบัติในการยับยั้งไป
อยางสมบูรณ เม่ือบมรวมกับเอนไซม -chymotrypsin, proteinase K, trypsin, acktinase K, pepsin 
และ papain (ภาพท่ี 16) แสดงวาสารแบคเทอริโอซินมีโครงสรางเปนสารประเภทโปรตีนจึงถูกยอย
สลายโดยเอนไซมยอยโปรตีน ซ่ึงสอดคลองกับคําจํากัดความของสารแบคเทอริโอซิน ท่ีเปนสาร
โปรตีนท่ีสรางจากไรโบโซม และมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธใกลชิดกัน 
(De Vuyst and Vandamme, 1994) ผลจากการศึกษานี้คลายคลึงกับงานวิจัยของ Bennik et al. 
(1997) ท่ีพบวาสาร pediocin PA-1 ท่ีสรางจาก Pediococcus parvulus จะสูญเสียประสิทธิภาพไป
เม่ือยอยดวยเอนไซม trypsin, pepsin, -chymotrypsin, papain, protease IX และ proteanase K 
นอกจากนี้ Anastasiadou (2008b) ยังพบวา pediocin SM-1 ซ่ึงสรางจาก Pediococcus pentosaceus 
Mees 1934 จะสูญเสียสภาพเม่ือยอยดวยเอนไซม pepsin, papain, trypsin, proteinase K และ          
-chymotrypsin เชนกัน  
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ภาพที่ 16  ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2 ตอ 

 เอนไซมยอยโปรตีนชนิดตาง ๆ 
 
8.3 ความเสถียรตอความรอน 

 
 เม่ือนําสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 มา

ทําการศึกษาความเสถียรตอความรอนระดับตางๆ พบวาสามารถทนความรอนไดท่ีอุณหภูมิตั้งแต
การพาสเจอไรสท่ี 63 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หรือการตมเดือดท่ี 100 องศาเซลเซียส นาน      
15 นาที ตลอดจนการฆาเช้ือแบบสเตอริไลสท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที โดยสาร              
แบคเทอริโอซินยังคงมีคากิจกรรมการยับยั้งตอเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 เทากับ  
51,200 AU/ml (ตารางท่ี 14) ผลจากการศึกษานี้คลายคลึงกับสาร pediocin F ท่ีผลิตจากเช้ือ            
P. acidilactici F ซ่ึงมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (Osmanagaoglou 
et al., 1998) นอกจากนี้ยังพบวามีแบคเทอริโอซินบางชนิดยังคงมีความเสถียรถึงแมวาจะอยูใน
สภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงๆ เปนเวลานาน เชน pediocin SA-1 และ SM-1 ท่ีผลิตจากเช้ือ P. acidilactici 
NRRL B5627 และ P. pentosaceus Mees 1934 ตามลําดับ มีความเสถียรท่ี 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 20 นาที (Anastasiadou et al., 2008a; 2008b) และ pediocin ST-18 ท่ีผลิตจากเช้ือ                   
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P. pentosaceus ST-18 มีความเสถียรท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Todorov and Dicks, 
2005)  

 
คุณสมบัตินี้แสดงใหเห็นถึงการนําไปใชประโยชนของสารแบคเทอริโอซินในอาหารท่ีตอง

ผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน ประสิทธิภาพของการยับยั้งเช้ือปนเปอนจะยังไมถูก
ทําลายไป  

 
จากผลการทดลองในขอ 8.1-8.3 แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากเช้ือ Pediococcus pentosaceus 

KU-F2 มีคุณสมบัติใกลเคียงกับแบคเทอริโอซินใน Class II คือ Peptide bacteriocins เนื่องจาก     
แบคเทอริโอซินในกลุมนี้สามารถถูกทําลายโดยเอนไซมยอยโปรตีนตางๆ และทนตอความรอนได
สูงถึง 121 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 14  ความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2 ตอ 

 ความรอนระดับตาง ๆ 
 

Heat Treatment Residual Activity (AU/ml)a 
Untreated 51,200 

63C 30 นาที 51,200 
100C 15 นาที 51,200 
121C 15 นาที 51,200 

 
หมายเหตุ  a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.   

 
8.4 อายุการเก็บ 

 
 สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 สามารถเก็บรักษา

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสไดนานมากกวา 10 เดือน โดยท่ีคากิจกรรมการยับยั้งเช้ือทดสอบไมมี
การเปล่ียนแปลง (51,200 AU/ml) ซ่ึงจากผลการทดลองนี้คลายคลึงกับ pediocin SM-1 ท่ีสรางจาก
เช้ือ P. pentosaceus Mees 1934 ซ่ึงคากิจกรรมยังคงไมเปล่ียนแปลงเม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ                
-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ป (Anastasiadou et al., 2008b) ซ่ึงจากการทดลองนี้แสดงใหเห็น
ความเปนไปไดตอการนําไปใชงานจริง   
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8.5 รูปแบบการทําลาย  
 

 จากการศึกษารูปแบบการทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ของสาร
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 พบวาในสภาวะท่ียังไมไดเติมสาร
แบคเทอริโอซิน L. monocytogenes DMST 17303 สามารถเจริญในอาหาร TSBYE ไดดีโดยท่ี
ช่ัวโมงท่ี 9 มีปริมาณเซลลสูงถึง 9.11 Log CFU/ml แตเม่ือเติมสารแบคเทอริโอซิน ความเขมขน
1,024 และ 256 AU/ml ลงไปเปนเวลา 1-2 นาทีและวิเคราะหปริมาณเซลลอีกครั้งพบวามีปริมาณ
เซลลลดลงทันที 2.2 และ 0.6 Log CFU/ml ตามลําดับ แสดงวาเปนการทําลายในลักษณะ 
bactericidal (ภาพท่ี 17, ตารางผนวกท่ี ค8) และเม่ือเวลาผานไปอีก 3 ช่ัวโมง ปริมาณเซลลลดลงอีก
เพียงเล็กนอยคิดเปนเปอรเซ็นตการยับยั้ง 26 และ 9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ หลังจากช่ัวโมงท่ี 15 
เซลลสามารถปรับตัวและเจริญเพ่ิมจํานวนขึ้นมาไดอีกครัง้ แสดงวาสารแบคเทอริโอซินท่ีเติมลงไป
นั้นไมเพียงพอท่ีจะทําลายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณสูงประมาณ 109 
CFU/ml ไดหมด แตทําลายไดเพียงประมาณ 2.4 และ 0.82 logCFU/ml ท่ีความเขมขน 1,024 และ   
256 AU/ml ตามลําดับ อยางไรก็ตามถาปริมาณเช้ือเริ่มตนนอยกวานี้ รูปแบบการทําลายแบบ 
bactericidal อาจเห็นไดชัดเจนขึ้น ซ่ึงคลายคลึงกับงานวิจัยของ Jamuna and Jeevaratnam (2004) ท่ี
ศึกษากลไกการทําลายของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ P. acidilactici NCIM 2292,             
P. pentosaceus NCIM 2296 และ P. cerevisiae NCIM 2171 ตอเช้ือ S. aureus ท่ีเจริญในอาหาร
เหลว TSB และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวาการทําลายเซลลเปนแบบ bactericidal 
เชนเดียวกันกับรายงานวิจัยของ Huang et al. (2009) ท่ีพบวา pediocin 05-10 ท่ีสรางจากเช้ือ          
P. pentosaceus 05-10 สามารถทําลายเช้ือ L. monocytogenes 54002 จาก 4.5x108 CFU/ml เหลือ
เพียง 4.4x105 CFU/ml ภายหลังจากเติมสารแบคเทอริโอซิน 2 ช่ัวโมง แตสารแบคเทอริโอซินบาง
ชนิดอาจเปนได ท้ัง bactericidal และ bacteriostatic เชน แบคเทอริโอซินท่ีสรางจากเช้ือ                           
P. pentosaceus Iz3.13 (Bagenda et al., 2008)  
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ภาพที่ 17  รูปแบบการทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร   

   TSBYE และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2  
 

9.  การศึกษาการปนเปอนของเชื้อ Listeria monocytogenes ในผักสลัดพรอมบริโภค 
   

จากตัวอยางผักสลัดพรอมบริโภคท้ังหมด 102 ตัวอยาง พบการปนเปอนของเช้ือ Listeria 
spp. 22 ตัวอยาง คิดเปน 21.6 เปอรเซ็นตของตัวอยางผักสดท้ังหมดท่ีนํามาศึกษา ซ่ึงสวนใหญเปน
ตัวอยางผักสดท่ีไมผานการใหความรอน สวนผักสดท่ีผานการใหความรอนแลวจํานวน 11 ตัวอยาง 
ไมพบเช้ือ Listeria spp.ปนเปอนเลย เนื่องจากเช้ือชนิดนี้ไมทนความรอนและสามารถถูกทําลายได
แม เ พียงความ รอนระดับพาสเจอไรส  อย างไรก็ตามใน การศึกษานี้สา มารถตรวจพ บ                          
L. monocytogenes ดวยเชนกันกลาวคือพบใน 2 ตัวอยางของกะหลํ่าปลีห่ันฝอย โดยคิดเปน          
8.0 เปอรเซ็นต ของตัวอยางกะหลํ่าปลีท้ังหมดท่ีนํามาศึกษา (ตารางท่ี 15, ภาพท่ี 18) 

 
เม่ือดูจากลักษณะเฉพาะของโคโลนี L. monocytogenes บนอาหาร Chromocult-listeria agar 

จะพบโคโลนีท่ีมีสีฟาและมีโซนขุนขาวลอมรอบ (ภาพท่ี 18) สวนลักษณะเฉพาะของโคโลนี         
L. inoccua บนอาหารชนิดเดียวกัน จะมีสีฟาแตไมมีโซนขุนขาวลอมรอบ เปนท่ีนาสังเกตวาตัวอยาง

Addition of bacteriocin 

--   --- Control (no bacteriocin)    ---   --- 256 AU/ml      --  --- 1024 AU/ml 
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ผักสดท่ีไมผานการใหความรอน สามารถตรวจพบ Listeria spp. ไดโดยเฉพาะถาผานการลางทํา
ความสะอาดไมดีพอ จะเห็นไดจากตัวอยางผักสดประเภทใบ เชน ผักกาดแกว และ ผักกาดหอม จะมี
ความบอบบางและอาจชํ้าหรือเสียหายไดถาผานการลางมากเกินไป หรือผักสดประเภทกะหลํ่าปลี
ห่ันฝอย อาจลางส่ิงปนเปอนท่ีอยูดานนอกสุดได แตใบท่ีอยูดานในจะลางไดคอนขางยาก อีกท้ังการ
ห่ันฝอย ยังเปนการเพ่ิมการปนเปอนถาอุปกรณและภาชนะท่ีใชทําความสะอาดไมดีพอ เนื่องจากเช้ือ 
Listeria spp. สามารถอยูรอดในส่ิงแวดลอมท่ัวไปไดเปนเวลานาน และการห่ันฝอยยังทําให
สารอาหารในผักไหลออกมา ทําใหเช้ือปนเปอนสามารถใชในการเจริญตอไปได เปนท่ีนาสังเกตวา
ตัวอยางสวนใหญท่ีนํามาศึกษาพบการปนเปอนของ L. inoccua สูงถึง 21.6 เปอรเซ็นต แมวาเช้ือสาย
พันธุนี้จะไมกอใหเกิดโรค แตมีลักษณะการเจริญคลายคลึงกับสายพันธุท่ีกอใหเกิดโรค คือ                            
L. monocytogenes อีกท้ังแหลงปนเปอนของ L. inoccua และ L. monocytogenes มักพบในแหลง
เดียวกัน (อดิสรและปรีชา, 2538)  

