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การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ
ปลาสวยงาม พบวาแบคทีเรียกรดแล็กติกเพียง 2 สายพันธุ จากจํานวน 102 สายพันธุ สามารถสรางสาร
ยับยั้งจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ได จึงคัดเลือกสายพันธุ MGM30-8.22 ซึ่งคัดแยกไดจาก
ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) และมีกิจกรรมของสารดังกลาวสูงสุดมาจัดจําแนก
ชนิดดวยชุดทดสอบ API 20 Strep และการเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rDNA รวมท้ังศึกษา
คุณสมบัติดานตาง ๆ ของสารยับยั้งจุลินทรียท่ีผลิตข้ึน พบวาสายพันธุ MGM30-8.22 จัดเปน 
Enterococcus raffinosus โดยสารยับยั้งจุลินทรยีท่ีสรางขึ้นมีคุณสมบัติเปนโปรตีนซึ่งเปนลักษณะจําเพาะ
ท่ีสําคัญของแบคเทอริโอซิน นอกจากนี้สารยบัยั้งจุลินทรียดงักลาวยังมีคุณสมบัติทนตอความรอน คงตัว
ไดดีภายใตสภาวะคาความเปนกรดดางระหวาง 2-11 มีรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจรญิของ 
Enterococcus faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลล (bactericidal mode of action) รวมท้ังมีการสราง
แบคเทอริโอซนิ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในลักษณะที่มี
ความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite production) โดยมีปริมาณ 
แบคเทอริโอซนิในน้ําเลี้ยงเชื้อสูงสุดในชวงปลายของการเจริญระยะ log หลังจากบมเชื้อเปนเวลา 14 
ช่ัวโมง สวนการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบ
ทางเดินอาหารของปลา พบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอโซเดียมคลอไรดความเขมขน
ระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ทนเกลือน้ําดีความเขมขนระหวาง 0.1-0.2 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ทนตอน้ําดีสดปลอดเชื้อจากปลาความเขมขนระหวาง 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) สามารถรอดชีวิตหรือเพิ่มจํานวนเซลลไดท่ีคาความเปนกรดดางระหวาง 3-11 
ในชวงระยะเวลา 6 ช่ัวโมง และสามารถเจรญิทั้งภายใตสภาวะมีออกซิเจนและปราศจากออกซิเจนได 
นอกจากนี้ยังสามารถทนตอ nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole ได จากคุณสมบัติ
ขางตนแสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปศึกษาวิจัยและพัฒนา
เพื่อประยุกตใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําหรอืปลาสวยงาม 
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One hundred and two strains of lactic acid bacteria (LAB) were isolated from various 
kinds of ornamental fish gastrointestinal tract and only two LAB strains produced antimicrobial 
substance in MRS broth. Strain MGM30-8.22, isolated from goldfish (Carassius auratus, 
comet), with the highest antimicrobial activity against indicator bacteria was selected for further 
studies. According to API 20 Strep and homology of 16S rDNA base sequences results, strain 
MGM30-8.22 was identified to be Enterococcus raffinosus. The antimicrobial substance 
produced by E. raffinosus MGM30-8.22 exhibited a proteinaceous in nature, which is the most 
important property of bacteriocin. Moreover, E. raffinosus MGM30-8.22 produced heat and pH 
tolerant bacteriocin with bactericidal mode of action to Enterococcus faecium JCM 5804. 
Bacteriocin production of E. raffinosus MGM30-8.22 in MRS broth reached the maximum level 
at the end of log phase after 14 hr of incubation which indicated a primary metabolite 
production. Preliminary probiotic properties on toleration in fish gastrointestinal tract of  
E. raffinosus MGM30-8.22 were studied. It could grow at 1-7% (w/v) NaCl, 0.1-0.2% (w/v)  
ox-bile salt, 10-50% (v/v) fresh fish bile, anaerobic condition as well as survive or grow at pH 3 
to 11 after incubation for 6 hr. Moreover, it resisted to nalidixic acid, oxolinic acid and 
sulphamethoxazole. Consequently, these indicated that E. raffinosus MGM30-8.22 had a 
potential for research and probiotic application in aquaculture or ornamental fish culture. 
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แบบจําลองการทําใหเกดิรูในชั้นของเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซิน 
แบบจําลองแสดงการยดึเกาะของแบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกและแบคทีเรีย
กอใหเกิดโรค 
การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเล้ียงเชื้อที่มสีภาวะเปน
กลางและปลอดเชื้อของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกไดดวยวิธี  
critical dilution assay 
ลักษณะการยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีส่ามารถสรางสารยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยวิธี direct method 
ผลการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการฆาทําลายเซลล 
(bactericidal) ของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
การเจริญ (OD600) และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงการสราง 
แบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ใน phosphate buffer 
saline (PBS) ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนความเขมขนตาง ๆ 
การรอดชีวิตของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ระดับคาความเปนกรดดางตาง ๆ 
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การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ
ปลาสวยงาม 

 
Isolation of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria from Gastrointestinal 

Tract of Ornamental Fish 
 

คํานํา 
 

ปลาสวยงามนอกจากเปนปลาที่นิยมเล้ียงเพือ่การนันทนาการแลวยังมีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจอกีดวย โดยในป พ.ศ. 2548 มีการสงออกนับเปนมูลคาทางเศรษฐกิจสูงถึง 123 ลานบาท 
(สถาบันวิจยัสุขภาพสัตวน้าํ กรมประมง, 2548) ซ่ึงมีรายงานวาปลาสวยงามและปลาชนิดอื่น ๆ ที่มี
สุขภาพแข็งแรงมักจะพบแบคทีเรียกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria) เปนแบคทีเรียประจําถ่ินใน
ระบบทางเดินอาหาร (คีรี, 2545) แบคทีเรียกรดแล็กติกที่พบมากในบริเวณระบบทางเดินอาหารของ
ปลา เชน Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus และ Leuconostoc เปนตน (Ringo and 
Gatesoupe, 1998) ซ่ึงพบวาแบคทีเรียดังกลาวบางสายพนัธุสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial agent) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียได เชน กรดอินทรีย 
(organic acid) ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) เอทานอล (ethanol) อะซีทัลดีไฮด 
(acetaldehyde) และแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนตน โดยสารกลุมดังกลาวสามารถยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียกอโรคซึ่งปนเปอนมากับอาหาร เชน Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium botulinum, Clostridium  
perfringens รวมทั้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิด (Cleveland et al., 2001)  

 
ปจจุบันแบคทีเรียกรดแล็กตกิและแบคเทอริโอซินไดรับความสนใจและศึกษากันอยาง

กวางขวาง โดยสามารถนํามาใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีการทางชีวภาพ 
(biopreservation) ในอุตสาหกรรมอาหารหลายชนิด เชน เนื้อสัตว นม เครื่องดื่มแอลกอฮอล เปนตน  
โดยการใชงานอาจใชในรูปของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ กึ่งบริสุทธิ์ หรือใชเซลลจุลินทรียที่สามารถ
สรางแบคเทอริโอซินเปนเชื้อตั้งตน (starter culture) ในกระบวนการผลิต (Field, 1996) นอกจากนี้
ยังมีการนําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียไปประยุกตเปนโปรไบโอติกใน
การเพาะเลีย้งสัตวน้ํา เชน การใชเพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในสัตวน้ํา 
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การใชผลิตภณัฑที่สกัดไดจากแบคทีเรียกรดแล็กตกิใสลงในน้ําหรืออาหารเพื่อปองกันการเกิดโรค
และเพื่อกระตุนใหสัตวน้ําเจริญเติบโตไดดขีึ้น (สนธิและลิลา, 2541) ซ่ึงจะชวยลดการใช 
สารปฏิชีวนะ (antibiotic) ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา อันจะเปนสวนสําคัญที่จะชวยลดการตกคางของ 
สารปฏิชีวนะในเนื้อสัตวน้ําและสิ่งแวดลอม (Gatesoupe, 1999a) 

 
ดังนั้นการคัดแยกและศึกษาแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินจาก 

ปลาสวยงาม การศึกษาคณุสมบัติของแบคเทอริโอซินที่ได เชน การทนตอความรอนและ 
คาความเปนกรดดาง สภาวะที่เหมาะสมในการผลิต การทําแบคเทอริโอซินใหเปนสารบริสุทธิ์ 
รวมถึงการศึกษาคุณสมบัติในการใชเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คดัแยกได เชน 
การทนตอโซเดียมคลอไรด การทนตอเกลือน้ําดี การทนตอคาความเปนกรดดาง การเจริญภายใต
สภาวะมแีละไมมีออกซิเจน จึงเปนแนวทางหนึ่งที่นาสนใจสําหรับการควบคุมโรคสัตวน้ําดวย
วิธีการทางชีวภาพ เพื่อเพิ่มทางเลือกของการนําไปประยุกตใชในการกระตุนการเจริญและควบคมุ
การเกิดโรคในปลาสวยงามในอนาคต  

 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกจากตัวอยางอวัยวะระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม 

 
2. เพื่อคัดเลือกและจําแนกชนดิของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซิน 

ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ 
 

3. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางดานกายภาพ ชีวภาพและเคมีของแบคเทอริโอซินที่พบ 
 

4. เพื่อศึกษาคณุสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดิน 
อาหารของปลาของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกได 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  แบคทีเรียกรดแล็กติก 
 

คํานิยามของแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic Acid Bacteria; LAB) มีการเปลี่ยนแปลงอยาง
ตอเนื่องโดยเฉพาะในชวงระยะเวลา 10–20 ปที่ผานมา ในอดีตนั้นแบคทีเรียกรดแล็กตกิหมายถึง
กลุมแบคทีเรียที่ทําใหน้ํานมมีรสเปรี้ยวเนือ่งจากมีการสรางกรดออกมา ซ่ึงรวมเอาแบคทีเรีย 
แกรมลบกลุมโคลิฟอรมไวดวย (Stiles and Holzapfel, 1997) ในปจจุบนัการจัดกลุม 
แบคทีเรียกรดแล็กติกจะมีลักษณะที่สําคัญ ไดแก เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร ไมสราง
เอนไซมคาตาเลส ไมสรางไซโตโครม ทนตอสภาวะมีออกซิเจน (aerotolerant) ทนกรด มีทั้ง
ลักษณะรูปรางกลม ไดแก Lactococcus (Lc.), Vagococcus (V.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus 
(P.), Aerococcus (A.), Tetragenococcus (T.), Streptococcus (S.), Oenococcus (O.), Weissella (W.) 
และ Enterococcus (E.) และที่เปนรูปรางทอน ไดแก Lactobacillus (Lb.) และ Carnobacterium (C.)  
แบคทีเรียกรดแล็กติกสวนใหญตองการออกซิเจนสําหรับการเจริญเพียงเล็กนอย (microaerophile) 
บางชนิดเปนพวกทีไ่มตองการออกซิเจนอยางยิ่ง (strictly anaerobe) ในการเจริญ รวมทั้งไดแหลง
พลังงานจากกระบวนการหมัก (fermentation) น้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะน้ําตาลกลูโคสและ 
แล็กโตส นอกจากนีแ้บคทีเรียกรดแล็กติกยงัมีลักษณะที่สําคัญอีกประการหนึ่ง คือ ความสามารถใน
การยอยน้ําตาลใหเปนกรดซึ่งทําใหเกิดรสชาติที่ตองการในผลิตภัณฑอาหารหลายชนดิ เชน ผักดอง 
แหนม เนยแขง็ นมเปรี้ยว เปนตน (Stiles and Holzapfel, 1997; De Vuyst and Vandamme, 1994) 
โดยแบคทีเรียกรดแล็กตกิสามารถพบไดในสิ่งแวดลอมตาง ๆ ทั่วไป รวมถึงในระบบทางเดิน
อาหารของสิ่งมีชีวิต เชน มนษุย หนู หมู สัตวปก และสัตวน้ํา เปนตน (De Vuyst and Vandamme, 
1994) 
 

1.1  อนุกรมวธิานของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 

Orla-Jensen (1919) เปนผูเร่ิมจัดอนุกรมวธิานของแบคทีเรียกรดแล็กติกอยางเปน
ระบบโดยอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยา ความสามารถในการหมกัน้ําตาลชนิดตาง ๆ รูปแบบของ
กระบวนการหมักน้ําตาลกลูโคส ความสามารถในการเจริญที่อุณหภมูิตาง ๆ และชนิดของ 
ไอโซเมอรของกรดแล็กตกิที่สรางขึ้นโดยไดแบงแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 6 สกุล คือ 
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Betabacterium, Thermobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Microbacterium และ Tetracoccus 
ซ่ึงตอมาในป ค.ศ. 1937 Sherman (Sherman, 1937) ไดแยกกลุมที่เจริญเฉพาะในสภาวะ 
ไรออกซิเจน (strictly anaerobe) และ กลุม pneumococci ออกจากสกุล Streptococcus และแบงสวน
ที่เหลือในสกลุดังกลาวเปน 4 กลุม คือ pyogenic, viridans, lactic และ enterococci 
 

De Vuyst and Vandamme (1994) จัดจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 12 สกุล 
ไดแก 
 

1.1.1  Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 
ไมครอน บางชนิดสามารถสรางแคปซูลได จัดเรยีงตัวเปนสายโซหรือคู หมักน้ําตาลกลูโคสหรือ
คารโบไฮเดรตอื่น ๆ ได กรดแล็กติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลัก (homofermentative) มีโมเลกุล
เปอรเซ็นต G+C ระหวาง 34-46 เปอรเซ็นต มีหลายชนิดเปนปรสิตในคนหรือสัตว ซ่ึงบางชนิด
สามารถทําใหเกิดโรคได สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิระหวาง 20-41 องศาเซลเซียส โดย
ประกอบดวย 39 ชนิด (species) (Hardie and Whiley, 1995) 
 

1.1.2  Vagococcus เปนแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งสวนใหญเคลื่อนที่ไดประกอบดวย  
2 ชนิด คือ Vagococcus flauvialis ซ่ึงเดิมถูกจัดอยูในกลุม streptococci แยกไดจากอุจจาระของไก 
และ V. salmoninarum ซ่ึงแยกไดจากปลาแซลมอนที่เปนโรค (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 

1.1.3  Lactococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5-1.0 
ไมครอน จัดเรยีงตัวเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือตอกันเปนสายโซ ผลิตกรดแล็กติกชนดิ L(+) จากการ
หมักแล็กโตส มักใชเปนกลาเชื้อ (starter) ในผลิตภัณฑนม สามารถเจริญไดที่อุณหภมูิระหวาง  
10-30 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 
34-43 เปอรเซ็นต พบไดในแหลงตาง ๆ เชน ผักกาด ถ่ัว หญา มันฝรั่ง น้ํานมดิบ เปนตน 
ประกอบดวย 5 ชนิด ไดแก Lactococcus lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis 
subsp. hordniae, Lc. garvieae, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis และ Lc. piscium (Teuber, 1995) 
  

1.1.4  Enterococcus เซลลมีรูปรางกลมรี จัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว สายโซส้ัน ๆ หรือคู  
หมักน้ําตาลกลูโคสไดกรดแล็กติกชนิด L(+) สามารถเจริญที่อุณหภูม ิ10 และ 45 องศาเซลเซียส 
บางสายพันธุผลิตเอนไซมคาตาเลสเทียม (pseudocatalase) ได และบางชนิดสามารถทําใหเกิดโรค 
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มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 37–40 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 28 ชนิด (Foulquie Moreno et 
al., 2006)  
 

1.1.5  Pediococcus เซลลมีรูปรางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36–1.43 ไมครอน 
การเรียงตัวของเซลลมีลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลลติดกันแบบจตรัุส (tetrad formation) ใน
สภาวะไรออกซิเจนผลิตกรดแล็กติกชนดิ DL และ L(+) จากการหมกักลูโคส สามารถสรางเอนไซม 
คาตาเลสเทียมได มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 34–44 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 6 ชนิด ไดแก 
Pediococcus acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus และ  
P. pentosaceus (Simpson and Taguchi, 1995) 
 

1.1.6  Tetragenococcus เซลลมีการเรียงตัวแบบจตุรัส เหมือนกับสกุล Pediococcus 
เดิมคือ P. halophilus แตถูกจัดจําแนกใหมเนื่องจากสามารถเจริญในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดสูง
ถึง 18 เปอรเซ็นต และมีลําดบัเบสบน 16S rRNA ใกลเคียงกับสกุล Enterococcus และ 
Carnobacterium มากกวาสกุลเดิม (Simpson and Taguchi, 1995)  
 

1.1.7  Aerococcus เซลลมีการเรียงตัวแบบจตุรัส คลายกับ Pediococcus ประกอบดวย  
2 ชนิด คือ Aerococcus viridans (เปล่ียนแปลงชื่อมาจาก P. homari) โดยเปนสาเหตขุองโรคใน 
กุงลอบสเตอรและมนษุย อีกชนิดหนึ่งคือ A. urinae (เปลี่ยนแปลงชื่อมาจาก P. urinaeequi) 
 

1.1.8  Leuconostoc สกุลนี้มฟีโนไทปคลายกับสกุล Lactobacillus และ Pediococcus  
รูปรางของเซลลจะขึ้นอยูกบัอาหารเลี้ยงเชื้อที่เจริญอยู ในอาหารที่มีกลูโคส เซลลจะมีรูปรางยืดออก
คลายกลุม lactobacilli แตในน้ํานม เซลลจะมีรูปรางกลม การจัดเรียงตวัเปนเซลลเดีย่วหรือสายโซ
ส้ันถึงปานกลาง ผลิตกรดแล็กติกชนิด D(-) เอทานอล คารบอนไดออกไซดและสารหอมระเหยจาก
การหมักกลูโคส (heterofermentative) มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 37–40 เปอรเซ็นต 
ประกอบดวย 8 ชนิด ไดแก Leuconostoc mesenteroides, Ln. lactis, Ln. gelidum, Ln. carnosum, 
Ln. pseudomesenteroides, Ln. citreum, Ln. argentinum และ Ln. fallax (Delliaglio et al., 1995) 
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1.1.9  Oenococcus สกุลนี้มีเพียงชนดิเดยีวคือ Oenococcus oeni โดยเปลี่ยนชื่อมา 
จาก Ln. oenos เนื่องจากมีคณุสมบัติการทนตอกรดและเอทานอลไดในปริมาณสูง รวมทั้งขอมูล 
ทางพันธุกรรมจากดีเอน็เอ เชน ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่น และลําดับเบสของ 16S rRNA แตกตางจาก
ชนิดอื่น ๆ ในสกุล Leuconostoc อยางชัดเจน (Delliaglio et al., 1995) 
 

1.1.10  Weissella เซลลมีรูปรางกลมและทอน ซ่ึงมีลักษณะคลายกับสกลุ Leuconostoc 
(Leuconostoc–like bacteria) เดิมสกุลนี้จัดอยูในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus ประกอบดวย 
7 ชนิด คือ Weissella paramesenteroides, W. confuses, W. halotolerans, W. kandleri, W. minor,  
W. viridescens และ W. hellenica (Stile and Holzapfel, 1997) 
 

1.1.11  Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลก็ติกกลุมใหญที่สุด มีความหลากหลายของ
ลักษณะทางฟโนไทป สมบัติทางชีวเคมีและสรีระ เนื่องจากมีความแตกตางของโมเลกุลเปอรเซ็นต 
G+C ภายในโมเลกุลสูงระหวาง 32–53 เปอรเซ็นต (Axelsson, 1998) พบไดในแหลงตาง ๆ ที่มี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบ เชน เยื่อเมือกของมนุษย สัตว พืช น้าํทิ้ง อาหารที่เนาเสีย เปนตน 
บางชนิดเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนษุย เซลลมีรูปรางทอนหรือทอนสั้น (coccobacilli) 
Lactobacillus ประกอบดวย 55 ชนิด ซ่ึงถูกแบงออกเปน 3 กลุม (Stile and Holzapfel, 1997) ไดแก  
 

ก)  กลุม obligate homofermentative lactobacilli เปนกลุมที่สามารถหมัก
น้ําตาลแล็กโทสไดเปนกรดแล็กติกไดมากกวา 85 เปอรเซ็นต โดยวิถี Embden–Meyerhof–Parnas 
(EMP) ผลิตเอนไซม 1,6 biphosphate–aldolase แตไมผลิตเอนไซม phosphoketolase จึงหมักน้ําตาล 
เพนโทสและกลูโคเนตไมได 
 

ข)  กลุม obligate heterofermentative lactobacilli สามารถหมักน้ําตาลเฮกโซส
และเพนโทส ผานวิถีฟอสโฟกลูโคเนท ได แล็กเทต เอทานอล และคารบอนไดออกไซด 
 

ค)  กลุม facultative heterofermentative lactobacilli เปนกลุมที่สามารถหมัก 
น้ําตาลเฮกโซสไดเปนกรดแล็กติกผานวิถี EMP มีการผลิตเอนไซม aldolase และ phosphoketolase 
จึงสามารถหมักน้ําตาลเพนโทสได 
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1.1.12  Carnobacterium  เซลลมีรูปรางเปนทอนตรงขนาดสั้นถึงปานกลางหรือทอน
เรียว (slender rod) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5–0.7 ไมครอน และยาว 1.1–3.0 ไมครอน จัดเรียงตวั
เปนเซลลเดี่ยวหรือคู มักไมพบการเรียงตวัเปนสายโซ สามารถหมักน้ําตาลเฮกโซสไดเปน 
กรดแล็กตกิ ชนิด L(+) คารบอนไดออกไซด แอซีเทต และเอทานอล มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C 
ระหวาง 31.6–37.2 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 6 ชนิด คือ Carnobacterium divergens, C. piscicola,  
C. gallinarum, C. mobile, C. funditum และ C. alterfunditum (Schillinger and Holzapfel, 1995) 
 
