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บทคัดย่อ




	 การศึกษาแบคทีเรียแลกติกในปลาดุกร้าจำนวน 27 ตัวอย่าง พบว่าปลาดุกร้ามีแบคทีเรียแลกติก

ในช่วง 105- 108 CFU/g เมื่อนำแบคทีเรียแลกติก จำนวน 270 ไอโซเลต ที่แยกได้จากปลาดุกร้ามา

คัดเลือกเชื้อที่สามารถสร้างสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์จำนวน 17 สายพันธุ์ โดยวิธีการ agar well 

diffusion พบว่ามีเชื้อจำนวน 186 ไอโซเลตที่สร้างสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ ทำการคัดเลือกเชื้อ 

Enterococcus faecium PDN-Ta10 ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้หลายชนิด และมีวงใสใน

การยับยั้งกว้างไปศึกษาสมบัติของสารยับยั้ง พบว่าสารยับยั้งที่ได้จะสูญเสียประสิทธิภาพในการยับยั้ง

เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยเอนไซม์ย่อยโปรตีน และประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอิน

ดิเคเตอร์จะลดลงเล็กน้อยโดยเอนไซม์คะตาเลส แสดงว่าสารยับยั้งเป็นสารโปรตีน และน่าจะเป็นสาร

แบคเทอริโอซิน โดยเชื้อแบคทีเรียแลกติก Enterococcus faecium PDN-Ta10 สามารถเติบโตและสร้าง

สารแบคเทอริโอซินได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และแบคเทอริโอซินที่สร้างขึ้นสามารถทน

ความร้อนได้ถึง 121 องศาเซลเซียส ระยะ เวลา 15 นาที





คำสำคัญ: แบคทีเรียแลกติก, ปลาดุกร้า, แบคเทอริโอซิน
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ABSTRACT




	 A study on lactic acid bacteria from 27 samples of pla-duk-ra was investigated. It was revealed 
that the amount of lactic acid bacteria from pla-duk-ra samples were between 105-108 CFU/g. All of 270 
isolated lactic acid bacteria from pla-duk-ra samples were tested for the production of the inhibitory 
substances against 17 strains of indicator microorganisms by the agar well diffusion method. The 
results showed that 186 isolates were active against bacterial indicators. Among these, Enterococcus 
faecium PDN-Ta10 which demonstrated broad inhibitory spectrum and wide inhibitory zone was 
further selected for their potential antimicrobial activity test. The results indicated that the 
antimicrobial substance produced by Enterococcus faecium PDN-Ta10 was inactivated when treated 
with proteolytic enzymes. In addition, the activity of the inhibitory substance slightly decreased when 
it was subjected to catalase. Then this inhibitory substance was protein and it may be bacteriocin. 
Maximum cell numbers and activity against the indicator strains of Enterococcus faecium PDN-Ta10 
was observed at 35°C. Furthermore, activity of bacteriocin from Enterococcus faecium PDN-Ta10 
remained when it was treated at 121°C for 15 minutes.
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บทนำ

   	 เทคโนโลยีการหมักเป็นการแปรรูปอาหาร

ที่เป็นที่รู้จักมานาน การหมักนอกจากทำให้อายุ

การเกบ็รกัษาของอาหารยาวนานขึน้แลว้ การหมกั

ยังทำให้อาหารมีความปลอดภัยทางจุลินทรีย์ และ

ทำให้อาหารบางชนิดย่อยได้ง่ายขึ้นด้วย (Caplis 

and Fitzgerald, 1999) อาหารหมักประเภทปลา

จัดเป็นอาหารหมักอีกประเภทหนึ่งที่นิยมบริโภค

กันมาก เนื่องจากปลาเป็นแหล่งอาหารโปรตีนที่ดี 

มีคุณค่าทางโภชนาการสูง จึงทำให้ปลาเป็นแหล่ง

อาหารที่สำคัญของมนุษย์ (Arslan et al., 2001) 

กรรมวิธีการหมักผลิตภัณฑ์อาหารหมักประเภท

ปลาโดยทั่วไปจะมีการเติมเกลือลงไปในวัตถุดิบ 

จากนั้นเอนไซม์จากเนื้อปลาและจุลินทรีย์ที่ปน

เปื้อนมาในปลาจะช่วยให้เกิดกระบวนการหมัก

ให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ สำหรับผลิตภัณฑ์ปลา

หมักบางประเภทอาจมีการเติมคาร์โบไฮเดรต 

เช่น ข้าวสุก ข้าวคั่ว ข้าวหมาก หรือ น้ำตาลทราย

ลงไปด้วยทำให้ได้อาหารหมักที่มีกลิ่นรสต่างๆ 

ออกไป สำหรับเทคโนโลยีสมัยใหม่ในการหมัก

สัตว์น้ำซึ่งเรียกว่า biopreservation มีการเติม

แบคทีเรียแลกติกลงไปในปลาที่ต้องการหมัก 
 

วิธีการนี้เป็นการทำให้เกิดสารยับยั้งจุลินทรีย์จาก

สิ่งต่างๆ เช่น แบคทีเรียแลกติก ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ และ peptide bacteriocins นอกจากนั้น