 
ถึงแมวาในประเทศไทยยังไมพบรายงานระบาดวิทยาของเช้ือ L. monocytogenes ท่ีเกิดจาก

การบริโภคอาหารหรือผักสลัด แตพบวามีผูปวยจากโรค listeriosis บาง เชน Rusemeechan (1994) 
พบผูปวยท่ีติดเช้ือ L. monocytogenes จํานวน 2 ราย เปนเพศชาย ประกอบอาชีพเกษตรกร มีอาการ
ติดเช้ือในกระแสเลือด และพบเยื่อหุมสมองอักเสบ และเสียชีวิตเนื่องจากระบบหายใจลมเหลว 
นอกจากนี้ Treebupachatsakul (2006) พบผูปวยเปนฝในสมองจากเช้ือ L. monocytogenes จํานวน    
1 ราย เปนเพศหญิง อายุ 23 ป ประกอบอาชีพเปนคนงานในโรงงานผลิตกุงสงออก ผูปวยมีประวัติ
วาปวยเปนโรคเกล็ดเลือดต่ํา (immune thrombocytopenic purpura, ITP) ตองรักษาโดยใชยา         
ไตรเมโทปริม-ซัลฟาเมทอกซาโซล เปนเวลา 12 เดือน จึงจะมีอาการดีขึ้น ซ่ึงผูปวยรายนี้เปนผูปวยฝ
ในสมองจากเช้ือ L. monocytogenes รายแรกของประเทศไทย   

 
ในการศึกษานี้พบ L. monocytogenes ในตัวอยางผักสลัดพรอมบริโภคประเภทกระหลํ่าปลี

ห่ันฝอย สูงถึง 8.0 เปอรเซ็นต แสดงถึงความเปนไปไดในการกอใหเกิดอาหารเปนพิษ ถาเช้ือ
ดังกลาวมีการเพ่ิมจํานวนในระหวางการขาย หรือการสุขาภิบาลของแหลงผลิตไมดีพอ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งผักสลัดพรอมบริโภคอาจเปนอาหารท่ีอยูในกลุมเส่ียง ถาผูบริโภคเปนบุคคลกลุมเส่ียงดวย 
อาทิ เชน สตรีมีครรภ คนชรา เด็ก และผูปวยท่ีมีภูมิคุมกันบกพรอง  
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ตารางที่ 15  การปนเปอนของเช้ือ Listeria spp. ในผักสลัดพรอมบริโภคชนิดตาง  ๆ 
 

ตัวอยางผัก/ผลไม จํานวนตัวอยาง 
ท่ีศึกษา 

จํานวนตัวอยางท่ีพบการปนเปอนของ 
L. inoccua L. monocytogenes 

1. ผักสลัดท่ีผานการใหความรอน 
        มันฝรั่ง 2 - - 
        ขาวโพด 3 - - 
        เผือก 1 - - 
       ฟกทอง 1 - - 
        ผักกาดหัว 4 - - 
2. ผักสลัดสด 
        แครอท 1 - - 
        มะเขือเทศ 7 - - 
        มะเขือเทศราชิน ี 1 - - 
        บีทรูท 1 1 - 
        พริกหยวก 3 1 - 
        ผักกาดหอม 4 2 - 
        ผักกาดแกว 5 2 - 
        หอมหัวใหญ 5 2 - 
        กะหลํ่าปลีห่ันฝอย 25 7 2 
        กะหลํ่าปลีมวงห่ันฝอย 6 1 - 
        แตงกวา 30 5 - 
3. ผลไม 
        แคนตาลูป 3 1 - 

รวม 102 22 (21.6%)1 2 (8.0 %)2 
 
หมายเหตุ  1: เปอรเซ็นตของตัวอยางท้ังหมด 

  2: เปอรเซ็นตของตัวอยางกระหลํ่าปลีห่ันฝอย 
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ภาพที่ 18  ลักษณะเฉพาะของโคโลนี Listeria monocytogenes บนอาหาร Chromocult-Listeria  Agar  

 
10.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ Listeria monocytogenes  
DMST 17303  
 
 10.1 การหาความเขมขนต่ําสุดของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ  
 

 จากการเพาะเล้ียงเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว TSBYE บมท่ี 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง และทําการเจือจางปริมาณเช้ือเริ่มตนเปน 2.15 log CFU/ml 
จากนั้นเติมสารแบคเทอริโอซินใหมีความเขมขนสุดทายเปน 128, 256 และ 512 AU/ml เก็บตัวอยาง
ท่ี 0 และ 5 นาที พบวา หลังจากเติมสารแบคเทอริโอซินความเขมขน 128 AU/ml สามารถลด
ปริมาณเช้ือไดเพียง 0.43 log CFU/ml คิดเปน 20 เปอรเซ็นต และเม่ือท้ิงไวนาน 5 นาที สามารถลด
ปริมาณเช้ือเพ่ิมอีกเล็กนอยเปน 0.47 log CFU/ml คิดเปน 21.86 เปอรเซ็นต แสดงวาระยะเวลาท่ี
นานขึ้นจะสงผลตอการลดปริมาณเช้ือเพ่ิมขึ้นดวย  แตเช้ือสวนใหญถูกทําลายตั้งแตท่ีสัมผัสกับสาร    
แบคเทอริโอซิน และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารแบคเทอริโอซินเปน 256 AU/ml สามารถลด
ปริมาณเช้ือได 0.88 และ 1.06 log CFU/ml ท่ี 0 และ 5 นาที คิดเปน 40.93 และ 49.30 เปอรเซ็นต  
ตามลําดับ แสดงวาความเขมขนของสารแบคเทอริโอซินท่ีเพ่ิมขึ้นจะลดปริมาณเช้ือไดเพ่ิมขึ้น ซ่ึง
เม่ือเพ่ิมความเขมขนของสารแบคเทอริโอซินเปน 512 AU/ml สามารถลดปริมาณเช้ือไดท้ังหมด 
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100 เปอรเซ็นต ท่ีเวลา 0 และ 5 นาที (ภาพท่ี 19, ตารางผนวกท่ี ค9) ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของ
สารแบคเทอริโอซิน 512 AU/ml เปนความเขมขนต่ําสุดท่ีจะใชในการศึกษาตอไป 

 

ภาพที่ 19  การยับยั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 
 TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตน 102 CFU/ml และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขมขน  
 ตาง ๆ และระยะเวลาตางๆ 
 

 10.2 การหาปริมาณเช้ือท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งดวยสารแบคเทอริโอซิน  
 

จากการทดลองในขอ 10.1 ความเขมขนของสารแบคเทอริโอซิน 512 AU/ml เปน
ความเขมขนต่ําสุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ปริมาณ 2 Log CFU/ml ได
ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาวาถาปริมาณเช้ือมากกวานี้ สารแบคเทอริโอซินความเขมขน 512 AU/ml 
จะยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือไดหรือไม พบวา ท่ีปริมาณเซลลของ L. monocytogenes 
DMST 17303 เทากับ 2.13 Log CFU/ml สารแบคเทอริโอซินความเขมขน 512 AU/ml สามารถ
ทําลายเช้ือไดอยางสมบูรณ แตท่ีปริมาณเซลลเพ่ิมขึ้นเปน 3.16, 4.79 และ 5.59 Log CFU/ml 
ประสิทธิภาพของการยับยั้งจะลดลง โดยสามารถลดปริมาณเช้ือไดเพียง 1.18, 1.17 และ              
1.10 Log CFU/ml, ตามลําดับ (ภาพท่ี 20, ตารางผนวกท่ี ค10) ท่ีเวลา 0 นาที สวนท่ีเวลา 5 นาที 
ปริมาณเซลลจะลดลงอีกเปน 1.44, 1.39 และ 1.34 Log CFU/ml ดังนั้นถาตองการลดการปนเปอน
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ของเช้ือท่ีมีปริมาณเซลลสูงกวา 102 CFU/ml อาจจําเปนตองเพ่ิมความเขมขนของสาร                   
แบคเทอริโอซินดวย จากการทดลองนี้พบวาเม่ือเติมสารแบคเทอริโอซินลงไป การยับยั้งจะเกิดขึ้น
ทันที และเม่ือเพ่ิมระยะเวลาการแชอีก 5 นาที การยับยั้งจะเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอยเทานั้น ซ่ึงจาก
การศึกษาในขอ 10.1 และ 10.2 จะเห็นไดวาสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรม 512 AU/ml มี
ประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการทําลายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีปริมาณเซลลประมาณ 
102 CFU/ml  
 

 
ภาพที่ 20  การยับยั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเซลล 

 เริ่มตนระดับตางๆ และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขมขน 512 AU/ml เปนเวลา                 
 0 และ 5 นาที 

 
11.  การศึกษาการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในน้ําผักปลอดเชื้อ   
 
 จากการศึกษาการปนเปอนของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในตัวอยางผัก
สลัดพรอมบริโภคในขอ 9 พบวาตัวอยางแตงกวาพบการปนเปอนของ L. inoccua ถึง 17 เปอรเซ็นต 
ซ่ึงมีความเปนไปไดท่ีจะมีการปนเปอนของ L. monocytogenes รวมดวย ถามีการเก็บตัวอยางมา
ศึกษามากกวานี้ ดังนั้น จึงเลือกแตงกวาเปนตนแบบของผักสลัดพรอมบริโภคในการศึกษาตอไป 
โดยทําการศึกษาการเจริญของเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ในน้ําคั้นแตงกวา เปรียบเทียบ
กับอาหารสังเคราะห TSBYE พบวา ในอาหาร TSBYE เช้ือสามารถเจริญเติบโตไดดี โดยมีปริมาณ
เซลลสูงสุด 9.23 Log CFU/ml สวนในน้ําแตงกวาปลอดเช้ือ ปริมาณเซลล สูงสุดเพียง                  
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6.72 Log CFU/ml แมวาการเจริญในน้ําแตงกวาปลอดเช้ือจะนอยกวาในอาหารเหลว TSBYE แต
เช้ือสามารถเจริญ เพ่ิมจํานวนไดถึง 3 Log CFU/ml ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 21, ตาราง
ผนวกท่ี ค11) ดังนั้นเปนท่ีนาสนใจวา ถามีการปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes ในแตงกวาสด 
เช้ือนี้อาจเพ่ิมจํานวนไดในระหวางการวางขายและกอใหเกิดปญหาอาหารเปนพิษได 

