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บทคดัย่อ 
 

งานวิจยัน้ีท าการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของตวัอย่างเมด็บวั และไส้เมด็บวักวน 

จากโรงงานอาหารแห่งหน่ึง พบว่าปริมาณจุลินทรีย์ทั้ งหมด Coliforms, Escherichia coli และ 
Bacillus spp. มีค่าเกินเกณฑ์มาตรฐาน 83.3 46.7 26.7  และ 80.0% ตามล าดบั ไส้เม็ดบวักวนตรวจ
พบปริมาณเช้ือ Bacillus spp. เกินเกณฑม์าตรฐานคิดเป็น 42.9% และผลตรวจยนืยนัเช้ือ B. cereus ท่ี
แยกไดจ้ากเม็ดบวัตม้ดว้ยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ระบุสายพนัธุ์เช้ือท่ีแยกได ้คือ B. cereus 
LT5 LT6 และLT7 น าเช้ือ B. cereus AIKL1062 และเช้ือแยกท่ีได้มาท าการศึกษาผลของสารแบ
คเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ Lactobacillus plantarum KL-1 และสารแบคเทอริโอซิน D4  ท่ี

ผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius KL-D4 ในการยบัย ั้งเซลลข์องเช้ือ B. cereus ดว้ยวิธี agar well diffusion 
พบว่าสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y มีกิจกรรมยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT5, LT6, LT7 และ
เช้ือ B. cereus AIKL1062 สายพนัธุ์อา้งอิงโดยมีขนาดวงใส (inhibition zone) เท่ากับ 1.92 ± 0.27 
1.52 ± 0.20  1.08 ± 0.12  และ 0.70 ± 0.38  มิลลิเมตร ตามล าดบั สาร D4 ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือ B. 
cereus ได้ ซ่ึงสายพนัธุ์ท่ีมีความต้านทานมากท่ีสุดคือ B. cereus LT7 จากนั้นศึกษาผลของความ

เขม้ขน้และระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน  KL-1Y ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 
ท่ีเช้ือเร่ิมตน้ 3.64 และ 6.24 log CFU/ml  ท่ีความเขม้ขน้ 0 5 และ 10% ระยะเวลา 1 นาที 6 12 18 
และ 24 ชัว่โมง พบว่าทุกความเขม้ขน้ไม่สามารถท าลายเช้ือไดห้มด แต่ท่ีความเขม้ขน้ 10% ชะลอ
การเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ไดใ้นช่วงเวลา 6 – 12 ชัว่โมงแรก แต่เม่ือใชส้ารแบคเทอริโอซิน
และปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 พบว่าท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.06 log CFU/ml สาร KL-1Y ท่ี

ความเขม้ขน้ 10% เวลา 18 ชัว่โมง ตรวจพบเช้ือเหลือรอด 1.00 ± 0.00 log CFU/ml ลดปริมาณเช้ือ
ลง 2.29 log CFU/ml (การลดลงของเช้ือ 67.32%) และปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 6.66 log CFU/ml ท่ีความ
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เขม้ขน้ 10% เวลา 18 ชัว่โมง พบเช้ือเหลือรอด 5.32 ± 0.61 log CFU/ml   ลดปริมาณเช้ือลง 1.24 log 
CFU/ml (การลดลงของเช้ือ 20.12%)  ตามล าดบั หลงัจากนั้นน าสภาวะท่ีไดคื้อ ความเขม้ขน้สารแบ
คเทอริโอซิน KL-1Y 10% ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง มาท าการศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ใน

การลดจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดในเม็ดบวัตม้ โดยแช่เม็ดบวัตม้ในสารแบคเทอริโอซิน ท่ีความ
เข้มข้น 10% ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ระยะเวลา 22 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศา
เซลเซียส สามารถลดปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดได ้  เมด็บวัตม้ก่อนการแช่พบเช้ือ 6.31 ± 0.03 log 
CFU/g ตรวจพบเช้ือเหลือรอดหลงัการแช่  4.49 ± 0.10 log CFU/g ท าใหเ้ช้ือลงได ้1.82 log CFU/ml 
ดังนั้ นการแช่เม็ดบัวต้มในสารแบคเทอริโอซินปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) สามารถลด
เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด และเช้ือ B. cereus ในเมด็บวัตม้ได ้
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ABSTRACT  
 
The aim of this research was to study the microbiological quality of boiled lotus seed and 

lotus seed paste from a food manufacturer.  It was found total plate count ( TPC) , Coliforms, 
Escherichia coli and Bacillus spp. in boiled lotus seed exceeded the standard of 83.3 46.7 26.7 and 
80.0%, respectively. Bacillus spp. in lotus seed paste exceeded the standard of 42.9%. B. cereus 
isolated from boiled lotus seed samples was confirmed by biochemical test.  The isolated strains, 
LT5, LT6, and LT7 were identified to B.  cereus.  The effect of bacteriocin KL-1Y produced by 
Lactobacillus plantarum KL-1 and bacteriocin D4 produced by Lb. salivarius KL-D4 on inhibition 
of isolated B. cereus by agar well diffusion method. B. cereus AIKL1062 was the reference strain. 
Bacteriocin KL-1Y had inhibitory activity against B.  cereus LT5, LT6 and LT7 and B.  cereus 
AIKL1062 with an inhibition zone of 1. 92 ± 0. 27, 1. 52 ± 0. 20, 1. 08 ± 0. 12 and 0. 70 ± 0. 38 mm 
mm, respectively.  The most resistant strain was B. cereus LT7. Inhibition of growth of B. cereus 
LT7 at 3.64 and 6.24 log CFU/ml at KL-1Y 0, 5 and 10% concentrations for 1 min 6, 12, 18 and 
24 hours showed all concentrations were ineffective all stains. However, number of B. cereus LT7 
decreased at 10% concentration during the 6 - 12 hours. The results of KL-1Y at 10% concentration 
to adjust for pH 4.0 at the initial cells 3.06 log CFU/ml for 18 hours found that B. cereus LT7 was 
detected at 1.00 ± 0.00 log CFU/ml, decreased 2.29 log CFU/ml (67.32% reduction). At the initial 
cells 6.66 log CFU/ml, survival of B. cereus LT7 was 5.32 ± 0.61 log CFU/ml, decreased 1.24 log 
CFU/ml ( 20. 12%  reduction) , respectively.  The concentration of bacteriocin KL-1Y 10%  at 18 
hours was studied on the effect of bacteriocin on the reduction of TPC in boiled lotus seed.  The 
boiled lotus seeds were soaked in 10% concentration of bacteriocin and adjusted for pH 4.0 for 22 
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hours at temperature of 4 ± 1 °C.  Initial TVC in the boiled lotus seeds 6.31 ± 0.03 log CFU/g was 
reduced to 4. 49 ± 0. 10 log CFU/g, decreased 1. 82 log CFU/ml.  Therefore, soaking boiled lotus 
seed in bacteriocin and adjust pH can reduce TPC and B. cereus in boiled lotus seed. 
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บทที ่1 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมา และความส าคญัของปัญหา 
ปัจจุบนัผูบ้ริโภคนิยมหันมาบริโภคอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการกนัมากข้ึน ซ่ึงเม็ดบวั 

(Lotus seed) เป็นวตัถุดิบท่ีมีคุณค่าทางอาหาร และมีรสชาติท่ีดี เหมาะส าหรับการน ามาแปรรูปเป็น
ส่วนประกอบของผลิตภณัฑต่์างๆ ทั้งอาหารคาวและอาหารหวาน ซ่ึงส่วนใหญ่แลว้เมด็บวัท่ีเราจะ
พบเห็นนั้นจะอยูใ่นรูปแบบของเมด็บวัแหง้  โดยก่อนการน ามาท าอาหารจะตอ้งน าไปตม้หรือแช่น ้ า
ให้เม็ดบวัน่ิมก่อน ผลิตภณัฑ์ท่ีใชเ้มด็บวัเป็นส่วนประกอบ เช่น ขนมไหวพ้ระจนัทร์ ไส้ขนมเป๊ียะ 
เตา้ทึง ขา้วตม้เมด็บวั ขา้วเหนียวเผอืกเมด็บวั เม็ดบวัเช่ือม ไส้ขนมต่างๆ และเป็ดตุ๋นดอกไมจี้นกบั
เม็ดบวั เป็นตน้ โดยในขั้นตอนการแปรรูปนั้นถึงแมไ้ส้ขนมจะผ่านการให้ความร้อนมาแลว้ก็ตาม 

แต่การใชค้วามร้อนท่ีสูงเป็นเวลานานก็จะส่งผลต่อลกัษณะเน้ือสัมผสัและท าให้คุณภาพของไส้
ขนมเปล่ียนไปไม่ไดคุ้ณภาพตามท่ีตอ้งการ  

ดงันั้นในการผลิตไส้ขนมจากเม็ดบวัจึงนิยมใชอุ้ณหภูมิต ่าเพ่ือไม่ให้ส่งผลต่อลกัษณะเน้ือ

สมัผสัและคุณภาพของไสข้นม ซ่ึงการใชอุ้ณหภูมิต  ่าท าใหพ้บปัญหาการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์ใน
กลุ่มท่ีมีการสร้างสปอร์ท่ีเป็นจุลินทรียใ์นกลุ่มก่อโรค โดยเป็นกลุ่มท่ีเป็นอนัตรายกบัสุขภาพของ
ผูบ้ริโภค ตั้งแต่ท าใหเ้กิดอาการผดิปกติของร่างกาย เช่น อาเจียน คล่ืนไส ้ทอ้งเสียไปจนถึงขั้นท าให้
ผูบ้ริโภคเสียชีวิต จากการสุ่มตรวจตัวอย่างของผลิตภัณฑ์ไส้บัวกวนก่อนท่ีจะน าไปข้ึนรูปเป็น
ผลิตภณัฑข์องโรงงานอาหารแห่งหน่ึงพบว่ามีการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์Bacillus cereus ในบางรุ่น
ของการผลิต ซ่ึงบางคร้ังมีจ  านวนท่ีเกินกว่ากฎหมายก าหนด ท าใหเ้กิดความเสียหายต่อกระบวนการ

ผลิต และส่งผลต่อความปลอดภยัของอาหารและผูบ้ริโภคอนัตรายกบัสุขภาพของ 

โดยสารแบคเทอริโอซิน เป็นสารประกอบสายเปปไทด์ขนาดเล็กมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการ
เจริญของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดท่ีก่อโรคและท าให้อาหารเส่ือมเสีย เช่น B. cereus, 

Clostridium botulinum,  Listeria monocytogenes และ  Staphylococcus aureus (Cleveland et al., 
2001) ซ่ึงจากความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค การทนความร้อน และทนกรดต ่า
ได ้จึงเป็นขอ้ดีของแบคเทอริโอซินในการประยุกต์ใชใ้นการแปรรูปเพื่อทดแทนสารสังเคราะห์ 
(น้อมจิตต์ อ่อนแกว้, 2544) รายงานของ Therdtatha et al. (2016) ไดศ้ึกษาลกัษณะของสารตา้นจุล
ชีพจาก Lactobacillus salivarius KL-D4 และการประยุกต์ใชเ้ป็นสารกนัเสียจากธรรมชาติส าหรับเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไสค้รีมพบว่าแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้าก Lb. salivarius KL-D4 มีความสามารถในการยบัย ั้ง B. cereus 
JCM 2152 ได้ท่ี  3,200 AU/ml และ Rumjuankiat et al. (2015) ได้ศึกษาการท าให้บริสุทธ์ิและ
คุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซิน plantaricin KL-1Y ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lactobacillus plantarum KL-1 

พบว่าแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้าก Lb.  plantarum KL-1Y มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียแ์ก
ร ม ลบ เ ช่ น  Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli O157:H7 แ ล ะ
เช้ือจุลินทรียแ์กรมบวก เช่น B. cereus JCM 2125T ไดท่ี้ 800 AU/ml 

ดงันั้นงานวิจยัน้ีมุ่งเนน้ท าการศึกษาถึงประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน 2 ชนิดไดแ้ก่  

KL-D4 ท่ีไดจ้าก Lactobacillus salivarius KL-D4 และสารแบคเทอริโอซิน plantaricin KL-1Y ท่ีได้
จากเช้ือ Lactobacillus plantarum KL-1 ซ่ึงเป็นสารฆ่าเช้ือทางธรรมชาติท่ีสร้างไดจ้ากเช้ือจุลินทรีย ์
ท่ีน ามาประยุกตใ์ชใ้นการแกปั้ญหาการปนเป้ือนของเช้ือ B. cereus ในเม็ดบวัตม้ก่อนท่ีจะน าไปใช้
ในกระบวนการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑต่์างๆ เพื่อใหว้ตัถุดิบมีคุณภาพตามมาตรฐานท่ีก  าหนด 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิยั  
1.2.1  เพ่ือศึกษาการปนเป้ือนของเช้ือ B. cereus ในเมด็บวัท่ีผา่นการตม้ก่อนการผลิตไสเ้มด็

บวักวน  
1.2.2  เพื่อศึกษาความเขม้ขน้และเวลาท่ีเหมาะสมของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือ B. cereus   
1.2.3  เพือ่ลดจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดในวตัถุดิบเมด็บวัตม้ดว้ยสารแบคเทอริโอซินก่อน

น าไปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ ์ 
 
1.3 ขอบเขตการวจิยั  

งานวิจยัน้ีเร่ิมจากการส ารวจการปนเป้ือนของจุลินทรียแ์ละเช้ือ B. cereus ในตวัอยา่งเม็ด
บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนจากโรงงานแห่งหน่ึง ท าการแยกเช้ือและระบุสายพนัธุเ์ช้ือ B. cereus ท่ีพบ
ในเม็ดบวัตม้ จากนั้นศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินทั้ง 2 ชนิด คือสาร KL-1Y  และ KL-D4 ท่ี
ผลิตจาก เช้ือ Lb. plantarum KL-1 และ เช้ือ Lb. salivarius KL-D4  ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ  
B. cereus ดว้ยวิธีการ agar well diffusion คดัเลือกชนิดของสารแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมในการ
ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus สูงสุด หลงัจากนั้นน าสารแบคเทอริโอซินท่ีคดัเลือกไดม้าศึกษาความเขม้ขน้
และเวลาในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus  ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 3 และ 6 log CFU/ml ใช้
ความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซิน 3 ระดับ ร่วมกับการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH 4.0 ท่ี
ระยะเวลาต่าง ๆ เมื่อไดส้ภาวะของความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซินท่ีเหมาะสมในการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus แลว้น ามาใชใ้นขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบเม็ดบวัตม้ เพ่ือลดจ านวนจุลินทรีย์
ทั้งหมด ในวตัถุดิบเมด็บวัตม้ดว้ยสารแบคเทอริโอซินก่อนน าไปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ ์ 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.4.1 ทราบชนิดและปริมาณของเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดและเช้ือ B. cereus ในเม็ดบวัท่ีผา่น

การตม้ก่อนการผลิตไสเ้มด็บวักวน  
1.4.2 ทราบความเขม้ขน้และเวลาท่ีเหมาะสมของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งการ

เจริญของเช้ือ B. cereus  
1.4.3 สามารถลดจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดในวตัถุดิบเม็ดบัวต้มด้วยสารแบคเทอริ

โอซินก่อนน าไปแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ ์ 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เม็ดบัว  