2.  สารยับยัง้การเจริญของจุลินทรียท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 
 แบคทีเรียกรดแล็กติกเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมการหมักและทําให
เกิดกลิ่นรสเฉพาะตวัในอาหารหมักดอง นอกจากนีย้ังสามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ซ่ึงเปนสาเหตทุี่ทําใหอาหารเกิดเนาเสียและจุลินทรียกอโรคซึ่งปะปนมากับอาหาร เชน B. cereus, 
C. botulinum, C. perfringens, S. aureus, L. monocytogenes รวมทั้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิด
ได (O’ Sullivan et al., 2002) ซ่ึงสารที่แบคทีเรียกรดแลก็ติกสรางขึ้นมาเพื่อยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกลุมดังกลาวสวนใหญเปนกรดแล็กติกและกรดอะซิติก รวมทั้งยังมีสารชนิดอื่น ๆ ที่สราง
ขึ้นในปริมาณที่นอยกวากรดแล็กติกและกรดอะซิติกแตมผีลในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ชนิดตาง ๆ เชนกัน ไดแก กรดฟอรมิก (formic acid), แอมโมเนีย (ammonia), เอทานอล (ethanol), 
ไดอะซีติล (diacetyl), ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide), อะซีทัลดีไฮด (acetaldehyde), 
เบนโซเอต (benzoate), เอนไซมแบคเทอริโอไรติก (bacteriolytic enzyme) และแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) รวมถึงสารที่ยังไมสามารถจัดจําแนกไดอีกหลายชนิด โดยสารยับยั้งการเจริญของ 
จุลินทรียที่สรางโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สําคัญและศึกษากนัมาก ไดแก 
 

2.1 กรดอินทรีย โดยกรดอนิทรยีชนิดที่มีความสําคัญ ไดแก กรดแล็กตกิ ซ่ึงเปนผลผลิต 
ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายคารโบไฮเดรต โดยจะมีการเปลี่ยนไพรูเวตไปเปนกรดแล็กตกิ 
ดวยเอนไซม lactic dehydrogenase ซ่ึงกรดที่เกิดขึน้เมื่อมีการสะสมมากขึ้นจะทําใหคาความเปน
กรดดางในบรเิวณนั้นลดลง สงผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
โดยพบวากรดแล็กติกสามารถแทรกผานเขาไปภายในเซลลจุลินทรียได และเมื่อเจอสภาพภายใน
เซลลที่มีคาความเปนกรดดางสูงกวาภายนอกเซลล กรดแล็กติกจะเกิดการแตกตวัไดเปน 
ไฮโดรเจนไอออน ซ่ึงจะไปมีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ตาง ๆ ภายในเซลล  
(De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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2.2 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด แบคทีเรียกรดแลก็ติกจะผลิตไฮโดรเจนเพอรออกไซดเมื่อ 
เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน โดยไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะเกิดขึ้นในระหวางกระบวนการถายเท
อิเล็กตรอน ซ่ึงพบวาไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะทําปฏิกริิยากับไขมันที่อยูในเยื่อหุมเซลลทําใหไม
สามารถควบคุมการผานเขาออกของสารได นอกจากนี้ยังมีผลในการทําลายโครงสรางของ 
กรดนวิคลีอิกและโปรตีนทีอ่ยูภายในเซลล โดยยังพบอกีวาไฮโดรเจนเพอรออกไซดนอกจากจะ
สามารถทําลายจุลินทรียไดโดยตรงแลวยังสามารถไปรวมตัวกับสารอืน่ ๆ และเกดิเปนสารยับยั้ง 
จุลินทรียชนิดใหมขึ้นมาไดอีกดวย (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.3  คารบอนไดออกไซด โดยกาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักน้ําตาลแบบ heterofermentation ของแบคทีเรียกรดแล็กติก ซ่ึงกาซคารบอนไดออกไซดที่
เกิดขึ้นจะไปแทนที่กาซออกซิเจนในสภาวะแวดลอมรอบ ๆ ทําใหเกดิสภาวะ anaerobe ซ่ึงไม
เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรียทีต่องการใชออกซิเจนโดยเฉพาะในกลุมของเชื้อรา 
นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยังทําใหคาความเปนกรดดางภายในเซลล และรอบ ๆ เซลล
ลดลงมีผลทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.4  ไดอะซีทลิ หรือ 2,3-butanedione เปนผลผลิตจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ 
ไพรูเวตโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกในสภาวะที่มแีละไมมีออกซิเจน ซ่ึงพบวาจะมีการสรางไพรูเวต 
ออกมาในปรมิาณมาก โดยสารดังกลาวนีจ้ะถูกเปลี่ยนตอไปเปนไดอะซีทิลและอะซีโตอิน  
โดยไดอะซีทลิสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคและทําใหอาหารเกิดการเนาเสีย 
ซ่ึงผลในการยบัยั้งของสารกลุมนี้จะมีผลตอแบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรามากกวาแบคทีเรียแกรม
บวก เนื่องจากไดอะซีทิลจะไปขัดขวางการใชอารจินีนของแบคทีเรียแกรมลบโดยไปแทนที ่
อารจินีนในการรวมตัวกับ arginine-binding protein (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.5  อะซีทัลดีไฮด โดยสารดงักลาวนี้จะเกดิขึ้นในระหวางกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
คารโบไฮเดรตแบบ heterofermentation ของแบคทีเรียกรดแล็กติกในสภาวะทีไ่มมีเอนไซม  
alcohol dehydrogenase ทําใหเกิดการสรางและขับอะซีทลัดีไฮดออกมาภายนอกเซลล สวนผลของ 
อะซีทัลดีไฮดตอจุลินทรียชนิดตาง ๆ นั้นยังไมมีรายงานการศึกษามากนัก เพียงแตมีการรายงานวา 
อะซีทัลดีไฮดที่มีความเขมขนระหวาง 10-100 สวนในลานสวน สามารถยับยั้งการเจริญของ 
จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคในอาหาร เชน E. coli, S. aureus และ Salmonella Typhimurium ได 
(De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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3.  แบคเทอริโอซิน 
 
คํานิยามของแบคเทอริโอซินที่นิยมใชกันอยางแพรหลายในปจจุบนั คือ สารประกอบ

โปรตีน ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีความไวตอสารดังกลาวและไมเปนพษิตอเซลลที่
ผลิต (De Vuyst and Vandamme, 1994) การศึกษาสารยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยทัว่ไปมักจะ
มีความสับสนกันระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ โดย Cleveland et al. (2001) ไดสรุป
ความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะไวดังแสดงในตารางที่ 1 
 

แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะมีโมเลกลุขนาดใหญและมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียไดนอยชนดิกวาที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบวา 
แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมีคณุสมบัติที่นาสนใจกวาที่สรางจากแบคทีเรีย 
แกรมลบ คือ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่แตกตางกันไดหลายชนิด รวมทั้ง
เซลลเปาหมายจะมีความตานทานนอยและไมตองการตําแหนงเฉพาะเจาะจงบนเซลลเปาหมายเพือ่
การเขาทําลายโดยแบคเทอรโิอซิน  
 

ในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก พบวาแบคทีเรียกรดแลก็ติกมีบทบาทสําคัญในการสราง
สารที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกลุมตาง ๆ ไดหลายชนิด โดยเฉพาะ 
แบคเทอริโอซิน ซ่ึงพบวาสารดังกลาวเปนสายเพปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กและในบางครั้งอาจ
พบ กรดอะมิโนที่ไมคอยพบในโปรตีนทั่วไป เชน dehydroalanine, dehydrobutyrine ดังที่พบใน 
ไนซิน (nisin) โดยแบคเทอรโิอซินแตละชนิดจะมีจํานวนและชนดิของกรดอะมิโนภายในโมเลกลุที่
แตกตางกัน นอกจากนีย้ังถูกทําลายไดดวยเอนไซมยอยสลายโปรตีน (proteolytic enzyme)  
ซ่ึงจากการศึกษาพบวาแบคเทอริโอซินนอกจากถูกสรางโดยแบคทีเรียกรดแล็กตกิแลวยังถูกสราง
ขึ้นโดยแบคทเีรียชนิดอื่น ๆ อีก ไดแก Acetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, 
Erwinia, Haemophilus, Haloferax, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 
Propionibacterium, Shigella, Staphylococcus และ Yersinia (Montville and Kaiser, 1993)  
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ตารางที่ 1  การเปรียบเทียบความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 
 
คุณลักษณะและคุณสมบัต ิ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ 
 
การนําไปใชงาน  
  
กระบวนการสงัเคราะห  
 
 
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย 
เปาหมายที่มีความหลากหลาย 
 
การสรางระบบภูมิคุมกันตนเองของ
เซลลผูผลิต 
 
กลไกในการตอตานของเซลล
เปาหมาย  
 
ลักษณะของปฏิกิริยาบนเซลล
เปาหมาย  
 
ความเปนพษิหรือผลขางเคียง 
  

 
ทางอาหาร 

 
ผลิตจากไรโบโซม 

 
 

นอย 
 
 
มี 
 
 

โดยปรับสภาพ
องคประกอบเยื่อหุมเซลล 

 
ทําใหเกิดรูที่เยือ่หุมเซลล 

 
 

ยังไมมีรายงาน 

 
ทางการแพทย 

 
ผลิตผานกระบวนการที่เปน 

secondary metabolism 
 

มาก 
 
 

ไมมี 
 
 

โดยการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรม 

 
ทําลายเยื่อหุมเซลลหรือ
โครงสรางภายในเซลล 

 
มี 

 
ที่มา: Cleveland et al. (2001) 
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3.1  คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของแบคเทอริโอซิน (Hamon, 1988) 
 

3.1.1  ความมีประจุ เปนสมบัติที่มีความสําคัญมากเพราะแบคเทอริโอซินที่ดีควรจะมี
สวนที่ละลายน้ําได ซ่ึงมีความจําเปนอยางมากในการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน เพราะสวนที่
เปนน้ํามักจะเปนสวนที่มีจุลินทรียอาศัยอยู อยางไรก็ตามดานที่ละลายน้าํไดนอย (hydrophobic)  
ก็มีความจําเปนเชนกนัเพราะจะเปนสวนที่เขาทําลายเยือ่หุมเซลล ดังนั้นแบคเทอรโิอซินที่มี
คุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) จงึสามารถออกฤทธิ์ไดดี  
 

3.1.2  จุดเดือด จะมีอิทธิพลตอการออกฤทธิ์และความเสถยีรของแบคเทอริโอซิน
เนื่องจากในกระบวนการผลิตอาหารถาจําเปนตองใชความรอน ก็อาจทาํใหแบคเทอริโอซินสูญเสีย
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและทําใหเกิดกลิน่รสที่ไมดีกับอาหารอีกดวย 
 

3.1.3  การแตกตัวเปนอิออน จะขึ้นอยูกับระดับความเปนกรดดางของอาหารชนิด 
นั้น ๆ โดยปกติคาความเปนกรดดางที่ทําใหแบคเทอริโอซินมีประจุจะสงผลใหแบคเทอริโอซิน 
ออกฤทธิ์ไดนอยลง แตถาแบคเทอริโอซินไมมีประจุเลยก็ไมสามารถผานผนังเซลลเขาไปทํา
ปฏิกิริยากับเยือ่หุมเซลลและทําลายจุลินทรียหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดเชนกนั 
 

3.1.4  ปฏิกิริยาทางเคมีของแบคเทอริโอซินกับสารประกอบอื่น ๆ ในอาหาร  
แบคเทอริโอซินสามารถทําปฏิกิริยากับสวนประกอบของอาหาร เชน ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต 
และสารปรุงแตงอาหารอื่น ๆ ซ่ึงอาจมีผลทําใหประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน
ลดลงและอาจเกิดกลิ่นรสที่ไมตองการได 
 

3.2  การจัดแบงประเภทของแบคเทอริโอซิน 

 
Klaenhammer (1993) ไดแบงประเภทของแบคเทอริโอซินโดยพจิารณาจากโครงสราง

พื้นฐานของโมเลกุล มวลโมเลกุล รวมถึงคุณสมบัติดานอื่น ๆ เชน คุณสมบัติในการทนตอ 
ความรอน ทําใหสามารถจัดแบงแบคเทอรโิอซินออกไดเปน 4 กลุม คือ 
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3.2.1  กลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic) เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่ลักษณะเปน 
สายเพปไทดขนาดเล็ก ประกอบดวยจํานวนกรดอะมิโนระหวาง 19–38 โมเลกุล โดยทั่วไปมี
น้ําหนกัโมเลกลุนอยกวา 5,000 ดาลตัน มีชนิดของกรดอะมิโนที่แตกตางจากกรดอะมิโนทั่วไป เชน 
dehydrobutyrine, dehydroalanine มีวงแหวนที่เกิดจากพนัธะระหวางโมเลกุลของสารประกอบ
ซัลเฟอรภายในโมเลกุลที่เรียกวา lanthionine และ β-methyl lanthionine เปนแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติในการทนตอความรอน ซ่ึงแบคเทอริโอซินกลุมนี้แบงไดออกเปน 2 กลุมยอย คือ  
กลุมยอย A เพปไทดมีประจบุวกและมีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) มีโครงสรางเกลียว ยดืออก
ได เชน nisin และกลุมยอย B มีโครงสรางเปนกอนกลม ไมมีประจุทางไฟฟา เชน mersacidin 
(Cleveland et al., 2001) 

 
3.2.2  กลุม non lantibiotic ที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เปนแบคเทอริโอซิน 

กลุมที่มีขนาดของโมเลกุลเล็กกวา 15,000 ดาลตัน และทนความรอนไดดีตั้งแต 100–121 
องศาเซลเซียส สามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอย ไดแก 
 

ก)  กลุมแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria sp. ไดด ี
ถูกสรางขึ้นในลักษณะที่เปนสายเพปไทดตัง้ตน (precursor peptide) ที่ยังไมสามารถทําลายเซลล
เปาหมายได แตจะถูกดดัแปลงโดยการตัดสายเพปไทดในตําแหนงที่มกีรดอะมิโนไกลซีน 2 
โมเลกุลติดกัน ไดเปนสายเพปไทดที่สมบูรณและมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลเปาหมาย เชน
pediocin PA-1, sakacin A, leucocin A 
 

ข)  กลุมแบคเทอริโอซินที่ประกอบดวยสายเพปไทด 2 สายที่แตกตางกนั 
(two-peptide bacteriocin) และในการทําลายเซลลเปาหมายอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดตองอาศัย 
การทํางานรวมกันของสายเพปไทดดังกลาว เชน lactococcins G และ F, lactacin F, plantaricin EF 
และ JK 
 

3.2.3  กลุม non lantibiotic ที่มีขนาดใหญและไมทนความรอน มีขนาดของโมเลกุล 
ใหญกวา 15,000 ดาลตัน และไมทนความรอน เชน helveticins J และ V-1829, acidophilucin A, 
lactacins A และ B 
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3.2.4  กลุมที่รวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาดใหญกับสารอื่น ๆ เชน ไขมัน 
หรือคารโบไฮเดรต เชน lactocin 27 
 

3.3  กระบวนการสรางแบคเทอริโอซินภายในเซลลของแบคทีเรีย 
  

แบคเทอริโอซินซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรตีน จะถูกสรางจากไรโบโซม โดยผาน
กระบวนการถอดรหัส (transcription) และการแปรรหัส (translation) เหมือนกระบวนการสราง
โปรตีนทั่วไป โดยยนีที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินอาจอยูบนโครโมโซม เชน nisin, lactocin 
27, lactocin B, lactacin F, helveticin J เปนตน หรืออาจอยูบนพลาสมิด เชน diplococcin, lacticin 
481, lactococcin, pediocin เปนตน แตมแีบคเทอริโอซินบางชนิด เชน carnobacteriocin B1 ซ่ึงมียีน
ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินอยูทั้งบนโครโมโซมและพลาสมิด (De Vuyst and Vandamme, 
1994) ยีนที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินสวนใหญจะเปนโอเปรอน (operon) โดยจะสรางเปน 
precursor protein หรือ pre-peptide หรือ pre-bacteriocin กอน จากนั้นจะผานกระบวนการ  
post-translation จนได mature bacteriocin แลวขนสงไปยังชั้น periplasmic membrane ของเซลล
แบคทีเรียและในที่สุดจะถูกขนสงออกนอกเซลล นอกจากนี้ยังมยีีนทีค่วบคุมการสราง immunity 
protein (มีกรดอะมิโน 18–114 โมเลกุล) ซ่ึงจะชวยปองกนัแบคเทอริโอซินเขาทําลายเซลลของ
แบคทีเรียเจาบานที่ผลิตแบคเทอริโอซิน (De Vuyst and Vandamme, 1994; Ennahar et al., 2000) 
 

การสรางแบคเทอริโอซินจะมีการชักนําใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีน
เปาหมายที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซิน เชน แบคเทอริโอซินในกลุม non-lantibiotic ซ่ึงมี
ขนาดโมเลกุลเล็กและทนตอความรอน เชน leucocin A, mundticin, enterocin A และ P, pediocin 
PA-1 จะมีโปรตีนที่ทําหนาทีใ่นการชักนําใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีนที่ควบคุมการ
สรางแบคเทอริโอซิน 3 ชนิด ไดแก induction factor (IF), histidine protein kinase (HPK) และ 
response regulator (RR) (Ennahar et al., 2000) โดย Nilsen et al. (1998) รายงานวาการสราง 
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแล็กติกมาจากการกระตุนโดยปจจยัตาง ๆ เชน องคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิที่ใชบมเชื้อ เปนตน ซ่ึงจะไปมีผล
ตอการชักนําการจับตัวกนัระหวาง IF กับ HPK หรือทําใหเกิดการสมดุลของปฏิกิริยา 
phosphorylation ทําใหกระตุนปฏิกิริยาของ RR ใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีนที่ควบคุม
การสรางแบคเทอริโอซิน (ภาพที่ 1) โดยแบคเทอริโอซิน (pre-peptide หรือ pre-bacteriocin) จะเขา
สูกระบวนการ post-translation เชน การเปลี่ยน serine และ threonine ไปเปน dehydroalanine และ 
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dehydrobutyrine ตามลําดับ หรือการเพิ่ม cysteine thiol group เปนตน จนกระทั่งได mature 
bacteriocin จากนั้นแบคเทอริโอซินจะถูกขนสงไปยังชัน้ periplasmic membrane โดยการขนสง 
แบคเทอริโอซินจะใชระบบ ABC transport system (ภาพที่ 1) แบคเทอริโอซินจะสะสมอยูใน
บริเวณดังกลาวไปจนถึงบริเวณพืน้ผิวหนาของเซลลแบคทีเรีย ที่บริเวณพื้นผิวหนาของแบคทีเรีย 
แบคเทอริโอซินจะจับกับโพลีแซคคาไรด หรือ O-antigen สุดทายสารเชิงซอนนี้จะทาํใหเกิด crude 
bacteriocin และขับสูภายนอกเซลล (Ennahar et al., 2000) 
 
 

 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการสรางแบคเทอริโอซิน กลุม non-lantibiotic  
ที่มา: Ennahar et al. (2000) 
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3.4  กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน 
 

การทําลายเซลลเปาหมายของแบคเทอริโอซินเกิดจากการที่แบคเทอริโอซินแตละ 
โมเลกุลมารวมกันทําใหเกดิเปนรูหรือชองวางบริเวณเยื่อหุมเซลลเปาหมาย โดยจะมีลักษณะคลาย
ช้ินไมที่มาประกอบกนัเปนผนังดานขางของถังไม (barrel-stave) รูดังกลาวจะทําใหเกิดการเสีย
สมดุลของไอออน กรดอะมโินและสารประกอบอนนิทรียในกลุมฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบ
สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ซ่ึงขั้นตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะแตกตาง
กันไปตามชนดิของแบคเทอริโอซิน โดยแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ที่สรางจาก
Lactococcus lactis subsp. lactis พบวาเปนสายเพปไทดทีม่ีประจุสุทธิเปนบวกจะเขาจบักับเซลล
ของแบคทีเรียเปาหมายทําใหเยื่อหุมเซลลถูกรบกวน สงผลใหเกดิการรัว่ขององคประกอบภายใน
เซลลออกสูภายนอก เชน กรดอะมิโน สารใหพลังงาน และไอออนของสารที่จําเปนตอการ
ดํารงชีวิตของเซลล 
 

ในกรณีที่เปนสปอรของแบคทีเรียพบวาเยือ่หุมเซลลจะถูกทําลายอยางรวดเรว็ ใน
ระหวางที่สปอรเกิดการงอกออกมาและพบวาไนซินที่ความเขมขนสูง ๆ สามารถยับยั้งการสราง
peptidoglycan ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลลของ Bacillus stearothermophilus และ  
E. coli ได  

 
สวนในแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เชน pediocin PA-1, sakacin A 

พบวาในขั้นตอนแรกปลายดาน N-terminal ของโมเลกุลแบคเทอริโอซินซึ่งมีประจุบวกจะเขาจับ
สวนหวัของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมายซึ่งมีประจุลบโดยแรงทางไฟฟา
สถิตย (electrostatic binding) หลังจากนัน้ปลายดาน C-terminal ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติเปน hydrophobic จะทําปฏิกิริยากับหมูอะซิลของไขมันในเยือ่หุมเซลลทําใหเกิดเปนรูที่
เยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลของไอออนและสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล 
(Ennahar et al. , 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2  แบบจําลองการทําใหเกิดรูในชั้นของเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซิน  
ที่มา: Muriana (1996) 
 

การยับยั้งการเจริญของเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินนอกจากจะมีผลในการยับยั้ง
เซลลเปาหมายแบบฆาทําลาย (bactericidal) แลวยังอาจมีผลทําใหเกดิการหยุดการเจรญิของเซลล 
(bacteriostatic) ไดดวย ดังเชนที่พบใน leuconocin S โดยแบคเทอริโอซินจะมีผลตอเซลลใน
ลักษณะใดนั้นมักขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์และความเขมขนของแบคเทอริโอซิน สภาพแวดลอม
รวมถึงชนิดและปริมาณของเซลลเปาหมาย (พงษเทพ, 2546ก) 
 