 
 
ภาพที่ 21  การเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหาร TSBYE และ น้ํา  

 แตงกวาปลอดเช้ือ ท่ีชวงเวลาตาง  ๆ
 
12.  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อในน้ําแตงกวาปลอดเชื้อ 
 

เม่ือเติมสารแบคเทอริโอซินความเขมขน 512 AU/ml ในน้ําแตงกวาปลอดเช้ือท่ีมีปริมาณ
เช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 เริ่มตนประมาณ 2 และ 5 Log CFU/ml และนําไปบมท่ี
อุณหภูมิต่ํา (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) พบวาสาร                  
แบคเทอริโอซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือไดดี  ถาปริมาณเซลลเริ่มตนอยูในระดับต่ํา
(ประมาณ 2 Log CFU/ml) คือสามารถยับยั้งได 100 เปอรเซ็นต ทันทีหลังจากเติมสาร                   
แบคเทอริโอซิน และคงอยูตลอดระยะเวลาการบม 24 ช่ัวโมงไมวาท่ีอุณหภูมิตู เย็นหรือท่ี
อุณหภูมิหอง (ภาพท่ี 22A, ตารางผนวกท่ี ค12) ในขณะท่ีชุดควบคุมท่ีไมเติมสารแบคเทอริโอซิน 
ปริมาณเช้ือเพ่ิมขึ้น 2.94 Log CFU/ml เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สวนท่ีอุณหภูมิตูเย็น
ปริมาณเช้ือไมเพ่ิมขึ้นแตอยางใด แสดงวา lag period ท่ีอุณหภูมิตูเย็นจะนานกวา 24 ช่ัวโมง สวน
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การทดลองท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนในระดับสูง (ประมาณ 5 log CFU/ml) สารแบคเทอริโอซิน
สามารถลดปริมาณเช้ือไดเพียงประมาณ 2 Log cycle ท้ังท่ีอุณหภูมิตูเย็นและอุณหภูมิหอง และเช้ือท่ี
เหลือรอดสามารถเจริญและเพ่ิมจํานวนตอไดอีกเม่ือบมท่ีอุณหภูมิหอง (ภาพท่ี 22B, ตารางผนวกท่ี 
ค13) สวนท่ีอุณหภูมิตูเย็นการเจริญของเช้ือท่ีเหลือรอดจะชากวา เห็นไดจากปริมาณเช้ือท่ีคงท่ีตลอด
ระยะเวลาการบม 24 ช่ัวโมง อยางไรก็ตาม เนื่องจากเช้ือ L. momocytogenes DMST 17303 สามารถ
เจริญไดท่ีอุณหภูมิต่ํา แต lag period อาจจะนานกวา 24 ช่ัวโมง ดังนั้นถาเพ่ิมระยะเวลาการเก็บนาน
กวานี้เช้ืออาจจะสามารถเจริญไดในภายหลัง  
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         Control (no bacteriocin), 7-10 ˚C                   512 AU/ml, 7-10 ˚C 

           Control (no bacteriocin), 30-35 ˚C                 512 AU/ml, 30-35 ˚C 
 
ภาพที่ 22  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน ความเขมขน 512 AU/ml ในการยับยั้งการเจริญ   

 ของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในน้ําแตงกวาปลอดเช้ือเม่ือมีปริมาณ   
 เซลลเริ่มตนในระดับ 2 log CFU/ml (ต่ํา, A) และ 5 log CFU/ml (สูง, B) และบมท่ี   
 อุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง (30-35 องศาเซลเซียส) 

 
 
 
 
 

A) 

B) 
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13.  การศึกษาระยะเวลาในการเกาะของเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด 
 

เม่ือจําลองการปนเปอนเทียมเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด โดย
นําแตงกวาสดปอกเปลือกและห่ันเปนทอนขนาด 25±1 กรัม แชในสารละลายเซลลความเขมขน
ตางๆ พบวา ระยะเวลาในการแช รวมท้ังปริมาณเซลลเริ่มตน มีผลตอการยึดเกาะของเช้ือบนผิว
แตงกวา กลาวคือ ในระยะเวลาท่ีเทากัน ถาแชในสารละลายเซลลท่ีมีปริมาณเช้ือมากกวา การยึด
เกาะจะเพ่ิมขึ้นดวย (ภาพท่ี 23, ตารางผนวกท่ี ค14) ในการศึกษานี้ การแชดวยระยะเวลา 5 นาทีใน
สารละลายเซลลเขมขน 104-105 CFU/ml การยึดเกาะบนผิวแตงกวาจะนอยกวา 2 Log CFU/g สวนท่ี
สารละลายเซลล 108 CFU/ml เช้ือสามารถยึดเกาะไดสูงถึง 5 Log CFU/g แตถาเพ่ิมระยะเวลาการแช
ใหนานขึ้นเปน 10, 20 และ 30 นาที การยึดเกาะจะเพ่ิมขึ้นตามลําดับ อยางไรก็ตามการแชนาน       
20 นาทีไมแตกตางจากการแชนาน 30 นาที แตการแชนานเกินไปอาจทําใหน้ําซึมเขาไปในผิว
แตงกวาและอาจทําใหลักษณะทางกายภาพเสียไป เชน บวมน้ํา ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาท่ี 20 นาที 
ในการจําลองการปนเปอนของเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาในการศึกษา
ตอไป 

 

 
 
ภาพที่ 23  การยึดเกาะของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดเม่ือ 

 แชในสารละลายเซลลท่ีมีปริมาณเช้ือเริ่มตนแตกตางกัน   
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14.  การศึกษาระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes DMST 17303 
บนผิวแตงกวาสด   
 

ในการศึกษานี้ไดประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ํากล่ันปลอดเช้ือ (SDW) จากนั้นนํา
แตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียมดวยเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ในปริมาณ                    
2.77 log CFU/g มาแชเปนเวลา 5, 10 และ 15 นาที เพ่ือดูประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินใน
การยับยั้งเช้ือบนผิวแตงกวา พบวา ถาแชแตงกวาท่ีมีการปนเปอนเทียมในน้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีไมได
เติมสารแบคเทอริโอซิน เปนเวลา 5 นาที ประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือ L. monocytogenes 
DMST 17303 มีเพียง 8.50 เปอรเซ็นต และจะลดลงเพ่ิมขึ้นเปน 27 และ 30 เปอรเซ็นต เม่ือแชนาน
ขึ้นเปนเวลา 10 และ 15 นาที ท้ังนี้ปริมาณเช้ือบนผิวแตงกวาสวนหนึ่งอาจหลุดออกมาอยูในน้ําท่ีแช 
เนื่องจากสามารถตรวจพบเช้ือปริมาณ 2.14 log CFU/ml ในน้ําแชท่ีไมไดเติมสารแบคเทอริโอซิน 
ซ่ึงเช้ือเหลานี้อาจมีโอกาสเกาะติดบนผิวแตงกวาไดอีกถาแชแตงกวาตอไป แตสําหรับการแช
แตงกวาท่ีมีการปนเปอนเทียมในน้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน (SDW+512) เปนเวลา 
5, 10 และ 15 นาที พบวาสารแบคเทอริโอซินมีประสิทธิภาพในการทําลายเช้ือไดถึง 96.6, 96.9 และ 
98.97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพท่ี 24, ตารางผนวกท่ี ค15) และตรวจไมพบเช้ือในน้ําท่ีผานการแช 
แตงกวา ถึงแมวา เ ช้ือจะหลุดจากผิวแตงกวามาอยูในน้ํ า  ก็สามารถถูกทําลายไดโดยสาร                 
แบคเทอริโอซินท่ีละลายอยูในน้ํา แสดงวาสารแบคเทอริโอซินท่ีเติมลงไปมีประสิทธิภาพในการ
ทําลายเช้ือท้ังท่ีอยูบนผิวแตงกวาและท่ีหลุดออกมาอยูในน้ํา จากผลการทดลองนี้เลือกการแชท่ี          
5 นาที ในการศึกษาตอไป เพ่ือรักษาสภาพทางกายภาพของแตงกวาไมใหเกิดการบวมน้ํามากเกินไป 

 
ในการศึกษานี้พบวา ปริมาณเซลลเริ่มตนบนผิวแตงกวาเทากับ 2.77 LogCFU/g ซ่ึงมากกวา

ในการทดลองขอท่ี 10.1 และ 10.2 ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนเพียง 2.13 logCFU/ml ดังนั้นทําให
ประสิทธิภาพการยับยั้งไมถึง 100 % อีกประการหนึ่งการทดลองในขอ 10.1 และ 10.2 ศึกษาใน
อาหารเหลว ทําใหประสิทธิภาพการยับยั้งดีกวาในการทดลองนี้ ซ่ึงศึกษาในแตงกวาสด ท่ีการยึด
เกาะของเซลลบนผิวแตงกวา อาจขึ้นกบัลักษณะทางกายภาพของแตงกวาดวย  
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ภาพที่ 24  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินความเขมขน 512 AU/ml ในการยับยั้งเช้ือ  

Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ีปนเปอนเทียมบนผิวแตงกวาสดท่ีระยะเวลา
การแชตางๆ (SDW = Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml =  Sterile distilled water 
+ bacteriocin activity 512 AU/ml) 

 
15.  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเชื้อ Listeria monocytogenes DMST 17303 บน
ผิวแตงกวาสดที่มีการปนเปอนเทียม  

 
 15.1 การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยบัยั้งเช้ือ L. monocytogenes 
DMST 17303 ท่ีมีการปนเปอนเทียมในระดับต่ําและระดับสูงและผลตออายกุารเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ
ตูเย็น 

 
เม่ือนําแตงกวาท่ีมีการปนเปอนเทียมดวยเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ใน

ระดับต่ําและระดับสูงมาแชในสารละลายน้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินความเขมขน 
512 และ 1,024 AU/ml พบวาถาการปนเปอนอยูในระดับต่ํา (2.88 LogCFU/g) ประสิทธิภาพของ
สารแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้ง L. monocytogenes DMST 17303 ไดสูงถึง 97.03 และ                    
97.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะท่ีแตงกวาท่ีมีการปนเปอนระดับสูง (5.64 Log CFU/g) 
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ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ไดเพียง 
26.95 และ 31.56 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพท่ี 25, ตารางผนวกท่ี ค16) อยางไรก็ตามการยับยั้งใน
สภาวะท่ีมีสารแบคเทอริโอซินยังคงมีประสิทธิภาพดีกวาการลางในน้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีไมไดเติม
สารแบคเทอริโอซิน ซ่ึงสามารถยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ไดเพียง 6.94 และ           
4.96 เปอรเซ็นต ท่ีการปนเปอนระดับต่ําและสูง ตามลําดับ  

