
 

วิทยานิพนธ 
 

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สรางแบคเทอรโิอซินจาก 
ระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 

 
ISOLATION OF BACTERIOCIN-PRODUCING LACTIC ACID 

BACTERIA FROM GASTROINTESTINAL TRACT OF 
ORNAMENTAL FISH 

 
 
 

นายปรีชา  ภูมิพื้นผล 
 
 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
พ.ศ. 2550



 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (ผลิตภัณฑประมง) 

ปริญญา 
 

           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม 

 
 Isolation of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria from Gastrointestinal Tract of 

Ornamental Fish 
  
นามผูวิจัย  นายปรีชา  ภูมิพืน้ผล 
ไดพิจารณาเห็นชอบโดย 
ประธานกรรมการ    

 ( ผูชวยศาสตราจารยพงษเทพ  วิไลพันธ, วท.ด. ) 
กรรมการ    

 ( รองศาสตราจารยนงนุช  รักสกุลไทย, Ph.D. ) 
กรรมการ    

 ( รองศาสตราจารยสุนีย  นิธิสินประเสริฐ, D.Sc. ) 
หัวหนาภาควชิา    

 ( ผูชวยศาสตราจารยวนัชัย  วรวัฒนเมธีกุล, Ph.D. ) 
 

 
บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

           
(         ) 

                        คณบดีบณัฑิตวิทยาลัย 
 

                                     วนัที่               เดือน                  พ.ศ.                   

รองศาสตราจารยวินยั  อาจคงหาญ, M.A. 

ผลิตภัณฑประมง ผลิตภัณฑประมง 



วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม 

 
Isolation of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria from Gastrointestinal Tract of 

Ornamental Fish 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นายปรีชา  ภูมพิื้นผล 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ผลิตภัณฑประมง) 

พ.ศ. 2550



ปรีชา  ภูมิพื้นผล  2550: การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากระบบ
ทางเดินอาหารของปลาสวยงาม  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ผลิตภัณฑประมง)  
สาขาผลิตภัณฑประมง ภาควิชาผลิตภัณฑประมง  ประธานกรรมการที่ปรึกษา:  
ผูชวยศาสตราจารยพงษเทพ  วิไลพันธ, วท.ด.  100 หนา 

 
 

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ
ปลาสวยงาม พบวาแบคทีเรียกรดแล็กติกเพียง 2 สายพันธุ จากจํานวน 102 สายพันธุ สามารถสรางสาร
ยับยั้งจุลินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ได จึงคัดเลือกสายพันธุ MGM30-8.22 ซึ่งคัดแยกไดจาก
ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) และมีกิจกรรมของสารดังกลาวสูงสุดมาจัดจําแนก
ชนิดดวยชุดทดสอบ API 20 Strep และการเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rDNA รวมท้ังศึกษา
คุณสมบัติดานตาง ๆ ของสารยับยั้งจุลินทรียท่ีผลิตข้ึน พบวาสายพันธุ MGM30-8.22 จัดเปน 
Enterococcus raffinosus โดยสารยับยั้งจุลินทรยีท่ีสรางขึ้นมีคุณสมบัติเปนโปรตีนซึ่งเปนลักษณะจําเพาะ
ท่ีสําคัญของแบคเทอริโอซิน นอกจากนี้สารยบัยั้งจุลินทรียดงักลาวยังมีคุณสมบัติทนตอความรอน คงตัว
ไดดีภายใตสภาวะคาความเปนกรดดางระหวาง 2-11 มีรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจรญิของ 
Enterococcus faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลล (bactericidal mode of action) รวมท้ังมีการสราง
แบคเทอริโอซนิ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในลักษณะที่มี
ความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite production) โดยมีปริมาณ 
แบคเทอริโอซนิในน้ําเลี้ยงเชื้อสูงสุดในชวงปลายของการเจริญระยะ log หลังจากบมเชื้อเปนเวลา 14 
ช่ัวโมง สวนการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบ
ทางเดินอาหารของปลา พบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอโซเดียมคลอไรดความเขมขน
ระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ทนเกลือน้ําดีความเขมขนระหวาง 0.1-0.2 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) ทนตอน้ําดีสดปลอดเชื้อจากปลาความเขมขนระหวาง 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) สามารถรอดชีวิตหรือเพิ่มจํานวนเซลลไดท่ีคาความเปนกรดดางระหวาง 3-11 
ในชวงระยะเวลา 6 ช่ัวโมง และสามารถเจรญิทั้งภายใตสภาวะมีออกซิเจนและปราศจากออกซิเจนได 
นอกจากนี้ยังสามารถทนตอ nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole ได จากคุณสมบัติ
ขางตนแสดงใหเห็นถึงความเปนไปไดในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปศึกษาวิจัยและพัฒนา
เพื่อประยุกตใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําหรอืปลาสวยงาม 
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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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การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม
ชนิดตาง ๆ 
การยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลลโดย 
แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
การเปลี่ยนแปลงปริมาณเซลล คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อและ
การสรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 เมื่อเจริญในอาหาร
เล้ียงเชื้อ MRS ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
การมีชีวิตรอดที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ ของ E. raffinosus MGM30-8.22 
การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ใน phosphate 
buffer saline (PBS) ผสมน้ําดีสดปลอดเชือ้ของปลาชอนที่ความเขมขนตาง ๆ 
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กระบวนการสรางแบคเทอริโอซิน กลุม non-lantibiotic 
แบบจําลองการทําใหเกดิรูในชั้นของเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซิน 
แบบจําลองแสดงการยดึเกาะของแบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกและแบคทีเรีย
กอใหเกิดโรค 
การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเล้ียงเชื้อที่มสีภาวะเปน
กลางและปลอดเชื้อของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกไดดวยวิธี  
critical dilution assay 
ลักษณะการยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีส่ามารถสรางสารยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยวิธี direct method 
ผลการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการฆาทําลายเซลล 
(bactericidal) ของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
การเจริญ (OD600) และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงการสราง 
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) ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนความเขมขนตาง ๆ 
การรอดชีวิตของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ระดับคาความเปนกรดดางตาง ๆ 
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การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสรางแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ
ปลาสวยงาม 

 
Isolation of Bacteriocin-Producing Lactic Acid Bacteria from Gastrointestinal 

Tract of Ornamental Fish 
 

คํานํา 
 

ปลาสวยงามนอกจากเปนปลาที่นิยมเล้ียงเพือ่การนันทนาการแลวยังมีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจอกีดวย โดยในป พ.ศ. 2548 มีการสงออกนับเปนมูลคาทางเศรษฐกิจสูงถึง 123 ลานบาท 
(สถาบันวิจยัสุขภาพสัตวน้าํ กรมประมง, 2548) ซ่ึงมีรายงานวาปลาสวยงามและปลาชนิดอื่น ๆ ที่มี
สุขภาพแข็งแรงมักจะพบแบคทีเรียกรดแลก็ติก (Lactic acid bacteria) เปนแบคทีเรียประจําถ่ินใน
ระบบทางเดินอาหาร (คีรี, 2545) แบคทีเรียกรดแล็กติกที่พบมากในบริเวณระบบทางเดินอาหารของ
ปลา เชน Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus และ Leuconostoc เปนตน (Ringo and 
Gatesoupe, 1998) ซ่ึงพบวาแบคทีเรียดังกลาวบางสายพนัธุสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial agent) ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียได เชน กรดอินทรีย 
(organic acid) ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) เอทานอล (ethanol) อะซีทัลดีไฮด 
(acetaldehyde) และแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนตน โดยสารกลุมดังกลาวสามารถยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียกอโรคซึ่งปนเปอนมากับอาหาร เชน Bacillus cereus, Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium botulinum, Clostridium  
perfringens รวมทั้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิด (Cleveland et al., 2001)  

 
ปจจุบันแบคทีเรียกรดแล็กตกิและแบคเทอริโอซินไดรับความสนใจและศึกษากันอยาง

กวางขวาง โดยสามารถนํามาใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีการทางชีวภาพ 
(biopreservation) ในอุตสาหกรรมอาหารหลายชนิด เชน เนื้อสัตว นม เครื่องดื่มแอลกอฮอล เปนตน  
โดยการใชงานอาจใชในรูปของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ กึ่งบริสุทธิ์ หรือใชเซลลจุลินทรียที่สามารถ
สรางแบคเทอริโอซินเปนเชื้อตั้งตน (starter culture) ในกระบวนการผลิต (Field, 1996) นอกจากนี้
ยังมีการนําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียไปประยุกตเปนโปรไบโอติกใน
การเพาะเลีย้งสัตวน้ํา เชน การใชเพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในสัตวน้ํา 



 
 
  2

การใชผลิตภณัฑที่สกัดไดจากแบคทีเรียกรดแล็กตกิใสลงในน้ําหรืออาหารเพื่อปองกันการเกิดโรค
และเพื่อกระตุนใหสัตวน้ําเจริญเติบโตไดดขีึ้น (สนธิและลิลา, 2541) ซ่ึงจะชวยลดการใช 
สารปฏิชีวนะ (antibiotic) ในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา อันจะเปนสวนสําคัญที่จะชวยลดการตกคางของ 
สารปฏิชีวนะในเนื้อสัตวน้ําและสิ่งแวดลอม (Gatesoupe, 1999a) 

 
ดังนั้นการคัดแยกและศึกษาแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินจาก 

ปลาสวยงาม การศึกษาคณุสมบัติของแบคเทอริโอซินที่ได เชน การทนตอความรอนและ 
คาความเปนกรดดาง สภาวะที่เหมาะสมในการผลิต การทําแบคเทอริโอซินใหเปนสารบริสุทธิ์ 
รวมถึงการศึกษาคุณสมบัติในการใชเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คดัแยกได เชน 
การทนตอโซเดียมคลอไรด การทนตอเกลือน้ําดี การทนตอคาความเปนกรดดาง การเจริญภายใต
สภาวะมแีละไมมีออกซิเจน จึงเปนแนวทางหนึ่งที่นาสนใจสําหรับการควบคุมโรคสัตวน้ําดวย
วิธีการทางชีวภาพ เพื่อเพิ่มทางเลือกของการนําไปประยุกตใชในการกระตุนการเจริญและควบคมุ
การเกิดโรคในปลาสวยงามในอนาคต  

 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกจากตัวอยางอวัยวะระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม 

 
2. เพื่อคัดเลือกและจําแนกชนดิของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซิน 

ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ 
 

3. เพื่อศึกษาคณุสมบัติทางดานกายภาพ ชีวภาพและเคมีของแบคเทอริโอซินที่พบ 
 

4. เพื่อศึกษาคณุสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดิน 
อาหารของปลาของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกได 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  แบคทีเรียกรดแล็กติก 
 

คํานิยามของแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic Acid Bacteria; LAB) มีการเปลี่ยนแปลงอยาง
ตอเนื่องโดยเฉพาะในชวงระยะเวลา 10–20 ปที่ผานมา ในอดีตนั้นแบคทีเรียกรดแล็กตกิหมายถึง
กลุมแบคทีเรียที่ทําใหน้ํานมมีรสเปรี้ยวเนือ่งจากมีการสรางกรดออกมา ซ่ึงรวมเอาแบคทีเรีย 
แกรมลบกลุมโคลิฟอรมไวดวย (Stiles and Holzapfel, 1997) ในปจจุบนัการจัดกลุม 
แบคทีเรียกรดแล็กติกจะมีลักษณะที่สําคัญ ไดแก เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร ไมสราง
เอนไซมคาตาเลส ไมสรางไซโตโครม ทนตอสภาวะมีออกซิเจน (aerotolerant) ทนกรด มีทั้ง
ลักษณะรูปรางกลม ไดแก Lactococcus (Lc.), Vagococcus (V.), Leuconostoc (Ln.), Pediococcus 
(P.), Aerococcus (A.), Tetragenococcus (T.), Streptococcus (S.), Oenococcus (O.), Weissella (W.) 
และ Enterococcus (E.) และที่เปนรูปรางทอน ไดแก Lactobacillus (Lb.) และ Carnobacterium (C.)  
แบคทีเรียกรดแล็กติกสวนใหญตองการออกซิเจนสําหรับการเจริญเพียงเล็กนอย (microaerophile) 
บางชนิดเปนพวกทีไ่มตองการออกซิเจนอยางยิ่ง (strictly anaerobe) ในการเจริญ รวมทั้งไดแหลง
พลังงานจากกระบวนการหมัก (fermentation) น้ําตาลชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะน้ําตาลกลูโคสและ 
แล็กโตส นอกจากนีแ้บคทีเรียกรดแล็กติกยงัมีลักษณะที่สําคัญอีกประการหนึ่ง คือ ความสามารถใน
การยอยน้ําตาลใหเปนกรดซึ่งทําใหเกิดรสชาติที่ตองการในผลิตภัณฑอาหารหลายชนดิ เชน ผักดอง 
แหนม เนยแขง็ นมเปรี้ยว เปนตน (Stiles and Holzapfel, 1997; De Vuyst and Vandamme, 1994) 
โดยแบคทีเรียกรดแล็กตกิสามารถพบไดในสิ่งแวดลอมตาง ๆ ทั่วไป รวมถึงในระบบทางเดิน
อาหารของสิ่งมีชีวิต เชน มนษุย หนู หมู สัตวปก และสัตวน้ํา เปนตน (De Vuyst and Vandamme, 
1994) 
 

1.1  อนุกรมวธิานของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 

Orla-Jensen (1919) เปนผูเร่ิมจัดอนุกรมวธิานของแบคทีเรียกรดแล็กติกอยางเปน
ระบบโดยอาศยัลักษณะทางสัณฐานวิทยา ความสามารถในการหมกัน้ําตาลชนิดตาง ๆ รูปแบบของ
กระบวนการหมักน้ําตาลกลูโคส ความสามารถในการเจริญที่อุณหภมูิตาง ๆ และชนิดของ 
ไอโซเมอรของกรดแล็กตกิที่สรางขึ้นโดยไดแบงแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 6 สกุล คือ 
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Betabacterium, Thermobacterium, Streptococcus, Betacoccus, Microbacterium และ Tetracoccus 
ซ่ึงตอมาในป ค.ศ. 1937 Sherman (Sherman, 1937) ไดแยกกลุมที่เจริญเฉพาะในสภาวะ 
ไรออกซิเจน (strictly anaerobe) และ กลุม pneumococci ออกจากสกุล Streptococcus และแบงสวน
ที่เหลือในสกลุดังกลาวเปน 4 กลุม คือ pyogenic, viridans, lactic และ enterococci 
 

De Vuyst and Vandamme (1994) จัดจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 12 สกุล 
ไดแก 
 

1.1.1  Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 
ไมครอน บางชนิดสามารถสรางแคปซูลได จัดเรยีงตัวเปนสายโซหรือคู หมักน้ําตาลกลูโคสหรือ
คารโบไฮเดรตอื่น ๆ ได กรดแล็กติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลัก (homofermentative) มีโมเลกุล
เปอรเซ็นต G+C ระหวาง 34-46 เปอรเซ็นต มีหลายชนิดเปนปรสิตในคนหรือสัตว ซ่ึงบางชนิด
สามารถทําใหเกิดโรคได สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิระหวาง 20-41 องศาเซลเซียส โดย
ประกอบดวย 39 ชนิด (species) (Hardie and Whiley, 1995) 
 

1.1.2  Vagococcus เปนแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งสวนใหญเคลื่อนที่ไดประกอบดวย  
2 ชนิด คือ Vagococcus flauvialis ซ่ึงเดิมถูกจัดอยูในกลุม streptococci แยกไดจากอุจจาระของไก 
และ V. salmoninarum ซ่ึงแยกไดจากปลาแซลมอนที่เปนโรค (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 

1.1.3  Lactococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5-1.0 
ไมครอน จัดเรยีงตัวเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือตอกันเปนสายโซ ผลิตกรดแล็กติกชนดิ L(+) จากการ
หมักแล็กโตส มักใชเปนกลาเชื้อ (starter) ในผลิตภัณฑนม สามารถเจริญไดที่อุณหภมูิระหวาง  
10-30 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภมูิ 45 องศาเซลเซียส มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 
34-43 เปอรเซ็นต พบไดในแหลงตาง ๆ เชน ผักกาด ถ่ัว หญา มันฝรั่ง น้ํานมดิบ เปนตน 
ประกอบดวย 5 ชนิด ไดแก 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 เซลลมีรูปรางกลมรี จัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว สายโซส้ัน ๆ หรือคู  
หมักน้ําตาลกลูโคสไดกรดแล็กติกชนิด L(+) สามารถเจริญที่อุณหภูม ิ10 และ 45 องศาเซลเซียส 
บางสายพันธุผลิตเอนไซมคาตาเลสเทียม (pseudocatalase) ได และบางชนิดสามารถทําใหเกิดโรค 
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มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 37–40 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 28 ชนิด (Foulquie Moreno et 
al., 2006)  
 

1.1.5  Pediococcus เซลลมีรูปรางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36–1.43 ไมครอน 
การเรียงตัวของเซลลมีลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลลติดกันแบบจตรัุส (tetrad formation) ใน
สภาวะไรออกซิเจนผลิตกรดแล็กติกชนดิ DL และ L(+) จากการหมกักลูโคส สามารถสรางเอนไซม 
คาตาเลสเทียมได มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 34–44 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 6 ชนิด ไดแก 
Pediococcus acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus และ  
P. pentosaceus (Simpson and Taguchi, 1995) 
 

1.1.6  Tetragenococcus เซลลมีการเรียงตัวแบบจตุรัส เหมือนกับสกุล Pediococcus 
เดิมคือ P. halophilus แตถูกจัดจําแนกใหมเนื่องจากสามารถเจริญในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรดสูง
ถึง 18 เปอรเซ็นต และมีลําดบัเบสบน 16S rRNA ใกลเคียงกับสกุล Enterococcus และ 
Carnobacterium มากกวาสกุลเดิม (Simpson and Taguchi, 1995)  
 

1.1.7  Aerococcus เซลลมีการเรียงตัวแบบจตุรัส คลายกับ Pediococcus ประกอบดวย  
2 ชนิด คือ Aerococcus viridans (เปล่ียนแปลงชื่อมาจาก P. homari) โดยเปนสาเหตขุองโรคใน 
กุงลอบสเตอรและมนษุย อีกชนิดหนึ่งคือ A. urinae (เปลี่ยนแปลงชื่อมาจาก P. urinaeequi) 
 

1.1.8  Leuconostoc สกุลนี้มฟีโนไทปคลายกับสกุล Lactobacillus และ Pediococcus  
รูปรางของเซลลจะขึ้นอยูกบัอาหารเลี้ยงเชื้อที่เจริญอยู ในอาหารที่มีกลูโคส เซลลจะมีรูปรางยืดออก
คลายกลุม lactobacilli แตในน้ํานม เซลลจะมีรูปรางกลม การจัดเรียงตวัเปนเซลลเดีย่วหรือสายโซ
ส้ันถึงปานกลาง ผลิตกรดแล็กติกชนิด D(-) เอทานอล คารบอนไดออกไซดและสารหอมระเหยจาก
การหมักกลูโคส (heterofermentative) มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C ระหวาง 37–40 เปอรเซ็นต 
ประกอบดวย 8 ชนิด ไดแก Leuconostoc mesenteroides, Ln. lactis, Ln. gelidum, Ln. carnosum, 
Ln. pseudomesenteroides, Ln. citreum, Ln. argentinum และ Ln. fallax (Delliaglio et al., 1995) 
 
 
 
 



 
 
  6

1.1.9  Oenococcus สกุลนี้มีเพียงชนดิเดยีวคือ Oenococcus oeni โดยเปลี่ยนชื่อมา 
จาก Ln. oenos เนื่องจากมีคณุสมบัติการทนตอกรดและเอทานอลไดในปริมาณสูง รวมทั้งขอมูล 
ทางพันธุกรรมจากดีเอน็เอ เชน ดีเอ็นเอไฮบริไดเซชั่น และลําดับเบสของ 16S rRNA แตกตางจาก
ชนิดอื่น ๆ ในสกุล Leuconostoc อยางชัดเจน (Delliaglio et al., 1995) 
 

1.1.10  Weissella เซลลมีรูปรางกลมและทอน ซ่ึงมีลักษณะคลายกับสกลุ Leuconostoc 
(Leuconostoc–like bacteria) เดิมสกุลนี้จัดอยูในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus ประกอบดวย 
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 เปนแบคทีเรียกรดแลก็ติกกลุมใหญที่สุด มีความหลากหลายของ
ลักษณะทางฟโนไทป สมบัติทางชีวเคมีและสรีระ เนื่องจากมีความแตกตางของโมเลกุลเปอรเซ็นต 
G+C ภายในโมเลกุลสูงระหวาง 32–53 เปอรเซ็นต (Axelsson, 1998) พบไดในแหลงตาง ๆ ที่มี
คารโบไฮเดรตเปนองคประกอบ เชน เยื่อเมือกของมนุษย สัตว พืช น้าํทิ้ง อาหารที่เนาเสีย เปนตน 
บางชนิดเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนษุย เซลลมีรูปรางทอนหรือทอนสั้น (coccobacilli) 
Lactobacillus ประกอบดวย 55 ชนิด ซ่ึงถูกแบงออกเปน 3 กลุม (Stile and Holzapfel, 1997) ไดแก  
 