3.5  ปจจัยที่มผีลตอประสิทธิภาพการทํางานของแบคเทอริโอซิน 
 

การศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของแบคเทอริโอซิน สวนใหญ
ทําการศึกษากนัมากในไนซนิ ซ่ึงเปนแบคเทอริโอซินทางการคาที่นิยมใชกันอยางกวางขวางใน
อุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึง Daeschel (1993) ไดสรุปปจจัยดังกลาวไวดังนี้ 
 

3.5.1 ชนิดของแบคทีเรียเปาหมาย โดยแบคเทอริโอซินแตละชนิดจะสามารถ 
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่แตกตางกันไป เชน ไนซนิสามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย 
แกรมบวกไดหลายชนิด enterocin 1146 สามารถยับยั้งการเจริญของ Lactobacillus sake และ 
Listeria sp. สวน piscicocin V1 และ divercin V41 สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria innocua, 
L. monocytogenes และ Clostridium tyrobutyricum ได 
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3.5.2  สภาวะที่กอใหเกิดการเสียสภาพทางชีวภาพของแบคเทอริโอซินนั้นจะ 
เหมือนกับโปรตีนทั่วไป ไดแก อุณหภมูิ เอนไซมยอยสลายโปรตีน การเกิดปฏิกิริยาการเติม
ออกซิเจน โลหะหนัก การกวนที่รุนแรงและมากเกนิไป การฉีกขาดของโมเลกุลแบคเทอริโอซิน
เนื่องจากการแชแข็งและการละลาย เชน ไนซินถูกทําลายดวยเอนไซม α-chymotrypsin และ 
nisinase สําหรับ lactocin 27 ถูกทําลายดวยเอนไซม trypsin และ pronase สวน lactacin B  
ถูกทําลายดวยเอนไซม proteinase K เปนตน (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

3.5.3  การรวมตัวกันของแบคเทอริโอซินกับองคประกอบของอาหารหรือ
สวนประกอบอื่น ๆ ของอาหารที่เติมลงไป โดยพบวาเกลือ ไนไตรต กรดอินทรีย สารจับโลหะ และ 
สารอิมัลซิไฟเออร มีสวนชวยใหไนซินสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเปาหมายไดดีขึ้น 
สวนไขมัน ฟอสโฟลิปด โปรตีน และสารในกลุมฟนอลจะมีผลในการลดกิจกรรมของไนซิน 
 

3.5.4  คาความเปนกรดดางของสารละลายหรือตัวกลางซึง่จะมีผลตอความสามารถใน
การละลายและกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน เชน ไนซินสามารถละลายและคงตวัไดดีในสภาพที่
เปนกรด โดยที่คาความเปนกรดดางเทากบั 2.5 และ 5 ไนซินจะสามารถละลายได 12 และ 4 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตไมสามารถละลายไดในสภาวะที่เปนกลางหรอืดาง นอกจากนี้ในสภาพที่
เปนกรด ไนซินยังสามารถทนตอความรอนไดดี โดยท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.5 ไนซิน
สามารถทนตอการใหความรอนที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียส โดยไมสูญเสียกิจกรรมและที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส จะมีการสูญเสียกิจกรรมเพยีงเล็กนอย สวน lactacin 481 มีกิจกรรม
และคงตัวไดดทีี่คาความเปนกรดดาง 4.5 หรือ 7 แตไมคงตัวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 2 
นอกจากนี้ diplococcin จะมกีิจกรรมและคงตัวไดดีที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5 โดยสามารถทน
ตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไดนานถึง 1 ช่ัวโมง 

 
3.6  ประโยชนของแบคเทอริโอซินและแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซิน 

 
3.6.1  สารกันเสีย ไนซินเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตขายเปนการคาและมกีารใชเปนสาร

กันเสียอยางแพรหลาย สวนใหญแบคเทอริโอซินจะไดมาจากแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งแยกจาก
อาหารหมักแลวผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ โดยพบวาแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียกอใหเกิดโรคไดและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค โดยเฉพาะไนซินไดมีการผลิตขาย
ภายใตช่ือทางการคาวา Nisaplin เปนแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดยีวในปจจุบันที่ไดรับการยอมรับ
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ในดานความปลอดภัยจากองคการอาหารและยาของสหรฐัอเมริกา (Food and Drug Administration 
หรือ FDA) และองคการอาหารและเกษตรแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization 
หรือ FAO) (พงษเทพ, 2546ก) 

 
3.6.2  ผลิตภัณฑดูแลสุขภาพ แบคเทอริโอซิน เชน ไนซนิ สามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียแกรมบวกไดหลากหลายชนดิ จงึนําไปใชเปนสวนผสมของผลิตภัณฑรักษาสุขภาพใน
ชองปาก เชน ยาสีฟน หรือ น้ํายาบวนปากเพื่อปองกันโรคที่เกิดในชองปาก สบู ผลิตภัณฑบํารุงผิว 
และผลิตภัณฑปองกันสิว (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

3.6.3  กลาเชื้อ (starter culture) แบคทีเรียกรดแล็กติกสวนใหญมีบทบาทสําคัญในการ
ผลิตอาหารหมักจากเนื้อและผัก ดังนัน้แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาใช
เปนกลาเชื้อในกระบวนการผลิตจะชวยเพิ่มความปลอดภัยสําหรับผลิตภัณฑเหลานี้ไดเนื่องจาก
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดโรคได เชน L. monocytogenes,  
S. aureus และ C. botulinum (O’ Sullivan et al., 2002) 
 

3.6.4  โปรไบโอติก (probiotic) จุลินทรียทีม่ีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกสวนใหญจะ
อยูในกลุมแบคทีเรียกรดแลก็ติก เนื่องจากแบคทีเรียเหลานี้ทนกรดและเกลือน้ําดีทําใหสามารถอยู
รอดในระบบทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตได รวมทั้งสามารถสรางกรด เปอรออกไซดและ 
แบคเทอริโอซินที่ตอตานการเจริญของจุลินทรียกอโรคได จึงมีการนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
คุณสมบัติเปนโปรไบโอติกไปใชผสมอาหารสําหรับมนุษยและนําไปใชประโยชนในการเพาะเลี้ยง
สัตว (Ringo and Gatesoupe, 1998) 
 
4.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางแบคเทอริโอซิน 
 

Hoover and Harlander (1993) ไดสรุปเทคนิคที่ใชในการคัดเลือกแบคทเีรียกรดแล็กตกิที่
สามารถสรางแบคเทอริโอซินออกไดเปน 2 กลุม คือ 
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4.1  การคัดเลือกดวยอาหารแข็งหรือกึ่งแขง็ โดยวิธีการนีส้ามารถแบงออกไดเปน 2 แบบ
คือ 

 
4.1.1  วิธีคูเชื้อเจริญไมพรอมกัน (deferred method) วิธีการนี้เปนวิธีที่นยิมใชในการ

ตรวจหาการสรางแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลก็ติกในเบื้องตน โดยการเลีย้ง 
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งภายใตสภาวะที่
เหมาะสมแลวเททับดวยอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งแข็งกึ่งเหลว (soft agar) ที่มีแบคทีเรียทดสอบผสม
อยู ซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึง่แข็งกึ่งเหลวจะชวยลดการแพรกระจายของโคโลนีแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิไดดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง หรืออาจทําการฆาเชือ้แบคทีเรียกรดแล็กติกทีเ่จรญิ
อยูดวยสารเคมี เชน คลอโรฟอรมหรือความรอนเพื่อปองกันการแพรกระจายดังกลาว แตในบางครั้ง
พบวาการใชสารเคมีและความรอนในการทําลายแบคทีเรียที่สรางแบคเทอริโอซินอาจทําให 
แบคเทอริโอซินเกิดการเสียสภาพได นอกจากนี้อาจเลือกใชวิธีการทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้ดานที่มี
แบคทีเรียกรดแล็กติกเจริญอยู คว่ําลงบนฝาดานบนของจานเพาะเชื้อดวยวิธีการที่ปลอดเชื้อ แลวเท
ทับดานบน (บริเวณกนจานเพาะเชื้อเดิม) ดวยแบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงวิธีการแบบนี้โคโลนีของ
แบคทีเรียทดสอบและแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซินจะไมสัมผัสกันโดยตรง 
เนื่องจากมีช้ันของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งกั้นอยูเพื่อลดการยบัยั้งที่เกดิจากอิทธิพลของกรดอินทรีย  
สวนการอานผลสังเกตจากบริเวณใสที่เกิดขึ้นจากการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบเหมือน
วิธีการตรวจสอบทั่วไป 

 
4.1.2  วิธีคูเชื้อเจริญพรอมกนั (simultaneous method หรือ direct assay) ซ่ึงเปน 

วิธีการที่ทําไดงายและใชเวลานอยกวาวิธี deferred method วิธีการนี้สามารถทําไดดวยเทคนิคที่
เรียกวา spot on lawn โดยการเกลี่ยแบคทีเรียทดสอบบนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนํา
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่ตองการทดสอบการสรางแบคเทอริโอซินมาปลูกเชื้อโดยจดุลงบนผิวหนา
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกลี่ยแบคทีเรียทดสอบดังกลาว วิธีการนี้จะใชไดผลดีกับแบคทเีรียที่สราง 
แบคเทอริโอซินไดอยางรวดเร็วในระยะตนของการเจริญหรือกอนที่ตวัยับยั้งการแพรกระจายของ
แบคเทอริโอซิน เชน แบคเทอริโอฟาจ จะทํางาน ในขณะที่วิธีการแบบ deferred method จะใชได
ผลดีกับแบคทเีรียที่สรางแบคเทอริโอซินในระยะหลัง ๆ ของการเจริญ ในกรณีที่แบคทีเรียที่
ตองการตรวจสอบการสรางแบคเทอริโอซินเปนกลุมที่ไมตองการออกซิเจนในการเจริญหรือ
ตองการเพียงเล็กนอย อาจใชวิธีการ stab เชื้อดังกลาวลงในแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมอยูในจานเพาะ
เชื้อดวยวิธี pour plate หรือ surface-streaked agar 
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แตวิธีการทดสอบโดยการใชอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งและอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวนี้พบวา
นอกจากแบคเทอริโอซินแลวแบคทีเรียกรดแล็กติกยังอาจสามารถผลิตสารชนิดอื่น ๆ ออกมายับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยเชน กรดแล็กติก ซ่ึงจะทําใหผลการทดสอบเกิดความผิดพลาด
ได 
 

4.2  การคัดเลือกดวยอาหารเหลว 
 

วิธีนี้ไมเปนทีน่ิยมใชในการตรวจหาแบคทีเรียที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินใน
ขั้นตน เนื่องจากวิธีการเพาะเชื้อบนอาหารแข็งจะทําไดสะดวกและรวดเร็วกวา แตวิธีนี้มักใชในการ
ตรวจวดักจิกรรม (activity) ของแบคเทอริโอซินเนื่องจากสามารถกําจัดปจจยัอ่ืน ๆ ที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบได โดยเริ่มจากขั้นตอนการแยกเซลลแบคทีเรียที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวยวิธีการกรองหรือเหวี่ยงแยก นําของเหลวที่ได
ไปแยกเอากรดหรือสารในกลุม dialyable compound ออกดวยวิธีการ dialysis หรือการปรับคาความ
เปนกรดดางใหเปนกลางเพือ่ลดผลของกรด การเติมเอนไซมคาตาเลสเพื่อลดผลจาก
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด รวมทั้งกําจัดสารยับยั้งจุลินทรยีชนิดอื่น ๆ ที่มผีลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ นําของเหลวที่ไดไปทดสอบผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยการ
เติมลงในหลุมที่เจาะไวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีแบคทีเรียทดสอบผสมอยู (agar well diffusion) 
แลวตรวจผลโดยดจูากบริเวณใสที่เกดิขึ้น หรืออาจใชวิธีการเติมลงไปในสารแขวนลอยของ
แบคทีเรียที่ตองการทดสอบ แลวตรวจผลโดยการวัดคาความขุนดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร 
หรือวิธีการนบัจํานวนแบคทีเรียทดสอบที่เหลืออยูดวยวิธีการเพาะเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อ ซ่ึงวิธีการ
นี้สามารถนําไปประยุกตใชในการศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ทีม่ีผลตอการทํางานของแบคเทอริโอซินที่
ตองการศึกษาไดอีกดวย โดยสิ่งที่ตองคํานงึถึงในการนําเทคนิคแบบนีม้าใชคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่
นํามาใชในการเพาะเชื้อตองมีความเหมาะสมกับการเจรญิของแบคทีเรียทดสอบ และใน 
สารแขวนลอยผสมที่ทําการทดสอบจะตองมีอาหารเพียงพอตอการเจรญิของแบคทีเรียทดสอบ 
 
5.  แบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบทางเดินอาหารของปลา 
 
 ปลาเปนสัตวเลือดเย็นที่อาศยัอยูในน้ํา ซ่ึงปลาสวยงามจดัเปนทรัพยากรประมงที่นิยมเล้ียง
เพื่อการนันทนาการและการคา โดยชนิดและจํานวนของแบคทีเรียที่อยูในระบบทางเดินอาหารจะมี 
ผลตอสุขภาพของปลา (คีรี, 2545) เนื่องจากจะชวยการดดูซับสารอาหาร การปรับสมดุลของ 
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จุลินทรีย (microbial balance) และแบคทีเรียบางชนิดจะยดึเกาะที่เซลลเยื่อบุในระบบทางเดินอาหาร 
(mucosal barrier fortification) ซ่ึงเปนกลไกในการขัดขวางการเกาะยึดของแบคทีเรียกอโรค เชน  
E. coli และ Salmonella sp. (Hagi et al., 2004) โดยมีรายงานวาพบกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกเปน 
จุลินทรียประจําถ่ิน (microflora) ในลําไสของปลาที่มีสุขภาพแข็งแรง (Ringo and Gatesoupe, 1998)  
 

5.1  แบคทีเรียกรดแล็กตกิทีพ่บในระยะการเจริญตาง ๆ ของปลา 
  

5.1.1  ระยะวัยออน (larval stages) ในระยะดังกลาวนี้ระบบยอยอาหารของสัตวน้ํายัง
พัฒนาไมสมบรูณและชนดิของจุลินทรียประจําถ่ินขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมที่สัตวน้ําระยะตัวออน
อาศัยอยู ดังนัน้ในระยะนี้ควรมีการจัดการคุณภาพของน้ําในการเพาะเลี้ยงตัวออนสตัวน้ําใหดี 
นอกจากนี้ในระยะวยัออนของสัตวน้ําเหมาะแกการใหโปรไบโอติกซึ่งจะทําใหตวัออนของสัตวน้าํ
แข็งแรงขึ้น สวนแบคทเีรียกรดแล็กติกจะพบนอยมากในระยะวยัออนของสัตวน้ํา (Ringo and 
Gatesoupe, 1998) โดย Strom and Ringo (1993) รายงานวาพบ Lb. plantarum ในตวัอยางตัวออน
ของปลา cod และในน้ําที่ใชเล้ียงตัวออนของปลา cod 
 

5.1.2  ระยะวัยรุน (juveniles and ongrowing fish) เปนระยะที่อวัยวะของปลามีการ
แบงแยกออกจากกันอยางชัดเจน ระบบทางเดินอาหารจะประกอบดวย หลอดอาหาร  
กระเพาะอาหาร ไสติ่ง ลําไสใหญและลําไสเล็ก โดย Ringo (1993) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียชนดิ
ตาง ๆ จากเฉพาะสวนกระเพาะอาหารของปลา Arctic charr (Salvelinus alpinus) มีคาความเปน 
กรดดางระหวาง 3.5-4.5 พบวามีจํานวนแบคทีเรียกรดแลก็ติกอยูเพียงประมาณ 10 เปอรเซ็นต 
เนื่องจากแบคทีเรียกรดแล็กติกที่อยูในระบบยอยอาหารนี้ถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร 
 

Ringo and Gastesoupe (1998) ไดรวบรวมผลการศึกษาถึงชนิดของแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิในบริเวณอวยัวะสวนตาง ๆ ของปลาแตละชนิด ซ่ึงพบวาในบริเวณระบบ 
ทางเดินอาหารของปลามักจะพบแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus 
และ Leuconostoc อาศัยอยู (ดังแสดงในตารางที่ 2) นอกจากนีย้ังพบวาในกลุมแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิเหลานี้มีหลายชนิดที่ทําใหเกดิโรคในสัตวน้ํา ไดแก Streptococcus, Lactobacillus, 
Enterococcus, Vagococcus และ Carnobacterium โดยแบคทีเรียเหลานี้จะทําใหเกิดโรคที่อวัยวะ
ภายในของสัตวน้ํา เชน ไต ตบั มาม ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลก็ติกแตละสกลุจะทําใหเกิดโรคในสัตวน้ํา
แตละชนดิที่ตางกันออกไป 
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Gonzalez et al. (2000) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากปลาน้ําจืด brown trout 
ซ่ึงจับจากธรรมชาติ ไดจํานวน 249 ไอโซเลต โดยเปนแบคทีเรียรูปรางทอนจํานวน 237  
ไอโซเลต และรูปรางกลมจํานวน 12 ไอโซเลต ในจํานวนนี้ประมาณ 90 เปอรเซ็นต (226 ไอโซเลต) 
อยูในสกุล Carnobacterium สวนอีก 22 ไอโซเลตอยูในสกุล Lactobacillus, Enterococcus, 
Lactococcus และ Vagococcus และมี 1 ไอโซเลตที่ไมสามารถจัดจําแนกในระดับสกุลได 

 
Heo and Yang (2002) ทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกจาก 

กลุมแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีค่ัดแยกมาจากลําไสปลา ปลาหมักและกิมจิ (kimchi) ซ่ึงจากจํานวนของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดแยกได 20 ไอโซเลต พบวา Lactobacillus sakei BK19 มีความสามารถ
ทนกรดไดดีและสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทีก่อโรคในปลา ไดแก Vibrio alginolyticus, 
V. salmonicida, V. parahaemolyticus, V. harvei, V. minicus และ V. vulnificus 

 
Hagi et al. (2004) ทําการจําแนกสายพนัธุของแบคทีเรียกรดแล็กติกจากระบบทางเดิน

อาหารของปลา 4 ชนิด คือ silver carp (Hypophthalmichthys molitrix), common carp (Cyprinus 
carpio), channel catfish (Ictalurus punctatus) และ deepbodied crucian carp (Carassius cuvieri)  
ที่เพาะเลี้ยงในทะเลสาบ พบแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีอยูในปริมาณมาก 2 สายพันธุ คือ Lactococcus 
lactis และ Lc. raffinolactis รองลงมาคือ Enterococcus seriolicida และ Lactobacillus curvatus 
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ตารางที่ 2  ชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่พบในระบบทางเดินอาหารและมูลปลา 
 
ชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก                                                     ชนิดของปลา 
 
Lactobacillus sp. Arctic charr, Atlantic salmon, Atlantic cod, 

Cyprinidae, Escocidae, Percidae, herring 
 
Lactobacillus plantarum Arctic charr, Saithe 
 
Carnobacterium sp. Arctic charr , Atlantic salmon, Rainbow 
                                                trout 
 
Carnobacterium divergens Arctic charr, Atlantic salmon, Atlantic cod, 

Saithe, Wolffish 
 
Carnobacterium piscicola Arctic charr, Atlantic salmon, Rainbow  
              trout 
 
Streptococcus sp. Arctic charr, Salmonids, European eel, Carp, 

Goldfish, Yellowtail, Turbot 
 
Leuconostoc sp. Arctic charr 
 
Leuconostoc mesenteroides Arctic charr 
 

 
ที่มา: Ringo and Gatesoupe (1997) 
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6.  การศึกษาแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียในสัตวน้ํา 
 

จินตลา (2544) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากผลิตภณัฑ
ประมงที่ผานการแปรรูปดวยกระบวนการหมัก โดยสามารถคัดแยก E. faecalis ที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินได โดยแบคเทอริโอซินดังกลาวนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3,800 ดาลตัน อีกทั้งมี
คุณสมบัติทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยไมมกีารเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน แตเมื่อ
ใหความรอน 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะสูญเสียไป
ทั้งหมด นอกจากนี้ยังพบวากจิกรรมของแบคเทอริโอซินจะลดลงประมาณ 50 เปอรเซ็นต เมื่อถูก
ทําลายดวยเอนไซมทริปซินและเปปซิน รวมถึงแบคเทอริโอซินดังกลาวยังสามารถยบัยั้ง 
การเจริญของ Listeria ivanovii ในเนื้อปแูชเย็นไดอีกดวย 
 

วลัยพร (2544) ทําการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางลําไสสัตวน้ําจืด ลําไสไก มูลสุกร มูลวัว 
ผลิตภัณฑนม ผลิตภัณฑหมกัดองจากเนื้อสัตวและผักตาง ๆ โดยนําเฉพาะไอโซเลตที่ติดสีแกรม
บวกไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในกุงกามกราม 2 ชนิด คือ Aeromonas 
sorbria และ Vibrio alginolyticus จากนั้นนาํไปศึกษาคณุสมบัติการเปนโปรไบโอติกโดย 
การทดสอบการยอยเม็ดเลือดแดง การทนตอเกลือ (0-10 เปอรเซ็นต) การทนตอเกลือน้ําดี (1-7 
เปอรเซ็นต) การเจริญในสภาวะความเปนกรดดางตั้งแต 2-10 รวมถึงการเจริญภายใตสภาวะมแีละ
ไมมีออกซิเจน ซ่ึงพบวามีแบคทีเรียกรดแลก็ติก 4 สายพันธุ คือ Lb. plantarum, Lb. casei,  
E. faecium และ Lc. lactis ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 4  
สายพันธุ มาผสมกับอาหารกุงสําเร็จรูป พบวาไมมีผลตอการเจริญเติบโตของกุงแตมผีลตออัตราการ
รอดชีวิตของลูกกุงสูงกวาการใหอาหารกุงสําเร็จรูปเพียงอยางเดยีว นอกจากนี้ยังพบวา Lc. lactis ซ่ึง
ในการทดลองนี้คัดแยกไดจากตัวอยางปลานิล ทําใหอัตราการรอดชีวิตของลูกกุงดีทีสุ่ด  
 

