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บดคัดย่อ 
วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้เพื่อคัดเลือกแบคทีเรยีกรดแลกติกทีผ่ลติสารแบคทีริโอซินท่ีสามารถยับยั้งการเจรญิ
ของแบคทีเรียก่อโรคในอาหารทีค่ดัเลือกไดจากไส้กรอกอีสาน โดยสามารถคัดแยกแบคทีเรยีกรดแลคติก 24    
ไอโซเลท ไดจ้ากไส้กรอกอีสานจานวน 10 ตัวอย่าง บริเวณรอบมหาวิทยาลัยบูรพา เมื่อน ามาทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบคือ Escherichia coli ATCC 25992 , Staphylococcus aureus ATCC 25923 
และ Bacillus cereus ATCC 255922 โดยวิธ ีAgar well diffusion พบว่ามี 8 ไอโซเลท ที่สามารถยบัยั้งเช้ือ
ทดสอบโดย 7 ไอโซเลท สามารถยับยั้ง S. aureus และ B. cereus และอีก 1 ไอโซเลท สามารถยับยัง้          
B. cereus ได้ การทดสอบส่วนใสปราศจากเซลล์ที่ไดจ้าก 8  ไอโซเลท กับเอนไซม์ Proteinase พบวา่ส่วนใส
ปราศจากเซลล์ถูกยับยั้งแสดงว่าสารยับยั้งคือโปรตีนและอาจจะเป็นแบคเทอริโอซิน โดยพบว่าแบคเทอริโอซินที่
ได้จากไอโซเลท SV10-I21 และ SV10-I24 สามารถทนความร้อนท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที 
 

ค าส าคัญ : ไส้กรอกอีสาน / แบคทีเรียกรดแลคติก / แบคเทอริโอซิน/ Staphylococcus aureus /   
              Bacillus cereus / Escherichia coli 
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ABSTRACT 
The objective of this research was to screen lactic acid bacteria that could produce 
bacteriocins with the ability to inhibit pathogenic bacteria in food obtained from Thai 
sausages. Twenty four lactic acid bacteria were isolated from 10 samples of Thai sausages 
nearby Burapha University, Chonburi Province and these isolates were screened for inhibition 
of Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 255922 and Escherichia coli 
ATCC 25992 by agar well diffusion assay test. Eight isolates displayed antimicrobial activity (7 
isolates) inhibited growth of S. aureus and B. cereus, whereas 1 isolate inhibited growth of      
B. cereus. Antimicrobial substance produced by 8 isolates were inactivated when treated with 
proteolytic enzymes. Then this inhibition substance was protein and it may be bacteriocin. 
Bacteriocin produced by SV10-I21 and SV10-I24 isolates were found to be heat resistant at 95 
OC for 10 minutes 
 

Keywords : Thai Sausage / Lactic Acid Bacteria / Bacteriocin / Staphylococcus aureus /  
                Bacillus cereus / Escherichia coli 
 

บทน า 
อุตสาหกรรมอาหารได้น าวัตถุกันเสียมาใช้เพื่อลดปัญหาและยืดอายอุาหาร (ดวงจันทร์, 2551) และ

จุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนอยู่ในอาหารทีน่อกจากจะเป็นสาเหตุให้อาหารเน่าเสียบางชนิดยังสามารถก่อโรคทางเดิน
อาหารได้อีกด้วยยกตัวอย่างเช่น Staphylococcus aureus ซึ่งสร้างสารพิษเอนเทอโรทอกซินปนเปื้อนใน
อาหาร สารพิษน้ีมีคุณสมบตัิพิเศษ คือ ทนต่อความร้อนไดด้ีมาก การให้ความร้อนถึงแม้จะท าลายตัวเช้ือ แต่จะ
ไม่สามารถท าลายสารพิษของเชื้อนี้ได้  การก าจดัสารพิษของเชื้อนี้ให้หมดไปต้องใช้ความร้อนที่สูงมากและเป็น
เวลานาน (ศนิ, 2560) และยังมีรายงานว่าพบผู้ป่วยตดิเช้ือ Escherichia coli O104:H4 ในทวีปยุโรป รวมทั้งสิ้น 
2,763 ราย (ธีรพัฒน,์ 2554) ในการผลิตเนื้อสัตว์แปรรูปผู้ผลิตนิยมใส ่กรดเบนโซอิกและกรดเบนโซเอต ทีม่ี
ความเป็นพิษระดับปานกลาง ถ้าได้รับในปริมาณทีสู่งมากอาจท าให้เกิดอาการคลื่นไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง ท้องเสีย 
อาการเลือดตกใน อัมพาตท าให้ประสิทธิภาพการท างานของตับและไตลดลงหรืออาจส่งผลถึงขั้นพิการได้และถ้า
ได้รับเกิน 500 มิลลิกรมัต่อน้ าหนกัตัว 1 กิโลกรัมอาจเสียชีวิตได้ (สวุีณา, 2557)   