ก)  กลุม obligate homofermentative lactobacilli เปนกลุมที่สามารถหมัก
น้ําตาลแล็กโทสไดเปนกรดแล็กติกไดมากกวา 85 เปอรเซ็นต โดยวิถี Embden–Meyerhof–Parnas 
(EMP) ผลิตเอนไซม 1,6 biphosphate–aldolase แตไมผลิตเอนไซม phosphoketolase จึงหมักน้ําตาล 
เพนโทสและกลูโคเนตไมได 
 

ข)  กลุม obligate heterofermentative lactobacilli สามารถหมักน้ําตาลเฮกโซส
และเพนโทส ผานวิถีฟอสโฟกลูโคเนท ได แล็กเทต เอทานอล และคารบอนไดออกไซด 
 

ค)  กลุม facultative heterofermentative lactobacilli เปนกลุมที่สามารถหมัก 
น้ําตาลเฮกโซสไดเปนกรดแล็กติกผานวิถี EMP มีการผลิตเอนไซม aldolase และ phosphoketolase 
จึงสามารถหมักน้ําตาลเพนโทสได 
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1.1.12  Carnobacterium  เซลลมีรูปรางเปนทอนตรงขนาดสั้นถึงปานกลางหรือทอน
เรียว (slender rod) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5–0.7 ไมครอน และยาว 1.1–3.0 ไมครอน จัดเรียงตวั
เปนเซลลเดี่ยวหรือคู มักไมพบการเรียงตวัเปนสายโซ สามารถหมักน้ําตาลเฮกโซสไดเปน 
กรดแล็กตกิ ชนิด L(+) คารบอนไดออกไซด แอซีเทต และเอทานอล มีโมเลกุลเปอรเซ็นต G+C 
ระหวาง 31.6–37.2 เปอรเซ็นต ประกอบดวย 6 ชนิด คือ Carnobacterium divergens, C. piscicola,  
C. gallinarum, C. mobile, C. funditum และ C. alterfunditum (Schillinger and Holzapfel, 1995) 
 
2.  สารยับยัง้การเจริญของจุลินทรียท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติก 
 
 แบคทีเรียกรดแล็กติกเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมการหมักและทําให
เกิดกลิ่นรสเฉพาะตวัในอาหารหมักดอง นอกจากนีย้ังสามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ซ่ึงเปนสาเหตทุี่ทําใหอาหารเกิดเนาเสียและจุลินทรียกอโรคซึ่งปะปนมากับอาหาร เชน B. cereus, 
C. botulinum, C. perfringens, S. aureus, L. monocytogenes รวมทั้งแบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิด
ได (O’ Sullivan et al., 2002) ซ่ึงสารที่แบคทีเรียกรดแลก็ติกสรางขึ้นมาเพื่อยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกลุมดังกลาวสวนใหญเปนกรดแล็กติกและกรดอะซิติก รวมทั้งยังมีสารชนิดอื่น ๆ ที่สราง
ขึ้นในปริมาณที่นอยกวากรดแล็กติกและกรดอะซิติกแตมผีลในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ชนิดตาง ๆ เชนกัน ไดแก กรดฟอรมิก (formic acid), แอมโมเนีย (ammonia), เอทานอล (ethanol), 
ไดอะซีติล (diacetyl), ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide), อะซีทัลดีไฮด (acetaldehyde), 
เบนโซเอต (benzoate), เอนไซมแบคเทอริโอไรติก (bacteriolytic enzyme) และแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) รวมถึงสารที่ยังไมสามารถจัดจําแนกไดอีกหลายชนิด โดยสารยับยั้งการเจริญของ 
จุลินทรียที่สรางโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สําคัญและศึกษากนัมาก ไดแก 
 

2.1 กรดอินทรีย โดยกรดอนิทรยีชนิดที่มีความสําคัญ ไดแก กรดแล็กตกิ ซ่ึงเปนผลผลิต 
ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายคารโบไฮเดรต โดยจะมีการเปลี่ยนไพรูเวตไปเปนกรดแล็กตกิ 
ดวยเอนไซม lactic dehydrogenase ซ่ึงกรดที่เกิดขึน้เมื่อมีการสะสมมากขึ้นจะทําใหคาความเปน
กรดดางในบรเิวณนั้นลดลง สงผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
โดยพบวากรดแล็กติกสามารถแทรกผานเขาไปภายในเซลลจุลินทรียได และเมื่อเจอสภาพภายใน
เซลลที่มีคาความเปนกรดดางสูงกวาภายนอกเซลล กรดแล็กติกจะเกิดการแตกตวัไดเปน 
ไฮโดรเจนไอออน ซ่ึงจะไปมีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) ตาง ๆ ภายในเซลล  
(De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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2.2 ไฮโดรเจนเพอรออกไซด แบคทีเรียกรดแลก็ติกจะผลิตไฮโดรเจนเพอรออกไซดเมื่อ 
เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน โดยไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะเกิดขึ้นในระหวางกระบวนการถายเท
อิเล็กตรอน ซ่ึงพบวาไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะทําปฏิกริิยากับไขมันที่อยูในเยื่อหุมเซลลทําใหไม
สามารถควบคุมการผานเขาออกของสารได นอกจากนี้ยังมีผลในการทําลายโครงสรางของ 
กรดนวิคลีอิกและโปรตีนทีอ่ยูภายในเซลล โดยยังพบอกีวาไฮโดรเจนเพอรออกไซดนอกจากจะ
สามารถทําลายจุลินทรียไดโดยตรงแลวยังสามารถไปรวมตัวกับสารอืน่ ๆ และเกดิเปนสารยับยั้ง 
จุลินทรียชนิดใหมขึ้นมาไดอีกดวย (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.3  คารบอนไดออกไซด โดยกาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักน้ําตาลแบบ heterofermentation ของแบคทีเรียกรดแล็กติก ซ่ึงกาซคารบอนไดออกไซดที่
เกิดขึ้นจะไปแทนที่กาซออกซิเจนในสภาวะแวดลอมรอบ ๆ ทําใหเกดิสภาวะ anaerobe ซ่ึงไม
เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรียทีต่องการใชออกซิเจนโดยเฉพาะในกลุมของเชื้อรา 
นอกจากนี้กาซคารบอนไดออกไซดยังทําใหคาความเปนกรดดางภายในเซลล และรอบ ๆ เซลล
ลดลงมีผลทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.4  ไดอะซีทลิ หรือ 2,3-butanedione เปนผลผลิตจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ 
ไพรูเวตโดยแบคทีเรียกรดแล็กติกในสภาวะที่มแีละไมมีออกซิเจน ซ่ึงพบวาจะมีการสรางไพรูเวต 
ออกมาในปรมิาณมาก โดยสารดังกลาวนีจ้ะถูกเปลี่ยนตอไปเปนไดอะซีทิลและอะซีโตอิน  
โดยไดอะซีทลิสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคและทําใหอาหารเกิดการเนาเสีย 
ซ่ึงผลในการยบัยั้งของสารกลุมนี้จะมีผลตอแบคทีเรียแกรมลบ ยีสตและรามากกวาแบคทีเรียแกรม
บวก เนื่องจากไดอะซีทิลจะไปขัดขวางการใชอารจินีนของแบคทีเรียแกรมลบโดยไปแทนที ่
อารจินีนในการรวมตัวกับ arginine-binding protein (De Vuyst and Vandamme, 1994)  
 
 2.5  อะซีทัลดีไฮด โดยสารดงักลาวนี้จะเกดิขึ้นในระหวางกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
คารโบไฮเดรตแบบ heterofermentation ของแบคทีเรียกรดแล็กติกในสภาวะทีไ่มมีเอนไซม  
alcohol dehydrogenase ทําใหเกิดการสรางและขับอะซีทลัดีไฮดออกมาภายนอกเซลล สวนผลของ 
อะซีทัลดีไฮดตอจุลินทรียชนิดตาง ๆ นั้นยังไมมีรายงานการศึกษามากนัก เพียงแตมีการรายงานวา 
อะซีทัลดีไฮดที่มีความเขมขนระหวาง 10-100 สวนในลานสวน สามารถยับยั้งการเจริญของ 
จุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคในอาหาร เชน E. coli, S. aureus และ Salmonella Typhimurium ได 
(De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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3.  แบคเทอริโอซิน 
 
คํานิยามของแบคเทอริโอซินที่นิยมใชกันอยางแพรหลายในปจจุบนั คือ สารประกอบ

โปรตีน ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีความไวตอสารดังกลาวและไมเปนพษิตอเซลลที่
ผลิต (De Vuyst and Vandamme, 1994) การศึกษาสารยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยทัว่ไปมักจะ
มีความสับสนกันระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ โดย Cleveland et al. (2001) ไดสรุป
ความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะไวดังแสดงในตารางที่ 1 
 

แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมลบจะมีโมเลกลุขนาดใหญและมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียไดนอยชนดิกวาที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบวา 
แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมีคณุสมบัติที่นาสนใจกวาที่สรางจากแบคทีเรีย 
แกรมลบ คือ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่แตกตางกันไดหลายชนิด รวมทั้ง
เซลลเปาหมายจะมีความตานทานนอยและไมตองการตําแหนงเฉพาะเจาะจงบนเซลลเปาหมายเพือ่
การเขาทําลายโดยแบคเทอรโิอซิน  
 

ในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก พบวาแบคทีเรียกรดแลก็ติกมีบทบาทสําคัญในการสราง
สารที่มีคุณสมบัติในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกลุมตาง ๆ ไดหลายชนิด โดยเฉพาะ 
แบคเทอริโอซิน ซ่ึงพบวาสารดังกลาวเปนสายเพปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กและในบางครั้งอาจ
พบ กรดอะมิโนที่ไมคอยพบในโปรตีนทั่วไป เชน dehydroalanine, dehydrobutyrine ดังที่พบใน 
ไนซิน (nisin) โดยแบคเทอรโิอซินแตละชนิดจะมีจํานวนและชนดิของกรดอะมิโนภายในโมเลกลุที่
แตกตางกัน นอกจากนีย้ังถูกทําลายไดดวยเอนไซมยอยสลายโปรตีน (proteolytic enzyme)  
ซ่ึงจากการศึกษาพบวาแบคเทอริโอซินนอกจากถูกสรางโดยแบคทีเรียกรดแล็กตกิแลวยังถูกสราง
ขึ้นโดยแบคทเีรียชนิดอื่น ๆ อีก ไดแก 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  การเปรียบเทียบความแตกตางระหวางแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 
 
คุณลักษณะและคุณสมบัต ิ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ 
 
การนําไปใชงาน  
  
กระบวนการสงัเคราะห  
 
 
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย 
เปาหมายที่มีความหลากหลาย 
 
การสรางระบบภูมิคุมกันตนเองของ
เซลลผูผลิต 
 
กลไกในการตอตานของเซลล
เปาหมาย  
 
ลักษณะของปฏิกิริยาบนเซลล
เปาหมาย  
 
ความเปนพษิหรือผลขางเคียง 
  

 
ทางอาหาร 

 
ผลิตจากไรโบโซม 

 
 

นอย 
 
 
มี 
 
 

โดยปรับสภาพ
องคประกอบเยื่อหุมเซลล 

 
ทําใหเกิดรูที่เยือ่หุมเซลล 

 
 

ยังไมมีรายงาน 

 
ทางการแพทย 

 
ผลิตผานกระบวนการที่เปน 

secondary metabolism 
 

มาก 
 
 

ไมมี 
 
 

โดยการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรม 

 
ทําลายเยื่อหุมเซลลหรือ
โครงสรางภายในเซลล 

 
มี 

 
ที่มา: Cleveland et al. (2001) 
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3.1  คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของแบคเทอริโอซิน (Hamon, 1988) 
 

3.1.1  ความมีประจุ เปนสมบัติที่มีความสําคัญมากเพราะแบคเทอริโอซินที่ดีควรจะมี
สวนที่ละลายน้ําได ซ่ึงมีความจําเปนอยางมากในการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน เพราะสวนที่
เปนน้ํามักจะเปนสวนที่มีจุลินทรียอาศัยอยู อยางไรก็ตามดานที่ละลายน้าํไดนอย (hydrophobic)  
ก็มีความจําเปนเชนกนัเพราะจะเปนสวนที่เขาทําลายเยือ่หุมเซลล ดังนั้นแบคเทอรโิอซินที่มี
คุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออร (emulsifier) จงึสามารถออกฤทธิ์ไดดี  
 

3.1.2  จุดเดือด จะมีอิทธิพลตอการออกฤทธิ์และความเสถยีรของแบคเทอริโอซิน
เนื่องจากในกระบวนการผลิตอาหารถาจําเปนตองใชความรอน ก็อาจทาํใหแบคเทอริโอซินสูญเสีย
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียและทําใหเกิดกลิน่รสที่ไมดีกับอาหารอีกดวย 
 

3.1.3  การแตกตัวเปนอิออน จะขึ้นอยูกับระดับความเปนกรดดางของอาหารชนิด 
นั้น ๆ โดยปกติคาความเปนกรดดางที่ทําใหแบคเทอริโอซินมีประจุจะสงผลใหแบคเทอริโอซิน 
ออกฤทธิ์ไดนอยลง แตถาแบคเทอริโอซินไมมีประจุเลยก็ไมสามารถผานผนังเซลลเขาไปทํา
ปฏิกิริยากับเยือ่หุมเซลลและทําลายจุลินทรียหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดเชนกนั 
 

3.1.4  ปฏิกิริยาทางเคมีของแบคเทอริโอซินกับสารประกอบอื่น ๆ ในอาหาร  
แบคเทอริโอซินสามารถทําปฏิกิริยากับสวนประกอบของอาหาร เชน ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรต 
และสารปรุงแตงอาหารอื่น ๆ ซ่ึงอาจมีผลทําใหประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน
ลดลงและอาจเกิดกลิ่นรสที่ไมตองการได 
 

3.2  การจัดแบงประเภทของแบคเทอริโอซิน 

 
Klaenhammer (1993) ไดแบงประเภทของแบคเทอริโอซินโดยพจิารณาจากโครงสราง

พื้นฐานของโมเลกุล มวลโมเลกุล รวมถึงคุณสมบัติดานอื่น ๆ เชน คุณสมบัติในการทนตอ 
ความรอน ทําใหสามารถจัดแบงแบคเทอรโิอซินออกไดเปน 4 กลุม คือ 
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3.2.1  กลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic) เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่ลักษณะเปน 
สายเพปไทดขนาดเล็ก ประกอบดวยจํานวนกรดอะมิโนระหวาง 19–38 โมเลกุล โดยทั่วไปมี
น้ําหนกัโมเลกลุนอยกวา 5,000 ดาลตัน มีชนิดของกรดอะมิโนที่แตกตางจากกรดอะมิโนทั่วไป เชน 
dehydrobutyrine, dehydroalanine มีวงแหวนที่เกิดจากพนัธะระหวางโมเลกุลของสารประกอบ
ซัลเฟอรภายในโมเลกุลที่เรียกวา lanthionine และ β-methyl lanthionine เปนแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติในการทนตอความรอน ซ่ึงแบคเทอริโอซินกลุมนี้แบงไดออกเปน 2 กลุมยอย คือ  
กลุมยอย A เพปไทดมีประจบุวกและมีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) มีโครงสรางเกลียว ยดืออก
ได เชน nisin และกลุมยอย B มีโครงสรางเปนกอนกลม ไมมีประจุทางไฟฟา เชน mersacidin 
(Cleveland et al., 2001) 

 
3.2.2  กลุม non lantibiotic ที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เปนแบคเทอริโอซิน 

กลุมที่มีขนาดของโมเลกุลเล็กกวา 15,000 ดาลตัน และทนความรอนไดดีตั้งแต 100–121 
องศาเซลเซียส สามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอย ไดแก 
 

ก)  กลุมแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria sp. ไดด ี
ถูกสรางขึ้นในลักษณะที่เปนสายเพปไทดตัง้ตน (precursor peptide) ที่ยังไมสามารถทําลายเซลล
เปาหมายได แตจะถูกดดัแปลงโดยการตัดสายเพปไทดในตําแหนงที่มกีรดอะมิโนไกลซีน 2 
โมเลกุลติดกัน ไดเปนสายเพปไทดที่สมบูรณและมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลเปาหมาย เชน
pediocin PA-1, sakacin A, leucocin A 
 

ข)  กลุมแบคเทอริโอซินที่ประกอบดวยสายเพปไทด 2 สายที่แตกตางกนั 
(two-peptide bacteriocin) และในการทําลายเซลลเปาหมายอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดตองอาศัย 
การทํางานรวมกันของสายเพปไทดดังกลาว เชน lactococcins G และ F, lactacin F, plantaricin EF 
และ JK 
 

3.2.3  กลุม non lantibiotic ที่มีขนาดใหญและไมทนความรอน มีขนาดของโมเลกุล 
ใหญกวา 15,000 ดาลตัน และไมทนความรอน เชน helveticins J และ V-1829, acidophilucin A, 
lactacins A และ B 
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3.2.4  กลุมที่รวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาดใหญกับสารอื่น ๆ เชน ไขมัน 
หรือคารโบไฮเดรต เชน lactocin 27 
 

3.3  กระบวนการสรางแบคเทอริโอซินภายในเซลลของแบคทีเรีย 
  

แบคเทอริโอซินซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรตีน จะถูกสรางจากไรโบโซม โดยผาน
กระบวนการถอดรหัส (transcription) และการแปรรหัส (translation) เหมือนกระบวนการสราง
โปรตีนทั่วไป โดยยนีที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินอาจอยูบนโครโมโซม เชน nisin, lactocin 
27, lactocin B, lactacin F, helveticin J เปนตน หรืออาจอยูบนพลาสมิด เชน diplococcin, lacticin 
481, lactococcin, pediocin เปนตน แตมแีบคเทอริโอซินบางชนิด เชน carnobacteriocin B1 ซ่ึงมียีน
ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินอยูทั้งบนโครโมโซมและพลาสมิด (De Vuyst and Vandamme, 
1994) ยีนที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินสวนใหญจะเปนโอเปรอน (operon) โดยจะสรางเปน 
precursor protein หรือ pre-peptide หรือ pre-bacteriocin กอน จากนั้นจะผานกระบวนการ  
post-translation จนได mature bacteriocin แลวขนสงไปยังชั้น periplasmic membrane ของเซลล
แบคทีเรียและในที่สุดจะถูกขนสงออกนอกเซลล นอกจากนี้ยังมยีีนทีค่วบคุมการสราง immunity 
protein (มีกรดอะมิโน 18–114 โมเลกุล) ซ่ึงจะชวยปองกนัแบคเทอริโอซินเขาทําลายเซลลของ
แบคทีเรียเจาบานที่ผลิตแบคเทอริโอซิน (De Vuyst and Vandamme, 1994; Ennahar et al., 2000) 
 

การสรางแบคเทอริโอซินจะมีการชักนําใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีน
เปาหมายที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซิน เชน แบคเทอริโอซินในกลุม non-lantibiotic ซ่ึงมี
ขนาดโมเลกุลเล็กและทนตอความรอน เชน leucocin A, mundticin, enterocin A และ P, pediocin 
PA-1 จะมีโปรตีนที่ทําหนาทีใ่นการชักนําใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีนที่ควบคุมการ
สรางแบคเทอริโอซิน 3 ชนิด ไดแก induction factor (IF), histidine protein kinase (HPK) และ 
response regulator (RR) (Ennahar et al., 2000) โดย Nilsen et al. (1998) รายงานวาการสราง 
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแล็กติกมาจากการกระตุนโดยปจจยัตาง ๆ เชน องคประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิที่ใชบมเชื้อ เปนตน ซ่ึงจะไปมีผล
ตอการชักนําการจับตัวกนัระหวาง IF กับ HPK หรือทําใหเกิดการสมดุลของปฏิกิริยา 
phosphorylation ทําใหกระตุนปฏิกิริยาของ RR ใหเกิดกระบวนการ transcription ของยีนที่ควบคุม
การสรางแบคเทอริโอซิน (ภาพที่ 1) โดยแบคเทอริโอซิน (pre-peptide หรือ pre-bacteriocin) จะเขา
สูกระบวนการ post-translation เชน การเปลี่ยน serine และ threonine ไปเปน dehydroalanine และ 
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dehydrobutyrine ตามลําดับ หรือการเพิ่ม cysteine thiol group เปนตน จนกระทั่งได mature 
bacteriocin จากนั้นแบคเทอริโอซินจะถูกขนสงไปยังชัน้ periplasmic membrane โดยการขนสง 
แบคเทอริโอซินจะใชระบบ ABC transport system (ภาพที่ 1) แบคเทอริโอซินจะสะสมอยูใน
บริเวณดังกลาวไปจนถึงบริเวณพืน้ผิวหนาของเซลลแบคทีเรีย ที่บริเวณพื้นผิวหนาของแบคทีเรีย 
แบคเทอริโอซินจะจับกับโพลีแซคคาไรด หรือ O-antigen สุดทายสารเชิงซอนนี้จะทาํใหเกิด crude 
bacteriocin และขับสูภายนอกเซลล (Ennahar et al., 2000) 
 
