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 จากการแยกแบคทีเรียแลกติก (LAB) จากอาหารหมักประเภทเนื้อสัตวจํานวน 50 ตัวอยาง 
พบวาได LAB 174 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียรูปทอน 147 ไอโซเลท  ทรงกลม 13 ไอโซเลท และรูปไข 14 
ไอโซเลท  เมื่อนําเชื้อ LAB ที่แยกไดมาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง  S. aureus  และ Lb. sakei 
912  ดวยวิธี agar spot assay  พบวามี LAB ที่ยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ Lb. sakei 912 
ไดจํานวน 44 และ 12 ไอโซเลท ตามลําดับ  และเมื่อนํามาทดสอบโดยวิธี agar well diffusion assay 
พบวามี LAB ที่ยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ Lb. sakei 912 ได 18 ไอโซเลท และ 1 ไอโซเลท 
ตามลําดับ  โดย LAB ที่ยับยั้ง S. aureus ไดดีที่สุด คือ NJ3, NJ4, SC3, SC4, ES3 และ PO2 
(inhibition zone 10 mm) และมี LAB ที่ยับยั้งไดทั้ง S. aureus และ Lb. sakei 912 เพียงไอโซเลท
เดียว คือ SK2 (inhibition zone 8 และ 10 mm ตามลําดับ)  จากการศึกษาสมบัติของสารยับยั้งที่ได
จาก LAB เหลานี้พบวาสารตานจุลชีพที่สรางจากเชื้อ SC3, SC4 (แยกไดจากไสกรอกปลา) และ SK2 
(แยกไดจากแหนมปลา) มีสมบัติเปนโปรตีน  โดยสารตานจุลชีพที่สรางจากเชื้อ SC3 และ SC4 ทน
ความรอนไดไมเกิน 80°C  เปนเวลา 20 นาที  ในขณะที่สารตานจุลชีพที่สรางจากเชื้อ SK2 ทนความ
รอนไดสูงถึง 100°C เปนเวลา 10 นาที  และมีความคงตัวที่ pH 4-7   การทดสอบ antibacterial 
spectrum ของสารตานจุลชีพที่สรางจากเชื้อ SK2 พบวาสามารถยับยั้ง S. aureus, Lb. sakei 912, 
B. cereus, En. aerogenes, Leuc. mesenteroides, L. lactis subsp. cremoris และ L. 
monocytogenes ได  โดยยับยั้ง S. aureus และ Lb. sakei 912  ไดประมาณ 50 เปอรเซ็นตของ 
commercial nisin ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (2500 IU)  และเมื่อนํา LAB สายพันธุ 
SK2 มาจัดจําแนกโดยใช API 20 Strep (bioMerieux) พบวาเปน  Lactococcus lactis subsp. lactis 
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 One hundred and seventy four isolates of LAB were isolated from 50 fermented meat 
samples. Among these, 147 were rod-shaped, 13 were coccoid, and 14 were oval-shaped. 
Agar spot assay for the antibacterial activity using S. aureus and Lb. sakei 912 as the test 
organisms revealed that 44 isolates could inhibit S. aureus  and  12 isolates could inhibit Lb. 
sakei 912.  Agar well diffusion assay showed that 18 isolates could inhibit S. aureus and 
only 1 isolate could inhibit Lb. sakei 912.  The isolates which gave the largest inhibition zone 
(10 mm) when tested on S. aureus were NJ3, NJ4, SC3, SC4, ES3 and PO2. Only one 
isolate, SK2,  could inhibit both S. aureus and Lb. sakei 912, and gave the inhibition zone of 
8 and 10 mm on S. aureus and Lb. sakei 912, respectively.   Characterization of 
antibacterial substances from these LAB showed that the antibacterial substances of SC3, 
SC4 (isolated from fish sausage) and SK2 (isolated from nham pla) were proteins.  The 
antibacterial substances from SC3, SC4 were stable when treated at 80°C for 20 min, while 
the antibacterial substance from SK2 could withstand  100°C for 10 min, and it was stable at   
pH 4-7.  The  antibacterial  substance  from SK2 showed a broad inhibitory spectrum   
against  S. aureus, Lb. sakei 912, B. cereus, En. aerogenes, Leuc. mesenteroides, L. lactis 
subsp. cremoris, and L. monocytogenes, and gave ~ 50% activity when compared with 
commercial nisin on S. aureus and Lb. sakei 912.  SK2 was identified as Lactococcus lactis 
subsp. lactis by using API 20 Strep (bioMerieux).  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ภูมิหลัง 
           ปจจุบันผูบริโภคอาหารไดใหความสําคัญ  และหันมาสนใจเกี่ยวกับความปลอดภัยของอาหาร
กันมากขึ้น ดังนั้นจึงไดมีการหาสารกันเสียธรรมชาติ  (natural biopreservative)  มาใชแทนสารเคมีที่ใช
เปนสารกนัเสยีในอาหาร  (chemical preservative)  และแนวทางหนึ่งที่ไดรับความสนใจคือการใชสาร
ตานจุลินทรียที่ผลิตจากจุลินทรียที่ใชในการผลิตอาหารหมัก ซึ่งเปนที่ยอมรับกันโดยทั่วไปวา มีความ
ปลอดภัย (Generally recognized as safe, GRAS) ไดแก แบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria, 
LAB)   เนื่องจาก LAB สามารถเปลี่ยนน้าํตาลเปนกรดอนิทรียและสารอื่น ๆ ที่สามารถยับยัง้จุลินทรียที่
ทําใหอาหารเนาเสีย และแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนในอาหารได   (Farias; et al. 1994: 1013-1015)   
ซึ่งสารตานจุลชีพที่สําคัญทีม่ีการนาํมาใชในอุตสาหกรรมอาหาร คือ แบคทีริโอซิน 
        แบคทีริโอซิน เปนสารประเภทโปรตีน ซึ่งสามารถยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียสายพนัธุที่
ใกลชิดกับแบคทีเรียที่สรางแบคทีริโอซินนั้นและแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
กอโรคอาหารเปนพษิบางชนดิได 
       การคนพบแบคทีริโอซินจาก LAB มีรายงานครั้งแรกวา Lactococcus lactis สามารถสราง
สารยับยัง้การเจริญของ Lactobacillus bulgaricus ได (Rogers. 1928: 321) ตอมามีรายงานวาสารที่
ยับยั้งการเจรญิของ Lb. bulgaricus ไดนี้มีโครงสรางทางเคมีเปนเปปไทด และตั้งชื่อวาไนซิน (nisin) 
(Mattick; & Hirsch. 1947: 5-7)   ไนซินเปนเปปไทดทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโน 34 หนวย (Gross; & 
Morrell. 1971: 4634-4635)    ซึ่งนอกจากจะยับยัง้การเจริญของ lactobacilli ไดแลวยังสามารถยบัยั้ง 
streptococci, staphylococci, Bacillus spp. และ clostridia ไดอีกดวย (Lindgren; & Dobrogosz. 
1990: 149-163) ในปจจบุนัไนซนิไดรับการยอมรับในสหรฐัอเมริกาวาเปนสารที่มีความปลอดภัย (GRAS) 
(FDA. 1988: 11247)  และมีการใชไนซินในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคในผลิตภัณฑอาหาร
หลายชนิดทั่วโลก (Delves–Broughton. 1990: 100-112)  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาไนซินสามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอรของ Clostridium botulinum (Okereke; & Montville. 1991a: 349-353, 
1991b: 3423-3428) และยับยัง้การเจริญของ Listeria monocytogenes ในกระบวนการผลิต 
Camembert cheese (Maisnier–Patin; et al. 1992: 249-263)  
 ผูบริโภคสวนใหญยอมรับวา LAB เปน food–grade organisms และแบคทีริโอซินที่ผลิต
จาก LAB เปน natural antimicrobial substance เนื่องจากมีโครงสรางเปนโปรตีน จึงถูกยอยสลายได
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ในระบบยอยอาหารของมนุษย (Messens; & de Vuyst.  2002: 31-43)  แบคทีริโอซินจาก LAB จึงมี
แนวโนมสูงที่จะเปนที่นิยมใชในการถนอมอาหาร 
 ประเทศไทยมทีี่ตั้งอยูในบริเวณที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสงูและมีอาหารหมกัพื้นบาน
หลายชนิดที่เกิดจากกจิกรรมของ LAB ซึ่งสวนใหญมกีารผลิตในระดับครัวเรือน โดยอาศัยเชื้อ LAB ที่
ปนเปอนมาในวัตถุดิบตามธรรมชาติ ซึ่งแตกตางกนัไปตามชนิดของอาหารหมัก แหลงผลิต และวิธีการ
ผลิต ดังนัน้จึงมีโอกาสที่จะแยกเชื้อ LAB ที่ผลิตแบคทีริโอซินไดจากอาหารหมกัชนดิตาง ๆ เหลานี้ ซึ่ง
สามารถนําไปใชเปนเชื้อเร่ิมตนในการผลิตอาหารหมกัที่ปลอดภัยและเปนแนวทางในการผลิตแบคทีริโอซิน
สําหรับใชในการถนอมอาหารแทนสารเคมอ่ืีน ซึง่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพ  

 
ความมุงหมายของการวิจัย 

 1.  เพื่อแยกเชื้อแบคทีเรียแลกตกิจากผลิตภัณฑอาหารหมักประเภทเนื้อสัตว 
 2.  คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกทีส่รางสารตานจุลชีพได 
 3.  ศึกษาสมบัติเบื้องตนของสารตานจุลชีพทีผ่ลิตได 
 4.   จําแนกชนิดของแบคทีเรียแลกติกที่สรางสารตานจุลชีพได 

 
ความสําคัญของการวิจัย 
        ไดแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคทีริโอซินได เพื่อนําไปใชเปนเชื้อเร่ิมตน (starter) ในการผลิต
อาหารหมักทีป่ลอดภัย และเปนแนวทางในการนําไปผลิตแบคทีริโอซินสําหรับการถนอมอาหารแทน
สารเคมีอ่ืน ซึ่งอาจเปนอนัตรายตอผูบริโภค  
 
ขอบเขตของการวิจัย 

 1.  แยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากอาหารหมักประเภทเนื้อสัตวชนิดตาง ๆ ในประเทศไทย 
ประมาณ 50 ตัวอยาง 

 2. นาํแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดมาทดสอบความสามารถในการผลิตสารตานจุลชีพโดยวิธี 
agar spot assay และ agar well diffusion assay   

 3.   ทดสอบวาสารที่ทําใหเกิดการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ  (indicator strain)   เปน 
แบคทีริโอซิน โดยใชเอนไซมยอยโปรตีน 
 4.   ศึกษาสมบัติเบื้องตนของแบคทีริโอซินทีผ่ลิตได โดยทดสอบการทนความรอน   และความ 
คงตัวที ่pH ตาง ๆ    ทดสอบ antibacterial spectrum  และศึกษา antibacterial activity  เปรียบเทียบ 
กับ commercial nisin 
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 5.  จัดจําแนกชนดิแบคทีเรียแลกติกที่สรางแบคทีริโอซินได 
 
สมมติฐานในการวิจัย 

        แบคทีเรียแลกติกบางชนิดในอาหารหมักของประเทศไทยสามารถสรางแบคทีริโอซนิยับยัง้ 
แบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษบางชนิดได  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
แบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria, LAB)  
            แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญในกระบวนการผลิตอาหารหมักชนิดตาง ๆ 
ทั้งผลิตภัณฑนม  เนื้อ ปลา  ผัก  ผลไม  และผลิตภัณฑอาหารทีท่าํจากธัญพืช ซึ่งมนุษยไดบริโภคมา
เปนเวลานานแลว  ดังตัวอยางในตาราง 1 
 
 
ตาราง 1 LAB ที่ใชเปนเชื้อเร่ิมตนในผลิตภณัฑอาหารหมกั 
 

ผลิตภัณฑอาหาร                                                    แบคทีเรียแลกตกิ 
Acidophilus milk      Lb. acidophilus  
Balao balao       Lactobacillus spp. 
Breads        Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum,  
        Leuc. mesenteroides, S. thermophilus 
Bulgarian buttermilk     Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
Burong dalag      Leuc. mesenteroides, P. pentosaceus,  
        Lb. plantarum 
Butter        L. lactis subsp. cremoris 
Buttermilk       L. lactis subsp. lactis, L. lactis  
        subsp. cremoris, Leuc. lactis,  
        Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 
Cheeses        L. lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. 
         cremoris, Lb. delbrueckii subsp.  
        bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp.  
        lactis, Lb. casei, Lb. helveticus, 
        Leuconostoc spp., Enterococcus spp. 
Coffee                                                            Various strains 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 
ผลิตภัณฑอาหาร                                                     แบคทีเรียแลกติก 
Crackers             Lb. plantarum, Lb. delbrueckii subsp.         
                                                            delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp. lactis,   
                                                            Lb. casei, Lb. brevis, Lb. fermentum 
Cucumber (pickles)     Lb. plantarum, Lb. brevis, P. pentosaceus 
Cured ham       Lb. casei, Lb. plantarum 
Distillery mashes     Lb. casei, Lb. fermentum, Lb.plantarum,  
        Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii 
Dosa        Leuc. mesenteroides, E. faecalis, 
                                                             P. pentosaceus 
Feed additives      Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii subsp.  
                                                                          bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis, 
                                                             Lb. reuteri 
Fermented fish products   Various strains 
Fermented milks      Lb. acidophilus, Lb. bifidus, Lb. casei,  
        Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
Gari        Leuconostoc spp. 
Green olives       Lb. plantarum, Lb. brevis, P. pentosaceus 
Idli        Leuc. mesenteroides, E. faecalis, 
                                                             P. pentosaceus 
Izushi        Lactobacillus spp. 
Kefir                                                L. lactis subsp. lactis, Lb. delbrueckii   
                                                                        subsp. bulgaricus 
Kenkey        Lactobacillus spp. 
Kimchi        Various strains 
Kishk        Lb. brevis, Lb. casei, Lb. plantarum 
Kisra        Lactobacillus spp. 
Koumiss        Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 
 

ผลิตภัณฑอาหาร                                                     แบคทีเรียแลกติก 
Lactic butter       L. lactis subsp. cremoris 
Lebanon bologna     P. acidilactici 
Magon        Lactobacillus spp. 
Miso        Lactobacillus spp. 
Ogi        Lb. plantarum, L. lactis subsp. lactis 
Probiotics       Lb. acidophilus, Lb. casei 
Pulque        Lb. plantarum, Leuconostoc spp. 
Puto        Leuc. mesenteroides, E. faecalis 
Sauerkraut       Lb. plantarum, Lb. brevis, Leuc.  
                                                             mesenteroides, P. pentosaceus 
Sausages , meats                                             Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. curvatus,  
        Lb. reuteri, Lb. sake, P. pentosaceus,  
        P. acidilactici 
Shoyu        Lactobacillus spp. 
Silage starters      Lb. plantarum, P. acidilactici 
Sour bread       Lb. sanfrancisco, Lb. brevis 
Sour cream       L. lactis subsp. cremoris 
Sour pumpernickel     Leuc. mesenteroides  
Soy sauce       Lb. delbrueckii subsp. delbrueckii 
Sweet dough      Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. fermentum,  
        Leuc. mesenteroides subsp. cremoris,  
        L. lactis subsp. cremoris 
Taette        L. lactis subsp. lactis var. taette 
Tempeh        Lactobacillus spp. 
Wine                                                      Lb. plantarum, Lb. hilgardii, P. damnosus,    
                                                           Leuc. mesenteroides, Leuc. oenos 
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ตาราง 1 (ตอ) 
 
ผลิตภัณฑอาหาร                                                     แบคทีเรียแลกติก 
Yoghurt        Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus,  
                                     S. thermophilus                                                              
หมายเหต:ุ  Lb. = Lactobacillus,  Leuc. = Leuconostoc,  S. = Streptococcus, 
               P. = Pediococcus,   L. = Lactococcus,     E. = Enterococcus  
               
  ที่มา:    De  Vuyst;  &   Vandamme.   (1994) .    Bacteriocin  of  Lactic Acid Bacteria:  
Microbiology, Genetics and Applications.   pp. 3-4. 
 