ปัจจุบันผู้บริโภคไดต้ระหนักถึงอันตรายจากสารกันเสยีและต้องการอาหารที่ปราศจากสารเคมีเจือปน
ส่งผลใหผู้้ผลิตหรือโรงงานอุตสาหกรรมหันมาสนใจวิธีการทางธรรมชาติคือการใช้จุลินทรียเ์ช่นการใช้แบคทีเรีย
กรดแลคติกและการใช้แบคเทอรโิอซินท่ีได้จากแบคทีเรียกรดแลคตกิ (Ananou, 2007) แบคทีเรียกรดแลคติก 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ เป็นพวก microaerophilic หรือ facultatively anaerobe และไม่
สร้างเอนไซม์คะตะเลส ทนกรด และต้องการสารอาหารซับซ้อนเพ่ือใช้ในการเจริญ สามารถสร้างกรดแลคติกเป็น
ผลิตภณัฑ์สดุท้ายในการหมัก แบคทีเรียกรดแลคติกได้ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมการหมักอาหารอยา่งแพร่หลาย 
เนื่องจากจัดเป็นแบคทีเรียที่ยอมรบัว่าปลอดภยั (Generally Recognized as Safe : GRAS) และสามารถผลิต
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สารยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคและแบคทีเรียที่ท าให้อาหารเน่าเสีย เช่น แบคเทอริโอซิน กรดแลคติกไดอะเซทิล และ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นต้น (Schillinger, et al, 1996) แบคเทอริโอซินคือเปปไทด์หรือโปรตีนที่สังเคราะห์
จากไรโบโซมและมีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรีย เชื้อรา และไวรัส (Carlos, et al., 2021) แบคทีริโอซินแตกต่าง
จากสารปฏิชีวนะ คือแบคเทอรโิอซินมีฤทธ์ิการยับยั้งแคบและเป็นพิษกับแบคทีเรียที่มีความสมัพันธ์ใกล้เคียงกัน 
(อรอนงค,์ 2550) แบคเทอริโอซินมีบทบาทในทางควบคุมความปลอดภัยในอาหารคือการใช้แบคเทอรโิอซิน 
บริสุทธ์ิหรือบริสุทธิบ์างส่วนใช้เติมเป็นส่วนหน่ึงในส่วนประกอบอาหาร (Deegan, et al., 2006) แบคเทอริโอซิน
สามารถยับยั้งการเจรญิของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีไมเ่พิ่งประสงค์หลายชนิด เช่น Bacillus, Enterococcus, 
Listeria, Clostridium และ methicillin-resistant S. aureus (Klaenhammer, 1993; Yaacob, et al., 
2022) ในงานศึกษาก่อนหน้าน้ีได้มีการคัดแยกแบคทีเรยีกรดแลคตกิท่ีสามารถสร้างแบคเทอริโอซินจากอาหาร
หมักได้ 464 สายพันธ์ุและพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกรหสั L459 สามารถยังยั้งการเจรญิของแบคทีเรยีก่อโรคได้
ดีที่สุดและแบคทีเรียกรดแลคติกรหัส L.13 สามารถยบัยั้งการเน่าเสยีในขนมจีนเส้นสดได้ (คณิณ, 2561)  

งานวิจัยท่ีเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักมผีูร้ายงานไว้มากมายพบว่าแบคทีเรยี
กรดแลคติกที่แยกจากอาหารหมักมีสายพันธ์ุแตกต่างกันและสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรยีก่อโรคทาง
อาหารได้ ดังรายงานของ ผุศดี และคนอ่ืนๆ (2559) ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลติภณัฑ์    
เนื้อหมัก เช่น แหนม และไส้กอรกอีสาน ได้ถึงจ านวน 26 ไอโซเลท ทีม่ีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรคอาหาร เป็นพิษทั้ง 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ L. monocytogenes, S. Typhimurium, S. aureus 
และ E. coli นอกจากน้ียังพบว่า แบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกได้มีความสามารถในการยบัยั้งแบคทีเรยีก่อโรค
อาหารเป็นพิษท้ังแกรมบวกและแกรมลบ ได้เป็นจ าำนวน 42 และ 36 ไอโซเลท ตามล าดับ ดังนั้นงานวิจัยนีจ้ึงมี
ความสนใจเลือกไส้กรอกอีสานซึ่งเป็นอาหารพื้นบ้านไทย ทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทยซึ่ง
หาได้ง่ายในทุกภมูิภาคมาท าการศกึษา ซึ่งไส้กรอกอีสานผลิตจากเนือ้หมูบด มันหมู และข้าวเจ้าหุงสุก ปรุงรส
ด้วยเกลือ เครื่องเทศสมุนไพร  ผสมให้เข้ากันบรรจุใสไ่ส้หมูแล้วมดัดว้ยเชือกเป็นข้อ ปล่อยไว้ให้เกดิการหมักซึ่ง
จะเกิดแบคทีเรียกรดแลคติกขึ้นขณะหมักหลายชนิด ในโครงงานวิจยันี้จึงท าการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่
สร้าง แบคเทอรโิอซินทีค่ัดแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน จากนั้นท าการศึกษาความสามารถของแบคทีริโอซินในการ
ยับยั้ง S. aureus, B. cereus และ E. coli เพื่อน าไปประยุกต์เป็นหวัเช้ือในการหมักอาหารและใช้ในการยืดอายุ
อาหารส าหรับควบคมุการเจรญิของแบคทีเรียก่อโรคและแบคทเีรียที่ก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร 
 