 

 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการสรางแบคเทอริโอซิน กลุม non-lantibiotic  
ที่มา: Ennahar et al. (2000) 
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3.4  กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน 
 

การทําลายเซลลเปาหมายของแบคเทอริโอซินเกิดจากการที่แบคเทอริโอซินแตละ 
โมเลกุลมารวมกันทําใหเกดิเปนรูหรือชองวางบริเวณเยื่อหุมเซลลเปาหมาย โดยจะมีลักษณะคลาย
ช้ินไมที่มาประกอบกนัเปนผนังดานขางของถังไม (barrel-stave) รูดังกลาวจะทําใหเกิดการเสีย
สมดุลของไอออน กรดอะมโินและสารประกอบอนนิทรียในกลุมฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบ
สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ซ่ึงขั้นตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะแตกตาง
กันไปตามชนดิของแบคเทอริโอซิน โดยแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ที่สรางจาก
Lactococcus lactis subsp. lactis พบวาเปนสายเพปไทดทีม่ีประจุสุทธิเปนบวกจะเขาจบักับเซลล
ของแบคทีเรียเปาหมายทําใหเยื่อหุมเซลลถูกรบกวน สงผลใหเกดิการรัว่ขององคประกอบภายใน
เซลลออกสูภายนอก เชน กรดอะมิโน สารใหพลังงาน และไอออนของสารที่จําเปนตอการ
ดํารงชีวิตของเซลล 
 

ในกรณีที่เปนสปอรของแบคทีเรียพบวาเยือ่หุมเซลลจะถูกทําลายอยางรวดเรว็ ใน
ระหวางที่สปอรเกิดการงอกออกมาและพบวาไนซินที่ความเขมขนสูง ๆ สามารถยับยั้งการสราง
peptidoglycan ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลลของ Bacillus stearothermophilus และ  
E. coli ได  

 
สวนในแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เชน pediocin PA-1, sakacin A 

พบวาในขั้นตอนแรกปลายดาน N-terminal ของโมเลกุลแบคเทอริโอซินซึ่งมีประจุบวกจะเขาจับ
สวนหวัของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมายซึ่งมีประจุลบโดยแรงทางไฟฟา
สถิตย (electrostatic binding) หลังจากนัน้ปลายดาน C-terminal ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติเปน hydrophobic จะทําปฏิกิริยากับหมูอะซิลของไขมันในเยือ่หุมเซลลทําใหเกิดเปนรูที่
เยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลของไอออนและสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล 
(Ennahar et al. , 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2 
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ภาพที่ 2  แบบจําลองการทําใหเกิดรูในชั้นของเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซิน  
ที่มา: Muriana (1996) 
 

การยับยั้งการเจริญของเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินนอกจากจะมีผลในการยับยั้ง
เซลลเปาหมายแบบฆาทําลาย (bactericidal) แลวยังอาจมีผลทําใหเกดิการหยุดการเจรญิของเซลล 
(bacteriostatic) ไดดวย ดังเชนที่พบใน leuconocin S โดยแบคเทอริโอซินจะมีผลตอเซลลใน
ลักษณะใดนั้นมักขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์และความเขมขนของแบคเทอริโอซิน สภาพแวดลอม
รวมถึงชนิดและปริมาณของเซลลเปาหมาย (พงษเทพ, 2546ก) 
 

3.5  ปจจัยที่มผีลตอประสิทธิภาพการทํางานของแบคเทอริโอซิน 
 

การศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของแบคเทอริโอซิน สวนใหญ
ทําการศึกษากนัมากในไนซนิ ซ่ึงเปนแบคเทอริโอซินทางการคาที่นิยมใชกันอยางกวางขวางใน
อุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึง Daeschel (1993) ไดสรุปปจจัยดังกลาวไวดังนี้ 
 

3.5.1 ชนิดของแบคทีเรียเปาหมาย โดยแบคเทอริโอซินแตละชนิดจะสามารถ 
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่แตกตางกันไป เชน ไนซนิสามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย 
แกรมบวกไดหลายชนิด enterocin 1146 สามารถยับยั้งการเจริญของ Lactobacillus sake และ 
Listeria sp. สวน piscicocin V1 และ divercin V41 สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria innocua, 
L. monocytogenes และ Clostridium tyrobutyricum ได 
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3.5.2  สภาวะที่กอใหเกิดการเสียสภาพทางชีวภาพของแบคเทอริโอซินนั้นจะ 
เหมือนกับโปรตีนทั่วไป ไดแก อุณหภมูิ เอนไซมยอยสลายโปรตีน การเกิดปฏิกิริยาการเติม
ออกซิเจน โลหะหนัก การกวนที่รุนแรงและมากเกนิไป การฉีกขาดของโมเลกุลแบคเทอริโอซิน
เนื่องจากการแชแข็งและการละลาย เชน ไนซินถูกทําลายดวยเอนไซม α-chymotrypsin และ 
nisinase สําหรับ lactocin 27 ถูกทําลายดวยเอนไซม trypsin และ pronase สวน lactacin B  
ถูกทําลายดวยเอนไซม proteinase K เปนตน (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

3.5.3  การรวมตัวกันของแบคเทอริโอซินกับองคประกอบของอาหารหรือ
สวนประกอบอื่น ๆ ของอาหารที่เติมลงไป โดยพบวาเกลือ ไนไตรต กรดอินทรีย สารจับโลหะ และ 
สารอิมัลซิไฟเออร มีสวนชวยใหไนซินสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียเปาหมายไดดีขึ้น 
สวนไขมัน ฟอสโฟลิปด โปรตีน และสารในกลุมฟนอลจะมีผลในการลดกิจกรรมของไนซิน 
 

3.5.4  คาความเปนกรดดางของสารละลายหรือตัวกลางซึง่จะมีผลตอความสามารถใน
การละลายและกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน เชน ไนซินสามารถละลายและคงตวัไดดีในสภาพที่
เปนกรด โดยที่คาความเปนกรดดางเทากบั 2.5 และ 5 ไนซินจะสามารถละลายได 12 และ 4 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตไมสามารถละลายไดในสภาวะที่เปนกลางหรอืดาง นอกจากนี้ในสภาพที่
เปนกรด ไนซินยังสามารถทนตอความรอนไดดี โดยท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 2.5 ไนซิน
สามารถทนตอการใหความรอนที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียส โดยไมสูญเสียกิจกรรมและที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส จะมีการสูญเสียกิจกรรมเพยีงเล็กนอย สวน lactacin 481 มีกิจกรรม
และคงตัวไดดทีี่คาความเปนกรดดาง 4.5 หรือ 7 แตไมคงตัวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 2 
นอกจากนี้ diplococcin จะมกีิจกรรมและคงตัวไดดีที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5 โดยสามารถทน
ตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไดนานถึง 1 ช่ัวโมง 

 
3.6  ประโยชนของแบคเทอริโอซินและแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซิน 

 
3.6.1  สารกันเสีย ไนซินเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตขายเปนการคาและมกีารใชเปนสาร

กันเสียอยางแพรหลาย สวนใหญแบคเทอริโอซินจะไดมาจากแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งแยกจาก
อาหารหมักแลวผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ โดยพบวาแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียกอใหเกิดโรคไดและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค โดยเฉพาะไนซินไดมีการผลิตขาย
ภายใตช่ือทางการคาวา Nisaplin เปนแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดยีวในปจจุบันที่ไดรับการยอมรับ
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ในดานความปลอดภัยจากองคการอาหารและยาของสหรฐัอเมริกา (Food and Drug Administration 
หรือ FDA) และองคการอาหารและเกษตรแหงสหประชาชาติ (Food and Agriculture Organization 
หรือ FAO) (พงษเทพ, 2546ก) 

 
3.6.2  ผลิตภัณฑดูแลสุขภาพ แบคเทอริโอซิน เชน ไนซนิ สามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียแกรมบวกไดหลากหลายชนดิ จงึนําไปใชเปนสวนผสมของผลิตภัณฑรักษาสุขภาพใน
ชองปาก เชน ยาสีฟน หรือ น้ํายาบวนปากเพื่อปองกันโรคที่เกิดในชองปาก สบู ผลิตภัณฑบํารุงผิว 
และผลิตภัณฑปองกันสิว (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

3.6.3  กลาเชื้อ (starter culture) แบคทีเรียกรดแล็กติกสวนใหญมีบทบาทสําคัญในการ
ผลิตอาหารหมักจากเนื้อและผัก ดังนัน้แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นํามาใช
เปนกลาเชื้อในกระบวนการผลิตจะชวยเพิ่มความปลอดภัยสําหรับผลิตภัณฑเหลานี้ไดเนื่องจาก
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดโรคได เชน L. monocytogenes,  
S. aureus และ C. botulinum (O’ Sullivan et al., 2002) 
 

3.6.4  โปรไบโอติก (probiotic) จุลินทรียทีม่ีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกสวนใหญจะ
อยูในกลุมแบคทีเรียกรดแลก็ติก เนื่องจากแบคทีเรียเหลานี้ทนกรดและเกลือน้ําดีทําใหสามารถอยู
รอดในระบบทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตได รวมทั้งสามารถสรางกรด เปอรออกไซดและ 
แบคเทอริโอซินที่ตอตานการเจริญของจุลินทรียกอโรคได จึงมีการนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มี
คุณสมบัติเปนโปรไบโอติกไปใชผสมอาหารสําหรับมนุษยและนําไปใชประโยชนในการเพาะเลี้ยง
สัตว (Ringo and Gatesoupe, 1998) 
 
4.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางแบคเทอริโอซิน 
 

Hoover and Harlander (1993) ไดสรุปเทคนิคที่ใชในการคัดเลือกแบคทเีรียกรดแล็กตกิที่
สามารถสรางแบคเทอริโอซินออกไดเปน 2 กลุม คือ 
 
 
 



 
 
  19

4.1  การคัดเลือกดวยอาหารแข็งหรือกึ่งแขง็ โดยวิธีการนีส้ามารถแบงออกไดเปน 2 แบบ
คือ 

 
4.1.1  วิธีคูเชื้อเจริญไมพรอมกัน (deferred method) วิธีการนี้เปนวิธีที่นยิมใชในการ

ตรวจหาการสรางแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลก็ติกในเบื้องตน โดยการเลีย้ง 
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งภายใตสภาวะที่
เหมาะสมแลวเททับดวยอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งแข็งกึ่งเหลว (soft agar) ที่มีแบคทีเรียทดสอบผสม
อยู ซ่ึงอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึง่แข็งกึ่งเหลวจะชวยลดการแพรกระจายของโคโลนีแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิไดดีกวาการใชอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง หรืออาจทําการฆาเชือ้แบคทีเรียกรดแล็กติกทีเ่จรญิ
อยูดวยสารเคมี เชน คลอโรฟอรมหรือความรอนเพื่อปองกันการแพรกระจายดังกลาว แตในบางครั้ง
พบวาการใชสารเคมีและความรอนในการทําลายแบคทีเรียที่สรางแบคเทอริโอซินอาจทําให 
แบคเทอริโอซินเกิดการเสียสภาพได นอกจากนี้อาจเลือกใชวิธีการทําใหอาหารเลี้ยงเชือ้ดานที่มี
แบคทีเรียกรดแล็กติกเจริญอยู คว่ําลงบนฝาดานบนของจานเพาะเชื้อดวยวิธีการที่ปลอดเชื้อ แลวเท
ทับดานบน (บริเวณกนจานเพาะเชื้อเดิม) ดวยแบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงวิธีการแบบนี้โคโลนีของ
แบคทีเรียทดสอบและแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซินจะไมสัมผัสกันโดยตรง 
เนื่องจากมีช้ันของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งกั้นอยูเพื่อลดการยบัยั้งที่เกดิจากอิทธิพลของกรดอินทรีย  
สวนการอานผลสังเกตจากบริเวณใสที่เกิดขึ้นจากการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบเหมือน
วิธีการตรวจสอบทั่วไป 

 
4.1.2  วิธีคูเชื้อเจริญพรอมกนั (simultaneous method หรือ direct assay) ซ่ึงเปน 

วิธีการที่ทําไดงายและใชเวลานอยกวาวิธี deferred method วิธีการนี้สามารถทําไดดวยเทคนิคที่
เรียกวา spot on lawn โดยการเกลี่ยแบคทีเรียทดสอบบนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง แลวนํา
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่ตองการทดสอบการสรางแบคเทอริโอซินมาปลูกเชื้อโดยจดุลงบนผิวหนา
ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกลี่ยแบคทีเรียทดสอบดังกลาว วิธีการนี้จะใชไดผลดีกับแบคทเีรียที่สราง 
แบคเทอริโอซินไดอยางรวดเร็วในระยะตนของการเจริญหรือกอนที่ตวัยับยั้งการแพรกระจายของ
แบคเทอริโอซิน เชน แบคเทอริโอฟาจ จะทํางาน ในขณะที่วิธีการแบบ deferred method จะใชได
ผลดีกับแบคทเีรียที่สรางแบคเทอริโอซินในระยะหลัง ๆ ของการเจริญ ในกรณีที่แบคทีเรียที่
ตองการตรวจสอบการสรางแบคเทอริโอซินเปนกลุมที่ไมตองการออกซิเจนในการเจริญหรือ
ตองการเพียงเล็กนอย อาจใชวิธีการ stab เชื้อดังกลาวลงในแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมอยูในจานเพาะ
เชื้อดวยวิธี pour plate หรือ surface-streaked agar 
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แตวิธีการทดสอบโดยการใชอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งและอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวนี้พบวา
นอกจากแบคเทอริโอซินแลวแบคทีเรียกรดแล็กติกยังอาจสามารถผลิตสารชนิดอื่น ๆ ออกมายับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยเชน กรดแล็กติก ซ่ึงจะทําใหผลการทดสอบเกิดความผิดพลาด
ได 
 

4.2  การคัดเลือกดวยอาหารเหลว 
 

วิธีนี้ไมเปนทีน่ิยมใชในการตรวจหาแบคทีเรียที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินใน
ขั้นตน เนื่องจากวิธีการเพาะเชื้อบนอาหารแข็งจะทําไดสะดวกและรวดเร็วกวา แตวิธีนี้มักใชในการ
ตรวจวดักจิกรรม (activity) ของแบคเทอริโอซินเนื่องจากสามารถกําจัดปจจยัอ่ืน ๆ ที่สามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบได โดยเริ่มจากขั้นตอนการแยกเซลลแบคทีเรียที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินออกมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวดวยวิธีการกรองหรือเหวี่ยงแยก นําของเหลวที่ได
ไปแยกเอากรดหรือสารในกลุม dialyable compound ออกดวยวิธีการ dialysis หรือการปรับคาความ
เปนกรดดางใหเปนกลางเพือ่ลดผลของกรด การเติมเอนไซมคาตาเลสเพื่อลดผลจาก
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด รวมทั้งกําจัดสารยับยั้งจุลินทรยีชนิดอื่น ๆ ที่มผีลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ นําของเหลวที่ไดไปทดสอบผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยการ
เติมลงในหลุมที่เจาะไวบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งที่มีแบคทีเรียทดสอบผสมอยู (agar well diffusion) 
แลวตรวจผลโดยดจูากบริเวณใสที่เกดิขึ้น หรืออาจใชวิธีการเติมลงไปในสารแขวนลอยของ
แบคทีเรียที่ตองการทดสอบ แลวตรวจผลโดยการวัดคาความขุนดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร 
หรือวิธีการนบัจํานวนแบคทีเรียทดสอบที่เหลืออยูดวยวิธีการเพาะเชือ้ในอาหารเลีย้งเชื้อ ซ่ึงวิธีการ
นี้สามารถนําไปประยุกตใชในการศึกษาถึงปจจัยตาง ๆ ทีม่ีผลตอการทํางานของแบคเทอริโอซินที่
ตองการศึกษาไดอีกดวย โดยสิ่งที่ตองคํานงึถึงในการนําเทคนิคแบบนีม้าใชคือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่
นํามาใชในการเพาะเชื้อตองมีความเหมาะสมกับการเจรญิของแบคทีเรียทดสอบ และใน 
สารแขวนลอยผสมที่ทําการทดสอบจะตองมีอาหารเพียงพอตอการเจรญิของแบคทีเรียทดสอบ 
 
5.  แบคทีเรียกรดแล็กติกในระบบทางเดินอาหารของปลา 
 
 ปลาเปนสัตวเลือดเย็นที่อาศยัอยูในน้ํา ซ่ึงปลาสวยงามจดัเปนทรัพยากรประมงที่นิยมเล้ียง
เพื่อการนันทนาการและการคา โดยชนิดและจํานวนของแบคทีเรียที่อยูในระบบทางเดินอาหารจะมี 
ผลตอสุขภาพของปลา (คีรี, 2545) เนื่องจากจะชวยการดดูซับสารอาหาร การปรับสมดุลของ 
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จุลินทรีย (microbial balance) และแบคทีเรียบางชนิดจะยดึเกาะที่เซลลเยื่อบุในระบบทางเดินอาหาร 
(mucosal barrier fortification) ซ่ึงเปนกลไกในการขัดขวางการเกาะยึดของแบคทีเรียกอโรค เชน  
E. coli และ Salmonella sp. (Hagi et al., 2004) โดยมีรายงานวาพบกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกเปน 
จุลินทรียประจําถ่ิน (microflora) ในลําไสของปลาที่มีสุขภาพแข็งแรง (Ringo and Gatesoupe, 1998)  
 

5.1  แบคทีเรียกรดแล็กตกิทีพ่บในระยะการเจริญตาง ๆ ของปลา 
  

5.1.1  ระยะวัยออน (larval stages) ในระยะดังกลาวนี้ระบบยอยอาหารของสัตวน้ํายัง
พัฒนาไมสมบรูณและชนดิของจุลินทรียประจําถ่ินขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมที่สัตวน้ําระยะตัวออน
อาศัยอยู ดังนัน้ในระยะนี้ควรมีการจัดการคุณภาพของน้ําในการเพาะเลี้ยงตัวออนสตัวน้ําใหดี 
นอกจากนี้ในระยะวยัออนของสัตวน้ําเหมาะแกการใหโปรไบโอติกซึ่งจะทําใหตวัออนของสัตวน้าํ
แข็งแรงขึ้น สวนแบคทเีรียกรดแล็กติกจะพบนอยมากในระยะวยัออนของสัตวน้ํา (Ringo and 
Gatesoupe, 1998) โดย Strom and Ringo (1993) รายงานวาพบ Lb. plantarum ในตวัอยางตัวออน
ของปลา cod และในน้ําที่ใชเล้ียงตัวออนของปลา cod 
 

5.1.2  ระยะวัยรุน (juveniles and ongrowing fish) เปนระยะที่อวัยวะของปลามีการ
แบงแยกออกจากกันอยางชัดเจน ระบบทางเดินอาหารจะประกอบดวย หลอดอาหาร  
กระเพาะอาหาร ไสติ่ง ลําไสใหญและลําไสเล็ก โดย Ringo (1993) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียชนดิ
ตาง ๆ จากเฉพาะสวนกระเพาะอาหารของปลา Arctic charr (Salvelinus alpinus) มีคาความเปน 
กรดดางระหวาง 3.5-4.5 พบวามีจํานวนแบคทีเรียกรดแลก็ติกอยูเพียงประมาณ 10 เปอรเซ็นต 
เนื่องจากแบคทีเรียกรดแล็กติกที่อยูในระบบยอยอาหารนี้ถูกทําลายดวยกรดในกระเพาะอาหาร 
 