 
เมแทบอไลทที่สรางจากแบคทีเรียแลกติก  

 กรดแลกตกิ  กรดที่เกิดขึ้นเมื่อมีการสะสมมากขึน้จะทาํใหคา pH ลดลง สงผลใหเกิดการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมบวก และแกรมลบ   โดยกรดแลกติกสามารถแทรกผานเขาไป 
ภายในเซลลจลิุนทรียซึง่มีคา pH สูงกวาภายนอกเซลล ทําใหกรดแลกติกเกดิการแตกตัว และ
ไฮโดรเจนไอออนที่เกิดขึ้นจะไปมีผลตอกระบวนการเมแทบอลิซึมตาง ๆ ภายในเซลล (Baird-Parker. 
1980: 126-135)    
 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เนื่องจาก LAB ไมสรางเอนไซมคะตะเลสที่สามารถสลาย 
H2O2  ได จึงทาํใหเกิดการสะสม H2O2 ซึ่งสามารถยับยัง้จุลินทรียบางชนิด (Condon. 1987: 269-280) 
โดยทําใหเกิดการออกซิไดซอยางรนุแรง ซึ่งมีผลตอไขมันที่เยื่อหุมเซลล ทําใหไมสามารถควบคุมการ
ผานเขาออกของสารได นอกจากนีย้ังมีผลทําลายโครงสรางของกรดนิวคลีอิกและโปรตีนที่อยูภายใน
เซลล (Dahl; Midden; & Hartman. 1989: 2188-2194;   Piard; & Desmazeaud. 1991: 525-541)         
 คารบอนไดออกไซด (CO2) สรางขึ้นจากการหมกัแบบ heterolactic  มีผลเสียตอการเจรญิ
ของจุลินทรียที่ตองการออกซิเจน โดยมกีลไกการแทนทีโ่มเลกุลของออกซิเจน ทําใหเกิดสภาพไรอากาศ 
สงผลให pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลลดลง ทําใหเยื่อหุมเซลลเสื่อมสภาพ (Eklund.1984: 179-185)  
 ไดอะเซทิล (diacetyl) เปนผลผลิตจากการสลาย citrate   ไดอะเซทิลเปนสารที่ใหกลิน่รส
ในเนยและผลติภัณฑนมหมกัอื่น ๆ สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก โดย
ไดอะเซทิลจะเขาไปจับกับ arginine-binding protein  ทําใหแบคทีเรียแกรมลบไมสามารถใชอารจินีนได 
(De Vuyst; & Vandamme. 1994: 104-106) 
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  แบคทีริโอซิน เปนสารประเภทโปรตีนซึง่ยับยัง้แบคทีเรียสายพนัธุที่ใกลชิดกับ LAB ที่สราง
แบคทีริโอซินนั้น และยับยัง้จุลินทรียบางชนิดทีท่ําใหอาหารเสียและทาํใหเกิดโรคอาหารเปนพษิ  
 
 
ประเภทของ LAB  
 LAB สามารถแบงออกไดเปน 2 กลุม ตามผลผลิตที่ไดจากการหมักน้าํตาลกลโูคส คือ 
homofermentative และ heterofermentative  LAB ดังแสดงในตาราง 2 
 
 
  ตาราง 2 กลุมของ LAB  ที่แบงตามผลผลิตที่ไดจากการหมักน้ําตาลกลูโคส 
 
Fermentation type       Main products            Lactate isomer     Organism 

 Homofermentative    Lactate L(+)                       Lactobacillus bavaricus,                      
                                   Enterococcus faecalis 
Homofermentative    Lactate DL , L(+)                Pediococcus                                     
                                                                                                            pentosaceus 
Homofermentative       Lactate                             D(-) , L(+) , DL       Lactobacillus plantarum 
Heterofermentative      Lactate, ethanol, CO2    DL                          Lactobacillus brevis 
Heterofermentative      Lactate, ethanol, CO2      D(-)           Leuconostoc  
                                                                                         mesenteroides            

  
 ที่มา: Forsythe.  (2000). The Microbiology of Safe Food.  p. 123. 
 
 
 Homofermentative LAB เปน LAB กลุมทีย่อยสลายน้าํตาลผาน Embden-Meyerhof-Parnas 
(EMP) pathway  แลวใหกรดแลกตกิเปนผลผลิตหลัก มกีรดอะซิติก และคารบอนไดออกไซดเกิดขึน้บาง
เล็กนอย  LAB ในกลุมนี้ไดแก Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus  และ lactobacilli บางชนิด 
 Heterofermentative LAB เปน LAB กลุมทีย่อยสลายน้าํตาลผาน Phosphoketolase 
pathway แลวใหกรดแลกตกิ เอทานอล และคารบอนไดออกไซด ในปริมาณที่ใกลเคยีงกนั   LAB ใน
กลุมนี ้ไดแก Leuconostoc และ lactobacilli บางชนิด 
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วิถีเมแทบอลิซมึในการหมกัน้ําตาลกลูโคสไปเปนกรดแลกติก  แสดงในภาพประกอบ 1 
 
 

Glucose 
 

 ที่มา: Forsythe.  (2000).  The Microbiology of Safe Food.  p. 124. 
 

                     
          (homofermentative)                                                                                          (heterofermentative)                       
  
        Glucose-6-phosphate                                                                                Glucose-6-phosphate                                      
                                                                                                              
       Fructose-6-phosphate                                                                                  6-phosphogluconate 
                                                                                                                                                                                                      
     Fructose-1,6-diphosphate                                                                               
                                                                                         CO2

                                                                                                                                  Pentose phosphate 
                                                                                                                       

 
Glyceraldehyde-3-phosphate         Dihydroxyacetone  phosphate                                                                             
     
    2 Pyruvate                                                                                  
                                                                            Glyceraldehyde-3-phosphate           Acetyl  phosphate                                   
       2 Lactate                                                                                                                                                       
                                                                                      Pyruvate                        Acetaldehyde 
                                                                                                                                    
                                                                                       Lactate                                   Ethanol 
 

ภาพประกอบ 1 การผลิตกรดแลกติกโดย homofermentative lactic acid bacteria และ 
                 heterofermentative lactic acid bacteria 
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 สมบัติและลักษณะตาง ๆ ของ LAB ที่สําคัญ 
 
Streptococcus   เปนแบคทีเรียแกรมบวก    เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข  เสนผาศูนยกลาง 

นอยกวา 2 ไมโครเมตร มักพบอยูเปนคูหรือตอเปนสาย  ไมเคลื่อนที่  ไมสรางเอนโดสปอร   ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส  สวนใหญเจริญในที่มีออกซิเจนหรือไมมีก็ได (facultative anaerobe) แตบางชนิด
ตองการคารบอนไดออกไซดเพื่อการเจริญ และบางชนิดก็เปนพวกที่ไมตองการอากาศในการเจริญ 
(strictly anaerobe)      ไดพลังงานจากการออกซิไดซสารอินทรีย  (chemoorganotroph)   หมัก
คารโบไฮเดรตไดกรดแลกติกเปนสวนใหญ     ไมผลิตกาซ    จัดอยูในกลุม homofermentative  LAB  
บางสายพนัธุจะหมักกรดอนิทรีย เชน มาลกิ และ ซิตริก และหมักกรดอะมโิน เชน ซีรีน และ อารจินนี  มีความ
ตองการอาหารที่ซับซอน   เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37°C  ไมเจริญที ่10°C แตเจริญที ่45°C มีปริมาณของเบส 
G+C ระหวาง 34-46  โมลเปอรเซ็นต (Sneath; et al. 1986: 1043) 
 Leuconostoc   เปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลมีรูปรางกลม แตสวนใหญจะเปนรูปเลนส 
(lenticular)  มักพบอยูเปนคูหรือตอเปนสาย ไมเคลื่อนที่  ไมสรางสปอร  ไมสรางเอนไซมคะตะเลส  
เจริญในที่มีออกซิเจนหรือไมมีก็ได  โคโลนีขนาดเลก็ เสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร ขอบเรียบ 
กลม สีเทาขาว อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ 20-30°C   เปนพวกที่ไดพลังงานจากการออกซิไดซ 
สารอินทรีย  ตองการอาหารที่ซับซอน   และตองการกรดอะมิโน  กรดนิโคทินิก  ไทอามีน และไบโอติน ในการ 
หมักคารโบไฮเดรตจะใหเอทานอล และ D(-) lactic acid  จัดอยูในกลุม  heterofermentative LAB
มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 38-44  โมลเปอรเซน็ต (Sneath; et al. 1986:  1071) 
 Pediococcus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลมีรูปรางกลม มักพบอยูเปนคู ไมเคลื่อนที่  
ไมสรางสปอร    ไมสรางเอนไซมคะตะเลส  เจริญในทีม่ีออกซิเจนหรือไมมีก็ได  โคโลนีเสนผาศูนยกลาง
ขนาด 1.0-2.5 มิลลิเมตร ขอบเรียบ กลม สีเทาขาว อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจรญิ 25-40°C   เปน
พวกที่ไดพลงังานจากการออกซิไดซสารอินทรีย  ตองการสารอาหารที่ซบัซอน  และตองการกรดอะมิโน   
กรดนิโคทนิิก  กรดแพนโททินกิ และไบโอติน   ในการหมักคารโบไฮเดรตจะให DL หรือ L-(+) lactate  แต
ไมสรางกาซ  มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-42  โมลเปอรเซ็นต (Sneath; et al. 1986:  1075) 
 Lactobacillus   เปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลมีรูปรางทอน สวนมากจะเปนทอนยาวตอ
กันเปนสาย  ไมสรางสปอร    มีทัง้ที่เปน homofermentative และ heterofermentative LAB เจริญไดดี
ในที่มีออกซิเจนนอย   (microaerophilic)      ไมสรางเอนไซมคะตะเลส    แตอาจพบการสรางเอนไซม
ที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลส (pseudocatalase)  ตองการสารอาหารที่ซับซอน เชน กรดอะมิโน  
เปปไทด  กรดนิวคลีอิก  วิตามิน   เกลือ  กรดไขมัน    สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 2-53°C แตอุณหภูม ิ
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ที่เหมาะสมในการเจริญคือ  30-40°C     pH ที่เหมาะสม  5.5-6.2   มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง  
32-53  โมลเปอรเซ็นต  (Sneath; et al. 1986:  1209-1210) 
 Lactococcus     เปนแบคทีเรียแกรมบวก      เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข      ขนาดเซลล  
0.5-1.2×0.5-1.5 ไมโครเมตร  มักพบเปนคูหรือตอเปนสายสั้น ๆ  ไมเคลื่อนที่  ไมสรางเอนโดสปอร  
ไมมีแคปซูล  และไมสรางเอนไซมคะตะเลส  สวนใหญเจริญในที่มีออกซิเจนหรือไมมีก็ได  เปนพวกที่
ไดพลังงานจากการออกซิไดซสารอินทรีย  ในการหมักคารโบไฮเดรตจะให L-(+)lactic acid  แตไม
สรางกาซ  จัดอยูในกลุม homofermentative LAB  ตองการสารอาหารที่ซับซอน  อุณหภูมทิี่เหมาะสม
ในการเจริญคอื  30°C   สามารถเจริญไดที ่10°C แตไมเจริญที่ 45°C   (Buchanan; & Gibbons. 1974: 
528-529)    มีปริมาณของเบส G+C 38.5 โมลเปอรเซ็นต  (Williams; Fryer; & Collins. 1990: 109) 
 Enterococcus     เปนแบคทีเรียแกรมบวก      เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข     ขนาดเซลล  
0.6-2.0×0.6-2.5 ไมโครเมตร  มักพบเปนคูหรือตอเปนสายสั้น ๆ  เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลา  ไม
สรางเอนโดสปอร ไมมีแคปซูล และไมสรางเอนไซมคะตะเลส  เจริญในที่มีออกซิเจนหรือไมมีก็ได  
เปนพวกที่ไดพลังงานจากการออกซิไดซสารอินทรีย  ในการหมักคารโบไฮเดรตจะให L-(+) lactic acid  
แตไมสรางกาซ   จัดอยูในกลุม  homofermentative LAB   ตองการสารอาหารที่ซับซอน  สามารถหมัก 
น้ําตาลแลกโตส    อุณหภูมทิี่เหมาะสมในการเจริญคือ  37°C   เจริญไดที่ pH 9.6   และในอาหารทีม่ี
โซเดยีมคลอไรด 6.5 เปอรเซ็นต และเกลอืน้าํดี  40 เปอรเซ็นต  (Buchanan; & Gibbons. 1974: 528) มี
ปริมาณของเบส G+C ระหวาง 38-42  โมลเปอรเซ็นต (Fontana; Cellini; & Dainelli. 1993: 2108) 
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 LAB ที่ผลิตแบคทีริโอซิน  
 LAB ที่แยกไดจากอาหารหมักหลายชนิด สามารถผลติแบคทีริโอซินซึ่งเปนโปรตีนที่ยับยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุที่ใกลชิดกับ LAB ชนดิที่สรางแบคทีริโอซินนั้น รวมทัง้
แบคทีเรียทีท่ําใหอาหารเสีย และทําใหเกิดโรคอาหารเปนพษิ เชน Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus spp., Clostridium botulinum, Enterococcus spp. และ Bacillus spp.  ตัวอยาง 
LAB ที่ผลิตแบคทีริโอซิน แสดงในตาราง 3 
 
 
ตาราง 3 LAB ที่ผลิตแบคทีริโอซิน 
 

Producing microorganism                                            Bacteriocin (like) compound 
Lactococcus (L) 
L . lactis subsp. lactis 

 ATCC 11454  nisin A 
 NIZO 22186  nisin Z 
10     lactostrepcin 1 
300     lactostrepcin 2 and 3 
71     lactostrepcin 4 
6F3     Bac V , VI and VII 
CNRZ 481   lacticin 481 
DRC1    dricin 
ADRIA 85LO30  lactococcin DR 

L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis 
6F7     Bac VIII 
WM4    Bac WM4 

L. lactis subsp. cremoris 
346     diplococcin 
202     lactostrepcin 5 
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ตาราง 3 (ตอ) 
 
Producing microorganism                                            Bacteriocin (like) compound 

9B4, 4G6   Bac I , II, III and IV 
LMG 2130   lactococcin A 
9B4     lactococcin A ,B and M 
LMG2081   lactococcin G 

Lactobacillus (Lb) 
Lb. acidophilus 

(not specified)  lactocidin 
DDS1    acidophilin 
2181    acidolin 
N2     lactacin B 
11088    lactacin F 
M46     bacteriocin M46 
LAPT 1060   acidophilucin A 
TK8912    acidocin 8912 