วิธดี าเนินการวิจัย                 
1. การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตแบคเทอริโอซนิจากไส้กรอกอีสาน   

  1.1 การเก็บตัวอย่าง        
      เก็บตัวอย่างไส้กรอกอีสานจากร้านขายแผงรอยบริเวณรอบมหาวทิยาลัยบูรพา จ านวน 10 
ตัวอย่าง โดยท าการเก็บใส่ถุงปราศจากเชื้อ จากน้ันน ามายังห้องปฏบิัติการและด าเนินการวิเคราะห์ในข้ันตอน
ต่อไป 

 1.2 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากไส้กรอกอีสาน (ดัดแปลงจาก ศิรินาถ, 2556)   

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hern%C3%A1ndez-Gonz%C3%A1lez%20JC%5BAuthor%5D
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2258/%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%99%E0%B8%9A%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%A2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1781/pork-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B9
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1657/rice-%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1464/salt-%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1331/spice-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1331/spice-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0316/fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
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น าไส้กรอกอีสานจากร้านขายแผงรอยบริเวณรอบมหาวิทยาลัยบูรพาจ านวน 10 ตัวอย่าง โดยท า
การช่ังตัวอย่าง ตัวอย่างละ 25 กรมัจากนั้นเตมิอาหาร de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth ปริมาตร 
225 มิลลิลิตรตีบดตัวอย่างให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องตีบดอาหารด้วยความเร็วเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นท า
การเจือจางให้ได้ความเจือจางท่ี 10-3, 10-4 และ 10-5 ด้วย 0.85% NaCl หลังจากนั้นปเิปตตัวอยา่งที่ผ่านการเจือ
จางแล้วมา 0.1 มิลลิตร Spread บน MRS agar ที่เติม 0.5% CaCO3 บ่มที่อุณหภมูิ 37 o C เป็นเวลา 24-48 
ช่ัวโมง เลือกโคโลนีท่ีคาดว่าเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท าการขดีบนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณภูมิ 37 o C เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมงในสภาะวะไร้ออกซิเจน จากนั้นเลือกโคโลนีท่ีมีความแตกต่างกันน าไปขีดลงบนอาหาร MRS agar 
1-2 ครั้งเพื่อให้ได้เชื้อบริสุทธ์ิพร้อมจดรหัสไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรยีกรดแลคติกที่แยกได้  

2. ศึกษาคุณลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการ  
 2.1 ตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
       โดยการน าเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธ์ิที่แยกได้จากไส้กรอกเปรี้ยว น าไปย้อม สีแกรมและ

ส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ สังเกตการตดิสี รปูร่างเซลล์ การสร้างสปอร์ การจัดเรียงตัวเรียงตัวของเซลล์ โดย
แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรยีแกรมบวกตดิสีย้อมสมี่วงคริสตัลไวโอเลตมลีักษณะทางสัณฐานภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ เซลล์มรีูปร่างแท่งและกลม ไม่สรา้งสปอร์ 

 2.2 การทดสอบปฏิกิริยาคะตาเลส (Catalase test)  
      ทดสอบโดยใช้ 3% H2O2 ลงบนแผ่นสไลด์ที่ฆ่าเช้ือแล้ว จากนั้นน าไม้แหลมที่ฆ่าแล้วแตะเช้ือจาก

โคโลนมีาเล็กน้อยผสมเข้ากับหยด 3% H2O2 แล้วสังเกตการเปลีย่นแปลงทันที โดยแบคทีเรียกรดแลคติกจะ
ให้ผลเป็นลบไม่เกดิฟองก๊าซ 

      เก็บรักษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ ในอาหารเลีย้งเช้ือ MRS broth ที่เติมสารละลาย 20% 
glycerol ที่เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 OC 

3. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน (ดัดแปลงจาก Pringsulaka, et al., 
2011) 

 3.1 การเตรียมสารสกัดส่วนใสปราศจากเซลล์ (Cell free supernatant)  
  น าแบคทีเรียกรดแลคติกทุกไอโซเลทท่ีคัดแยกไดม้าเลี้ยงในอาหาร MRS broth 100 มิลลลิิตร    
บ่มที่อุณหภมูิ 37 o C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง 8,000 rpm ที่ 4 o C 10 นาที เพื่อแยกเซลล์
ออกจากน้ันน าส่วนใสปราศจากเซลล์ปรับ pH เป็น pH 6.5 ด้วย  HCl หรือ 5 M NaOH จากนั้นน ามากรองโดย
ใช้กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