Ringo and Gastesoupe (1998) ไดรวบรวมผลการศึกษาถึงชนิดของแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิในบริเวณอวยัวะสวนตาง ๆ ของปลาแตละชนิด ซ่ึงพบวาในบริเวณระบบ 
ทางเดินอาหารของปลามักจะพบแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus, Carnobacterium, Streptococcus 
และ Leuconostoc อาศัยอยู (ดังแสดงในตารางที่ 2) นอกจากนีย้ังพบวาในกลุมแบคทีเรีย 
กรดแล็กตกิเหลานี้มีหลายชนิดที่ทําใหเกดิโรคในสัตวน้ํา ไดแก Streptococcus, Lactobacillus, 
Enterococcus, Vagococcus และ Carnobacterium โดยแบคทีเรียเหลานี้จะทําใหเกิดโรคที่อวัยวะ
ภายในของสัตวน้ํา เชน ไต ตบั มาม ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลก็ติกแตละสกลุจะทําใหเกิดโรคในสัตวน้ํา
แตละชนดิที่ตางกันออกไป 
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Gonzalez et al. (2000) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากปลาน้ําจืด brown trout 
ซ่ึงจับจากธรรมชาติ ไดจํานวน 249 ไอโซเลต โดยเปนแบคทีเรียรูปรางทอนจํานวน 237  
ไอโซเลต และรูปรางกลมจํานวน 12 ไอโซเลต ในจํานวนนี้ประมาณ 90 เปอรเซ็นต (226 ไอโซเลต) 
อยูในสกุล Carnobacterium สวนอีก 22 ไอโซเลตอยูในสกุล Lactobacillus, Enterococcus, 
Lactococcus และ Vagococcus และมี 1 ไอโซเลตที่ไมสามารถจัดจําแนกในระดับสกุลได 

 
Heo and Yang (2002) ทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกจาก 

กลุมแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีค่ัดแยกมาจากลําไสปลา ปลาหมักและกิมจิ (kimchi) ซ่ึงจากจํานวนของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดแยกได 20 ไอโซเลต พบวา Lactobacillus sakei BK19 มีความสามารถ
ทนกรดไดดีและสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทีก่อโรคในปลา ไดแก Vibrio alginolyticus, 
V. salmonicida, V. parahaemolyticus, V. harvei, V. minicus และ V. vulnificus 

 
Hagi et al. (2004) ทําการจําแนกสายพนัธุของแบคทีเรียกรดแล็กติกจากระบบทางเดิน

อาหารของปลา 4 ชนิด คือ silver carp (Hypophthalmichthys molitrix), common carp (Cyprinus 
carpio), channel catfish (Ictalurus punctatus) และ deepbodied crucian carp (Carassius cuvieri)  
ที่เพาะเลี้ยงในทะเลสาบ พบแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีอยูในปริมาณมาก 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.  การศึกษาแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียในสัตวน้ํา 
 

จินตลา (2544) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากผลิตภณัฑ
ประมงที่ผานการแปรรูปดวยกระบวนการหมัก โดยสามารถคัดแยก E. faecalis ที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินได โดยแบคเทอริโอซินดังกลาวนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3,800 ดาลตัน อีกทั้งมี
คุณสมบัติทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยไมมกีารเปลี่ยนแปลงคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน แตเมื่อ
ใหความรอน 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะสูญเสียไป
ทั้งหมด นอกจากนี้ยังพบวากจิกรรมของแบคเทอริโอซินจะลดลงประมาณ 50 เปอรเซ็นต เมื่อถูก
ทําลายดวยเอนไซมทริปซินและเปปซิน รวมถึงแบคเทอริโอซินดังกลาวยังสามารถยบัยั้ง 
การเจริญของ Listeria ivanovii ในเนื้อปแูชเย็นไดอีกดวย 
 

วลัยพร (2544) ทําการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางลําไสสัตวน้ําจืด ลําไสไก มูลสุกร มูลวัว 
ผลิตภัณฑนม ผลิตภัณฑหมกัดองจากเนื้อสัตวและผักตาง ๆ โดยนําเฉพาะไอโซเลตที่ติดสีแกรม
บวกไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในกุงกามกราม 2 ชนิด คือ Aeromonas 
sorbria และ Vibrio alginolyticus จากนั้นนาํไปศึกษาคณุสมบัติการเปนโปรไบโอติกโดย 
การทดสอบการยอยเม็ดเลือดแดง การทนตอเกลือ (0-10 เปอรเซ็นต) การทนตอเกลือน้ําดี (1-7 
เปอรเซ็นต) การเจริญในสภาวะความเปนกรดดางตั้งแต 2-10 รวมถึงการเจริญภายใตสภาวะมแีละ
ไมมีออกซิเจน ซ่ึงพบวามีแบคทีเรียกรดแลก็ติก 4 สายพันธุ คือ Lb. plantarum, Lb. casei,  
E. faecium และ Lc. lactis ที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 4  
สายพันธุ มาผสมกับอาหารกุงสําเร็จรูป พบวาไมมีผลตอการเจริญเติบโตของกุงแตมผีลตออัตราการ
รอดชีวิตของลูกกุงสูงกวาการใหอาหารกุงสําเร็จรูปเพียงอยางเดยีว นอกจากนี้ยังพบวา Lc. lactis ซ่ึง
ในการทดลองนี้คัดแยกไดจากตัวอยางปลานิล ทําใหอัตราการรอดชีวิตของลูกกุงดีทีสุ่ด  
 

Stoffels et al. (1992a) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินซึ่งเจริญไดดทีี่อุณหภูมิต่ําจากเนื้อปลาสดและสิ่งขับถายของปลา พบวาสามารถ 
คัดแยก Carnobacterium piscicola ซ่ึงสราง carnocin UI49 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในสกุล 
Carnobacterium, Lactobacillus, Pediococcus และ Lactococcus  ได นอกจากนี ้carnocin UI49  
ยังแสดงรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบแบบฆาทําลายเซลล 
(bactericidal mode of action) ไดสูงสุดทีอุ่ณหภูมิ 34 องศาเซลเซียส 
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 Ben Embarek  et al. (1994) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากเนือ้ปลาคอดแลซ่ึง
นํามาหมักและเก็บรักษาภายใตสภาวะสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 และ 
8 สัปดาห พบวาสามารถคัดแยก E. faecium ไดจํานวน 19 สายพันธุ โดยในจํานวนนี้ 14 สายพันธุ
สามารถสรางสารในกลุมโปรตีนซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และแบคทีเรียที่
ทําใหเกิดโรคชนิดอื่น ๆ รวมทั้งแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเกิดการเสื่อมเสียได นอกจากนี้ยังพบอีกวา 
E. faecium ที่คัดเลือกไดไมทาํใหเกิดกลิ่นทีผิ่ดปกติในผลติภัณฑหมักทีผ่ลิตขึ้นในหองปฏิบัติการ 
จึงสามารถนําแบคทีเรียดังกลาวมาใชในการถนอมอาหารดวยวิธีการทางชีวภาพได 
 
 Pilet et al. (1995) ทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีส่รางแบคเทอริโอซินจากเนือ้ปลา
สด ปลารมควัน ปลาดอง และลําไสของปลา ซ่ึงพบวาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคณุสมบัติตามที่
ตองการได 2 สายพันธุ คือ Carnobacterium piscicola และ C. divergens ซ่ึงแบคเทอริโอซินที่ผลิต
จากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ มีคุณสมบัติที่ทนตอความรอน ถูกทําลายดวยเอนไซมยอยโปรตีน  
มีอัตราการสรางแบคเทอริโอซินสูงสุดเมื่อเซลลเจริญอยูในชวงตนของการเจริญในระยะ stationary 
phase เมื่อเจรญิอยูในอาหาร MRS broth ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และยังพบวามกีารสราง 
แบคเทอริโอซินสูงกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นอกจากนีแ้บคเทอริโอซินดังกลาวยังสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของ L. monocytogenes ไดอีกดวย 
 

Cai et al. (1998) สามารถคัดแยก Weissella hellenica DS-12 จากตัวอยางลําไสของ 
ปลาล้ินหมา (Paralichthys olivaceus) ซ่ึงเพาะเลี้ยงในฟารมของประเทศเกาหลีใต และพบวา
แบคทีเรียสายพันธุดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในปลาได รวมทั้งเจริญได
ภายใตสภาวะที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน 10 เปอรเซ็นต น้ําดี (bile) ความเขมขน 10 
เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปรับคาความเปนกรดดาง เทากับ 3 
หลังจากการบมเชื้อไปแลวเปนเวลา 90 นาที ซ่ึงจากคุณสมบัติดังกลาวจึงมีแนวโนมที่จะสามารถนํา 
W. hellenica DS-12 ไปใชเปนโปรไบโอติกในการเลี้ยงปลาล้ินหมาได 
 
 
 
 
 
 



 
 
  26

7.  การใชแบคทีเรียกรดแล็กติกเปนโปรไบโอติก (probiotic) ในสัตวน้ํา 
 

โปรไบโอติก (probiotic) มาจากภาษากรีก แปลวา “เพื่อชีวิต” และถูกนาํมาใชเปนครั้งแรก
ในรายงานวิจยัของ Lilly and Stillwell (1965) ที่ไดกลาวถึงสารที่จุลินทรียชนิดหนึ่งผลิตออกมา 
และชวยกระตุนการเจริญของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง โดยเปนการทํางานที่ตรงขามกบัการทํางานของ
สารปฏิชีวนะ ซ่ึงจะทําลายจลิุนทรียเกือบทุกชนิด นอกจากนี ้Parker (1974) ไดใหคาํจํากัดความไว
วา โปรไบโอติก คือส่ิงมีชีวติและสารเคมีที่มีผลตอสมดุลของจุลินทรียในลําไส ตอมาไดมีคําจํากดั
ความที่มีความเหมาะสมเสนอโดย Fuller (1989) ซ่ึงไดใหคําจํากดัความไววา โปรไบโอติก คือ 
อาหาร (เสริม) ซ่ึงประกอบดวยจุลินทรียที่ยงัมีชีวิตอยู และยังกอใหเกิดประโยชนตอรางกายของ
ส่ิงมีชีวิตที่มันอาศัยอยู (host) โดยชวยปรับระดับความสมดุลของจุลินทรียภายในระบบ 
ทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตนั้น 
  

แบคทีเรียกรดแล็กติกเปนแบคทีเรียประจาํถ่ินในลําไสของสัตวน้ําโดยเฉพาะปลา ซ่ึงชนิด
และปริมาณของแบคทีเรียดงักลาวจะสงผลโดยตรงตอสุขภาพของสัตวน้ํา จึงมีความพยายามเพิ่ม
จํานวนของแบคทีเรียกรดแล็กติกภายในระบบทางเดนิอาหารของสัตวน้ํา (Ringo and Gatesoupe, 
1998) ซ่ึงอาจทําได 3 วิธี คือ (1) การเติมแบคทีเรียกรดแล็กติกลงไปในน้ําที่ใชเล้ียงปลา (2) นํา
แบคทีเรียกรดแล็กติกผสมกบัอาหารสัตวน้ํา และ (3) การใหอาหารสัตวน้ําซึ่งมีสารอาหารที่ชวย
สงเสริมการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกและเพิ่มประสิทธิภาพการยดึเกาะเยื่อบุผิวของแบคทีเรีย
กรดแล็กตกิ (Ringo et al., 1998) นอกจากนี้ยังมีการคัดแยกแบคทเีรียกรดแล็กติกสายพันธุใหม ๆ 
เพื่อนําไปใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําเพื่อลดการใชสารปฏิชีวนะซึ่งมีผลเสียดาน
การตกคางของสารปฏิชีวนะในเนื้อสัตวน้ําและสิ่งแวดลอม (Gatesoupe, 1999a) 
  

การประยกุตใชโปรไบโอติกในสัตวน้ํานัน้จะมหีลักการที่แตกตางจากการใชโปรไบโอติก
ในสัตวบกและมนุษย คือ การพัฒนาตัวออนของมนุษยและสัตวบกจะอยูในรก (amnion) ในขณะที่
ตัวออนของสัตวน้ําจะพัฒนาตัวออนอยูภายในสภาวะแวดลอมภายนอก ซ่ึงในระยะดังกลาวนี ้
ระบบยอยอาหารและระบบภมูิคุมกันยังไมสมบูรณ ดังนัน้การใหโปรไบโอติกในระยะดังกลาวจึง
เหมาะสมที่สุด (Gatesoupe, 1999a) ซ่ึงชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ใชเปนโปรไบโอติกใน 
สัตวน้ําชนิดตาง ๆ แสดงไวในตารางที ่3 นอกจากนี้ Moriaty (Moriaty, 1998) ไดเพิ่มคําจํากัดความ
ของโปรไบโอติกในสัตวน้ําวา “water additive” ซ่ึงความหมายดังกลาวจะรวมถึงการปรับปรุง
คุณภาพน้ําที่ใชในการเพาะเลี้ยงดวย ในขณะที่ Gatesoupe (Gatesoupe, 1999b) รายงานวา แบคทเีรีย
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กลุม nitrifying จะชวยลดปริมาณแอมโมเนียและไนไตรทในน้ํา รวมถึงการเพิ่มอัตราการรอดชีวิต
ของกุง 
 
ตารางที่ 3  แบคทีเรียกรดแลก็ติกที่ใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
 

แบคทีเรียกรดแล็กติกทีใ่ชเปน 
โปรไบโอติก 

สัตวน้ํา วิธีประยกุตใช 

 
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  คุณสมบัติของจุลินทรียที่จะใชเปนโปรไบโอติก โดยจุลินทรียสายพันธุที่จะใชเปน
โปรไบโอติกควรมีคุณสมบตัิที่สําคัญดังนี้ (Havenaar and Hui int’Veld, 1992) 

 
1)  เปนจุลินทรียที่ผานการคดัเลือกวาเปนที่ยอมรับและมีความปลอดภัย  

(GRAS = Generally Recognized As Safe) โดยไมทําใหเกิดโรคและไมเปนพิษ 
 

2)  ตองมีความทนทานตอสภาวะความเปนกรดของน้ํายอยที่กระเพาะอาหารและทน
น้ําดีที่ลําไสเล็กภายในระบบทางเดินอาหารของเจาบานได โดยในระบบการยอยอาหารของปลา
ประกอบดวยอวัยวะหลัก 3 สวนคือ กระเพาะอาหาร (stomach) ลําไส (intestine) และไสติ่ง (pyloric 
caeca) คาความเปนกรดดางในกระเพาะอาหารของปลามีสภาวะเปนกรด (คาความเปนกรดดางอยู
ในชวง 2-4) ซ่ึงเปนสภาวะเหมาะแกการทาํงานของเอนไซมเปปซิน (pepsin) สําหรับในสวนของ
ลําไสมีสภาวะเปนกลางถึงดาง (คาความเปนกรดดางอยูในชวง 7-11) และพบเอนไซมอยูในอวัยวะ
ดังกลาว เชน เอนไซมทริปซิน (trypsin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) อะไมเลส (amylase) เปนตน 
ชนิดของเอนไซมที่พบในระบบยอยอาหารของปลาจะขึ้นอยูกับพฤติกรรมการกินอาหารของปลา 
(ดังแสดงในตารางที่ 4) สําหรับไสติ่งของปลาจะทําหนาที่ผลิตเอนไซมและชวยดดูซึมสารอาหาร 
นอกจากนี้ยังมนี้ําดี (bile) ซ่ึงผลิตจากตับ (liver) ถูกเก็บไวในถุงน้ําดี (gall bladder) ของระบบยอย
อาหาร โดยน้ําดีมีหนาที่สงเสริมใหเอนไซมไลเปส (lipase) เขาไปยอยไขมันในบริเวณลําไส 
(Jobling, 1995) 
 

3)  ตองเปนเซลลที่มีชีวิตและมีจํานวนมากพอที่จะเดินทางไปจนถึงระบบ 
ทางเดินอาหารสวนทายได รวมถึงสามารถมีชีวิตและกจิกรรมของเซลลในระบบทางเดินอาหารได 
 

4)  สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการยึดเกาะบริเวณเยื่อบุผนังของระบบ
ทางเดินอาหารได 
 

5)  มีความสามารถในการผลิตสารตาง ๆ ที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืน ที่
บุกรุกหรือกอใหเกิดโรค และสารที่สรางขึ้นสามารถเพิ่มความตานทานตอภาวะการตดิเชื้อภายใน
ลําไสได 
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ตารางที่ 4  สภาวะที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมในระบบทางเดินอาหารของปลา 
 

แหลงที่ผลิตเอนไซม เอนไซม คาความเปนกรดดาง อวัยวะที่เอนไซม 
มีกิจกรรม 

กระเพาะอาหาร Pepsins 2-4 กระเพาะอาหาร 
 

Trypsin 7-11 ลําไส 
Chymotrypsin   

Carboxypeptidase   

Lipase 
Esterases 

  

ตับออน 
 

Amylase   
 

Di-/tripeptidase 7-11 ลําไส 
Aminopeptidase   

ลําไส 

Disaccharidases   
 

ตับออนและ 
จุลินทรียประจําถ่ิน 

ในลําไส 

Chitinase 7-11 ลําไส 
 
 
 
 

จุลินทรียประจําถ่ินใน
ลําไส 

Cellulase 7-11 ลําไส 

 
ที่มา: Jobling (1995) 
 

6)  กระตุนใหเกิดภูมิคุมกันในสัตว ทําใหสัตวสรางแอนตบิอดี (antibody) มากขึ้น 
สงผลดีใหสัตวน้ํามีความทนทานตอแบคทีเรียกอโรค 
 

7)  จุลินทรียทีใ่ชเปนโปรไบโอติกซึ่งอยูในรูปผลิตภัณฑตองมีชีวิตอยูไดนาน  
เก็บรักษาไดงายและมีชีวิตไดนานจนกวาจะนํามาใชงาน 
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8)  มีชีวิตอยูไดนานในอาหารสัตว เนื่องจากในกระบวนการผลิตอาหารสัตวมีปจจัยที่
สงผลตอการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย เชน กระบวนการใหความรอน แรงอัด สภาวะความเปน
กรด การเติมสารบางชนิดลงในอาหารสัตวเพื่อชวยในการถนอมคุณภาพของอาหารสัตว รวมไปถึง
การเติมสารปฏิชีวนะ 

 
9)  ไมเปนสาเหตุใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ไมทําใหเกิดอาการแพ 

 
10)  เปนสายพนัธุที่สามารถใชผลิตในระดบัอุตสาหกรรมได โดยตองเพาะเลี้ยงงาย 

เพิ่มจํานวนไดอยางรวดเรว็ และราคาไมแพง 
 

7.2  กลไกการทํางานของโปรไบโอติกในสัตวน้ํา  
  

สําหรับกลไกของโปรไบโอติกในสัตวน้ํา ที่ชวยใหสัตวน้ําทนตอโรคและสงเสริม 
ใหมีสุขภาพแข็งแรงขึ้นนั้น สามารถแบงออกไดดังนี้ (Balcazar et al., 2006) 
 

1)  การสรางสารยับยั้งจุลินทรีย (production of inhibitory compounds) ซ่ึงพบวา
แบคทีเรียในกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถสราง แบคเทอริโอซิน กรดอินทรียและ
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด เปนตน ซ่ึงสารดังกลาวมีฤทธิ์ยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ได 

 
2)  การยึดเกาะที่เยื่อบุผิวเซลล (compettition for adhesion sites) การยดึเกาะของ 

โปรไบโอติกที่ครอบครองพื้นที่ของเซลลเยื่อบุในระบบทางเดินอาหารเปนกลไกหนึ่งในการ
ปองกันหรือขดัขวางการยึดเกาะติดของแบคทีเรียกอโรค เชน E. coli และ Salmonella sp. โดยกลไก 
การยึดเกาะจะเริ่มตั้งแต แบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกเจรญิบนผนังลําไส แลวแบคทีเรียดังกลาว
สามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดจํานวนมาก ซ่ึงจะขัดขวางไมใหแบคทเีรียกอโรคมาเกาะบนผนังลําไส  
ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ภาพที่ 3  แบบจําลองแสดงการยึดเกาะของแบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกและแบคทีเรียกอใหเกดิโรค 
ที่มา: Nestle (2002)  
 

Nikoskelainen et al. (2001) ไดนําแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ Lactobacillus 
 rhamnosus LC 705, Lb. bulgaricus, Lb. rhamnosus ATCC 53103, Lb. johnsonii La1, Lb. casei, 
Enterococcus faecium และ Bifidobacterium lactis Bb12 ซ่ึงใชเปนโปรไบโอติกในมนุษย มาศกึษา
การแขงขันการยึดเกาะกับแบคทีเรียที่กอโรคในปลาคือ Aeromonas salmonicida ที่เมือกบริเวณ
ผิวหนังและลําไสของปลา โดยการตรวจแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ดวยวิธีการติดฉลากกัมมันตรังสีบน
เซลลของแบคทีเรีย (radioactively labeled bacteria) และวัดกจิกรรมของกัมมันตรังสี (radioactivity) 
ดวยวิธี liquid scintillation พบวา Lb. rhamnosus ATCC 53103 และ Lb. bulgaricus สามารถยึด
เกาะกับเมือกบริเวณ หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ลําไส เหงือก ผิวหนัง และสามารถแขงขัน 
การยึดเกาะกับ A. salmonicida ที่บริเวณเมือกของผิวหนังและลําไส ไดดีที่สุด 