2.1.1 ข้อมูลทั่วไปของเมด็บัว 

 บวัเป็นพืชท่ีปลูกไดง่้าย สามารถข้ึนเองไดต้ามธรรมชาติ จึงพบไดต้ามแหล่งน ้ าของ
ไทย บวัเป็นพรรณไมส้ารพดัประโยชน์ โดยนอกจากดอกบวัท่ีนิยมน ามาใชบู้ชาพระแลว้ รากบวั 
สายบวั และเม็ดบวัก็ยงัใชรั้บประทานได ้ซ่ึงเม็ดบวัเป็นเมล็ดของพืชในสกุล Nelumbo โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่สายพนัธุ ์Nelumbo nucifera ท่ีมีความส าคญัอยา่งยิง่ต่ออาหารเอเชียตะวนัออก โดยมีการใช้

อย่างกวา้งขวางในการแพทยแ์ผนจีนและ ของหวานจีน นิยมขายในรูปแบบเม็ดแห้ง และยงันิยม
น ามาแปรรูปเป็นไส้ขนมต่างๆ และใชเ้ป็นส่วนผสมส าคญัในต ารับยาจีนโบราณเป็นยาอายวุฒันะ 
(กมลวรรณ, 2554) ดังนั้น ประเทศจีนจึงสนับสนุนให้บวัเป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัอย่างหน่ึงของ
ประเทศ ทั้งน้ีเมด็บวัเป็นพืชท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูงเหมาะแก่การน ามาผลิตเป็นอาหาร เพราะมี
ไขมันต ่ ากว่าถั่วเหลือง ปริมาณโปรตีนและแคลเซียมมากกว่าข้าวโพด และเม็ดบัวยงัเป็น

ส่วนประกอบหลกัของไส้ขนมไหวพ้ระจนัทร์ไส้ลูกบวัของโรงงานผลิตขนมไหวพระจนัทร์ต่างๆ 
ส าหรับส่งขายทัว่ประเทศ เช่น โรงงานขนมไหวพ้ระจนัทร์ เอส แอนด ์พี เป็นตน้ (จตุรงค ์และคณะ
, 2558)  โดยเมด็บวัจะมีลกัษณะกลมๆ รีๆ ภายในเป็นเน้ือสีขาวอมเหลืองใหร้สชาติหวานมนัอร่อย 
เมด็บวัท่ีไดม้าจากดอกของบวัท่ีไดรั้บการผสมแลว้ ซ่ึงจะน าเมด็บวัน้ีออกมาจากััก  

2.1.2 คุณค่าทางอาหารของเมด็บัว 

 เม็ดบวัมีสรรพคุณ บ ารุงสายตา บ ารุงไ ต รักษาอาการทอ้งร่วง บิดเร้ือรัง เม็ดบวัมี
ปริมาณสารอาหารท่ีส าคญั คือ โปรตีน ประมาณ 23% ซ่ึงสูงกว่าขา้วถึง 3 เท่า และเป็นแหล่งรวม

ธาตุอาหารหลายชนิดดว้ยกนั ดงัตารางท่ี 2.1 และตารางท่ี 2.2 และยงัช่วยท าให้เลือดไหลเวียนใน
ร่างกายไดส้ะดวก ช่วยบ ารุงสมอง ช่วยใหน้อนหลบัไดดี้ข้ึน 
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ตารางที่ 2.1 คุณค่าทางโภชนาการของเมด็บวั 

คุณค่า                    เปอร์เซ็นต์ (%) 
เถา้ 4.50 
ความช้ืน  10.50 
ไขมนัดิบ  1.93 
โปรตีน  10.60 
คาร์โบไฮเดรต  72.17 
เสน้ใยดิบ  2.70 
พลงังาน (cal/100 gm) 348.45 

 
 

ตารางที่ 2.2 เปอร์เซ็นตค์วามเขม้ขน้ของธาตุอาหารต่างๆ ท่ีพบในเมด็บวั  
คุณค่า เปอร์เซ็นต์ (%) 
โครเม่ียม 0.0042 
โซเดียม 1.00 
โพแทสเซียม 28.5 
แคลเซียม 22.10 
แมกนีเซียม 9.20 
ทองแดง 0.0463 
สงักะสี 0.0840 
แมงกานีส 0.356 
เหลก็ 0.1990 
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2.1.3 ขั้นตอนการผลติเมด็บัวต้ม 

 ขั้นตอนการผลิตเมด็บวัตม้ เป็นไปตามผงักระบวนการผลิตเมด็บวัตม้ (flow 
diagram) ดงัภาพท่ี 2.1  

เตรียมเมด็บวัแหง้ 
 

แช่เมด็บวั 
(4 ชัว่โมงแรก กวนเมด็บวัทุก 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นแช่ต่อ 4-5 ชัว่โมง) 

 

ตม้ลอกเปลือกเมด็บวั 
(ตม้ไฟแรงนาน 30 นาที) 

 

ลอกเปลือกและผา่ซีกเมด็บวั 
(ใชเ้คร่ืองในการลอกเปลือกและผา่ซีกเมด็บวั แลว้ใชน้ ้ าแรงดนัสูงฉีดไล่เปลือกและเกสรออก) 

 

ลา้งน ้ าใหส้ะอาดและรอให้แหง้ 
 

คดัเมด็บวัเสียและเกสรออก 
 

ตม้สุกเมด็บวั 
(ในน ้ าท่ีเติมสารฟอกขาว 10% ตม้ไฟแรง) 

 

น าข้ึนจากน ้ า พกัใหเ้ยน็ 
 

คดัเมด็บวัเสีย 
 

บรรจุใส่ถุงพลาสติกเพื่อส่งลูกคา้ 
(จดัเก็บอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมงก่อนขนส่ง) 

 
ภาพที่ 2.1 ผงักระบวนการผลิตเมด็บวัตม้ 

ที่มา : ร้านคา้ผลิตเมด็บวัตม้แห่งหน่ึงในจงัหวดักรุงเทพมหานคร 
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 ในขั้นตอนการผลิตเมด็บวัตม้ จะเร่ิมจากน าวตัถุดิบคือเมด็บวัตากแห้งท่ีเก็บไวใ้น
อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส มาชัง่น ้ าหนกัตามท่ีก  าหนด หลงัจากนั้นน ามาแช่น ้ าเพ่ือให้เปลือกหลุด
ออกโดยท่ีเวลา 4 ชัว่โมง จะตอ้งกวนเมด็บวัใหจ้มน ้ าจนทัว่ท าทุก 2 ชัว่โมง หลงัจากนั้นแช่ในน ้ าต่อ
ประมาณ 4-5 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา เทน ้ าท่ีแช่ออกแลว้น าเม็ดบวัไปตม้เพ่ือลอกเปลือก โดยใชไ้ฟ
แรงในการตม้ และตม้เป็นเวลาประมาณ 30 นาที หรือจนกว่าเปลือกเมด็บวัจะหลุดออกมา หลงัจาก
นั้นน าเมด็บวัท่ีผา่นการตม้แลว้ มาเขา้เคร่ืองลอกเปลือกเมด็บวั โดยขณะท่ีเคร่ืองท างานจะมีการฉีด
น ้ าดว้ยเคร่ืองฉีดแรงดนัสูงเพ่ือช่วยลอกเปลือกให้หลุดออก เม่ือลอกเปลือกแลว้น าเมด็บวัไปลา้งท า
ความสะอาดและคดัเอาเกสรและเมด็ท่ีเสียออก หลงัจากนั้นน าไปตม้เพ่ือให้เม็ดบวัสุกในน ้ าท่ีผสม
สารฟอกขาว 10% ตม้ประมาณ 30 นาที หรือจนเมด็บวัสุก เทน ้ าออกและน ามาพกัใหเ้ยน็เพ่ือรอการ
บรรจุ ขั้นตอนการบรรจุเม่ือเม็ดบัวได้อุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียสจะเร่ิมบรรจุลง
ถุงพลาสติก โดยน ้ าหนักบรรจุตามท่ีลูกคา้ก  าหนด หลงัจากนั้นจะเร่ิมขนส่งไปให้ลูกคา้ ดงัภาพท่ี 
2.1 

2.1.4 ประโยชน์ของเมด็บัว 

เม็ดบวันอกจากจะใชรั้บประทานสดแลว้ยงัสามารถน าเม็ดบวัแห้งมาแปรรูปส าหรับการ
รับประทานไดอี้ก โดยการน าเม็ดบวัมาท าเป็นอาหารว่าง หรือท าเป็นอาหารคาวและหวาน เช่น 
น าไปตุ๋นกบัหัวใจหมูหรือท าเป็นเม็ดบัวเช่ือม รวมทั้งน าไปทอดหรือคลุกกบัเกลือรับประทาน  
(สุขภาพดี, 2560) 

2.1.5 มาตรฐานผลติภัณฑ์ 

เมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนใชเ้กณฑม์าตรฐานอา้งอิงเช้ือจุลินทรียต์ามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข (ฉบบัท่ี 364) พ.ศ. 2556 เร่ือง มาตรฐานจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค ก  าหนดชนิดจุลินทรีย์
และปริมาณท่ีพบในอาหาร และประกาศเกณฑ์มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและ
ภาชนะสมัผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 (พ.ศ. 2560) เร่ือง อาหารปรุงสุกหรืออาหารท่ีผ่านกรรมวิธี ดงัตาราง
ท่ี 2.3 และ 2.4  
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ตารางที่ 2.3  มาตรฐานจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรค ก  าหนดชนิดจุลินทรียแ์ละปริมาณท่ีพบในอาหาร 

ผลติภัณฑ์ ชนิดจุลนิทรีย์ที่ท าให้เกดิโรค ปริมาณที่ก าหนด 
อาหารส าเร็จรูปพร้อมบริโภค
ทนัทีท่ีท าจากธญัพืช หรือแป้ง
ในส่วนประกอบหลกั 

1. แซลโมเนลลา 
 (Salmonella spp.) 

ไม่พบใน 25 กรัม (g) 

2. สแตฟิโลค็อคคสั ออเรียส 
(Staphylococcus aureus) 

ไม่พบใน 0.1 กรัม (g) 

3. แบซิลลสัซีเรียส  
(Bacillus cereus) 

ไม่เกิน 100 ใน 1 กรัม 
(CFU/g) 

ที่มา : ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบบัท่ี 364) พ.ศ. 2556 เร่ือง มาตรฐานจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิด
โรค ก  าหนดชนิดจุลินทรียแ์ละปริมาณท่ีพบในอาหาร 

 

ตารางที่ 2.4 เกณฑ์มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 
(พ.ศ. 2560) อาหารปรุงสุกหรืออาหารท่ีผา่นกรรมวิธี 

ขนมอบที่มไีส้หรือไม่มไีส้ 
ขนมอบที่ไม่มไีส้หรือเตมิไส้หรือส่วนผสมอ่ืนก่อนอบ เช่น คุกกี ้บิสกติ แครกเกอร์ เวเฟอร์ ขนม
เป๊ียะ ขนมโมจ ิขนมไหว้พระจนัทร์ ขนมปัง และพาย เป็นต้น 

จ านวนจุลินทรีย ์CFU/กรัม นอ้ยกว่า 1× 104 
จ  านวนยสีตแ์ละรา CFU/กรัม นอ้ยกว่า 100 
Escherichia coli MPN/กรัม นอ้ยกว่า 3 
Clostridium perfringens  CFU/กรัม นอ้ยกว่า 100 
Bacillus cereus CFU/กรัม นอ้ยกว่า 100 
Staphylococcus aureus CFU/กรัม นอ้ยกว่า 10 
Salmonella spp. /25กรัม ไมพ่บ 

ที่มา : ประกาศเกณฑม์าตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสมัผสัอาหาร ฉบบัท่ี 
3 (พ.ศ. 2560) เร่ือง อาหารปรุงสุกหรืออาหารท่ีผา่นกรรมวิธี 
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2.2 เช้ือบาซิลลัส ซีเรียส (Bacillus cereus) 

2.2.1 ลกัษณะทั่วไปของเช้ือ B. cereus 

  บาซิลลสัเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน มีความสามารถในการสร้างสปอร์ภายใน
เซลล ์เรียกว่าเอนโดสปอร์ซ่ึงบาซิลลสัเป็นจีนัสท่ีพบทัว่ไปในดิน อากาศ ัุ่ นละออง ในพืช เช่น ผกั
ต่างๆ ธญัพืช ถัว่ เคร่ืองเทศ สมุนไพร ในเน้ือสตัวแ์ละผลิตภณัฑจ์ากสตัว ์ ซ่ึงสามารถเจริญไดท้ั้งใน
สภาพท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน อีกทั้งยงัมีความสามารถในการสร้างสปอร์ ซ่ึงมีสปอร์รูปรีอยู่กลาง
หรืออยู่ด้านขวาของเซลล์ (ellipsoidal center หรือ paracentral)  นอกจากน้ี B. cereus ยงัสามารถ
เจริญไดท่ี้อุณหภูมิตั้งแต่ 10 – 50  องศาเซลเซียส และมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ 28 – 35
องศาเซลเซียส ท าใหส้ามารถปรับตวัให้อยู่ในส่ิงแวดลอ้มท่ีสภาวะต่างๆ ได ้ตวัอยา่งเช่นการศึกษา
พบว่าสปอร์ของ B. cereus สามารถอยู่รอดไดใ้นอาหารแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -18องศาเซลเซียส นาน
กว่า 6 เดือน และยงัพบว่าท่ีอุณหภูมิ 8oC สปอร์ของ B. cereus สามารถงอกออกมาเป็นเซลลไ์ด ้แต่
เซลลท่ี์งอกออกมาจะไม่สามารถเจริญหรือเพ่ิมจ านวนต่อได ้ 

 
2.2.2 สารพษิจากเช้ือ B. cereus 

  สารพิษท่ีเช้ือ B. cereus สร้างข้ึนมาเป็นสารประเภทเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) 
ซ่ึงแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ diarrhea toxin ท าให้เกิดอาการทอ้งร่วง และ emetic toxin ท าให้เกิดอาการ
อาเจียน โดยทัว่ไป B. cereus สามารถผลิตสารพิษท่ีท าใหเ้กิดการเจ็บป่วยกบัผูบ้ริโภคหรือท าใหเ้กิด
โรคอาหารเป็นพิษไดท่ี้เซลลป์ระมาณ 1x106 CFU/g  และยงัพบว่าการปนเป้ือนของ B. cereus ท่ี
ปริมาณ 103 – 104 CFU/g ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษไดเ้ช่นกนั (Anderson et al., 1995) จากการ
ส ารวจความสามารถในการสร้างสารพิษของ B. cereus พบว่า 74% ของ B. cereus จะสร้างสารพิษ
ชนิด diarrhea toxin และ 5% จะสร้างสารพิษชนิด emetic toxin ดงันั้น B. cereus ส่วนใหญ่จึงท าให้
เกิดอาการทอ้งร่วงไดม้ากกว่าอาการอาเจียน  และอาการอาเจียน เก่ียวขอ้งกบัการกินอาหารจ าพวก
ขา้วท่ีมีการปนเป้ือน โดยเม่ือมีการหุงขา้วเซลลจ์ะถูกท าลาย แต่สปอร์ยงัอยู่และเม่ือขา้วท่ีหุงแลว้
ไม่ไดถู้กเก็บแช่เยน็ส่งผลใหส้ปอร์ของเช้ือเจริญงอกออกมา และสร้างสารพิษท าใหเ้กิดการอาเจียน
ท่ีทนความร้อนและเม่ือน าไปอุ่นซ ้ าสารพิษไม่ถูกท าลาย โดยการเกิดโรคอาหารเป็นพิษน้ี เรียกว่า 
“Chinese Restaurant Syndome” ผูป่้วยจะคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดท้องท้องร่วง และอาการจะมีอยู่
ประมาณ 6- 24 ชัว่โมง (บุญศรี จงเสรีจิตต,์ 2552) 
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2.2.3 อาหารที่พบการปนเป้ือนเช้ือ B. cereus 