 
นอกจากนี้เม่ือนําแตงกวาท้ังหมดท่ีผานการลางดวยสารละลายตางๆ ไปบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น

เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนับปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเพ่ิมขึ้น พบวา ในชุด
ควบคุม ท่ีไมผานการลางในสารละลายใดๆเลย ปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 
เพ่ิมขึ้น 0.67 และ 1.67 Log CFU/g สําหรับแตงกวาท่ีมีการปนเปอนในระดับ 2.88 และ              
5.64 Log CFU/g สวนแตงกวาท่ีผานการลางในน้ํากล่ันปลอดเช้ือท่ีไมไดเติมสารแบคเทอริโอซิน 
ปริมาณเช้ือ  L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีเพ่ิมขึ้นใกลเคียงกับชุดควบคุมท้ัง 2 กรณี คิดเปน
ปริมาณเช้ือท่ีเพ่ิมขึ้น 24 และ 34 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตแตงกวาท่ีผานการลางในสารละลายน้ํา
กล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรม 512 และ 1,024 AU/ml หลังจากเก็บท่ี
อุณหภูมิตูเย็นเปนเวลา 7 วัน ปริมาณเช้ือเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอย และบางกรณีเช้ือลดลง แสดงวาสาร                      
แบคเทอริโอซินท่ีดูดซับอยูบนผิวแตงกวายังคงมีประสิทธิภาพในการยับยั้งตอไปดวย (ภาพท่ี 26A 
และ 26B, ตารางผนวกท่ี ค17) 
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ภาพที่ 25  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขมขนตาง  ๆในการยับยั้งเช้ือ Listeria   

 monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสด ท่ีมีการปนเปอนในระดับต่ํา/ ระดับสูง   
 (SDW = Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml = Sterile distilled water+ bacteriocin   
 activity 512 AU/ml, SDW+1,024 AU/ml = Sterile distilled water+ bacteriocin activity  
 1,024 AU/ml) 

 
อยางไรก็ตามสารแบคเทอริโอซินท่ีคากิจกรรม 1,024 AU/ml ก็ยังไมเพียงพอในการยับยั้ง  

จุลินทรียปนเปอนท่ีระดับสูง แตเม่ือทําการวิเคราะหปริมาณเช้ือในน้ําท่ีผสมแบคเทอริโอซินหลัง
การแชแตงกวา พบวาตรวจไมพบเช้ือเลย ท้ังท่ี 512 และ 1,024 AU/ml แสดงวาถามีเซลลหลุดออก
จากผิวแตงกวามาอยูในน้ํา สารแบคเทอริโอซินยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือไดดี แตเช้ือท่ีเกาะ
บนผิวแตงกวาในปริมาณสูง อาจยึดเกาะไมสมํ่าเสมอกัน และสารแบคเทอริโอซินอาจทําลายได
เฉพาะเซลลท่ีอยูนอกสุดไดงายกวา ดังนั้นถามีการปนเปอนของเช้ือในปริมาณสูง นอกจากจะตอง
เพ่ิมความเขมขนของสารท่ีใชแลว ยังอาจตองเพ่ิมระยะเวลา หรืออาศัยวิธีกลอ่ืนรวมดวยเชน       
การกวน  

  
จากผลการศึกษานี้จะเห็นไดวาแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากเช้ือ P. pentosaceus KU-F2       

มีประสิทธิภาพในการทําลายเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ไดดี เชนเดียวกับงานวิจัยของ 
Allende et al. (2007) พบวาเม่ือใช nisin ท่ีมีคากิจกรรม 200 AU/ml รวมกับ coagulin สามารถลด
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จํานวนเช้ือ L. monocytogenes ท่ีปนเปอนบนผักกาดขาวได 3.2-3.5 Log CFU/g ภายในเวลา 3 วัน 
เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ Randazzo et al. (2008) ทําการศึกษาประสิทธิภาพของ 
bacteriocin RUC9 ท่ีผลิตโดย L. lactis RUC9 ในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes ท่ีปนเปอนใน 
lettuce iceberg ท่ีบมท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วันโดยสามารถลดจํานวนเช้ือได            
2.4 Log CFU/g  
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ภาพที่ 26  ผลของสารแบคเทอริโอซิน ตออายุการเก็บรักษาของแตงกวาสดท่ีปนเปอนเทียมดวย  
 Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่ํา (A) และระดับสูง (B) เม่ือเก็บท่ี 
อุณหภูมิตูเย็นเปนเวลา 7 วัน (SDW = Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml = Sterile 
distilled water+ bacteriocin activity 512 AU/ml, SDW+1,024  AU/ml = Sterile distilled 
water+ bacteriocin activity 1,024 AU/ml) 
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16.  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปาเพ่ือยับยัง้เชื้อ L. monocytogenes DMST 17303 
บนผิวแตงกวาสด 

 
เพ่ือใหงายตอการนําไปปฏิบัติจริง ในการศึกษานี้ไดประยุกตสารแบคเทอริโอซินใน

น้ํ า ป ร ะ ป า ท่ี ใ ช กั น อ ยู ท่ั ว ไ ป  จ า ก นั้ น นํ า แ ต ง ก ว า สด ท่ี มี ก า ร ป น เ ป อ น เ ที ย ม ด ว ย เ ช้ื อ                                     
L. monocytogenes  DMST 17303 ในปริมาณ 2.58 Log CFU/g มาแชในน้ําประปาท่ีเติมสาร         
แบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรม 512 AU/ml เปนเวลา 5 นาที เปรียบเทียบกับน้ํากล่ันปลอดเช้ือ น้ํา
กล่ันปลอดเช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน และน้ําประปาท่ีเติมสารโซเดียมไฮโปคลอไรท 100 ppm 
พบวาน้ําประปาท่ีเติมสารโซเดียมไฮโปคลอไรท 100 ppm ซ่ึงเปนสารท่ีใชฆาเช้ือในการลางผัก
ท่ัวๆไป สามารถลดปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีปนเปอนเทียมบนผิวแตงกวาได
เกือบ 100 เปอรเซ็นต แตขอเสียของการใชสารเคมีอาจกอใหเกิดสารเคมีตกคางได ดังนั้นการลด
ปริมาณเช้ือโดยใชสารชีวภาพนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่ง ซ่ึงในการทดลองนี้ใชสารแบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีไดรับการยอมรับวาเปน GRAS จึงนาจะ
ปลอดภัยมากกวา จากการทดลองพบวา การเติมสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปาท่ีไมผานการฆา
เช้ือก็มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303ไดเชนเดียวกับน้ํากล่ันปลอด
เช้ือท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน แมวาประสิทธิภาพในการยับยั้งจะไมดีเทียบเทากับสารโซเดียมไฮโป
คลอไรท แตก็สามารถยับยั้งเช้ือไดมากกวา 80-90% (ภาพท่ี 27, ตารางผนวกท่ี ค18) นอกจากนี้เม่ือ
เก็บรักษาแตงกวาท่ีผานการแชในน้ําท่ีเติมสารแบคเทอริโอซินไวนานถึง 8 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิตูเย็น 
ปริมาณเช้ือก็ไมเพ่ิมขึ้นแตอยางใด  
 
 จากผลการทดลองนี้จะเห็นไดวาการประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปา อาจตองมี
การศึกษาเพ่ิมเติม เนื่องจากน้ําประปาท่ีใชอาจมีสารคลอรีนหลงเหลืออยูเล็กนอย ซ่ึงอาจมีผลตอ
ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินได 
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ภาพที่ 27  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินเม่ือละลายในน้ําประปา ตอการยับยั้งเช้ือ Listeria  

 monocytogenes DMST 17303 ท่ีปนเปอนเทียมบนผิวแตงกวาสด ท่ีระยะเวลาการเก็บ 
ตาง ๆ (SDW = Sterile distilled water, SDW+512 AU/ml = Sterile distilled water+ 
bacteriocin activity 512 AU/ml, Tap+512 AU/ml = Tap water+bacteriocin activity           
512 AU/ml, Tap+chlorine = TAP+ Sod. Hypochlorite 100 ppm) 

 
จากการศึกษานี้จะเห็นไดวาสารโซเดียมไฮโปคลอไรทมีประสิทธิภาพในการทําลายเช้ือได

ดีกวาสารแบคเทอริโอซิน แตสารโซเดียมไฮโปรคลอไรดท่ีใชเปนสารเคมีซ่ึงอาจตกคางในผัก 
สงผลตอสุขภาพของผูบริโภคได นอกจากนี้ในกระบวนการเตรียมตองใชความระมัดระวังอยางมาก 
เพราะเปนสารเคมีท่ีอันตรายตอผิวหนังและตา  สวนแบคเทอริโอซินเปนสารท่ีสรางจากจุลินทรียใน
ธรรมชาติ ซ่ึงหากเพ่ิมคากิจกรรมใหเพียงพอตอการทําลายเช้ือ จะสามารถทําลายเช้ือไดหมด ดังนั้น
จึงมีความเปนไปไดท่ีจะนําสารแบคเทอริโอซินไปประยุกตใชในกระบวนการลางผัก เพ่ือความ
ปลอดภัยตอสุขภาพและเปนท่ียอมรับของผูบริโภค 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  ในการศึกษานี้สามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากผักและผลไม และสามารถ 
สรางสารแบคเทอริโอซินไดท้ังหมด 3 ไอโซเลต จากจํานวนท้ังหมด 769 ไอโซเลต คิดเปน                   
0.4 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลต KU-F2 สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมการยับยั้งสูง
ท่ีสุดคือ 12,800 AU/ml ตอเช้ือแบคทีเรียทดสอบ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157 และ  
L.monocytogenes DMST 17303 
 
 2.  แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต KU-F2 จัดจําแนกสายพันธุไดเปน Pediococcus 
pentosaceus KU-F2 

  
 3.  การสรางสารแบคเทอริโอซินเปนแบบ primary metabolite production ซ่ึงสัมพันธกับ
การเจริญ โดยสรางไดสูงท่ีสุดท่ีช่ัวโมงท่ี 15 ของการเจริญซ่ึงเปนระยะปลาย log phase 
 
 4.  ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซินไดแก อุณหภมิู, คาความเปนกรด-ดาง, 
ปริมาณกลูโคสและปริมาณเกลือ โดยท่ี 37 องศาเซลเซียส, คาความเปนกรด-ดาง 5.8, ปริมาณ
กลูโคส 2 เปอรเซ็นต และ ปริมาณเกลือ 0-2 เปอรเซ็นต เช้ือ P. pentosaceus KU-F2 จะสรางสาร   
แบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมสูงสุดคือ 12,800 AU/ml 
 