Stoffels et al. (1992a) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินซึ่งเจริญไดดทีี่อุณหภูมิต่ําจากเนื้อปลาสดและสิ่งขับถายของปลา พบวาสามารถ 
คัดแยก Carnobacterium piscicola ซ่ึงสราง carnocin UI49 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในสกุล 
Carnobacterium, Lactobacillus, Pediococcus และ Lactococcus  ได นอกจากนี ้carnocin UI49  
ยังแสดงรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบแบบฆาทําลายเซลล 
(bactericidal mode of action) ไดสูงสุดทีอุ่ณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส 
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 Ben Embarek  et al. (1994) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากเนือ้ปลาคอดแลซ่ึง
นํามาหมักและเก็บรักษาภายใตสภาวะสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 และ 
8 สัปดาห พบวาสามารถคัดแยก E. faecium ไดจํานวน 19 สายพันธุ โดยในจํานวนนี้ 14 สายพันธุ
สามารถสรางสารในกลุมโปรตีนซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และแบคทีเรียที่
ทําใหเกิดโรคชนิดอื่น ๆ รวมทั้งแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเกิดการเสื่อมเสียได นอกจากนี้ยังพบอีกวา 
E. faecium ที่คัดเลือกไดไมทาํใหเกิดกลิ่นทีผิ่ดปกติในผลติภัณฑหมักทีผ่ลิตขึ้นในหองปฏิบัติการ 
จึงสามารถนําแบคทีเรียดังกลาวมาใชในการถนอมอาหารดวยวิธีการทางชีวภาพได 
 
 Pilet et al. (1995) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีส่รางแบคเทอริโอซินจากเนือ้ปลา
สด ปลารมควัน ปลาดอง และลําไสของปลา ซ่ึงพบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคณุสมบัติตามที่
ตองการได 2 สายพันธุ คือ Carnobacterium piscicola และ C. divergens ซ่ึงแบคเทอริโอซินที่ผลิต
จากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ มีคุณสมบัติที่ทนตอความรอน ถูกทําลายดวยเอนไซมยอยโปรตีน  
มีอัตราการสรางแบคเทอริโอซินสูงสุดเมื่อเซลลเจริญอยูในชวงตนของการเจริญในระยะ stationary 
phase เมื่อเจรญิอยูในอาหาร MRS broth ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และยังพบวามกีารสราง 
แบคเทอริโอซินสูงกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นอกจากนีแ้บคเทอริโอซินดังกลาวยังสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของ L. monocytogenes ไดอีกดวย 
 

Cai et al. (1998) สามารถคัดแยก Weissella hellenica DS-12 จากตัวอยางลําไสของ 
ปลาล้ินหมา (Paralichthys olivaceus) ซ่ึงเพาะเลี้ยงในฟารมของประเทศเกาหลีใต และพบวา
แบคทีเรียสายพันธุดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในปลาได รวมทั้งเจริญได
ภายใตสภาวะที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 10 เปอรเซ็นต น้ําดี (bile) ความเขมขน 10 
เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับคาความเปนกรดดาง เทากับ 3 
หลังจากการบมเชื้อไปแลวเปนเวลา 90 นาที ซ่ึงจากคุณสมบัติดังกลาวจึงมีแนวโนมที่จะสามารถนํา 
W. hellenica DS-12 ไปใชเปนโปรไบโอติกในการเลี้ยงปลาล้ินหมาได 
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7.  การใชแบคทีเรียกรดแล็กติกเปนโปรไบโอติก (probiotic) ในสัตวน้ํา 
 

โปรไบโอติก (probiotic) มาจากภาษากรีก แปลวา “เพื่อชีวิต” และถูกนาํมาใชเปนครั้งแรก
ในรายงานวิจยัของ Lilly and Stillwell (1965) ที่ไดกลาวถึงสารที่จุลินทรียชนิดหนึ่งผลิตออกมา 
และชวยกระตุนการเจริญของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง โดยเปนการทํางานที่ตรงขามกบัการทํางานของ
สารปฏิชีวนะ ซ่ึงจะทําลายจลิุนทรียเกือบทุกชนิด นอกจากนี ้Parker (1974) ไดใหคาํจํากัดความไว
วา โปรไบโอติก คือส่ิงมีชีวติและสารเคมีที่มีผลตอสมดุลของจุลินทรียในลําไส ตอมาไดมีคําจํากดั
ความที่มีความเหมาะสมเสนอโดย Fuller (1989) ซ่ึงไดใหคําจํากดัความไววา โปรไบโอติก คือ 
อาหาร (เสริม) ซ่ึงประกอบดวยจุลินทรียที่ยงัมีชีวิตอยู และยังกอใหเกิดประโยชนตอรางกายของ
ส่ิงมีชีวิตที่มันอาศัยอยู (host) โดยชวยปรับระดับความสมดุลของจุลินทรียภายในระบบ 
ทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตนั้น 
  

แบคทีเรียกรดแล็กติกเปนแบคทีเรียประจาํถ่ินในลําไสของสัตวน้ําโดยเฉพาะปลา ซ่ึงชนิด
และปริมาณของแบคทีเรียดงักลาวจะสงผลโดยตรงตอสุขภาพของสัตวน้ํา จึงมีความพยายามเพิ่ม
จํานวนของแบคทีเรียกรดแล็กติกภายในระบบทางเดนิอาหารของสัตวน้ํา (Ringo and Gatesoupe, 
1998) ซ่ึงอาจทําได 3 วิธี คือ (1) การเติมแบคทีเรียกรดแล็กติกลงไปในน้ําที่ใชเล้ียงปลา (2) นํา
แบคทีเรียกรดแล็กติกผสมกบัอาหารสัตวน้ํา และ (3) การใหอาหารสัตวน้ําซึ่งมีสารอาหารที่ชวย
สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกและเพิ่มประสิทธิภาพการยดึเกาะเยื่อบุผิวของแบคทีเรีย
กรดแล็กตกิ (Ringo et al., 1998) นอกจากนี้ยังมีการคัดแยกแบคทเีรียกรดแล็กติกสายพันธุใหม ๆ 
เพื่อนําไปใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเพื่อลดการใชสารปฏิชีวนะซึ่งมีผลเสียดาน
การตกคางของสารปฏิชีวนะในเนื้อสัตวน้ําและสิ่งแวดลอม (Gatesoupe, 1999a) 
  

การประยกุตใชโปรไบโอติกในสัตวน้ํานัน้จะมหีลักการที่แตกตางจากการใชโปรไบโอติก
ในสัตวบกและมนุษย คือ การพัฒนาตัวออนของมนุษยและสัตวบกจะอยูในรก (amnion) ในขณะที่
ตัวออนของสัตวน้ําจะพัฒนาตัวออนอยูภายในสภาวะแวดลอมภายนอก ซ่ึงในระยะดังกลาวนี ้
ระบบยอยอาหารและระบบภมูิคุมกันยังไมสมบูรณ ดังนัน้การใหโปรไบโอติกในระยะดังกลาวจึง
เหมาะสมที่สุด (Gatesoupe, 1999a) ซ่ึงชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ใชเปนโปรไบโอติกใน 
สัตวน้ําชนิดตาง ๆ แสดงไวในตารางที ่3 นอกจากนี้ Moriaty (Moriaty, 1998) ไดเพิ่มคําจํากัดความ
ของโปรไบโอติกในสัตวน้ําวา “water additive” ซ่ึงความหมายดังกลาวจะรวมถึงการปรับปรุง
คุณภาพน้ําที่ใชในการเพาะเลี้ยงดวย ในขณะที่ Gatesoupe (Gatesoupe, 1999b) รายงานวา แบคทเีรีย
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กลุม nitrifying จะชวยลดปริมาณแอมโมเนียและไนไตรทในน้ํา รวมถึงการเพิ่มอัตราการรอดชีวิต
ของกุง 
 
ตารางที่ 3  แบคทีเรียกรดแลก็ติกที่ใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
 

แบคทีเรียกรดแล็กติกทีใ่ชเปน 
โปรไบโอติก 

สัตวน้ํา วิธีประยกุตใช 

 
Streptococcus lactis และ 
Lactobacillus bulgaricus 

 
Turbot larvae 

(Scophthalmus maximus) 

 
เพิ่มจํานวนในอาหารที่มีชีวิต 

 
Lactobacillus sp. และ 
Carnobacterium sp. 

 
Turbot larvae 

 

 
เพิ่มจํานวนในโรติเฟอร 

(rotifers) 
 
Carnobacterium divergens 

 
Atlantic cod fry 

 
ผสมในอาหารสัตว 

 
Carnobacterium sp. 

 
Atlantic salmon 

 
ผสมในอาหารสัตว 

 
Lactobacillus rhamnosus 
ATCC 53103 

 
Rainbow trout 

 
ผสมในอาหารสัตว 

 
Carnobacterium sp.  
 

 
Rainbow trout 

 
ผสมในอาหารสัตว 

Enterococcus faecium SF68 Anguilla anguilla ผสมในอาหารสัตว 
 
Lactobacillus rhamnosus JCM 1136 

 
Rainbow trout 

 
ผสมในอาหารสัตว 

 
ที่มา: Balcazar et al. (2006) 
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7.1  คุณสมบัติของจุลินทรียที่จะใชเปนโปรไบโอติก โดยจุลินทรียสายพันธุที่จะใชเปน
โปรไบโอติกควรมีคุณสมบตัิที่สําคัญดังนี้ (Havenaar and Hui int’Veld, 1992) 

 
1)  เปนจุลินทรียที่ผานการคดัเลือกวาเปนที่ยอมรับและมีความปลอดภัย  

(GRAS = Generally Recognized As Safe) โดยไมทําใหเกิดโรคและไมเปนพิษ 
 

2)  ตองมีความทนทานตอสภาวะความเปนกรดของน้ํายอยที่กระเพาะอาหารและทน
น้ําดีที่ลําไสเล็กภายในระบบทางเดินอาหารของเจาบานได โดยในระบบการยอยอาหารของปลา
ประกอบดวยอวัยวะหลัก 3 สวนคือ กระเพาะอาหาร (stomach) ลําไส (intestine) และไสติ่ง (pyloric 
caeca) คาความเปนกรดดางในกระเพาะอาหารของปลามีสภาวะเปนกรด (คาความเปนกรดดางอยู
ในชวง 2-4) ซ่ึงเปนสภาวะเหมาะแกการทาํงานของเอนไซมเปปซิน (pepsin) สําหรับในสวนของ
ลําไสมีสภาวะเปนกลางถึงดาง (คาความเปนกรดดางอยูในชวง 7-11) และพบเอนไซมอยูในอวัยวะ
ดังกลาว เชน เอนไซมทริปซิน (trypsin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) อะไมเลส (amylase) เปนตน 
ชนิดของเอนไซมที่พบในระบบยอยอาหารของปลาจะขึ้นอยูกับพฤติกรรมการกินอาหารของปลา 
(ดังแสดงในตารางที่ 4) สําหรับไสติ่งของปลาจะทําหนาที่ผลิตเอนไซมและชวยดดูซึมสารอาหาร 
นอกจากนี้ยังมนี้ําดี (bile) ซ่ึงผลิตจากตับ (liver) ถูกเก็บไวในถุงน้ําดี (gall bladder) ของระบบยอย
อาหาร โดยน้ําดีมีหนาที่สงเสริมใหเอนไซมไลเปส (lipase) เขาไปยอยไขมันในบริเวณลําไส 
(Jobling, 1995) 
 

3)  ตองเปนเซลลที่มีชีวิตและมีจํานวนมากพอที่จะเดินทางไปจนถึงระบบ 
ทางเดินอาหารสวนทายได รวมถึงสามารถมีชีวิตและกจิกรรมของเซลลในระบบทางเดินอาหารได 
 

4)  สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการยึดเกาะบริเวณเยื่อบุผนังของระบบ
ทางเดินอาหารได 
 

5)  มีความสามารถในการผลิตสารตาง ๆ ที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืน ที่
บุกรุกหรือกอใหเกิดโรค และสารที่สรางขึ้นสามารถเพิ่มความตานทานตอภาวะการตดิเชื้อภายใน
ลําไสได 
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ตารางที่ 4  สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของปลา 
 

แหลงที่ผลิตเอนไซม เอนไซม คาความเปนกรดดาง อวัยวะที่เอนไซม 
มีกิจกรรม 

กระเพาะอาหาร Pepsins 2-4 กระเพาะอาหาร 
 

Trypsin 7-11 ลําไส 
Chymotrypsin   

Carboxypeptidase   

Lipase 
Esterases 

  

ตับออน 
 

Amylase   
 

Di-/tripeptidase 7-11 ลําไส 
Aminopeptidase   

ลําไส 

Disaccharidases   
 

ตับออนและ 
จุลินทรียประจําถ่ิน 

ในลําไส 

Chitinase 7-11 ลําไส 
 
 
 
 

จุลินทรียประจําถ่ินใน
ลําไส 

Cellulase 7-11 ลําไส 

 
ที่มา: Jobling (1995) 
 

6)  กระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในสัตว ทําใหสัตวสรางแอนตบิอดี (antibody) มากขึ้น 
สงผลดีใหสัตวน้ํามีความทนทานตอแบคทีเรียกอโรค 
 

7)  จุลินทรียทีใ่ชเปนโปรไบโอติกซึ่งอยูในรูปผลิตภัณฑตองมีชีวิตอยูไดนาน  
เก็บรักษาไดงายและมีชีวิตไดนานจนกวาจะนํามาใชงาน 
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8)  มีชีวิตอยูไดนานในอาหารสัตว เนื่องจากในกระบวนการผลิตอาหารสัตวมีปจจัยที่
สงผลตอการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย เชน กระบวนการใหความรอน แรงอัด สภาวะความเปน
กรด การเติมสารบางชนิดลงในอาหารสัตวเพื่อชวยในการถนอมคุณภาพของอาหารสัตว รวมไปถึง
การเติมสารปฏิชีวนะ 

 
9)  ไมเปนสาเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ไมทําใหเกิดอาการแพ 

 
10)  เปนสายพนัธุที่สามารถใชผลิตในระดบัอุตสาหกรรมได โดยตองเพาะเลี้ยงงาย 

เพิ่มจํานวนไดอยางรวดเรว็ และราคาไมแพง 
 

7.2  กลไกการทํางานของโปรไบโอติกในสัตวน้ํา  
  

สําหรับกลไกของโปรไบโอติกในสัตวน้ํา ที่ชวยใหสัตวน้ําทนตอโรคและสงเสริม 
ใหมีสุขภาพแข็งแรงขึ้นนั้น สามารถแบงออกไดดังนี้ (Balcazar et al., 2006) 
 

1)  การสรางสารยับยั้งจุลินทรีย (production of inhibitory compounds) ซ่ึงพบวา
แบคทีเรียในกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถสราง แบคเทอริโอซิน กรดอินทรียและ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด เปนตน ซ่ึงสารดังกลาวมีฤทธิ์ยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ได 

 
2)  การยึดเกาะที่เยื่อบุผิวเซลล (compettition for adhesion sites) การยดึเกาะของ 

โปรไบโอติกที่ครอบครองพื้นที่ของเซลลเยื่อบุในระบบทางเดินอาหารเปนกลไกหนึ่งในการ
ปองกันหรือขดัขวางการยึดเกาะติดของแบคทีเรียกอโรค เชน E. coli และ Salmonella sp. โดยกลไก 
การยึดเกาะจะเริ่มตั้งแต แบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกเจรญิบนผนังลําไส แลวแบคทีเรียดังกลาว
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดจํานวนมาก ซ่ึงจะขัดขวางไมใหแบคทเีรียกอโรคมาเกาะบนผนังลําไส  
ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3  แบบจําลองแสดงการยึดเกาะของแบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกและแบคทีเรียกอใหเกดิโรค 
ที่มา: Nestle (2002)  
 

Nikoskelainen et al. (2001) ไดนําแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ Lactobacillus 
 rhamnosus LC 705, Lb. bulgaricus, Lb. rhamnosus ATCC 53103, Lb. johnsonii La1, Lb. casei, 
Enterococcus faecium และ Bifidobacterium lactis Bb12 ซ่ึงใชเปนโปรไบโอติกในมนุษย มาศกึษา
การแขงขันการยึดเกาะกับแบคทีเรียที่กอโรคในปลาคือ Aeromonas salmonicida ที่เมือกบริเวณ
ผิวหนังและลําไสของปลา โดยการตรวจแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ดวยวิธีการติดฉลากกัมมันตรังสีบน
เซลลของแบคทีเรีย (radioactively labeled bacteria) และวัดกจิกรรมของกัมมันตรังสี (radioactivity) 
ดวยวิธี liquid scintillation พบวา Lb. rhamnosus ATCC 53103 และ Lb. bulgaricus สามารถยึด
เกาะกับเมือกบริเวณ หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ลําไส เหงือก ผิวหนัง และสามารถแขงขัน 
การยึดเกาะกับ A. salmonicida ที่บริเวณเมือกของผิวหนังและลําไส ไดดีที่สุด 

 
3)  การเพิ่มภูมติานทาน (enhancement of the immune response) เปนการกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของสัตวน้ําใหมีความทนทานตอการกอโรคของ ไวรัส แบคทีเรีย รา และปรสิต 
โดยเฉพาะในระยะวยัออนของสัตวน้ํา ซ่ึงมีระบบภูมิคุมกันที่ยังมีประสิทธิภาพต่ํา 

 
Nikoskelainen et al. (2003) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของระบบภูมคิุมกันในปลา 

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) โดยใหอาหารปลาที่ผสมแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ใชเปน 
โปรไบโอติก (Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103) เปรียบเทียบกบัปลาที่ไดรับอาหารปลาที่ไม
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ผสมแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีใ่ชเปนโปรไบโอติก ซ่ึงพบวาหลังจากใหอาหารปลาเปนเวลา  
1 สัปดาห จะพบ Lb. rhamnosus ATCC 53103 ในตัวอยางลําไสของปลา rainbow trout จํานวน  
9.0 x 109  โคโลนีตอกรัม ในขณะที่ชุดควบคุมพบจํานวนเซลลนอยกวา 10 โคโลนีตอกรัม 
สวนตัวอยางเมือกบริเวณผิวหนังของปลาดังกลาวมีจํานวนเซลล 1.0 x 103 -5.0 x 107 โคโลนีตอกรัม 
ในขณะที่ชุดควบคุมจะไมพบแบคทีเรียสายพันธุดังกลาว และน้ําทีใ่ชเล้ียงมีจํานวนเซลล 3.9 x 103 
โคโลนีตอมิลลิลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมจะไมพบแบคทเีรียสายพันธุดงักลาว นอกจากนี้ยังพบวา
คาที่ใชช้ีวัดประสิทธิภาพระบบภูมิคุมกันของปลา คือ respiratory burst (RB), Immunoglobulin (Ig) 
และ serum bactericidal activity (Sb) มีคาเพิ่มสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกบัปลาที่ไมไดรับ 
โปรไบโอติก แสดงใหเห็นวาโปรไบโอติกสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันของปลา 
rainbow trout ได 
 

4)  การปรับปรุงคุณภาพน้ํา (improvement of water quality) ซ่ึงมักพบวาแบคทีเรีย 
แกรมบวกโดยเฉพาะแบคทเีรียในสกุล Bacillus sp. สามารถเปลี่ยนสารอินทรียในน้าํไปเปน 
กาซคารบอนไดออกไซดไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ โดย Dalmin et al. (2001) ไดศึกษาการใช
แบคทีเรียสกุล Bacillus sp. ในการเลี้ยงกุงกลุาดํา (Penaeus monodon) พบวา สามารถปรับปรุง
คุณภาพน้ําที่ใชเล้ียงใหดีขึ้น เพิ่มอัตราการรอดและการเจริญเติบโตของกุงไดดี นอกจากนี้ยังพบวา
สามารถลดจํานวนแบคทีเรียที่กอโรค เชน Vibrio sp. ไดอีกดวย 
 
 จากที่กลาวมาแลวในขางตนจะเห็นไดวาแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางสารยับยั้งจุลินทรียได
มีสวนสําคัญในการใชเปนสารถนอมอาหารดวยวิธีทางชวีภาพ นอกจากนี้ยังใชเปนวธีิชีวภาพบําบดั 
หรือการควบคมุและปองกันการเกิดโรคในสิ่งมีชีวิต เชน การใชแบคทีเรียที่มีประโยชนบางชนิดไป
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่กอโรคในสัตวน้ํา การใชผลิตภัณฑทีส่กัดไดจากแบคทีเรียใสลงใน
น้ําหรืออาหารเพื่อปองกันโรคและเพื่อกระตุนใหสัตวน้ําเจริญเติบโตไดดีขึ้น ดังนัน้การคัดแยกและ
ศึกษาแบคทเีรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียจากตัวอยางปลาสวยงาม จึงเปนอีก
แหลงตัวอยางหนึ่งที่นาสนใจ นอกจากนีก้ารศึกษาคุณสมบัติดานตาง ๆ ของสารยับยั้งจุลินทรียที่
สรางขึ้น รวมถึงศึกษาคุณสมบัติและแนวโนมในการประยุกตใชเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียที่
คัดเลือกไดสําหรับการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา จึงเปนพื้นฐานสําคัญในการนําแบคทีเรียกรดแล็กติก 
ดังกลาวไปใชประโยชนตอไปในอนาคต 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 