 B. cereus สามารถพบได้ทั่วไปในส่ิงแวดลอ้มเน่ืองจากเช้ือสามารถสร้างเอนโด
สปอร์จึงทนต่อส่ิงแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมไดแ้ละสามารถแยกเช้ือไดจ้ากดิน น ้ าและอากาศ รวมไป
จนถึงวตัถุดิบต่างๆ ท่ีมาจากพืชและสัตว ์  ในส่วนการปนเป้ือนในอาหารมกัพบในผลิตภณัฑ์นม 
เน้ือสตัวแ์ละผลิตภณัฑข์า้ว ผกัพร้อมบริโภคและกลุ่มเคร่ืองเทศ จากการส ารวจพบเช้ือ B. cereus ใน
ผลิตภณัฑต่์างๆ ดงัตารางท่ี 2.5 

ตารางที่ 2.5 การส ารวจผลิตภณัฑอ์าหารท่ีตรวจพบเช้ือ B. cereus 

ผลติภัณฑ์อาหาร เปอร์เซ็นต์ (%) ที่ตรวจพบ ประเทศที่พบ 
ขา้วและผลิตภณัฑจ์ากขา้ว 28.5 อินเดีย 
ขา้วตม้ 100 อินเดีย 
ผลิตภณัฑน์ม 100 อินเดีย 
ผลิตภณัฑเ์น้ือและไก่ 80 อินเดีย 
เน้ือควาย 35 อินเดีย 
อาหารเหลวพร้อมบริโภค 83 สหราชอาณาจกัร 
นมผงส าหรับทารก 75 สหราชอาณาจกัร 
นมผงไร้ไขมนั 100 สหราชอาณาจกัร 
นมผงท่ีสกดัเอาไขมนัออก 10.3 ญ่ีปุ่น 
ชีสเหลว 69 เวเนซุเอลา 
ตวัอยา่งเมลด็พืช 67.3 สหราชอาณาจกัร 
ผลิตภณัฑส์ตัวปี์ก 6.9 องักฤษ 
ตวัอยา่งอาหารหลากหลาย
ชนิด 

14.7 (เซลล)์ 
สเปน 

จากตลาดสดของสเปน 82.4 (สปอร์) 
ตวัอยา่งเทมเป้ 16 เนเธอร์แลนด ์
เน้ือดิบ 7.9 ญ่ีปุ่น 
เน้ือหมู 4.4 ญ่ีปุ่น 
เน้ือไก่ 7.2 ญ่ีปุ่น 
แฮม 3.8 ญ่ีปุ่น 
ไสก้รอก 14.9 ญ่ีปุ่น 
ที่มา: Rajkowski and Smith (2001) 
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2.2.4 การควบคุมป้องกนัการปนเป้ือนเช้ือ B. cereus 

 การป้องกนัการปนเป้ือนของอาหารจากเช้ือ B. cereus ท าไดโ้ดยการป้องกนัการงอก
ของสปอร์และลดการเจริญของเซลลใ์ห้มีจ  านวนน้อยท่ีสุด ดงันั้นการปรุงอาหารควรใชอุ้ณหภูมิ
มากกว่า 60 องศาเซลเซียส และเมื่อปรุงอาหารเสร็จแลว้ตอ้งท าใหอ้าหารมีอุณหภูมิต  ่ากว่า 7 องศา
เซลเซียสอยา่งรวดเร็ว ส าหรับการอุ่นอาหารควรท่ีจะใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมเพื่อไม่ใหเ้ช้ือเจริญได ้ 

2.3 สารแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 

2.3.1 ความหมายของสารแบคเทอริโอซิน 

 แบคเทอริโอซิน พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1925  ซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก E. 
coli V (E. coli CA7) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli (E. coli CA81) โดยผลิตสารท่ีเรียกว่า 
colicins  ซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์ โดยเป็นสารอินทรีย์ประเภทโพลีเปปไทด์ 
(polypeptide) เกิดจากการเรียงตวัของกรดอะมิโนเป็นสายยาว โดยแบคเทอริโอซินต่างจากสาร
ปฏิชีวนะ (antibiotics) ตรงท่ีแบคเทอริโอซินมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งแคบและเป็นพิษกบัแบคทีเรียท่ีมี
ความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกนั โดยแบคเทอริโอซินสามารถสร้างไดจ้ากแบคทีเรียแกรมลบและแกรม
บวกหลายสปีชีย ์แต่แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากกลุ่มแบคทีเรียแลคติกนั้นไดรั้บความสนใจมากท่ีสุด 
ซ่ึงส่วนใหญ่แยกไดม้าจากอาหาร ดงันั้นจึงเหมาะท่ีจะน ามาประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการผลิตอาหาร 
ซ่ึงแบคทีเรียแลคติกบางชนิดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งค่อนขา้งกวา้ง ท าให้การน าแบคเทอริโอซินไปใช้
ในอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใชส้ารเคมี เน่ืองจากมีความปลอดภยั (อรอนงค์ พร้ิงศุลกะ, 
2550) 

2.3.2 การจ าแนกสารแบคเทอริโอซิน 
 แบคเทอริโอซินถูกสร้างมาจากไรโบโซม (ribosomally synthesized) และเป็นเม
แทบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) (Hurst, 1981) ปัจจุบนัมีการจดัจ  าแนกแบคเทอริโอซิน
เป็น 4 class ดงัตารางท่ี 2.6 ซ่ึงส่วนใหญ่มกัพบจดัอยูใ่น class I และ class II  (Klaenhammer, 
1993) 
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ตารางที่ 2.6  การจดัจ  าแนก class ของแบคเทอริโอซิน 

การจดัจ  าแนก ลกัษณะของแบคเทอริโอซิน 
Class I Lantibiotics (<5 กิโลดาลตนั) 
Class II Small (<10 กิโลดาลตัน) เปปไทด์ท่ีไม่ผ่านการดัดแปลง, ปานกลาง 

(100oC) ทนความร้อนสูงกว่า (120oC)  
Class III Large (>30 กิโลดาลตนั)โปรตีนท่ีไม่ทนความร้อน 
Class IV องค์ประกอบของแบคแทอริโอซิน  : โปรตีน ไขมัน  และ/หรือ

คาร์โบไฮเดรต 
ที่มา : Klaenhammer (1993) 
 

Class I 
แบคเทอริโอซินชนิด class I มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ ท่ีทนความร้อนและมีน ้ าหนัก

โมเลกุลต ่า (น้อยกว่า 5 KDa) หลงัจากผ่านกระบวนการแปลรหสัแลว้จะเขา้รวมตวักบักรดอะมิโน
แลนไธโอนีน (Lanthionine; Lan)  ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีมีไธโออีเทอร์ (thioether) อยู่ในโมเลกุล 
และเมธิลแลนไธโอนีน (Methyllanthionine; MeLan) ซ่ึงบางคร้ังจะเรียก class I น้ีว่าแลนติไบโอติก 
(Lantibiotics) แบ่งออกเป็น 2 type หรือ 2 subclass โดยอาศยัความคลา้ยคลึงกนัทางโครงสร้างดงัน้ี 

Type A หรือ subclass Ia   
โครงสร้างเป็นเปปไทดท่ี์มีประจุบวก มีสายยาว ไม่คงรูป โดยออกฤทธ์ิท าให้เกิดรูท่ี

เยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรียบางสปีชีส์ ตวัอยา่งเช่น ไนซิน 
Type B หรือ subclass Ib  

โครงสร้างเป็นเปปไทด์ท่ีเป็นก้อน (globular) ซ่ึงคงรูป และมีประจุลบหรือไม่มี
ประจุ มีฤทธ์ิในการรบกวนการท างานของเอนไซมท่ี์จ  าเป็นต่อเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียบางชนิด 
ตวัอยา่งเช่น เมอซาซิดิน (Mersacidin) ซ่ึงออกฤทธ์ิรบกวนการสร้างผนงัเซลล ์ โดยเขา้จบักบัสารตั้ง
ตน้ในการสร้างเปปติโดไกลแคน (Peptidoglycan)  ท าใหแ้บคทีเรียไม่สามารถสร้างผนงัเซลลไ์ด ้

Class II  
มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ท่ีทนความร้อนและมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า (นอ้ยกว่า 10 KDa) แต่

ไม่มีอนุพนัธข์องกรดอะมิโนแลนไธโอนีน ท่ีพบมากมี 2 subclass ดงัน้ี 
Subclass IIa มีช่ือว่า Pediocin-like (หรือเรียกว่า Listeria-active) เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถ

ยบัย ั้งการเจริญของ Listeria ได้ดี ตัวอย่างแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีได้แก่ Pediocin AcH, Pediocin 
PA1, Mesentericin Y105, Enteriocin A และ Sakacin P เป็นตน้ (Tichaczek et al., 1992) แบคเทอริ
โอซิน ในกลุ่มน้ีท่ีมีการศึกษามากท่ีสุด คือ Pediocin AcH/PA1 สารท่ีอยู่ในกลุ่มน้ีมีความคลา้ยคลึง
กนัทางล าดบัของกรดอะมิโน 40-60% โดยบริเวณ N-terminal ของโครงสร้าง จะมีล  าดบัของกรดอะเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มิโนเป็น YGNGVXCXXXXCXV หรือเรียกว่า pediocin box ต่อกบักรดอะมิโนซีสเตอีน 2 ตวั ดว้ย
พนัธะไดซลัไฟด ์(disulphide bridge) เน่ืองจากฤทธ์ิในการยบัย ั้งไม่กวา้งเหมือนไนซิน โดยจะยบัย ั้ง
เฉพาะเช้ือ Listeria เท่านั้น แต่มีขอ้จ  ากดัคือไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคชนิดน้ีไดอ้ย่างสมบูรณ์ใน
อาหาร (Ennahar et al., 1999) 

Subclass IIb เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีโครงสร้างประกอบดว้ยองคป์ระกอบ 2 ส่วน ประกอบ
ดว้ยเปปไทด์ 2 ชนิดท่ีท างานเสริมฤทธ์ิกนั ถา้เหลือเพียงตวัเดียวมกัจะไม่มีแอคติวิตีหรือแอคติวิตี
เหลือนอ้ย ตวัอยา่งกลุ่มน้ี คือ แลคตาซินเอฟ (Lactacin F) และแลคโตคอกซินจี (Lactococcin G) 

Subclass IIc (Sec-dependent bacteriocin) เช่น อะซิโดซิน บี (Acidocin B) ไดเวอจิซิน เอ 
(Divergicin A) แบคเทอริโอซิน 31 และเอนเทอโรซิน พี (Enterocin P) 

Subclass IId จะมีล  าดบักรดอะมิโนท่ีแตกต่างจาก subclass อ่ืนๆ เช่น แลคโตคอกซินเอและ
บี (Lactococcin A&B) ไดอะเซติน บี (Diacetin B) อะซิโดซิน 8912 (Acidocin 8912) เป็นตน้  

Class III 
ประกอบดว้ยแบคเทอริโอซินขนาดใหญ่ ไม่ทนความร้อน แตกต่างจาก Class I และ II เช่น 

เฮลเวติซิน เจ (Helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน เอ (Enterolysin A)  
 

Class IV 
แบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ีจะมีหมู่กลูซิดิค (Glucidic) และ/หรือลิปิดในโครงสร้างด้วย

นอกเหนือจากส่วนท่ีเป็นโปรตีน เช่น ลิวโคซิน เอส (Leucocin S) และโตซิน 27 ซ่ึงจะมีส่วนของ
ไกลโคโปรตีนในโครงสร้าง หรือมีเซ็นทอริซิน 52 (Mesenterocin 52) โดยจะพบส่วนของลิโพ
โปรตีนในโครงสร้าง เป็นตน้  
 

2.3.3 กลไกการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ของสารแบคเทอริโอซิน 

 โดยทั่วไปแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์สายพนัธุ์
ใกลเ้คียงกนั (narrow spectrum) จ  าพวกแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Bacillus, Enterococcus, Listeria, 
Clostridium และ Staphylococcus (Noonpakdee et al., 2003) แต่ไม่สามารถยบัย ั้งจุลินทรียข์า้มสาย
พนัธุไ์ด ้โดยในการยบัย ั้งนั้นแบคเทอริโอซินจะจบักนัระหว่างความเป็นไฮโดรโฟบิก ของโมเลกุล
แบคเทอริโอซินกบัผนังเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวก แต่ในแบคทีเรียแกรมลบผนังเซลลจ์ะเป็น
องค์ประกอบของลิโปโพลิแซคคาไรด์ ท าให้แบคเทอริโอซินไม่สามารถจบักบัผนังเซลลไ์ด ้แต่
อย่างไรก็ตาม พบว่าการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียต่างสายพนัธุ์ (board spectrum) ก็เกิดข้ึนได ้
โดยเกิดกระบวนการท าลายลิโปโพลิแซคคาไรด์บนผนังเซลลข์องแบคทีเรียเป้าหมาย เช่น ท าให้
แบคทีเรียอยู่ในรูปเปลือย (spheroplast form) ซ่ึงจะถูกท าลายได้ง่ายโดยเอนไซม์ย่อยผนังเซลล์ 
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(Hydrolytic enzyme)  (วิไลลกัษณ์,  2554) ให้เกิดการเสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโน 
และสารประกอบอนินทรียใ์นหมู่ฟอสเฟต ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัในการสร้างพลงังานของเซลล ์ภาพท่ี 
2.2  (Muriana, 1996 : Ennaher et. al., 2000) โดยกลไกการท าลายเซลลเ์ป้าหมายจะแตกต่างกนัไป
ตามชนิดของแบคเทอริโอซิน เช่น colicins ท่ีผลิตจาก E. coli ท่ีเป็นแบคทีเรียแกรมลบ โดยกลไก
การท าลายเซลลจ์ะแบ่งเป็น 3 ขั้นตอนคือ (Schaller et. al., 1981)  

1. บริเวณตรงกลางของโมเลกุล colicins ท าหน้าท่ีในการจบักบัต าแหน่งจ าเพาะบนผิว
เซลลแ์บคทีเรียเป้าหมาย 

2. บริเวณปลายดา้น N (N-terminal) ท าหนา้ท่ีเคล่ือนยา้ยโมเลกุลของ colicins ผา่นเยือ่หุม้
เซลลเ์ป้าหมาย 

3. บริเวณปลายดา้น C (C-terminal) ท าหน้าท่ีในการท าลายเซลลเ์ป้าหมาย (McCormick 
et. al., 1999) ท าใหเ้ซลลเ์ป้าหมายของ colicins ตาย โดยเกิดจากเยือ่หุม้เซลลเ์กิดการร่ัว 
และท าให้เกิดการสูญเสียแรงในการขบัเคล่ือนโปรตอนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เซลล์

เป้าหมายเกิดการเสียรูปทรง   
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 2.2 ผลของแบคเทอริโอซินต่อผนงัเซลลข์องเช้ือจุลินทรีย ์
ที่มา : Damian and Anna (2013) 
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2.3.4 การใช้สารแบคเทอริโอซินในอุตสาหกรรมอาหาร 