 
3)  การเพิ่มภูมติานทาน (enhancement of the immune response) เปนการกระตุนระบบ

ภูมิคุมกันของสัตวน้ําใหมีความทนทานตอการกอโรคของ ไวรัส แบคทีเรีย รา และปรสิต 
โดยเฉพาะในระยะวยัออนของสัตวน้ํา ซ่ึงมีระบบภูมิคุมกันที่ยังมีประสิทธิภาพต่ํา 

 
Nikoskelainen et al. (2003) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของระบบภูมคิุมกันในปลา 

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) โดยใหอาหารปลาที่ผสมแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ใชเปน 
โปรไบโอติก (Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103) เปรียบเทียบกบัปลาที่ไดรับอาหารปลาที่ไม



 
 
  32

ผสมแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีใ่ชเปนโปรไบโอติก ซ่ึงพบวาหลังจากใหอาหารปลาเปนเวลา  
1 สัปดาห จะพบ Lb. rhamnosus ATCC 53103 ในตัวอยางลําไสของปลา rainbow trout จํานวน  
9.0 x 109  โคโลนีตอกรัม ในขณะที่ชุดควบคุมพบจํานวนเซลลนอยกวา 10 โคโลนีตอกรัม 
สวนตัวอยางเมือกบริเวณผิวหนังของปลาดังกลาวมีจํานวนเซลล 1.0 x 103 -5.0 x 107 โคโลนีตอกรัม 
ในขณะที่ชุดควบคุมจะไมพบแบคทีเรียสายพันธุดังกลาว และน้ําทีใ่ชเล้ียงมีจํานวนเซลล 3.9 x 103 
โคโลนีตอมิลลิลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมจะไมพบแบคทเีรียสายพันธุดงักลาว นอกจากนี้ยังพบวา
คาที่ใชช้ีวัดประสิทธิภาพระบบภูมิคุมกันของปลา คือ respiratory burst (RB), Immunoglobulin (Ig) 
และ serum bactericidal activity (Sb) มีคาเพิ่มสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกบัปลาที่ไมไดรับ 
โปรไบโอติก แสดงใหเห็นวาโปรไบโอติกสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของระบบภูมิคุมกันของปลา 
rainbow trout ได 
 

4)  การปรับปรุงคุณภาพน้ํา (improvement of water quality) ซ่ึงมักพบวาแบคทีเรีย 
แกรมบวกโดยเฉพาะแบคทเีรียในสกุล Bacillus sp. สามารถเปลี่ยนสารอินทรียในน้าํไปเปน 
กาซคารบอนไดออกไซดไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ โดย Dalmin et al. (2001) ไดศึกษาการใช
แบคทีเรียสกุล Bacillus sp. ในการเลี้ยงกุงกลุาดํา (Penaeus monodon) พบวา สามารถปรับปรุง
คุณภาพน้ําที่ใชเล้ียงใหดีขึ้น เพิ่มอัตราการรอดและการเจริญเติบโตของกุงไดดี นอกจากนี้ยังพบวา
สามารถลดจํานวนแบคทีเรียที่กอโรค เชน Vibrio sp. ไดอีกดวย 
 
 จากที่กลาวมาแลวในขางตนจะเห็นไดวาแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สรางสารยับยั้งจุลินทรียได
มีสวนสําคัญในการใชเปนสารถนอมอาหารดวยวิธีทางชวีภาพ นอกจากนี้ยังใชเปนวธีิชีวภาพบําบดั 
หรือการควบคมุและปองกันการเกิดโรคในสิ่งมีชีวิต เชน การใชแบคทีเรียที่มีประโยชนบางชนิดไป
ยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียที่กอโรคในสัตวน้ํา การใชผลิตภัณฑทีส่กัดไดจากแบคทีเรียใสลงใน
น้ําหรืออาหารเพื่อปองกันโรคและเพื่อกระตุนใหสัตวน้ําเจริญเติบโตไดดีขึ้น ดังนัน้การคัดแยกและ
ศึกษาแบคทเีรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียจากตัวอยางปลาสวยงาม จึงเปนอีก
แหลงตัวอยางหนึ่งที่นาสนใจ นอกจากนีก้ารศึกษาคุณสมบัติดานตาง ๆ ของสารยับยั้งจุลินทรียที่
สรางขึ้น รวมถึงศึกษาคุณสมบัติและแนวโนมในการประยุกตใชเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียที่
คัดเลือกไดสําหรับการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา จึงเปนพื้นฐานสําคัญในการนําแบคทีเรียกรดแล็กติก 
ดังกลาวไปใชประโยชนตอไปในอนาคต 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 
 

1.  ตัวอยางอวัยวะภายในของปลาสวยงาม 
 

ตัวอยางปลาสวยงามจํานวน 10 ตัวอยาง ไดแก ปลาทองออลันดา (Carassius auratus  
สายพันธุ oranda) จํานวน 4 ตัวอยาง ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion head) 
จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาทอง
รักเลห (Carassius auratus สายพันธุ moor) จํานวน 1 ตัวอยาง ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) 
จํานวน 1 ตัวอยาง และปลาคารพ (Cyprinus carpio) จํานวน 2 ตัวอยาง ซ่ึงเก็บจากตลาด 
ปลาสวยงามหลาย ๆ แหงทั้งในกรุงเทพมหานคร โดยนําตัวอยางปลาสวยงามที่มีชีวิตมาทําใหสลบ
ดวยการแชในน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนั้นผาเอาอวยัวะระบบทางเดินอาหารออกจากชองทอง
ของปลาสวยงาม มาทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกตอไป 
 
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 

 
แบคทีเรียทดสอบที่ใชสําหรับตรวจสอบและการวัดกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย ไดแก  

แบคทีเรียกรดแล็กติก แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย ดังแสดงในตารางที่ 5 
 

ตารางที่ 5  แบคทีเรียทดสอบและการเลี้ยงเชื้อที่ใชตรวจสอบการผลิตและการออกฤทธิ์ของ 
     สารยับยั้งจลิุนทรีย 

 

                                    สายพันธุ อาหารเลี้ยงเชือ้ อุณหภูมิบมเชือ้ 
(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) แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสยี   
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 เอนไซมโปรติเนส เค (proteinase K) ; Sigma 
4.2 เอนไซมเปปซิน (pepsin) ; Sigma 
4.3 เอนไซมทริปซิน (trypsin) ; Sigma 
4.4 เอนไซมไลเปส (lipase) ; Sigma 
4.5 เอนไซมอัลฟา–อะไมเลส (α–amylase) ; Sigma 
4.6 เอนไซมไลโซไซม (lysozyme) ; Sigma 
4.7 เอนไซมอัลฟา-ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) ; Sigma 

 
5.  สารเคมี   
 

5.1  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
5.2  ไฮโดรคลอริก แอซิด (HCl) 
5.3  แคลเซียมคารบอเนต (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 สารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต 
5.11 เฟอรริกแอมโมเนียมซัลเฟต [Fe(NH4)2(SO4)2] 
5.12 Tween 80  
5.13 กลีเซอรอล (glycerol) 
5.14 สียอมสําหรับการยอมสีแบบแกรม 
5.15 ชุดจําแนกชนิดแบคทีเรียแบบสําเร็จรูป API 20 Sterp (bioMerieux) 
5.16 oxytetracycline (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid)  
5.17 nalidixic acid (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.18 oxolinic acid (2 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
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5.19 sulphamethoxazole (25 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.20 tetracycline (30 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 
5.21 trimethoprim (5 ไมโครกรัมตอแผน ; Oxoid) 

 
6.  เคร่ืองมือ 
 

6.1  เครื่องแกวที่จําเปนในการทดลอง เชน หลอดทดลอง จานเพาะเชื้อ 
6.2  เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (Sartorius รุน 1219 MP, Germany) 
6.3  เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (AND รุน GR-200, Japan) 
6.4  เครื่องวัดความเปนกรดดาง (Cyberscan รุน 1000, Switzerland) 
6.5  เครื่องตีผสมตัวอยาง (Seward รุน BA 7021, England) 
6.6  ตูบมเชื้อ (Memmert รุน Model 600, Germany) 
6.7  ตูควบคุมอุณหภูมิต่ํา (Sanyo Growth Cabinet, Japan) 
6.8  หมอนึ่งฆาเชื้อระบบความดัน (Hirayama รุน 240/300 MIV, Japan) 
6.9  ตูอบฆาเชื้อ (Sibata รุน WT-Binder F24, Japan) 
6.10 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Memmert รุน WB 14, Germany) 
6.11 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Precision รุน Model 253, USA.) 
6.12 เครื่องผสมอาหารในหลอดแกว (Scientific Industries รุน Vortex-Genie 2, USA.) 
6.13 กลองจุลทรรศน (Olympus รุน CH-2, Japan) 
6.14 เครื่องนับจํานวนโคโลนี (Suntex รุน 560, Taiwan) 

       6.15 เครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลางควบคุมอุณหภูมิได (Hettich รุน Universal 32 R, 
Germany) 

       6.16 เครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลาง (Hettich รุน MIKRO 20, Germany) 
       6.17 เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง (Shimadzu รุน UV-1700 CE pharmaSpec, Japan) 
       6.18 ชุดกรองจุลินทรีย (Sartorius รุน Minisart®, Germany) 

6.19 ตูบมเชื้อแบบปราศจากกาซออกซิเจน (Shel Lab รุน Bactron I, USA.) 
6.20 เครื่องเขยา (GFL รุน 3005, Germany) 

       6.21 ตูแชแข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo รุน SF-C992, Thailand) 
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วิธีการ 
 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม  

 
นําตัวอยางอวยัวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม ไดแก ปลาทองออลันดา  

(Carassius auratus สายพันธุ oranda) ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion head) 
ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพนัธุ comet) ปลาทองรักเลห (Carassius auratus สายพันธุ 
moor) ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) และปลาคารพ (Cyprinus carpio) โดยใชน้ําหนักของ
อวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงามแตละชนดิจํานวน 10 กรัม ผสมลงใน 0.1 เปอรเซ็นต  
สารละลายเปปโตน (peptone water) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แลวนําไปตปีนใหเขากัน โดยใชเครื่องตี
ปนอาหาร (stomacher) จากนัน้ทําเจือจางลงครั้งละ 10 เทา ดวย 0.1 เปอรเซ็นต สารละลายเปปโตน
จนมีความเจือจางที่เหมาะสม ดูดตัวอยางจากในแตละความเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
จานแกวเพาะเชื้อความเจือจางละ 2 จาน แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 %  
แคลเซียมคารบอเนต ซ่ึงมีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส ลงไปจานละประมาณ 15-20 มิลลิลิตร  
รอใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตวั จากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง คัดแยกโคโลนีที่สรางบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนีมาทําใหเปนเชื้อบริสุทธิ์ดวยวิธี 
cross streak ตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนของเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได เชน การติดสีแกรมและ
สัณฐานวิทยาของเซลล รวมถึงการสรางเอนไซมคาตาเลส โดยใชสารละลาย
ไฮโดรเจนเพอรออกไซด (hydrogen peroxide) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร)  
ทําการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ที่ไดไวในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ซ่ึงมีกลีเซอรอล (glycerol) ผสม
อยู 15 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย  
 

2.1  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีใชวิธี Direct  
method (Schillinger and Lucke, 1989) โดยนําเชื้อบริสุทธิ์ที่ติดสีแกรมบวกและไมสามารถสราง
เอนไซมคาตาเลส ซ่ึงสันนิษฐานวานาจะเปนแบคทีเรียกรดแล็กติกทีไ่ดจากการทดลองขั้นตอนแรก 
มาปลูกเชื้อแบบจุด (spot inoculate) ลงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ Modified MRS agar (M-MRS agar) ซ่ึง
เตรียมตามสูตรของ Tichaczek et al. (1992) นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนัน้เททับหนาดวยอาหารเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งแข็ง Tryptic soy broth + 0.6% Yeast extract + 
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0.75% agar (TSBYE soft agar) อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ซ่ึงมีแบคทีเรีย
ทดสอบที่เจริญอยูในระยะ log (log phase) ผสมอยูประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร รอใหอาหารเลีย้ง
เชื้อที่เททับหนาแข็งตัวจึงนาํจานเพาะเชื้อไปบมที่อุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบแตละชนิด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจดบูริเวณใสซึ่งเกิดขึ้นจากการที่แบคทีเรีย
กรดแล็กตกิสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ คัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุที่
ไดไวใชในการทดลองตอไป 
 

2.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีไดในอาหารเหลว
ดวยวิธี Spot on lawn method โดยนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ ซ่ึงคัดเลือกไดจากขั้นตอนขางตนมาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดมาปนแยกเซลล
ออกดวยเครื่องเหวีย่งหนีศูนยกลางที่ความเร็วรอบ 6,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาที แยกเอาน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใส (supernatant) ไปทําใหมีสภาพเปนกลาง (neutralize) และ 
ปลอดเชื้อ (sterile) โดยผานการทําลายหรอืกําจัดสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบซึ่งไมตอง 
การศึกษา เชน กรดอินทรียและไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยใชวิธีการดังนี ้

ก.  กรดอินทรยี โดยการปรับคาความเปนกรดดางของน้าํเล้ียงเชื้อสวนใสใหเปน 6.5 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 2 นอรมัล 

ข.  เซลลจุลินทรียที่มีชีวิต โดยการกรองผานแผนเยื่อกรอง (membrane) ที่มีรูขนาด 
0.20 ไมโครเมตร 

ค.  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด โดยการเติมเอนไซมคาตาเลสลงไปในน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใส
ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 500 ยูนิตตอมิลลิลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 30 นาที 
 

นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ (cell-free neutralized 
supernatant หรือเรียกยอวา CFNS) จากขัน้ตอนที่ผานมาไปวัดคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย 
(antimicrobial activity) ตอแบคทีเรียทดสอบที่ถูกยับยั้งการเจริญจากวิธี Direct method โดยใชวิธี 
critical dilution assay หลังจากนั้นทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ เพื่อใชไวใน 
การทดลองตอไป 
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3.  การวัดกิจกรรมของสารยบัยั้งจุลินทรีย  
 

การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียดวยวิธี critical dilution assay เปน
วิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีการของ Mayr-Harting et al. (1972) โดยนําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสที่มีสภาวะ
เปนกลางและปลอดเชื้อมาทําใหเจือจางลงครั้งละ 2 เทา อยางตอเนื่องกันดวยน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อ 
นําน้ําสวนใสในแตละความเจือจางปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหาร TSAYE agar ที่
เททับหนาดวยอาหารเลี้ยงเชือ้ TSBYE soft agar อุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีแบคทีเรียทดสอบที่เจริญอยูในระยะ log (log phase) ผสมอยูประมาณ 107 เซลลตอมิลลิลิตร  
รอจนกระทั่งหยดน้ําสวนใสที่หยดลงบนผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อแหง หลังจากนัน้นําจานเพาะ
เชื้อไปบมเชื้อที่อุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการเจริญของแบคทีเรียทดสอบแตละชนิด เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง การอานผลดูจากบริเวณใสที่เกิดขึน้จากผลการถูกยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรียทดสอบใน
บริเวณทีห่ยดน้ําสวนใสที่มสีภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อในแตละความเจือจางลงไป (ภาพที่ 4 ) 
ซ่ึงสามารถคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียทีอ่ยูในน้ําสวนใสที่มีสภาวะเปนกลางและ
ปลอดเชื้อตอแบคทีเรียทดสอบแตละชนดิเปนยูนิตตอมิลลิลิตร (AU ml-1) โดยใชสวนกลับของ 
คาความเจือจางสูงสุดของน้ําสวนใสที่มีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อ ซ่ึงยังสามารถสังเกตเห็น
บริเวณใสที่เกดิจากการถูกยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบและคณูดวย 100 
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คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเล้ียงเชื้อ   =  32/1 x 100 
      =  3,200 AU ml-1 

 

ภาพที่ 4  การวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้าํเล้ียงเชื้อที่มีสภาวะเปนกลาง 
  และปลอดเชือ้ของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่คัดเลือกไดดวยวิธี critical dilution assay 

 
4.  การจัดจําแนกสายพันธุของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีคดัเลือกได 
 

4.1  การจัดจําแนกเบื้องตนในระดับสกุล (genus) นําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสราง
สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงคัดแยกไดมาทําการจดัจําแนกเบื้องตนในระดับสกุล ตามวิธีการของ Axelsson 
(1998) โดยการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา การเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการบม
เชื้อที่แตกตางกัน ไดแก 

 
 

1 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

1/32 

1/64 
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4.1.1  การติดสีแกรม รูปรางและการจดัเรยีงตัวของเซลล การสรางกาซเมื่อเจริญอยูใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth 

4.1.2  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส 
4.1.3  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth ที่มีโซเดียมคลอไรดผสมอยู 6.5 และ 18 

เปอรเซ็นต 
4.1.4  การเจริญในอาหารเลีย้งเชื้อ MRS broth ที่ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเปน 

4.4 และ 9.6 
 

4.2  การจัดจําแนกในระดับชนิด (species) นําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ผานการจัดจําแนกใน
ระดับสกุล ที่สรางสารยับยั้งจลิุนทรียซ่ึงมีคากิจกรรมสูงสุดในการยับยั้งการเจริญแบคทีเรียทดสอบ 
ซ่ึงไดแก สายพันธุ MGM30-8.22 มาจัดจําแนกในระดับชนิด โดยนําสายพันธุดังกลาวมาเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ sheep blood agar เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นใชไมที่สวนปลายพนัดวยสําลีซ่ึงผาน
การทําใหปลอดเชื้อแลวมาถายเชื้อลงใน API GP medium แลวทําตามขั้นตอนที่ระบใุนคูมือที่แนบ
มากับชุดจําแนกแบคทีเรียชนดิสําเร็จรูปแบบ API 20 Strep (bioMerieux) รวมถึงนําผลการทดสอบ
ที่ไดมาแปรผลดวยโปรแกรมสําเร็จรูปของชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสําเร็จรูปดังกลาว 
 

4.3  การยืนยันผลการจัดจําแนกระดับชนิดโดยการศึกษาลําดับเบสของ 16S rDNA 
ดําเนินการโดยนําสงแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ไปศึกษาลําดับเบสขนาด
ประมาณ 1,500 เบส ที่หองปฏิบัติการ Microbial Technology, Faculty of Agriculture, Kyushu 
University ประเทศญี่ปุน แลวนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกบัลําดับเบสใน 16S rDNA ของเชื้ออางอิง
มาตรฐานในฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI), National 
Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
5.  การศึกษาคุณสมบัติของสารยับยัง้จุลินทรียท่ีสรางจาก Enterococcus raffinosus MGM30-8.22 
 

นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ มาทดสอบคุณสมบัติของ 
สารยับยั้งจุลินทรียที่ไดซ่ึงอยูในสารละลายสวนใส ดังนี ้
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5.1  การทนตอเอนไซมชนดิตาง ๆ นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอด
เชื้อที่ไดมาปรบัคาความเปนกรดดาง ใหเหมาะสมกับการทํางานของเอนไซมแตละชนิดดังแสดงใน
ตารางที่ 6 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอลิก ความเขมขน 2 
นอรมัล จากนัน้เติมเอนไซมที่ตองการทดสอบลงไปใหไดความเขมขนสุดทายเทากบั 1 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร นําไปบมที่สภาวะซึ่งเหมาะสมกบัการทํางานของเอนไซมแตละชนิดเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
หลังจากครบเวลาที่กําหนดทําการหยดุปฏิกิริยาของเอนไซมโดยการนําไปตมในน้าํเดือดที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เพื่อทําลายกิจกรรมของเอนไซมสวนที่เหลือ วดัคากิจกรรมของ
สารยับยั้งจุลินทรียที่เหลืออยู ดวยวิธี critical dilution assay โดยใช E. faecium JCM 5804 เปน
แบคทีเรียทดสอบ เปรียบเทียบกับน้ําเล้ียงเชือ้สวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อชุดควบคุม 
(control) ที่ไมผานการเติมเอนไซม ซ่ึงถากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรยีถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน แสดงวาสารยับยั้งจลิุนทรียดังกลาวมีคุณสมบัติเปนโปรตีน ซ่ึงสอดคลองกับคําจํากัดความ
ของแบคเทอริโอซิน 
 
ตารางที่ 6  คาความเปนกรดดางและอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมแตละชนดิ 
 