 3.2 การเตรียมแบคทีเรยีทดสอบ 
  S. aureus, B. cereus และ E. coli จากภาควิชาจลุชีวิทยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา เลี้ยงในอาหาร Trypticase soy broth (TSB) 50 มิลลลิติร บ่มที่อุณหภมูิ 35o C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  
  3.3 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยั้งของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี Agar well 
diffusion น าเชื้อ S. aureus, E. coli และ B. cereus จากข้อ 3.2 ท าการป้ายเชื้อลงในจานอาหาร Trypticase 



 
 

5 

Soft soy agar (TSA) โดยเจือจางให้ได้แบคทีเรียความเข้มข้น 108 CFU/ml 1 ชนิดต่อ 1 จาน จากนั้นใช้แท่ง
เหล็กท่ีมรีูปราศจากเชื้อ (Cork-borers) เจาะรเูส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลเิมตร และ ปิเปตส่วนใสปราศจากเซลล์
จากข้อ 3.1 มา 50 ไมโครลติรถ่ายลงหลมุที่เจาะแล้วน าไปบ่มที่ 37 OC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง โดยท าการทดลอง   
3 ซ้ า สังเกตการเกดิบรเิวณใสรอบๆ หลุมและคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีบรเิวณยับยั้ง (inhibition 
zone)  

4. การทดสอบยืนยันว่าสารยับยั้งเช้ือทดสอบเป็นโปรตีน (นภดล และคนอ่ืนๆ, 2554) 
  น าส่วนใสปราศจากเซลล์จากข้อ 3.1 มา 10 มิลลิลิตร ทดสอบกับเอนไซม์ย่อยโปรตีน Proteinase K 

ความเข้มข้น 1 มิลลลิติร น าไปบ่มที่ 37 OC เป็นเวลา 2 ช่ัวโมงจากนั้นน าไปทดสอบ antibacterial activity 
ด้วยวิธี Agar well diffusion โดยน าเชื้อ S. aureus, B. cereus และ E. coli จากข้อ 3.2 ท าการ swab ลงบน
อาหาร TSA โดยเจือจางให้ได้แบคทีเรียความเข้มข้น 108 CFU/ml 1 ชนิดต่อ 1 จาน จากนั้นใช้ Cork-borers 
ปราศจากเชื้อเจาะรเูส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิตรเมตร และน าส่วนใสปราศเซลล์ทีผ่่านการบม่ 2 ช่ัวโมง มา 50 
ไมโครลติรถ่ายลงหลมุที่เจาะแล้วน าไปบ่มที่ 37 OC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเกิดบริเวณใสรอบๆหลมุ และ 
เปรียบเทยีบกับส่วนใสปราศจากเซลล์ทีไ่ม่ใสเ่อนไซม์ Proteinase K ซึ่งเป็นชุดควบคุม โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า 

5. การทดสอบการทนความร้อนของแบคเทอริโอซิน (สมใจ และคนอื่นๆ, 2550) 
  น าส่วนใสปราศจากเซลล์จากข้อ 3.1 มา 10 มิลลลิิตร น ามาให้ความร้อนที ่95OC  เป็นเวลา 10 และ    

30 นาที จากนั้นน าไปทดสอบ antibacterial activity ด้วยวิธี Agar well diffusion โดยท าการทดลอง 3 ซ้ า 
 

ผลการวิจัย 
1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากไส้กรอกเปรี้ยว  

  จากการเก็บตัวอย่างไส้กรอกอีสานจ านวน 10 ตัวอย่าง สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลิต
กรดแลคติกซึ่งสังเกตได้จากการเหน็วงใสรอบโคโลนีโดยใช้ 0.5 % CaCO3 MRS agar และน าเชื้อแบคทีเรียที่
ผลิตกรดไดไ้ปทดสอบด้วยการย้อมแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส และออกซิเดส พบวา่สามารถ
แยกแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลสและ  ออกซิเดส ทั้งหมด 24 ไอโซเลท โดยมรีูปร่างท่อนสั้น 
10  ไอโซเลท ท่อนยาว 3 ไอโซเลท  ท่อนสั้นรูปไข่ 1 ไอโซเลท และทรงกลม 10 ไอโซเลท แสดงดังตารางที่ 1     

2. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลติสารยับยั้งเช้ือทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion 
 เมื่อน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง S. aureus, B. cereus และ E. coli จะพบการเกิด

บริเวณใสรอบๆ หลุมและคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มี inhibition zone โดยพบว่ามี 8 ไอโซเลท ที่
สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได้ คือ SV9-I17 ยับยั้ง B. cereus ขณะทีไ่อโซเลท SV9-I18, SV10-I19, SV10-I20, 
SV10-I21, SV10-I22, SV10-I23 และ SV10-I24 ยับยั้ง S. aureus และ B. cereus ดังแสดงในตารางที่ 1 

3. การทดสอบยืนยันว่าสารยับยั้งที่ออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อทดสอบเป็นโปรตีน 