  แบคเทอริโอซินสามารถน าไปใชใ้นการปรับปรุงความปลอดภยัในอาหาร เพื่อลด
การเจ็บป่วยจากอาหารเป็นพิษ โดยแบคเทอริโอซินท่ีเขา้มามีบทบาทอยา่งนอ้ย 3 ทางในการควบคุม
ความปลอดภยัในอาหาร คือ การใช้แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิหรือท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนเติมเป็น
ส่วนประกอบหน่ึงในอาหาร การใชส้ายพนัธุข์องเช้ือท่ีสร้างแบคเทอริโอซินผสมเป็นส่วนประกอบ
ท่ีใชเ้ตรียมอาหาร หรือการใชส้ายพนัธุท่ี์สร้างแบคเทอริโอซินแทนสายพนัธุเ์ดิมท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้

ในอาหาร (Deegan et al., 2006) จากการศึกษาของ Todorov (2009) ซ่ึงใชส้ารแบคเทอริโอซิน เพื่อ
ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแลคติกในกลุ่ม Lb.  plantarum ท่ีไดจ้ากเน้ือปลา, ผลไม,้ ผกั, นมและผลิตภณัฑ์
ธญัพืช พบว่าสาร plantaricins หลายชนิดท่ีเช้ือ Lb. plantarum สร้างข้ึนนั้น มีคุณลกัษณะและล าดบั
กรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ียงัมีการจ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรมรวมถึงรูปแบบการ
ท างานท่ีเหมาะสมของแบคเทอริโอซินแต่ละชนิด เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแบคเทอริโอซินท่ี

ผลิตโดยแบคทีเรีย Lb. plantarum ซ่ึงมีการศึกษาและน าไปใชใ้นอุตสาหกรรม 

Swetwiwathana and Lotong (1999) ท าการคดัแยกเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกท่ี
สามารถสร้างแบคเทอริโอซินจากตวัอยา่งแหนม เพ่ือใชเ้ป็นกลา้เช้ือบริสุทธ์ิในการหมกัแหนม และ
เพ่ือใชใ้นการยบัย ั้งเช้ือซลัโมเนลลาท่ีเป็นปัญหาส าคญัของผลิตภณัฑ์แหนม จากงานวิจยัพบว่า ได้

เช้ือกลุ่มท่ีสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้หลายสายพนัธุ์ แต่สายพันธุ์ท่ีน่าสนใจ คือ P. 
pentosaceus TISTR 536 เป็นเช้ือท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินท่ีช่ือว่า pediocin PA-1 ดังนั้น จึงได้
ท าการศึกษาประสิทธิภาพในการใชเ้ช้ือ P. pentosaceus TISTR 536 เป็นกลา้เช้ือหมกัแหนมเทียบ
กบัแหนมท่ีหมกัโดยธรรมชาติ รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งและท าลายเช้ือโรคอาหารเป็น
พิษ S. anatum จากการทดลองดังกล่าวท าให้เช่ือมั่นว่าเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกสายพนัธุ์  

P. pentosaceus TISTR 536  น่าจะเป็นทางเลือกท่ีจะใช้เป็นกลา้เช้ือในการหมกัแหนม เพื่อช่วย
พฒันาคุณภาพของแหนมให้คงท่ีในดา้นรสชาติ และลกัษณะของเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์รวมถึง
ความปลอดภยัจากจุลินทรียก่์อโรค 

Arief et al. (2017) ศึกษาลกัษณะและคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีแยกไดจ้าก
แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum IAA-1A5 ท่ีส่งผลต่อคุณภาพของไส้กรอกเน้ือ โดยท าการศึกษา
คุณสมบติัทางเคมขีองเช้ือจุลินทรีย ์และลกัษณะทางประสาทสมัผสั เปรียบเทียบกบัตวัอยา่ง 3 กลุ่ม 
คือ ไส้กรอกเน้ือ (control), ไส้กรอกเน้ือ +ไนไตรท 0.3%, ไส้กรอกเน้ือ + แบคเทอริโอซิน 0.3% 
พบว่า การใช ้plantaricin IAA-1A5 ท่ีผลิตโดย Lb. plantarum IAA-1A5 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เช้ือ S. aureus และ E. coli ท่ีพบในไสก้รอกเน้ือหลงัการเก็บรักษา 6 วนัได ้และสามารถน ามาใชเ้ป็น
สารกนัเสียทางธรรมชาติแทนการเติมไนไตรทในผลิตภณัฑไ์ดอี้กดว้ย 

ปัญหาท่ีพบในการใชแ้บคเทอริโอซินเป็นสารกนัเสีย คือ พบการด้ือต่อแบคเทอริ

โอซิน ซ่ึง แกไ้ขโดยการใชเ้ช้ือตั้งตน้ท่ีสร้างแบคเทอริโอซินหลายสายพนัธุ์ (Rogers et al., 1928) 
และปัจจุบนัมีการประยกุต์ใชอ้นุพนัธ์ของแบคเทอริโอซินท่ีไดรั้บการปรับปรุงทางพนัธุวิศวกรรม
มาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร ซ่ึงเป็นการเพ่ิมความสเถียร และเพ่ิมการสร้างแบคเทอริโอซินให้มาก
ข้ึน รวมทั้งช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการท าลายเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Yuan et al., 2004) 

 2.3.5 สารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลคติกในการยบัย ัง้เช้ือจุลินทรีย ์

 2.3.5.1 แบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากเช้ือ Lactobacillus plantarum KL-1  
    Rumjuankiat et al. (2015) ได้ศึกษาการท าให้บริสุทธ์ิและการก าหนด
คุณสมบติัของ plantaricin KL-1Y ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 พบว่าแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้าก 
Lb.  plantarum KL-1Y มีความสามารถในการยบัย ั้ง B. cereus JCM 2125T ได ้โดยแสดง กิจกรรม
ในการยบัย ั้งท่ี 800 AU/ml  
   ขั้ นตอนการเตรียมสารแบคเทอริโอซิน เ ร่ิมจากการเล้ียงเ ช้ือ Lb. 
plantarum KL-1 ในอาหาร MSR broth ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง หลงัจาก
นั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8800 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จะไดส้ารแบคเทอริโอซินไม่
บริสุทธ์ิ จากนั้นน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิมี  3 ขั้นตอน โดยขั้นท่ี 1 คือ การดูดซบัดว้ย Amberlite XAD-16 
resin, อะซีโตน หรือ แอมมีเนียมซลัเฟต ขั้นตอนท่ี 2 การท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย โครมาโตกราฟี ขั้นตอน
ท่ี 3 คือการกลบัเฟสดว้ย HPLC เม่ือครบทั้ง 3 ขั้นตอนจะได้ออกมาเป็นสารแบคเทอริโอซินท่ีมี
ความบริสุทธ์ิ  
   น าสารแบคเทอริโอซินไปทดสอบการทนความเป็นกรด-ด่าง (pH) และ
การทนความร้อน โดยท าการทดสอบท่ี pH 2.0, 4.0, 6.0, 80, 10.0 และ 12.0 โดยให้ความร้อนท่ี 80 
และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น ามา
ทดสอบหากิจกรรมการยบัย ั้งดว้ยวิธี spot-on-lawn กบัเช้ือกลุ่มแกรมบวกและแกรมลบผลท่ีไดคื้อ 
สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y สามารถทนความร้อนและท่ี pH 4.0 ได ้โดยยงัมีกิจกรรมในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียท่ี์ 100% ทุกอุณหภูมิท่ีทดสอบ ดงัตารางท่ี 2. 7  
   หลงัจากนั้นน าสาร KL-1Y ไปทดสอบเปรียบเทียบกิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียก่์อโรค 6 เช้ือกบัสารไนซินทางการคา้ Nisaplin พบว่า สาร plantaricin KL-1Y สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus JCM 2152T ได้ท่ี 800 AU/ml และยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคใน
อาหารกลุ่มอ่ืนได ้ดงัตารางท่ี 2.8  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่  2.7  ช่วง  pH 2 - 12 และความร้อน ต่อกิจกรรมของสาร  KL-1Y ท่ีผลิตจาก เ ช้ือ  

Lactobacillus plantarum KL-1 

pH 
Relative activity of KL-1Y (%) 

C 80OC 100OC 121OC 
2 100 50 50 12.5 
4 100 100 100 100 
6 100 100 100 50 
8 100 50 50 50 
10 100 50 50 6.25 
12 50 50 50 0 

หมายเหตุ : C คือ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ที่มา : Rumjuankiat et al. (2015) 
 
ตารางที่ 2.8 กิจกรรมการยบัย ั้งของไนซิน (Nisaplin) และ plantaricin KL-1Y 
Indicator strain Nisaplin (104 IU; AU/ml) plantaricin KL-1Y (AU/ml) 
Lactobacillus sakei subsp.  
sakei JCM 1157T (control)  

102,400 102,400 

Bacillus coagulans JCM 2257T 200 200 
Bacillus cereus JCM 2152T 800 800 
Listeria innocua ATCC33090T 0 1600 
Staphylococcus aureus TISTR 118 0 800 
Escherichia coli O157:H7 0 400 
Escherichia coli ATCC 8739 0 400 
ที่มา : Rumjuankiat et al. (2015) 
 
 2.3.5.2 แบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากเช้ือ Lactobacillus salivarius KL-D4 
   Therdtatha et al. (2016) ได้ศึ กษาลักษณะของสารต้านจุลชีพจาก  
Lb. salivarius KL-D4 และการประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียจากธรรมชาติส าหรับไส้ครีม  พบว่า 
แบคเทอริโอซินท่ีไดจ้าก Lb. salivarius KL-D4 มีความสามารถในการยบัย ั้ง B. cereus JCM 2152 
ได ้โดยแสดงกิจกรรมในการยบัย ั้งท่ี 3,200 AU/ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



18 
 

   โดยขั้นตอนการเตรียมสารแบคเทอริโอซิน เร่ิมจากการเล้ียงเช้ือ Lb. 
salivarius KL-D4 ในอาหาร MSR broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 – 18 ชั่วโมง 
พร้อมทั้งมีการเขยา่ตลอดเวลา หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4400 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที จะได้สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิ จากนั้นน ามาท าให้บริสุทธ์ิมี  3 
ขั้นตอน โดยขั้นท่ี 1 คือ ตกตะกอนดว้ยแอมมีเนียมซลัเฟต ขั้นตอนท่ี 2 การท าให้บริสุทธ์ิดว้ย โคร
มาโตกราฟี ขั้นตอนท่ี 3 คือการกลบัเฟสดว้ย High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
เม่ือครบทั้ง 3 ขั้นตอนจะไดอ้อกมาเป็นสารแบคเทอริโอซินท่ีมีความบริสุทธ์ิ  
   น าสารแบคเทอริโอซินไปทดสอบการทนความเป็นกรด-ด่าง (pH) และ
การทนความร้อน โดยท าการทดสอบท่ี pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 โดยให้ความ
ร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
น ามาทดสอบหากิจกรรมการยบัย ั้งดว้ยเช้ือ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157T ดว้ยวิธี spot-on-lawn 
ผลท่ีได้คือ สารแบคเทอริโอซิน D4 กิจกรรมการยบัย ั้งท่ี 25,600 AU/ml ท่ี pH 5.5-7.0 เมื่อ pH 
เพ่ิมข้ึน ค่ากิจกรรมจะลดลง ดงัตารางท่ี 2.9 
   หลังจากนั้ นน าสาร D4 ไปทดสอบเปรียบเทียบกิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียก่์อโรค 17 สายพนัธุ์ มีทั้งจุลินทรียแ์กรมบวกและแกรมลบ พบว่า สาร D4 สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือ Lb. sakei subsp. sakei JCM 1157T  ไดท่ี้ 25,600 AU/ml และเช้ือ B. cereus JCM 2152T ได้
ท่ี 800 AU/ml  แต่พบว่าไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือ Bacillus coagulans TISTR1447 ได ้
 การประยุกต์ใชใ้นการยบัย ั้งการปนเป้ือนในไส้ครีม โดยใชส้าร salivaricin KLD ท่ี
ผ่านการท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนดว้ย แอมโมเนียมซลัเฟต 20% โดยการน ามาใชท่ี้ความเขม้ขน้ 5% 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseudomonas sp., P. stutzeri, Stenotrophomonas sp., E. faecalis 
และมีกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือท่ีต  ่ากบัเช้ือ B. cereus, Staphylococcus epidermidis และ Staphylococcus 
hominis 
 
ตารางที่  2.9 กิจกรรมการยบัย ั้งต่อเช้ือ Lactobacillus sakei subsp. sakei jcm1157T ของสารแบค 

เทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิภายใตส้ภาวะต่างๆ  
Treatment Activity (AU/ml) 
Enzymatic stability  

  Control 12,800 
  Protenase K pH 8.0 0 
  Pepsin pH 3.0 0 
  Trysin pH 8.5 0 
  -chymotrypsin pH 8.0 0 
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Treatment Activity (AU/ml) 
  Actinase E pH 7.0 0 
  -amylase pH 7.0 12,800 
  Lipase pH 7.0 12,800 

Heat stability  
  100oC for 5 min, pH 5.5 25,600 
  100oC for 30 min, pH 5.5 25,600 
  121oC for 15 min, pH 5.5 25,600 

pH stability  
  pH 3.0 12,800 
  pH 4.0 12,800 
  pH 5.0 12,800 
  pH 5.5 25,600 
  pH 6.0 25,600 
  pH 7.0 25,600 
  pH 8.0 12,800 
  pH 9.0 12,800 
  pH 10.0 12,800 

ที่มา :  Therdtatha et al. (2016) 
 

2.4 งานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 

2.4.1 การศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินในการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ 

  Abriouel et al. (2001) ไดศึ้กษาการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย การผลิต
เอนเทอโรทอกซิน และการเจริญของสปอร์ของเช้ือ B. cereus โดยแบคเทอริโอซิน AS-48 ซ่ึง       
แบคเทอริโอซิน AS-48 มีฤทธ์ิในการฆ่าเ ช้ือแบคที เ รียท่ี สูงในสายพันธุ์  mesophilic และ 
psychrotrophic ของ B. cereus ในช่วง pH ท่ีกวา้ง การเจริญของแบคทีเรียและการผลิตสารเอนเทอ
โรทอกซิน โดยสายพนัธุ์ LWL1 จะถูกยบัย ั้งอย่างสมบูรณ์ท่ีความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซิน 

7.5 µg/ml ยงัสามารถชะลอการงอกของสปอร์ได ้ 

  Rossland et al. (2003) ไดศึ้กษาการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ดว้ยเช้ือ Lactobacillus และ 
Lactococcus ในนม ซ่ึงการเจริญ การตาย หรือการอยู่รอด ของเช้ือ B. cereus ในนมพร่องมนัเนยท่ี
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หมกัดว้ยแบคทีเรียกรดแลคติก 18 สายพนัธุ ์พบว่ามีเช้ือ B. cereus เพียงอยา่งเดียวในนมปริมาณเช้ือ 
107 – 108 CFU/ml เม่ือน าเช้ือ B. cereus มาหมกัร่วมกบัเช้ือ Lactobacillus หรือเช้ือ Lactococcus ท่ี
อุณหภูมิ 30 หรือ 37 องศาเซลเซียส หลงัจากหมกัเป็นเวลา 72 ชัว่โมง นบัปริมาณเช้ือ B. cereus ได้