ยังทำให้เกิด nisin ซึ่งมีผลต่อการเก็บรักษา 
 

(Alzamora et al., 2000; Ababouch, 2005)


	 ปลาดุกร้ามีการผลิต และบริโภคกันมาก

ทางภาคใต้ของประเทศไทย โดยเฉพาะในพื้นที่

บริเวณลุ่มน้ำ


	 ทะเลสาบสงขลา ซึง่ครอบคลมุพืน้ที ่3 จงัหวดั 

ได้แก่ สงขลา พัทลุง และนครศรีธรรมราช 
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(อมรรัตน์ และคณะ, 2552) ผลิตภัณฑ์ปลาดุกร้า
 

มรีสชาตดิ ี เนือ้ปลานิม่ ไมเ่ละหรอืแหง้แขง็เกนิไป 

มีสีเหลืองงาม รสหอม หวาน มัน อร่อย 

ปราศจากกลิ่นคาว และไม่เค็มจัด การผลิตปลาดุก

ร้ามีหลายวิธีแตกต่างกันไป เนื่องจากได้รับการ

ถ่ายทอดมาจากครอบครัว ซึ่งพอสรุปขั้นตอนได้

โดย นำปลาดุกที่คัดเลือกได้ขนาดแล้วมาตัดส่วน

หัวทิ้ง โดยตัดให้ชิดเงี่ยงที่สุด ควักเอาเครื่องใน

ออกทั้งหมดแล้วนำไปล้างจนสะอาด หลังจากนั้น

นำเกลือมาผสมกับน้ำตาลทราย ตำเกลือและ

น้ำตาลให้เข้ากัน แล้วเอาเกลือและน้ำตาลที่ตำ

ผสมกันเสร็จแล้วนี้ใส่ในพุงปลาดุก เรียงปลาดุก

ในภาชนะหมักเป็นชั้นๆ โรยเกลือและน้ำตาล

ระหว่างชั้นให้ทั่วถึง หมักไว้ 3 คืน เอาออกมาตาก

แดด 3 แดด ก็จะได้ปลาดุกร้าพร้อมใส่ถุงขายได ้
 

(วิมลพรรณ, 2550) 


	 แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

มีรูปร่างกลมหรือแท่ง ไม่สร้างสปอร์ เติบโตได้

ในสภาวะที่มีออกซิเจนต่ำหรือไม่มีออกซิเจน 
 

ให้ผลลบต่อการทดสอบ catalase (Klein et al., 

1998) โดยทั่วไปแล้วพบว่า แบคทีเรียแลกติกผลิต

กรดแลกติกเป็นผลิตภัณฑ์หลักจากการหมัก

คารโ์บไฮเดรต สกลุของแบคทเีรยีทีจ่ดัอยูใ่นกลุม่ของ

แบคทเีรยีแลกตกิ คอื Aerococcus Carnobacterium 

Enterococcus Lactobacillus Lactococcus 

Leuconostoc Oenococcus Pediococcus 

Streptococcus Tetragenococcus Vagococcus 

และ Weissella (Axelsson, 2004) และพบว่า

แบคทีเรียแลกติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีบทบาท

สำคัญในการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารหมักหลาย

ประเภท เชน่ ผลติภณัฑน์มหมกั (Oberman, 1985; 

Batdorj et al., 2007) ผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก 
 

(Hammes et al., 1990; Hugas and Monfort, 

1997) ผลิตภัณฑ์ผักดอง (Barrangou et al., 2002; 

Tamminen et al., 2004) หรือ ผลิตภัณฑ์ปลาหมัก 

(Tanasupawat et al., 1998; Arslan et al., 2001) 

บทบาทหนึ่งที่ทำให้แบคทีเรียแลกติกมีความ

สำคัญในอาหารหมัก คือ แบคทีเรียชนิดนี้ทำให้

ผลิตภัณฑ์อาหารหมักมีอายุการเก็บที่ยาวนานขึ้น

เมื่อเทียบกับวัตถุดิบโดยการสร้างสารหลายชนิดที่

มีบทบาทในการถนอมอาหาร เช่น กรดแลกติกที่

ทำให้ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารลดลง 
 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะเซติล และแบค
 

เทอริโอซิน (Ammor et al., 2006)


	 แบคเทอริโอซินมีการพบครั้ งแรกใน

แบคทีเรียแกรมลบในปี ค.ศ. 1925 โดยพบว่าเชื้อ 

Escherichia coli V สามารถผลิตสารในกลุ่ม

โปรตีนออกมายับยั้งการเติบโตของ Escherichia 

coli และเรียกสารยับยั้งนั้นว่า colicins ต่อมามีการ

ค้นพบสารคล้ายโคลิซิน (colicin-like) ที่ผลิตจาก

แบคทเีรยีแกรมบวก จงึเรยีกสารโปรตนีทีส่ามารถ

ยบัยัง้การเตบิโตของจลุนิทรยีไ์ดว้า่ แบคเทอรโิอซนิ 

(bacteriocin) (De Vuyst and Vandamme, 1994) 