Lb. bavaricus 
MI401     bavaricin A 

Lb. brevis 
(not specified)  lactobrevin 
B37     brevicin 37 

Lb. casei 
B80     caseicin 80 
LHS     caseicin LHS 

Lb. curvatus 
LTH 1174   curvacin A 

Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus 
DDS 14    bulgarican 

 



 14

ตาราง 3 (ตอ) 
 
Producing microorganism                                            Bacteriocin (like) compound 
Lb. delbrueckii subsp. lactis 

 (not specified)  lactobacillin 
JCM 1106, JCM 1107 lacticin A 
JCM 1248   lacticin B 

Lb. fermentum             
      466                                                                                      bacteriocin 466 
Lb. gasseri    gassericin A 
Lb. helveticus                                          

LP27    lactocin 27 
481     helveticin J 
1829    helveticin V-1829 

Lb. plantarum  
A2     lactolin 
NCDO 1193   plantacin B 
C-11    plantaricin A 
BN     plantacin BN 
LPCO-10   plantaricin S 
MI 406    plantaricin 406 

Lb. reuteri 
LA6     reutericin 6 

Lb. sake 
Lb 706    sakacin A 
L45     lactocin S 
LTH 673    sakacin P 

Carnobacterium (C) 
C. piscicola 

LV17    carnobacteriocin A, B1 and B2 
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ตาราง 3 (ตอ) 
 
Producing microorganism                                            Bacteriocin (like) compound 

LV61    piscicolin 61 
UI49    carnocin UI49 

Pediococcus (P) 
P. acidilactici 

H, E, F, M   pediocin AcH 
PAC 1.0    pediocin PA-1 
JD1-23    pediocin JD 
SJ-1     pediocin SJ-1 

P. pentosaceus 
FBB-61, L-7230  pediocin A 

       N5p     pediocin N5p 
Leuconostoc (Leuc) 
Leuc. carnosum Lm1 leuconocin Lcm1 
Leuc. gelidum 

UAL 187   leucocin A-UAL 187 
Leuc. mesenteroides subsp. mesenteroides 
 UL5     mesenterocin 5 
 Y105    mesentericin Y105 
 FR52    mesenterocin 52 
Leuc. paramesenteroides   
 OX     leuconocin S 
Streptococcus (S) 
S. thermophilus 
 STB40    bacteriocin STB40 
 St10     bacteriocin St10 
 SFi13                                                                             thermophilin 13 
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ตาราง 3 (ตอ) 
 
Producing microorganism                                            Bacteriocin (like) compound 
Enterococcus (E) 
E. faecalis 
 S-48     bacteriocin Bc-48 
 226     enterocin 226 NWC 
E. faecium 
 DPC 1146         enterocin 1146 
Enterococcus spp.  enterococcins (I-V) 
  
 ที่มา:  De Vuyst;  &  Vandamme.  (1994).    Bacteriocin  of  Lactic  Acid  Bacteria: 
Microbiology, Genetics and Applications.  pp. 110-112. 
 
 
 นอกจากนี้ยังมีรายงานการคนพบ  LAB อีกหลายชนิดที่สามารถผลิตแบคทีริโอซินได เชน  
ฮาสติงส และคนอื่น ๆ (Hastings; et al. 1994: 75-81)  รายงานวาแยกได Leuconostoc gelidum 
UAL 187, Leuconostoc paramesenteroides La7a, Leuconostoc carnosum Ta11a และ 
Leuconostoc carnosum La54a จากเนื้อ    LAB เหลานี้สามารถผลิตแบคทีริโอซินไดที่อุณหภูมิตํ่า 
(refrigeration temperatures) ในชวง pH 4-7    แบคทีริโอซินที่ผลิตไดนี้สามารถทนความรอนไดดีใน
สภาวะที่เปนกรด   และยับยั้ง Listeria monocytogenes รวมทั้ง LAB อ่ืน ๆ ที่เกี่ยวของกับการทําให
เนื้อเนาเสีย 
 อีนาน และคนอื่น ๆ (Enan; et al. 1996: 189-215) รายงานวา Lactobacillus plantarum 
UG1 ที่แยกไดจาก dry sausage สามารถผลิต plantaricin UG1 ปริมาณมากในระยะ exponential 
ถึง early stationary phase เมื่อเลี้ยงใน MRS broth ที่ pH 6.5 อุณหภูมิ 25-30°C  และจากการศึกษา
สมบัติเบื้องตนของ plantaricin UG1 พบวามีความคงตัวที่ pH 4.5-7.0  ถูกทําลายไดโดยเอนไซม α-
amylase และ dextranase   สามารถยับยั้ง Lactobacillus, Lactococcus และจุลินทรียกอโรคทาง
อาหารบางชนิด เชน Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ 
Clostridium sporogenes 
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 ออสเตอรการด (Ostergaard. 1998: 223-233)  รายงานวาแยก LAB จากผลิตภัณฑปลา
หมักของไทยได 4,150 ไอโซเลท   เมื่อนํามาทดสอบการผลิตแบคทีริโอซินโดยวิธี agar overlay พบวา
มี  58 ไอโซเลท  ที่ยับยั้งเชื้อทดสอบได  ในจาํนวนนี้มี  LAB ที่สามารถยับยั้ง   Vibrio cholerae  และ   
V. parahaemolyticus ได 44 ไอโซเลท  ยับยั้ง Listeria monocytogenes  ได  43 ไอโซเลท  และ
ยับยั้ง Aeromonas sp. ได 37 ไอโซเลท  และเมื่อนําไปจัดจําแนกพบวาเปน Lactobacillus spp. ทุก
ไอโซเลท    ซึ่งเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-37°C และทนโซเดียมคลอไรด 6.5 เปอรเซ็นตได 
 มอรีโทร และคนอื่น ๆ (Moretro; et al. 2000: 536-545) รายงานวา Lactobacillus sakei 
CCUG 42687  สามารถเจริญและผลิต sakacin P ไดที่อุณหภูมิ 4-30°C  แตจะผลิต sakacin P ได
ปริมาณมากทีอุ่ณหภูมิประมาณ 20°C เมื่อเลี้ยงใน completely defined medium DML-B (0.3% 
Tween-80) ในถังหมกัที่ควบคุม pH 6.3  และความเขมขนของ sakacin P จะลดลงระหวาง late 
growth และ stationary phase ที่อุณหภูมสูิง และ pH ต่ํา  
  ลี และเพค (Lee; & Paik 2001: 17-24) รายงานวา Lactococcus lactis NK 24 สามารถ
ผลิต lacticin NK 24  ในระหวาง mid-log  phase จนถึง maximum early stationary phase แต
ปริมาณจะลดลงหลงั late stationary phase  และจากการศึกษาสมบัติของ lacticin NK 24 พบวามี
ความคงตวัที ่ pH 2.0-9.0  ทนความรอน 100°C 30 นาท ี แตถูกทําลายไดโดย protease IX หรือ 
protease XIV    สามารถยบัยัง้ Leuconostoc mesenteroides KCCM 11324   รวมทัง้จุลินทรียกอโรค
และไมกอโรคอื่น ๆ  
 ดิ มารทนิิส และฟรีทาส (De Martinis; & Freitas 2003: 197-200)  รายงานวาแยก LAB 
จากผลิตภัณฑเนื้อจากประเทศบราซิล  ได 3 ไอโซเลท  คือ  Enterococcus sp. 18, Leuconostoc sp. 
20 และ Lactobacillus sakei 29  เมื่อนาํไปทดสอบการผลิตแบคทีริโอซินโดยวธิี agar overlay พบวา 
Leuconostoc sp. 20 และ Lactobacillus sakei 29  สามารถยับยัง้ Listeria monocytogenes แตไม
สามารถยับยัง้ Brochothrix thermosphacta, Enterobacter sp., Salmonella sp. หรือ Escherichia 
coli  
 หนนุภักด ีและคนอื่น ๆ (Noonpakdee; et al. 2003: 137-145)  รายงานวาแยก LAB จาก
แหนม ได 14,020 ไอโซเลท  และคัดเลือกได Lactococcus lactis WNC 20 ซึ่งสามารถผลิตไนซิน 
ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษ เชน Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, 
Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus    และจากการศึกษาสมบัติของไนซินที่ผลิตไดพบวา
ทนความรอน 121°C 15 นาท ี  ทน pH ในชวง 2-10 และถูกทําลายไดโดยเอนไซม α-chymotrypsin  
และ proteinase k   
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 ดีราซ และคนอื่น ๆ (Deraz; et al. 2005: 343-354) รายงานวา acidocin D 20079 ที่ผลิต
โดย Lactobacillus acidophilus DSM 20079 สามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ 121°C  30 นาท ีและ
ทํางานไดในชวง pH กวาง มีความไวตอเอนไซมทีย่อยโปรตีน เชน trypsin, ficin, pepsin, papain และ 
proteinase k และมี narrow inhibitory spectrum  โดยยับยั้ง Lactobacillus sakei NCDO 2714 ซึ่ง
เปนสาเหตุของการเนาเสยีของเนื้อที่เก็บในสภาพสูญญากาศ  การผลิต acidocin D 20079  จะสูงสุด
เมื่อเลี้ยง Lb. acidophilus DSM 20079 ใน MRS broth ที่ pH 6.0 
 
การจัดจาํแนกชนิดของแบคทีริโอซิน 
 แบคทีริโอซินที่สรางขึ้นจาก LAB สามารถแบงออกไดเปน 4 กลุมโดยพิจารณาจากชนิดของ
กรดอะมิโน  มวลโมเลกุล  โครงสรางพื้นฐาน  และสมบัติอ่ืน ๆ  เชน การทนความรอน  
 
Class I  :  lantibiotics 
        แบคทีริโอซินกลุมนี้มีขนาดเล็ก ประกอบดวยเปปไทด 1 หรือ 2 โมเลกุล มีจาํนวนกรดอะมิโน
ระหวาง 19-38 หนวย เปนแบคทีริโอซินที่ทนความรอน และที่เรียก lantibiotics  เนื่องจากมีการดัดแปลง
กรดอะมิโนบางตัวหลังการแปลรหัส (post–translational modification) กอนที่จะสงออกภายนอกเซลล 
ทําใหในสายเปปไทดมีกรดอะมิโนที่แตกตางจากกรดอะมิโนทีพ่บทัว่ไป เชน didehydrobutyrine และ 
didehydroalanine ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยา dehydration ของ threonine และ serine ตามลําดับ 
นอกจากนี้ยังประกอบดวยวงแหวนที่ชื่อ lanthionine และ β-methyllanthionine ที่เชื่อมดวย thioether 
bridge (Skaugen; et al. 1994: 27183-27185; Ryan; et al. 1999a: 37544-37550, 1999b: 71-77)   
 lantibiotics แบงยอยไดเปน 2 กลุมข้ึนอยูกับโครงสราง ไดแก Type A มีลักษณะโมเลกุล
ยาว บิดเปนเกลียว และยืดหยุนได มนี้ําหนกัโมเลกุลอยูในชวง 2– 5 kDa ตัวอยางเชน ไนซนิ ซึง่จะมีผล
ตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียอื่น  สวน Type B มีลักษณะโมเลกุลเปนกอน มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
2 kDa ไมมีประจุ หรือมปีระจุสุทธิเปนลบ (Altena; et al. 2000 : 2565-2571) ตัวอยาง เชน 
mersacidin และ actagardine  ซึ่งจะมีผลไปรบกวนเอนไซมที่เกีย่วกับการสังเคราะหผนังเซลลใน
แบคทีเรียแกรมบวก (Sahl; Jack; & Bierbaum. 1995 : 827-853)  

 
Class II  :  unmodified bacteriocins 
       แบคทีริโอซินกลุมนี้เปนเปปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่ากวา 10 kDa  ประกอบดวยกรดอะมิโน 
20-60 หนวย เปนแบคทีริโอซินที่ทนความรอน แบงยอยไดเปน 2 กลุมคือ แบคทีริโอซินที่คลายเพดิโอซิน  
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(pediocin–like bacteriocin) และแบคทีริโอซินที่ประกอบดวยเปปไทด 2 สาย (two–peptide 
bacteriocin)  
 

 Pediocin–like bacteriocin ผลิตโดย LAB ที่หลากหลาย มีลําดับกรดอะมิโนที่คลายกัน
ประมาณ 40–60 เปอรเซ็นต  ที่ปลายดาน N (N-terminal) ในสายเปปไทดของแบคทีริโอซินแตละชนิด
ในกลุมนี้จะมีลําดับของกรดอะมิโนที่เปนลักษณะจําเพาะเหมือนกัน (conserved N-terminal 
sequence) ไดแก Tyr-Gly-Asn-Gly-Val และมีการสรางพันธะไดซัลไฟดระหวางกรดอะมิโนซีสเทอีน 
2 โมเลกุลที่อยูคอนมาทางปลายดาน N ของสายเปปไทด (Klaenhammer. 1993: 39-85)  เปปไทด
กลุมนี้สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria  ไดดี ตัวอยางเชน sakacin A, pediocin PA-1 
(Henderson; Chopko; & Van Wassenaar. 1992: 5-12; Holck; et al. 1992: 2715-2720), 
acidocin B (Leer; et al. 1995: 1629-1635), sakacin P (Tichaczek; et al.  1992 : 460-468), 
leucocin A (Hastings; et al. 1991: 7491-7500), mesentericin Y105 (Hechard; et al. 1992: 
2725-2731), carnobacteriocin BM1 และ B2 (Quadri; et al.  1994: 12204-12221), enterocin A 
(Aymerich; et al.  1996: 1676-1682) และ piscicolin 126 (Jack; et al. 1996: 2897-2903)          
อยางไรก็ตามแมวาแบคทีริโอซินเหลานี้จะมีโครงสรางปฐมภูมิคลายกัน แตมีความจําเพาะตอเซลล
เปาหมายตางกัน (Fimland; et al.  1996: 3313-3318) เนื่องจากบริเวณปลาย C (C-terminal) จะ
เปนสวนที่ทําปฏิกิริยากับเยื่อหุมเซลล ทําใหเยื่อหุมเซลลเกิดการรั่ว (Chikindas; et al.  1993: 3577-
3584)  
 

 two-peptide bacteriocin  แตละเปปไทดมีกรดอะมิโนแตกตางกนั 25-40 หนวย ปกตจิะสราง
เปน prepeptide ในเซลล หลังจากนั้นจะถูกตัดที่ปลาย N (N-terminal leader) บริเวณ specific 
double glycine  ของแตละเปปไทด  ไดเปน mature bacteriocin ซึ่งจะถกูสงออกนอกเซลลโดยไมมี
การดัดแปลงกรดอะมิโน (Garneau; Martin; & vederas. 2002:  577-592; Higgins. 1992:  67-113;  
Buchman; Banerjee; & Hansen.1988: 16260-16266 , Kaletta; et al. 1989: 16-19)  ตัวอยางเชน  
lactococcin G 
         