ในช่วงระหว่าง <10 CFU/ml และประมาณ 106 CFU/ml โดยการยบัย ั้งข้ึนอยู่กบัสภาวะการหมกัท่ี
ต่างกนั โดย Lactococcus สามารถลด pH ลงเหลือ 5.3 หรือต ่ากว่าในเวลา 7 ชัว่โมง และหลงัผา่นไป 
24 ชัว่โมง ไม่พบเช้ือ B. cereus ในตวัอยา่งนมท่ีหมกัดว้ย Lactococcus ส่วนเช้ือ Lactobacillus หลกั
เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus 4 จาก 12 สายพันธุ์ของเช้ือ Lactobacillus และเช้ือ 
Lactobacillus สายพนัธุ์อ่ืนๆยงัยบัย ั้งเช้ือ B. cereus แต่มีปริมาณเช้ือท่ีเหลือ 104 – 106 CFU/ml และ 
pH จะลดลงอย่าช้าหลงัจากเวลา 72 ชั่วโมง และการอยู่รอดของเช้ือ B. cereus ยงัเช่ือมโยงกับ

ปริมาณการสร้างเอนโดสปอร์ของเช้ือ ดงันั้นการผลิตกรดท่ีมีค่า pH ลดลง โดยเฉพาะอยา่งยิง่อตัรา
เร่ิมตน้ของการลดค่า pH ส าคญัท่ีสุดในการควบคุมเช้ือ B. cereus ดว้ยแบคทีเรียแลคติก 

 Lv et al. (2018) ได้ศึกษากลไกการท าให้บริสุทธ์ิคุณสมบติัและการท างานของ 

plantaricin JY22 ท่ีผลิตโดยเช้ือ Lb. plantarum JY22 ท่ีแยกได้จากล าไส้ปลาคาร์พสีทอง สาร 
plantaricin JY22 ถูกท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้การสกัดด้วยเอทิลอะซิเตตและการกรองแบบเจล  
น ้ า หนั ก โม เ ลกุ ลอยู่ ท่ี ป ร ะม าณ  4 . 1  kDa โ ด ยก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์  Sodium Dodecyl Sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ล  าดบักรดอะมิโนบางส่วนของ plantaricin JY22 
คือ DFGFDIPDEV มีความเสถียรทางความร้อนสูงและยงัคงท างานท่ีช่วง pH ตั้งแต่ 2.5 ถึง 5.5 แต่มี
ความไวต่อโปรตีเอส สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน

แบบส่องกราดระบุว่าท าลายเซลล์และสปอร์ของ B. cereus ได้ นอกจากน้ี Plantaricin JY22 ยงั
ท าลายความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลล์ จากการวิเคราะห์การร่ัวไหลของอิเล็กโทรไลต์ การสูญเสีย 
Na+  K+  -ATP, AKP, กรดนิวคลีอิก แสดงใหเ้ห็นว่า plantaricin JY22 มีผลต่อโปรตีนของแบคทีเรีย 

2.4.2 การประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซิน 

เน่ืองจากแบคเทอริโอซินไดรั้บการยอมรับว่ามีความปลอดภยัและใชป้ระโยชน์
ในทางอุตสาหกรรมในปัจจุบันมีสารแบคเทอริโอซินท่ีใช้ในเชิงการค้าคือไนซินซ่ึงได้รับการ
ยอม รับด้านความปลอดภัยจาก  Food and Drug Administration (FDA) และ  World Health 
Organization (WHO) ซ่ึงปัจจุบนัการใชแ้บคเทอริโอซินนั้นถูกน ามาประยุกต์ใชใ้นอุตสาหกรรม
อาหารและเคร่ืองด่ืมเป็นส่วนใหญ่มีทั้งการใชแ้บบสารสกดัและแบบชนิดเติมเช้ือแบคทีเรียแลคติ
กลงไปในผลิตภัณฑ์แล้วให้เ ช้ือสร้างสร้างแบคเทอริโอซินข้ึนมาเพ่ือย ับย ั้ ง เ ช้ือจุลินทรีย์
กลุ่มเป้าหมาย 
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  มาลยัพร ศรีวิระ (2551) ไดศึ้กษาผลของสารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิและสาร
สกดัโรสแมรีต่อคุณภาพทางจุลินทรียแ์ละทางเคมีกายภาพของลูกช้ินไก่ โดยวิเคราะห์การเจริญของ
จุลินทรีย ์ความเป็นกรดด่าง การเกิดออกซิเดชนั และเน้ือสมัผสัของลูกช้ินไก่ขณะเก็บรักษา เก็บเช้ือ
แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนลูกช้ินไก่จ  านวนมาก (dominant flora) แยกและจ าแนกได ้2 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่  
S. saprophyticus (ประชากร 12%) และ Bacillus spp. PN-3 (ประชากร 85%) ใช้เช้ือแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกร่วมกบัเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus TISTR 118, Bacillus sp. TISTR 908, B. cereus 
TISTR 687 และ B. subtilis TISTR 008) เป็นเช้ือแบคทีเรียทดสอบ เพ่ือคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีผลิตสารแบคเทอริโอซินจาก 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Lactococcus lactis TISTR 1401, Lb. 
acidophilus TISTR 1338, Pediococcus acidilactici TISTR 425, P. acidilactici TISTR 424 และ P. 
acidilactici TISTR 051 พบว่า สายพันธุ์ท่ีผลิตสารแบคเทอริโอซินท่ียบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียทดสอบจากลูกช้ินไก่ไดดี้ท่ีสุดคือ Lc. lactis TISTR 1401 สารแบคเทอริโอซินผลิตไดจ้าก
เช้ือ Lc. lactis TISTR 1401 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ท่ีเติม 2% yeast extract, 2% glucose และ 
2% meat extract มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. PN-3 เฉล่ียเท่ากบั 
5,333.3 AU/ml มีความเสถียรต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100OC เป็นเวลา 20 นาที และมีความเสถียรท่ี 
pH 2-8 นอกจากน้ีสารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิชนิดขน้เหลว (concentrated crude bacteriocins, 
CCB) และชนิดผงแห้ง (freeze-dried crude bacteriocins, FDCB) มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งเฉล่ีย
เท่ากบั 3,200 และ 6,400 AU/ml ตามล าดบั 

Phongphakdee and Nitisinprasert (2015) ไดศ้ึกษา activity ของไนซินและเอทานอล 
ต่อการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคแบคทีเรียแกรมลบ และการประยุกต์ใชเ้ป็นสารฆ่าเช้ือ พบว่าการใช ้
ไนซินอย่างเดียวไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบไดย้กเวน้จะใชร่้วมกับ 
สารอินทรียท่ี์จบักบัแร่ธาตุประจุบวก EDTA หรือ กรดอินทรีย ์โดยการวิจยัน้ีจะศึกษาการอยูร่อด

ของ Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium TISTR 292 และ Sal. Enteritidis DMST 
17368 หลงัจากทดสอบ ไนซินท่ีความเขม้ขน้ 100, 200, 300, 500, 800 หรือ 1000 IU/ml และเอทา
นอลท่ีความเขม้ขน้ 10, 20, 30, 50 หรือ 70% (v/v) โดยทดสอบแบบเด่ียวและน ามาใชร่้วมกนั พบว่า
ความเขม้ขน้ท่ีไม่มีไนซินสามารถลดการเจริญเติบโตของจุลินทรียเ์ป้าหมายได้ แต่อย่างไรก็ตาม 
การใชท้ั้งสองส่วนผสมกนัท่ีไนซิน 500, 800 หรือ 1000 IU/ml และ 20% เอทานอล พบว่าเมื่อเวลา

ผ่านไป 15 นาที สามารถลดเช้ือจุลินทรียล์งไปได ้1 log CFU/ml ดงันั้นความเขม้ขน้ต ่าสุดของไน
ซินและเอทานอลท่ีสามารถยบัย ั้งไดคื้อ 500 IU/ml และ 20% (v/v) ตามล าดบั จากผลการทดลอง
แนะน าว่าการใช ้      ไนซินร่วมกบัเอทานอล อาจจะเป็นประโยชน์ส าหรับอุตสาหกรรมอาหารใน
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ E. coli O157:H7 และ Salmonella sp. 
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Syaputri และ  Iwahashi (2020) ได้ร ายงานคุณสมบัติ ท่ี แตกต่างกันของสาร 
plantaricin จากเช้ือ Lb. plantarum และในอนาคตใชเ้ป็นสารกนัเสียในอาหาร ว่า plantaricin เป็นแบ
คเทอริโอซิน class II ซ่ึงมีความสามารถในการยบัย ั้งหรือฆ่าเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีกวา้งมาก ซ่ึง

กลไกการฆ่าเช้ือท่ีพบคือการการยบัย ั้งการสร้างผนังเซลล ์และยบัย ั้งการสร้างโปรตีน หรือกรด
นิวคลีอิก โดยมีการประยุกต์ใช้สาร plantaricin ดังน้ี การใช้เป็นสารกันเสียทางธรรมชาติใน
ผลิตภณัฑ์เน้ือดิบ อาหารทะเล และผลิตภณัฑจ์ากนม โดยมีการรายงานว่า Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus และ Clostridium botulinum เป็นจุลินทรียก่์อโรคในอาหาร
และมีรายงานว่า plantaricin มีฤทธ์ิในการฆ่าแบคทีเรียเหล่าน้ี และ plantaricin ไม่เป็นพิษต่อมนุษย ์
เป็นสารท่ีทนความร้อนและมีฤทธ์ิของสารปฏิชีวนะและรายงานว่าสามารถย่อยสลายง่ายโดย

เอนไซม์โปรตีโอไลติกเพราะเป็นโปรตีนทางธรรมชาติ มีการทดสอบความเข้มข้นของสาร 
plantaricin ในหนูท่ีปริมาณ 5,000 มก./กก. ของน ้ าหนกัตวัหนู พบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อระดับของ
เมด็เลือดขาว เมด็เลือดแดง เฮโมโกลบิน เกลด็เลือด แมว้่าการใช ้plantaricin จะปลอดภยักบัมนุษย์
แต่ก็ยงัไม่สามารถใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมได ้ เพราะสามารถฆ่าและยบัย ั้งไดเ้ฉพาะสายพนัธุ์ท่ี
เก่ียวขอ้งอยา่งใกลชิ้ด และการใชเ้ป็นสารกนัเสียทางธรรมชาติในวตัถุดิบจากพืช แบคเทอริโอซินท่ี

ทดสอบเป็นส่วนหน่ึงของสารเคลือบท่ีรับประทานไดซ่ึ้งอาจลดการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ละ
การสลายตวัในผลไมท่ี้เน่าเสียง่าย ซ่ึงช่วยปรับปรุงอายุการเก็บของผลิตภณัฑ์และรูปลกัษณ์ในเชิง
พาณิชยแ์บคเทอริโอซินท่ีอุดมดว้ยคาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส 0.5% มีรายงานว่ามีประสิทธิภาพใน
การยืดอายกุารเก็บของสตรอเบอร์ร่ีสด และมีรายงานว่าการท าให้บริสุทธ์ิบางส่วนของ plantaricin 
Gt2 จาก Lb. plantarum UTNGt2 ท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของ E. coli ท าให้เกิดการปลดปล่อย β-

galactosidase และการร่ัวไหลของโมเลกุล DNA/RNA ตามด้วยการตายของเซลล์ ซ่ึงเผยให้เห็น
โหมดการสลายแบคทีเรีย plantaricin Gt2 คลา้ยกบั plantaricin W ซ่ึงมีความเสถียรท่ี pH 2–10 และ
มีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ Salmonella และ E. coli ในร่างกายมนุษย ์โดยเทคโนโลยกีารเคลือบน้ี ยงัไม่ได้

น ามาใชใ้นอุตสาหกรรม ซ่ึงสามารถยืดอายุการเก็บรักษาผกัและผลไมโ้ดยการฆ่าเช้ือแบคทีเรียท่ี
เน่าเสีย วิธีน้ีจะช่วยยดือายกุารเก็บและจ าหน่ายผลไมโ้ดยไม่ใชส้ารกนับูดท่ีเป็นอนัตราย เพ่ือใหทุ้ก
คนรู้สึกไดถึ้งคุณประโยชน์เหล่าน้ี โดยไม่เป็นอนัตรายต่อสุขภาพ plantaricins เหล่าน้ีสามารถใช้
เป็นผลิตภณัฑเ์คลือบตามโครงสร้างและกิจกรรมท่ีหลากหลาย แต่น่าเสียดายท่ีเทคโนโลยน้ีียงัไม่ได้
รับการพฒันาโดยอุตสาหกรรม ซ่ึงอาจน าไปสู่การพฒันาบรรจุภณัฑ์พลาสติกแบบใหม่ท่ีสามารถ

เก็บอาหารไดน้านข้ึน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Nandika et al. (2021) ได้ศึกษาการปรับปรุงคุณภาพน ้ านมด้วยการใช้ plantaricin 
IIA-1A5 เป็นสารกนับูดในนมสดในฟาร์มโคนม  รายงานว่าการด่ืมนมสดยงัคงเป็นประเด็นถกเถียง
มาจนถึงทุกวนัน้ี บางคนอา้งว่านมสดท่ียงัไม่แปรรูปมีคุณค่าทางโภชนาการมากกว่าเม่ือเทียบกบันม

พาสเจอร์ไรส์ แมว้่ากระบวนการรีดนมจะไม่รับประกนัการป้องกนัจากแบคทีเรียและส่ิงสกปรก 
แบคทีเรียชนิดหน่ึงท่ีรู้จกัคือ plantaricin IIA-1A5 แบคทีเรียน้ีมีบทบาทเป็นสารกนับูดตามธรรมชาติ 
เพราะมีสารตา้นจุลชีพท่ีคาดว่าจะสามารถท าลายและฆ่าแบคทีเรียก่อโรค เช่น S. aureus โดยการ
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนๆ ดว้ยการท าลายเยื่อหุ้มเซลลข์องมนั การวิเคราะห์ขอ้มูล
การศึกษาน้ีด าเนินการโดยใชก้ารออกแบบบลอ็กแบบสุ่ม (RDB) โดยท าซ ้า 3 คร้ัง การออกแบบการ
รักษาประกอบดว้ยกลุ่มควบคุม แพลนทาริซิน (11.02 มล.) และเพนิซิลลิน (7.5 มล.) ลกัษณะทาง

จุลชีววิทยา ลกัษณะทางเคมีกายภาพ และการทดสอบโปรตีน Lowry ได้ท าการทดสอบวิธีการ 
ผลการวิจยัพบว่าคุณสมบติัทางจุลชีววิทยาและคุณสมบติัทางเคมีกายภาพไดม้าตรฐาน 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



24 

2438 

 
 

 
2

4
 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

 

3.1 วตัถุดิบ 
3.1.1 วตัถุดิบ 

3.1.1.1 ตัวอย่างเม็ดบัวต้มจากกระบวนการผลิตได้รับจากผูส่้ง (supplier) ของ
โรงงานแห่งหน่ึง จ  านวน 30 ตวัอยา่ง 

3.1.1.2 ตวัอย่างไส้เมด็บวักวนจากกระบวนการผลิตไดรั้บจากโรงงานอาหารแห่ง
หน่ึง จ  านวน 14 ตวัอยา่ง 

3.1.1.3 เม็ดบวัตม้ท่ีใชใ้นการทดสอบผลของสารแบคเทอริโอซินได้รับจากผูส่้ง 
(supplier) ของโรงงานแห่งหน่ึง โดยเก็บเม็ดบวัตม้ใส่ถุงพลาสติกปลอดเช้ือ เก็บในตูเ้ยน็เพื่อ
รักษาความเยน็ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 +1 องศาเซลเซียส  