1.  ตัวอยางอวัยวะภายในของปลาสวยงาม 
 

ตัวอยางปลาสวยงามจํานวน 10 ตัวอยาง ไดแก ปลาทองออลันดา (Carassius auratus  
สายพันธุ oranda) จํานวน 4 ตัวอยาง ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion head) 
จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาทอง
รักเลห (Carassius auratus สายพันธุ moor) จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) 
จํานวน 1 ตัวอยาง และปลาคารพ (Cyprinus carpio) จํานวน 2 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บจากตลาด 
ปลาสวยงามหลาย ๆ แหงทั้งในกรุงเทพมหานคร โดยนําตัวอยางปลาสวยงามที่มีชีวิตมาทําใหสลบ
ดวยการแชในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนั้นผาเอาอวยัวะระบบทางเดินอาหารออกจากชองทอง
ของปลาสวยงาม มาทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกตอไป 
 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

2.1  Peptone (Merck) 
2.2  Yeast extract (Difco) 
2.3  Tryptone (Merck) 
2.4  Tryptic soy agar (TSA) (Merck) 
2.5  Tryptic soy broth (TSB) (Merck) 
2.6  Tryptic soy agar + 0.6% Yeast extract (TSAYE) 
2.7  Tryptic soy broth + 0.6% Yeast extract (TSBYE) 
2.8  Tryptic soy broth + 0.6% Yeast extract + 0.75% agar (TSBYE soft agar) 
2.9  MRS (Man Rogosa and Sharpe) agar (Merck) 
2.10 MRS (Man Rogosa and Sharpe) broth (Merck) 
2.11 Glucose (Fisher Chemicals) 
2.12 Agar powder (Difco) 
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2.13 Ox-bile (Fluka) 
2.14 Sheep blood agar (Difco) 

 
3.  แบคทีเรียทดสอบ 

 
แบคทีเรียทดสอบที่ใชสําหรับตรวจสอบและการวัดกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย ไดแก  

แบคทีเรียกรดแล็กติก แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย ดังแสดงในตารางที่ 5 
 

ตารางที่ 5  แบคทีเรียทดสอบและการเลี้ยงเชื้อที่ใชตรวจสอบการผลิตและการออกฤทธิ์ของ 
     สารยับยั้งจลิุนทรีย 

 

                                    สายพันธุ อาหารเลี้ยงเชือ้ อุณหภูมิบมเชือ้ 
(องศาเซลเซียส) 

1) แบคทีเรียกรดแล็กติก   
Enterococcus faecalis JCM 5803  MRS broth 30 
Enterococcus faecium JCM 5804 MRS broth 30 
Pediococcus pentosaceus JCM 5885 MRS broth 30 
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435 MRS broth 30 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124 MRS broth 30 
Lactobacillus plantarum ATCC 14917  MRS broth 30 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157  MRS broth 30 
Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257 MRS broth 30 
2) แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสยี   
Staphylococcus aureus ATCC 12600 TSBYE 37 
Escherichia coli JCM 109 TSBYE 37 
Listeria innocua ATCC 33090 TSBYE 37 
3) แบคทีเรียทดสอบชนิดอื่น ๆ   
Micrococcus luteus IFO 12708  TSBYE 30 
Bacillus subtilis JCM 1465  TSBYE 37 
Bacillus circulans JCM 2504  TSBYE 37 
Bacillus coagulans JCM 2257 TSBYE 37 
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4.  เอนไซม 
 

4.1 เอนไซมโปรติเนส เค (proteinase K) ; Sigma 
4.2 เอนไซมเปปซิน (pepsin) ; Sigma 
4.3 เอนไซมทริปซิน (trypsin) ; Sigma 
4.4 เอนไซมไลเปส (lipase) ; Sigma 
4.5 เอนไซมอัลฟา–อะไมเลส (α–amylase) ; Sigma 
4.6 เอนไซมไลโซไซม (lysozyme) ; Sigma 
4.7 เอนไซมอัลฟา-ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) ; Sigma 

 
5.  สารเคมี   
 

5.1  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
5.2  ไฮโดรคลอริก แอซิด (HCl) 
5.3  แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 
5.4  แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 
5.5  แมงกานสีซัลเฟต (MnSO4.4H2O) 
5.6  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4.3H2O) 
5.7  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
5.8  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
5.9  โซเดียมคลอไรด (NaCl) 
5.10 สารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 
5.11 เฟอรริกแอมโมเนียมซัลเฟต [Fe(NH4)2(SO4)2] 
5.12 Tween 80  
5.13 กลีเซอรอล (glycerol) 
5.14 สียอมสําหรับการยอมสีแบบแกรม 
5.15 ชุดจําแนกชนิดแบคทีเรียแบบสําเร็จรูป API 20 Sterp (bioMerieux) 
5.16 oxytetracycline (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid)  
5.17 nalidixic acid (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.18 oxolinic acid (2 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
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5.19 sulphamethoxazole (25 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.20 tetracycline (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.21 trimethoprim (5 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 

 
6.  เคร่ืองมือ 
 

6.1  เครื่องแกวที่จําเปนในการทดลอง เชน หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ 
6.2  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Sartorius รุน 1219 MP, Germany) 
6.3  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (AND รุน GR-200, Japan) 
6.4  เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Cyberscan รุน 1000, Switzerland) 
6.5  เครื่องตีผสมตัวอยาง (Seward รุน BA 7021, England) 
6.6  ตูบมเชื้อ (Memmert รุน Model 600, Germany) 
6.7  ตูควบคุมอุณหภูมิต่ํา (Sanyo Growth Cabinet, Japan) 
6.8  หมอนึ่งฆาเชื้อระบบความดัน (Hirayama รุน 240/300 MIV, Japan) 
6.9  ตูอบฆาเชื้อ (Sibata รุน WT-Binder F24, Japan) 
6.10 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert รุน WB 14, Germany) 
6.11 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Precision รุน Model 253, USA.) 
6.12 เครื่องผสมอาหารในหลอดแกว (Scientific Industries รุน Vortex-Genie 2, USA.) 
6.13 กลองจุลทรรศน (Olympus รุน CH-2, Japan) 
6.14 เครื่องนับจํานวนโคโลนี (Suntex รุน 560, Taiwan) 

       6.15 เครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลางควบคุมอุณหภูมิได (Hettich รุน Universal 32 R, 
Germany) 

       6.16 เครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลาง (Hettich รุน MIKRO 20, Germany) 
       6.17 เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (Shimadzu รุน UV-1700 CE pharmaSpec, Japan) 
       6.18 ชุดกรองจุลินทรีย (Sartorius รุน Minisart®, Germany) 

6.19 ตูบมเชื้อแบบปราศจากกาซออกซิเจน (Shel Lab รุน Bactron I, USA.) 
6.20 เครื่องเขยา (GFL รุน 3005, Germany) 

       6.21 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo รุน SF-C992, Thailand) 
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วิธีการ 
 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม  

 
นําตัวอยางอวยัวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม ไดแก ปลาทองออลันดา  

(Carassius auratus สายพันธุ oranda) ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion head) 
ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพนัธุ comet) ปลาทองรักเลห (Carassius auratus สายพันธุ 
moor) ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) และปลาคารพ (Cyprinus carpio) โดยใชน้ําหนักของ
อวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงามแตละชนดิจํานวน 10 กรัม ผสมลงใน 0.1 เปอรเซ็นต  
สารละลายเปปโตน (peptone water) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แลวนําไปตปีนใหเขากัน โดยใชเครื่องตี
ปนอาหาร (stomacher) จากนัน้ทําเจือจางลงครั้งละ 10 เทา ดวย 0.1 เปอรเซ็นต สารละลายเปปโตน
จนมีความเจือจางที่เหมาะสม ดูดตัวอยางจากในแตละความเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
จานแกวเพาะเชื้อความเจือจางละ 2 จาน แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 %  
แคลเซียมคารบอเนต ซ่ึงมีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ลงไปจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร  
รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตวั จากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง คัดแยกโคโลนีที่สรางบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนีมาทําใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ดวยวิธี 
cross streak ตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนของเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได เชน การติดสีแกรมและ
สัณฐานวิทยาของเซลล รวมถึงการสรางเอนไซมคาตาเลส โดยใชสารละลาย
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  
ทําการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ซ่ึงมีกลีเซอรอล (glycerol) ผสม
อยู 15 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย  
 

2.1  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีใชวิธี Direct  
method (Schillinger and Lucke, 1989) โดยนําเชื้อบริสุทธิ์ที่ติดสีแกรมบวกและไมสามารถสราง
เอนไซมคาตาเลส ซ่ึงสันนิษฐานวานาจะเปนแบคทีเรียกรดแล็กติกทีไ่ดจากการทดลองขั้นตอนแรก 
มาปลูกเชื้อแบบจุด (spot inoculate) ลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ Modified MRS agar (M-MRS agar) ซ่ึง
เตรียมตามสูตรของ Tichaczek et al. (1992) นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนัน้เททับหนาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งแข็ง Tryptic soy broth + 0.6% Yeast extract + 
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0.75% agar (TSBYE soft agar) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีแบคทีเรีย
ทดสอบที่เจริญอยูในระยะ log (log phase) ผสมอยูประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร รอใหอาหารเลีย้ง
เชื้อที่เททับหนาแข็งตัวจึงนาํจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบแตละชนิด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจดบูริเวณใสซึ่งเกิดขึ้นจากการที่แบคทีเรีย
กรดแล็กตกิสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ คัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุที่
ไดไวใชในการทดลองตอไป 
 

2.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีไดในอาหารเหลว
ดวยวิธี Spot on lawn method โดยนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงคัดเลือกไดจากขั้นตอนขางตนมาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดมาปนแยกเซลล
ออกดวยเครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลางที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที แยกเอาน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใส (supernatant) ไปทําใหมีสภาพเปนกลาง (neutralize) และ 
ปลอดเชื้อ (sterile) โดยผานการทําลายหรอืกําจัดสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบซึ่งไมตอง 
การศึกษา เชน กรดอินทรียและไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยใชวิธีการดังนี ้

ก.  กรดอินทรยี โดยการปรับคาความเปนกรดดางของน้าํเล้ียงเชื้อสวนใสใหเปน 6.5 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 นอรมัล 

ข.  เซลลจุลินทรียที่มีชีวิต โดยการกรองผานแผนเยื่อกรอง (membrane) ที่มีรูขนาด 
0.20 ไมโครเมตร 

ค.  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยการเติมเอนไซมคาตาเลสลงไปในน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใส
ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 500 ยูนิตตอมิลลิลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 30 นาที 
 

นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ (cell-free neutralized 
supernatant หรือเรียกยอวา CFNS) จากขัน้ตอนที่ผานมาไปวัดคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial activity) ตอแบคทีเรียทดสอบที่ถูกยับยั้งการเจริญจากวิธี Direct method โดยใชวิธี 
critical dilution assay หลังจากนั้นทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ เพื่อใชไวใน 
การทดลองตอไป 
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3.  การวัดกิจกรรมของสารยบัยั้งจุลินทรีย  
 

การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียดวยวิธี critical dilution assay เปน
วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Mayr-Harting et al. (1972) โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสที่มีสภาวะ
เปนกลางและปลอดเชื้อมาทําใหเจือจางลงครั้งละ 2 เทา อยางตอเนื่องกันดวยน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อ 
นําน้ําสวนใสในแตละความเจือจางปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหาร TSAYE agar ที่
เททับหนาดวยอาหารเลี้ยงเชือ้ TSBYE soft agar อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีแบคทีเรียทดสอบที่เจริญอยูในระยะ log (log phase) ผสมอยูประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร  
รอจนกระทั่งหยดน้ําสวนใสที่หยดลงบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อแหง หลังจากนัน้นําจานเพาะ
เชื้อไปบมเชื้อที่อุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียทดสอบแตละชนิด เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง การอานผลดูจากบริเวณใสที่เกิดขึน้จากผลการถูกยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรียทดสอบใน
บริเวณทีห่ยดน้ําสวนใสที่มสีภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อในแตละความเจือจางลงไป (ภาพที่ 4 ) 
ซ่ึงสามารถคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียทีอ่ยูในน้ําสวนใสที่มีสภาวะเปนกลางและ
ปลอดเชื้อตอแบคทีเรียทดสอบแตละชนดิเปนยูนิตตอมิลลิลิตร (AU ml-1) โดยใชสวนกลับของ 
คาความเจือจางสูงสุดของน้ําสวนใสที่มีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อ ซ่ึงยังสามารถสังเกตเห็น
บริเวณใสที่เกดิจากการถูกยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบและคณูดวย 100 
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คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเล้ียงเชื้อ   =  32/1 x 100 
      =  3,200 AU ml-1 

 

ภาพที่ 4  การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้าํเล้ียงเชื้อที่มีสภาวะเปนกลาง 
  และปลอดเชือ้ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกไดดวยวิธี critical dilution assay 

 
4.  การจัดจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคดัเลือกได 
 

4.1  การจัดจําแนกเบื้องตนในระดับสกุล (genus) นําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสราง
สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงคัดแยกไดมาทําการจดัจําแนกเบื้องตนในระดับสกุล ตามวิธีการของ Axelsson 
(1998) โดยการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา การเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการบม
เชื้อที่แตกตางกัน ไดแก 

 
 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

1/32 

1/64 
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4.1.1  การติดสีแกรม รูปรางและการจดัเรยีงตัวของเซลล การสรางกาซเมื่อเจริญอยูใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth 

4.1.2  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส 
4.1.3  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth ที่มีโซเดียมคลอไรดผสมอยู 6.5 และ 18 

เปอรเซ็นต 
4.1.4  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth ที่ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปน 

4.4 และ 9.6 
 

4.2  การจัดจําแนกในระดับชนิด (species) นําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ผานการจัดจําแนกใน
ระดับสกุล ที่สรางสารยับยั้งจลิุนทรียซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดในการยับยั้งการเจริญแบคทีเรียทดสอบ 
ซ่ึงไดแก สายพันธุ MGM30-8.22 มาจัดจําแนกในระดับชนิด โดยนําสายพันธุดังกลาวมาเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ sheep blood agar เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใชไมที่สวนปลายพนัดวยสําลีซ่ึงผาน
การทําใหปลอดเชื้อแลวมาถายเชื้อลงใน API GP medium แลวทําตามขั้นตอนที่ระบใุนคูมือที่แนบ
มากับชุดจําแนกแบคทีเรียชนดิสําเร็จรูปแบบ API 20 Strep (bioMerieux) รวมถึงนําผลการทดสอบ
ที่ไดมาแปรผลดวยโปรแกรมสําเร็จรูปของชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสําเร็จรูปดังกลาว 
 

4.3  การยืนยันผลการจัดจําแนกระดับชนิดโดยการศึกษาลําดับเบสของ 16S rDNA 
ดําเนินการโดยนําสงแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ไปศึกษาลําดับเบสขนาด
ประมาณ 1,500 เบส ที่หองปฏิบัติการ Microbial Technology, Faculty of Agriculture, Kyushu 
University ประเทศญี่ปุน แลวนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกบัลําดับเบสใน 16S rDNA ของเชื้ออางอิง
มาตรฐานในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI), National 
Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
5.  การศึกษาคุณสมบัติของสารยับยัง้จุลินทรียท่ีสรางจาก Enterococcus raffinosus MGM30-8.22 
 

นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ มาทดสอบคุณสมบัติของ 
สารยับยั้งจุลินทรียที่ไดซ่ึงอยูในสารละลายสวนใส ดังนี ้
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5.1  การทนตอเอนไซมชนดิตาง ๆ นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอด
เชื้อที่ไดมาปรบัคาความเปนกรดดาง ใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมแตละชนิดดังแสดงใน
ตารางที่ 6 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอลิก ความเขมขน 2 
นอรมัล จากนัน้เติมเอนไซมที่ตองการทดสอบลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเทากบั 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมที่สภาวะซึ่งเหมาะสมกบัการทํางานของเอนไซมแตละชนิดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
หลังจากครบเวลาที่กําหนดทําการหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมโดยการนําไปตมในน้าํเดือดที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เพื่อทําลายกิจกรรมของเอนไซมสวนที่เหลือ วดัคากิจกรรมของ
สารยับยั้งจุลินทรียที่เหลืออยู ดวยวิธี critical dilution assay โดยใช E. faecium JCM 5804 เปน
แบคทีเรียทดสอบ เปรียบเทียบกับน้ําเล้ียงเชือ้สวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อชุดควบคุม 
(control) ที่ไมผานการเติมเอนไซม ซ่ึงถากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรยีถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน แสดงวาสารยับยั้งจลิุนทรียดังกลาวมีคุณสมบัติเปนโปรตีน ซ่ึงสอดคลองกับคําจํากัดความ
ของแบคเทอริโอซิน 
 
ตารางที่ 6  คาความเปนกรดดางและอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนดิ 
 

เอนไซม คาความเปนกรดดาง อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

โปรติเนส เค (proteinase K) 7.5 37 
เปปซิน (pepsin) 2.0 37 
ทริปซิน (trypsin) 7.6 25 
ไลเปส (lipase) 7.7 37 
อัลฟา–อะไมเลส (α-amylase) 6.9 20 
ไลโซไซม (lysozyme) 6.2 25 
อัลฟา-ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) 7.0 37 

 
ที่มา: Sigma (2000) 
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5.2  การทนตอความรอน นาํน้ําเล้ียงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อที่ไดมา
ใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ดวยอางน้าํรอนเปนเวลา 5, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 
นาที ตามลําดบั และที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อระบบความ
ดัน (autoclave) เมื่อครบเวลาที่กําหนดทําใหเยน็ลงอยางรวดเรว็ดวยน้ําแข็ง หลังจากนัน้นําไปวัดคา
กิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรีย เปรียบเทียบกับน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและ
ปลอดเชื้อที่ไมผานการใหความรอน 
 

5.3  การศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งจุลินทรียภายใตสภาวะที่มีคาความเปนกรดดาง 
ตาง ๆ นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อที่ไดมาปรับคาความเปนกรดดางให
เปน 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือ
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล แบงทําการทดลองในทุกคาความเปนกรดดาง
ออกเปน 2 ชุด โดยนําหลอดชุดแรกไปใหความรอนในน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 60 นาที สวนหลอดทดลองชุดที่ 2 นําไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง นําหลอดทดลองแตละชุดมาวดักิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรยีที่เหลืออยูโดยทําการปรับคา
ความเปนกรดดางของน้ําเลี้ยงเชื้อใหเปน 6.5 กอนการวดัคากิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรีย 
 
 5.4  การศึกษารูปแบบกิจกรรม (mode of action) ของสารยับยั้งจุลินทรยีที่สรางจาก 
E. raffinosus MGM30-8.22 ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยนํา E. faecium JCM 
5804 ซ่ึงใชเปนแบคทีเรียทดสอบ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ขวด นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความขุน (OD600) 
ประมาณ 0.2 จากนั้นเติมน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสารยับยั้งจุลินทรยีที่สรางจาก  E. raffinosus MGM30-8.22 
ที่ผานการทําใหเปนกลางและปลอดเชื้อแลวลงไปใหไดความเขมขนสุดทายของกิจกรรมของ 
สารยับยั้งจุลินทรียเปน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ขวดที่ 1) และ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ขวดที่ 2) 
ตามลําดับ จากนั้นทําการสุมตัวอยางทกุ 2 ช่ัวโมง มาวัดการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยวดัความ
ขุน (OD600) ดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอรและหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (Total viable count) โดย
วิธีการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5% แคลเซียมคารบอเนต ทําการทดลอง
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (control) ซ่ึงไมไดมีการเติมสารยับยั้งจุลินทรีย (ขวดที่ 3) และพิจารณาวา
รูปแบบกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบวาเปนแบบ 
bactericidal หรือ bacteriostatic 
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5.5  ศึกษาการเจริญและการสรางสารยับยั้งจุลินทรียในสภาวะทีก่ําหนด โดยเติม  
E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth และบมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 
1 ลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเติมออกซิเจนและควบคุมคาความเปน
กรดดางในขณะเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นสุมตวัอยางทกุ 2 ช่ัวโมง เพื่อนําไปวัดการเจริญของเชื้อโดย
การวัดคาความขุน (OD600) คาความเปนกรดดางของน้ําเลี้ยงเชื้อ และคากิจกรรมของสารยับยั้ง 
จุลินทรียในน้าํเลี้ยงเชื้อที่ผานการทําใหเปนกลางและปลอดเชื้อแลว 
 

6.  การศึกษาคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดินอาหาร  
ของปลาของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

6.1  การทนตอโซเดียมคลอไรดความเขมขนตาง ๆ โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขน
ระหวาง 1–10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาวดัการเจริญโดยวดัความขุน (OD600) เปรียบเทียบ
กับการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ไมไดผสมโซเดียมคลอไรดซ่ึงใชเปนชดุควบคุม 
 

6.2  การทนตอเกลือน้ําดี (ox-bile salt) และน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 
 

6.2.1  การทนตอเกลือน้ําดี โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร  
10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีจากวัว (ox-bile salt) ความเขมขน
ระหวาง 0.1–1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาวดัความขุน (OD600) เปรียบเทียบกบัการเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth ที่ไมไดผสมเกลือน้ําดีซ่ึงใชเปนชุดควบคุม 
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6.2.2  การทนตอน้ําดีที่เตรียมจากน้ําดีสดของปลาชอน (Channa stiata) โดยเติม 
E. raffinosus MGM30-8.22 และ Streptococcus agalactiae เปนแบคทีเรียสายพันธุทีถู่กยับยั้งการ
เจริญดวยน้ําดสีดของปลาชอน (negative control) ซ่ึงเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth นาน 18 
ช่ัวโมง จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน phosphate buffer saline (PBS) ผสมน้ําดีสด
ปลอดเชื้อของปลาชอน ความเขมขน 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําการสุมตัวอยางทกุ 6 ช่ัวโมง มาวัดจํานวนเซลลของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ดวยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 
ที่ผสม 0.5 % แคลเซียมคารบอเนต เปรียบเทียบกับจํานวนเซลลใน phosphate buffer saline ที่ไมได
ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนซึ่งใชเปนชุดควบคุม 
 