 Lactococcin G  ผลิตโดย  Lactococcus  lactis  เปนแบคทริีโอซินชนิดแรกที่พบวา 
ประกอบดวยเปปไทด 2 สาย มีกลไกในการยบัยั้งแบคทีเรียอื่นไดโดยแอลฟาและเบตาเปปไทดของ 
lactococcin G จะเขาไปเกาะที่ชองที่มีความจําเพาะตอการสงผานโพแทสเซยีม (potassium-
selective channel) ในเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย ทาํใหชองดังกลาวขยายกวางขึน้ เปนผล
ใหเซลลสูญเสยีโพแทสเซียมออกมานอกเซลลอยางรวดเร็ว และทาํใหเซลลตายในทีสุ่ด (Moll; et al. 
1996: 600-605)  
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 นอกจาก lactococcin G  แลว  ยงัมีรายงานวาพบแบคทีริโอซินทีป่ระกอบดวยเปปไทด 2 
สายอื่น ๆ อีก เชน ABP-118  (Lactobacillus salivarius), brochocin-C (Brochothrix campestris), 
enterocins 1071 และ L50 (Enterococcus spp.), lactacins F และ 705 (Lactobacillus spp.), 
leucocin H (Leuconostoc spp.), mutacin IV (Streptococcus mutans), plantaricin EF, JK และ 
S (Lactobacillus plantarum)  (Papagianni.  2003: 481-482) 
 
Class III  :  large heat-labile bacteriocin 

 แบคทีริโอซินกลุมนี้มนี้ําหนักโมเลกุลมากกวา 30 kDa ประกอบดวยโปรตีนที่ไมทนความรอน 
(heat-labile protein) ตัวอยางแบคทีริโอซินในกลุมนี ้ ไดแก helvetin J ผลิตโดย Lactobacillus 
helveticus (Joerger; & Klaenhammer. 1986: 439-446) และ enterolysin ผลิตโดย Enterococcus 
faecium (Nilson. 1999) 
 
Class IV  : 
        แบคทีริโอซินกลุมนี้มีโครงสรางแตกตางจาก 3 กลุม ที่กลาวมาแลว  คือนอกจากจะมีโปรตีนเปน 
สวนประกอบหลักแลวยังมสีารอื่น ๆ เชน ไขมัน หรือคารโบไฮเดรต  
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การประยุกตใชแบคทีริโอซินในอาหาร  
 ปจจุบันมีการจดสิทธิบัตรการประยุกตใชแบคทีริโอซินในอาหารชนิดตาง ๆ จํานวนมาก  
ดังตัวอยางในตาราง 4 
 
 
ตาราง 4  ตัวอยางสทิธิบัตรการประยุกตใชแบคทีริโอซินในอาหาร 
 
      Author /                        Patent Title                                    Use 
     US Patent 
Vandenbergh et al. /  Method for inhibiting bacteria   A method for inhibiting Gram-positive 
5,817,362 (10.06.98)  using a novel lactococcal         bacteria in foods by using a novel                                 
                                   bacteriocin                                 bacteriocin produced by  Lac. lactis                             
                                                                                     NRRL-B-18535 
Blackburn et al. /        Nisin compositions for use       Combination of nisin, a chelating agent                          
5,753,614 (05.19.98)  as enhanced, broad range       and a surfactant to inhibit both Gram-                            
                                   bactericides                               positive and Gram-negative   
                                                                                      microorganism in meat, eggs, cheese  
                                                                                      and fish, use as food preservative                              
Wilhoit /                       Surface treatment of                 Use of Streptococcus-derived or 
5,573,801 (11.12.96)  foodstuffs with antimicrobial     Pediococcus-derived bacteriocins  
                          compositions                            in combination with a chelating agent 
       to protect food against Listeria 
Vedamuthu /               Method of producing a             A yogurt product with increased shelf 
5,445,835 (08.29.95)  yogurt product containing        life containing a bacteriocin derived 
      bacteriocin PA-1                       from a P. acidilactici 
 
Boudreaux et al. /       Composition for extending       Use of a bacteriocin from P. acidilactici 
5,219,603 (06.15.93)  the shelf life of processed        and a propionate salt to inhibit bacterial  
                                   meats                                        growth and to extend shelf life of raw 
                                                                                     and processed meat 
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ตาราง 4 (ตอ) 
 
 
       Author /                       Patent Title                                     Use 
     US Patent 
Hutkins et al. /            Composition and method for   Use of bacteriocin-producing lactic acid    
5,186,962 (02.16.93)  inhibiting pathogens and         bacteria to inhibit growth of food-born 
                          spoilage organisms in foods   pathogens 
Collison et al. /           Use of lanthionines for control  Inhibiting the contamination of 
5,015,487 (05.14.91) of post-processing                    processed meat products by                        
                                   contamination in processed     pathogenic or spoilage microorganisms 
                                   meat                                          by treating the surface of the meat         
                                                                                     product with a lantibiotic 
Vandenbergh et al. /   Method for inhibiting                Inhibition of L. monocytogenes by a 
4,929,445 (05.29.90)  L. monocytogenes using          bacteriocin product by P. acidilactici 
                                   a bacteriocin 
Gonzalez /                  Method for inhibiting                 Inhibition of food spoilage 
4,883,673 (11.28.89)  bacterial spoilage and              microorganisms in salads and salad 
                          resulting compositions             dressings by a bacteriocin from 
                                                                                     P. acidilactici                
 Matrozza et al. /         Method for inhibiting                Inhibition of bacterial growth in cottage 
4,790,994 (12.13.88)  psychrotrophic bacteria in       cheese by a bacteriocin-producing 
                          cream or milk based                P. pentosaceus cells 
                                   products using a 
                                   pediococcus 
  
 
 ที่มา: Cleveland. (2001). Bacteriocin: safe, natural antimicrobials for food 
preservation.  International Journal of Food Microbiology.  71: 4. 
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อยางไรก็ตามมีเพียงไนซินชนิดเดียวเทานั้นที่ไดรับการยอมรับ และใชในการถนอมอาหาร 
อยางกวางขวาง  เนื่องจากแบคทีริโอซินอื่นที่มีการคนพบแตละชนิดจะมีขอจํากัดตาง ๆ กัน     เชน  
ประสิทธิภาพในการยบัยั้งจุลินทรียอ่ืน  ความคงตัวตออุณหภูมิและ pH  รวมทัง้ความสามารถในการ
ละลาย (O, Sullivan; Ross; & Hill.  2002: 593-604) 

 
ไนซิน (Nisin) 
         เปนแบคทีริโอซินชนิดเดยีวที่นยิมใชในทางการคาอยางแพรหลาย ผลิตโดย Lactococcus 
lactis subsp. lactis    ประกอบดวยกรดอะมิโน 34  หนวย   (Shiba; et al. 1991: 113-122)    ม ี
lanthionine 1 หนวย และ   β-methyllanthionine 4 หนวย  ดังแสดงในภาพประกอบ 2 
 
 

 
ภาพประกอบ 2  โครงสรางปฐมภูมิของไนซิน z 

หมายเหต:ุ   สีสมออน = lanthionine  residues,   สีสมเขม = dehydrated residues, 
                   Dha = didehydroalanine,   Dhb = didehydrobutyrine, 
     Ala-S-Ala = lanthionine,   Abu-S-Ala = β-methyllanthionine 
   
 ที่มา:  Kramer.  (2005).  Sensitivity and resistance of pathogenic bacteria for nisin. 
(Online). 
 
  
 ไนซินมีประจุสุทธิเปนบวก มีทั้งสวนที่ชอบน้ําและไมชอบน้ํา (amphiphilic) โดยทีป่ลาย N 
เปนสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) และที่ปลาย C เปนสวนที่ชอบน้าํ (hydrophilic) (De Vuyst; & 
Vandamme. 1994: 163)   ไนซินแบงออกไดเปน ไนซิน A และ ไนซิน Z 
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 ไนซนิ Z ถูกผลติจาก L. lactis subsp. lactis NIZO 22186  (Mulders; et al. 1991: 581-584) 
ซึ่งจะตางจากไนซนิ A ทีก่รดอะมโินตําแหนง 27  โดยเปนฮิสทีดนีในไนซนิ A  และแอสพาราจนีในไนซิน Z 
 ไนซินสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  แตไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ  เนื่องจาก ไนซินจะ 
ไปมีผลตอเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก     แตในแบคทีเรียแกรมลบจะมีเยื่อหุมเซลลชั้นนอก  
(outer membrane)  ที่มี LPS  (lipopolysaccharide)    เปนสวนประกอบจึงมีความตานทานตอไนซิน 
ไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก  (Abee;  Krockel;  &  Hill. 1995: 169-185;   Sahl; Jack; & Bierbaum.  
1995: 827-853;  Ray. 1993: 285-291;  Venema; & Kok. 1995: 299-304)    แตก็มีรายงานวาไนซิน 
สามารถยับยั้ง  Salmonella sp.  และแบคทีเรียแกรมลบอื่น ๆ   เมื่อใชรวมกับ  chelating agent   เชน     
EDTA        ซึ่งจะไปรบกวนการทาํงานของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียเปาหมาย      ทําใหเซลลมีความไวตอ 
แบคทีริโอซินมากขึ้น    (Blackburn; et al.1989;   Stevens; et al. 1991: 3613-3615)    นอกจากนี้   
E.coli    จะไวตอไนซิน      เมื่อเยื่อหุมเซลลชั้นนอกถูกทาํลาย   (Kordel;   &   Sahl. 1986:  139-144)     
ความสามารถในการยับยั้ง   และคาความเขมขนที่นอยที่สุดในการยับยั้งของไนซิน Z    เมื่อเทียบกับ  
ไนซิน A ใกลเคียงกนั     (Hugenholtz; & De Veer. 1991: 440-447)  
 ไนซินไมละลายในสภาวะที่เปนกลางและเบส    (Hirsch. 1951: 208-221; Hall. 1966: 461- 
464; Hurst. 1981: 85-123; Liu; & Hansen. 1990:  2551-2558)      มีรายงานวาการละลายจะอยูใน 
ชวง 57.0 mg/ml ที่ pH 2.0 ,  ประมาณ 1.5 mg/ml  ที่ pH 6.0   และจะลดลงเหลือ 0.25 mg/ml ที่ pH 
8.5   (Liu; & Hansen. 1990:  2551-2558)        แตไนซิน Z  จะละลายไดดีกวา ไนซิน A ที่ pH  สูงขึ้น  
เนื่องจากมีแอสพาราจีน ซึ่งรวมตัวกับน้ําไดดีกวาเมื่อเทียบกับฮิสทีดีนในไนซิน A  (Kuipers; et al.  
1991: 250-259) 
 ไนซินสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ 115.6°C ที่ pH 2.0 แตที่ pH 5.0 จะสูญเสยี activity 
ไป 40 เปอรเซ็นต   และจะสูญเสียมากกวา 90 เปอรเซ็นต   ที่ pH 6.8     (Tramer. 1966: 446-450)      
ความคงตวัของสารละลายไนซินตอความรอน และการเก็บรักษาไมไดข้ึนกับคา pH เทานั้น   แตข้ึนกับ 
ปจจัยอื่น ๆ   เชน องคประกอบทางเคมีและโปรตีนที่ปนเปอนอยูในสารละลาย รวมทัง้อุณหภูมิ   (Hall.  
1966: 461-464)  
 ไนซินจะถูกทําลายโดยเอนไซม   α-chymotrypsin (Jarvis; & Mahoney. 1969:  1448-
1450  ; Wilimowska-Pelc; et al. 1976:  71-77) ,  pancreatin (Heinemann; & Williams. 1966: 
312-313 ;  Jarvis; &  Mahoney. 1969: 1448-1450 )  และ subtilopeptidase  (Jarvis. 1967: 33-
48) แตจะไมถูกทําลายโดยเอนไซม carboxypeptidase A (Cheeseman; & Berridge. 1959:  185-
194;  Jarvis; & Mahoney. 1969: 1448-1450) , pepsin (Wilimowska-Pelc; et al. 1976:  71-77 ) 
และ trypsin (Jarvis; &  Mahoney.1969: 1448-1450) 
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การสังเคราะหไนซิน 
 กระบวนการสังเคราะหไนซิน เกิดจากกลุมยีนที่ประกอบดวย 11 ยีน คือ  nisABTCIPRKFEG 
และ 3 โปรโมเตอร คือ nis A และ nis F promoter ซึ่งเปน inducible promoter และ nis R promoter
ซึ่งเปน constitutive promoter  ทํางานรวมกนั (Kuipers; et al.1995: 27299-27304)  ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 3 และมีข้ันตอนการสงัเคราะห แสดงในภาพประกอบ  4 
 
  

 
    

ภาพประกอบ 3 การจัดเรียงตัวของยีนที่เกีย่วของกับการผลิตไนซิน 
หมายเหตุ:  P* = inducible promoter,   P = constitutive promoter 

 nisA       กําหนดรหัสไนซิน A ต้ังตน   (nisin A precursor)    ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 57 

โมเลกุล 
 nisB และ nisC  กําหนดรหสัเอนไซมทีเ่กีย่วของในการดัดแปลงโปรตีนภายหลังการแปลรหัส 
 nisT      กําหนดรหัสโปรตีนขนสงซึง่จัดอยูในกลุม ABC translocator    โดยเกี่ยวของในการ 

ขนสงไนซนิตั้งตนที่ดัดแปลงแลวออกนอกเซลล 
 nisI        กําหนดรหัสไลโพโปรตีนที่เกี่ยวของในการปองกันเซลลจากการทาํลายโดยไนซินที ่

ตัวเองผลิตขึ้น 
 nisP     กําหนดรหัสเอนไซมโปรติเอสภายนอกเซลลที่เกีย่วของในการตัด    leader peptide 

ออกจากไนซินตั้งตน (precursor processing) 
 nisR และ nisK     กําหนดรหัสเอนไซม histidine kinase (Nis K) และ response regulator  

protein (Nis R) โปรตนีทัง้ 2 ชนิดนี้ทาํหนาที่เกีย่วของกบัการสังเคราะหไนซนิในรูปแบบ two-component  
regulatory system  
 nisFEG    กําหนดรหัสโปรตีนขนสงซึ่งเกี่ยวของกับระบบปองกันตวัเอง    
   ที่มา: Kuipers; et al. (1998).   Quorum sensing-controlled gene expression in lactic 
acid bacteria.  Journal of Biotechnology.  64: 17. 
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ภาพประกอบ 4 แบบจําลองขั้นตอนการสังเคราะหไนซนิ 
         
 ที่มา:  Bacteriocin.  (2004).  (Online). 
  