เอนไซม คาความเปนกรดดาง 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  การทนตอความรอน นาํน้ําเล้ียงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อที่ไดมา
ใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ดวยอางน้าํรอนเปนเวลา 5, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 
นาที ตามลําดบั และที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อระบบความ
ดัน (autoclave) เมื่อครบเวลาที่กําหนดทําใหเยน็ลงอยางรวดเรว็ดวยน้ําแข็ง หลังจากนัน้นําไปวัดคา
กิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรีย เปรียบเทียบกับน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและ
ปลอดเชื้อที่ไมผานการใหความรอน 
 

5.3  การศึกษาความคงตัวของสารยับยั้งจุลินทรียภายใตสภาวะที่มีคาความเปนกรดดาง 
ตาง ๆ นําน้ําเลี้ยงเชื้อสวนใสซึ่งมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อที่ไดมาปรับคาความเปนกรดดางให
เปน 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 และ 11.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือ
สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล แบงทําการทดลองในทุกคาความเปนกรดดาง
ออกเปน 2 ชุด โดยนําหลอดชุดแรกไปใหความรอนในน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 60 นาที สวนหลอดทดลองชุดที่ 2 นําไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง นําหลอดทดลองแตละชุดมาวดักิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรยีที่เหลืออยูโดยทําการปรับคา
ความเปนกรดดางของน้ําเลี้ยงเชื้อใหเปน 6.5 กอนการวดัคากิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรีย 
 
 5.4  การศึกษารูปแบบกิจกรรม (mode of action) ของสารยับยั้งจุลินทรยีที่สรางจาก 
E. raffinosus MGM30-8.22 ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยนํา E. faecium JCM 
5804 ซ่ึงใชเปนแบคทีเรียทดสอบ มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ขวด นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความขุน (OD600) 
ประมาณ 0.2 จากนั้นเติมน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสารยับยั้งจุลินทรยีที่สรางจาก  E. raffinosus MGM30-8.22 
ที่ผานการทําใหเปนกลางและปลอดเชื้อแลวลงไปใหไดความเขมขนสุดทายของกิจกรรมของ 
สารยับยั้งจุลินทรียเปน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ขวดที่ 1) และ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ขวดที่ 2) 
ตามลําดับ จากนั้นทําการสุมตัวอยางทกุ 2 ช่ัวโมง มาวัดการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยวดัความ
ขุน (OD600) ดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอรและหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด (Total viable count) โดย
วิธีการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5% แคลเซียมคารบอเนต ทําการทดลอง
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (control) ซ่ึงไมไดมีการเติมสารยับยั้งจุลินทรีย (ขวดที่ 3) และพิจารณาวา
รูปแบบกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบวาเปนแบบ 
bactericidal หรือ bacteriostatic 
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5.5  ศึกษาการเจริญและการสรางสารยับยั้งจุลินทรียในสภาวะทีก่ําหนด โดยเติม  
E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth และบมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 
1 ลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเติมออกซิเจนและควบคุมคาความเปน
กรดดางในขณะเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นสุมตวัอยางทกุ 2 ช่ัวโมง เพื่อนําไปวัดการเจริญของเชื้อโดย
การวัดคาความขุน (OD600) คาความเปนกรดดางของน้ําเลี้ยงเชื้อ และคากิจกรรมของสารยับยั้ง 
จุลินทรียในน้าํเลี้ยงเชื้อที่ผานการทําใหเปนกลางและปลอดเชื้อแลว 
 

6.  การศึกษาคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดินอาหาร  
ของปลาของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

6.1  การทนตอโซเดียมคลอไรดความเขมขนตาง ๆ โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขน
ระหวาง 1–10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาวดัการเจริญโดยวดัความขุน (OD600) เปรียบเทียบ
กับการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ไมไดผสมโซเดียมคลอไรดซ่ึงใชเปนชดุควบคุม 
 

6.2  การทนตอเกลือน้ําดี (ox-bile salt) และน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 
 

6.2.1  การทนตอเกลือน้ําดี โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร  
10 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีจากวัว (ox-bile salt) ความเขมขน
ระหวาง 0.1–1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ30  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนัน้นํามาวดัความขุน (OD600) เปรียบเทียบกบัการเจริญใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth ที่ไมไดผสมเกลือน้ําดีซ่ึงใชเปนชุดควบคุม 
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6.2.2  การทนตอน้ําดีที่เตรียมจากน้ําดีสดของปลาชอน (Channa stiata) โดยเติม 
E. raffinosus MGM30-8.22 และ Streptococcus agalactiae เปนแบคทีเรียสายพันธุทีถู่กยับยั้งการ
เจริญดวยน้ําดสีดของปลาชอน (negative control) ซ่ึงเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth นาน 18 
ช่ัวโมง จากนัน้ถายเชื้อปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน phosphate buffer saline (PBS) ผสมน้ําดีสด
ปลอดเชื้อของปลาชอน ความเขมขน 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําการสุมตัวอยางทกุ 6 ช่ัวโมง มาวัดจํานวนเซลลของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ดวยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 
ที่ผสม 0.5 % แคลเซียมคารบอเนต เปรียบเทียบกับจํานวนเซลลใน phosphate buffer saline ที่ไมได
ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนซึ่งใชเปนชุดควบคุม 
 

6.3  การเจริญที่ความเปนกรดดางที่ระดับตาง ๆ โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 ใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดิม ทีป่รับคาความเปนกรดดางระหวาง 2-11 ดวยสารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล นําไปบมที่อุณหภมูิ 
30 องศาเซลเซียส สุมตัวอยางที่ 0 และ 6 ช่ัวโมง มาวัดจํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 
โดยวิธีการ spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 % แคลเซียมคารบอเนต  

 
6.4  ศึกษาความตองการกาซออกซิเจนในการเจริญ โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ
ลงในอาหารเลีย้งเชื้อชนิดเดมิ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะดงันี้ (1) สภาวะ
ปราศจากออกซิเจน ในตูบมแบบปราศจากกาซออกซิเจน (anaerobe incubator) (2) สภาวะการเติม
ออกซิเจนโดยการเขยาที่ 100 rpm และ (3) ในสภาวะบรรยากาศปกติโดยไมมีการเขยา ซ่ึงทั้ง 3 
สภาวะจะบมเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําเชือ้ในแตละสภาวะมาวัดการเจริญโดยวัดความขุน (OD600) 
 

6.5  การทนตอสารปฏิชีวนะที่ใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธุ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16-18 ช่ัวโมง ใชไมที่สวนปลายพนัดวยสําลีซ่ึงผานการทําใหปลอดเชื้อแลว เขีย่เชื้อใหทั่วบน
หนาอาหารเลีย้งเชื้อ TSAYE จากนั้นนําแผนยาปฏิชีวนะชนิดตาง ๆ จาํนวน 6 ชนิด 
(oxytetracycline, nalidixic acid, oxolinic acid, trimethoprim, tetracycline และ sulphamethoxazole) 
วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจผล
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โดยการดูบริเวณใสรอบ ๆ แผนยาปฏิชีวนะซึ่งเกิดขึ้นจากการยับยั้งการเจริญของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 

 
7.  สถานที่ทําการวิจัย 
 

 ภาควิชาผลิตภณัฑประมง คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

8.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 การทดลองครั้งนี้เร่ิมตั้งแตเดอืนเมษายน พ.ศ. 2547 ถึงเดือนกุมภาพันธ พ.ศ. 2550 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอวัยวะระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

จากการนําตวัอยางอวยัวะระบบทางเดนิอาหารของปลาสวยงามน้ําจืด ไดแก ปลาทอง 
ออลันดา (Carassius auratus สายพันธุ oranda) ปลาทองหัวสิงห (Carassius auratus สายพันธุ lion 
head) ปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) ปลาทองรักเลห (Carassius auratus 
สายพันธุ moor) ปลาตะเพียนทอง (Puntius altus) และปลาคารพ (Cyprinus carpio) จํานวนทั้งหมด  
10 ตัวอยาง มาคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกซึ่งเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5 %
แคลเซียมคารบอเนต บมที่อุณหภูมิ 30 และ 45 องศาเซลเซียส พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มี
คุณสมบัติตรงตามคุณสมบัติเบื้องตนของแบคทีเรียกรดแล็กติก คือเซลลติดสีแกรมบวกและไม
สรางเอนไซมคาตาเลสไดจํานวน 102 สายพันธุ (ดังแสดงในตารางที่ 7) โดยในจํานวนนี้เปน
แบคทีเรียรูปรางทอนจํานวน 87 สายพันธุ และรูปรางกลมจํานวน 15 สายพันธุ ในขณะเดยีวกัน
พบวาเปนแบคทีเรียที่เจริญไดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จํานวน 90 สายพันธุ และเปนแบคทีเรีย
ที่เจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จํานวน 12 สายพันธุ โดยผลการทดลองดังกลาวสอดคลอง
กับรายงานของ Gonzalez et al. (2000) ซ่ึงทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากปลาน้ําจืด brown 
trout จากธรรมชาติ พบแบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 249 สายพันธุ ซ่ึงสวนใหญเปนรูปรางทอน
จํานวน 237 สายพันธุและรูปรางกลมจํานวน 12 สายพันธุ 
 
ตารางที่ 7  ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

รูปราง แบคทีเรียกรดแล็กติกเจริญที่อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) ทอน (rod) กลม (cocci) 

30 79 11 
45 8 4 

จํานวนแบคทีเรียกรดแล็กติก (สายพันธุ) 87 15 102 
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2.  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยบัยั้งจุลินทรีย 
 

2.1  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบดวยวธีิ Direct method 
 

จากการนําแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่คัดเลือกไดทั้งหมด 102 สายพันธุ มาทดสอบการ
สรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบจํานวน 15 สายพันธุ โดยการปลูกเชื้อแบบจุด  
(spot method) (ภาพที่ 5) บนอาหารเลี้ยงเชือ้ M-MRS agar พบวามแีบคทีเรียกรดแลก็ติกจํานวน  
8 สายพันธุ ทีส่ามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบบางสายพันธุได ซ่ึงผล 
การทดลองดังแสดงในตารางที่ 8 ซ่ึงแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย
ทั้งหมดคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหารของปลาทอง แตไมพบแบคทีเรียดังกลาวในตวัอยาง
ระบบทางเดินอาหารของปลาคารพและปลาตะเพยีนทอง ที่นํามาศึกษา 
 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีได ยังไมพบ
รายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียดังกลาวจากปลาทองหรือปลาสวยงามชนิดอื่น ๆ แตมีรายงาน 
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลก็ติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียไดจากสัตวน้ําชนดิอื่น ๆ เชน 
คัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ Lc. Lactis USC-39, E. faecium USC-46 และ E. mundtii 
USC-51 จากปลา turbot (Psetta maxima) ที่สรางสารยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และ  
S. aureus ได (Campos et al., 2006) คัดแยก Weissella sp. จากทางเดนิอาหารของปลากะพงขาว ซ่ึง
สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ Aeromonas hydrophila, Vibrio vulnificus และ Vibrio 
flurialis ได (ทศพร, 2547) คัดแยก Carnobacterium sp. จากลําไสของปลา Atlantic salmon ซ่ึง
สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของ Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Flavobacterium 
psychrophilum, Photobacterium damselae subsp. piscicida, Streptococcus milleri, Vibrio 
anguillarum และ Vibrio ordalii ได (Robertson et al., 2000) เปนตน 
 

ในการทดลองนี้ใชวิธี direct method บนอาหารเลี้ยงเชื้อ M-MRS agar สําหรับการ
คัดเลือกแบคทเีรียกรดแล็กตกิที่สามารถสรางสารยับยั้งจลิุนทรีย เนื่องจากวิธีดังกลาวสามารถชวย
ลดผลการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่เกิดจากกรดอินทรียได เพราะวาการเลือกใชอาหาร
เล้ียงเชื้อ M-MRS agar ของ Tichaczek et al. (1992) จะชวยลดผลการยับยั้งที่เกิดจากกรดอินทรยีที่
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เกิดขึ้น เนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวมีปริมาณของน้ําตาลกลูโคสเพียง 0.2 เปอรเซ็นต และมี
ปริมาณของสารประกอบบพัเฟอรมากกวาอาหารเลี้ยงเชื้อ 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  ลักษณะการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญ 

  ของแบคทีเรียทดสอบดวยวิธี direct method

1. 2. 

3. 4. 



  79 
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ตารางที่ 8  ผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยสารยับยัง้จลุินทรียจากแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุที่คัดเลือกได 
 

แบคทีเรียทดสอบ สายพันธุ แหลงตัวอยาง บมที่อุณหภูม ิ
(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 - = ไมเกิดการยบัยั้ง 
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  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรยีไดในอาหารเหลว 
MRS broth ดวยวิธี Spot on lawn method 
 

เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ
ซ่ึงคัดเลือกไดจากวิธี Direct method มาศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งจุลินทรียใน 
อาหารเหลวโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้ MRS broth ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง แลววดัและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย (antimicrobial activity) ในน้ําเล้ียง
เชื้อสวนใสที่มสีภาวะเปนกลางและปราศจากเชื้อ (cell-free neutralized supernatant: CFNS) ดวย
เทคนิค critical dilution assay พบวา มีแบคทีเรียกรดแลก็ติกเพยีง 2 สายพันธุ คือ MG30-2.5 และ  
MGM30-8.22 ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ดังผลการทดลองซึ่ง
แสดงในตารางที่ 9 นอกจากนี้ยังพบวาสายพันธุ MGM30-8.22 แสดงคากิจกรรมของสารยับยั้ง 
จุลินทรียในการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 ไดสูงกวาสายพันธุ MG30-2.5 ดังนั้นจึง
คัดเลือกสายพนัธุ MGM30-8.22 ซ่ึงคัดแยกไดจากอวยัวะระบบทางเดนิอาหารของปลาทองโคเม็ท 
(Carassius auratus สายพันธุ comet) และใช E. faecium JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบในการ
ทดลองขั้นตอนตอไป 
 
ตารางที่ 9  คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อของ 

    แบคทีเรียกรดแล็กติกที่คดัเลือกได 
 

คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรีย (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 

 
aวัดและคํานวณคากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียดวยวธีิ critical dilution assay 
 
 
 
 



 
 
  52

3.  การจัดจําแนกชนดิของแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีสามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรีย 
 

3.1  การจัดจําแนกในระดับสกุล (genus) 
 

เมื่อนําแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียสายพนัธุ MGM30-8.22  
มาจัดจําแนกชนิดตามวิธีของ Axelsson (1998) พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 10 โดยเมื่อนําผลที่
ไดไปเปรียบเทียบกับแบคทเีรียกรดแล็กตกิสกุลตาง ๆ พบวา สายพนัธุ MGM30-8.22 จําแนกอยูใน
สกุล Enterococcus  
 
ตารางที่ 10  คุณลักษณะทางสรีระวิทยาบางประการของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสราง 
                    สารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงคัดแยกไดจากตวัอยางของระบบทางเดินอาหารของปลาสวยงาม 
 

การทดสอบ Enterococcus 
(Axelsson, 1998) 

ผลการทดสอบของสายพันธุ 
MGM30-8.22 

รูปรางของแบคทีเรีย กลม กลม 
การติดสีแกรม แกรมบวก แกรมบวก 
เอนไซมคาตาเลส -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 
การสรางกาซจากน้ําตาลกลโูคส -ve -ve 
 
-ve = การทดสอบเปนลบ 
+ve = การทดสอบเปนบวก 
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โดยแบคทีเรียสกุล Enterococcus มีคุณลักษณะทางสรีระวิทยาที่แตกตางอยางชัดเจน
จากแบคทีเรียกรดแล็กตกิทีม่ีรูปรางกลมชนิดอื่น ๆ ในสกุล Aerococcus, Lactococcus, Vagococcus, 
Leuconostoc, Oneococcus, Pediococcus, Streptococcus, Weissella และ Tetragenococcus คือ  
สกุล Enterococcus ไมมีการจัดวางเรียงเซลลตอกันเปน 4 เซลล สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45  
องศาเซลเซียส รวมถึงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีคาความเปนกรดดาง 4.4 และ 9.6 ในขณะที่ 
Tetragenococcus, Pediococcus และ Aerococcus มีการจดัวางเรยีงเซลลตอกันเปน 4 เซลล  
สวน Aerococcus, Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oneococcus, Tetragenococcus และ 
Weissella ไมสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้Lactococcus, Vagococcus, 
Leuconostoc, Oneococcus, Streptococcus, Weissella และ Pediococcus ไมสามารถเจริญในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่มีคาความเปนกรดดาง 9.6 ได 
 

ในการทดลองนี้สามารถคัดแยก Enterococcus สายพันธุ MGM30-8.22 ไดจากตัวอยาง
อวัยวะของระบบทางเดินอาหารของปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) ซ่ึงพบวา
มีรายงานที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกในสกุลดังกลาวไดจากตัวอยางสัตวน้ํา เชน 
สามารถคัดแยก Enterococcus sp. จากปลา brown trout (Gonzalez et al., 2000) E. faecalis จากปลา
ในประเทศไอซแลนด (Iceland) (Nilsen et al., 2003) E. faecium จากกุงกามกราม (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 จากตัวอยางลําไสปลาจากฟารมปลาในประเทศไทย (Petersen and 
Dalsgaard, 2003) เปนตน ในการศึกษาครัง้นี้แบคทีเรียสายพันธุ MGM30-8.22 ที่คัดแยกไดสามารถ
สรางสารยับยั้งจุลินทรียได ในขณะเดยีวกนัไดมีรายงานการศึกษาถึงการคัดแยก 
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียโดยเฉพาะแบคเทอริโอซินไดจากตัวอยาง
สัตวน้ํา เชน 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 คัดแยกไดจากปลา turbot (Psetta maxima) (Campos et al., 2006) นอกจากนี้ยังมี
แบคทีเรียชนดิอื่น ๆ ที่สามารถสรางแบคเทอริโอซินซึ่งคัดแยกไดจากตวัอยางสัตวน้ํา เชน  
Vibrio sp. คัดแยกไดจากปลา spotnape ponyfish (Leiognathus nuchalis) (Sugita et al., 1997) 
Bacillus sp. คัดแยกไดจากปลาแถบชายฝงประเทศญี่ปุน (Sugita et al., 1998)  
Bacillus licheniformis คัดแยกไดจากปลา Leporinus sp. (Cladera-Olivera et al., 2004) เปนตน 
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3.2  การจัดจําแนกในระดับชนิด (species) 
 

จากการจดัจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 โดยใช 
ชุดทดสอบทางชีวเคมีสําเร็จรูปแบบ API 20 Strep (bioMerieux) ซ่ึงเหมาะสมสําหรับการจัดจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียในสกุล Enterococcus พบวาไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 11 โดยเมื่อนํา
ผลที่ไดจากการสรางและยอยสลายสารชนิดตาง ๆ ในชุดทดสอบ ไปผานการประมวลผลดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเรจ็รูปที่ใชสําหรับชุดจําแนก API 20 Strep พบวา  
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุ MGM30-8.22 ถูกจัดจําแนกเปน Enterococcus avium ที่ระดับความ
ถูกตองของการจัดจําแนก (% of identification) 90.6 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนผลการจัดจําแนกทีย่ังไมอยู
ในระดบัที่นาเชื่อถือ ดังนั้นจงึตองนําผลการจัดจําแนกโดยใชลําดับเบสของ 16S rDNA มาเพื่อ
ประกอบการพิจารณารวมดวย 
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ตารางที่ 11  ผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ดวย 
      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 = การทดสอบเปนลบ        +ve = การทดสอบเปนบวก 
d = ผลการทดสอบขึ้นอยูกับสายพันธุที่นํามาทดลอง    V = ใหผลทดสอบเปนบวกระหวาง 26-47% 
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3.3  การยืนยันผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 โดย
การศึกษาลําดบัเบสของ 16S rDNA แลวนาํไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมลู 16S rDNA ของสิ่งมีชีวิต
ตาง ๆ ที่ไดเคยมีการศึกษากนัมาแลว โดยใชฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology 
Information (NCBI), National Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา พบวาลําดบัเบสบน  
16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 ที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียซ่ึง
คัดเลือกไดมีความเหมือน (homology) กับ E. avium และ E. raffinosus ถึง 99 เปอรเซ็นต แตจาก
การเปรียบเทยีบผลการทดสอบทางชีวเคมขีองแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ พบวาทั้ง 2 สายพันธุใหผล
การทดลองที่ใกลเคียงกันมาก ยกเวนการใชน้ําตาล raffinose โดยพบวา E. avium ไมสามารถใช
น้ําตาล raffinose ได ในขณะที่ E. raffinosus สามารถใชน้ําตาลดังกลาวได (Manero and Blanch, 
1999) ซ่ึงจากผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ MGM30-8.22 พบวา
สามารถใชน้ําตาล raffinose ได จึงจดัจําแนกและกําหนดชื่อสายพันธุของแบคทีเรียดงักลาววา  
E. raffinosus MGM30-8.22 
 

มีรายงานถึงการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ E. raffinosus ไดจากแหลง
ตัวอยางอื่น ๆ เชน ปุยและน้าํจากสระวายน้ํา (Pinto et al., 1999) ตัวอยางเลือดของหมูจากโรงงาน
ฆาสัตว โดย E. raffinosus ที่คัดแยกไดสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus, Pseudomonas 
fluorescens และ Bacillus sp.ได (Davila et al., 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานการพบ E. raffinosus 
จากตัวอยางน้าํจากโรงอาบน้ํา (Arvanitidou et al., 2001) จากตวัอยางอาหาร เชน นมดิบ (Citak et 
al., 2005) อีกทั้งมีการประยกุตใชแบคทเีรียสายพันธุดังกลาวเปนกลาเชือ้ในการผลิต Armada 
cheese ในประเทศสเปน (Herrerosa et al., 2007) อีกดวย 
 
4.  การศึกษาคุณสมบัติของสารยับยัง้จุลินทรียท่ีสรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
 

4.1  การทนตอเอนไซมชนดิตาง ๆ 
 

จากการนําสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่สรางจาก E. raffinosus 
MGM30-8.22 ไปยอยดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 12 โดยเอนไซมยอย
โปรตีน ไดแก เอนไซมเปปซิน ทริปซิน อัลฟา-ไคโมทริปซิน และโปรติเนส เค สามารถลดคา
กิจกรรมของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได 100 เปอรเซ็นต สวนเอนไซมที่ไม
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สามารถยอยโปรตีนได ไดแก เอนไซมแอลฟา-อะไมเลส ไลเปสและไลโซไซม ไมสามารถลดคา
กิจกรรมของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได 

 
จากผลการทดลองที่ไดเปนการยืนยนัไดวาสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่

สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 เปนสารที่มีคุณสมบัติเปนโปรตีน เนื่องจากวาสารยับยั้ง 
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบดังกลาวถูกทําลายดวยเอนไซมยอยโปรตีนที่ใชในการทดลอง ซ่ึง
คุณสมบัติดังกลาวจัดเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคเทอริโอซิน (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
ประกอบกับในการทดลองมีการปรับคาความเปนกรดดางของน้ําเล้ียงเชื้อใหมีสภาวะเปนกลางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด กอนนํามาทดสอบกิจกรรมในการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบ จึงเปนการยืนยันไดวาผลการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบไมไดเกดิจากอิทธิพล
ของกรด แตเกดิจากสารที่มีคณุสมบัติเปนโปรตีน ซ่ึงอาจเรียกวาสารในกลุมแบคเทอริโอซินนั่นเอง 
ซ่ึงผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานที่พบวาแบคเทอริโอซินถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน เชน แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก E. faecium และ E. faecalis ถูกทําลายดวยเอนไซมยอย
โปรตีน papain, pepsin, pronase, proteinase K และ trypsin แตไมถูกทาํลายดวยเอนไซม catalase, 
lipase และ lysozyme (Du Toit et al., 2000) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lb. plantarum ถูกทําลาย
ดวยเอนไซมยอยโปรตีน proteinase K, pronase, papain, trypsin และ pepsin แตไมถูกทําลายดวย
เอนไซม catalase และ α–amylase  (Todorov et al., 2007) หรือแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
Lactococcus lactis subsp. lactis MM19 และ Pediococcus acidilactici MM33 ถูกทําลายดวย
เอนไซมยอยโปรตีน pronase E, proteinase K, pepsin, trypsin และ α–chymotrypsin แตไมถูก
ทําลายดวยเอนไซม catalase และ lipase (Millette et al., 2007)  
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ตารางที่ 12  ผลของเอนไซมชนิดตาง ๆ ตอกิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียในน้ําเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะ          
                    เปนกลางและปลอดเชื้อของ E. raffinosus MGM30-8.22 
  

เอนไซม คากิจกรรมของสารยับยั้งจุลินทรียที่เหลือ (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 คากิจกรรมที่เหลือของสารยับยั้งจุลินทรียซ่ึงวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 

4.2  การทนตอความรอน 
 

จากการทดลองนําแบคเทอรโิอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ไปให 
ความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลาตาง ๆ และที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที พบวาไดผลดังแสดงในตารางที่ 13 โดยคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินลดลงไปจาก
เดิมหลังผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยเมื่อใหความรอนนาน 5 และ 10 
นาที คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินยังคงเหลืออยู 50 เปอรเซ็นต เมื่อใหความรอนนาน 20, 30 และ 
40 นาที ยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเหลืออยู 25 เปอรเซ็นต และเมื่อใหความรอนเปนเวลา 
50 และ 60 นาที ยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเหลืออยู 12.5 เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังพบวา
การใหความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ไมสามารถทําลายกิจกรรมของ 
แบคเทอริโอซินใหหมดไปไดแตสามารถลดคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินลงเหลือ 25 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ 13  ผลของการใหความรอนตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในน้ําเล้ียงเชื้อที่มสีภาวะเปน   
                    กลางและปลอดเชื้อของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

สภาวะการทดลอง คากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (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 คากิจกรรมที่เหลือของแบคเทอริโอซินซึ่งวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 

 
การที่แบคเทอริโอซินซึ่งสรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ยังคงมีกจิกรรม

เหลืออยูหลังผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 และ 121 องศาเซลเซียส แสดงวาแบคเทอริโอซิน
ดังกลาวมีคณุสมบัติทนความรอนในระดบัหนึ่ง ซ่ึงเปนคุณสมบัติสําคัญที่ใชในการจดักลุมของ 
แบคเทอริโอซินรวมกับคณุสมบัติดานอื่น ๆ นอกจากนีย้งัมีแบคเทอริโอซินที่มีคุณสมบัติทนตอ
ความรอนที่สรางจากแบคทีเรียกรดแล็กติกอื่น ๆ อีก เชน แบคเทอริโอซิน bacST8KF ที่ผลิตจาก 
Lb. plantarum ST8KF ทนตอความรอนทีอุ่ณหภูม ิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาทีและที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที (Powell et al., 2007) acidocin D20079 ที่ผลิตจาก 
Lb. acidophilus DSM 20079 ทนตอความรอนที่อุณหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที  
และอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Deraz et al., 2005) leucocin OZ ที่ผลิตจาก  
Ln. carnosum OZ ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Osmanagaoglu, 2007) แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก E. mundtii 
ST15 ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที แตแบคเทอริโอซินดังกลาว
ไมสามารถทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาทีได (De Kwaadsteniet 
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et al., 2005) enterocin RJ-11 ผลิตจาก E. faecalis RJ-11 ทนตอความรอนไดที่อุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 และ 30 นาที (Yamamoto et al., 2003) เปนตน 

 
คุณสมบัติในการทนตอความรอนของแบคเทอริโอซินนอกจากจะขึ้นอยูกับจํานวน

และชนิดของกรดอะมิโน เชน การมีกรดอะมิโนไกลซนีปริมาณมากภายในโมเลกลุดังที่พบใน 
diplococcin, lactacin F, lactocin 27 การมีลักษณะโครงสรางของโมเลกุลที่แข็งแรง เชน การมี
โครงสรางที่เปนทรงกลม การมีพันธะที่แข็งแรงระหวางกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ําภายใน
โมเลกุลดังที่พบใน nisin, lactococcin A รวมถึงการมีพันธะไดซัลไฟดที่เกิดจากกรดอะมิโนที่มี
ซัลเฟอรเปนองคประกอบภายในโมเลกุลดงัที่พบใน nisin, lactocin S แลวยังขึ้นอยูกบัปจจัย
ภายนอกอีกหลายประการ เชน คาความเปนกรดดางและองคประกอบของสารละลาย เปนตน 
(Liu and Hansen 1990; De Vuyst and Vandamme, 1994) โดยคณุลักษณะในการทนตอความรอน
ของแบคเทอริโอซินถือเปนขอไดเปรียบในการนําแบคเทอริโอซินดังกลาวไปประยกุตใชงานกับ
อาหาร การผลิตอาหารสัตวน้าํ หรือผลิตภัณฑที่ตองนําไปแปรรูปดวยกระบวนการใหความรอน 
รวมถึงการทําแบคเทอริโอซินดังกลาวใหอยูในลักษณะของผลิตภัณฑทีส่ะดวกในการใชงานและ
การเก็บรักษา เชน การทําแหงในลักษณะตาง ๆ เปนตน  
 

4.3  การศึกษาความคงตัวของแบคเทอริโอซินภายใตสภาวะที่มีคาความเปนกรดดางตาง ๆ   
 

จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที่ 14 พบวาในสภาวะที่มีอุณหภูมติ่ํา  
(4 องศาเซลเซียส) แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ภายใตการเก็บรักษาใน
สภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดางระหวาง 2.0–11.0 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จะมีกิจกรรมอยูที่ระดับตาง ๆ  
โดยแบคเทอรโิอซินมีความคงตัวสูงสุดในสภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 ซ่ึง 
ความคงตัวจะลดลงที่คาความเปนกรดดางสูงหรือต่ํากวา 6.0 และ 7.0 โดยความคงตวัของ 
แบคเทอริโอซินจะนอยที่สุดเมื่อแบคเทอริโอซินถูกเก็บรักษาไวที่ความเปนกรดดางระหวาง  
8.0–11.0 สวนการคงตัวตอความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่มคีาความเปน
กรดดางตาง ๆ พบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22  มีความคงตัวตอความ
รอนไดดีที่สุดภายใตความเปนกรดดางเทากับ 7.0 และความคงตัวจะลดลงเมื่อคาความเปนกรดดาง
สูงหรือต่ํากวา 7.0 โดยความคงตัวของแบคเทอริโอซินจะสูญเสียกิจกรรมหมดไปที่ความเปน 
กรดดางระหวาง 10.0-11.0 
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ตารางที่ 14  การคงตัวของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ภายใตสภาวะที ่
มีคาความเปนกรดดางตาง ๆ 

 
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่เหลือ (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 

 
aคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่เหลือซ่ึงวัดดวยวิธี critical dilution method และใช E. faecium 
JCM 5804 เปนแบคทีเรียทดสอบ 

 
จากผลการทดลองในตารางที่ 14 พบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus 

MGM30-8.22 มีความคงตัวสูงสุดในสภาวะที่มีคาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 ภายใตการเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงนั้นพบวา สอดคลองกับ enterocin 900 ที่สราง
จาก E. faecium BFE 900 ซ่ึงมีความคงตัวไดดีที่สุดในสภาวะคาความเปนกรดดาง 6.0 หลังจากเก็บ
รักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง (Franz et al., 1996) สวนการทดลองที่พบวา
แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 มีความคงตัวสูงสุดในสภาวะที่มีคาความ
เปนกรดดาง 7.0 เมื่อนําไปใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และสูญเสีย
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินไปจํานวนมากในสภาพทีเ่ปนดางนั้น สอดคลองกับ lacticin 481 ที่
สรางจาก Lc. lactis subsp. lactis CNRZ 481 พบวาคากจิกรรมของแบคเทอริโอซินจะไมมี 
การเปลี่ยนแปลงเมื่อนําไปใหความรอนทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที ภายใต
สภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดาง 4.5 หรือ 7.0 (Piard, 1994) สําหรับการสูญเสียกิจกรรมของ 
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แบคเทอริโอซินไปจํานวนมากนั้นในสภาพที่เปนดางนัน้ สอดคลองกับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก 
Lb. gasseri KT7 ภายใตสภาวะคาความเปนกรดดาง 10 พบวาคากจิกรรมของแบคเทอริโอซินลดลง 
80 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (Zhu et al., 
2000) นอกจากนี้ enterocin ON-157 ที่ผลิตจาก E. faecium NIAI 157 ภายใตสภาวะที่มีคาความเปน
กรดดาง 8 พบวาคากิจกรรมของ enterocin ON-157 ลดลง 100 เปอรเซ็นต เมื่อนําไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที (Ohmomo et al., 2000) 
 

การคงตัวของแบคเทอริโอซินในสภาวะทีม่ีคาความเปนกรดดางตาง ๆ นั้น อาจเกิดจาก
การที่แบคเทอริโอซินมีจํานวนและชนิดของกรดอะมิโน รวมถึงโครงสรางของโมเลกุลที่แตกตาง
กันหรืออาจเกดิจากคาความเปนกรดดางของสารละลายหรือตัวกลางทีแ่บคเทอริโอซินผสมอยู  
การคงตัวไดนอยที่สภาวะเปนกรดหรือดางนั้น อาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลของ
แบคเทอริโอซินใหอยูในลกัษณะซึ่งไมมีกจิกรรมและเปนการเปลี่ยนแปลงแบบที่ไมสามารถกลับสู
สภาพเดิมได (พงษเทพ, 2546ข; De Vuyst and Vandamme, 1994) 
 

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

การศึกษารูปแบบในการยับยัง้การเจริญของ E. faecium JCM 5804 โดย 
แบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 ซ่ึงเติมสารดังกลาวลงไปในอาหารเลี้ยงเชือ้
ที่มี E. faecium JCM 5804 เจริญอยู ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 6 โดยในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ี
แบคเทอริโอซินผสมอยู 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 จะลดลง
อยางชา ๆ จากจํานวนที่ 7.85 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ลงมาเหลือ 2.15 x 104 เซลลตอมิลลิลิตร 
ภายในระยะเวลา 8 ช่ัวโมง หลังจากที่เติมแบคเทอริโอซิน สวนในสภาวะที่มีแบคเทอรโิอซินผสม
อยู 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 จะลดลงจาก 7.25 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร ลงมาเหลือ 2.60 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง หลังจากที่เติม 
แบคเทอริโอซิน (ดังแสดงในภาพที่ 6A) ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไมมีแบคเทอริโอซินผสมอยู 
จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 เพิ่มขึ้นจาก 1.06 x 107 ไปเปน 4.35 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงที่ทําการศึกษา สวนคาความขุน (OD600) ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
แบคเทอริโอซินผสมอยู 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 200 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในทั้ง 2 สภาวะพบวา 
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คาความขุน (OD600) ลดลงจาก 0.3 เหลือประมาณ 0.1 หลังจากเติมแบคเทอริโอซิน ในขณะที ่
ชุดควบคุมซึ่งไมมีแบคเทอรโิอซินผสมอยู คาความขุน (OD600) ของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 0.03 
ไปเปน 1.80 (ดังแสดงในภาพที่ 6B) ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงที่ทําการศึกษา 
 

จากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus 
MGM30-8.22 มีรูปแบบปฏิกิริยาในการยบัยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการ 
ฆาทําลายเซลล (bactericidal) ในทั้งสองความเขมขนที่เลือกใช ซ่ึงมีรายงานถึงการศกึษารูปแบบ
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลก็ติกอีกหลายสายพันธุที่มีการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียเปาหมายแบบการฆาทําลายเซลล เชน 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) เปนตน 
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       (A)  จํานวนเซลลของ E. faecium JCM 5804 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมแบคเทอรโิอซิน 
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(B)  การเจริญ (OD600) ของ E. faecium JCM 5804 ในอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่ติมแบคเทอรโิอซิน 

 

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

 

ภาพที่ 6  ผลการยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบการฆาทําลายเซลล (bactericidal) 
               ของแบคเทอริโอซินที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 
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4.5  การศึกษาการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินในสภาวะทีก่ําหนด 
 

จากผลการศึกษาการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-
8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่มีคาความเปนกรดดางเริ่มตน 5.71 และบมเชื้อที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส พบวาไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 7 โดยคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยง
เชื้อ MRS broth ลดลงจาก 5.71 เปน 4.60 เมื่อเวลาของการบมเชื้อผานไป 22 ช่ัวโมง โดย  
E. raffinosus MGM30-8.22 จะมีระยะพักตัว (lag phase) ประมาณ 4 ช่ัวโมง หลังจากนั้นจะเพิ่ม
ปริมาณขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ log และเขาสูระยะคงที ่(stationary phase) โดยมีคาความขุน 
(OD600) สูงสุดเทากับ 1.83 เมื่อเวลาบมเชื้อผานไป 18 ช่ัวโมง สวนการสรางแบคเทอริโอซิน พบวา
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินในน้ําเล้ียงเชื้อที่ทําใหมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชือ้ จะเพิ่มขึน้
ตามการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เพิ่มขึ้น โดยมีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
สูงสุด 1,600 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 14 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนชวงเริ่มตนการเจริญของเซลล
ในระยะคงทีแ่ละคงอยูในระดับดังกลาวจนกระทั่งครบ 22 ช่ัวโมงของระยะเวลาการบมเชื้อ แสดง
ใหเห็นวาการสรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 เปนแบบที่มีความสัมพันธ
โดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite production) นอกจากนีย้ังพบการสราง 
แบคเทอริโอซินแบบที่มีความสัมพันธโดยตรงกับการเจรญิของเซลลในแบคทีเรียกรดแล็กติกอีก
หลายชนิด เชน 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) เปนตน ในทางตรงกันขามพบวาม ี
แบคทีเรียกรดแล็กติกบางชนิดที่มีการสรางแบคเทอริโอซินในแบบทีไ่มมีความสัมพนัธโดยตรงกับ
การเจริญของเซลล (secondary metabolite production) โดยจะเริ่มมีการสรางแบคเทอริโอซินเมื่อ
เซลลเจริญอยูในระยะคงที่ เชน 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) เปนตน 
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ภาพที่ 7  การเจริญ (OD600) และคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงการสราง 
               แบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่อุณหภูม ิ

  30 องศาเซลเซียส 
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5.  การศึกษาคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติกดานการทนตอสภาวะภายในระบบทางเดินอาหาร  
ของปลาสวยงามของ E. raffinosus MGM30-8.22 

 
การคัดเลือกแบคทีเรียเพื่อใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํานั้นควรคัดเลือก

แบคทีเรียมาจากแหลงตวัอยางสัตวน้ําที่จะนําโปรไบโอติกไปใช อีกทั้งตองคัดเลือกแบคทีเรีย 
สายพันธุที่เมื่อเขาสูปากและระบบทางเดินอาหารแลวจะตองรอดชีวิตและเพิ่มจํานวนเซลลได เชน 
ในกระเพาะอาหารตองสามารถทนตอสภาวะความเปนกรด สวนบริเวณลําไสแบคทเีรียตองสามารถ
ทนตอเกลือน้ําดีและสามารถเจริญแขงขันกบัแบคทีเรียกอโรคหรือสามารถสรางสารยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียกอโรคได นอกจากนี้ยังตองสามารถยึดเกาะกับเยื่อบุของอวัยวะตาง ๆ ได เชน  
เยื่อบุลําไส เปนตน อีกทั้งการนําโปรไบโอติกไปใชในการเพาะเลี้ยงปลาตองใชรวมกบัอาหารปลา 
ดังนั้นแบคทีเรียดังกลาวตองสามารถทนตอสภาวะในกระบวนการผลิตอาหารปลาหรือสวนผสม
ของอาหารปลาที่มีผลตอการเจริญของแบคทีเรียที่ใชเปนโปรไบโอติก เชน เกลือ สารปฏิชีวนะ  
เปนตน (วลัยพร, 2544; Balcazar et al., 2006) ซ่ึงผลการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนสําหรับการ
ประยุกตใชเปนโปรไบโอติกของ E. raffinosus MGM30-8.22 ไดผลดงันี้ 
 

5.1  การทนตอโซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

จากการศึกษาการทนตอโซเดียมคลอไรด โดยเล้ียง E. raffinosus MGM30-8.22 และ 
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบดวยวธีิ direct method 
จํานวน 8 สายพันธุ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขนระหวาง  
1–10 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 15 โดยพบวา  
E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญไดที่โซเดียมคลอไรดความเขมขนสูงกวา 
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุอ่ืน ซ่ึงสายพันธุดังกลาวสามารถเจริญไดที่โซเดียมคลอไรดความ
เขมขนระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต โดยคาความขุน (OD600)  ของเชื้อลดลงจาก 1.805 เหลือ 0.082  
ตามความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้น การที่ E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอ
โซเดียมคลอไรดความเขมขนสูงสุดที่ 7 เปอรเซ็นต จะเปนขอไดเปรียบในการนําแบคทีเรีย 
สายพันธุดังกลาวไปประยกุตใชงานรวมกบัโซเดียมคลอไรด เชน ในอาหารปลาสวยงามซึ่งมี
โซเดียมคลอไรดอยูประมาณ 2 เปอรเซ็นต (ศรีนอย, 2542) นอกจากนีก้ารปองกันหรือรักษาโรค
ของปลาสวยงามรวมถึงการลดความเครียดของปลา นิยมใชโซเดียมคลอไรดความเขมขนระหวาง 
0.5–3.0 เปอรเซ็นต (ธนากร, 2544; คีรี, 2545) ดังนั้นจึงสามารถนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไป
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ประยุกตใชงานรวมกับอาหารปลาและโซเดียมคลอไรดเพื่อสงเสริมใหปลาสวยงามมสุีขภาพ
แข็งแรงขึ้นได 
 