โดยพบว่าแบคเทอริโอซินเป็นสารเปปไทด์หรือ

โปรตีนที่ผลิตจากไรโบโซม (Jack et al., 1995) 

และมีฤทธิ์ยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียอื่นที่มี

สายพันธุ์ใกล้เคียงกับแบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริ
 

โอซิน (Klaenhammer, 1993) หรือสามารถยับยั้ง

การเติบโตของแบคที เรียสายพันธุ์อื่นได้ทั้ ง

แบคทีเรียแกรมบวก (Coventry et al., 1997; 

Ennahar et al., 2000; Garneau et al., 2002 ) 

หรือแบคทีเรียแกรมลบ (Ko and Ahn, 2000; 

Messi et al., 2001; Caridi, 2002) โดยแบคเทอ-
 

ริโอซินที่สร้างขึ้นไม่ เป็นพิษต่อเซลล์ที่ผลิต 
 

และพบว่าในกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกนั้น 

แบคทีเรียแลกติกจัด เป็นเชื้อกลุ่มใหญ่ที่สามารถ



วารสารวิจัยมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 5(2) : 1-14 (2556)4

ผลิตสารแบคเทอริโอซินและมีการนำไปใช้ใน

อาหารได ้ดว้ยเหตนุีจ้งึมคีวามนา่สนใจในการสบืหา

เชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซิน

จากผลิตภัณฑ์ปลาดุกร้า เพื่อเป็นแนวทางในการ

นำเชื้อแบคทีเรียแลกติก หรือแบคเทอริโอซิน
 

ที่เชื้อสร้างไปใช้ประโยชน์ในการถนอมอาหารที่

มีความปลอดภัยแทนการใช้สารเคม
ี




วิธีการดำเนินการวิจัย

1. ตัวอย่างปลาดุกร้า


	 ตัวอย่างปลาดุกร้าที่ใช้ในการแยกเชื้อ

แบคทีเรียแลกติกได้จากการซื้อปลาดุกร้าจาก

จังหวัดในภาคใต ้ได้แก ่จังหวัดนครศรีธรรมราช 

จังหวัดพัทลุง และจังหวัดสงขลา สุ่มตัวอย่างมา

จำนวน 27 ตัวอย่าง ทำการศึกษาหาปริมาณของ

เชื้อแบคทีเรียแลกติก และเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมด 

วัดค่า pH และ ค่าปริมาณร้อยละของเกลือ

โซเดียมคลอไรด์ 





2. จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นเชื้อทดสอบ


	 จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นเชื้อทดสอบมีรายชื่อดัง

ต่อไปนี้


	 : Lactobacillus sake TISTR 912


	 : Lactobacillus delbrueckii TISTR 326


	 : Lactobacillus curvatus TISTR 938


	 : Lactobacillus casei TISTR 1500


	 : Pseudomonas fluorescens TISTR 358


	 : Staphylococcus aureus TISTR 1466


	 : Escherichia coli TISTR 780


	 : Enterococcus faecium TISTR 1283


	 : Lactobacillus plantarum TISTR 1465


	 : Leuconostoc mesenteroides TISTR 053


	 : Streptococcus lactis TISTR 457


	 : Lactobacillus sakei  JCM 1157


	 : Enterococcus faecalis ATCC 29212


	 : Micrococcus luteus ATCC 9341


	 : Listeria monocytogenes DMST 17303


	 : Salmonella typhi DMST 22842


	 : Streptococcus agalactiae DMST 17129 




3. การแยกแบคทีเรียแลกติกจากอาหารหมัก


	 คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจากตัวอย่าง
 

ปลาดุกร้าโดยดัดแปลงวิธีการของ Chen et al. 
 

(2006) โดยนำอาหารหมกัปรมิาณ 10 กรมั มาผสม

กับสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น
 

ร้อยละ 0.85 (0.85% NaCl) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

ตีปั่นด้วยเครื่อง Stomacher เป็นเวลา 1 นาที 

ทำการเจือจางตัวอย่างโดยวิธี 10 fold-serial 

dilution จนได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสมต่อ

การนับจำนวนเชื้อ แล้วนำไปเกลี่ยลงบนอาหาร 2 

สูตรคือ MRS agar ที่เติม CaCO3 ร้อยละ 1 และ 

MRS agar ที่เติม CaCO3 ร้อยละ 1 กับ โซเดียม

คลอไรด์ร้อยละ 6 (เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่

เติบโตได้ในอาหารที่มีเกลือ เนื่องจากตัวอย่าง

ปลาดุกร้ามีเกลืออยู่ในส่วนผสมด้วย) บ่มเชื้อที่

อณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส ภายใตส้ภาวะไรอ้ากาศ 

เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ตรวจนับปริมาณเชื้อบน

จานที่มีโซนใสรอบโคโลนีทั้งหมด และเลือกโค

โลนีเดี่ยวที่มีลักษณะต่างกันได้แก่ ลักษณะของโค

โลนี สี ขนาด ไป restreak บนอาหาร MRS agar 

เพื่อให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ ย้อมสีแกรม ตรวจดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ ทดสอบการสร้างเอนไซม์ คะตา