6.3  การเจริญที่ความเปนกรดดางที่ระดับตาง ๆ โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิม ทีป่รับคาความเปนกรดดางระหวาง 2-11 ดวยสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล นําไปบมที่อุณหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางที่ 0 และ 6 ช่ัวโมง มาวัดจํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 
โดยวิธีการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 % แคลเซียมคารบอเนต  

 
6.4  ศึกษาความตองการกาซออกซิเจนในการเจริญ โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเดมิ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะดงันี้ (1) สภาวะ
ปราศจากออกซิเจน ในตูบมแบบปราศจากกาซออกซิเจน (anaerobe incubator) (2) สภาวะการเติม
ออกซิเจนโดยการเขยาที่ 100 rpm และ (3) ในสภาวะบรรยากาศปกติโดยไมมีการเขยา ซ่ึงทั้ง 3 
สภาวะจะบมเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเชือ้ในแตละสภาวะมาวัดการเจริญโดยวัดความขุน (OD600) 
 

6.5  การทนตอสารปฏิชีวนะที่ใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธุ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16-18 ช่ัวโมง ใชไมที่สวนปลายพนัดวยสําลีซ่ึงผานการทําใหปลอดเชื้อแลว เขีย่เชื้อใหทั่วบน
หนาอาหารเลีย้งเชื้อ TSAYE จากนั้นนําแผนยาปฏิชีวนะชนิดตาง ๆ จาํนวน 6 ชนิด 
(oxytetracycline, nalidixic acid, oxolinic acid, trimethoprim, tetracycline และ sulphamethoxazole) 
วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจผล
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โดยการดูบริเวณใสรอบ ๆ แผนยาปฏิชีวนะซึ่งเกิดขึ้นจากการยับยั้งการเจริญของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 

 
7.  สถานที่ทําการวิจัย 
 

 ภาควิชาผลิตภณัฑประมง คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

8.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 การทดลองครั้งนี้เร่ิมตั้งแตเดอืนเมษายน พ.ศ. 2547 ถึงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2550 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
  47

ผลและวิจารณ 
 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

จากการนําตวัอยางอวยัวะระบบทางเดนิอาหารของปลาสวยงามน้ําจืด ไดแก ปลาทอง 
ออลันดา (Carassius auratus สายพันธุ oranda) ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion 
head) ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) ปลาทองรักเลห (Carassius auratus 
สายพันธุ moor) ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) และปลาคารพ (Cyprinus carpio) จํานวนทั้งหมด  
10 ตัวอยาง มาคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 %
แคลเซียมคารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มี
คุณสมบัติตรงตามคุณสมบัติเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแล็กติก คือเซลลติดสีแกรมบวกและไม
สรางเอนไซมคาตาเลสไดจํานวน 102 สายพันธุ (ดังแสดงในตารางที่ 7) โดยในจํานวนนี้เปน
แบคทีเรียรูปรางทอนจํานวน 87 สายพันธุ และรูปรางกลมจํานวน 15 สายพันธุ ในขณะเดยีวกัน
พบวาเปนแบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จํานวน 90 สายพันธุ และเปนแบคทีเรีย
ที่เจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 12 สายพันธุ โดยผลการทดลองดังกลาวสอดคลอง
กับรายงานของ Gonzalez et al. (2000) ซ่ึงทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากปลาน้ําจืด brown 
trout จากธรรมชาติ พบแบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 249 สายพันธุ ซ่ึงสวนใหญเปนรูปรางทอน
จํานวน 237 สายพันธุและรูปรางกลมจํานวน 12 สายพันธุ 
 
ตารางที่ 7  ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

รูปราง แบคทีเรียกรดแล็กติกเจริญที่อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) ทอน (rod) กลม (cocci) 

30 79 11 
45 8 4 

จํานวนแบคทีเรียกรดแล็กติก (สายพันธุ) 87 15 102 
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2.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยบัยั้งจุลินทรีย 
 

2.1  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบดวยวธีิ Direct method 
 

จากการนําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่คัดเลือกไดทั้งหมด 102 สายพันธุ มาทดสอบการ
สรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบจํานวน 15 สายพันธุ โดยการปลูกเชื้อแบบจุด  
(spot method) (ภาพที่ 5) บนอาหารเลี้ยงเชือ้ M-MRS agar พบวามแีบคทีเรียกรดแลก็ติกจํานวน  
8 สายพันธุ ทีส่ามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบบางสายพันธุได ซ่ึงผล 
การทดลองดังแสดงในตารางที่ 8 ซ่ึงแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย
ทั้งหมดคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหารของปลาทอง แตไมพบแบคทีเรียดังกลาวในตวัอยาง
ระบบทางเดินอาหารของปลาคารพและปลาตะเพยีนทอง ที่นํามาศึกษา 
 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีได ยังไมพบ
รายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียดังกลาวจากปลาทองหรือปลาสวยงามชนิดอื่น ๆ แตมีรายงาน 
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียไดจากสัตวน้ําชนดิอื่น ๆ เชน 
คัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ Lc. Lactis USC-39, E. faecium USC-46 และ E. mundtii 
USC-51 จากปลา turbot (Psetta maxima) ที่สรางสารยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และ  
S. aureus ได (Campos et al., 2006) คัดแยก Weissella sp. จากทางเดนิอาหารของปลากะพงขาว ซ่ึง
สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus และ Vibrio 
flurialis ได (ทศพร, 2547) คัดแยก Carnobacterium sp. จากลําไสของปลา Atlantic salmon ซ่ึง
สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Flavobacterium 
psychrophilum, Photobacterium damselae subsp. piscicida, Streptococcus milleri, Vibrio 
anguillarum และ Vibrio ordalii ได (Robertson et al., 2000) เปนตน 
 

ในการทดลองนี้ใชวิธี direct method บนอาหารเลี้ยงเชื้อ M-MRS agar สําหรับการ
คัดเลือกแบคทเีรียกรดแล็กตกิที่สามารถสรางสารยับยั้งจลิุนทรีย เนื่องจากวิธีดังกลาวสามารถชวย
ลดผลการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่เกิดจากกรดอินทรียได เพราะวาการเลือกใชอาหาร
เล้ียงเชื้อ M-MRS agar ของ Tichaczek et al. (1992) จะชวยลดผลการยับยั้งที่เกิดจากกรดอินทรยีที่
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เกิดขึ้น เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวมีปริมาณของน้ําตาลกลูโคสเพียง 0.2 เปอรเซ็นต และมี
ปริมาณของสารประกอบบพัเฟอรมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ปกต ิ

 
 

 
แบคทีเรียทดสอบ : E. faecium JCM 5804 

1.  สายพันธุ MGM30-8.22 
2.  สายพันธุ MG30-2.5 
3.  สายพันธุ MG30-2.15 (negative control) 
4.  สายพันธุ HD45-6 

 
ภาพที่ 5  ลักษณะการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญ 

  ของแบคทีเรียทดสอบดวยวิธี direct method

1. 2. 

3. 4. 
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ตารางที่ 8  ผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยสารยับยัง้จลุินทรียจากแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุที่คัดเลือกได 
 

แบคทีเรียทดสอบ สายพันธุ แหลงตัวอยาง บมที่อุณหภูม ิ
(องศาเซลเซียส) Bc Bs Bi Ml Li Ec Ef Es St Pe Ll Lc Lp Ls Lm 

MG30-2.5 
MGM30-8.22 
MG30-2.2 
MG30-2.15 
MG30-2.8 
MGM30-8.5 
HG45-2.1 
HD45-6 

ปลาทอง 
ปลาทองโคเม็ท 

ปลาทอง 
ปลาทอง 
ปลาทอง 

ปลาทองโคเม็ท 
ปลาทอง 
ปลาทอง 

30 
30 
30 
30 
30 
30 
45 
45 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

หมายเหตุ   + = เกิดการยับยั้ง - = ไมเกิดการยบัยั้ง 
Bc. = Bacillus coagulans JCM 2257, Bs. = Bacillus subtilis JCM 1465, Bi. = Bacillus circulans JCM 2504, Ml. = Micrococcus luteus IFO 12708,  
Li = Listeria innocua ATCC 33090, Ec. = Enterococcus faecalis JCM 5803, Ef. = Enterococcus faecium JCM 5804, Es. = Escherichia coli JCM 109,  
St. = Staphylococcus aureus ATCC 12600, Pe. = Pediococcus pentosaceus JCM 5885, Ll. = Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435,  
Lc. = Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 19257, Ls. = Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157, Lp. = Lactobacillus plantarum ATCC 14917, 
Lm. = Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124  

50 
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2.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีไดในอาหารเหลว 
MRS broth ดวยวิธี Spot on lawn method 
 

เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ
ซ่ึงคัดเลือกไดจากวิธี Direct method มาศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งจุลินทรียใน 
อาหารเหลวโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง แลววดัและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย (antimicrobial activity) ในน้ําเล้ียง
เชื้อสวนใสที่มสีภาวะเปนกลางและปราศจากเชื้อ (cell-free neutralized supernatant: CFNS) ดวย
เทคนิค critical dilution assay พบวา มีแบคทีเรียกรดแลก็ติกเพยีง 2 สายพันธุ คือ MG30-2.5 และ  
MGM30-8.22 ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ดังผลการทดลองซึ่ง
แสดงในตารางที่ 9 นอกจากนี้ยังพบวาสายพันธุ MGM30-8.22 แสดงคากิจกรรมของสารยับยั้ง 
จุลินทรียในการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 ไดสูงกวาสายพันธุ MG30-2.5 ดังนั้นจึง
คัดเลือกสายพนัธุ MGM30-8.22 ซ่ึงคัดแยกไดจากอวยัวะระบบทางเดนิอาหารของปลาทองโคเม็ท 
(Carassius auratus สายพันธุ comet) และใช E. faecium JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบในการ
ทดลองขั้นตอนตอไป 
 
ตารางที่ 9  คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อของ 

    แบคทีเรียกรดแล็กติกที่คดัเลือกได 
 

คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย (AU ml-1)a แบคทีเรียทดสอบ 
MGM30-8.22 MG30-2.5 

E. faecium JCM 5804 800 100 
E. faecalis JCM 5803 200 200 
Lb. plantarum ATCC 14917 400 200 

 
aวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียดวยวธีิ critical dilution assay 
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3.  การจัดจําแนกชนดิของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
 

3.1  การจัดจําแนกในระดับสกุล (genus) 
 

เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียสายพนัธุ MGM30-8.22  
มาจัดจําแนกชนิดตามวิธีของ Axelsson (1998) พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 10 โดยเมื่อนําผลที่
ไดไปเปรียบเทียบกับแบคทเีรียกรดแล็กตกิสกุลตาง ๆ พบวา สายพนัธุ MGM30-8.22 จําแนกอยูใน
สกุล Enterococcus  
 
ตารางที่ 10  คุณลักษณะทางสรีระวิทยาบางประการของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
                    สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงคัดแยกไดจากตวัอยางของระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

การทดสอบ Enterococcus 
(Axelsson, 1998) 

ผลการทดสอบของสายพันธุ 
MGM30-8.22 

รูปรางของแบคทีเรีย กลม กลม 
การติดสีแกรม แกรมบวก แกรมบวก 
เอนไซมคาตาเลส -ve -ve 
เจริญที่ 10 0C +ve +ve 
เจริญที่ 45 0C +ve +ve 
เจริญที่ 6.5% NaCl +ve +ve 
เจริญที่ 18.0% NaCl -ve -ve 
เจริญที่ pH 4.4 +ve +ve 
เจริญที่ pH 9.6 +ve +ve 
การสรางกาซจากน้ําตาลกลโูคส -ve -ve 
 
-ve = การทดสอบเปนลบ 
+ve = การทดสอบเปนบวก 
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โดยแบคทีเรียสกุล Enterococcus มีคุณลักษณะทางสรีระวิทยาที่แตกตางอยางชัดเจน
จากแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีม่ีรูปรางกลมชนิดอื่น ๆ ในสกุล Aerococcus, Lactococcus, Vagococcus, 
Leuconostoc, Oneococcus, Pediococcus, Streptococcus, Weissella และ Tetragenococcus คือ  
สกุล Enterococcus ไมมีการจัดวางเรียงเซลลตอกันเปน 4 เซลล สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45  
องศาเซลเซียส รวมถึงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคาความเปนกรดดาง 4.4 และ 9.6 ในขณะที่ 
Tetragenococcus, Pediococcus และ Aerococcus มีการจดัวางเรยีงเซลลตอกันเปน 4 เซลล  
สวน Aerococcus, Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oneococcus, Tetragenococcus และ 
Weissella ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้Lactococcus, Vagococcus, 
Leuconostoc, Oneococcus, Streptococcus, Weissella และ Pediococcus ไมสามารถเจริญในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดาง 9.6 ได 
 

ในการทดลองนี้สามารถคัดแยก Enterococcus สายพันธุ MGM30-8.22 ไดจากตัวอยาง
อวัยวะของระบบทางเดินอาหารของปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) ซ่ึงพบวา
มีรายงานที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกในสกุลดังกลาวไดจากตัวอยางสัตวน้ํา เชน 
สามารถคัดแยก Enterococcus sp. จากปลา brown trout (Gonzalez et al., 2000) E. faecalis จากปลา
ในประเทศไอซแลนด (Iceland) (Nilsen et al., 2003) E. faecium จากกุงกามกราม (พวงเพ็ญ และ
คณะ, 2543) สามารถคัดแยก E. durans, E. faecium และ E. avium จากปลา Prochilodus argenteus 
Agassiz (Silva et al., 2005) นอกจากนี้ยังสามารถคัดแยก E. casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, 
E. mundtii และ E. raffinosus จากตัวอยางลําไสปลาจากฟารมปลาในประเทศไทย (Petersen and 
Dalsgaard, 2003) เปนตน ในการศึกษาครัง้นี้แบคทีเรียสายพันธุ MGM30-8.22 ที่คัดแยกไดสามารถ
สรางสารยับยั้งจุลินทรียได ในขณะเดยีวกนัไดมีรายงานการศึกษาถึงการคัดแยก 
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียโดยเฉพาะแบคเทอริโอซินไดจากตัวอยาง
สัตวน้ํา เชน carnocin U149 ผลิตจาก Carnobacterium sp. (Stoffels et al., 1992b) enterolysin A 
ผลิตจาก E. faecalis (Nilsen et al., 2003) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis, E. faecium และ  
E. mundtii คัดแยกไดจากปลา turbot (Psetta maxima) (Campos et al., 2006) นอกจากนี้ยังมี
แบคทีเรียชนดิอื่น ๆ ที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินซึ่งคัดแยกไดจากตวัอยางสัตวน้ํา เชน  
Vibrio sp. คัดแยกไดจากปลา spotnape ponyfish (Leiognathus nuchalis) (Sugita et al., 1997) 
Bacillus sp. คัดแยกไดจากปลาแถบชายฝงประเทศญี่ปุน (Sugita et al., 1998)  
Bacillus licheniformis คัดแยกไดจากปลา Leporinus sp. (Cladera-Olivera et al., 2004) เปนตน 
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3.2  การจัดจําแนกในระดับชนิด (species) 
 

จากการจดัจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 โดยใช 
ชุดทดสอบทางชีวเคมีสําเร็จรูปแบบ API 20 Strep (bioMerieux) ซ่ึงเหมาะสมสําหรับการจัดจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียในสกุล Enterococcus พบวาไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 11 โดยเมื่อนํา
ผลที่ไดจากการสรางและยอยสลายสารชนิดตาง ๆ ในชุดทดสอบ ไปผานการประมวลผลดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเรจ็รูปที่ใชสําหรับชุดจําแนก API 20 Strep พบวา  
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุ MGM30-8.22 ถูกจัดจําแนกเปน Enterococcus avium ที่ระดับความ
ถูกตองของการจัดจําแนก (% of identification) 90.6 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนผลการจัดจําแนกทีย่ังไมอยู
ในระดบัที่นาเชื่อถือ ดังนั้นจงึตองนําผลการจัดจําแนกโดยใชลําดับเบสของ 16S rDNA มาเพื่อ
ประกอบการพิจารณารวมดวย 
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ตารางที่ 11  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ดวย 
      ชุดทดสอบสําเร็จรูป API 20 Strep 

 

Manero and Blanch (1999) API 20 Strep (bioMerieux) สายพันธุ MGM30-8.22 
 E. avium E. raffinosus 

Voges-Proskauer +ve d d 
Hippurate hydrolysis +ve d d 
Esculin hydrolysis +ve +ve +ve 
Pyrrolidonyl aminopeptidase +ve +ve +ve 
α–Galactosidase -ve -ve d 
β-Glucuronidase -ve -ve -ve 
β-Galactosidase -ve d -ve 
Alkaline phosphatase -ve -ve -ve 
Leucine arylamidase -ve +ve +ve 
Arginine dihydrolase -ve -ve -ve 
Ribose +ve +ve +ve 
Arabinose +ve +ve +ve 
Mannitol +ve +ve +ve 
Sorbitol +ve +ve +ve 
Lactose +ve +ve +ve 
Trehalose +ve +ve +ve 
Inulin -ve d -ve 
D-Raffinose +ve -ve +ve 
Hydrolyse amidon -ve -ve V 
Glycogen -ve -ve -ve 
β-haemolysis -ve -ve -ve 
 
-ve = การทดสอบเปนลบ        +ve = การทดสอบเปนบวก 
d = ผลการทดสอบขึ้นอยูกับสายพันธุที่นํามาทดลอง    V = ใหผลทดสอบเปนบวกระหวาง 26-47% 
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3.3  การยืนยันผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 โดย
การศึกษาลําดบัเบสของ 16S rDNA แลวนาํไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมลู 16S rDNA ของสิ่งมีชีวิต
ตาง ๆ ที่ไดเคยมีการศึกษากนัมาแลว โดยใชฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), National Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาลําดบัเบสบน  
16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียซ่ึง
คัดเลือกไดมีความเหมือน (homology) กับ E. avium และ E. raffinosus ถึง 99 เปอรเซ็นต แตจาก
การเปรียบเทยีบผลการทดสอบทางชีวเคมขีองแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหผล
การทดลองที่ใกลเคียงกันมาก ยกเวนการใชน้ําตาล raffinose โดยพบวา E. avium ไมสามารถใช
น้ําตาล raffinose ได ในขณะที่ E. raffinosus สามารถใชน้ําตาลดังกลาวได (Manero and Blanch, 
1999) ซ่ึงจากผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 พบวา
สามารถใชน้ําตาล raffinose ได จึงจดัจําแนกและกําหนดชื่อสายพันธุของแบคทีเรียดงักลาววา  
E. raffinosus MGM30-8.22 
 

มีรายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ E. raffinosus ไดจากแหลง
ตัวอยางอื่น ๆ เชน ปุยและน้าํจากสระวายน้ํา (Pinto et al., 1999) ตัวอยางเลือดของหมูจากโรงงาน
ฆาสัตว โดย E. raffinosus ที่คัดแยกไดสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, Pseudomonas 
fluorescens และ Bacillus sp.ได (Davila et al., 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ E. raffinosus 
จากตัวอยางน้าํจากโรงอาบน้ํา (Arvanitidou et al., 2001) จากตวัอยางอาหาร เชน นมดิบ (Citak et 
al., 2005) อีกทั้งมีการประยกุตใชแบคทเีรียสายพันธุดังกลาวเปนกลาเชือ้ในการผลิต Armada 
cheese ในประเทศสเปน (Herrerosa et al., 2007) อีกดวย 
 
4.  การศึกษาคุณสมบัติของสารยับยัง้จุลินทรียท่ีสรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
 

4.1  การทนตอเอนไซมชนดิตาง ๆ 
 

จากการนําสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่สรางจาก E. raffinosus 
MGM30-8.22 ไปยอยดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 12 โดยเอนไซมยอย
โปรตีน ไดแก เอนไซมเปปซิน ทริปซิน อัลฟา-ไคโมทริปซิน และโปรติเนส เค สามารถลดคา
กิจกรรมของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได 100 เปอรเซ็นต สวนเอนไซมที่ไม
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สามารถยอยโปรตีนได ไดแก เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส ไลเปสและไลโซไซม ไมสามารถลดคา
กิจกรรมของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได 

 
จากผลการทดลองที่ไดเปนการยืนยนัไดวาสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่

สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 เปนสารที่มีคุณสมบัติเปนโปรตีน เนื่องจากวาสารยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดังกลาวถูกทําลายดวยเอนไซมยอยโปรตีนที่ใชในการทดลอง ซ่ึง
คุณสมบัติดังกลาวจัดเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคเทอริโอซิน (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
ประกอบกับในการทดลองมีการปรับคาความเปนกรดดางของน้ําเล้ียงเชื้อใหมีสภาวะเปนกลางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กอนนํามาทดสอบกิจกรรมในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบ จึงเปนการยืนยันไดวาผลการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบไมไดเกดิจากอิทธิพล
ของกรด แตเกดิจากสารที่มีคณุสมบัติเปนโปรตีน ซ่ึงอาจเรียกวาสารในกลุมแบคเทอริโอซินนั่นเอง 
ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานที่พบวาแบคเทอริโอซินถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน เชน แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก E. faecium และ E. faecalis ถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน papain, pepsin, pronase, proteinase K และ trypsin แตไมถูกทาํลายดวยเอนไซม catalase, 
lipase และ lysozyme (Du Toit et al., 2000) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lb. plantarum ถูกทําลาย
ดวยเอนไซมยอยโปรตีน proteinase K, pronase, papain, trypsin และ pepsin แตไมถูกทําลายดวย
เอนไซม catalase และ α–amylase  (Todorov et al., 2007) หรือแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 และ Pediococcus acidilactici MM33 ถูกทําลายดวย
เอนไซมยอยโปรตีน pronase E, proteinase K, pepsin, trypsin และ α–chymotrypsin แตไมถูก
ทําลายดวยเอนไซม catalase และ lipase (Millette et al., 2007)  
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ตารางที่ 12  ผลของเอนไซมชนิดตาง ๆ ตอกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะ          
                    เปนกลางและปลอดเชื้อของ E. raffinosus MGM30-8.22 
  