 5.  ในการศึกษาเบ้ืองตนถึงประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินจากเช้ือ P. pentosaceus  
KU-F2 ในการยับยั้ง เช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว พบวาสาร                     
แบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรม 512 AU/ml สามารถยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีมี
ปริมาณเช้ือ 102 CFU/ml ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
 6.  สารแบคเทอริโอซินท่ีมีคากิจกรรมการยับยั้ง 512 AU/ml สามารถประยุกตในน้ําลางผัก  
โดยมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีมีการ
ปนเปอนเทียมปริมาณ 2 Log CFU/g 
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 7.  สารแบคเทอริโอซินสามารถประยุกตกับน้ําประปาในการยับยั้งเช้ือ L. monocytogenes 
DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดเชนเดียวกัน 
 

ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ในงานวิจัยนี้เปนการศึกษาเบ้ืองตนเพ่ือดูประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน ท่ีผลิต 
จาก Pediococcus  pentosaceus KU-F2 ในการยับยั้งเช้ือกอโรคบนผักสดซ่ึงไดเลือกแตงกวาเปน
ตัวแทนของการศึกษา ซ่ึงพบวา ในแตละชุดของการทดลองท่ีมีการปนเปอนเทียม ไมสามารถ
ควบคุมใหปนเปอนในปริมาณท่ีเทากันไดทุกครั้ง เนื่องจากแตงกวาแตละครั้งมีขนาดและรูปรางไม
สมํ่าเสมอ นอกจากนี้เม่ือทําการปลอกเปลือกผิวแตงกวาออกกอนทําการปนเปอน จะมีน้ําสีขาวไหล
ออกมาดวย ซ่ึงน้ําสีขาวดังกลาวอาจมีผลตอการยึดเกาะของเช้ือบนผิวแตงกวา หรือ อาจมีผลตอ
ประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินได ซ่ึงนาจะไดมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงปจจัยเหลานี ้
 
 2.  ในการศึกษานี้ยังไมไดทําการศึกษาโครงสรางของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ                              
P. pentosaceus KU-F2 ซ่ึงขอมูลดังกลาวจะเปนประโยชนตอการอธิบายถึงกลไกการยับยั้งของเช้ือ
กอโรคไดชัดเจนขึ้น 
 
 3.  ผลจากการศึกษานี ้นาจะเปนแนวทางในการศึกษาถึงการใชประโยชนของสาร               
แบคเทอริโอซินเปนสารถนอมอาหารชีวภาพกับผักสดประเภทอ่ืนได 
 

 4.  ในการศึกษานี้พบวาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน สามารถยับยั้งเช้ือ                                            
L. monocytogenes DMST 17303 ไดดี อยางไรก็ตามเช้ือดังกลาว เปนแบคทีเรียแกรมบวก ซ่ึงมี
ความใกลชิดกับแบคทีเรียกรดแลคติก แตถาตองการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ อาจตองประยุกต
รวมกับวิธีการอ่ืน เชน กรดอินทรีย เปนตน 
 
 5.  ควรพัฒนาการผลิตสารแบคเทอริโอซิน ในสับสเตรทท่ีมีราคาถูกกวาอาหารสังเคราะห 
เพ่ือใหการนําไปประยุกตเปนรูปธรรมมากขึ้น 
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อาหารเลี้ยงเช้ือ  
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 
น้ํากล่ัน          1,000  มิลลิลิตร 
คาความเปนกรด-เบส        7.3 
 

นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีในกรณีท่ีตองการเตรียมเปน
อาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic soy agar ใหเติมวุนผงลงไป 15 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 
น้ํากล่ัน                                                                                                              1,000     มิลลิลิตร 
คาความเปนกรด-เบส                                                                                        5.8 
 

นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ในกรณีท่ีตองการเตรียมเปน
อาหารเล้ียงเช้ือ De Man, Rogosa and Sharpe agar ใหเติมวุนผงลงไป 15 กรัม 
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3.  PALCAM Listeria Agar Base 
 
Columbia Blood Agar Base      39  กรัม 
Yeast extract         3 กรัม 
Glucose         0.5 กรัม 
Esculin          0.8 กรัม 
Ferric ammonia citrate       0.5  กรัม 
Mannitol         10 กรัม 
Phenol red         0.08 กรัม 
Lithium chloride        15 กรัม 
คาความเปนกรด-เบส        7.2 
 
4. PALCAM Selective supplement 

 
Polymyxin B          10  มิลลิกรัม 
Acriflavine hydrochloride        5 มิลลิกรัม 
Ceftazidine 20         มิลลิกรัม 

 
5. Potato dextrose agar (PDA) 

 
มันฝรั่ง          200  กรัม 
Dextrose         20  กรัม 
Agar          20  กรัม 
นํ้ากล่ัน          1,000  มิลลิลิตร 
คาความเปนกรด-เบส        5.6 
 

ปอกเปลือกมันฝรั่งแลวห่ันเปนช้ินเล็ก ๆ นํา ไปช่ังจนครบ 200 g แลวนํา มาตมกับนํ้ากล่ัน 
นาน 15-20 นาที กรองเอาสวนท่ีเปนกากออก เติมสวนประกอบท่ีเหลือแลวนํา ไปตมจนวุนละลาย 
นึ่งฆาเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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6.  Nutrient broth (NB)  
 
Beef extract         3 กรัม 
Peptone         5  กรัม 
น้ํากล่ัน           1,000     มิลลิลิตร 
 

นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีในกรณีท่ีตองการ เตรียมเปน
อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar (NA) ใหเติมวุนผงลงไป 15 กรัม 
 
7.  Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti (ALOA) (g/l) 
 
Meat peptone        18 กรัม 
Tryptone         6 กรัม 
Yeast extract         10 กรัม 
Sodium pyruvate        2 กรัม 
Glucose         2 กรัม 
Magnesium glycerophosphate       1 กรัม 
Magnesium sulphate       0.50 กรัม 
Sodium chloride        5 กรัม 
Lithium chloride        10 กรัม 
Disodium hydrogen phosphate anhydrous      2.5 กรัม 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucopyranoside    0.05 กรัม 
Agar          13.5 กรัม 
 
8.  ALOA Selective Supplement (vial contents for 500 ml of medium) 
 
Nalidixic Acid        10  มิลลิกรัม 
Ceftazidine         10  มิลลิกรัม 
Cycloheximide         25 มิลลิกรัม 
Polymyxin B 3        8350 IU 
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9.  ALOA Enrichment Supplement (vial contents for 500 ml of medium) 
 
L-α-phosphatidylinositol       1 กรัม 
 
10.  Agar Listeria acc. to Ottaviani & Agosti (ALOA) - ready to use plates 
 
ALOA          1000  มิลลิลิตร 
ALOA Selective Supplement       10  มิลลิลิตร 
ALOA Enrichment Supplement       40  มิลลิลิตร 
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สารละลายเคมี 
 
1. สารละลายอะซิติกเขมขน 0.2 โมลาร 
 

เตรียมโดยเจือจางกรดอะซิติกเขมขน 11.55 มิลลิลิตร ในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน                    
1,000 มิลลิลิตร 

  
2. สารละลายโซเดียมอะซิเตตเขมขน 0.2 โมลาร  

 
เตรียมโดยละลายโซเดียมอะซิเตต 16.4 กรัม ในน้ํากล่ันปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 
 
 
 

3. สารละลายไกลซีนเขมขน 0.2 โมลาร 
 
เตรียมโดยละลายไกลซีน 15.01 กรัม ในน้ํากล่ันปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 
 
 

4. สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอรพีเอช 4.5  
 

เตรียมโดยผสมสารละลายกรดอะซิติกเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 305 มิลลิลิตร กับ
สารละลายโซเดียมอะซิเตตเขมขน  0.2 โมลาร ปริมาตร 195 มิลลิลิตร ใหเขากันแลวปรับปริมาตร
เปน 1,000 มิลลิลิตรโดยน้ํากล่ัน 

 
5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 5 นอรมัล 
 

เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 20 กรัมในน้ํากล่ันท้ิงไวใหเย็นแลวปรับปริมาตรให
เปน 1 ลิตร 
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6. สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 5 นอรมัล 
 

เตรียมโดยนํากรดไฮโดรคลอริก 12.06 นอรมัล ปริมาตร 414.59 มาปรับปริมาตรเปน          
1 ลิตรโดยน้ํากล่ัน 

 
7. สารละลายไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอรพีเอช 9.6  
 

เตรียมโดยผสมสารละลายไกลซีนเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร กับสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 224 มิลลิลิตร ใหเขากันและปรับปริมาตรเปน   
1,000 มิลลิลิตรโดยน้ํากล่ัน 
 



 125

ภาคผนวก ข 
การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 
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การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา, สรีระวิทยา และสมบัติทางชีวเคมี 
 
1.  ติดสีแกรม 
 

เขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง MRS อายุ 18-24 ช่ัวโมง ลงบนแผนสไลด ยอม
ดวยสารละลาย Crystal violet เวลา 1 นาที เทสีท้ิง หยดสารละลายไอโอดีนใหทวม เวลา 1 นาที เท
ท้ิงลางดวยแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต เบาๆ ลางดวยน้ําประปา แลวจึงยอมดวยสารละลาย Safranin-
O เวลา 1 นาที ลางดวยน้ําประปาอีกครั้ง ซับใหแหง ตรวจสอบรูปราง การติดสี การเรียงตัวดวย
กลองจุลทรรศน 
 
2.  การสรางเอนไซม คะตะเลส (catalase) 
 

เขี่ยเช่ือบริสุทธ์ิท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง MRS เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง ลงบนแผนสไลด 
หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 3 เปอรเซ็นต บนแผนสไลด สังเกตฟองอากาศ 
แบคทีเรียกรดแลคติกจะไมสรางเอนไซมคะตะเลส จึงไมเกิดฟองอากาศจากปฏิกิริยา 
 
3.  การเจริญในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขนตางๆ 
 

เขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิท่ีมีอายุ 18-24 ช่ัวโมง ลงในอาหารเหลว MRS ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด       
6.5 และ 18 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) บมท่ีอุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเจริญ         
7 วัน 
 
4.  การตรวจสอบการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ระดับ pH ตางๆ 
 

เตรียมอาหารเหลว MRS ท่ีระดับความเปนกรดดาง 9.6 โดยใชสารละลายไกลซีนเขมขน 
0.2 โมลาร ผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร                      
20 มิลลิลิตร นําไปปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1,000 มิลลิลิตร นําสารละลายบัฟเฟอรดังกลาวใช
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แทนน้ํากล่ันในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือเติมสวนผสมตางๆครบแลวนําไปปรับระดับความเปน
กรดดางใหเทากับ 9.6 นึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 