 
 จากภาพประกอบ 4  ยีน nisRK มี nis R promoter ดังนัน้จึงแสดงออกไดโดยไมจําเปนตอง
มีสารชักนํา ทาํใหเกิดโปรตีน 2 ชนิด คือ histidine kinase (NisK) และ response regulator protein 
(Nis R)   เมื่อไนซินจากภายนอกมาสัมผัสกับ NisK ซึ่งเปนโปรตีนที่แทรกอยูในเยื่อหุมเซลล     จะทําให
เกิด autophosphorylation ที่ histidine residue ที่จําเพาะของ Nis K และมีการเคลื่อนยายหมู
ฟอสเฟตไปที ่Asp residue ที่จําเพาะของ NisR ที่อยูในไซโตพลาสซึม ทาํให Nis R อยูในรูปที ่active 
และจะเขาไปเกาะที่ nisA และ nisF promoters ทําใหมีการถอดรหัสของยนีโครงสราง nisA, ยีน 
nisBTCIP และยีน nisFEG ที่อยูถัดไป   
 โปรตีน  NisB  จะทําให  nisin A precursor เกิด dehydration  และ NisC จะดัดแปลงไนซนิ
ต้ังตน โดยการสรางพนัธะ thioethers จากนัน้ NisT จะขนสงไนซินตัง้ตนที่ถูกดัดแปลงแลวออกนอก
เซลล  และ NisP จะตัด leader peptide ออกจากไนซินตั้งตน ทําใหได mature nisin  สําหรับโปรตีน 
NisI และ NisFEG จะทาํหนาที่ปองกนัเซลลจากการทาํลายโดยไนซนิที่ตัวเองผลิตขึ้น โดยกลไกยังไม
เปนทีท่ราบแนชัด 
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กลไกการออกฤทธิ์ของไนซิน 
  

       ไนซินทําใหเกดิการสรางร ู (pore) ในเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียที่ไวตอไนซิน (sensitive 
bacteria)  โดยจะเกิด electrostatic interaction ระหวางประจุบวกที่ปลาย C ของเปปไทด กับประจุลบ
ของฟอสโฟลปิดที่เยื่อหุมเซลล ทําใหเกิดการรั่วไหลของสารโมเลกุลเล็ก เชน  กรดอะมิโน  โพแทสเซียม  
กลูตาเมต  อนินทรียฟอสเฟต และ ATP ออกนอกเซลล  เปนผลใหเกิดการสูญเสียแรงขับเคลื่อนของ
โปรตอน (proton motive force; PMF) และทําใหความตางศักยลดลง  จึงไมมีการสรางพลังงานเกดิขึ้น 
(Ruhr; & Sahl. 1985: 841-845;  Sahl; Kordel; & Benz. 1987: 120-124; Benz; Jung; & Sahl. 
1991: 359-372)   ดังแสดงในภาพประกอบ 5 
 
 

                                      
                                   

ภาพประกอบ 5   กลไกการทําใหเกิดรูในเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียโดยไนซิน 
A  แสดง  Barrel-stave pore                         B,C  แสดง แบบจาํลองการสรางร ู

              ข้ันตอนที ่1 บริเวณปลาย C ของไนซนิเขาจับที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย 
              ข้ันตอนที ่2 ไนซินแทรกเขาเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย 
              ข้ันตอนที ่3 การสรางรูเร่ิมจากการเคลื่อนเขาของปลาย C หรือปลาย N ของไนซนิ 
               ข้ันตอนที่ 4 ไนซินเคลื่อนเขาดานในเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย 

   

ที่มา:  Bauer; & Dicks. (2005). Mode of action of lipid II-targeting lantibiotics.   
International Journal of Food Microbiology.  101:  207. 
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การประยุกตใชไนซิน 
 ในปจจุบันมีการประยุกตใชไนซินปริมาณแตกตางกนัเพือ่ยับยั้งจุลินทรียเปาหมายในอาหาร
ชนิดตาง ๆ ดังแสดงในตาราง 5    และมีหลายประเทศทีอ่นุญาตใหใชไนซินในอาหารได    ดังแสดงใน 
ตาราง  6 
 
 
ตาราง 5 ปริมาณไนซินที่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้จุลินทรียในอาหารชนิดตาง ๆ 
 
     Food product                       Target organism                       Effective nisin 
                                                                                    Concentration (IU/ml) 
Cottage cheese                L. monocytogenes                                 2000 
Ricotta cheese                  L. monocytogenes                                  100 
Skim milk                          B. cereus  spores                                        4000 
Bologna-type sausage     Lb. sake and Lb. curvatus                           1000 
Lean beef                         Brochothrix thermosphacta                           400 
Kimchi                               lactobacilli                                                     100 
 
หมายเหต:ุ      1  IU  (International Unit) ของไนซิน = activity ของ Nisaplin 1 µg 
                    Nisaplin เปน commercial nisin  ผลิตโดย Aplin and Barrett Ltd ประกอบดวย 

 ไนซิน 2.5%,โซเดียมคลอไรด 77.5%, โปรตีน 12%, คารโบไฮเดรต 6% และความชื้น 2%  
 Nisaplin 1  g  มี activity 106  IU     

                     Pure nisin  1  g  มี activity  40  ×  106  IU 
 
 ที่มา: Cleveland. (2001). Bacteriocin: safe, natural antimicrobials for food 
preservation.  International Journal of Food Microbiology. 71: 7. 
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ตาราง 6 ตัวอยางการใชไนซินในประเทศตาง ๆ 
 
Country    Food in which nisin is permitted                   Maximum level (IU/g) 
Argentina            Processed cheese                                             500 
Australia             Cheese, processed cheese,                              no limit 
                            canned tomatoes 
Belgium              Cheese                                                               100 
Cyprus                Cheese, clotted cheese,                                    no limit 
                            canned vegetables 
EU                       E234, may also lebeled as                                 varies according to                           

“natural preservative”                                         product and member state 
France                Processed cheese                                             no limit 
Italy                     Cheese                                                              500 
Mexico                Nisin is a permitted additive                              500 
Netherlands        Factory cheese, processed cheese,                 800 
                            cheese powder 
Peru                     Nisin is a permitted additive                             no limit 
Russia                 Dietetic,  processed cheese,                            8000 
                            canned vegetables 
UK                       Cheese,  canned foods,                                    no limit 
                            Clotted cream 
US                       Pasteurized processed cheese spread            10,000              
 
  
 ที่มา: Cleveland.(2001). Bacteriocin: safe, natural antimicrobials for food 
preservation.  International Journal of Food Microbiology.  71: 9. 
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 นอกจากนีย้ังมีการใชไนซนิรวมกับวธิีการอื่น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยับยัง้จุลินทรียอ่ืนๆ 
ในอาหาร   ตัวอยางเชน  
 การใช ไนซนิ A รวมกับ กาซไนโตรเจน  คารบอนไดออกไซด และอุณหภูมิต่ําเพื่อเพิ่มระยะ 
lag phase และยับยัง้การเจริญของ L. monocytogenes  (Szabo; & Cahill. 1998: 21-31) 
 การใช ไนซิน รวมกับ sucrose fatty acid esters  เพื่อยบัยั้ง L. monocytogenes, B. cereus, 
S. aureus  และ Lb. plantarum  (Thomas; et al. 1998:1013 -1022) 
 การใช ไนซนิ รวมกับ กาซคารบอนไดออกไซด    เพื่อยับยั้ง  L. monocytogenes   (Nilsson; 
et al.  2000: 769 -774) 
 
เพดิโอซิน (Pediocin)     
 นอกจากไนซินที่มีการนํามาใชอยางแพรหลายแลว แบคทีริโอซินที่มีแนวโนมวาจะมีการนํามา 
ใชในอนาคตอันใกลนี้ไดแก เพดิโอซิน   
 Pediocin AcH เปนโปรตีน น้ําหนักโมเลกุล 2.7 kDa ถูกทาํลายไดดวยเอนไซมยอยโปรตีน 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp., 
Pediococcus spp., Lactococcus spp., Propionibacterium spp., Bacillus spp., Clostridium 
spp., Listeria spp., Staphylococcus spp., Brochothrix thermosphacta และสปอรของ Bacillus 
และ Clostridium บางชนิด โดยจะไปทาํลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเหลานี ้แตไมมีผลตอแบคทีเรีย
แกรมลบ (Hoover; & Ray. 1993: 181-199) ตัวอยางอาหารที่แยกเชื้อที่ผลิตเพดิโอซินได  เชน เนื้อ
หมัก  ผัก  ไสกรอกดิบ (Reuter. 1970: 1397-1399)  เนื้อไกดิบ (Teuber; & Geis. 1981: 1614-1630)  
และปลาสด (Blood. 1975: 195-208) และตัวอยางเชื้อ LAB ที่ผลิตเพดิโอซิน เชน Pediococcus 
pentosaceus  และ  P.acidilactici (Hoover; & Ray. 1993: 181-199) 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
อุปกรณการทดลอง 
 
 1.  วัสดุและเครื่องมือที่ใชในการทดลอง 
   ตูบมเชื้อ (10°C ,30°C, 37°C และ 45°C) 

   ตูเก็บเชื้อ (4°C, -20°C) 
   หมอนึง่ความดันไอน้ํา 
  เครื่องวัด pH 
   ไมโครเวฟ 
  อางน้ําควบคมุอุณหภูมิได 
  เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) 
   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง 
   Anaerobic jar 

  
 2.  จุลินทรยีที่ใชในการทดลอง และอาหารเลี้ยงเชือ้ 

 Staphylococcus aureus (NB) 
 Lactobacillus sakei 912 (MRS) 
 Listeria monocytogenes (BHI) 
  Bacillus cereus (NB) 
 Escherichia coli (NB) 
 Salmonella typhimurium (NB) 
 Enterobacter aerogenes (NB) 
 Streptococcus salivarius JCM 5707 (MRS) 
 Leuconostoc mesenteroides JCM 6124 (MRS) 

               Lactococcus lactis subsp. cremoris TUA 1344L (MRS) 
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วิธีการทดลอง 
 
 1. การแยกเชือ้ LAB จากอาหารหมกั 
         นําตัวอยางอาหารมาเจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ แลวนําไป streak ลงบนอาหาร 
MRS ที่เติม CaCO3  0.5% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีเดีย่วทีม่ี
บริเวณใส (clear zone) รอบโคโลน ีนาํไปเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS agar  ตรวจดูการติดสีแกรม  และ
ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส แลวเลือกเชื้อที่ติดสีแกรมบวก ไมสรางสปอร และไมสรางเอนไซม
คะตะเลส  เกบ็เชื้อไวใน MRS agar เพือ่นําไปทดสอบความสามารถในการผลิตสารตานจุลชีพ  โดย 
subculture ทกุ 2 สัปดาห  และเก็บ stock culture ใน MRS broth ทีเ่ติมกลีเซอรอล 20 เปอรเซ็นต  ใน
ตูแชแข็ง -20°C 
 
 2. การคัดเลือก LAB ที่สรางสารตานจุลชีพ 
  2.1 การทดสอบความสามารถในการผลติสารตานจุลชีพของ LAB ดวยวิธ ี agar spot 
assay (Swetwiwat; & Lothong. 1999: 543-548) โดย spot เชื้อ LAB ที่ตองการทดสอบลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ  BSM (Tichaczek; et al.1992: 460-468) ซึ่งดัดแปลงมาจากอาหาร MRS โดยลดปริมาณ
กลูโคสจาก  2 เปอรเซ็นต เปน 0.2 เปอรเซ็นต เพื่อลดการสรางกรดแลกติก และบมเชื้อในสภาพ
ปราศจากออกซิเจนเพื่อปองกันการสราง H2O2 และกรดอะซิติก (Schillinger; & Luecke. 1989: 
1901-1906) ที่อุณหภูมิ 30°C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนัน้เททบัดวย MRS soft agar ทีผ่สม 
indicator strain (Lb. sakei 912 ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตออาหาร 100 มิลลิลิตร) ปริมาตร 7 
มิลลิลิตร บมตอที่อุณหภูม ิ 30°C ในสภาวะปราศจากออกซิเจน เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง หรือใช NA  
soft agar ทีผ่สม indicator strain (S. aureus ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตออาหาร 100 มิลลิลิตร) 
ปริมาตร 7 มิลลิลิตร เททับ บมตอที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยดูการเกิด 
inhibition zone รอบโคโลนีของ LAB ซึ่งเปนผลมาจากการที ่ LAB สรางสารยบัยั้งการเจริญของ 
indicator strain ได จากนั้นเก็บเชื้อทีท่ําใหเกิด inhibition zone ไวศึกษาตอไป 
 

  2.2 การทดสอบความสามารถในการผลติสารตานจุลชีพของ LAB ในอาหารเหลว ดวย
วิธี agar well diffusion assay โดยนํา LAB ที่ผลิตสารตานจุลชีพไดจากขอ 2.1 ไปเล้ียงในอาหาร 
MRS broth ทีอุ่ณหภูมิ 30°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเซนตรฟิวจแยกเซลลออก นาํสวนใสที่ไดไปปรับ 
pH ใหเปนกลาง  (pH 7) หลังจากนัน้ปเปตสวนใสปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใสในหลมุในจานเพาะเชื้อที่
มีอาหารแข็งปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสม indicator strain (OD660 0.3-0.5) 30 ไมโครลิตรตออาหาร 
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100 มิลลิลิตร ซึ่งเจาะหลุมไวแลว บมเชือ้ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สังเกตการเกิด 
inhibition zone รอบหลุม จากนั้นเก็บเชือ้ที่ทาํใหเกิด inhibition zone ไวศึกษาตอไป 

 
 3. การทดสอบวาสารตานจลุชีพที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ indicator strain เปนโปรตีน 

  ทดสอบวาสารตานจุลชพีที่ออกฤทธิย์ับยัง้ indicator strain เปนโปรตีน  โดยนําสวนใสที่
ออกฤทธิย์ับยัง้ indicator strain มา treat ดวยเอนไซมยอยโปรตนี ดงันี ้ proteinase k, trypsin, 
pepsin, alcalase, bacterial protease, pancreatin, savinase 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้จึงนําไปทดสอบ antibacterial 
activity โดยวธิี agar well diffusion assay เปรียบเทยีบกับตัวอยางที่ไมได treat ดวยเอนไซม ถาสารที่
ออกฤทธิย์ับยัง้เปนโปรตีน เมื่อถูก treat ดวยเอนไซมยอยโปรตีนแลวจะไมสามารถยับยัง้ indicator 
strain หรือมี antibacterial activity ลดลง 

 
 4. การศึกษาสมบัติเบื้องตนของแบคทีริโอซินที่ผลิตได 

  4.1 การทดสอบความสามารถในการทนความรอนของแบคทีริโอซิน 
   นําสวนใสที่ไดทดสอบยืนยันแลววาเปนแบคทีริโอซิน ไปบมที่อุณหภูม ิ 60, 80 และ 

100°C เปนเวลา 10, 20 และ 30 นาที กอนนาํไปทดสอบ antibacterial activity โดยวิธ ี agar well 
diffusion assay  

 
  4.2 การทดสอบความคงตวัของแบคทีริโอซินที ่pH ตาง ๆ 
      นําสวนใสที่ไดทดสอบยืนยันแลววาเปนแบคทีริโอซนิ มาปรับ pH ใหอยูในชวง pH 

3-9 โดยใช 1 M HCl หรือ 1 M NaOH บมที่อุณหภูม ิ37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาปรบั pH
กลับเปน 7 แลวจึงนําไปทดสอบ antibacterial activity โดยวิธี agar well diffusion assay  

   
  4.3 การศึกษา antibacterial spectrum 
      นําสวนใสที่ไดทดสอบยืนยันแลววาเปนแบคทีริโอซินไปทดสอบ antibacterial 

spectrum    ดวยวิธี agar well diffusion assay      โดยการใช indicator strain ชนิดตาง ๆ    ไดแก  
Bacillus cereus,   Escherichia coli,   Salmonella typhimurium,   Enterobacter aerogenes, 
Listeria monocytogenes, Streptococcus salivarius,  Leuconostoc mesenteroides, 
Lactococcus lactis subsp. cremoris  
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  4.4 การศึกษา antibacterial activity เปรียบเทียบกับ commercial nisin 
   นําสวนใสที่ทดสอบยืนยนัแลววาเปนแบคทีริโอซินไปทดสอบ antibacterial activity 

เปรียบเทียบกบั commercial nisin (Fluka, Switzerland)  50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวยวิธ ีagar well 
diffusion assay  

 
 5. การจัดจําแนกชนิด (identification) แบคทีเรียแลกติกที่สรางแบคทีริโอซินได 

  5.1 การจัดจําแนกในระดับจีนัส นํา LAB ที่สรางแบคทีริโอซินไดไปศึกษาวิเคราะหชนิด 
โดยเทียบเคียงตามวิธีการของ Axelsson 1998  โดยศึกษาดังนี ้