3.1.2 เช้ือจุลนิทรีย์ 
เช้ือจุลินทรียส์ าหรับทดสอบการยบัย ั้งสารแบคเทอริโอซิน คือ B. cereus AIKL 

1062 (เช้ือสายพนัธุอ์า้งอิง) และเช้ือ B. cereus ท่ีแยกจากเมด็บวัตม้  
 

3.2 อาหารเลีย้งเช้ือแบคทีเรียและสารเคมี  
  3.2.1 อาหารเลีย้งเช้ือ 

 3.2.1.1 ไข่ไก่      (CP, Thailand) 
 3.2.1.2  น ้ ากรอง 
 3.2.1.3  น ้ ากลัน่ 
 3.2.1.4  น ้ าปราศจากไออน 
 3.2.1.5  Agar      (Oxoid, England) 
 3.2.1.6  5% Sheep Blood Agar    (White Group Public,   
          Thailand) 
 3.2.1.7  Glucose      (Oxoid, England) 

3.2.1.8  Mannitol–Egg Yolk–Polymyxin (MYP) agar (Difco, USA) 
3.2.1.9  Pancreatic digest of casein   (Oxoid, England) 

 3.2.1.10  Peptone     (Difco, USA)  
 3.2.1.11  Tryptic soy agar (TSA)     (Difco, USA)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.2.1.12  Tryptic soy broth (TSB)    (Difco, USA)  
 3.2.1.13  Yeast extract     (Oxoid, England) 
 3.2.1.14  3M PetrifilmTM AC     (3M, USA) 
 3.2.1.15  3M PetrifilmTM EC    (3M, USA) 
 3.2.1.16  3M PetrifilmTM STX    (3M, USA) 
 
3.2.2 สารเคม ี

3.2.2.1 สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิ (Crude Bacteriocin Supernatant : CBS)
ได้รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

3.2.2.1.1 สาร KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ Lactobacillus plantarum KL-1 ความ
เขม้ขน้ 102,400 AU/ml (Rumjuankiat et al., 2015) 

3.2.2.1.2 สารKL-D4 ท่ีผลิตจาก เช้ือ Lb. salivarius KL-D4 ความเขม้ขน้ 
25,600 AU/ml (Therdtatha et al., 2016) 
 3.2.2.2  Citric acid     (Univar, Australia)                      
 3.2.2.3  Ethanol (C2H5OH) 95 %     (องคก์ารสุราไทย,   
         ไทย) 

3.2.2.4  Nisin (E234, 951 IU/mg) (Shandong Freda  
Biotechnology, 
China) 

 3.2.2.5  Polymyxin B solution (Sigma P1004)   (Sigma, USA) 
 3.2.2.6  Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  (Carlo Erba, Italy) 
 3.2.2.7  Sodium hydroxide (NaOH)    (Carlo Erba, Italy) 
  

3.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์  
   3.3.1 เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex mixer)   (Scientific Industries,  

                                                                                                                    USA) 
   3.3.2 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Electric balance) (Mettler Toledo,   

        Germany) 
  3.3.3 เคร่ืองตีป่ัน (Stomacher)     (Interscience,  
          France) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



26 
 

  3.3.4 เคร่ืองวดัพีเอช (pH Meter)     (Mettler Toledo,  
          Switzerland) 
  3.3.5 จานเพาะเช้ือพลาสติก (Petri dish)   (Kartell, Italy)  
  3.3.6 ตูแ้ช่แข็ง (Freezer) -20 และ -80 องศาเซลเซียส (Sanyo, Japan) 
  3.3.7 ตูบ่้มเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator) (Heraeus, Germany) 
  3.3.8 ตูป้ลอดเช้ือ (Biological safety cabinet)  (Astec Microflow,  
          UK) 
  3.3.9 ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)    (Skadi, Netherland) 
  3.3.10 ไมโครปิเปต และทิป (Micropipette and tip)  (Gilson, France) 
  3.3.11 ไมโครเวฟ (Microwave)    (Electrolux, China) 

 3.3.12 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอน ้ า (Autoclave)  (Tommy, Japan) 
 3.3.13 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)       (Memmert,  

          Germany) 
3.3.14 กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 50 100 และ 1,000 มิลลิลิตร  
3.3.15 ขวดดูแรน (Duran bottle) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร  

 3.3.16 ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol lamp) 
   3.3.17 ท่ีเจาะหลุม (Cork borer) 

 3.3.18 แท่งแกว้สามเหล่ียม (Spreader) 
  3.3.19 บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 100 250 500 และ 1,000 มิลลิลิตร  
  3.3.20 ปากคีบ (Forcep) 
  3.3.21 ปิเปต (Pipette) ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร  

 3.3.22 หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร (Test tube) 
 3.3.23 ห่วงและเข็มเข่ียเช้ือ (Loop and needle) 
  

3.4 วธีิการทดลอง 
3.4.1 การตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววทิยาและทางเคม ีในเมด็บัวต้มและไส้เมด็บัวกวน 

3.4.1.1 วธิีการเกบ็ตวัอย่างเมด็บัวต้ม 

ท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งเมด็บวัตม้ท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการผลิตไสเ้มด็
บวักวนของโรงงานแห่งหน่ึง จ  านวน 30 ตวัอย่าง เพื่อน ามาตรวจสอบคุณภาพ ช่วงมกราคม พ.ศ. 
2560 – กนัยายน พ.ศ. 2561โดยสุ่มเก็บตวัอย่างสัปดาห์ละ 1 คร้ัง เก็บตวัอย่างละ 300 กรัม ใส่ใน
ถุงพลาสติกปลอดเช้ือ จากนั้นเก็บตวัอย่างใส่กล่องโฟมท่ีบรรจุซองน ้ าแข็ง (ice pack) เพื่อรักษา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความเยน็ไวท่ี้อุณหภูมิ 5+1 องศาเซลเซียส และท าการวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยาภายใน 12 ชัว่โมง
หลงัจากเก็บตวัอยา่ง ท่ีหอ้งปฏิบติัการทางจุลชีววิทยาของโรงงาน  

3.4.1.2 วธิีการเกบ็ตวัอย่างไส้เมด็บัวกวน 

ท าการสุ่มเก็บตวัอย่างไส้เม็ดบวักวนท่ีผลิตจากเม็ดบวัต้มของโรงงานแห่ง
หน่ึง จ  านวน 14 ตวัอยา่ง เพื่อน ามาตรวจสอบคุณภาพ ช่วงมกราคม พ.ศ. 2560 – กนัยายน พ.ศ. 2561
โดยเก็บตวัอย่างละ 300 กรัม ใส่ในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ จากนั้นเก็บตวัอย่างใส่กล่องโฟมท่ีบรรจุ
ซองน ้ าแข็ง (ice pack) เพื่อรักษาความเยน็ไวท่ี้อุณหภูมิ 5+1 องศาเซลเซียส และท าการวิเคราะห์ทาง
จุลชีววิทยาภายใน 12 ชัว่โมงหลงัจากเก็บตวัอยา่งท่ีหอ้งปฏิบติัการทางจุลชีววิทยาของโรงงาน 

3.4.1.3 การตรวจวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา 
 3.4.1.3.1 การเตรียมตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวน 

ท าการเตรียมตวัอย่างเม็ดบวัต้มและไส้เม็ดบัวกวนในตูป้ลอดเช้ือ โดยสุ่ม
ตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวน ตวัอยา่งละ 25 กรัม โดยใชช้อ้นสเตนเลสจุ่มแอลกอฮอล ์ 95% 
แลว้เผาไฟฆ่าเช้ือ ตกัตวัอยา่งใส่ในถุงปลอดเช้ือ แลว้เติมสารละลาย butterfield's phosphate buffer 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร (BAM, 2003) จากนั้นน าไปตีป่ันดว้ยเคร่ืองตีป่ัน (stomacher) ท่ีความเร็ว 8 
นาน 1 นาที ท าการเจือจางตวัอย่างดว้ย butterfield's phosphate buffer ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้ได้
ระดบัการเจือจางท่ี 10-1 -  10-7  ตามล าดบั แลว้น ามาตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (total 
plate count)  ปริมาณเช้ือโคลิฟอร์ม (Coliforms), Escherichia coli, Staphylococcus aureus ปริมาณ
เซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus ตามวิธีการต่อไปน้ี 

3.4.1.3.2 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ป ริ ม าณ เ ช้ื อ จุ ลินท รี ย์ทั้ ง หมด  ( 3M Petrifilm 
Interpretation guide AC, USA) 

น าตวัอย่างเม็ดบวัตม้ท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.3.1 มาท าการตรวจวิเคราะห์
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด โดยปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัการเจือจางท่ี 10-5 - 10-7  ส่วนไส้เม็ดบวักวนท า
การเจือจางตวัอย่างท่ี 100 – 10-2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 3M PetrifilmTM AC (3M, USA) รอให้
อาหารแข็งน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อ่านผลโดยนบัโคโลนีสีแดง
ท่ีเจริญภายในขอบเขตวุน้ 20 ตารางเซนติเมตร และรายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น CFU/g  

3.4.1.3.3 ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ป ริ ม า ณ เ ช้ื อ  Escherichia coli  (3M Petrifilm 
Interpretation guide EC) 

น าตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.3.1 ท่ีระดบั
การเจือจางท่ี 10-1 - 10-3  โดยปิเปตตัวอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 3M PetrifilmTM EC (3M, 
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USA) รอให้อาหารแข็ง น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง อ่านผลโดยนบั
โคโลนีสีน ้ าเงินและมีฟองแก๊สรอบโคโลนี และรายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น CFU/g 

3.4.1.3.4 การวิ เคราะห์ปริมาณเช้ือโคลิฟอร์ม (3M Petrifilm Interpretation 

guide EC) 
น าตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.3.1 ท่ีระดบั

การเจือจางท่ี 10-1 - 10-3  โดยปิเปตตัวอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 3M PetrifilmTM EC (3M, 
USA) รอให้อาหารแข็ง น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผลโดยนบั
โคโลนีสีแดงและมีฟองแก๊สรอบโคโลนี และรายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น CFU/g 

3.4.1.3.5 การวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. aureus  (3M Petrifilm Interpretation guide 
STX) 

น าตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.3.1 ท่ีระดบั
การเจือจางท่ี 10-1 - 10-3  โดยปิเปตตวัอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 3M PetrifilmTM STX (3M, 
USA) รอให้อาหารแข็ง น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผลโดยนบั
โคโลนีสีม่วงแดง และรายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น CFU/g 

3.4.1.3.6 การวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ B. cereus  (FDA-BAM, 2002) 
น าตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.3.1 ท่ีระดบั

การเจือจางท่ี 10-5 - 10-7  ส่วนไส้เม็ดบวักวนท าการเจือจางตวัอย่างท่ี 10-1 – 10-3 โดยปิเปตตวัอย่าง 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหาร Mannitol – Egg Yolk – Polymyxin (MYP) agar ด้วยวิธี 
สเปรดเพลท (spread plate) ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ MYP agar โดยใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียมท่ีปลอด
เช้ือเกล่ียตวัอย่างเช้ือให้ทัว่ผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  24 
ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนี ท่ีมีลกัษณะสีชมพูหรือขาวอมชมพู ขอบหยกั หรือโคง้มน มีโซนตะกอน
สีขาวขุ่นรอบๆ โคโลนี และรายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น CFU/g 

3.4.1.4 การตรวจวดัความเป็นกรด-ด่างเมด็บัวต้มและไส้เมด็บัวกวน (AOAC, 2000) 
น าตัวอย่างเม็ดบัวต้ม และไส้เม็ดบัวกวน 5 กรัม เติมน ้ าปราศจากไอออน 45 

มิลลิลิตร บดผสมให้ตวัอย่างเขา้กนั น าตวัอย่างไปวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยใชเ้คร่ืองวดั 
พีเอช  (pH meter) ท าการทดลอง 2 ซ ้า 

3.4.1.5 การตรวจวเิคราะห์และยืนยนัสายพนัธ์ุของเช้ือ B. cereus  
ท าการสุ่มเก็บตวัอยา่งเมด็บวัตม้ และไสเ้มด็บวักวนท่ีผลิตจากเมด็บวัตม้ของโรงงาน

แห่งหน่ึง จ  านวนตวัอยา่งละ 4 ตวัอย่าง รวม 8 ตวัอย่าง ในช่วงเดือน กรกฎาคม และธนัวาคม พ.ศ. 
2560 ตามวิธีการเก็บตวัอยา่งจากขอ้ 3.4.1.1 และ 3.4.1.2 และเตรียมตวัอยา่งและเจือจางตวัอย่างเม็ด
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บวัตม้และไส้เม็ดบวักวนตามวิธีการขอ้ 3.4.1.3.1 น ามาตรวจวิเคราะห์ปริมาณเซลลแ์ละสปอร์ของ 
B. cereus และเก็บเช้ือ B. cereus บริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวั  

การวิเคราะห์ปริมาณเซลล ์โดยวิธี spread plate ท าการเจือจางจนไดร้ะดบัท่ีเหมาะสม
ในช่วง 10-2 – 10-7 ปิเปตแต่ละความเจือจางลงในจานอาหาร MYP agar  0.1 มิลลิลิตร โดยใชแ้ท่ง
แกว้สามเหล่ียมท่ีปลอดเช้ือเกล่ียตวัอย่างเช้ือให้ทัว่ผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีสงสัยท่ีมีลกัษณะสีชมพูหรือขาวอมชมพู ขอบหยกั 
หรือโคง้มน มีโซนตะกอนสีขาวขุ่นรอบๆ โคโลนีจากอาหาร MYP agar น ามาแยกโคโลนีเด่ียวบน
อาหาร Trypticase soy agar (TSA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าโคโลนี
เด่ียวท่ีแยกไดไ้ปทดสอบการสร้างฮีโมไลซิส (hemolysis) บนอาหาร 5% sheep blood agar บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือดูการสลายเมด็เลือดแดงของแกะ โดยลกัษณะ
โคโลนี B. cereus จะมีโซนใสรอบโคโลนีโดยมีความกวา้งของโซน 2-4 มิลลิเมตร นับจ านวน
โคโลนีท่ีใหผ้ลบวกของการสลายเมด็เลือดแดงแกะ ค านวณหาปริมาณของเซลลข์อง B. cereus ท่ีมี
อยู่ในตัวอย่าง รายงานผลเป็น CFU/g และเก็บโคโลนีท่ีให้ผลบวกในอาหาร TSA slant บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่งตรวจยืนยนัสายพนัธุ์เช้ือ B. cereus โดยวิธี 
biochemical test ท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 