 
เตรียมอาหารเหลว MRS ท่ีระดับความเปนกรดดาง 4.5 โดยใชอะซิเตตบัฟเฟอรความ

เขมขน 0.2 โมลาร ปริมาตร 500 มิลิลิตร เจือจางดวยน้ํากล่ันและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร นํา
สารละลายบัฟเฟอรนี้ใชแทนน้ํากล่ันในการเตรียมอาหาร เม่ือเติมสารอาหารตางๆ จนครบแลวปรับ
ระดับความเปนกรดดางของอาหารเปน 4.5 ดวยสารละลายโซเดียมอะซิเตต หรือสารละลายกรดอะ
ซิติกเจือจาง นําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 

 
เขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีคาความเปนกรด-ดาง 4.5 และ 9.6 บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการเจริญ โดยดูความขุนเม่ือบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ
ภายในเวลา 7 วัน 

 
5.  การทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ 

 
เขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส ตรวจสอบ

การเจริญโดยดูความขุนเม่ือบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และภายในเวลา 7 วัน 
 

6.  การตรวจสอบการสรางกาซ 
 

เขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ท่ีใสหลอดดักกาซ บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 48-72 ช่ัวโมง แบคทีเรียกลุม Heterofermentative จะพบกาซในหลอดดักกาซ สวน
แบคทีเรียกลุม Homofermentative จะไมพบกาซในหลอดดักกาซ 
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลการทดลองและกราฟการเจริญ 
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ตารางผนวกที่ ค1  สัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกจากผัก ผลไม และผักสลัดพรอมบริโภค 
 

ตัวอยาง จํานวนครั้งท่ี
แยกเช้ือ (รหัส)a 

จํานวน 
ไอโซ
เลต 

รูปราง การผลิตกรดแลคติก จํานวนไอโซเลตเจริญท่ีสภาวะตางๆ 

rod coccus Homo 
fermentative 

Hetero 
fermentative 10°C 45°C 6.5% 

NaCl 
18% 
NaCl 

pH 
4.4 

pH 
9.6 

1. ผักสด             
มะเขือเทศ 1(V1) 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 

 2(V29-V38) 10 10 0 10 0 1 7 3 0 6 0 
แตงกวา 1(V66-V67) 2 2 0 1 1 1 0 1 0 0 0 

กะหลํ่าปลี 1(V151-V174) 24 21 3 24 0 12 7 24 0 8 0 
 2(V175-V210) 37 37 0 37 0 4 15 22 5 21 0 

หอมหัวใหญ 1(V227-V232) 6 4 2 4 2 0 6 4 2 2 0 
 2(V267-V290) 24 24 0 23 1 2 4 23 22 20 0 
 3(V237-V266) 30 26 4 29 1 11 5 20 0 11 0 

ผักคะนา 1(V381-V422) 42 42 0 40 2 8 10 39 0 21 0 
 2(V423-V439) 17 15 2 17 0 2 2 17 0 13 0 

ผักบุงจีน 1(V440-V446) 7 7 0 7 0 2 6 1 0 4 0 
 2(V447-V459) 13 13 0 13 0 0 0 11 0 1 0 
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ตารางผนวกที่ ค1  (ตอ)  
 

ตัวอยาง 
จํานวนครั้งท่ี

แยกเช้ือ (รหัส)a 

จํานวน 
ไอโซ
เลต 

รูปราง การผลิตกรดแลคติก จํานวนไอโซเลตเจริญท่ีสภาวะตางๆ 

rod coccus Homo 
fermentative 

Hetero 
fermentative 10°C 45°C 6.5% 

NaCl 
18% 
NaCl 

pH 
4.4 

pH 
9.6 

ผักกาดขาว 1(V460-V492) 33 33 0 33 0 18 14 26 9 13 0 
 2(V493-V512) 20 15 5 18 2 12 8 12 4 7 0 
 3(V513-V539) 27 25 2 27 0 8 7 23 12 18 0 

ผักคื่นฉาย 1(V540-V573) 34 31 3 34 0 18 7 34 3 13 0 
มะเขือยาว 1(V574-V578) 5 5 0 3 2 5 1 2 0 0 0 
สลัดแกว 2(V583-F594) 12 1 11 12 0 11 10 11 0 0 0 
ดอกแค 1(D36-D68 ) 32 30 2 24 8 10 11 31 18 21 0 

2. ผักสลัดพรอมบริโภค            
มะเขือเทศ 1(V2-V28) 27 26 1 27 0 3 2 27 0 13 0 

 2(V39- V62) 24 21 3 23 1 17 3 23 6 9  1 
ฟกทอง 1(V63-V65) 3 3 0 2 1 3 0 3 0 0 0 
แตงกวา 1(V68-V138) 71 62 9 71 0 48 45 61 0 5 0 
ขาวโพด 1(V139-V141) 3 2 1 3 0 0 1 2 1 2 0 
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ตารางผนวกที่ ค1  (ตอ)  
 

ตัวอยาง จํานวนครั้งท่ี
แยกเช้ือ (รหัส)a 

จํานวน 
ไอโซ
เลต 

รูปราง การผลิตกรดแลคติก จํานวนไอโซเลตเจริญท่ีสภาวะตางๆ 

rod coccus Homo 
fermentative 

Hetero 
fermentative 10°C 45°C 6.5% 

NaCl 
18% 
NaCl 

pH 
4.4 

pH 
9.6 

 2(V142-V147) 6 6 0 5 1 5 0 1 1 1 0 
กะหลํ่าปลี 1(V148-V150) 3 1 2 3 0 1 3 2 2 2 0 

มันฝรั่ง 1(V211-V215) 4 1 3 4 0 1 4 3 3 3 0 
ถ่ัวลันเตา 1(V216-V224) 9 9 0 7 2 8 5 3 0 0 0 

เผือก 1(V225-V226) 2 2 0 1 1 1 1 0 0 1 0 
หอมหัวใหญ 1(V233-V236) 4 4 0 4 0 0 2 0 0 0 0 
บร็อคโคล่ี 1(V291-V310) 20 17 3 14 6 8 4 13 12 9 0 
พริกหยวก 1(V311-V338) 28 17 11 26 2 24 12 16 0 8 0 

 2(V339-V348) 10 5 5 9 1 7 3 7 0 3 0 
หนอไมฝรั่ง 1(V349-V351) 3 3 0 3 0 0 2 1 0 2 0 

กรีนโอค 1(V352-V363) 12 4 8 12 0 12 8 12 0 0 0 
กระหลํ่าปลี 

(สีมวง) 1(V364-V380) 17 16 1 17 0 9 1 9 0 8 0 

สลัดแกว 1(V579-V582) 4 3 1 4 0 1 4 1 0 2 0 
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ตารางผนวกที่ ค1  (ตอ)  
 

ตัวอยาง จํานวนครั้งท่ี
แยกเช้ือ (รหัส)a 

จํานวน 
ไอโซ
เลต 

รูปราง การผลิตกรดแลคติก จํานวนไอโซเลตเจริญท่ีสภาวะตางๆ 

rod coccus Homo 
fermentative 

Hetero 
fermentative 10°C 45°C 6.5% 

NaCl 
18% 
NaCl 

pH 
4.4 

pH 
9.6 

3. ผลไม             
สัปปะรด 1(F1-F2) 2 0 2 2 0 1 2 1 1 1 0 

 2(F3-F22) 20 20 0 20 0 6 6 20 0 11 0 
 3(F23-F64) 42 40 2 39 3 11 10 34 31 26 0 

แอปเปล 1(F65-F81) 17 11 6 14 3 16 6 7 0 1 0 
แคนตาลูป 1(F82-F88) 7 0 7 7 0 7 7 7 0 0 0 

 2(F89-F90) 2 0 2 2 0 2 2 2 0 0 0 
4. ดอกไม             
ดอกดาวเรือง 1(D1-D3) 3 0 3 3 0 3 3 3 0 0 0 

 2(D4-D13) 10 9 1 10 0 7 6 7 3 3 0 
กุหลาบ 1(D14-D23) 10 7 3 6 4 1 2 9 9 7 0 
เยอบีรา 1(D24-D30) 7 6 1 7 0 4 7 7 3 0 0 
ยิปโซ 1(D31-D32) 2 2 0 2 0 0 0 2 0 0 0 
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ตารางผนวกที่ ค1  (ตอ)  
 

ตัวอยาง จํานวนครั้งท่ี
แยกเช้ือ (รหัส)a 

จํานวน 
ไอโซ
เลต 

รูปราง การผลิตกรดแลคติก จํานวนไอโซเลตเจริญท่ีสภาวะตางๆ 

rod coccus Homo 
fermentative 

Hetero 
fermentative 10 °C 45 °C 6.5% 

NaCl 
18% 
NaCl 

pH 
4.4 

pH 
9.6 

แอสเตอร 1(D33-D35) 3 3 0 3 0 1 1 1 0 0 0 
5. วัสดุทางการเกษตร            

กากมัน 1(M1-M18) 18 18 0 18 0 7 8 18 11 9 0 
รวม - 769 659 110 725 44 339 281 607 159 306 1 

 
หมายเหตุ   a: รหัสเช้ือ KU…..(หมายเลข)…… 
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ตารางผนวกที่ ค2  การยับยั้งท่ีเกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกกับเช้ือแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Direct spot  
 

Isolate 
Indicator strain 

A B C D E F G H I J K L M N O P Q R 
KU-V42 - + + ++ + - - +++ ++ + + + - +++ - ++ - +++ 
KU-V43 - + ++ ++ ++ - - + ++ - ++ + - +++ - + - ++ 
KU-V141 ++ + + ++ + + ++ + + ++ + + +++ +++ ++ + + ++ 
KU-V166 +++ - - - + - - - ++ +++ +++ - ++ + - - - ++ 
KU-V227 +++ + - - + + + - + - + - + + + ++ + + 
KU-V232 + + + + + ++ + - ++ - + + + + ++ - + + 
KU-V234 ++ + + + + + + - + ++ - - + + ++ + + + 
KU-V289 + + ++ ++ - + + + + + + ++ + + ++ + ++ + 
KU-V290 - + - ++ + ++ ++ - + + + + + + + + + +++ 
KU-V309 ++ - + + + + + - - +++ + ++ + + ++ + + + 
KU-V349 - - - + +++ + - - + ++ + ++ +++ + +++ - - ++ 
KU-V477 + + + ++ + + + ++ + + ++ ++ + + + + + ++ 
KU-V478 - - - +++ ++ - + - - - - +++ - - - ++ - ++ 
KU-V479 + - - +++ + ++ ++ + ++ + +++ + + + + ++ ++ - 
KU-V503 + + + + + + - ++ - - + + ++ + + - ++ + 
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ตารางผนวกที่ ค2  (ตอ)  
 

Isolate 
Indicator strain 

A B C D E F G H I J K L M N O P Q R 
KU-V504 + + - +++ - + - + - - + + + + + + ++ + 
KU-V509 ++ + - + - - - + +++ - + ++ + - + - +++ ++ 
KU-V537 - + + + + + + + + + ++ + + ++ + + + + 
KU-V538 + ++ + ++ - + + ++ + +++ + + + + - + + + 
KU-V539 - - + - + - - - +++ - + ++ - ++ - + + ++ 