เอนไซม คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียที่เหลือ (AU ml-1)a 

ชุดควบคุม (control) 400 
เปปซิน (pepsin) 0 
อัลฟา-ไคโมทริปซิน (α–chymotrypsin) 0 
โปรติเนส เค (proteinase K) 0 
ทริปซิน (trypsin) 0 
อัลฟา-อะไมเลส (α–amylase) 400 
ไลเปส (lipase) 400 
ไลโซไซม (lysozyme) 400 
 
a คากิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 

4.2  การทนตอความรอน 
 

จากการทดลองนําแบคเทอรโิอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ไปให 
ความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลาตาง ๆ และที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 13 โดยคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินลดลงไปจาก
เดิมหลังผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยเมื่อใหความรอนนาน 5 และ 10 
นาที คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินยังคงเหลืออยู 50 เปอรเซ็นต เมื่อใหความรอนนาน 20, 30 และ 
40 นาที ยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเหลืออยู 25 เปอรเซ็นต และเมื่อใหความรอนเปนเวลา 
50 และ 60 นาที ยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเหลืออยู 12.5 เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังพบวา
การใหความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ไมสามารถทําลายกิจกรรมของ 
แบคเทอริโอซินใหหมดไปไดแตสามารถลดคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินลงเหลือ 25 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 13  ผลของการใหความรอนตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในน้ําเล้ียงเชื้อที่มสีภาวะเปน   
                    กลางและปลอดเชื้อของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

สภาวะการทดลอง คากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AU ml-1)a 
ชุดควบคุม 800 

5 นาที ที่ 100 oC 400 
10 นาที ที่ 100 oC 400 
20 นาที ที่ 100 oC 200 
30 นาที ที่ 100 oC 200 
40 นาที ที่ 100 oC 200 
50 นาที ที่ 100 oC 100 
60 นาที ที่ 100 oC 100 
15 นาที ที่ 121 oC 200 

 
a คากิจกรรมที่เหลือของแบคเทอริโอซินซึ่งวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 

 
การที่แบคเทอริโอซินซึ่งสรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ยังคงมีกจิกรรม

เหลืออยูหลังผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 และ 121 องศาเซลเซียส แสดงวาแบคเทอริโอซิน
ดังกลาวมีคณุสมบัติทนความรอนในระดบัหนึ่ง ซ่ึงเปนคุณสมบัติสําคัญที่ใชในการจดักลุมของ 
แบคเทอริโอซินรวมกับคณุสมบัติดานอื่น ๆ นอกจากนีย้งัมีแบคเทอริโอซินที่มีคุณสมบัติทนตอ
ความรอนที่สรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติกอื่น ๆ อีก เชน แบคเทอริโอซิน bacST8KF ที่ผลิตจาก 
Lb. plantarum ST8KF ทนตอความรอนทีอุ่ณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที (Powell et al., 2007) acidocin D20079 ที่ผลิตจาก 
Lb. acidophilus DSM 20079 ทนตอความรอนที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
และอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Deraz et al., 2005) leucocin OZ ที่ผลิตจาก  
Ln. carnosum OZ ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Osmanagaoglu, 2007) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก E. mundtii 
ST15 ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที แตแบคเทอริโอซินดังกลาว
ไมสามารถทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาทีได (De Kwaadsteniet 
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et al., 2005) enterocin RJ-11 ผลิตจาก E. faecalis RJ-11 ทนตอความรอนไดที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 และ 30 นาที (Yamamoto et al., 2003) เปนตน 

 
คุณสมบัติในการทนตอความรอนของแบคเทอริโอซินนอกจากจะขึ้นอยูกับจํานวน

และชนิดของกรดอะมิโน เชน การมีกรดอะมิโนไกลซนีปริมาณมากภายในโมเลกลุดังที่พบใน 
diplococcin, lactacin F, lactocin 27 การมีลักษณะโครงสรางของโมเลกุลที่แข็งแรง เชน การมี
โครงสรางที่เปนทรงกลม การมีพันธะที่แข็งแรงระหวางกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ําภายใน
โมเลกุลดังที่พบใน nisin, lactococcin A รวมถึงการมีพันธะไดซัลไฟดที่เกิดจากกรดอะมิโนที่มี
ซัลเฟอรเปนองคประกอบภายในโมเลกุลดงัที่พบใน nisin, lactocin S แลวยังขึ้นอยูกบัปจจัย
ภายนอกอีกหลายประการ เชน คาความเปนกรดดางและองคประกอบของสารละลาย เปนตน 
(Liu and Hansen 1990; De Vuyst and Vandamme, 1994) โดยคณุลักษณะในการทนตอความรอน
ของแบคเทอริโอซินถือเปนขอไดเปรียบในการนําแบคเทอริโอซินดังกลาวไปประยกุตใชงานกับ
อาหาร การผลิตอาหารสัตวน้าํ หรือผลิตภัณฑที่ตองนําไปแปรรูปดวยกระบวนการใหความรอน 
รวมถึงการทําแบคเทอริโอซินดังกลาวใหอยูในลักษณะของผลิตภัณฑทีส่ะดวกในการใชงานและ
การเก็บรักษา เชน การทําแหงในลักษณะตาง ๆ เปนตน  
 

4.3  การศึกษาความคงตัวของแบคเทอริโอซินภายใตสภาวะที่มีคาความเปนกรดดางตาง ๆ   
 

จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 14 พบวาในสภาวะที่มีอุณหภูมติ่ํา  
(4 องศาเซลเซียส) แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ภายใตการเก็บรักษาใน
สภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดางระหวาง 2.0–11.0 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จะมีกิจกรรมอยูที่ระดับตาง ๆ  
โดยแบคเทอรโิอซินมีความคงตัวสูงสุดในสภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 ซ่ึง 
ความคงตัวจะลดลงที่คาความเปนกรดดางสูงหรือต่ํากวา 6.0 และ 7.0 โดยความคงตวัของ 
แบคเทอริโอซินจะนอยที่สุดเมื่อแบคเทอริโอซินถูกเก็บรักษาไวที่ความเปนกรดดางระหวาง  
8.0–11.0 สวนการคงตัวตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่มคีาความเปน
กรดดางตาง ๆ พบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22  มีความคงตัวตอความ
รอนไดดีที่สุดภายใตความเปนกรดดางเทากับ 7.0 และความคงตัวจะลดลงเมื่อคาความเปนกรดดาง
สูงหรือต่ํากวา 7.0 โดยความคงตัวของแบคเทอริโอซินจะสูญเสียกิจกรรมหมดไปที่ความเปน 
กรดดางระหวาง 10.0-11.0 

 



 
 
  61

ตารางที่ 14  การคงตัวของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ภายใตสภาวะที ่
มีคาความเปนกรดดางตาง ๆ 

 
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่เหลือ (AU ml-1)a pH 

4 oC นาน 24 ช่ัวโมง 100 oC นาน 60 นาที 
2.0 200 100 
3.0 200 100 
4.0 200 100 
5.0 200 100 
6.0 400 200 
7.0 400 400 
8.0 100 200 
9.0 100 100 
10.0 100 0 
11.0 100 0 

 
aคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่เหลือซ่ึงวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 

 
จากผลการทดลองในตารางที่ 14 พบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus 

MGM30-8.22 มีความคงตัวสูงสุดในสภาวะที่มีคาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 ภายใตการเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงนั้นพบวา สอดคลองกับ enterocin 900 ที่สราง
จาก E. faecium BFE 900 ซ่ึงมีความคงตัวไดดีที่สุดในสภาวะคาความเปนกรดดาง 6.0 หลังจากเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Franz et al., 1996) สวนการทดลองที่พบวา
แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 มีความคงตัวสูงสุดในสภาวะที่มีคาความ
เปนกรดดาง 7.0 เมื่อนําไปใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และสูญเสีย
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินไปจํานวนมากในสภาพทีเ่ปนดางนั้น สอดคลองกับ lacticin 481 ที่
สรางจาก Lc. lactis subsp. lactis CNRZ 481 พบวาคากจิกรรมของแบคเทอริโอซินจะไมมี 
การเปลี่ยนแปลงเมื่อนําไปใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ภายใต
สภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดาง 4.5 หรือ 7.0 (Piard, 1994) สําหรับการสูญเสียกิจกรรมของ 
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แบคเทอริโอซินไปจํานวนมากนั้นในสภาพที่เปนดางนัน้ สอดคลองกับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
Lb. gasseri KT7 ภายใตสภาวะคาความเปนกรดดาง 10 พบวาคากจิกรรมของแบคเทอริโอซินลดลง 
80 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Zhu et al., 
2000) นอกจากนี้ enterocin ON-157 ที่ผลิตจาก E. faecium NIAI 157 ภายใตสภาวะที่มีคาความเปน
กรดดาง 8 พบวาคากิจกรรมของ enterocin ON-157 ลดลง 100 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที (Ohmomo et al., 2000) 
 

การคงตัวของแบคเทอริโอซินในสภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดางตาง ๆ นั้น อาจเกิดจาก
การที่แบคเทอริโอซินมีจํานวนและชนิดของกรดอะมิโน รวมถึงโครงสรางของโมเลกุลที่แตกตาง
กันหรืออาจเกดิจากคาความเปนกรดดางของสารละลายหรือตัวกลางทีแ่บคเทอริโอซินผสมอยู  
การคงตัวไดนอยที่สภาวะเปนกรดหรือดางนั้น อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลของ
แบคเทอริโอซินใหอยูในลกัษณะซึ่งไมมีกจิกรรมและเปนการเปลี่ยนแปลงแบบที่ไมสามารถกลับสู
สภาพเดิมได (พงษเทพ, 2546ข; De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

4.4  รูปแบบกจิกรรม (mode of action) ของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus 
MGM30-8.22 ในการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 
 

การศึกษารูปแบบในการยับยัง้การเจริญของ E. faecium JCM 5804 โดย 
แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ซ่ึงเติมสารดังกลาวลงไปในอาหารเลี้ยงเชือ้
ที่มี E. faecium JCM 5804 เจริญอยู ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 6 โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี
แบคเทอริโอซินผสมอยู 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 จะลดลง
อยางชา ๆ จากจํานวนที่ 7.85 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ลงมาเหลือ 2.15 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร 
ภายในระยะเวลา 8 ช่ัวโมง หลังจากที่เติมแบคเทอริโอซิน สวนในสภาวะที่มีแบคเทอรโิอซินผสม
อยู 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 จะลดลงจาก 7.25 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร ลงมาเหลือ 2.60 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากที่เติม 
แบคเทอริโอซิน (ดังแสดงในภาพที่ 6A) ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไมมีแบคเทอริโอซินผสมอยู 
จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 เพิ่มขึ้นจาก 1.06 x 107 ไปเปน 4.35 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงที่ทําการศึกษา สวนคาความขุน (OD600) ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
แบคเทอริโอซินผสมอยู 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในทั้ง 2 สภาวะพบวา 
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คาความขุน (OD600) ลดลงจาก 0.3 เหลือประมาณ 0.1 หลังจากเติมแบคเทอริโอซิน ในขณะที ่
ชุดควบคุมซึ่งไมมีแบคเทอรโิอซินผสมอยู คาความขุน (OD600) ของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 0.03 
ไปเปน 1.80 (ดังแสดงในภาพที่ 6B) ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงที่ทําการศึกษา 
 

จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus 
MGM30-8.22 มีรูปแบบปฏิกิริยาในการยบัยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการ 
ฆาทําลายเซลล (bactericidal) ในทั้งสองความเขมขนที่เลือกใช ซ่ึงมีรายงานถึงการศกึษารูปแบบ
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลก็ติกอีกหลายสายพันธุที่มีการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียเปาหมายแบบการฆาทําลายเซลล เชน leucocin OZ ที่ผลิตจาก Ln. carnosum 
OZ (Osmanagaoglu, 2007) lactococcin MMT24 ที่ผลิตจาก Lc. lactis MMT24 (Ghrairi et al., 
2005) bovicin HC5 ที่ผลิตจาก Streptococcus bovis HC5 (Mantovani and Russell, 2003)  
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lactobacillus paracasei HL32 (Pangsomboon et al., 2006) เปนตน 
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       (A)  จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมแบคเทอรโิอซิน 
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(B)  การเจริญ (OD600) ของ E. faecium JCM 5804 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมแบคเทอรโิอซิน 

 

        •  = ไมเติมแบคเทอริโอซิน (control)  ∇  =  เติมแบคเทอริโอซิน 100 AU ml-1     
             =  เติมแบคเทอริโอซิน 200 AU ml-1 

 

ภาพที่ 6  ผลการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการฆาทําลายเซลล (bactericidal) 
               ของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
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4.5  การศึกษาการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินในสภาวะทีก่ําหนด 
 

จากผลการศึกษาการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-
8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่มีคาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.71 และบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส พบวาไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 7 โดยคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยง
เชื้อ MRS broth ลดลงจาก 5.71 เปน 4.60 เมื่อเวลาของการบมเชื้อผานไป 22 ช่ัวโมง โดย  
E. raffinosus MGM30-8.22 จะมีระยะพักตัว (lag phase) ประมาณ 4 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเพิ่ม
ปริมาณขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ log และเขาสูระยะคงที ่(stationary phase) โดยมีคาความขุน 
(OD600) สูงสุดเทากับ 1.83 เมื่อเวลาบมเชื้อผานไป 18 ช่ัวโมง สวนการสรางแบคเทอริโอซิน พบวา
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินในน้ําเล้ียงเชื้อที่ทําใหมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ จะเพิ่มขึน้
ตามการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เพิ่มขึ้น โดยมีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
สูงสุด 1,600 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 14 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนชวงเริ่มตนการเจริญของเซลล
ในระยะคงทีแ่ละคงอยูในระดับดังกลาวจนกระทั่งครบ 22 ช่ัวโมงของระยะเวลาการบมเชื้อ แสดง
ใหเห็นวาการสรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 เปนแบบที่มีความสัมพันธ
โดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite production) นอกจากนีย้ังพบการสราง 
แบคเทอริโอซินแบบที่มีความสัมพันธโดยตรงกับการเจรญิของเซลลในแบคทีเรียกรดแล็กติกอีก
หลายชนิด เชน plantaricin TF711 ที่ผลิตจาก Lb. plantarum  TF711 (Hernandez et al., 2005) 
enterocin A ที่ผลิตจาก E. faecium FAIR-E 406 (Van der Berghe et al., 2006) bacteriocin ST13BR 
ที่ผลิตจาก Lb. plantarum ST13BR (Todorov et al., 2004) และ acidophilin 801 ที่ผลิตจาก  
Lb. acidophilus IBB 801 (Zamfir et al., 2000) เปนตน ในทางตรงกันขามพบวาม ี
แบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิดที่มีการสรางแบคเทอริโอซินในแบบทีไ่มมีความสัมพนัธโดยตรงกับ
การเจริญของเซลล (secondary metabolite production) โดยจะเริ่มมีการสรางแบคเทอริโอซินเมื่อ
เซลลเจริญอยูในระยะคงที่ เชน bacteriocin ST8KF ที่ผลิตจาก Lb. plantarum ST8KF (Powell et 
al., 2007) gassericin KT17 ที่ผลิตจาก Lb. gasseri KT17 (Zhu et al., 2000) bacteriocin ST28MS 
และ ST26MS ที่ผลิตจาก Lb. plantarum (Todorov and Dicks, 2005) เปนตน 
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ภาพที่ 7  การเจริญ (OD600) และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงการสราง 
               แบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูม ิ

  30 องศาเซลเซียส 
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5.  การศึกษาคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดินอาหาร  
ของปลาสวยงามของ E. raffinosus MGM30-8.22 

 
การคัดเลือกแบคทีเรียเพื่อใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํานั้นควรคัดเลือก

แบคทีเรียมาจากแหลงตวัอยางสัตวน้ําที่จะนําโปรไบโอติกไปใช อีกทั้งตองคัดเลือกแบคทีเรีย 
สายพันธุที่เมื่อเขาสูปากและระบบทางเดินอาหารแลวจะตองรอดชีวิตและเพิ่มจํานวนเซลลได เชน 
ในกระเพาะอาหารตองสามารถทนตอสภาวะความเปนกรด สวนบริเวณลําไสแบคทเีรียตองสามารถ
ทนตอเกลือน้ําดีและสามารถเจริญแขงขันกบัแบคทีเรียกอโรคหรือสามารถสรางสารยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียกอโรคได นอกจากนี้ยังตองสามารถยึดเกาะกับเยื่อบุของอวัยวะตาง ๆ ได เชน  
เยื่อบุลําไส เปนตน อีกทั้งการนําโปรไบโอติกไปใชในการเพาะเลี้ยงปลาตองใชรวมกบัอาหารปลา 
ดังนั้นแบคทีเรียดังกลาวตองสามารถทนตอสภาวะในกระบวนการผลิตอาหารปลาหรือสวนผสม
ของอาหารปลาที่มีผลตอการเจริญของแบคทีเรียที่ใชเปนโปรไบโอติก เชน เกลือ สารปฏิชีวนะ  
เปนตน (วลัยพร, 2544; Balcazar et al., 2006) ซ่ึงผลการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนสําหรับการ
ประยุกตใชเปนโปรไบโอติกของ E. raffinosus MGM30-8.22 ไดผลดงันี้ 
 

5.1  การทนตอโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

จากการศึกษาการทนตอโซเดียมคลอไรด โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 และ 
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยวธีิ direct method 
จํานวน 8 สายพันธุ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขนระหวาง  
1–10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 15 โดยพบวา  
E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญไดที่โซเดียมคลอไรดความเขมขนสูงกวา 
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุอ่ืน ซ่ึงสายพันธุดังกลาวสามารถเจริญไดที่โซเดียมคลอไรดความ
เขมขนระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต โดยคาความขุน (OD600)  ของเชื้อลดลงจาก 1.805 เหลือ 0.082  
ตามความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้น การที่ E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอ
โซเดียมคลอไรดความเขมขนสูงสุดที่ 7 เปอรเซ็นต จะเปนขอไดเปรียบในการนําแบคทีเรีย 
สายพันธุดังกลาวไปประยกุตใชงานรวมกบัโซเดียมคลอไรด เชน ในอาหารปลาสวยงามซึ่งมี
โซเดียมคลอไรดอยูประมาณ 2 เปอรเซ็นต (ศรีนอย, 2542) นอกจากนีก้ารปองกันหรือรักษาโรค
ของปลาสวยงามรวมถึงการลดความเครียดของปลา นิยมใชโซเดียมคลอไรดความเขมขนระหวาง 
0.5–3.0 เปอรเซ็นต (ธนากร, 2544; คีรี, 2545) ดังนั้นจึงสามารถนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไป
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ประยุกตใชงานรวมกับอาหารปลาและโซเดียมคลอไรดเพื่อสงเสริมใหปลาสวยงามมสุีขภาพ
แข็งแรงขึ้นได 
 
ตารางที่ 15  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน ๆ ที่ 
                    คัดเลือกไดในอาหาร MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขนตาง ๆ 
 

 การเจริญ (OD600) ความเขมขน NaCl 
(%น้ําหนัก/ปริมาตร) MGM 

30-8.22 a 
MG 

30-2.5 
MG 

30-2.8 
MG 

30-2.15 
MGM 
30-8.5 

MG 
30-2.2 

HG 
45-2.1 

HD 
45-6 

0 1.805 1.790 1.825 1.790 1.820 1.860 1.835 1.870 
1 1.400 1.405 1.505 1.413 1.648 1.440 1.653 1.675 
2 1.335 1.390 1.505 1.398 1.495 1.210 1.560 1.510 
3 1.253 1.203 1.278 1.260 1.330 1.195 1.305 1.365 
4 1.033 0.988 0.878 1.018 0.768 1.008 0.903 0.905 
5 0.590 0.534 0.627 0.556 0.367 0.776 0.412 0.430 
6 0.300 0.036 0.021 0.043 0.082 0.389 0.011 0.062 
7 0.082 0 0 0 0.016 0.011 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
aMGM30-8.22 คือแบคทีเรียกรดแล็กตกิสายพันธุ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

5.2  การทนตอเกลือน้ําดี (ox-bile salt) และน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 
 

5.2.1  การทนตอเกลือน้ําด ี
 

จากการศึกษาการทนตอเกลือน้ําดี โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 และ
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุอ่ืน ๆ ที่คัดเลือกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีที่
ความเขมขนระหวาง 0.1-1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 



 
 
  69

16 โดยพบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเขมขนของ 
เกลือน้ําดีสูงกวาแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน โดยสามารถเจริญไดที่ความเขมขนของ 
เกลือน้ําดี 0.1 และ 0.2 เปอรเซ็นต โดยมีคาความขุน (OD600)  เทากับ 0.975 และ 0.096 ตามลําดับ  
ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ ทศพร (2547) ซ่ึงคัดเลือก Weissella sp. จากระบบ
ทางเดินอาหารของปลากะพงขาว (Lates calcarifer) และพบวาสายพนัธุดังกลาวสามารถทนตอ
เกลือน้ําดีความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการรอดชีวิตของ Weissella sp. ใน
ระบบทางเดินอาหารของปลา โดยแบงเปนชุดการทดลอง 3 ชุด คือ (1) อาหารปลาที่ผสม Weissella 
sp. ความเขมขน 105 เซลลตอกรัมอาหาร (2) อาหารปลาที่ผสม Weissella sp. ความเขมขน 107  
เซลลตอกรัมอาหาร และ (3) อาหารปลาที่ไมผสม Weissella sp (กลุมควบคุม) พบวา สามารถตรวจ
พบแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวในลําไสของกลุมปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารปลาผสม Weissella 
sp. ทั้ง 2 ความเขมขน และไมพบสายพันธุดังกลาวในลําไสของปลากะพงขาวในกลุมควบคุม  
 