การวิเคราะห์สปอร์ โดยวิธี spread plate น าตวัอย่างท่ีผ่านการตีป่ันแลว้ผ่านความ
ร้อนในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (วฒันาคณบดี, 2559) แลว้น า
หลอดตวัอยา่งดงักล่าวมาแช่เยน็ในน ้ าท่ีมีน ้ าแข็งอยา่งรวดเร็ว นาน 2 นาที ท าการเจือจางจนไดร้ะดบั
ท่ีเหมาะสม ปิเปตแต่ละความเจือจางลงในจานอาหาร MYP agar  0.1 มิลลิลิตร โดยใช้แท่งแกว้
สามเหล่ียมท่ีปลอดเช้ือเกล่ียตัวอย่างเช้ือให้ทั่วผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีสงสัยท่ีมีลกัษณะสีชมพูหรือขาวอมชมพู ขอบหยกั 
หรือโคง้มน มีโซนตะกอนสีขาวขุ่นรอบๆ โคโลนีจากอาหาร MYP agar น ามาแยกโคโลนีเด่ียวบน
อาหาร TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าโคโลนีเด่ียวท่ีแยกไดไ้ป
ทดสอบการสร้างฮีโมไลซิส (hemolysis) บนอาหาร 5% sheep blood agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือดูการสลายเม็ดเลือดแดงของแกะ โดยลกัษณะโคโลนี B. cereus 
จะมีโซนใสรอบโคโลนีโดยมีความกวา้งของโซน 2-4 มิลลิเมตร นบัจ านวนโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกของ
การสลายเมด็เลือดแดงแกะ ค านวณหาปริมาณของเซลลข์อง B. cereus ท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง รายงานผล
เป็น spore/g และเก็บโคโลนีท่ีใหผ้ลบวกในอาหาร TSA slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ส่งตรวจยืนยนัสายพนัธุ์เช้ือ B. cereus โดยวิธีทางชีวเคมี (biochemical test) ท่ี
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 
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3.4.2 การเลีย้งเช้ือ B. cereus บริสุทธิ์ 

3.4.2.1 การเกบ็เช้ือบริสุทธิ์ 

น าเช้ือ B. cereus AIKL1062 และ B. cereus บริสุทธ์ิท่ีแยกไดจ้ากเม็ดบวั

ตม้ท่ีไดรั้บการยืนยนัผลเช้ือ B. cereus จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข มา
เล้ียงในอาหาร TSA บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท าการถ่ายเช้ือลง
ในอาหารใหม่ 2 คร้ัง ก่อนเก็บ stock culture ในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส 

3.4.3 การศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเซลล์และสปอร์ของ B. cereus  

AIKL1062   และ B. cereus ที่แยกจากเมด็บัวต้ม 

3.4.3.1 การเตรียมเช้ือ B. cereus 

ใช้ ลูป  (loop) ท่ี ผ่ านการฆ่า เ ช้ือ  ถ่ าย เ ช้ื อ  B. cereus AIKL1062 และ  
B. cereus บริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากเม็ดบัวต้ม บน TSA slant (ข้อ 3.4.2.1) จ  านวน 1 ลูป โดยเทคนิค

ปลอดเช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Trypicase soy broth (TSB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ โดยปิเปตเช้ือมา 1 มิลลิลิตร เจือ
จางดว้ยสารละลาย Butterfield’s phosphate buffer ใหไ้ดร้ะดบัความเจือจางท่ีตอ้งการ น ามา spread 
plate ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ TSA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และน า
ส่วนท่ีเหลือไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ท าการตรวจนบัโคโลนีบนจานเพาะเช้ือท่ีมี

จ  านวนโคโลนี 30 – 300 โคโลนี ค  านวณหาปริมาณเซลลเ์ช้ือ B. cereus ให้มีเซลลเ์ร่ิมตน้ประมาณ
107  CFU/ml 

  3.4.3.2 การทดสอบผลของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y และ KL-D4 ที่ได้จาก Lb. 
plantarum KL-1 และ  Lb. salivarius KL-D4,  ด้วยวธิี agar well diffusion (Denkova et al., 2017) 
  น ากลา้เช้ือ B. cereus AIKL1062 และ B. cereus บริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากเม็ดบวัตม้ 
จากขอ้ 3.4.3.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในเพลท เทอาหาร TSA ท่ีหลอมละลายอุณหภูมิประมาณ 
50 องศาเซลเซียส ปริมาตร 15 มิลลิลิตร พอร์เพลท (pour plate) ปล่อยใหอ้าหารเล้ียงเช้ือแข็งตวั ใช ้
cork borer ท่ีปลอดเช้ือเจาะวุน้ให้เป็นหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะจานละ 4 หลุม จากนั้นใชไ้ม
โครปิเปต ปิเปตสารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิ (Crude Bacteriocin Supernatant : CBS) KL-1Y ท่ี
ไดจ้ากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 ท่ีความเขม้ขน้ 102,400 AU/ml สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิ KL-
D4 ท่ีได้จากเช้ือ Lb. salivarius KL-D4 ท่ีความเข้มข้น 25,600 AU/ml,  และไนซิน (951 IU/mg)
ความเขม้ขน้ 5% ท่ีเตรียมไวใ้ส่ลงในหลุม โดยใส่หลุมละ 40 ไมโครลิตร โดยใชน้ ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ
เป็นตวัควบคุม น าไปวางไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนสาร CBS และไนซินแห้ง ประมาณ 4 
ชั่วโมง หลังจากนั้ นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือของสาร CBS โดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส 
(inhibition zone) ท่ีเกิดข้ึน (ภาพท่ี 3.1) มีหน่วยเป็นมิลลิเมตร เปรียบเทียบกบัไนซิน ท าการทดสอบ
เช้ือละ 3 ซ ้า 
  ท าการคดัเลือกชนิดของสารแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus และเช้ือ 
B. cereus สายพนัธุท่ี์มีความตา้นทานสารแบคเทอริโอซินไดดี้ท่ีสุดมาศึกษาผลของความเขม้ขน้และ
ระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมในการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ในขั้นถดัไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.1 การวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางของวงใสของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเช้ือ 
   

3.4.4 การศึกษาผลของความเข้มข้นและเวลาของสารแบคเทอริโอซินในการยบัยั้งเซลล์ของ 

B. cereus ที่แยกจากเมด็บัวต้ม 

  น ากลา้เช้ือ B. cereus บริสุทธ์ิท่ีแยกได้จากเม็ดบัวต้มท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.4.3 
เล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง  ท าการเจือจางดว้ยสารละลายเปปโตน 0.1% จากนั้นปิเปตเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
อาหาร TSB ไม่ปรับกรด ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  และใส่ลงในอาหาร TSB ท่ีปรับดว้ยกรดซิตริก (pH 
4.0) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เพ่ือให้ไดป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 3 และ 6 log CFU/ml  เติมสารละลายแบ
คเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ท่ีคัดเลือกไดจ้ากขอ้ 3.4.3 ลงในหลอดทดลอง
ความเขม้ขน้ 0, 5 และ 10%  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 6, 12, 18 และ 
24 ชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือครบตามเวลาท่ีก  าหนด น ามาตรวจสอบปริมาณเช้ือ B. cereus ท่ีเหลือรอด 
โดยปิเปตเช้ือมา 1 มิลลิลิตร เจือจางด้วยสารละลายเปปโตน 0.1% ให้ได้ระดับความเจือจางท่ี
ตอ้งการ น ามา spread plate ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ PCA  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาท าการตรวจนับโคโลนีบนจานเพาะเช้ือท่ีมีจ  านวนโคโลนี 30 – 300 
โคโลนี ค  านวณหาปริมาณเซลลเ์ช้ือ B. cereus ท่ีเหลือรอด รายงานผลเป็น log CFU/ml จากนั้นน า
ส่วนท่ีเหลือในหลอดทดสอบไปท าการวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) จ  านวน 3 ซ ้า โดยใชเ้คร่ืองวดัเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พีเอช  (pH meter) คดัเลือกความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซินท่ีเหมาะสมในการยบัย ั้ง
เช้ือ B. cereus  

 
3.4.5 การศึกษาผลของความเข้มข้นและเวลาของสารแบคเทอริโอซินในการลดจ านวน

เช้ือจุลนิทรีย์ทั้งหมดในเมด็บัวต้ม  

  3.4.5.1 วธิีการทดสอบความเข้มข้นและเวลาของสารแบคเทอริโอซิน 
  น าเมด็บวัตม้ท่ีรับจากผูส่้งมาชัง่น ้ าหนกั 25 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 

มิลลิลิตรท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ เติมน ้ ากลั่นท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ อัตราส่วน 1:1 ของน ้ าหนักเม็ดบัว  
(เมด็บวัตม้ 25 กรัม ต่อน ้ ากลัน่ 25 กรัม) ปรับความเป็นกรด-ด่าง (pH) ใหเ้ท่ากบั 4.0 + 0.2 ดว้ยกรด
ซิตริก เติมสารแบคเทอริโอซินท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.4.3.2 ท่ีมีเม็ดบวัตม้ในน ้ ากลัน่ 50 กรัม ตาม
ความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซินท่ีได้จากการทดลองในข้อ 3.4.4 และเขย่าให้เข้ากันจน
สารละลายเป็นเน้ือเดียวกนั หลงัจากนั้นปิดปากบีกเกอร์ดว้ยอลูมิเนียมฟลอยดใ์หส้นิท และบรรจุใส่
ถุงพลาสติกท่ีผา่นการฆ่าเช้ือและน าไปแช่เยน็อุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกนัการเน่าเสีย
ของเม็ดบวัตม้ เมื่อครบเวลา  22 ชัว่โมง น าตวัอย่างเม็ดบวัมาท าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรีย์
ทั้งหมด และวดัค่าความเป็นกรด-ด่างของน ้ าแช่เม็ดบวัตม้ก่อนและหลงัการจดัเก็บ ท าการทดสอบ
ทั้งหมด 3 ซ ้า 
  3.4.5.2 การตรวจวเิคราะห์ปริมาณเช้ือจุลนิทรีย์ทั้งหมด (FDA-BAM, 2002) 

น าตวัอยา่งเมด็บวัจากขอ้ 3.4.5.1 มาท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 
โดยท าการแยกเอาส่วนเม็ดบวัตม้ออกจากน ้ าท่ีแช่ดว้ยวิธีกรองดว้ยตะแกรงสเตนเลสท่ีผา่นการฆ่า
เช้ือ แบ่งเมด็บวัตม้ออกเป็น  2 ส่วนโดยส่วนท่ี 1 น าไปวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด เมด็
บวัตม้ส่วนท่ี 2 น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จบัเวลาหลงัจาก
น ้ าเดือด หลงัจากนั้นวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด ในตวัอยา่งเมด็บวัตม้ก่อนและหลงัแช่
สารแบคเทอริโอซิน เม็ดบวัตม้หลงัการน่ึงและน ้ าท่ีแช่เมด็บวัตม้ โดยชัง่ตวัอยา่ง 10 กรัม ผสมกบั
สารละลายเปปโตน 0.1% ปริมาตร 90 มิลลิลิตร แลว้น าตวัอยา่งไปตีป่ันดว้ยเคร่ืองตีป่ัน (stomacher) 
ท่ีความเร็ว 8 นาน 1 นาที ท าการเจือจางตวัอยา่งดว้ยสารละลายเปปโตน 0.1% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร
ใชว้ิธีspread plate โดยปิเปตตวัอย่างท่ีระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงใน
อาหาร PCA น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และรายงานผลจ านวน
โคโลนีต่อหน่วยเป็น log CFU/g 

3.4.5.3 การตรวจวดัค่าความเป็นกรด-ด่างของน า้แช่เมด็บัว 
น าตวัอยา่งน ้ าแช่เมด็บวัตม้ท่ีผสมกบัสารแบคเทอริโอซินจนเขา้กนัก่อนการจดัเก็บ 

และตวัอย่างน ้ าแช่เม็ดบวัต้มท่ีกรองแยกเม็ดบวัต้มออกหลงัจัดเก็บครบเวลา 22 ชัว่โมง มาวดัค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ดว้ยเคร่ืองวดัพีเอช (pH Meter) ท าการวดัตวัอยา่งละ 3 ซ ้า เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.5 การวางแผนการทดลองและการวเิคราะห์ข้อมูล 
การศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเซลล์ของ B. cereus AIKL1062   

และ B. cereus ท่ีแยกจากเม็ดบวัตม้ โดยจดัส่ิงทดลองแบบ 3×4 แฟคทอเรียล ในแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ (Factorial in Completely Randomized Design) โดยมีปัจจยัท่ี 1 คือ ชนิดของสาร
แบคเทอริโอซิน ปัจจยัท่ี 2 คือ เช้ือ B. cereus ท าการทดลองซ ้าทั้งหมด 3 ซ ้า วิเคราะห์ความต่างทาง
สถิติดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Least Significant Difference (LSD) ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

การศึกษาผลของความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเซลลข์อง 
B. cereus ท่ีแยกจากเมด็บวัตม้ โดยจดัส่ิงทดลองแบบ 3×5 แฟคทอเรียล ในแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (Factorial in CRD) โดยมีปัจจยัท่ี 1 คือ ความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซิน ปัจจยัท่ี 2 คือ 
เวลาท่ีใชใ้นการทดสอบ ท าการทดลองซ ้ าทั้งหมด 3 ซ ้ า วิเคราะห์ความต่างทางสถิติดว้ยโปรแกรม
ส าเร็จรูป และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวิธี LSD ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

4.1 ผลการศึกษาการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ในเม็ดบัวต้มและไส้เมด็บัวกวน 
 ท าการเก็บตวัอย่างเม็ดบวัตม้ จ  านวนทั้งหมด 30 ตวัอย่าง และไส้เม็ดบวักวน จ านวน 14 
ตวัอยา่ง ในระหว่างกระบวนการผลิตของโรงงานแห่งหน่ึง มาท าการวิเคราะห์คุณภาพทางเคมี โดย
ท าการวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรดด่าง (พีเอช) และท าการวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา โดยหาปริมาณ
เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด และเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในกลุ่ม E. coli, Coliforms, S. aureus และ B. cereus  

4.1.1 ผลการตรวจวเิคราะห์ทางเคมใีนตวัอย่างเมด็บัวต้มและไส้เมด็บัวกวน 
 

  ผลการวิเคราะห์ค่าพีเอชของตวัอยา่งเมด็บวัตม้ 30 ตวัอยา่ง และไสเ้มด็บวักวน 14 
ตวัอย่าง ดงัตารางท่ี 4.1 พบว่าค่าพีเอชของเม็ดบวัตม้อยู่ในช่วง 6.72 – 7.28 โดยค่าพีเอชเฉล่ียมีค่า 
7.01 และไสเ้มด็บวักวนพบว่าค่าพีเอชอยู่ในช่วง 6.01 – 6.67 โดยค่าพีเอชเฉล่ีย มีค่า 6.25 จากตาราง
จะเห็นไดว้่าค่าพีเอชของเมด็บวัตม้และไสเ้มด็บวักวนจะเป็นกลางซ่ึงเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ 
B. cereus (บุษกร อุตรภิชาติ, 2555) 

ตารางที่ 4.1  ค่าช่วงพีเอช ค่าเฉล่ียพีเอช ของเมด็บวัตม้ 30 ตวัอยา่ง และไสเ้มด็บวักวน 14 ตวัอยา่ง 
 

ตวัอย่าง ช่วงพเีอช พเีอช เฉลีย่ 

เมด็บัว (30 ตวัอยา่ง) 6.72 – 7.28 7.01 
ไส้บัวกวน (14 ตวัอยา่ง) 6.01 – 6.67 6.25 

 

4.1.2 ผลการตรวจวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา ในเมด็บัวต้มและไส้เมด็บัวกวน 