KU-F2 +++ + - + ++ ++ - ++ + + + + +++ +++ ++ ++ ++ ++ 
KU-F31 +++ - - - - - + + + - + + - ++ - + - ++ 
KU-F72 +++ + - + ++ + - +++ ++ +++ ++ - +++ ++ +++ ++ +++ ++ 
KU-F81 - - - + +++ + - - + ++ + ++ +++ + +++ - - ++ 
KU-D1 +++ - - + + - - ++ + + + + ++ +++ +++ + +++ ++ 
KU-M1 - + + + - + + ++ ++ ++ + + + - + + - ++ 
KU-M2 + + + + + ++ + - + +++ ++ +++ + + + + + + 
KU-M3 - + + ++ - + - +++ - - - +++ + - ++ + + + 
KU-M4 + + + + + + + + + ++ ++ + + + + + + + 
KU-M5 + + + ++ - + + + ++ + + ++ + + + + + +++ 135 
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ตารางผนวกที่ ค2  (ตอ)  
 

Isolate 
Indicator strain 

A B C D E F G H I J K L M N O P Q R 
KU-M6 - + - ++ ++ + - - - + + + ++ - ++ + + - 
KU-M7 + - - + - + - ++ + ++ + + + + + ++ +++ ++ 
KU-M8 - - ++ + +++ + - - + ++ + ++ +++ + - - + - 
KU-M9 + + - ++ + + - - + +++ + + + + ++ + + ++ 
KU-M10 + + + - - +++ - ++ ++ ++ + ++ - + + + + ++ 
KU-M11 - + + + + + - - + +++ + ++ + + + - + ++ 
KU-M12 - + ++ + - + + ++ + - + ++ + + + ++ ++ ++ 
KU-M13 + - + ++ + + - ++ ++ ++ + + + + + ++ + ++ 
KU-M14 - - + - - + - ++ + - + + + + + + + - 
KU-M15 - +++ - + - + ++ +++ ++ ++ + ++ + + + + + + 
KU-M16 + + + + - + - - ++ ++ + ++ + + + ++ ++ - 
KU-M17 + - - + - + - - + - - ++ + + + - - - 
KU-M18 - - - - - - - - + - - ++ - - - - - - 
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หมายเหตุ   -: ไมสรางบริเวณใส, +: สรางบริเวณใสไมเกิน 10 มิลลิเมตร, ++: สรางบริเวณใสตั้งแต 11-20 มิลลิเมตร, +++ : สรางบริเวณใสมากกวา  20 มิลลิเมตร 
A:Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157, B: Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124, C: Escherichia coli JM 109,                      
D: Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 7638, E: Pediococcus pentosaceus TISTR 536, F: Enterococcus faecium JCM 5804,                               
G: Staphylococcus aureus,  H:  Erwinia carotovora, I: Bacillus coagulans JCM  2257, J: Bacillus subtilis JMC 1465, K: Bacillus circulans 
JCM 2504, L:  Micrococcus luteus IFO 12708, M: Listeria innocua ATCC  33090, N:  Pediococcus pentosaceus JCM 5885, O:  Enterococcus 
faecalis JCM 5803, P:  Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435, Q:  Enterococcus  faecium TUA 1344L, R:  Lactobacillus  plantarum 
ATCC 14917 

 

137 



 138

ตารางผนวกที่ ค3  คาการเจริญ (LogOD 600 nm) คาความเปนกรด-ดางของอาหารเล้ียงเช้ือและคา 
 กิจกรรมการยับยั้งของ Pediococcus pentosaceus KU-F2 เม่ือเจริญในอาหาร  
 เหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง 

 

Time (hr.) Growth 
(LogOD600) pH of culure broth Antilisterial activity 

(AU/ml)a 
0 -0.73+0.00 5.86+0.01 0 
6 -0.30+0.01 5.75+0.00 0 
12 0.42+0.11 5.66+0.01 6,400 
15 0.49+0.04 4.53+0.33 12,800 
18 0.44+0.10 4.33+0.01 12,800 
21 0.44+0.03 4.18+0.05 12,800 
24 0.44+0.03 4.17+0.03 12,800 

 
หมายเหตุ  a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain. 

       1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า+ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ค4  ผลของอุณหภูมิตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS 

Temperature/Parameter Time (hr) 
0 hr 12 hr 15 hr 18 hr 21 hr 24 hr 

7 - 10ºC       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 0.15+0.04 0.18+0.01 0.15+0.00 0.17+0.00 0.17+0.00 
pH of culture1 5.81+0.00 5.78+0.00 5.80+0.00 5.80+0.00 5.80+0.00 5.80+0.00 
Antilisterial activity(AU/m1)a 0 0 0 0 0 0 
20ºC       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 0.29+0.00 0.46+0.00 1.48+0.01 1.66+0.01 1.68+0.02 
pH of culture1 5.81+0.00 5.17+0.00 5.04+0.01 4.63+0.00 4.55+0.01 4.54+0.01 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 200 400 800 800 800 
30ºC       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 1.58+0.00 2.22+0.01 2.56+0.01 2.58+0.00 2.54+0.01 
pH of culture1 5.81+0.00 4.65+0.01 4.48+0.01 4.28+0.01 4.24+0.00 4.22+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
37ºC       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 1.92+0.00 2.69+0.01 2.73+0.00 2.71+0.00 2.70+0.00 
pH of culture1 5.80+0.01 4.33+0.00 4.12+0.01 4.11+0.00 4.05+0.00 4.01+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
42ºC       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 0.98+0.01 1.37+0.00 1.55+0.00 1.52+0.02 1.52+0.02 
pH of culture1 5.82+0.01 5.01+0.05 4.83+0.02 4.70+0.00 4.63+0.00 4.63+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 1,600 3,200 3,200 3,200 3,200 

หมายเหตุ   a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.   1:คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า+สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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ตารางผนวกที่ ค5  ผลของความเปนกรด-ดางตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS  
 

pH/ parameter Time (hr) 
0 hr 12 hr 15 hr 18 hr 21 hr 24 hr 

pH 3       
OD (600 nm)1 0.11+0.01 0.29+0.05 0.26+0.02 0.28+0.01 0.25+0.01 0.25+0.00 
pH of culture 3.10+0.02 2.97+0.01 2.93+0.03 2.89+0.01 2.86+0.01 2.83+0.01 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 200 400 400 400 400 
pH 5       
OD (600 nm)1 0.08+0.01 0.51+0.00 1.38+0.18 1.26+0.09 1.16+0.06 1.24+0.02 
pH of culture1 5.04+0.08 4.27+0.06 4.07+0.03 4.02+0.04 3.97+0.01 3.95+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 1,600 3,200 3,200 3,200 3,200 
pH 5.8        
OD (600 nm)1 0.19+0.00 3.08+0.04 2.63+0.11 2.78+0.10 2.76+0.03 2.6+0.03 
pH of culture1 5.86+0.01 5.66+0.01 4.53+0.33 4.33+0.01 4.18+0.05 4.17+0.03 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
pH 7       
OD (600 nm)1 0.08+0.00 0.74+0.02 1.56+0.47 1.84+0.34 1.67+0.32 1.88+0.04 
pH of culture1 7.08+0.14 4.52+0.02 4.36+0.04 4.17+0.03 4.13+0.04 4.03+0.11 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 3,200 6,400 6,400 6,400 6,400 
pH 9       
OD (600 nm)1 0.11+0.01 0.25+0.01 0.24+0.00 0.32+0.01 0.30+0.00 0.31+0.01 
pH of culture1 8.98+0.00 8.95+0.00 8.92+0.00 8.89+0.00 8.83+0.00 8.58+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 0 0 0 0 0 

หมายเหตุ   a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า+สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  

 

140 



 141

ตารางผนวกที่ ค6  ผลของปริมาณกลูโคสตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU-F2 ในอาหารเหลว MRS 
 

Glucose (%)/ parameter Time (hr) 
0 hr 12 hr 15 hr 18 hr 21 hr 24 hr 

0% Glucose        
OD (600 nm)1 0.06+0.00 0.24+0.04 0.24+0.00 0.24+0.02 0.23+0.00 0.23+0.00 
pH of culture1 6.96+0.02 6.89+0.01 6.88+0.01 6.84+0.01 6.85+0.02 6.83+0.01 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 200 400 400 400 400 
0.5% Glucose        
OD (600 nm)1 0.07+0.00 0.49+0.00 1.56+0.00 1.55+0.00 1.48+0.08 1.48+0.01 
pH of culture1 6.94+0.00 5.58+0.00 4.97+0.10 4.91+0.00 4.91+0.10 4.89+0.10 
Antilisterial activity (AU/m1)a  0 1,600 3,200 3,200 3,200 3,200 
1.0% Glucose        
OD (600 nm)1 0.06+0.00 0.67+0.02 1.40+0.10 1.57+0.01 1.51+0.01 1.54+0.00 
pH of culture1 6.94+0.01 4.87+0.03 4.31+0.02 4.24+0.01 3.95+0.01 3.93+0.04 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 3,200 6,400 6,400 6,400 6,400 
2.0% Glucose        
OD (600 nm)1 0.09+0.000 1.32+0.013 1.75+0.008 1.83+0.028 1.94+0.099 1.93+0.008 
pH of culture1 6.96+0.01 4.45+0.02 4.05+0.01 4.01+0.01 3.98+0.02 3.95+0.03 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
5.0% Glucose        
OD (600 nm)1 0.1+0.00 1.62+0.28 2.23+0.04 2.34+0.02 2.33+0.04 2.35+0.01 
pH of culture1 6.94+0.03 4.25+0.02 4.06+0.01 3.96+0.01 3.93+0.02 3.89+0.01 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 1,600 3,200 3,200 3,200 3,200 

หมายเหตุ   a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.   1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า+สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
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ตารางผนวกที่ ค7  ผลของปริมาณโซเดียมคลอไรดตอการเจริญและการสรางสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ Pediococcus.pentosaceous KU-F2 ในอาหารเหลว MRS  
 