เลส แล้วเลือกเชื้อที่ติดสีแกรมบวก และไม่สร้าง

เอนไซม์คะตาเลส ตัวอย่างละ 10 ไอโซเลต มาเกบ็

ในกลีเซอ-รอลความเข้มข้นร้อยละ 15 และเก็บ

รกัษาทีตู่แ้ชเ่ยอืกแขง็ทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 

(สมบูรณ์, 2553) เพื่อทำการตรวจสอบในขั้นตอน

ต่อไป
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4. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยับยั้ง

เชือ้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์(Indicator Microorganisms) 

ด้วยวิธี agar well diffusion


	 ทดสอบความสามารถในการผลิตสาร

ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ตามวิธีการของ 

Srionnual et al. (2007) โดยนำแบคทีเรียที่

คัดเลือกได้ไปเลี้ยงใน MRS- broth บ่มที่อุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 – 24 ชั่วโมง 
 

ในสภาวะที่ไม่มีอากาศ (เพื่อให้แบคทีเรียแลกติก

ไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์) ทำการ

หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ออกโดยใช้ความเร็ว 

6,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที นำส่วนใสไปปรับ 

pH ให้เป็นกลาง จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 100 

ไมโครลิตร ใส่ลงหลุมในจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร

กึ่งแข็ง 4 มิลลิลิตรที่ผสมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

100 ไมโครลิตร และเททับบนอาหารแข็งปริมาตร 

30 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ เป็นเวลา 

18 – 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดบริเวณใส 
 

(inhibition zone) รอบ ๆ หลุม (โคโลนีของ

แบคทีเรียแลกติกที่มีโอกาสจะผลิตสารแบคเทอริ

โอซิน จะมี inhibition zone รอบๆ โคโลนีนั้น) 

คดัเลอืกเชือ้ทีม่ปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้แบคทเีรยี

อินดิเคเตอร์ได้หลายชนิด หรือยับยั้งแบคทีเรียที่

ก่อให้เกิดโรคได้ดีไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป 





5. การศกึษาสมบตับิางประการของแบคเทอรโิอซนิ


	 5.1	ทดสอบการถูกทำลายด้วยเอนไซม์ย่อย

โปรตีน และเอนไซม์คะตาเลส


	 การศึกษาผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนและ

เอนไซม์คะตาเลสต่อความสามารถของแบคเทอริ

โอซินในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 

ทำไดโ้ดยนำสว่นใสทีไ่ดจ้ากการหมนุเหวีย่งแยกเซลล์

ของแบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซิน 

ไปเติมด้วยสารละลายเอนไซม์ proteinase K 

pepsin trypsin และ catalase ให้ความเข้มข้น

สุดท้ายของเอนไซม์ต่างๆ เป็น 5 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำส่วนใสไปทำลายกิจกรรม

ของเอนไซม์โดยการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 นาที ก่อนนำส่วนใสไป

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของ

แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรโ์ดยใชว้ธิ ีagar well diffusion 

	 5.2 ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเติบโต

และสร้างสารแบคเทอริโอซิน 


	 ทำการถ่ายโอนเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่

สร้างสารแบคเทอริโอซิน 100 ไมโครลิตร ที่เลี้ยง

ข้ามคืนลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 15 20 25 30 35 37 40 

และ45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

หลังจากบ่มเชื้อทำการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 

660 นาโนเมตร และใช้ส่วนใสทดสอบความ

สามารถในการยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียอิน

ดิเคเตอร์โดยวิธี agar well diffusion 


	 5.3 ศึกษาการทนต่อความร้อนของสาร

แบคเทอริโอซิน


	 ทำการถ่ายโอนเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่

สร้างสารแบคเทอริโอซิน 100 ไมโครลิตรที่เลี้ยง

ข้ามคืนลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเติบโต

และสรา้งสารแบคเทอรโิอซนิ เปน็เวลา 14 ชัว่โมง 

นำส่วนใสที่ได้จากการหมุนเหวี่ยงแยกเซลล์ของ

แบคทีเรียแลกติกที่สร้างสารแบคเทอริโอซิน 
 

ไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 90 และ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 110 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้น นำส่วน
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ใสที่ผ่ านการให้ความร้อนไปทดสอบความ

สามารถในการยับยั้งการเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย

อินดิเคเตอร์โดยวิธี agar well diffusion





ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง

1.	 การแยกเชื้อแบคที เรียแลกติกและข้อมูล

เบื้องต้นด้านเคมีของตัวอย่างปลาดุกร้า


	 การแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจากตัวอย่าง

ปลาดุกร้าจำนวน 27 ตัวอย่าง พบว่าแบคทีเรีย

แลกติกในปลาดุกร้าจากแหล่งต่าง ๆ มีจำนวน

ตั้งแต่ 105 – 108 CFU/g มีค่า pH อยู่ในช่วง 5.15 

– 6.73 และปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์ ร้อยละ 

5.0 - 13.0 โดยพบเชื้อแบคทีเรียแลกติกได้ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS-agar ทั้งที่เติมและไม่เติม