 5.1.1  การติดสีแกรม รูปรางและการสรางกาซเมื่อเจริญในอาหาร MRS broth 
   5.1.2  การเจริญในอาหาร MRS broth ทีอุ่ณหภูมิ 10 และ 45°C 

   5.1.3  การเจริญในอาหาร MRS broth ที่มีโซเดียมคลอไรด 4, 6.5 และ 18 เปอรเซ็นต 
   5.1.4  การเจริญในอาหาร MRS broth ทีป่รับคา pH เปน 4.4,  7.0,  8.5  และ  9.6 

 
  5.2 การจัดจาํแนกในระดับสปชีส นาํ LAB ที่ผานการจัดจําแนกในระดับจีนัส มาจัด

จําแนกในระดบัสปชีส โดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสาํเร็จรูป API 20 Strep (bioMerieux, France)  
(ภาคผนวก ค) 
           

 
    

    
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากอาหารหมัก 

 การแยก LAB จากอาหารหมักประเภทเนือ้สัตวจํานวน  50  ตัวอยาง โดยเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ 
ที่มีบริเวณใสรอบโคโลน ี(ภาพประกอบ 10  ภาคผนวก ง) บนอาหาร MRS ที่เติม CaCO3  นํามายอมสี
แกรม  (ภาพประกอบ 11  ภาคผนวก ง) ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน    และทดสอบการสรางเอนไซม
คะตะเลส  คัดเลือกเชื้อที่ติดสีแกรมบวก ไมสรางสปอร และไมสรางเอนไซมคะตะเลส ได 174 ไอโซเลท 
โดยมีรูปรางเปนทอน 147 ไอโซเลท  ทรงกลม 13 ไอโซเลท  และรูปไข 14 ไอโซเลท  
 
2. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารตานจุลชีพ 
 2.1 การทดสอบดวยวิธี agar spot assay   
  จากการนําเชื้อ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมักมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
ทดสอบ 2 ชนิด   คือ  S. aureus  และ Lb. sakei 912    ดวยวิธี agar spot assay    พบวามี LAB 44 
ไอโซเลทที่ยับยั้งการเจริญของ S. aureus  ได  โดยตัวที่ยับยั้งไดดีที่สุดคือ  NJ1, NJ3  (inhibition 
zone  26  mm)  และมี LAB  12  ไอโซเลทที่ยับยั้งการเจริญของ Lb. sakei 912 ได  โดยตัวที่ยับยั้งได
ดีที่สุดคือ  SK2 (inhibition zone  12  mm) ดังแสดงในตาราง 7  และภาพประกอบ 6  
 2.2 การทดสอบดวยวิธี  agar well diffusion assay  
   จากการนําเชื้อ LAB ที่ใหผลบวกในวิธี agar spot assay มาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อ S. aureus และ Lb. sakei 912 ดวยวิธี agar well diffusion assay พบวามี LAB 18 ไอโซเลท
ที่ยับยั้งการเจริญของ  S.aureus  ได  โดยตัวที่ยับยั้งไดดีที่สุดคือ NJ3, NJ4, SC3, SC4, ES3 และ 
PO2  (inhibition zone  10 mm)   และมี LAB 1 ไอโซเลทที่ยับยั้งการเจริญของ Lb. sakei 912 ได คือ 
SK2 (inhibition zone 10 mm) ดังแสดงในตาราง 8  และภาพประกอบ 7 
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ตาราง 7 Antibacterial activity ของ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมัก เมื่อทดสอบโดยวิธี agar spot  assay  
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
1. แหนมใบมะยม 
    (บางเขน กทม) 

NJ1 / ทอนสั้น 
NJ2 / ทอนสั้น 
NJ3 / ทอนสั้น 
NJ4 / ทอนสั้น 

26 
24 
26 
24 

- 
- 
- 
- 

2. ไสกรอกปลา 
    (ชัยภูมิ) 

SC1 / ทอนสัน้ 
SC3 / ทอนสัน้ 
SC4 / ทอนสัน้ 

- 
10 
10 

- 
- 
- 

3. แหนมหม ู
    (อโศก กทม.) 

NA1 / ทอนสัน้ 
NA2 / ทอนสัน้ 
NA3 / ทอนสัน้ 
NA4 / ทอนสัน้ 

12 
12 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

4. ไสกรอกอีสาน 
    (อโศก กทม.)  

EA1 / ทอนสัน้ 
EA2 / ทอนสัน้ 
EA3 / ทอนสัน้ 
EA4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

5. กุงจอม 
    (แมกลอง)  

KJ1 / ทอนสัน้ 
KJ2 / ทอนสัน้ 

KJ3 / กลม 
KJ4 / กลม 

2 
2 
2 
2 

- 
- 
- 
- 

6. แหนมหม ู
    (สมุทรปราการ) 

NM1 / ทอนสัน้ 
NM2 / ทอนสัน้ 
NM3 / ทอนสัน้ 
NM4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

7. กุงจอม 
    (สมุทรปราการ) 

GJ1 / กลม 
GJ2 / กลม 
GJ3 / กลม 

GJ4 / ทอนยาว 

2 
2 
2 
1 

10 
10 
10 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
8. ปลาสม  
    (ตลาดนัด มศว) 

PS1 / ทอนสัน้ 
PS2 / ทอนสัน้ 
PS3 / ทอนยาว 
PS4 / ทอนยาว 

2 
2 

20 
14 

- 
- 
- 
- 

9. ไสกรอกอีสาน 
    (หนาโลตัส           
      ออนนุช) 

EL1 / ทอนสัน้ 
EL2 / ทอนสัน้ 
EL3 / ทอนสัน้ 
EL4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

10. ไสกรอกอีสาน 
     (อโศก กทม.) 

ES1 / ทอนสัน้ 
ES2 / ทอนสัน้ 
ES3 / ทอนสัน้ 
ES4 / ทอนสัน้ 

12 
10 
10 
12 

- 
- 
- 
- 

11. แหนมหม ู
     (สมุทรปราการ) 

NS1 / กลม 
NS2 / กลม 
NS3 / กลม 

NS4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 

10 

- 
- 
- 
- 

12. ไสกรอกอีสาน 
     (สมุทรปราการ) 

EM1 / ทอนสัน้ 
EM2 / ทอนสัน้ 
EM3 / ทอนสัน้ 
EM4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

13. ไสกรอกอีสาน 
     (สมุทรปราการ) 

EB1 / ทอนสัน้ 
EB2 / ทอนสัน้ 
EB3 / ทอนสัน้ 
EB4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
14. ปลาสม 
     (สมุทรปราการ) 

PO1 / ทอนสัน้ 
PO2 / ทอนสัน้ 
PO3 / ทอนสัน้ 
PO4 / ทอนสัน้ 

12 
12 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

15. ไสกรอกอีสาน 
     (หนาโลตัส   
       ออนนชุ) 

EO1 / รูปไข 
EO2 / รูปไข 

EO3 / ทอนสัน้ 
EO4 / ทอนสัน้ 

- 
- 

10 
4 

- 
- 
- 
- 

16. กุงปลาจอม 
     (ตลาดอุดมสุข 
      กทม.) 

PJ1 / ทอนสัน้ 
PJ2 / ทอนสัน้ 
PJ3 / ทอนสัน้ 
PJ4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

4 
4 
6 
6 

17. ปลาสม 
     (สุพรรณบุรี) 

PA1 / กลม 
PA2 / กลม 
PA3 / กลม 

PA4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
6 

18. ปลาสม 
     (ตลาดอุดมสุข) 

PB1 / ทอนสัน้ 
PB2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

19. ปลาจอม 
     (ตลาดนัด มศว)  

PC1 / รูปไข 
PC2 / รูปไข 

PC3 / ทอนยาว 
PC4 / ทอนยาว 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

20. ปลาสม 
     (อางทอง)  

PD1 / ทอนยาว 
PD2 / ทอนยาว 
PD3 / ทอนยาว 

- 
- 
- 

- 
- 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
21. ไสกรอกอีสาน 
     (สมุทรปราการ) 

ED1 / ทอนสัน้ 
ED2 / ทอนสัน้ 

10 
10 

- 
- 

22. แหนมหม ู
     (ตลาดอุดมสุข) 

NB1 / ทอนสัน้ 
NB2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

4 
4 

23. แหนมเนื้อ 
     (ตลาดอุดมสุข)  

NC2 / ทอนสัน้ 
NC3 / ทอนสัน้ 
NC4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 

- 
- 
- 

24. ไสกรอกอีสาน 
     (หนาโลตัส   
       ออนนชุ) 

EN1 / ทอนสัน้ 
EN2 / ทอนสัน้ 
EN3 / ทอนสัน้ 
EN4 / ทอนสัน้ 

10 
10 
10 
10 

- 
- 
- 
- 

25. ไสกรอกอีสาน 
     (อโศก กทม.) 

EF1 / ทอนยาว 
EF2 / รูปไข 

- 
- 

- 
- 

26. แหนมหม ู
     (อโศก กทม.) 

NF1 / รูปไข 
NF2 / รูปไข 

NF3 / ทอนสั้น  
NF4 / ทอนสั้น 

12 
10 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

27. แหนมหม ู
     (บางเขน) 

NG1 / ทอนสัน้ 
NG2 / ทอนสัน้ 
NG3 / ทอนสัน้ 
NG4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

28. ไสกรอกอีสาน 
     (ตลาดสําโรง)  

ER1 / รูปไข 
ER2 / รูปไข 

- 
- 

- 
- 

29. ปลาจอม 
     (ตลาดสําโรง)  

PR1 / ทอนสัน้ 
PR2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
30. ปลาสม 
     (ตลาดสําโรง)  

PH1 / ทอนสัน้ 
PH2 / ทอนสัน้ 

- 
12 

- 
- 

31. ปลาสม 
     (ตลาดสําโรง) 

PL1 / ทอนสัน้ 
PL2 / ทอนยาว 

- 
- 

- 
6 

32. ปลาสม 
     (สุพรรณบุรี) 

PV1 / กลม 
PV2 / กลม 

PV3 / ทอนสัน้ 
PV4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

33. ปลาสม 
     (สมุทรปราการ) 

PE1 / ทอนยาว 
PE2 / ทอนยาว 
PE3 / ทอนสัน้         
PE4 / ทอนยาว 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

34. ปลาจอม 
     (สมุทรปราการ) 

PN1 / ทอนยาว 
PN2 / ทอนยาว 
PN3 / ทอนยาว 
PN4 / ทอนยาว 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

35. แหนมหม ู
     (ปทุมธาน)ี 

NV1 / ทอนสัน้ 
NV2 / ทอนสัน้ 
NV3 / รูปไข 
NV4 / รูปไข 

- 
12 
12 
12 

- 
- 
- 
- 

36. ปลาสม 
     (ลพบุรี) 

PT1 / ทอนสัน้ 
PT2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

37. ปลาสมฟก 
         (ส. กิจวัฒนาฟูดส 
      จํากัด) 

SF1 / ทอนสัน้ 
SF2 / ทอนสัน้ 
SF3 / ทอนสัน้ 
SF4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
38. แหนมปลากราย 
      หลอด 
        (ส. กิจวัฒนาฟูดส 
      จํากัด) 

NP1 / ทอนสัน้ 
NP2 / ทอนสัน้ 
NP3 / ทอนสัน้ 
NP4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

39. แหนมหม ู
      (ปทุมธาน)ี 

NW1 / ทอนสัน้ 
NW2 / ทอนสัน้ 
NW3 / ทอนสัน้ 
NW4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

40. ปลาสมนวลจันทร 
      นวรัตน 

SJ1 / ทอนยาว 
SJ2 / ทอนสัน้ 
SJ3 / ทอนสัน้ 
SJ4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

41. ปลาสมฟก 
      (ประกอบจิตร 
       ลพบุรี) 

SG1 / ทอนสัน้ 
SG2 / ทอนสัน้ 
SG3 / ทอนสัน้ 
SG4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

42. ปลาสมฟก 
      (ลพบุรี) 

SW1 / ทอนสัน้ 
SW2 / ทอนสัน้ 
SW3 / ทอนสัน้ 
SW4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

43.  แหนมปลากราย 
      (บางซื่อ) 

NK1 / ทอนสัน้ 
NK2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

44. ปลาสม 
      (บางซื่อ) 

SU1 / ทอนสัน้ 
SU2 / ทอนสัน้ 
SU3 / ทอนสัน้ 
SU4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
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ตาราง 7 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
45. ปลาสม 
      (คารฟูร รัชดาภิเษก)  

SD1 / ทอนสัน้ 
SD2 / ทอนสัน้ 
SD3 / ทอนสัน้ 
SD4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

46. ปลาสม 
      (ชัยนาท) 

SH1 / ทอนสัน้ 
SH2 / ทอนสัน้ 
SH3 / ทอนสัน้ 
SH4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

47. ปลาสม 
      (ชัยนาท) 

SI1 / ทอนสัน้ 
SI2 / ทอนสัน้ 
SI3 / ทอนยาว        
SI4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
8 

- 
- 
- 
- 

48. ปลาสมฟก 
      (แหนมปลา) 
      (กลุมแมบาน 
      เกษตรกรเชียงงา) 

SK1 / ทอนสัน้ 
SK2 / รูปไข          

SK3 / ทอนสัน้ 
SK4 / ทอนสัน้ 

- 
10 
- 
- 

- 
12 
- 
- 

49. ปลาสม 
      (ประกอบจิตร 
       ลพบุรี) 

SL1 / ทอนยาว 
SL2 / รูปไข 
SL3 / รูปไข 

- 
8 
- 

- 
- 
- 

50. ไสกรอกอีสาน 
      (ตลาดอุดมสุข) 

EG1 / ทอนสัน้ 
EG2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

 
หมายเหต:ุ     -   =  ไมมี inhibition zone 
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ตาราง 8 Antibacterial activity ของ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมัก เมื่อทดสอบโดยวิธ ีagar well   
      diffusion assay 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
1. แหนมใบมะยม 
    (บางเขน กทม) 

NJ1 / ทอนสั้น 
NJ2 / ทอนสั้น 
NJ3 / ทอนสั้น 
NJ4 / ทอนสั้น 

- 
- 

10 
10 

- 
- 
- 
- 

2. ไสกรอกปลา 
    (ชัยภูมิ) 

SC3 / ทอนสัน้ 
SC4 / ทอนสัน้ 

10 
10 

- 
- 

3. แหนมหม ู
    (อโศก กทม.) 

NA1 / ทอนสัน้ 
NA2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

4. กุงจอม 
    (แมกลอง)  

KJ1 / ทอนสัน้ 
KJ2 / ทอนสัน้ 

KJ3 / กลม 
KJ4 / กลม 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

5. กุงจอม 
    (สมุทรปราการ) 

GJ1 / กลม 
GJ2 / กลม 
GJ3 / กลม 

GJ4 / ทอนยาว 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

6. ปลาสม  
    (ตลาดนัด มศว) 

PS1 / ทอนสัน้ 
PS2 / ทอนสัน้ 
PS3 / ทอนยาว 
PS4 / ทอนยาว 

- 
- 
8 
- 

- 
- 
- 
- 

7. ไสกรอกอีสาน 
     (อโศก กทม.) 