  คัดเลือกส่วนใสปราศจากเซลล์ของเชื้อไอโซเลท SV9-I17, SV9-I18, SV10-I19, SV10-I20 
SV10-I21, SV10-I22S, V10-I23 และ SV10-I24 มาท าการทดสอบกับเอนไซม์ Proteinase K โดยใหม้ีความ
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 mg/ml บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 OC ก่อนน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง           
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S. aureus, B. cereus และ E. coli ด้วยวิธี agar well diffusion พบว่าส่วนใสปราศจากเซลลจ์ากไอโซเลท 
SV9-I17, SV9-I18, SV10-I20, SV10-I21, SV10-I22, SV10-I23 และ SV10-I24 เป็นโปรตีนเนื่องจากจะไม่
ยับยั้งเช้ือทดสอบ ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นแบคเทอริโอซิน ดังแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 1 จ านวนไอโซเลท รูปรา่ง และความสามารถในการผลิตสารยับยั้ง S. aureus, B. cereus และ  
              E. coli เมื่อทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion  

ตัวอย่างท่ี จ านวนไอโซเลท รูปร่าง รหัสเชื้อ 
Inhibition zone (mm) Mean  SD 
S. aureus B. cereus E. coli 

1 - - - - - - 
2 - - - - - - 

3 9 

ทรงกลม SV3-I1 - - - 
ทรงกลม SV3-I2 - - - 
ทรงกลม SV3-I3 - - - 
ทรงกลม SV3-I4 - - - 
ทรงกลม SV3-I5 - - - 

3  ทรงกลม SV3-I6 - - - 
ทรงกลม SV3-I7 - - - 
ทรงกลม SV3-I8 - - - 
ทรงกลม SV3-I9 - - - 

4 - - - - - - 

5 2 
ท่อนสั้น SV5-I10 - - - 

ท่อนยาว SV5-I11 - - - 

6 - - - - - - 

7 2 
ท่อนสั้น SV7-I12 - - - 

ท่อนสั้น SV7-I13 - - - 

8 2 
ท่อนสั้น SV8-I14 - - - 

ท่อนสั้น SV8-I15 - - - 
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ตารางที่ 1 (ต่อ)  

ตัวอย่างท่ี จ านวนไอโซเลท รูปร่าง รหัสเชื้อ 
Inhibition zone (mm) Mean  SD 
S. aureus B. cereus E. coli 

9 3 

ท่อนสั้น SV9-I16 - - - 
ท่อนยาว SV9-I17 - 12.2 0.26 - 

ท่อนสั้น SV9-I18 11.1 0.26 13.0 0.17 - 

10 6 

ท่อนสั้น SV10-I19 14.3 0.3 15.1 0.26 - 

ท่อนสั้น SV10-I20 9.1 0.1 9.2 0.1 - 

ท่อนยาว SV10-I21 12.3 0.26 13.3 0.1 - 

ท่อนสั้นรูป
ไข ่

SV10-I22 1.11 0.3 10.2 0.2 - 

ท่อนสั้น SV10-I23 12.2 0.2 8.1 0.17 - 

ทรงกลม SV10-I24 15.0 0.4 14.3 0.3 - 
 

4. การทดสอบการทนความร้อนของแบคเทอริโอซิน 

 เมื่อน าส่วนใสปราศจากเซลล์ไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 และ 30 นาที 
และน าไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง E. coli, S. aureus และ B. cereus โดยวิธี agar well diffusion 
พบว่าเมื่อใช้อุณหภูมิ 95 OC เป็นเวลา 10 นาที ไอโซเลท SV10-I23 มีกิจกรรมยับยั้ง B. cereus ATCC 255922 
เพียงชนิดเดียวและ ไอโซเลท V10-I21, SV10-I24 มีกิจกรมยับยั้ง S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus 
ATCC 255922 เมื่อให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 95 OC เป็นเวลา 10 นาที ส่วนการให้ความร้อนท่ีอุณหภมูิ 95 OC 
เป็นเวลา 30 นาที จะไม่พบไอโซเลทใดเลยที่มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ แสดงผลดัง 
ตารางที่ 3 
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ตารางที่ 2  ผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนต่อแบคเทอริโอซินเมื่อน ามาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง  
              เชื้อแบคทีเรียทดสอบของส่วนใสปราศจากเซลล์ 

รหัสเชื้อ 

Proteinase K 

Inhibition zone (mm)  Mean  SD  

S. aureus B. cereus E. coli 

SV9-I17 - - - 
SV9-I18 - - - 
SV10-I19 6.1 0.1 7.2 0.2 - 

SV10-I20 - - - 
SV10-I21 - - - 
SV10-I22 - - - 
SV10-I23 - - - 
SV10-I24 - - - 

 

ตารางที่ 3 ผลของอุณหภูมิต่อการทดสอบความสามารถในการทนรอ้นของสารที่น่าจะเป็นแบคเทอริโอซินเมื่อ 
  น ามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรยีทดสอบของส่วนใสปราศจากเซลล ์