เกลือโซเดียมคลอไรด์ ซึ่งสอดคล้องกับรายงาน

ของ Tanasupawat et al. (1998) ที่พบว่า

ผลิตภัณฑ์ปลาหมักชนิดต่าง ๆ ของไทยพบ

ตารางที่  1  ข้อมูลด้านเคมีและจุลินทรีย์ของตัวอย่างปลาดุกร้าจากแหล่งต่างๆ


ชื่อตัวอย่าง

แหล่งผลิต


(จังหวัด-อำเภอ-ตำบล)

ค่า pH
 % NaCl


จำนวนเชื้อแบคทีเรียแลกติก (CFU/g)


อาหาร MRS agar 

เติม 1% CaCO3


อาหาร MRS agar 
 

เติม 1% CaCO3 
 

และ 6% NaCl


PDN-M
 นครศรีธรรมราช - เมือง
 5.90
 8
 8.40 ×107
 5.04 ×107


PDN-T
 นครศรีธรรมราช - ทุ่งใหญ่
 6.19
 7
 8.03 ×107
 4.30 ×107


PDN-P
 นครศรีธรรมราช - ปากพนัง
 6.72
 5
 1.10 ×107
 -


PDN-Ca
 นครศรีธรรมราช - ชะอวด
 6.19
 8
 1.25 ×107
 1.90 ×107


PDN-J
 นครศรีธรรมราช - ฉวาง
 6.37
 12
 4.10 ×107
 1.20 ×108


PDN-H
 นครศรีธรรมราช - หัวไทร
 6.73
 9
 3.36 ×107
 3.13 ×107


PDN-R
 นครศรีธรรมราช - ร่อนพิบูลย์
 6.40
 8
 2.04 ×107
 3.52 ×107


PDN-S
 นครศรีธรรมราช - สิชล
 5.84
 10
 6.40 ×106
 1.83 ×107


PDN-Ch
 นครศรีธรรมราช - เชียรใหญ่
 5.63
 5
 5.43 ×106
 2.97 ×105


PDN-Ta
 นครศรีธรรมราช - ถ้ำพรรณรา
 5.26
 7
 1.18 ×107
 -


PDP-K-N I
 พัทลุง - ควนขนุน - ทะเลน้อย
 5.38
 7
 7.53 ×107
 2.45 ×107


PDP-K-N II
 พัทลุง - ควนขนุน - ทะเลน้อย
 6.45
 5
 2.22 ×107
 -


แบคทีเรียแลกติกได้ตั้งแต่ 107 – 1011 CFU/g  ค่า 

pH อยู่ในช่วง 3–6 และมีค่าปริมาณเกลือโซเดียม

คลอไรด์ร้อยละ 3-24 นอกจากนั้น อมรรัตน์ และ

คณะ (2552) พบว่าค่า pH ของปลาดุกร้าจะลดลง

อยู่ที่ 5.14 เมื่อทำการหมักปลาดุกร้าเป็นระยะเวลา 

90 วัน โดยแบคทีเรียแลกติกมีบทบาทในการ

เปลี่ยนน้ำตาลหรือคาร์โบไฮเดรตในวัตถุดิบให้

เป็นกรดแลกติก ปลาดุกร้าจึงมีค่า pH ลดลง และ

มีรสชาติเปรี้ยว 


	 เมื่อทำการคัดเลือกแบคทีเรียจากระดับ

ความเจอืจางทีเ่หมาะสม ของแตล่ะตวัอยา่งผลติภณัฑ์

ปลาดุกร้าจำนวน 10 ไอโซเลตต่อ 1 ตัวอย่าง 
 

เพือ่นำไปทำใหเ้ปน็เชือ้บรสิทุธิโ์ดยคดัเลอืกโคโลนี

ที่ผลิตกรดที่มีโซนใสรอบโคโลนีจากการละลาย 

CaCO3 จากอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 สูตร สามารถ
 

คัดแยกแบคทีเรียแลกติกได้จำนวน 270 ไอโซเลต 

ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่  1  (ต่อ)


ชื่อตัวอย่าง

แหล่งผลิต


(จังหวัด-อำเภอ-ตำบล)

ค่า pH
 % NaCl


จำนวนเชื้อแบคทีเรียแลกติก (CFU/g)