ES1 / ทอนสัน้ 
ES2 / ทอนสัน้ 
ES3 / ทอนสัน้ 
ES4 / ทอนสัน้ 

- 
- 

10 
8 

- 
- 
- 
- 

8. แหนมหม ู
     (สมุทรปราการ) 

NS4 / ทอนสัน้ - - 
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ตาราง 8 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
9. ปลาสม 
     (สมุทรปราการ) 

PO1 / ทอนสัน้ 
PO2 / ทอนสัน้ 

8 
10 

- 
- 

10. ไสกรอกอีสาน 
     (หนาโลตัส   
       ออนนชุ) 

EO3 / ทอนสัน้ 
EO4 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

11. กุงปลาจอม 
     (ตลาดอุดมสุข 
      กทม.) 

PJ1 / ทอนสัน้ 
PJ2 / ทอนสัน้ 
PJ3 / ทอนสัน้ 
PJ4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 

12. ปลาสม 
     (สุพรรณบุรี) 

PA4 / ทอนสัน้ - - 
 

13. ไสกรอกอีสาน 
     (สมุทรปราการ) 

ED1 / ทอนสัน้ 
ED2 / ทอนสัน้ 

- 
2 

- 
- 

14. แหนมหม ู
     (ตลาดอุดมสุข) 

NB1 / ทอนสัน้ 
NB2 / ทอนสัน้ 

- 
- 

- 
- 

15. ไสกรอกอีสาน 
     (หนาโลตัส   
       ออนนชุ) 

EN1 / ทอนสัน้ 
EN2 / ทอนสัน้ 
EN3 / ทอนสัน้ 
EN4 / ทอนสัน้ 

- 
- 
- 
2 

- 
- 
- 
- 

16. แหนมหม ู
     (อโศก กทม.) 

NF1 / รูปไข 
NF2 / รูปไข 

- 
- 

- 
- 

17. ปลาสม 
     (ตลาดสําโรง)  

PH2 / ทอนสัน้ 4 - 

18. ปลาสม 
     (ตลาดสําโรง) 

PL2 / ทอนยาว - - 
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ตาราง 8 (ตอ) 
 

ตัวอยางอาหาร Inhibition zone, mm 
(แหลงที่มา) รหัสเชื้อ/รูปราง 

S. aureus Lb. sakei 
19. แหนมหม ู
     (ปทุมธาน)ี 

NV2 / ทอนสัน้ 
NV3 / รูปไข 
NV4 / รูปไข 

6 
6 
6 

- 
- 
- 

20. ปลาสม 
      (ชัยนาท) 

SI4 / ทอนสัน้ 4 - 
 

21. ปลาสมฟก 
      (แหนมปลา) 
      (กลุมแมบาน 
      เกษตรกรเชียงงา) 

SK2 / รูปไข          8 10 

22. ปลาสม 
      (ประกอบจิตร 
       ลพบุรี) 

SL2 / รูปไข 
 

4 - 

 
หมายเหต:ุ     -   =  ไมมี inhibition zone 
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ภาพประกอบ 6  ผลการทดสอบความสามารถของ  LAB  สายพนัธุ  SK2  ในการยบัยั้งการเจริญของ  
       S. aureus  โดยวธิี agar spot assay 
 
 
 

  
      (a)         (b) 
  

ภาพประกอบ 7  ผลการทดสอบความสามารถของ  LAB  สายพนัธุ  SK2  ในการยบัยั้งการเจริญของ  
       S. aureus  (a)  และ  Lb. sakei 912  (b)  โดยวธิี  agar well diffusion assay  เปรียบเทียบกบั  
       commercial nisin (2,500 IU) 
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3. การทดสอบวาสารตานจุลชีพที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง indicator strain เปนโปรตีน 
 การทดสอบในขั้นนี้ใช  LAB  ที่แยกไดเพียง  3 ไอโซเลท  เนื่องจาก LAB ไอโซเลทอื่นทีส่รางสาร
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อทดสอบมีความคงตัวต่ํา   activity ลดลงเรื่อย ๆ   จนทําใหไมสามารถอานผลได 
 จากการนาํเชื้อ LAB ที่ใหผลบวกจากการทดสอบโดยวิธ ี  agar well diffusion  ไดแก  SC3, 
SC4 และ SK2  มาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth  แลวนําสวนใสที่ไดไป treat ดวยเอนไซมยอย
โปรตีน (proteolytic enzyme) 7 ชนิด คือ bacterial protease, savinase, pepsin, alcalase, 
pancreatin, trypsin และ proteinase k  โดยบมที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง   จากนัน้จงึนาํไป
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus เปรียบเทียบกับสวนใสทีไ่มไดผานการ treat 
ดวยเอนไซม พบวา antibacterial activity ของสารตานจุลชีพจากเชือ้  SC3, SC4 และ  SK2  จะลดลง  
เมื่อนําไป treat ดวยเอนไซมยอยโปรตีนกอนการทดสอบ  ดังแสดงในตาราง 9  
 จากผลการทดลองที่ได เปนการยืนยันวาสารยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบที่สรางจาก SC3, 
SC4 และ SK2  เปนแบคทีริโอซินซึ่งมีสมบัติเปนโปรตีน  เนื่องจากสารดังกลาวถูกทาํลายดวยเอนไซม
ยอยโปรตีนทําใหไมสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได หรืออาจมี antibacterial activity ลดลง 
 
ตาราง 9 ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอ antibacterial activity ของ SC3, SC4 และ  SK2 เมื่อใช           
      S. aureus เปนเชื้อทดสอบ 
 

Treatment 
(proteolytic enzyme) 

Inhibition zone, mm 
       Agar well diffusion assay 

 SC3 SC4 SK2 

Control 6 6 8 
bacterial protease - - 2 
savinase 2 2 2 
pepsin 4 - 8 
alcalase - 2 - 
pancreatin 6 2 - 
trypsin 6 2 2 
proteinase k 6 4 8 

 
หมายเหต:ุ     -   =  ไมมี inhibition zone 
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4. การศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของแบคทีริโอซินที่ผลิตได 
 4.1 การทดสอบความสามารถในการทนความรอนของแบคทรีิโอซิน 
  การทดสอบความสามารถในการทนความรอนของแบคทีริโอซินที่สรางจาก SC3, SC4 
และ SK2 โดยใชความรอนที่อุณหภูมิ  60, 80 และ 100°C เปนเวลา 10, 20 และ 30 นาที      พบวา
แบคทีริโอซินที่สรางจาก SC3 และ SC4 ทนความรอนไดไมเกิน 80°C  เปนเวลา 20 นาที ในขณะที่
แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 ทนความรอนไดสูงถึง 100°C เปนเวลา 10 นาที แตเมื่อใหความรอนเปน
เวลานานกวานี้ antibacterial activity จะคอย ๆ ลดลง   ดังแสดงในตาราง 10  
 
  
ตาราง 10 ผลของการใหความรอนตอ antibacterial activity ของ SC3, SC4 และ SK2 เมื่อใช                 
      S. aureus   เปนเชื้อทดสอบ              
 

Treatment 
  (Temperature / Time) 

Inhibition zone, mm 
       Agar well diffusion assay 

 SC3 SC4 SK2 

 Control 6 6 8 
 60°C / 10 min 6 6 8 
 60°C / 20 min 4 4 8 
 60°C / 30 min 2 2 8 
 80°C / 10 min  2 6 8 
 80°C / 20 min  4 2 8 
 80°C / 30 min  - - 8 
100°C / 10 min - - 8 
100°C / 20 min - - 6 
100°C / 30 min - - 5 

 
หมายเหต:ุ     -   =  ไมมี inhibition zone 
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 4.2 การทดสอบความคงตวัของแบคทีรโิอซินที่ pH ตางๆ 
  ในการทดลองนี้ใชแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 เพียงชนดิเดียว เนื่องจากมีความคงตัวดี   
ในขณะที ่ antibacterial activity ของแบคทีริโอซินที่สรางจาก SC3 และ SC4 ลดลงจนไมสามารถ
ทดสอบไดอีก   
  จากการทดลองนําแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 ไปปรับ pH ใหอยูในชวง pH 3-9 บมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปรับ pH เปน 7 แลวทดสอบ activity ดวยวิธี agar  
well diffusion โดยใช  S. aureus  เปนเชื้อทดสอบ  พบวาแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 มีความคงตัว
ที่ pH 4-7 ดังแสดงในตาราง 11   
 
 
ตาราง 11 ผลของ pH ตอ antibacterial activity ของ SK2 เมื่อใช  S. aureus   เปนเชื้อทดสอบ              
  

pH Inhibition zone, mm 
Agar well diffusion assay 

3 4 
4 8 
5 8 
6 8 
7 8 
8 6 
9 6 
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4.3 การศึกษา antibacterial spectrum 
  จากการทดลองนาํแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 ไปทดสอบความสามารถในการยบัยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบชนิดตาง ๆ  ดวยวิธ ีagar well diffusion พบวาแบคทริีโอซินที่สรางจาก 
SK2  นอกจากจะยับยั้ง  S. aureus  และ  Lb. sakei  ไดดีแลว  ยังสามารถยับยัง้  B. cereus, En. 
aerogenes, Leuc. mesenteroides, L. lactis subsp. cremoris และ L. monocytogenes ไดอีก
ดวย    แตไมยับยั้ง E. coli , S. typhimurium และ S. salivarius ดังแสดงในตาราง 12    
 
 
ตาราง 12 ผลของแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK 2 ตอแบคทีเรียทดสอบชนิดตาง ๆ 
 

Indicator strains Inhibition zone, mm 
Agar well diffusion assay 

Staphylococcus aureus 8 
Lactobacillus sakei 912 10 
Listeria monocytogenes 2 
Bacillus cereus  2 
Escherichia coli  - 
Salmonella typhimurium - 
Enterobacter aerogenes 2 
Streptococcus salivarius JCM 5707 - 
Leuconostoc mesenteroides JCM 6124 6 
Lactococcus lactis subsp. cremoris TUA 1344L 4 

 
หมายเหต:ุ     -   =  ไมมี inhibition zone 
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 4.4 การศึกษา antibacterial activity เปรียบเทียบกบั commercial nisin 
  จากการทดลองนําแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 ไปทดสอบ antibacterial activity ดวย

วิธี agar well diffusion assay โดยใช S. aureus และ Lb. sakei 912 เปนเชื้อทดสอบ  เปรียบเทียบ
กับ commercial nisin  พบวา แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 สามารถยับยั้ง S. aureus ได inhibition 
zone 8 mm ในขณะที่ commercial nisin ยับยั้ง S. aureus ได inhibition zone 14 mm   และ      
แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 สามารถยับยั้ง Lb. sakei 912 ได inhibition zone 10 mm ในขณะที่ 
commercial nisin   ยับยั้ง Lb. sakei 912 ได inhibition zone 18 mm  ดังแสดงในตาราง 13 และ
ภาพประกอบ 7 จะเห็นไดวา แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อทดสอบทั้ง 
2 ชนิด ไดประมาณ 50 เปอรเซ็นตของ commercial nisin ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(2500 IU) 
 
 
ตาราง 13 Antibacterial activity ของ SK2 เปรียบเทยีบกับ commercial nisin (Fluka, Switzerland) 
 
 Inhibition  zone, mm 

Agar well diffusion assay 
 S. aureus Lb. sakei 912 
แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 8 10 
commercial nisin (50 mg/ml) 14 18 
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5. การจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียแลกติกที่สรางแบคทีริโอซิน 
 5.1 การจัดจาํแนกในระดบัจีนัส 
  เมื่อนํา LAB สายพนัธุ  SK2  ที่สามารถสรางแบคทีริโอซินได มาทดสอบการสรางกาซ 
จากกลโูคส และการเจริญในสภาวะตาง ๆ พบวาไดผลดังแสดงในตาราง 14 ซึ่งเทยีบเคียงไดกับเชื้อใน 
สกุล Lactococcus เนื่องจาก ไมสรางกาซจากกลูโคส  เจริญที่อุณหภูมิ 10°C แตไมเจริญที่อุณหภูมิ  
45°C  ไมเจริญในที่มีโซเดียมคลอไรด 6.5 เปอรเซ็นต และ 18 เปอรเซ็นต  ไมเจริญที่ pH 4.4 และ 9.6  
(Axelsson. 1998  : 1-23) 
 
 
ตาราง 14  ลักษณะทางสรีระวิทยาบางประการของ LAB สายพนัธุ  SK2   
 
                   Characteristic result 

Morphology oval 
Catalase test - 
Gram stain + 
Gas from glucose - 
Growth at 10°C + 
Growth at 45°C - 
Growth in 4% NaCl - 
Growth in 6.5% NaCl - 
Growth in 18% NaCl - 
Growth in pH 4.4 - 
Growth in pH 7.0 + 
Growth in pH 8.5 + 
Growth in pH 9.6 - 

 
หมายเหต:ุ +  =   positive result       

     -   =   negative result 
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 5.2 การจัดจาํแนกในระดบัสปชสี 
  เมื่อนํา LAB สายพนัธุ  SK2  มาจัดจาํแนกชนิดโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสาํเร็จรูป  
API 20 Strep (bioMerieux) พบวาไดผลดังแสดงในตาราง 15 และภาพประกอบ 9 (ภาคผนวก ค) 
เมื่อนําผลที่ไดไปผานการประมวลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชสําหรบัชุดจัดจําแนก API 20 Strep  
พบวา LAB สายพนัธุ  SK2  ถูกจัดจําแนกเปน  Lactococcus lactis subsp. lactis   ที่ระดับความ   
ถูกตองของการจัดจาํแนก 98 เปอรเซ็นต 
 
ตาราง 15   การจัดจําแนก LAB สายพนัธุ  SK2  ดวย API 20 Strep 
 

Characteristic Result 
acetoin production (voges Proskauer) + 
Hydrolysis (hippuric acid) - 
β-glucosidase hydrolysis (esculin) + 
Pyrrolidonyl arylamidase - 
α-Galactosidase - 
β-Glucoronidase - 
β-Galactosidase - 
Alkaline phosphatase - 
Leucine aminopeptidase - 
Arginine dihydrolase + 
Ribose + 
Arabinose - 
Mannitol + 
Sorbitol - 
Lactose + 
Trehalose + 
Inulin - 
Raffinose - 
Amidon + 
Glycogen - 