5.2.2  การทนตอน้ําดีที่เตรียมจากน้ําดีสดของปลาชอน 
 

จากการศึกษาการทนตอน้ําดีสดปลอดเชือ้ของปลาชอน โดยเติม  
E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ลงใน phosphate buffer saline (PBS) ที่ผสมน้ําดีสด
ปลอดเชื้อความเขมขนตาง ๆ ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 8 โดยพบวาใน PBS ที่ไมผสม
น้ําดีสดปลอดเชื้อ จํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นจาก 1.65 x 107  
เซลลตอมิลลิลิตร ไปเปน 2.32 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร และจํานวนเซลลของ S. agalactiae เพิ่มขึ้น
จาก 1.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ไปเปน 1.33 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 8A) ภายในระยะเวลา 
24 ช่ัวโมง ที่ทําการศึกษา สวนใน PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) จํานวนเซลลของ S. agalactiae จะลดลงอยางชา ๆ จาก 1.20 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร ลดลงมาเหลือนอยกวา 10 เซลลตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 24 ของระยะเวลาทีท่ําการศึกษา 
ในขณะที่จํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นจาก 2.39 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ไป
เปน 1.35 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 8B) นอกจากนี้ PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชือ้ความเขมขน 
30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวาในทั้ง 2 ความเขมขน จํานวนเซลลของ  
S. agalactiae จะลดลงอยางรวดเร็วจาก 5.30 x 107 และ 6.20 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ลงมาเหลือ
นอยกวา 10 เซลลตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 18 ของระยะเวลาที่ทําการศกึษา ในขณะทีจ่ํานวนเซลล
ของ E. raffinosus MGM30-8.22 จะเพิ่มขึน้จาก 1.20 x 107 และ 1.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  
ไปเปน 1.92 x 108 และ 8.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 8C และ D)  
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จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถรอดชีวิตและเจริญไดใน 
PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชือ้ความเขมขน 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในขณะ
ที่ S. agalactiae ถูกยับยั้งการเจริญดวยน้ําดสีดปลอดเชื้อ แสดงวาน้ําดีสดที่ใชยังมีคณุสมบัติในการ
เปนสารยับยั้งจุลินทรียที่มีความไวตอสารดังกลาว 

 
การทนตอเกลือน้ําดีและน้ําดสีดปลอดเชื้อจากปลาชอน ของ E. raffinosus 

MGM30-8.22 แสดงวาสายพันธุดังกลาวมีแนวโนมที่จะสามารถรอดชีวิตและเจริญอยูภายในลําไส
ของปลาได ซ่ึงเปนคุณสมบตัิที่สําคัญอีกประการหนึ่งของโปรไบโอติกสําหรับการนําไปใชใน 
การเพาะเลีย้งสัตวน้ํา 
 
ตารางที่ 16  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน ๆ  
                    ที่คัดเลือกไดในอาหาร MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีความเขมขนตาง ๆ 

 
การเจริญ (OD600) ความเขมขน 

เกลือน้ําด ี
(%น้ําหนัก/ปริมาตร) 

MGM 
30-8.22a 

MG 
30-2.5 

MG 
30-2.8 

MG 
30-2.15 

MGM 
30-8.5 

MG 
30-2.2 

HG 
45-2.1 

HD 
45-6 

0 1.780 1.735 1.838 1.780 1.682 1.878 1.855 1.853 
0.1 0.957 0.131 0.098 0.129 0.322 0.108 0.280 0.638 
0.2 0.096 0 0 0 0 0 0 0.035 
0.3 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.4 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.6 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.7 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.8 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.9 0 0 0 0 0 0 0 0 
1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

aMGM30-8.22 คือแบคทีเรียกรดแล็กตกิสายพันธุ E. raffinosus MGM30-8.22 
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(C)               (D) 

E. raffinosus MGM30-8.22 
S. agalactiae 

 
ภาพที่ 8  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ใน phosphate buffer saline  

 (PBS) ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนความเขมขนตาง ๆ 
 (A)  PBS ไมผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
 (B)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 (C)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 30 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 (D)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
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5.3  การเจริญที่ความเปนกรดดางที่ระดับตาง ๆ 
 

จากการศึกษาการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ 
โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 2 ถึง 11 ดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นทาํการสุมตัวอยางที่ 0 และ 6 ช่ัวโมง เพื่อนับจํานวนของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ดวยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5% 
แคลเซียมคารบอเนต ซ่ึงผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 9 โดยพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะ
เปนกรด ซ่ึงมคีาความเปนกรดดางเทากับ 2 แบคทีเรียสายพันธุ E. raffinosus MGM30-8.22 ไม
สามารถรอดชีวิตและเจริญไดหลังจากบมเชื้อไปแลว 6 ช่ัวโมง ในขณะที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 3 และ 4 มีจํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เวลา 0 ช่ัวโมงเทากับ 5.76 และ 5.53 
log โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และภายหลังจากบมเชื้อไป 6 ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 ลดลงมาเหลือ 5.39 และ 5.35 log โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สําหรับอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีสภาวะเปนกลางและดาง พบวาที่คาความเปนกรดดางที่ 5 ถึง 10 หลังจากบมเชื้อไปแลว 6 
ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นประมาณ 2 log โคโลนีตอมิลลิลิตร แตที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 11 มีจํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ 0 ช่ัวโมง เทากับ 5.66  
log โคโลนีตอมิลลิลิตร หลังจากบมเชื้อไป 6 ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 
เพิ่มขึ้นเล็กนอยไปเปน 5.75 log โคโลนีตอมิลลิลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถรอดชีวิตภายใต
สภาวะเปนกรดหรือสภาวะในกระเพาะอาหารของปลา ซ่ึงมีคาความเปนกรดดางระหวาง 2-4 และ
สามารถรอดชีวิตภายใตสภาวะเปนกลางถงึดางหรือสภาวะในลําไสของปลา ซ่ึงมีคาความเปนกรด
ดางระหวาง 7-11 (Jobling, 1995) โดยคณุสมบัติดังกลาวเปนคุณสมบัตทิี่สําคัญประการหนึ่งของ 
โปรไบติกที่ตองรอดชีวิตและเพิ่มจํานวนเซลลไดในระบบทางเดินอาหารของปลา (Balcazar et al., 
2006) 

 
 
 
 
 



 
 
  73

pH
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

To
tal 

via
ble

 co
unt

 (L
og 

cfu
 m

l-1 )

0

2

4

6

8

6 h0 h  
 

ภาพที่ 9  การรอดชีวิตของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ระดับคาความเปนกรดดางตาง ๆ 
 

5.4  ความตองการกาซออกซิเจนสําหรับการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

จากการศึกษาความตองการกาซออกซิเจนสําหรับการเจริญของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 โดยเล้ียงสายพันธุดังกลาวในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth และนําไปบมภายใตสภาวะ 
3 สภาวะ คือ (1) สภาวะปราศจากออกซิเจน ในตูบมแบบปราศจากกาซออกซิเจน (anaerobe 
incubator) (2) สภาวะการเตมิออกซิเจนโดยการเขยาที่ 100 rpm และ (3) ในสภาวะบรรยากาศปกติ
โดยไมมีการเขยา พบวาการบมภายใตสภาวะทั้ง 3 สภาวะ มีคาความขุน (OD600) เทากับ 1.80, 1.79 
และ 1.73 ตามลําดับ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญ
ไดดีทั้งใน 3 สภาวะที่ทําการทดลอง โดยสายพันธุดังกลาวสามารถเจริญภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน
และสภาวะปราศจากออกซิเจนได ซ่ึงจะเปนขอไดเปรียบในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไป
ใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงปลา เนื่องจากสายพนัธุดังกลาวสามารถเจริญไดหลากหลาย
สภาวะและสามารถเจริญไดในลําไสของปลาซึ่งมีสภาวะปราศจากกาซออกซิเจน (Jobling, 1995)  
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5.5  การทนตอสารปฏิชีวนะที่ใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
 

การทนตอสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการเพาะเลีย้งสัตวน้ําของ E. raffinosus MGM30-8.22  
ดังแสดงผลการทดลองในตารางที่ 17 โดยพบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอ 
สารปฏิชีวนะได คือ nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole แตสายพันธุดังกลาวถูก
ยับยั้งการเจรญิดวยสารปฏิชีวนะ oxytetracycline, tetracycline และ trimethoprim ซ่ึงในปจจบุัน 
สารปฏิชีวนะที่นิยมใชในการรักษาโรคของปลาสวยงาม คือ oxytetracycline และสารปฏิชีวนะใน
กลุม sulfonamides เชน sulfamerazine, sulfadimidine, sulphamethoxazole เปนตน (คีรี, 2544)  
โดยการใชสารปฏิชีวนะในการรักษาโรคของปลาสวยงามมักจะใชผสมกับอาหารปลาในอัตราความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับโรคของปลา (ธนากร, 2544) คุณสมบัติการทนตอ 
สารปฏิชีวนะบางชนิดที่นยิมใชในการรักษาโรคในปลาสวยงามของ E. raffinosus MGM30-8.22 
จะเปนขอไดเปรียบในการนาํสายพันธุดังกลาวไปใชงานรวมกับสารปฏิชีวนะซึ่งจะเปนการชวย
สงเสริมสุขภาพของปลาใหแข็งแรงพรอมกับรักษาปลาใหหายจากโรคที่เกิดขึ้นไดอยางรวดเร็ว 
 
ตารางที่ 17  การทนตอสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการเพาะเลีย้งสัตวน้ําของ E. raffinosus MGM30-8.22  
 

สารปฏิชีวนะ การยับยั้งการเจริญ (เสนผานศูนยกลาง; ซม.) 
nalidixic acid -ve 
oxolinic acid -ve 
sulphamethoxazole -ve 
oxytetracycline +ve (1.5) 
trimethoprim +ve (3.0) 
tetracycline +ve (1.0) 
 
-ve = ไมเกิดบริเวณใสรอบแผนสารปฏิชีวนะ 
+ve = เกิดบริเวณใสรอบแผนสารปฏิชีวนะ 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 
 

จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กตกิในตัวอยางอวยัวะระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม จาํนวน 10 ตวัอยาง พบวาสามารถคัดแยกไดจํานวน 102 สายพันธุ โดยในจํานวนนี้มี 
12 สายพันธุ ทีส่ามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเมื่อทดสอบบน modified MRS agar 
ดวยวิธี direct method และพบวามีเพยีง 2 สายพันธุ ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ใน MRS broth เมื่อทดสอบดวยวิธี spot on lawn method โดยไดคดัเลือกสายพันธุ MGM30-8.22 ที่
คัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหารของปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) และ
แสดงคากิจกรรมในการยับยัง้การเจริญของ E. faecium JCM 5804 สูงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ ไปใชใน
การศึกษาตอไป 

 
จากผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก สายพันธุ MGM30-8.22 ดวยชุด

จําแนกสําเร็จรูป API 20 Strep รวมกับการเปรียบเทียบความเหมือนกนัของลําดับเบสของ  
16S rDNA พบวาสายพันธุดังกลาวถูกจดัจําแนกเปน Enterococcus raffinosus  นอกจากนี ้
ผลการศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้งจุลินทรียที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 พบวา
กิจกรรมในการยับยั้งแบคทเีรียทดสอบของสารยับยั้งจุลินทรียที่ไดเกิดจากสารที่มีคุณสมบัติเปน
โปรตีนซึ่งถูกทําลายดวยเอนไซม เปปซิน ทริปซิน อัลฟา-ไคโมทริปซิน และโปรติเนส เค ซ่ึง
จัดเปนคณุสมบัติที่สําคัญของสารยับยั้งจุลินทรียในกลุมแบคเทอริโอซิน รวมทั้งมีคณุสมบัติในการ
ทนตอความรอนในระดับหนึ่ง เนื่องจากยงัคงมีกิจกรรมเหลืออยูหลังผานการใหความรอนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที มีความ 
คงตัวสูงสุดที่คาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และที่คาความเปนกรดดาง 7.0 เมื่อนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 60 นาที นอกจากนี้แบคเทอริโอซินดังกลาวยังแสดงรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของ 
E. faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลล (bactericidal) สวนการศึกษาการเจริญและการสราง 
แบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth พบวามีการสราง
แบคเทอริโอซินในแบบที่มีความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite 
production) 
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การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของ E. raffinosus MGM30-8.22 สําหรับประยุกตใชเปน
โปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา พบวาสายพันธุดังกลาวสามารถทนตอโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขนระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ทนตอสารปฏิชีวนะบางชนิด ไดแก 
nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole นอกจากนี้ยังสามารถทนตอเกลือน้ําดีความ
เขมขน 0.1-0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) และน้ําดีสดปลอดเชือ้ของปลาชอนความเขมขน 
10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) สามารถรอดชีวิตหรือเจริญไดที่คาความเปนกรด
ดางระหวาง 3-11 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา 6 ช่ัวโมง อีกทัง้ยังสามารถเจริญภายใตสภาวะมี
ออกซิเจนและปราศจากออกซิเจนได แสดงวา  E. raffinosus MGM30-8.22 มีแนวโนมในการรอด
ชีวิตหรือเพิ่มจาํนวนเซลลไดในระบบทางเดินอาหารของสัตวน้ํา จากคุณสมบัติขางตนแสดงใหเหน็
ถึงความเปนไปไดในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปศึกษาวิจยัและพัฒนาเพือ่ประยุกตใช
เปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําหรือปลาสวยงามได 

 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ควรมีการศกึษาหาสภาวะที่จะชวยกระตุนการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ใหมีปริมาณมากเพื่อนําไปใชประโยชนในดานการเพาะเลี้ยงปลา
สวยงามและการลงทุนในเชงิพาณิชย 
 

2.  ควรมีการศกึษาถึงการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปประยกุตใชเปนโปรไบโอติก
ในการเพาะเลีย้งปลาสวยงามในระดับหองปฏิบัติการ 
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อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 
 

1.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.1  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth 
Peptone     10 กรัม 
Meat extract    8 กรัม 
Yeast extract    4 กรัม 
Glucose     20 กรัม 
Tween 80    1 กรัม 
di-Ammonium hydrogen citrate  2 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  2 กรัม 
Sodium citrate    5 กรัม 
Magnesium sulfate   0.2 กรัม 
Manganese sulfate   0.04 กรัม 

ถาตองการใหอาหารแข็งใหเติมผงวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

1.2  Modifiled -  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth (Trichaczek et al., 1992) 
Tryptone     10  กรัม 
Meat extract     2  กรัม 
Yeast extract     4  กรัม 
Dextrose     2  กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  8.7  กรัม 
Potassium dihydrogen phosphate   8  กรัม 
Tween 80     1  กรัม 
di-Ammonium hydrogen citrate   2  กรัม 
Magnesium sulfate    0.2  กรัม 
Manganese sulfate    0.05  กรัม 
น้ํากลั่น      1,000  มิลลิลิตร 
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คาความเปนกรด-เบส    6.5 

ถาตองการใหอาหารแข็งใหเติมผงวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อ 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

1.3  Tryptic soy broth (TSB) 
Peptone from casein   17.0 กรัม 
Peptone from soymeal   3.0 กรัม 
Dextrose    2.5 กรัม 
Sodium chloride    5.0 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  2.5 กรัม 
น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 

1.4 Tryptic soy agar (TSA) 
Peptone from casein   15.0 กรัม 
Peptone from soymeal   5.0 กรัม 
Sodium chloride    5.0 กรัม 
Agar     15  กรัม 
น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
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1.5  Tryptic soy broth+Yeast extract soft agar (TSBYE soft agar) 
Peptone from casein   17.0 กรัม 
Peptone from soymeal   3.0 กรัม 
Dextrose    2.5 กรัม 
Sodium chloride    5.0 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate  2.5 กรัม 
Yeast extract    6.0 กรัม 
Agar     7.5 กรัม 
น้ํากลั่น     1,000  มิลลิลิตร 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
 
2.  สารเคมี 
 

2.1  Phosphate buffer saline (PBS) 
Sodium chloride    8.06 กรัม 

 Potassium chloride   0.22 กรัม 
 di-Sodium hydrogen phosphate  0.85 กรัม 
 Potassium dihydrogen phosphate  0.20 กรัม 
 Sodium acetate    1.00 กรัม 
 น้ํากลั่น     1,000 มิลลิลิตร 

 
2.2  การเตรียมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 

 
นําถุงน้ําดีของปลาชอน มาลางคราบเลือดและสิ่งเจือปนตาง ๆ ดวยน้ํากลั่น  

แยกเอาน้ําดีสดออกจากถุงน้าํดีโดยการบีบถุงน้ําดีดวยมือ นําน้ําดีสดที่ไดไปกรองดวยกระดาษกรอง
เบอร 5 (Whatman No.5) จากนั้นทําใหน้ําดีสดปลอดเชือ้ดวยการกรองผานแผนกรองขนาดรู 0.45 
ไมโครเมตร เก็บรักษาน้ําดสีดปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 1  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากระบบทางเดินอาหารของ 
                           ปลาสวยงามชนิดตาง ๆ 
 
รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 

MG45-1  ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG45-1.1  ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 

 
MG30-2.1  ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

MG30-2.2 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.3 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.5 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.6 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG30-2.7 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.8 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.9 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.10 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.11 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.12 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.13 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.14 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG30-2.15 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.16 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
HG45-2.1 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 

 
HH45-3 ปลาทองออลันดา รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

 
MP30-4 ปลาตะเพียนทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

 
 
 



 

94

 
  

ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
HC45-5.1 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HC45-5.5 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HC45-5.6 ปลาคารพ รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 
HC45-5.7 ปลาคารพ รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 

 
MD30-6.1 

 
ปลาทอง 

 
รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

MD30-6.2 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.3 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.4 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.5 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.6 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.7 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.8 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.9 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.10 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.11 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.12 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.13 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.14 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.15 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.16 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.17 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.18 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.19 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.20 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MD30-6.21 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.23 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.24 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.26 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.27 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.28 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.29 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.30 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.31 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.32 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.33 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

HD45-6 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
 

MGM30-8.1 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.2 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.4 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.5 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.11 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.12 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.13 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.14 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.15 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.16 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.17 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.19 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MGM30-8.21 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.22 ปลาทองโคเม็ท รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGM30-8.23 ปลาทองโคเม็ท รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGM30-8.26 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
HGS45-9.1 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HGS45-9.2 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HGS45-9.3 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
MGR30-10.2 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.3 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.4 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.5 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 
MGR30-10.6 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.7 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.10 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.11 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.12 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.13 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.14 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.17 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.18 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.19 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.21 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.22 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.23 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.24 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 
รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MGR30-10.29 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.30 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
MC30-11.2 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.3 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.4 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.7 ปลาคารพ รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MC30-11.6 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.8 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.9 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
-ve  =  การทดสอบเปนลบ 
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ตารางผนวกที่ 2  การยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลลโดย 
                           แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
 

MRS broth 
(control) 

MRS broth ผสม 
แบคเทอริโอซิน 

100 AU ml-1 

MRS broth ผสม 
แบคเทอริโอซิน 

200 AU ml-1 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

OD600 Log CFU ml-1
 OD600 Log CFU ml-1 OD600 Log CFU ml-1 

0 0.033 7.02 0.027 6.94 0.029 6.89 
2 0.072 7.42 0.075 7.25 0.084 7.44 
4a 0.225 7.39 0.210 7.89 0.230 7.86 
6 0.393 8.20 0.337 5.06 0.321 4.51 
8 0.557 8.42 0.332 4.87 0.299 3.70 
10 1.280 8.77 0.252 4.62 0.213 3.41 
12 1.460 8.85 0.207 4.32 0.182 3.76 
14 1.683 8.79 0.190 4.36 0.177 4.00 
16 1.788 8.84 0.163 4.53 0.154 4.32 
18 1.836 8.73 0.132 4.83 0.107 4.84 
20 1.854 8.86 0.115 5.05 0.098 4.88 
22 1.839 8.71 0.100 5.39 0.081 5.10 
24 1.779 8.64 0.100 5.68 0.082 5.34 

 
a เติมแบคเทอริโอซินลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth ซ่ึงมี E. faecium JCM 5804 เจริญอยู 
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ตารางผนวกที่ 3 การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อและการ             
สรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 เมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS broth ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
การเจริญ (OD600) คาความเปนกรดดางของ 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 

(AU ml-1) 
0 0.013 5.71 0 
2 0.018 5.70 0 
4 0.054 5.69 0 
6 0.184 5.65 100 
8 0.736 5.41 200 
10 1.135 5.21 400 
12 1.650 4.95 800 
14 1.780 4.79 1,600 
16 1.780 4.71 1,600 
18 1.830 4.67 1,600 
20 1.825 4.65 1,600 
22 1.750 4.60 1,600 
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ตารางผนวกที่ 4  การมีชีวิตรอดที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ ของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 (log CFU ml-1) pH 
0 (ช่ัวโมง) 6 (ช่ัวโมง) 

2 4.90 0 
3 5.76 5.39 
4 5.53 5.35 
5 5.60 6.12 
6 5.75 7.15 
7 5.92 7.53 
8 5.96 7.81 
9 5.67 7.69 
10 5.79 7.10 
11 5.66 5.75 

 
 
ตารางผนวกที่ 5  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ใน phosphate buffer  

              saline (PBS) ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

การเจริญของแบคทีเรีย (log CFU ml-1) 
E. raffinosus MGM30-8.22 S. agalactiae 

        (%นํ้าดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน; v/v )         (%นํ้าดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน; v/v )  

 
 
เวลา (ชม.) 

0 10 30 50 0 10 30 50 
0 7.22 7.38 7.08 7.22 7.20 7.08 7.72 7.79 
6 7.27 7.51 7.25 7.29 7.38 6.63 7.14 7.67 
12 8.28 7.71 7.42 7.34 8.04 5.25 4.45 4.30 
18 8.30 7.83 7.56 7.44 8.11 3.01 0.00 0.00 
24 8.36 8.13 8.28 8.93 8.12 0.00 0.00 0.00 

 