อาหาร MRS agar 

เติม 1% CaCO3


อาหาร MRS agar 
 

เติม 1% CaCO3 
 

และ 6% NaCl


PDP-K-P
 พัทลุง - ควนขนุน - พนางตุง
 5.43
 6
 1.35 ×107
 -


PDP-K-T
 พัทลุง - ควนขนุน - โตนดด้วน
 5.81
 10
 4.58 ×107
 2.61 ×107


PDP-K-L
 พัทลุง - ควนขนุน - แหลมโตนด
 5.83
 7
 1.03 ×108
 8.16 ×106


PDP-K-K
 พัทลุง - ควนขนุน - ควนขนุน
 5.41
 6
 9.43 ×106
 3.18 ×107


PDP-M
 พัทลุง - เมือง
 6.21
 11
 1.46 ×106
 4.76 ×105


PDP-Pb
 พัทลุง - ป่าบอน
 6.29
 13
 7.55 ×107
 2.61 ×108


PDP-Pp
 พัทลุง - ป่าพะยอม
 6.15
 10
 8.10 ×106
 2.34 ×107


PDP-T
 พัทลุง - ตะโหมด
 5.91
 10
 1.39 ×107
 1.52 ×107


PDP-K
 พัทลุง - เขาชัยสน
 6.05
 9
 3.89 ×106
 2.84 ×106


PDS-K
 สงขลา - ควนเนียง
 5.93
 10
 2.58 ×106
 3.11 ×106


PDS-J
 สงขลา - จะนะ
 5.61
 6
 2.94 ×106
 3.69 ×106


PDS-S
 สงขลา - สทิงพระ
 5.15
 6
 2.12 ×106
 -


PDS-G
 สงขลา - กระแสสินธุ์
 6.29
 11
 2.36 ×106
 4.38 ×106


PDS-M
 สงขลา - เมือง
 5.96
 10
 3.84 ×106
 3.12 ×106


PDS-R
 สงขลา - ระโนด
 6.04
 9
 2.21 ×106
 -


2.	 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแลคติกที่สร้างสาร

แบคเทอริโอซิน


	 เมื่อนำเชื้อแบคทีเรียจำนวน 270 ไอโซเลต

ไปทดสอบการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอร์ จำนวน 17 

สายพันธุ์ โดยเป็นเชื้อแบคทีเรียแลกติก 11 สาย

พันธุ์ และแบคทีเรียที่ทำให้อาหารเสียและทำให้

เกิดโรคจำนวน 6 สายพันธุ์ ผลการทดลองพบว่า

แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากปลาดุกร้า
 

จำนาน 270 ไอโซเลต มี 186 ไอโซเลตที่สร้าง

สารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได ้ (ไม่ได้แสดง

ข้อมูล) หลังจากนั้นทำการคัดเลือกไอโซเลตที่

สามารถยบัยัง้การเตบิโตของแบคทเีรยีอนิดเิคเตอร์

ได้มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งอีกครั้ง 

แต่เนื่องจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกส่วนใหญ่

ความสามารถในการสรา้งสารยบัยัง้ไมค่งตวั โดยบาง

ไอโซเลตใหป้ระสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้อนิดเิคเตอร์

ลดลงอย่างมาก ยกเว้นเชื้อแบคทีเรีย PDN-Ta10 

ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างปลาดุกร้าจากจังหวัด

นครศรีธรรมราช อำเภอถ้ำพรรณรา ที่แสดงฤทธิ์

ในการยบัยัง้แบคทเีรยีอนิดเิคเตอรไ์ดห้ลายสายพนัธุ์

ทัง้แบคทเีรยีแลกตกิ และแบคทเีรยีทีท่ำใหเ้กดิโรค 

นอกจากนัน้ยงัมวีงใสในการยบัยัง้กวา้ง (ตารางที ่2) 

ซึ่งถ้าการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์เกิดจากสาร

แบคเทอริโอซินก็จะมีกลไกในการยับยั้งเชื้อ

จุลินทรีย์ได้แตกต่างกัน โดยทั่วไปมักทำให้เกิดรู

บนเยือ่หุม้เซลล ์ เปน็ผลใหเ้กดิการรัว่ไหลของกรด

อะมิโนและไอออน รวมทั้ง ATP ภายในเซลล ์
 

(Abee et al., 1995) จึงคัดเลือกเชื้อ PDN-Ta10 

ไปเทียบเคียงชนิดของเชื้อ และศึกษาสมบตัขิอง

สารยบัยัง้ตอ่ไป โดยใชเ้ชือ้ Staphylococcus aureus 
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ตารางที่ 2 ผลการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ของแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ์ PDN Ta10 


แบคทีเรียอินดิเคเตอร์
 ความกว้างของวงใสการยับยั้ง (mm.)


Lactobacillus sake TISTR 912
 


Lactobacillus delbrueckii TISTR 326
 -


Lactobacillus curvatus TISTR 938
 -


Lactobacillus casei TISTR 1500
 -


Lactobacillus plantarum TISTR 465
 -


Lactobacillus sakei JCM 1157
 -


Pseudomonas fluorescens TISTR 358
 -


Staphylococcus aureus TISTR 1466
 16


Escherichia coli TISTR 780
 28


Enterococcus faecium TISTR 1283
 -


Leuconostoc mesenteroides TISTR 053
 -


Streptococcus lactis TISTR 457
 28


Micrococcus luteus ATCC 9341
 10


Enterococcus faecalis ATCC 29212
 10


Streptococcus agalactiae DMST 17129
 14


Salmonella typhi DMST 22842
 -


Listeria monocytogenes DMST 17303
 18


TISTR 1466 และ Entercoccus faecalis ATCC 

29212 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร ์ เนื่องจากสาร

ยับยั้งจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกแสดงวงใสที่

ชัดเจนและกว้างในการยับยั้ง นอกจากนี้เชื้อ 

Staphylococcus aureus ยังเป็นเชื้อแบคทีเรียที่ทน

กรดจึงมีความเหมาะสมที่จะนำมาเป็นเชื้อทดสอบ

การถกูยบัยัง้โดยสารทีไ่มใ่ชก่รดอนิทรยี ์(Bore et al., 

2007) (สำหรับเหตุผลที่ไม่เลือกเชื้อ Escherichia 

coli TISTR780 หรือ Streptococcus lactis TISTR

457 เป็นแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ เนื่องจากวงใสการ

ยับยั้งไม่ชัดเจน)