NaCl (%)/ parameter Time (hr) 
0 hr 12 hr 15 hr 18 hr 21 hr 24 hr 

0% NaCl        
OD (600 nm)1 0.1+0.00 1.23+0.00 1.30+0.00 1.38+0.00 1.40+0.00 1.38+0.00 
pH of culture1 6.53+0.00 3.78+0.00 3.59+0.00 3.73+0.00 3.77+0.00 3.73+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
0.5% NaCl        
OD (600 nm)1 0.08+0.00 1.27+0.00 1.37+0.00 1.37+0.00 1.38+0.00 1.37+0.00 
pH of culture1 6.24+0.00 3.68+0.01 3.64+0.02 3.51+0.00 3.50+0.01 3.49+0.01 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
1.0% NaCl        
OD (600 nm)1 0.1+0.000 1.30+0.011 1.30+0.008 1.38+0.020 1.29+0.028 1.38+0.235 
pH of culture1 6.37+0.01 3.64+0.02 3.56+0.04 3.50+0.01 3.47+0.03 3.47+0.02 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
2.0% NaCl        
OD (600 nm)1 0.07+0.00 1.28+0.01 1.30+0.00 1.34+0.00 1.33+0.00 1.31+0.01 
pH of culture1 6.18+0.00 4.07+0.00 4.07+0.00 3.57+0.00 3.51+0.00 3.50+0.00 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 6,400 12,800 12,800 12,800 12,800 
5.0% NaCl        
OD (600 nm)1 0.08+0.00 0.12+0.00 0.22+0.00 0.21+0.00 0.24+0.02 0.24+0.00 
pH of culture1 6.28+0.00 5.87+0.01 5.96+0.04 5.71+0.01 5.767+0.01 5.62+0.02 
Antilisterial activity (AU/m1)a 0 200 800 800 800 800 

หมายเหตุ   a: Listeria monocytogenes DMST 17303 was used as an indicator strain.  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า+สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน
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ตารางผนวกที่ ค8  การทําลายเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว TSBYE  
 เม่ือเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus pentosaceus KU-F2 

 

Time (hr) 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (LogCFU/ml)1 

Control 
(no bacteriocin) 256 (AU/ml) 1024 (AU/ml) 

0 7.05+0.12 7.11+0.02 7.19+0.83 
9 9.11+0.25 8.52+0.04 6.84+0.06 
13 9.25+0.01 8.29+0.49 6.74+0.03 
17 9.27+0.02 9.39+0.47 8.49+0.59 
21 9.20+0.02 9.08+0.01 8.75+0.02 
24 9.04+0.28 9.12+0.03 8.28+0.19 

 
หมายเหตุ  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
 
ตารางผนวกที่ ค9  การยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว  

 TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตน 102 CFU/ml และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคา 
 กิจกรรมตาง ๆ 

 

Time (min) 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (LogCFU/ml)1 

Control 
(no bacteriocin) 128 AU/ml 256 AU/ml 512 AU/ml 

0 2.15+0.01 1.72+0.00 1.27+0.06 0 
5 2.15+0.06 1.68+0.02 1.09+0.02 0 

 
หมายเหตุ   1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ค10  การยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 
TSBYE ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนตางๆกัน และเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคา
กิจกรรม 512 AU/ml  

 

ปริมาณเซลลเริ่มตน 
(Log CFU/ml) 

ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 
(Log CFU/ ml)1 

Control 
(no bacteriocin) 0 min. 5 min. 

2  2.13+0.02 0 0 
3  3.16+0.07 1.98+0.05 1.72+0.08 
4  4.79+0.00 3.62+0.02 3.40+0.07 
5  5.59+0.02 4.49+0.08 4.25+0.06 

 
หมายเหตุ  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
 
ตารางผนวกที่ ค11  การเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในอาหารเหลว 

TSBYE และน้ําคั้นแตงกวา เม่ือบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา      
24 ช่ัวโมง  

 

Time (hr) 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (Log CFU/ ml)1 

TSB+ 0.6% YE Cucumber juice extract 
0 3.59+0.08 3.69+0.02 
6 5.97+0.03 4.23+0.06 
12 7.62+0.10 4.83+0.04 
18 8.77+0.04 5.79+0.02 
24 9.23+0.07 6.72+0.07 

 
หมายเหตุ  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ค12  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยัง้เช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนในระดับต่ําในน้ํา
แตงกวาปลอดเช้ือท่ีบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7-10 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง 
(30-35 องศาเซลเซียส)  

 

Time 
(hr) 

7-10C 30-35C 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (Log CFU/ ml)1 
Control 

(no bacteriocin) 
512 

AU/ml 
Control 

(no bacteriocin) 
512 

AU/ml 
0 2.57+0.04 0 2.68+0.03 0 
3 2.62+0.21 0 2.79+0.04 0 
6 2.62+0.16 0 2.84+0.00 0 
9 2.54+0.09 0 2.84+0.09 0 
12 2.64+0.15 0 3.71+0.02 0 
15 2.70+0.26 0 4.27+0.13 0 
18 2.70+0.15 0 4.64+0.06 0 
21 2.71+0.26 0 5.17+0.24 0 
24 2.68+0.07 0 5.62+0.30 0 

 
หมายเหตุ  1: คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ค13  การศึกษาประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเซลลเริ่มตนในระดับสูง ในน้ํา
แตงกวาปลอดเช้ือ ท่ีบมท่ีอุณหภูมิตูเย็น (7- 0 องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิหอง 
(30-35 องศาเซลเซียส)  

 

Time 
(hr) 

7-10C 30-35C 
ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 (Log CFU/ ml)1 
Control 

(no bacteriocin) 512 AU/ml Control 
(no bacteriocin) 512 AU/ml 

0 5.45+0.39 3.26+0.03 5.77+0.10 3.57+0.11 
3 5.45+0.36 3.37+0.05 5.75+0.17 2.91+0.03 
6 5.39+0.30 3.45+0.06 5.80+0.17 2.73+0.11 
9 5.15+0.05 3.45+0.05 6.39+0.18 2.56+0.02 
12 5.51+0.48 3.50+0.03 6.58+0.12 3.33+0.29 
15 5.49+0.45 3.40+0.10 7.55+0.29 3.78+0.08 
18 5.40+ 0.22 3.17+0.18 7.85+0.06 4.30+0.15 
21 5.50+0.26 3.43+0.16 8.07+0.14 5.60+0.11 
24 5.64+0.43 3.47+0.07 8.46+0.10 6.47+0.65 

 
หมายเหตุ  1:  คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
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ตารางผนวกที่ ค14  ปริมาณเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ท่ียึดเกาะบนผิว
แตงกวาสด เม่ือแชในสารละลายเซลลความเขมขนตาง ๆ 

 
ปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 

17303 ในสารละลายเซลล 
ระยะเวลาการแช (นาที) 

5 min. 10 min. 20 min. 30 min. 
4 LogCFU/ml 1.65+0.061 2.31+0.081 2.51+0.001 2.63+0.051 
5 LogCFU/ml 1.78+0.101 2.35+0.041 3.66+0.121 3.84+0.161 
8 LogCFU/ml 5.09+0.091 5.14+0.001 5.32+0.031 5.60+0.091 
 
หมายเหตุ  1:  คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 
 
ตารางผนวกที่ ค15  ประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria monocytogenes    

DMST17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีระยะเวลาการแชตาง  ๆ
 

Time (min) 
 

ประสิทธิภาพในการยับยั้ง (%) 
SDW SDW+512 AU/ml 

5 8.50 96.60 
10 27.2 96.93 
15 30.30 98.97 

 
ตารางผนวกที่ ค16  ประสิทธิภาพการของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเช้ือ Listeria 

monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีมีการปนเปอนเทียมในระดับ
ต่ํา (Low contamination) และสูง (High contamination)  

 

Treatment 
ประสิทธิภาพการยับยั้ง (%) 

Low contamination 
(ประมาณ 2 logCFU/g) 

High contamination 
 (ประมาณ 5 logCFU/g) 

SDW 6.94 4.96 
SDW+512 AU/ml 97.03 26.95 
SDW+1,024 AU/ml 97.30 31.56 
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ตารางผนวกที่ ค17  การศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินตออายุการเก็บรักษาของแตงกวาสดท่ีมี
การปนเปอนเทียมของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST 17303 ในระดับต่ํา
และระดับสูง เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตูเย็น(7-10 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 

 

 

ปริมาณเช้ือ L. monocytogenes DMST 17303  
(Log CFU/g) 

Low contamination High contamination 
0 Day 7 Day 0 Day 7 Day 

Control (no wash) 2.88+0.01 c 3.54+0.16 a 5.64+0.07c 7.24+0.01 a 
SDW 2.84+0.02 b 3.54+0.28 a 5.36+0.04b 7.21+0.04 a 
SDW+512 AU/ml 1.60+2.49 a 0.52+1.21 b 4.12+0.06a 3.71+0.07 b 
SDW+1,024 AU/ml 1.22+2.16 a 0.42+1.63 b 3.86+0.08a 2.79+0.09 b 
R2 0.995 0.863 0.999 0.999 

 
หมายเหตุ  1:  คาเฉล่ียจากการทดลอง 2 ซํ้า + สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean+standard deviation) 

a, b, c:  ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05)  
R2: สัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 149

ตารางผนวกที่ ค18  การประยุกตสารแบคเทอริโอซินในน้ําประปาเพ่ือยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes DMST 17303 บนผิวแตงกวาสดท่ีระยะเวลาตาง ๆ 

 

ระยะเวลา 
การเก็บท่ีอุณหภูมิตูเย็น 

ประสิทธิภาพการยับยั้ง(%) 

SDW SDW 
+512 AU/ml 

TAP+ 
512 AU/ml 

TAP + Sod. 
Hypochlorite  

100 ppm 
0 hr 13.54 82.90 71.89 100 
4 hr 11.25 82.14 82.68 100 
8 hr 11.54 92.24 85.83 100 
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              T 7-10 ˚C               T 20˚C              T 30˚C                T 37˚C               T 42˚C 
 
ภาพผนวกที่ ค1  การเจริญของเช้ือ Pediococcus pentosaceus KU F2 ในอาหารเหลว MRS เม่ือบม 

 ท่ีอุณหภูมิตางๆในสภาวะนิ่ง A) OD 600 nm และ B) Log OD 600 nm 
 
 

A 

B 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ชื่อ –นามสกุล นางสาวสุธิดา เช้ือพานิช 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันท่ี 4 มีนาคม พ.ศ. 2526 
สถานที่เกิด  กรุงเทพฯ 
ประวัติการศึกษา - มัธยมศึกษาตอนตนและตอนปลาย 

โรงเรียนอัมพรไพศาล อ.ปากเกร็ด จ.นนทบุรี พ.ศ. 2544 
- วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ว.ท.บ.) (จุลชีววิทยา) 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พ.ศ. 2548  
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานทางวิชาการ สุธิดา เช้ือพานิช, นิพนธ ทวีชัย, ปทุมพร ฉิมอเนก และ 

วรรณา มาลาพันธุ 2552. การคัดเลือกแบคทีเรียกรด      
แลคติกท่ีสามารถสรางสารแบคเทอริโอซิน และปจจัยท่ีมี
ผลตอการสรางสารแบคเทอริโอซิน. น. 317-324. ใน   
เรื่องเต็มการประชุมวิชาการ ครั้งท่ี 47 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (สาขาวิทยาศาสตร) เม่ือวันท่ี                   
17-20 มีนาคม 2552 . 

ทุนสนับสนุนการวิจัย ทุนสถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
โครงการ ว-ท (ด) 6.49 

 
 

 