 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
 จากการแยก LAB จากแหนมหม ูแหนมเนือ้ ไสกรอกอีสาน ไสกรอกปลา ปลาสม ปลาสมฟก
(แหนมปลา) ปลาจอม กุงจอม จาํนวน 50 ตัวอยาง  พบวาแยกได LAB 174 ไอโซเลท เปนแบคทเีรียรูป
ทอน 147 ไอโซเลท  ทรงกลม 13 ไอโซเลท และรูปไข 14 ไอโซเลท 
 เมื่อนําเชื้อ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมักมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อทดสอบ 
2 ชนิด  คือ  S. aureus  และ Lb. sakei 912  ดวยวิธี agar spot assay  พบวามี LAB 44 ไอโซเลทที่
ยับยั้งการเจริญของ S. aureus  ได  โดยตัวที่ยับยั้งไดดีที่สุดคือ  NJ1, NJ3 (inhibition zone  26  mm)  
และมี LAB  12  ไอโซเลทที่ยับยั้งการเจริญของ Lb. sakei 912 ได  โดยตัวที่ยับยั้งไดดีที่สุดคือ  SK2 
(inhibition zone  12  mm) 
 เมื่อนําเชื้อ LAB ที่ใหผลบวกในวิธี agar spot assay มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อ S. aureus และ Lb. sakei 912 ดวยวิธี agar well diffusion assay พบวามี LAB 18 ไอโซเลทที่
ยับยั้งการเจริญของ  S.aureus  ได  โดยตัวที่ยับยั้งไดดีที่สุดคือ NJ3, NJ4, SC3, SC4, ES3 และ PO2  
(inhibition zone  10 mm)  และมี LAB 1 ไอโซเลทที่ยับยั้งการเจริญของ Lb. sakei 912 ได คือ SK2 
(inhibition zone 10 mm) 
 จะเห็นไดวาเชื้อ LAB ที่สรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดเมื่อทดสอบดวยวิธี agar spot assay 
บางไอโซเลท ไมสามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดเมื่อใชวิธี agar well diffusion assay สาเหตุที่
เปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากสภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อแตกตางกัน  และในการทดสอบโดยวิธ ีagar 
spot assay ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบบางสวนอาจเกิดจากกรดที่ LAB สรางขึ้น แมจะเลี้ยงใน BSM 
agar ที่ใชน้ําตาลเพียง 0.2 เปอรเซ็นต  ในขณะที่เมื่อทําการทดสอบดวยวิธี agar well diffusion assay 
มีการปรับ pH ของสวนใสที่นํามาทดสอบใหเปนกลางกอน จึงทําใหลดผลการยับยั้งที่อาจเกิดจากกรด 
 เมื่อนําสารตานจุลชีพที่สรางจากเชื้อ SC3, SC4 (แยกไดจากไสกรอกปลา) และ SK2 (แยก
ไดจากแหนมปลา) ซึ่งมีความคงตัวคอนขางด ี  ไป treat ดวยเอนไซมยอยโปรตีน 7 ชนิด คือ bacterial 
protease, savinase, pepsin, alcalase, pancreatin, trypsin และ proteinase k  เปรียบเทียบกับ
สวนใสที่ไมไดผานการ treat ดวยเอนไซม  พบวาสารตานจุลชีพที่สรางจาก SC3 ถูกยอยไดดวย
เอนไซม bacterial protease และ alcalase แตไมถูกยอยดวยเอนไซม pancreatin, trypsin และ 
proteinase k ในขณะที่สารตานจุลชีพทีส่รางจาก SC4 ถูกยอยไดดวยเอนไซม bacterial protease 
และ pepsin  และสารตานจุลชีพที่สรางจาก SK2 ถูกยอยไดดวยเอนไซม alcalase และ pancreatin 
แตไมถูกยอยดวยเอนไซม pepsin และ proteinase K แสดงวาสารตานจุลชีพที่สรางจาก SC3, SC4 
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และ SK2  มีสมบัติเปนโปรตีน  แตอาจจะตางชนิดกนัเนื่องจากสารตานจุลชีพดังกลาวมีความจาํเพาะ
ตอการถูกยอยดวยเอนไซมที่ตางกัน จงึอาจเปนไปไดวาเปนแบคทีริโอซินตางชนิดกัน  
 การทดสอบความสามารถในการทนความรอนของแบคทีริโอซิน โดยใชความรอนที่อุณหภูมิ  
60, 80 และ 100°C  พบวาแบคทีริโอซินที่สรางจาก SC3 และ SC4 ทนความรอนไดไมเกิน 80°C  เปน
เวลา 20 นาท ีในขณะที่แบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 ทนความรอนไดสูงถึง 100°C เปนเวลา 10 นาท ี
แตเมื่อใหความรอนเปนเวลานานกวานี ้antibacterial activity จะคอย ๆ ลดลง 
 การทดสอบความคงตัวของแบคทีริโอซินที่ pH 3-9  พบวาแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 มี
ความคงตวัที ่pH 4-7  แตที่ pH สูงหรือตํ่ากวานี ้antibacterial activity จะลดลง 
 การทดสอบ antibacterial spectrum ของแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 พบวาแบคทีริโอซิน
ที่สรางจาก SK2 นอกจากยับยั้ง S. aureus และ Lb. sakei ไดดีแลว ยงัยับยั้ง B. cereus, En. 
aerogenes, Leuc. mesenteroides, L. lactis subsp. cremoris และ L. monocytogenes ไดอีก
ดวย  แตไมยับยั้ง E. coli , S. typhimurium  และ S. salivarius 
 แบคทีริโอซินที่ผลิตจาก SK2 นาจะไมใชไนซิน  เนื่องจากมีสมบัติแตกตางจากไนซิน  คือ 
แบคทีริโอซินที่ผลิตจาก SK2  มีความคงตัวที่  pH  4-7  ถูกยอยไดโดยเอนไซม alcalase, pancreatin 
และ trypsin ไมถูกยอยโดย pepsin และ proteinase k  สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ เชน 
Enterobacter ไดเล็กนอย  ในขณะที่ไนซินมีความคงตัวที่ pH  2-7  ถูกยอยโดยเอนไซม proteinase k, 
α–chymotrypsin และ pancreatin  ไมถูกยอยโดยเอนไซม pepsin และ trypsin  สามารถยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด  แตไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ (Noonpakdee; et al. 2003: 137-145)   

 การทดสอบ antibacterial activity ของแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 เปรียบเทียบกับ 
commercial nisin  พบวาแบคทีริโอซินที่สรางจาก SK2 สามารถยับยั้ง S. aureus และ Lb. sakei 
912  ไดประมาณ 50 เปอรเซ็นตของ commercial nisin ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(2500 IU) 
 การจัดจําแนก LAB สายพันธุ SK2 โดยทดสอบการสรางกาซจากกลูโคส และการเจริญใน
สภาวะตาง ๆ  พบวา LAB สายพันธุ SK2 ไมสรางกาซจากกลูโคส  เจริญที่อุณหภูมิ 10°C  แตไมเจริญ
ที่อุณหภูมิ 45°C  ไมเจริญในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด 6.5 และ 18 เปอรเซ็นต  ไมเจริญที่ pH 4.4 
และ 9.6  ซึ่งเทียบเคียงไดกับเชื้อในสกุล Lactococcus  (Axelsson. 1998 : 1-23)  และเมื่อจัดจําแนก
ชนิดโดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสําเร็จรูป API 20 Strep (bioMerieux) พบวาจัดจําแนกไดเปน  
Lactococcus lactis subsp. lactis  ที่ระดับความถูกตองของการจัดจําแนก 98 เปอรเซ็นต 
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ภาคผนวก ก  
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth 
 Peptone 10 g 
 Beef extract 10 g 
 Yeast extract 5 g 
 Glucose 20 g 
 Dipotassium hydrogen phosphate 2 g 
 Tween 80 1 g 
 Diammonium hydrogen citrate 2 g 
 Sodium acetate 5 g 
 Magnesium sulfate 0.1 g 
 Manganese sulfate 0.05 g 
 น้ํากลัน่ 1000 ml 
  
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C   เปนเวลา 15 นาที  ในกรณีที่ตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS agar ใหเติมวุนผงลงไป  15  กรัม  แตถาเตรียมเปน MRS soft agar ใหเติมวุนผงลงไป 0.7 กรัม 
 
 
2. Bacteriocin screening medium (BSM)  
 (Developed on the basis of MRS medium) 
 Tryptone 10 g 
 Beef extract 2 g 
 Yeast extract 4 g 
 Glucose 2 g 
 Dipotassium hydrogen phosphate 8.7 g 
 Potassium dihydrogen phosphate 8 g 
 Tween 80 1 g 
 Diammonium hydrogen citrate 2 g 
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 Magnesium sulfate 0.2 g 
 Manganese sulfate 0.05 g 
 น้ํากลัน่ 1000 ml 
 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C   เปนเวลา 15 นาที  ในกรณีที่ตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BSM agar ใหเติมวุนผงลงไป  15  กรัม 
 
 
3. Nutrient Broth (NB) 
 Peptone 5 g 
 Beef extract 3 g 
 น้ํากลัน่ 1000 ml 
 
 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C   เปนเวลา 15 นาที  ในกรณีที่ตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient agar ใหเติมวุนผงลงไป  15  กรัม แตถาเตรียมเปน NA soft agar ใหเติมวุนผงลงไป 0.7 กรัม 
 
 
4. Brain Heart Infusion (BHI) broth 
 Calf brain infusion 200 g 
 Beef infusion 250 g 
 Proteose peptone 10 g 
 Dextrose 2 g 
 Sodium chloride 5 g 
 Disodium phosphate 2.5 g 
 
 ใชเปนอาหารสูตรสําเร็จ โดยใช   BHI broth  37 กรัม    เติมน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร   นึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121°C   เปนเวลา 15 นาที   
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ภาคผนวก ข 
 
การเตรียมสารเคมี 
1. BaSO4 standard หรือ McFarland standard แสดงในตาราง 16 
 
ตาราง 16   BaSO4 standard หรือ McFarland standard 
 

Tube No. 1 2 3 4 5 
Barium chloride (ml) 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
Sulfuric acid (ml) 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 
Approx.cell density (× 108 / ml) 3 6 9 12 15 
 
วิธีการเตรียมสาร 
1.1  ชั่ง BaCl2 .2H2O 1.175 กรัม  เติมน้าํกลัน่ปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
1.2 ปเปต กรด H2SO4  เขมขน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 100 มิลลิลิตร 
1.3 ปเปต Barium chloride จากขอ 1 มา 0.4 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง 
1.4 ปเปต กรด H2SO4 ที่เตรียมจากขอ 2 มา 9.6 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองเดียวกัน 
เพราะฉะนัน้ จะได McFarland standard No. 4 
  
วิธีการใช  
เตรียมซัสเพนชันของเชื้อในหลอดทดลอง แลวนํามาเทียบความขุนกับ McFarland ที่เตรียมไว 
 
2. NIN reagent 
 Ninhydrin 7 g 
 Methanol 40 ml 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) 60 ml 
 
3. VP 1 reagent 
 Potassium hydroxide 40 g 
 H2O 100 g 
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4.  VP 2 reagent 
  α -naphthol 6 g 
  Ethanol 100 ml 
 
5. ZYM A 
 Tris-hydroxymethyl-aminomethane 25 g 
 Hydrochloric acid (37%) 11 ml 
 Sodium lauryl sulfate 10 g 
 H2O 100 ml 
 
6. ZYM B 
 Fast Blue BB (active ingredient) 0.12 g 
 Methanol 40 ml 
 DMSO 60 ml 
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ภาคผนวก ค 
 
การจัดจําแนก LAB ในระดับสปชีส โดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสําเร็จรูป API 20 Strep 
(bioMerieux) มีวิธีการดังนี้ 

 1.  การเตรียม inoculum 
  ใชสําลี swab เชื้อจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว มาละลายในน้ํากลั่นปราศจาก

สารเจือปน ปริมาตร 2 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง ใหไดความเขมขนของเชื้อมากกวา McFarland No.4      
ซัสเพนชันของเชื้อที่เตรียมขึ้นจะตองนําไปใชทดสอบทันที 
 
 2.  การเติมซัสเพนชนัของเชือ้ลงใน strip 

2.1  แถบ strip จะแบงเปน 2 สวน สวนแรกประกอบดวย การทดสอบ VP ถึง ADH  
(ภาพประกอบ 8) เพื่อหลกีเลี่ยงการเกิดฟองอากาศ ใหวางกลอง incubate ที่มี strip ในลักษณะเอียง 
ต้ังขึ้นและวางปลายของปเปตตรงดานขางของหลุมทดสอบ 
    ชอง VP ถึง LAP หยดซัสเพนชนัของเชื้อประมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในชองแตละ 
ชองและสําหรับชอง ADH หยดหรือเติมไมเต็มชองคือ เติมเฉพาะถึงสวนโคงของชองเทานั้น 
 
   

 
 

ภาพประกอบ 8 ลักษณะของ strip สําเร็จรูป API 20 Strep 
 
  2.2   สวนที ่2 ของแถบ strip (RIB ถึง GLYG) 
     ดูดซัสเพนชนัของเชื้อที่เตรียมไว   ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร    ใสลงใน GP medium  
เขยาใหผสมเปนเนื้อเดยีวกนั จากนัน้ดูดซัสเพนชันของเชื้อ (จาก GP medium) เติมลงในชอง RIB ถึง  
GLYG โดยเตมิไมเต็มชอง เติมเฉพาะถึงสวนโคงของชอง 
  2.3   หยด mineral oil ลงไปในชอง ADH ถึง GLYG ใหเต็มชอง จากนั้นนําไปบมเลีย้ง 
เชื้อที่อุณหภูม ิ 37°C ในสภาวะมีออกซิเจน เปนเวลา 4-4.5 ชั่วโมงสาํหรับการอานผลครั้งแรก และ 24  
ชั่วโมง สําหรับการอานผลครั้งที่สอง (กรณีที่จําเปน) 
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 3.  การอานผล 
  ภายหลงัการบมเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 4-4.5 ชัว่โมง เติม reagent ดังนี ้
  - หยด VP1, VP2 reagent อยางละ 1 หยด ลงในชอง VP test 
  - หยด NIN reagent 2 หยด ลงในชอง HIP test 
  - หยด ZYM A และ ZYM B อยางละ 1 หยด ลงในชอง PYRA,  α GAL,  β GUR,   
    β GAL, PAL และ LAP test รอ 10 นาท ีจึงอานผลโดยใชตารางอานผล  
  
 4.   การแปรผล 
  ใช software ในการแปรผล โดยใสเปนเครือ่งหมาย +,– 
 
                                  

 
 

ภาพประกอบ 9 ผลการจัดจาํแนก SK2 โดยใชชุดจําแนกแบคทีเรียชนิดสําเร็จรูป API 20 Strep 
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ภาคผนวก ง 
 

 การเจริญของ LAB สายพันธุ SK2 บนอาหาร MRS ที่เติม CaCO3

 

 
 

ภาพประกอบ 10 การเจริญของ LAB สายพันธุ SK2 บนอาหาร MRS ที่เติม CaCO3

 
 

 
ลักษณะรูปรางของ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมกั 
 
 

                                        
                                                             
                           (1) เซลลรูปทรงกลม 
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                 (2) เซลลรูปทอน                                           (3) เซลลรูปไข 
  

ภาพประกอบ 11 ลักษณะรูปรางของ LAB ที่แยกไดจากอาหารหมกั 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ประวัติยอผูวิจัย



 75

ประวัติยอผูวิจัย 
 
 ชื่อ ชื่อสกุล  นางสาวกรรณิการ   กาํลัง 
 วันเดือนปเกิด  21 มกราคม 2524 
 สถานที่เกิด   พญาไท  กรุงเทพฯ 
 สถานที่อยูปจจุบัน  307/1  ถนนเทพารักษ  ตําบลเทพารักษ 
      อําเภอเมือง  สมุทรปราการ  10270 
 ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน                    - 
 สถานทีท่ํางานปจจุบนั                    - 
 ประวัติการศึกษา 
  พ.ศ. 2541  ระดับมัธยมศกึษาตอนปลาย จากโรงเรยีน   
      สิริรัตนาธร 
  พ.ศ. 2545  วท.บ. (ชีววิทยา) จากมหาวิทยาลัยมหิดล 
  พ.ศ. 2549  วท.ม. (ชีววิทยา) มหาวทิยาลัยศรีนครินทร 
      วิโรฒ 


	หน้าปก
	บทที่ 1
	บทที่ 2
	บทที่ 3
	บทที่ 4
	บทที่ 5
	บรรณานุกรม
	ภาคผนวก
	ประวัติยอผูวิจัย