	 จากการเทียบเคียงชนิดของเชื้อแบคทีเรีย

แลกติกสายพันธุ์ PDN-Ta10 พบว่าเป็นแบคทีเรีย

แกรมบวก ไมส่รา้งเอนไซมค์ะตาเลส มรีปูรา่งกลม 

เมื่อนำผลวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA 

แบบ full length 1500 base pair ของแบคทีเรีย

แลกติกสายพันธุ์ PDN-Ta10 เปรียบเทียบกับ

ลำดับเบสที่อยู่ใน nr database โดยใช้โปรแกรม 

BLAST พบว่า ลำดับเบสของ 16S rDNA ของ

แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ์ PDN-Ta10 มีลำดับ

เหมือนกับ Enterococcus faecium ซึ่งมีความ

เหมือนเท่ากับ 99% และได้ deposit DNA ที่หา

ลำดับเบสใน DDBJ/EMBL/Genbank โดย

แบคทีเรียแลกติก Enterococcus faecium PDN-Ta

10 มี accession number คือ AB819042





3. การศกึษาสมบตัเิบือ้งตน้ของสารแบคเทอรโิอซนิ


	 3.1	 ทดสอบผลของเอนไซมต์อ่ความสามารถ

ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์


	 การศึกษาผลของเอนไซม์ต่อความสามารถ
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ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Enterococcus 

faecium PDN-Ta10 ในการยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ โดยการนำแบคเทอริโอซิน

ไปเติมด้วยเอนไซม์ย่อยโปรตีน ได้แก่ proteinase 

K, pepsin และ trypsin และเอนไซม์ catalase 
 

นำไปทดสอบความสามารถในการยบัยัง้การเตบิโต

ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยวิธี agar well 

diffusion ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 3 

โดยพบว่าความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอิน

ดิเคเตอร์ Staphylococcus aureus TISTR 1466 

และ Enterococcus faecalis ATCC 29212 ของ

แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Enterococcus faecium 

PDN-Ta10 ถูกทำลายด้วยเอนไซม์ proteinase K, 

pepsin และ trypsin ส่วนเอนไซม์ catalase มีผล

ให้ความสามารถในการยับยั้งเชื้อลดลงเล็กน้อย 

เช่นเดียวกับการทดลองของ Srionnual et al. 
 

(2007) ที่พบว่า สารแบคเทอริโอซิน Weissellicin 

110 ที่ผลิตจากเชื้อ Weissella cibaria 110 ที่แยก

ได้จากปลาส้ม ถูกทำลายความสามารถในการ

ยับยั้งด้วยเอนไซม์ proteinase K และ trypsin 

ส่วนเอนไซม์ catalase ทำให้ความสามารถในการ

ยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ลดลงเล็กน้อย การที่

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

ถูกทำลายได้โดยเอนไซม์ย่อยโปรตีน แต่ไม่ถูก

ทำลายโดยเอนไซม์ catalase แสดงว่าสารยับยั้ง

นั้นเป็นสารโปรตีน และไม่ใช่ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ ซึ่งเป็นคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอ

ซิน (Jack et al., 1995 ; Todorov and Dicks, 

2005; Parada et al., 2007)


	 3.2	ทดสอบผลของอุณหภูมิต่อการเติบโต

และสร้างสารแบคเทอริโอซิน


	 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเติบโต

และสร้างสารแบคเทอริโอซินโดยการบ่มเชื้อที่

อุณหภูมิ 15 20 25 30 35 37 40 และ 45 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 14 ชั่วโมง เนื่องจากเป็นเวลา

ที่เชื้อแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่สามารถเติบโต

และสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ดี (Srionnual 
 

et al., 2007; Karthikeyan and Santosh, 2009; 

Taheri et al., 2012) หลังจากบ่มเชื้อทำการวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร และใช้ส่วนใส

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของ

แบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยวิธี agar well diffusion 

ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 3 โดยพบว่าเชื้อ

แบคทีเรียแลกติก Enterococcus faecium PDN-Ta

10 สามารถเติบโตและสร้างสารยับยั้งเชื้อ

แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส โดยการศึกษาเกี่ยวกับอุณหภูมิที่

เหมาะสมกับการสร้างแบคเทอริโอซินของ

แบคทีเรียแลกติกพบว่า ส่วนมากแบคทีเรียแลก

ติกมีการสร้างสารแบคเทอริโอซินได้มากที่สุดที่

อุณหภูมิ 30 หรือ 37 องศาเซลเซียส (Chikindas 

et al., 1993; Juarez Tomas et al., 2002 ) 


	 3.3	 การทนต่อความร้อนของสารแบค
 

เทอริโอซิน


	 การศึกษาผลของการทนต่อความร้อนของ

สารแบคเทอริโอซินโดยนำสารแบคเทอริโอซิน

ไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 90 และ 100 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 110 องศา