รหัสเชื้อ 
Inhibition zone (mm)  Mean  SD  

95 OC 10 นาท ี 95 OC 30 นาท ี
เชื้อทดสอบ S. aureus B. cereus E. coli S. aureus B. cereus E. coli 

SV9-I17 - - - - - - 
SV9-I18 - - - - - - 
SV10-I20 - - - - - - 
SV10-I21 8.2 0.26 14.3 0.3 - - - - 

SV10-I22 - - - - - - 
SV10-I23 - 9.1 0.1 - - - - 

SV10-I24 15.2 0.5 6.3 0.1 - - - - 
 

อภิปรายผล  
จากการศึกษาน้ีขั้นแรกท าการเก็บตัวอย่างไส้กรอกอีสาน 10 ตัวอย่างจากตลาดรอบมหาวิทยาลัยบรูพา

เพื่อน ามาแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่คาดว่าผลิตแบคเทอริโอซิน จากการศึกษาพบว่าสามารถคดัเลือกมา 24  
ไอโซเลท ซึ่งน่าจะเป็นแบคทีเรียกรดแลคติก เนื่องจาก ลักษณะสัณฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มีทั้งรปูร่างแท่ง 
และรูปร่างกลม การตดิสีแกรมสมีว่ง เป็นแกรมบวก การทดสอบคะตาเลสที่ให้ผลลบและออกซิเดสที่ให้ผลลบซึ่ง
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สอดคล้องกับการทดลองของ นวัฒน์ และคนอ่ืนๆ (2559) ได้คัดกรองแบคทีเรียกรดแลคติกจากน้ าพริกโดย
เพาะเลี้ยงในอาหาร 1% CaCO3 MRS จากน้ าพริกปลารา้และน้ าพริกหนุ่มคัดแยกได้ 16 ไอโซเลต นา่จะเป็น
แบคทีเรียกรดแลคติกเนื่องจากมีการสร้าง วงใส (clear zone) เมื่อเจริญในอาหาร MRS agar นอกจากนี ้
แบคทีเรียกรดแลคติกทุกตัวสามารถสร้างกรดได้ แล้ว บางสายพันธ์ุยังสามารถสรา้งแบคเทอริโอซิน ได้ซึ่งเป็น
โปรตีนหรือเพปไทด์ที่ถูกสร้างขึ้นจากไรโบโซมที่ช่วยส่งเสริมการยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรียที่ก่อโรคและ
อาหารเน่าเสีย (อรอนงค,์ 2550) ส าหรับการตรวจพบแบคทีเรียกรดแลคติกในการศึกษานี้ยังสอดคลอ้งกับผุศดี 
และคนอ่ืนๆ (2559) ที่สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลติภัณฑ์เนื้อหมักเช่นแหนม และไสก้รอก-
อีสาน จ านวน 42 ตัวอย่าง ได้ถึง 325 ไอโซเลท 

เมื่อน าแบคทีเรยีกรดแลคติกที่คัดเลือกไดม้าทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย โดยการน าส่วนใส
ปราศจากเซลล์ทีผ่ลิตจากแบคทีเรยีกรดแลคติกมาปรับ pH เป็น 6.5 เพื่อให้ทราบได้ว่าฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบไม่ไดม้าจากความเป็นกรดของกรดแลคติก จากนั้นน าไปทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion โดยใช้
แบคทีเรียทดสอบดังนี ้E. coli ATCC 25992 , S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus ATCC 255922 
พบว่ามี 7 ไอโซเลทคือ SV9-I18, SV10-19, SV10-I20,  SV10-I21, SV10-I22S, V10-I23 และ SV10-I24 ที่มี
กิจกรรมยับยั้งทั้ง  S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus ATCC 255922  ส่วนไอโซเลท SV9-I17 มี
กิจกรรมยับยั้งเฉพาะ  B. cereus ATCC 255922  โดยมี inhibition zone อยู่ในช่วง 9-15 มิลลิเมตร ซึ่งการ
ยับยั้งน้ีให้ผลสอดคล้องกับ รัชนู และคนอ่ืนๆ (2564) ที่ท าการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกและเช้ือมีการยบัยั้ง        
B. cereus โดยมี inhibition zone อยู่ในช่วง 13.8-21.6 มิลลิเมตร นอกจากน้ีผลของแบคทีเรียแลคติกในการ
ยับยั้งเช้ือก่อโรคนี้ยังสอดคล้องกับการศึกษาของ วรายุทธ และคนอ่ืนๆ (2550) ที่พบว่าแบคเทริโอซินจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท NO5 สามารถยับยั้งเช้ือทดสอบ S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus 
ATCC11778 ได้การทีแ่บคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรยีทดสอบได้อาจเนื่องมาจากในระหว่างการ
เจริญแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างสารแบคเทอรโิอซินและสารคล้ายแบคเทอรโิอซิน (Bacteriocin-Like 
Molecules) ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยัง้จุลินทรีย์หลายชนิดเช่น L. monocytogenes และ S. aureus เปน็ต้น 
(Vuyst & Leroy, 2007) โดยแบคเทอริโอซินจะยึดเกาะผิวเซลล์ของเชื้อและสรา้งรูในช้ันเยื่อหุ้มเซลล ์ท าลาย
การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ และท าให้เซลล์เสยีสภาวะสมดลุ เอนไซม์ส าคญัภายในเซลล์เสียคณุสมบตัิ     
(Bruno & Montville, 1993) แต่จากผลการทดสอบนี้ไม่พบว่ามีไอโซเลทใดเลยที่มีฤทธิ์ยับยั้ง E. coli ทั้งนี้
เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกมีชั้นของผนังเซลล์ที่ประกอบด้วยเพปทิโดไกลแคนเป็นส่วนใหญ่ ส่วนแบคทีเรีย  
แกรมลบนั้นมีเยื่อหุม้ชั้นนอกท่ีประกอบด้วยลโิปโพลีแซ็กคาไรด์หุม้อยู่อีกช้ันท าให้สามารถป้องกันไม่ให้สารยับยั้ง
เข้าสู่เซลลไ์ดด้ีกว่าแบคทีเรียแกรมบวก (อมรรัตน์ และคนอ่ืนๆ, 2559) 

หลังจากคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถผลิตสารยบัยั้งแบคทีเรียทดสอบ พบว่ามีเพียง 
พบว่ามี 8 ไอโซเลทคือ SV9-I17, SV9-I18, SV10-19, SV10-I20,  SV10-I21, SV10-I22S, V10-I23 และ SV10-
I24 ที่มีกิจกรรมยับยั้งเชื้อทดสอบดั้งนั้นจึงได้ท าการคัดเลือก 8 ไอโซเลท ไปทดสอบว่าสารยับยั้งท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง
เป็นแบคเทอริโอซินจริงหรือไม่ โดยการน าไปทดสอบการย่อยโปรตนีโดยการใส่ Proteinase K จากนั้นน าไป
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ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion พบว่าส่วนใสปราศจากเซลล์จากไอโซเลท SV9-I17, SV9-I18, SV10-I20,  
SV10-I21, SV10-I22S, V10-I23 และ SV10-I24 ที่ไม่มีกิจกรรมยับยั้งเช้ือทดสอบ สอดคล้องกับการศกึษาของ   
ศิรินาถ (2556) ที่ศึกษาผลของเอนไซม์ต่อความสามารถในการยับยัง้เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ของแบคเทอรโิอซิน 
พบว่าสารที่ผลิตโดย Enterococcus faecium PDN-Ta10 ที่ท าการย่อยด้วยเอนไซม์ proteinase K, pepsin 
และ trypsin นั้นไมส่ามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดเิคเตอร์ได้ ส่วนเอนไซม์ catalase catalase มผีลให้
ความสามารถในการยับยั้งเช้ือลดลงเล็กน้อย  แสดงว่าสารยับยั้งน้ันเป็นสารโปรตีน และไม่ใช่ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ ซึ่งเป็นคณุสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน ดังนั้นจึงคัดเลือกส่วนใสปราศจากเซลลจ์ากไอโซเลท SV9-
I17, SV9-I18, SV10-I20,  SV10-I21, SV10-I22S, SV10-I23 และ SV10-I24 เนื่องจากไม่มีกิจกรรมยบัยั้งเช้ือ
ทดสอบ ไปทดสอบความสามารถในการทนร้อนของแบคเทอริโอซินหรือสารคล้ายแบคเทอรโิอซินโดยน าส่วนใส
ปราศจากเซลล์ที่ไดไ้ปให้ความร้อนอุณหภูมิ 95 OC 10 และ 30 นาที จากน้ันน าไปทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งเช้ือทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion พบว่าเมื่อใช้อุณหภมู ิ95 OC นาน 10 นาที ไอโซเลท SV10-I21,  
SV10-I24 มีกิจกรรมยับยั้ง S. aureus ATCC 25923 ส่วนไอโซเลท SV10-I21, SV10-I23, SV10-I24 มีกิจกรม
ยับยั้ง B. cereus ATCC 255922 ส่วนเมื่อใช้ความร้อนนาน 30 นาที พบว่าไม่มีไอโซเลทใดท่ีมีความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อทดสอบเลย โดยทั่วไปกระบวนการแปรรูปอาหารด้วยความร้อนสูงอาจส่งผลต่อแบคเทอริโอซินท่ีไม่
ทนความร้อนได้  ดังนั้นสารคล้ายแบคเทอริโอซินท่ีได้จากไอโซเลทที่ไม่ทนความร้อนถ้าจะน าไปใช้ในการถนอม
อาหารกับอาหารทีต่้องผ่านความรอ้นจะไมม่ีประสิทธิภาพ  ดงันั้นไอโซเลท SV10-I21 และ  SV10-I24 ผลิตสาร
ที่คล้ายแบคเทอริโอซินซึ่งมีฤทธ์ิยบัยั้งเช้ือทดสอบและทนต่อความรอ้นได้ดีกว่าไอโซเลทอ่ืนๆ  