ตารางที่ 15  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน ๆ ที่ 
                    คัดเลือกไดในอาหาร MRS broth ที่ผสมโซเดียมคลอไรดความเขมขนตาง ๆ 
 

 การเจริญ (OD600) ความเขมขน 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  การทนตอเกลือน้ําดี (ox-bile salt) และน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 
 

5.2.1  การทนตอเกลือน้ําด ี
 

จากการศึกษาการทนตอเกลือน้ําดี โดยเลี้ยง E. raffinosus MGM30-8.22 และ
แบคทีเรียกรดแล็กติกสายพนัธุอ่ืน ๆ ที่คัดเลือกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีที่
ความเขมขนระหวาง 0.1-1.0 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ไดผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 
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16 โดยพบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ความเขมขนของ 
เกลือน้ําดีสูงกวาแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน โดยสามารถเจริญไดที่ความเขมขนของ 
เกลือน้ําดี 0.1 และ 0.2 เปอรเซ็นต โดยมีคาความขุน (OD600)  เทากับ 0.975 และ 0.096 ตามลําดับ  
ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับรายงานของ ทศพร (2547) ซ่ึงคัดเลือก Weissella sp. จากระบบ
ทางเดินอาหารของปลากะพงขาว (Lates calcarifer) และพบวาสายพนัธุดังกลาวสามารถทนตอ
เกลือน้ําดีความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการรอดชีวิตของ Weissella sp. ใน
ระบบทางเดินอาหารของปลา โดยแบงเปนชุดการทดลอง 3 ชุด คือ (1) อาหารปลาที่ผสม Weissella 
sp. ความเขมขน 105 เซลลตอกรัมอาหาร (2) อาหารปลาที่ผสม Weissella sp. ความเขมขน 107  
เซลลตอกรัมอาหาร และ (3) อาหารปลาที่ไมผสม Weissella sp (กลุมควบคุม) พบวา สามารถตรวจ
พบแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวในลําไสของกลุมปลากะพงขาวที่ไดรับอาหารปลาผสม Weissella 
sp. ทั้ง 2 ความเขมขน และไมพบสายพันธุดังกลาวในลําไสของปลากะพงขาวในกลุมควบคุม  
 

5.2.2  การทนตอน้ําดีที่เตรียมจากน้ําดีสดของปลาชอน 
 

จากการศึกษาการทนตอน้ําดีสดปลอดเชือ้ของปลาชอน โดยเติม  
E. raffinosus MGM30-8.22 และ S. agalactiae ลงใน phosphate buffer saline (PBS) ที่ผสมน้ําดีสด
ปลอดเชื้อความเขมขนตาง ๆ ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 8 โดยพบวาใน PBS ที่ไมผสม
น้ําดีสดปลอดเชื้อ จํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นจาก 1.65 x 107  
เซลลตอมิลลิลิตร ไปเปน 2.32 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร และจํานวนเซลลของ S. agalactiae เพิ่มขึ้น
จาก 1.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ไปเปน 1.33 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 8A) ภายในระยะเวลา 
24 ช่ัวโมง ที่ทําการศึกษา สวนใน PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรตอปริมาตร) จํานวนเซลลของ S. agalactiae จะลดลงอยางชา ๆ จาก 1.20 x 107 เซลลตอ
มิลลิลิตร ลดลงมาเหลือนอยกวา 10 เซลลตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 24 ของระยะเวลาทีท่ําการศึกษา 
ในขณะที่จํานวนเซลลของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นจาก 2.39 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ไป
เปน 1.35 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 8B) นอกจากนี้ PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชือ้ความเขมขน 
30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) พบวาในทั้ง 2 ความเขมขน จํานวนเซลลของ  
S. agalactiae จะลดลงอยางรวดเร็วจาก 5.30 x 107 และ 6.20 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ลงมาเหลือ
นอยกวา 10 เซลลตอมิลลิลิตร ในชั่วโมงที่ 18 ของระยะเวลาที่ทําการศกึษา ในขณะทีจ่ํานวนเซลล
ของ E. raffinosus MGM30-8.22 จะเพิ่มขึน้จาก 1.20 x 107 และ 1.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร  
ไปเปน 1.92 x 108 และ 8.60 x 107 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 8C และ D)  
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จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถรอดชีวิตและเจริญไดใน 
PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชือ้ความเขมขน 10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในขณะ
ที่ S. agalactiae ถูกยับยั้งการเจริญดวยน้ําดสีดปลอดเชื้อ แสดงวาน้ําดีสดที่ใชยังมีคณุสมบัติในการ
เปนสารยับยั้งจุลินทรียที่มีความไวตอสารดังกลาว 

 
การทนตอเกลือน้ําดีและน้ําดสีดปลอดเชื้อจากปลาชอน ของ E. raffinosus 

MGM30-8.22 แสดงวาสายพันธุดังกลาวมีแนวโนมที่จะสามารถรอดชีวิตและเจริญอยูภายในลําไส
ของปลาได ซ่ึงเปนคุณสมบตัิที่สําคัญอีกประการหนึ่งของโปรไบโอติกสําหรับการนําไปใชใน 
การเพาะเลีย้งสัตวน้ํา 
 
ตารางที่ 16  การเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 และแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุอ่ืน ๆ  
                    ที่คัดเลือกไดในอาหาร MRS broth ที่ผสมเกลือน้ําดีความเขมขนตาง ๆ 

 
การเจริญ (OD600) ความเขมขน 

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) ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนความเขมขนตาง ๆ 
 (A)  PBS ไมผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อ (ชุดควบคุม) 
 (B)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 (C)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 30 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
 (D)  PBS ที่ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อความเขมขน 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) 
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5.3  การเจริญที่ความเปนกรดดางที่ระดับตาง ๆ 
 

จากการศึกษาการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ 
โดยเล้ียงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 2 ถึง 11 ดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 2 นอรมัล บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นทาํการสุมตัวอยางที่ 0 และ 6 ช่ัวโมง เพื่อนับจํานวนของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ดวยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่ผสม 0.5% 
แคลเซียมคารบอเนต ซ่ึงผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 9 โดยพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสภาวะ
เปนกรด ซ่ึงมคีาความเปนกรดดางเทากับ 2 แบคทีเรียสายพันธุ E. raffinosus MGM30-8.22 ไม
สามารถรอดชีวิตและเจริญไดหลังจากบมเชื้อไปแลว 6 ช่ัวโมง ในขณะที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 3 และ 4 มีจํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่เวลา 0 ช่ัวโมงเทากับ 5.76 และ 5.53 
log โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และภายหลังจากบมเชื้อไป 6 ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 ลดลงมาเหลือ 5.39 และ 5.35 log โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สําหรับอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีสภาวะเปนกลางและดาง พบวาที่คาความเปนกรดดางที่ 5 ถึง 10 หลังจากบมเชื้อไปแลว 6 
ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 เพิ่มขึ้นประมาณ 2 log โคโลนีตอมิลลิลิตร แตที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 11 มีจํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ 0 ช่ัวโมง เทากับ 5.66  
log โคโลนีตอมิลลิลิตร หลังจากบมเชื้อไป 6 ช่ัวโมง จํานวนของ E. raffinosus MGM30-8.22 
เพิ่มขึ้นเล็กนอยไปเปน 5.75 log โคโลนีตอมิลลิลิตร 
 

จากผลการทดลองแสดงวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถรอดชีวิตภายใต
สภาวะเปนกรดหรือสภาวะในกระเพาะอาหารของปลา ซ่ึงมีคาความเปนกรดดางระหวาง 2-4 และ
สามารถรอดชีวิตภายใตสภาวะเปนกลางถงึดางหรือสภาวะในลําไสของปลา ซ่ึงมีคาความเปนกรด
ดางระหวาง 7-11 (Jobling, 1995) โดยคณุสมบัติดังกลาวเปนคุณสมบัตทิี่สําคัญประการหนึ่งของ 
โปรไบติกที่ตองรอดชีวิตและเพิ่มจํานวนเซลลไดในระบบทางเดินอาหารของปลา (Balcazar et al., 
2006) 
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ภาพที่ 9  การรอดชีวิตของ E. raffinosus MGM30-8.22 ที่ระดับคาความเปนกรดดางตาง ๆ 
 

5.4  ความตองการกาซออกซิเจนสําหรับการเจริญของ E. raffinosus MGM30-8.22 
 

จากการศึกษาความตองการกาซออกซิเจนสําหรับการเจริญของ E. raffinosus 
MGM30-8.22 โดยเล้ียงสายพันธุดังกลาวในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth และนําไปบมภายใตสภาวะ 
3 สภาวะ คือ (1) สภาวะปราศจากออกซิเจน ในตูบมแบบปราศจากกาซออกซิเจน (anaerobe 
incubator) (2) สภาวะการเตมิออกซิเจนโดยการเขยาที่ 100 rpm และ (3) ในสภาวะบรรยากาศปกติ
โดยไมมีการเขยา พบวาการบมภายใตสภาวะทั้ง 3 สภาวะ มีคาความขุน (OD600) เทากับ 1.80, 1.79 
และ 1.73 ตามลําดับ จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถเจริญ
ไดดีทั้งใน 3 สภาวะที่ทําการทดลอง โดยสายพันธุดังกลาวสามารถเจริญภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน
และสภาวะปราศจากออกซิเจนได ซ่ึงจะเปนขอไดเปรียบในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไป
ใชเปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงปลา เนื่องจากสายพนัธุดังกลาวสามารถเจริญไดหลากหลาย
สภาวะและสามารถเจริญไดในลําไสของปลาซึ่งมีสภาวะปราศจากกาซออกซิเจน (Jobling, 1995)  
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5.5  การทนตอสารปฏิชีวนะที่ใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา 
 

การทนตอสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการเพาะเลีย้งสัตวน้ําของ E. raffinosus MGM30-8.22  
ดังแสดงผลการทดลองในตารางที่ 17 โดยพบวา E. raffinosus MGM30-8.22 สามารถทนตอ 
สารปฏิชีวนะได คือ nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole แตสายพันธุดังกลาวถูก
ยับยั้งการเจรญิดวยสารปฏิชีวนะ oxytetracycline, tetracycline และ trimethoprim ซ่ึงในปจจบุัน 
สารปฏิชีวนะที่นิยมใชในการรักษาโรคของปลาสวยงาม คือ oxytetracycline และสารปฏิชีวนะใน
กลุม sulfonamides เชน sulfamerazine, sulfadimidine, sulphamethoxazole เปนตน (คีรี, 2544)  
โดยการใชสารปฏิชีวนะในการรักษาโรคของปลาสวยงามมักจะใชผสมกับอาหารปลาในอัตราความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมกับโรคของปลา (ธนากร, 2544) คุณสมบัติการทนตอ 
สารปฏิชีวนะบางชนิดที่นยิมใชในการรักษาโรคในปลาสวยงามของ E. raffinosus MGM30-8.22 
จะเปนขอไดเปรียบในการนาํสายพันธุดังกลาวไปใชงานรวมกับสารปฏิชีวนะซึ่งจะเปนการชวย
สงเสริมสุขภาพของปลาใหแข็งแรงพรอมกับรักษาปลาใหหายจากโรคที่เกิดขึ้นไดอยางรวดเร็ว 
 
ตารางที่ 17  การทนตอสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการเพาะเลีย้งสัตวน้ําของ E. raffinosus MGM30-8.22  
 

สารปฏิชีวนะ การยับยั้งการเจริญ (เสนผานศูนยกลาง; ซม.) 
nalidixic acid -ve 
oxolinic acid -ve 
sulphamethoxazole -ve 
oxytetracycline +ve (1.5) 
trimethoprim +ve (3.0) 
tetracycline +ve (1.0) 
 
-ve = ไมเกิดบริเวณใสรอบแผนสารปฏิชีวนะ 
+ve = เกิดบริเวณใสรอบแผนสารปฏิชีวนะ 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

สรุป 
 

จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กตกิในตัวอยางอวยัวะระบบทางเดินอาหารของ 
ปลาสวยงาม จาํนวน 10 ตวัอยาง พบวาสามารถคัดแยกไดจํานวน 102 สายพันธุ โดยในจํานวนนี้มี 
12 สายพันธุ ทีส่ามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเมื่อทดสอบบน modified MRS agar 
ดวยวิธี direct method และพบวามีเพยีง 2 สายพันธุ ที่สามารถสรางสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
ใน MRS broth เมื่อทดสอบดวยวิธี spot on lawn method โดยไดคดัเลือกสายพันธุ MGM30-8.22 ที่
คัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหารของปลาทองโคเม็ท (Carassius auratus สายพันธุ comet) และ
แสดงคากิจกรรมในการยับยัง้การเจริญของ E. faecium JCM 5804 สูงกวาสายพันธุอ่ืน ๆ ไปใชใน
การศึกษาตอไป 

 
จากผลการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก สายพันธุ MGM30-8.22 ดวยชุด

จําแนกสําเร็จรูป API 20 Strep รวมกับการเปรียบเทียบความเหมือนกนัของลําดับเบสของ  
16S rDNA พบวาสายพันธุดังกลาวถูกจดัจําแนกเปน Enterococcus raffinosus  นอกจากนี ้
ผลการศึกษาคุณสมบัติของสารยับยั้งจุลินทรียที่สรางจาก E. raffinosus MGM30-8.22 พบวา
กิจกรรมในการยับยั้งแบคทเีรียทดสอบของสารยับยั้งจุลินทรียที่ไดเกิดจากสารที่มีคุณสมบัติเปน
โปรตีนซึ่งถูกทําลายดวยเอนไซม เปปซิน ทริปซิน อัลฟา-ไคโมทริปซิน และโปรติเนส เค ซ่ึง
จัดเปนคณุสมบัติที่สําคัญของสารยับยั้งจุลินทรียในกลุมแบคเทอริโอซิน รวมทั้งมีคณุสมบัติในการ
ทนตอความรอนในระดับหนึ่ง เนื่องจากยงัคงมีกิจกรรมเหลืออยูหลังผานการใหความรอนที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที มีความ 
คงตัวสูงสุดที่คาความเปนกรดดาง 6.0 และ 7.0 เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง และที่คาความเปนกรดดาง 7.0 เมื่อนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 60 นาที นอกจากนี้แบคเทอริโอซินดังกลาวยังแสดงรูปแบบกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของ 
E. faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลล (bactericidal) สวนการศึกษาการเจริญและการสราง 
แบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth พบวามีการสราง
แบคเทอริโอซินในแบบที่มีความสัมพันธโดยตรงกับการเจริญของเซลล (primary metabolite 
production) 
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การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของ E. raffinosus MGM30-8.22 สําหรับประยุกตใชเปน
โปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา พบวาสายพันธุดังกลาวสามารถทนตอโซเดียมคลอไรด 
ความเขมขนระหวาง 1-7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) ทนตอสารปฏิชีวนะบางชนิด ไดแก 
nalidixic acid, oxolinic acid และ sulphamethoxazole นอกจากนี้ยังสามารถทนตอเกลือน้ําดีความ
เขมขน 0.1-0.2 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) และน้ําดีสดปลอดเชือ้ของปลาชอนความเขมขน 
10, 30 และ 50 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) สามารถรอดชีวิตหรือเจริญไดที่คาความเปนกรด
ดางระหวาง 3-11 หลังจากบมเชื้อเปนเวลา 6 ช่ัวโมง อีกทัง้ยังสามารถเจริญภายใตสภาวะมี
ออกซิเจนและปราศจากออกซิเจนได แสดงวา  E. raffinosus MGM30-8.22 มีแนวโนมในการรอด
ชีวิตหรือเพิ่มจาํนวนเซลลไดในระบบทางเดินอาหารของสัตวน้ํา จากคุณสมบัติขางตนแสดงใหเหน็
ถึงความเปนไปไดในการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปศึกษาวิจยัและพัฒนาเพือ่ประยุกตใช
เปนโปรไบโอติกในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําหรือปลาสวยงามได 

 

ขอเสนอแนะ 
 

1.  ควรมีการศกึษาหาสภาวะที่จะชวยกระตุนการเจริญและการสรางแบคเทอริโอซินของ  
E. raffinosus MGM30-8.22 ใหมีปริมาณมากเพื่อนําไปใชประโยชนในดานการเพาะเลี้ยงปลา
สวยงามและการลงทุนในเชงิพาณิชย 
 

2.  ควรมีการศกึษาถึงการนํา E. raffinosus MGM30-8.22 ไปประยกุตใชเปนโปรไบโอติก
ในการเพาะเลีย้งปลาสวยงามในระดับหองปฏิบัติการ 
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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 

ถาตองการใหอาหารแข็งใหเติมผงวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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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คาความเปนกรด-เบส    6.5 

ถาตองการใหอาหารแข็งใหเติมผงวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อ 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
 
 
 
 
 
 
 

 



 

92

 
  

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 
คาความเปนกรดดาง   7.3 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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  การเตรียมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน 

 
นําถุงน้ําดีของปลาชอน มาลางคราบเลือดและสิ่งเจือปนตาง ๆ ดวยน้ํากลั่น  

แยกเอาน้ําดีสดออกจากถุงน้าํดีโดยการบีบถุงน้ําดีดวยมือ นําน้ําดีสดที่ไดไปกรองดวยกระดาษกรอง
เบอร 5 (Whatman No.5) จากนั้นทําใหน้ําดีสดปลอดเชือ้ดวยการกรองผานแผนกรองขนาดรู 0.45 
ไมโครเมตร เก็บรักษาน้ําดสีดปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ตารางผนวกที่ 1  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากระบบทางเดินอาหารของ 
                           ปลาสวยงามชนิดตาง ๆ 
 
รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 

MG45-1  ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG45-1.1  ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 

 
MG30-2.1  ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

MG30-2.2 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.3 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.5 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.6 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG30-2.7 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.8 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.9 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.10 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.11 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.12 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.13 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.14 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MG30-2.15 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MG30-2.16 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
HG45-2.1 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 

 
HH45-3 ปลาทองออลันดา รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

 
MP30-4 ปลาตะเพียนทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
HC45-5.1 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HC45-5.5 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HC45-5.6 ปลาคารพ รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 
HC45-5.7 ปลาคารพ รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 

 
MD30-6.1 

 
ปลาทอง 

 
รูปรางทอนสั้น แกรมบวก 

 
-ve 

MD30-6.2 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.3 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.4 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.5 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.6 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.7 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.8 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.9 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.10 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.11 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.12 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.13 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.14 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.15 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.16 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.17 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.18 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.19 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.20 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MD30-6.21 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.23 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.24 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.26 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.27 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.28 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.29 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.30 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.31 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.32 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MD30-6.33 ปลาทอง รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

HD45-6 ปลาทอง รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
 

MGM30-8.1 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.2 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.4 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.5 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.11 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.12 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.13 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.14 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.15 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.16 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.17 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.19 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 

รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MGM30-8.21 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGM30-8.22 ปลาทองโคเม็ท รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGM30-8.23 ปลาทองโคเม็ท รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGM30-8.26 ปลาทองโคเม็ท รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
HGS45-9.1 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HGS45-9.2 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
HGS45-9.3 ปลาทองหัวสิงห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
MGR30-10.2 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.3 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.4 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.5 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนยาว แกรมบวก -ve 
MGR30-10.6 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.7 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.10 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.11 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.12 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.13 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.14 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.17 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.18 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.19 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.21 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.22 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.23 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MGR30-10.24 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
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ตารางผนวกที่ 1 (ตอ) 
 
รหัสสายพันธุ แหลงตัวอยาง ลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบเอนไซมคาตาเลส 
MGR30-10.29 ปลาทองรักเลห รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MGR30-10.30 ปลาทองรักเลห รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
MC30-11.2 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.3 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.4 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.7 ปลาคารพ รูปรางกลม แกรมบวก -ve 
MC30-11.6 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.8 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 
MC30-11.9 ปลาคารพ รูปรางทอนสั้น แกรมบวก -ve 

 
-ve  =  การทดสอบเปนลบ 
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ตารางผนวกที่ 2  การยับยั้งการเจริญของ E. faecium JCM 5804 แบบฆาทําลายเซลลโดย 
                           แบคเทอริโอซินที่สรางจาก 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 คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อและการ             
สรางแบคเทอริโอซินของ E. raffinosus MGM30-8.22 เมื่อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS broth ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 
การเจริญ (OD600) คาความเปนกรดดางของ 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
คากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 

(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  การมีชีวิตรอดที่คาความเปนกรดดางตาง 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) ผสมน้ําดีสดปลอดเชื้อของปลาชอนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

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

        (%นํ้าดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน; v/v )         (%นํ้าดีสดปลอดเชื้อของปลาชอน; 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 

 