เซลเซียส และอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที จากนั้นนำสารแบคเทอริโอซินที่

ผ่านการให้ความร้อนไปทดสอบความสามารถใน

การยับยั้งการเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร์

โดยวิธี agar well diffusion ผลการทดลองแสดง

ในตารางที่ 3 โดยพบว่าแบคเทอริโอซินที่ผลิต

จากเชื้อ Enterococcus faecium PDN-Ta10 

สามารถทนความรอ้น 121 องศาเซลเซยีส ไดน้าน 
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15 นาที เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ผ่านการให้

ความร้อน ซึ่งสารแบคเทอริโอซินที่ทนความร้อน

สูงได้สามารถนำไปประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียใน

อาหารที่ผ่านการแปรรูปโดยใช้ความร้อน ทำให้

ลดการใช้ความร้อนเพื่อทำลายเชื้อจุลินทรีย์ใน

อาหาร จึงช่วยรักษาคุณค่าของสารอาหาร และ

วิตามินในอาหารไว้ได้ (อรอนงค์, 2550)





ตารางที่ 3 สมบัติเบื้องต้นของสารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก


สภาวะ


ค่า OD660 ของเชื้อ

Enterococcus faecium


PDN-Ta10 


ความกว้างของวงใสการยับยั้ง (mm.)


S. aureus 


TISTR 1466


Ent. faecalis 

ATCC 29212


Growth temperature (°C)
 
 
 


	 15
 0.457
 -
 -


	 20
 0.782
 10
 10


	 25
 1.738
 12
 14


	 30
 2.204
 12
 14


	 35
 2.373
 14
 16


	 37
 2.272
 12
 16


  	 40
 2.055
 12
 12


	 45
 1.114
 -
 -


Treatment with enzymes
 
 
 


	 Control
 
 14
 12


 	 Proteinase K
 
 -
 -


 	 Pepsin
 
 -
 -


	 Trypsin
 
 -
 -


	 Catalase
 
 12
 9


Heat
 
 
 


	 Control
 
 18
 18


	 80°C, 30 min.
 
 12
 18


   	 90°C, 30 min.
 
 12
 18


   	 100°C, 30 min.
 
 12
 18


   	 110°C, 15 min.
 
 12
 18


   	 121°C, 15 min.
 
 12
 18
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สรุปผลการทดลอง

	 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียแลกติกจาก

ผลิตภัณฑ์ปลาดุกร้าจำนวน 27 ตัวอย่าง พบว่ามี

แบคทีเรียแลกติกในช่วง 105 – 108 CFU/g โดย

ผลิตภัณฑ์ปลาดุกร้ามีค่า pH 5.15 – 6.73 และ 

ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์มีค่าตั้งแต่ ร้อยละ 

5.0 – 13.0 เมื่อทำการคัดเลือกแบคทีเรียจำนวน 

270 ไอโซเลต พบว่ามีแบคทีเรียแลกติกที่ยับยั้ง

เชื้อทดสอบจำนวน 186 ไอโซเลต คัดเลือกเชื้อ 

Enterococcus faecium PDN-Ta10 ที่สามารถ

ยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้หลายชนิดและมีวง

ใสการยับยั้งกว้างไปศึกษาสมบัติของสารยับยั้ง 

พบว่าความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียอิน

ดิเคเตอร์ Staphylococcus aureus TISTR 1466 

และ Enterococcus faecalis ATCC 29212 ของ

ส า ร ยั บ ยั้ ง ที่ ผ ลิ ต โ ด ย เ ชื้ อ แ บ ค ที เ รี ย แ ล ก ติ ก 

Enterococcus faecium PDN-Ta10 ถูกทำลายด้วย

เอนไซม์ย่อยโปรตีน proteinase K pepsin และ 

trypsin ส่วนเอนไซม์ catalase มีผลให้ความ

สามารถในการยับยั้งเชื้อลดลง แสดงว่าสารยับยั้ง

นั้นเป็นสารโปรตีน และไม่ใช่ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเติบโต

และสร้างสารแบคเทอริโอซิน พบว่าเชื้อแบคทีเรีย

แลกติก Enterococcus faecium PDN-Ta10 

สามารถเติบโตและสร้างสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย

อนิดเิคเตอรไ์ดด้ทีีส่ดุทีอ่ณุหภมู ิ35 องศาเซลเซยีส 

ส่วนการศึกษาผลของการทนต่อความร้อนของ

สารแบคเทอริโอซิน พบว่า แบคเทอริโอซินที่

ผลิตจากเชื้อ Enterococcus faecium PDN-Ta10 

สามารถทนความร้อน 121 องศาเซลเซียส ได้

นาน 15 นาที ดังนั้นแบคเทอริโอซินที่ได้จากการ

ศึกษาครั้งนี้ยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรียที่ทำให้

เกิดโรค และสามารถทนความร้อนสูงได้ จึงมี

ศักยภาพในการนำไปประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสีย

ในอาหารที่ผ่านการแปรรูปโดยใช้ความร้อนได้ 
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