จากการทดลองเมื่อน าไอโซเลท SV10-I21 จ าแนกระดับสกลุพบว่ามีความน่าจะเป็นแบคทีเรีย  
Lactobacillus เนื่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ มีรูปร่างท่อนยาว แกรมบวก ไม่สร้าง  
คะตาเลส และออกซิเดส สอดคลอ้งกับรายงานของ ผุสดี และคนอ่ืนๆ (2559) ที่สามารถคัดแยก Lactobacillus 
spp. จากไส้กรอกอีสานและแหนม และไอโซเลท SV10-I24 ไปจ าแนกระดับสกุลพบว่ามีความน่าจะเป็น
แบคทีเรีย Pediococcus เนื่องจากลักษณะสณัฐานวิทยาภายใต้กลอ้งจุลทรรศน์ มรีูปร่างกลมเป็นกลุม่ 4 เซลล์ 
แกรมบวก ไมส่ร้างคะตาเลส และออกซิเดส มักพบในผลิตภัณฑ์ไส้กรอก (Raccach, 2014) ซึ่งจากผลดังกล่าว
จะต้องท าการทดสอบทางชีวเคมีและทางพันธุ์กรรมต่อไปเพื่อจัดจ าแนกให้ได้ในระดับสายพันธ์ุต่อไป 

จากการศึกษาจะเห็นได้ว่าไอโซเลท SV10-I24 และ SV10-I21 ที่คาดว่าน่าจะเป็น Pediococcus และ 
Lactobacillus เป็นไอโซเลทที่น่าสนใจ หากไดม้ีการศึกษาข้อมูลตา่งๆ เพิ่มเติม ซึ่งน่าจะน าไปใช้เป็นหัวเชื้อ
เริ่มต้นในการผลิตอาหารหมักหรือน าไปใช้ในการถนอมหาร จากรายงานของ อรอนงค์ (2550) รายงานว่า      
แบคเทอริโอซิน subclass 2a เช่น เพดดิโอซิน PA-1/AcH ไดร้ับความสนใจมากขึ้น เนื่องจากสามารถยับยั้งเชื้อ 
L. monocytogenes โดยการน าไปใช้มักร่วมกับวิธี Modified Atmosphere Packaging (MAP) ซึง่วิธี MAP 
จะใช้ในการบรรจผุลติภณัฑ์จ าพวกเนื้อภายใต้ภาวะ ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ในระดับสูง เพื่อลดการเนา่เสียอัน
เนื่องมาจากแบคทีเรยีแกรมลบ และภาวะดังกล่าวยังช่วยให้แบคทีเรียแลคติกเพิ่มจ านวนและสร้างแบคเทอริโอซิน
ทีไ่ด้ ท าให้ยืดอายุการเก็บของอาหาร ที่แช่เย็น ถึงแม้ว่าฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินท่ีจะไมส่ามารถท าลายผนังเซลล์
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ของกลุ่มแกรมลบได้ แต่สามารถใช้ร่วมกับกรรมวิธีอ่ืนอาหารร่วมกบัการถนอมอาหารโดยไม่ใช้ความร้อนคือ วิธี 
HHP และวิธีกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าการใช้ และ PEF ร่วมกับไนซิน การใช้แลคติซิน 3147 ร่วมกับวิธ ีHHP การ
ใช้สายพันธ์ุแบคทีเรียแลคติกทีส่รา้งแบคเทอริโอซินท่ีจ านวน 7 สายพันธุ์ร่วมกับวิธี HHP ที ่ความดัน 300 and 
500 MPa ในชีสที่มีการปนเปื้อนเช้ือ E. coli O157: H7 พบว่าให้ประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือมากกว่าใช้วิธีใด
วิธีหนึ่ง (Deegan, 2006) จากรายงานจะเห็นได้ว่าการใช้แบคเทอรโิอซินร่วมกับการถนอมอาหารด้วยวิธีอื่นท าให้
เชื้อจุลินทรีย์ที่ท าให้อาหารเน่าเสยีเจรญิได้ช้าลงและสามารถชะลอการเน่าเสียของอาหารได้อีกด้วย  รวมทั้งจาก
รายงานของคณิน (2561) ที่พบว่า Lactobacillus plantarum สามารถผลิตแบคเทอริโอซินท่ีสามารถชะลอ
การเน่าเสียของเต้าหู้แผ่นและเส้นก๋วยเตี๋ยวเส้นใหญไ่ด้อีกด้วย จากผลการวิจัยพบสารทีส่ามารถยับยั้ง            
S. aureus และ B. cereus และสารดังกล่าวอาจจะเป็นแบคเทอริโอซิน โดยพบว่าแบคเทอริโอซินหรือสารที่
คล้ายแบคเทอริโอซินที่ได้จากไอโซเลท SV10-I21 และ SV10-I24 สามารถทนความร้อนที่อุณหภูมิ 95        
องศาเซลเซยีส ได้ 10 นาที ดังนั้นจึงต้องน าไอโซเลทดังกล่าวไปจัดจ าแนกสายพันธ์ุต่อไปและอาจน าไปใช้
ประโยชนใ์นการยับยั้งการเนา่เสยีของอาหารต่อไป  
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