ผลการตรวจสอบปริมาณเ ช้ือจุ ลินทรีย์ทั้ งหมด (total plate count), E. coli, 

Coliforms, S. aureus และ B. cereus ในตวัอย่างเมด็บวัตม้ เปรียบเทียบกบัเกณฑ์มาตรฐานคุณภาพ
ทางจุลชีววิทยาของเมด็บวัตม้ก าหนดว่าปริมาณเช้ือจุลินทรียใ์นวตัถุดิบของโรงงานก าหนดไวด้งัน้ี 
จ  านวนจุลินทรียท์ั้ งหมด น้อยกว่า 1 x 104 CFU/g เช้ือ Coliforms น้อยกว่า 1 x 102 CFU/g เช้ือ S. 
aureus น้อยกว่า 10 CFU/g เช้ือ E. coli น้อยกว่า 10 CFU/g และเช้ือ B. cereus น้อยกว่า 1 x 103 
CFU/g และประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับท่ี 364 (พ.ศ. 2556) เร่ือง มาตรฐานอาหารด้าน
จุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรค ก  าหนดว่าผลิตภณัฑ์อาหารส าเร็จรูปพร้อมบริโภคทนัท่ีท่ีท าจากธญัพืช 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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หรือแป้งเป็นส่วนประกอบ ตอ้งตรวจไม่พบ Salmonella spp. ไมพ่บเช้ือ S. aureus และตรวจพบเช้ือ 
B. cereus น้อยกว่า 100 CFU/g พบว่า การตรวจสอบปริมาณเช้ือทั้งหมดในเม็ดบวัตม้  30 ตวัอยา่ง 
พบปริมาณเช้ือจุลินทรียใ์นตวัอยา่ง ท่ีมีจ  านวนท่ีเกินเกณฑม์าตรฐาน 28 ตวัอยา่ง คิดเป็น 83.3% เช้ือ 

Coliforms พบจ านวนท่ีเกินเกณฑ์มาตรฐาน 15 ตวัอย่าง คิดเป็น 46.7%  เช้ือ E. coli  พบจ านวนท่ี
เกินเกณฑม์าตรฐาน 8 ตวัอย่าง คิดเป็น 26.7%  เช้ือกลุ่ม Bacillus พบจ านวนท่ีเกินเกณฑ์มาตรฐาน 
24 ตวัอยา่ง คิดเป็น 80.0% และตรวจไม่พบเช้ือ S. aureus จากตวัอยา่งทั้งหมด ดงัตารางท่ี 4.2  

ตารางที ่4.2 จุลินทรียท่ี์ตรวจพบในเมด็บวั จ  านวนและ %ของตวัอยา่งเมด็บวัท่ีมีค่าเกินเกณฑ์
มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยา  

ชนิดจุลินทรีย์ที่ตรวจสอบ 
 / (จ านวนตัวอย่างทั้งหมด) 

จ านวนตัวอย่างที่เกินเกณฑ์
มาตรฐาน * 

% ตัวอย่างที่เกิน 
เกณฑ์มาตรฐาน 

Total plate count 
(30 ตวัอยา่ง) 

28 83.3 

Coliforms 
(30 ตวัอยา่ง) 

15 46.7 

E. coli 
(30 ตวัอยา่ง) 

8 26.7 

Bacillus spp. 
(30 ตวัอยา่ง) 

24 80.0 

S. aureus 
(30 ตวัอยา่ง) 

0 0.0 

หมายเหตุ : เกณฑม์าตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของปริมาณเช้ือจุลินทรียใ์นวตัถุดิบของโรงงาน และประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 364 (พ.ศ. 2556) เร่ือง มาตรฐานอาหารด้านจุลินทรีย์ที่ท  าให้เกิดโรค กล่าวว่า

ผลิตภณัฑอ์าหารส าเร็จรูปพร้อมบริโภคทนัที่ท่ีท  าจากธญัพืช หรือแป้งเป็นส่วนประกอบ 

ผลการตรวจสอบปริมาณเ ช้ือ จุ ลินทรีย์, E. coli, Coliforms, S. aureus และ  
B. cereus ในไส้เม็ดบวักวนเปรียบเทียบเกณฑ์มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและ
ภาชนะสัมผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 (พ.ศ. 2560 ) ระบุว่า ขนมอบท่ีไม่มีไส้หรือเติมไส้หรือส่วนผสมอ่ืน
ก่อนอบ เกณฑป์ริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์ก  าหนด ดงัน้ี จ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด นอ้ยกว่า 1 x 104 CFU/g 
เช้ือ E. coli น้อยกว่า 3 MPN/g เช้ือ S. aureus น้อยกว่า 10 CFU/g และเช้ือ B. cereus น้อยกว่า 100 
CFU/g พบว่าปริมาณเช้ือจุลินทรียจ์ากตัวอย่างไส้เม็ดบวักวนทั้งหมด 14 ตวัอย่าง ไม่พบจ านวน
ตวัอย่างท่ีมีค่าเกินเกณฑ์มาตรฐาน เช้ือ Coliforms พบจ านวนท่ีเกินเกณฑ์มาตรฐาน 1 ตวัอย่าง คิด
เป็น 7.1%  เช้ือกลุ่ม Bacillus พบจ านวนท่ีเกินเกณฑม์าตรฐาน 6 ตวัอย่าง คิดเป็น 42.9%  ส่วนเช้ือ  
S. aureus และเช้ือ E. coli ตรวจไม่พบการปนเป้ือนในไสบ้วักวนจากตวัอยา่งทั้งหมด ดงัตารางท่ี 4.3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่4.3 จุลินทรียท่ี์ตรวจพบในไสบ้วักวน จ  านวนและ % ของตวัอยา่งเมด็บวัท่ีมีค่าเกินเกณฑ์
มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยา 

ชนิดจุลินทรีย์ที่ตรวจสอบ 
 / (จ านวนตัวอย่างทั้งหมด) 

จ านวนตัวอย่างที่เกินเกณฑ์
มาตรฐาน * 

% ตัวอย่างที่เกิน 
เกณฑ์มาตรฐาน 

Total plate count 
(14 ตวัอยา่ง) 

0 0.0 

Coliforms 
(14 ตวัอยา่ง) 

1 7.1 

E. coli 
(14 ตวัอยา่ง) 

0 0.0 

Bacillus spp. 
(14 ตวัอยา่ง) 

6 42.9 

S. aureus 
(14 ตวัอยา่ง) 

0 0.0 

หมายเหตุ  *เกณฑม์าตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 (พ.ศ. 2560)  

จากการศึกษาการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียใ์นเม็ดบัวต้มและไส้เม็ดบัวกวนใน
กระบวนการผลิตพบว่ามีการปนเป้ือนเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเกินเกณฑม์าตรฐานจ านวนมาก ดงันั้นใน
ขั้นตอนถดัไปจึงท าการตรวจสอบและยืนยนัว่าเช้ือกลุ่ม Bacillus spp. ท่ีพบเป็นเช้ือ B. cereus 
หรือไม ่

4.1.3 ผลการตรวจวเิคราะห์และยืนยนัสายพนัธ์ุของเช้ือ B. cereus  

ท าการสุ่มเก็บตวัอย่างเม็ดบวัตม้และเก็บตวัอย่างไส้บวักวนท่ีผลิตจากเม็ดบวัตม้ท่ี
ท าการเก็บตัวอย่างจากโรงงานอาหารแห่งหน่ึง จ  านวนตัวอย่างละ 4 ตัวอย่าง รวม 8 ตัวอย่าง 
วิเคราะห์ปริมาณเซลล์และสปอร์ของเช้ือ B. cereus ด้วยอาหาร MYP agar หลงัจากนั้นคดัเลือก
โคโลนีท่ีมีลกัษณะสีชมพูหรือขาวอมชมพู ขอบหยกั หรือโคง้มน มีโซนตะกอนสีขาวขุ่นรอบๆ 
โคโลนี และยืนยนัสายพนัธุ์ของเช้ือ B. cereus ดว้ยอาหาร 5% sheep blood agar เพื่อทดสอบดูการ
สร้างฮีโมไลซิส (hemolysis) ของเช้ือ เมื่อไดโ้คโลนีท่ีเกิดโซนใสจากการย่อยเมด็เลือดแดงท าการ
เ ก็ บตัว อย่ า ง เ ช้ื อแ ต่ละ ไอโซ เลท เ พ่ื อ ส่ งตร วจยืน ย ันสา ยพัน ธุ์ ด้ว ยวิ ธี ท า ง ชีว เคมี ท่ี
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข 

ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus จากเมด็บวัตม้และ
ไส้เม็ดบัวกวน พบว่าเม็ดบัวต้ม จากตัวอย่างทั้งหมด 4 ตัวอย่าง พบการปนเป้ือนของเซลล์  2 
ตวัอย่าง คิดเป็น 50%   โดยตรวจพบมีปริมาณเซลล ์ 3.99 และ 4.14 log CFU/g ตามล าดบั ขณะท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตรวจไม่พบการปนเป้ือนของสปอร์ในตวัอยา่งเมด็บวัตม้ ตวัอยา่งไสเ้มด็บวักวนไม่พบการปนเป้ือน
ของเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus ดงัตารางท่ี 4.4 

 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณเซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus ในเมด็บวัและไสบ้วักวน 

ตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง 
B. cereus Cell  
(log CFU/g) 

B. cereus Spore 
(spore/g) 

เม็ดบัว 1 ND ND 
 2 ND ND 
 3 3.99 ND 
 4 4.14 ND 

ไส้บัว 1 ND ND 
 2 ND ND 
 3 ND ND 
 4 ND ND 

หมายเหตุ :  ND = Not Detect คือ ตรวจไม่พบโคโลนีของเช้ือท่ีเจือจาง 1:10 

น าโคโลนีท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือ B. cereus ท่ีมีลกัษณะสีชมพูหรือขาวอมชมพู ขอบ
หยกั หรือโคง้มน มีโซนตะกอนสีขาวขุ่นรอบๆ โคโลนีบนอาหาร MYP agar จากตวัอยา่งเมด็บวัตม้ 
จ  านวน 7 ไอโซเลท รหัสตวัอย่างท่ี 3 (LT1 – LT4) และ 4 (LT5 – LT7)   มาท าการตรวจยืนยนัเช้ือ 
B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากเม็ดบวัตม้ พบว่าลกัษณะการเจริญเติบโตในอาหาร nutrient growth (NA) 
ให้ผลเป็นบวก (+) ทดสอบการยอ้มแกรม (gram stain) ให้ผลเป็นบวก (+) เพราะเซลลติ์ดสีม่วง มี

ลกัษณะเป็นรูปแท่ง ทดสอบการเคล่ือนท่ีของเช้ือ (motility) ใหผ้ลเป็นบวก (+) การยอ่ยน ้ าตาลกลูโคส
ในสภาวะไม่มีออกซิเจน (glucose (AnO2)) ให้ผลเป็นบวก (+) สามารถย่อยสลายกรดอะมิโนไทโร
ซีน (tyrosine) ให้ผลเป็นบวก (+)  ทดสอบการเกิด acetyl-methylcarbinol (Voges-Proskauer, VP) 
ให้ผลเป็นบวก (+)  สามารถเจริญเติบโตท่ีอุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส (growth 43 °C) ให้ผลเป็น
บวก (+)  โดยไม่มีการสร้างผลึกสารพิษ (toxin crystal) ใหผ้ลเป็นลบ (-)  และไม่มีการเจริญแบบไร
ซอยดบ์นอาหาร (rhizoid growth) ใหผ้ลเป็นลบ (-) พบว่าจาก 7 ไอโซเลทท่ีสงสยัมี 3 ไอโซเลทท่ีแยก

ไดจ้ากเมด็บวัตม้ คือ ไอโซเลท LT5 LT6 และ LT7 ใหผ้ลการทดสอบทางชีวเคมีตรงตามลกัษณะของ
เช้ือ  B. cereus  ดงัตารางท่ี 4.5 จึงเรียกช่ือไอโซเลทท่ี LT5, LT6 และ LT7 เป็นเช้ือ B. cereus LT5, B. 
cereus LT6 และ B. cereus LT7 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.5 ผลตรวจยนืยนัเช้ือ B. cereus ในเมด็บวั จากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข โดยใชว้ิธีการดดัแปลงจาก FDA-BAM (2001)  

Isolate NA Gram 
stain 

Motility VP Glucose (AnO2) Hemolyse Rhizoid 
growth 

Tyrosine Toxin crystal Growth 43OC 

LT-1 - N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

LT-2 - N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

LT-3 - N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

LT-4 - N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

LT-5 + + + + + ++ - + - + 

LT-6 + + + + + ++ - + - + 

LT-7 + + + + + ++ - + - + 

หมายเหตุ  - = ผลเป็นลบ (Negative);  + = ผลเป็นบวก (Positive);  N/A = ไม่ไดว้ิเคราะห์ (Not analyzed) 
 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ผลการตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของเม็ดบวัตม้ และไส้เม็ดบวักวนจาก
โรงงานแห่งหน่ึงเปรียบเทียบกบัเกณฑม์าตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของโรงงาน พบว่าปริมาณ
เมด็บวัตม้ มีค่าเกินเกณฑม์าตรฐาน ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด คิดเป็น 83.3% เช้ือ Coliforms คิดเป็น 
46.7% เช้ือ E. coli คิดเป็น 26.7% และเช้ือ B. cereus คิดเป็น 80.0% ตามล าดับ ตรวจพบปริมาณ

เซลล ์B. cereus ในเมด็บวัตม้ มีค่า 3.99 และ 4.14 log CFU/g สอดคลอ้งกบัรายงานมีการส ารวจการ
ปนเป้ือนของเช้ือ B. cereus ในร้านคา้ตลาดพ้ืนเมืองของประเทศโปแลนด ์พบว่าการปนเป้ือนของ
เช้ือ B. cereus ส่วนใหญ่ในกลุ่มผลิตภณัฑธ์ญัพืช เช่น ลูกเดือย (85%), บคัวีท (85.7%) และขา้วสาลี 
(100%)  และตรวจพบเช้ือ B. cereus อยู่ท่ี 102 MPN/g (Daczkowska-Kozon et al., 2009 ) สาเหตุ
ของการปนเป้ือนของเช้ือในตวัอยา่งเมด็บวั เน่ืองจากเมด็บวัเป็นวตัถุดิบท่ีมาจากดินจึงท าใหพ้บการ
ปนเป้ือนเช้ือ B. cereus และจากการตรวจสอบสถานท่ีท่ีผลิตเม็ดบวัตม้เพื่อจ  าหน่ายให้โรงงาน 

พบว่าสถานท่ีผลิตนั้นมีโอกาสท าให้เกิดการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียไ์ดทุ้กขั้นตอนการผลิต สถานท่ี
ผลิตเป็นแหล่งผลิตขนาดเลก็ ในกระบวนการผลิตมีการใชน้ ้ าเป็นหลกัในขั้นตอนการแช่เมด็บวั การ
ตม้ลอกเปลือกเมด็บวั การลอกเปลือกเมด็บวั การลา้งท าความสะอาดเมด็บวัหลงัการลอกเปลือก ท า
ใหเ้กิดการปนเป้ือนขา้มไดใ้นขั้นตอนการผลิตและการบรรจุหลงัการตม้เสร็จ ระยะทางจากสถานท่ี
ผลิตเม็ดบัวต้มถึงโรงงานแปรรูปมีระยะทางประมาณ 50 กิโลเมตร ระยะเวลาในการเดินทาง

ประมาณ 2 ชัว่โมง และไม่ไดมี้การควบคุมอุณหภูมิรถขนส่ง ท าให้อุณหภูมินั้นเหมาะสมกบัการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียเ์พ่ิมข้ึน และหากโรงงานน าเมด็บวัตม้ท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือเกินมาตรฐาน
มาใชเ้ป็นวตัถุดิบจะส่งผลอนัตรายกบัผูบ้ริโภคได ้

 ผลการตรวจสอบทางจุลชีววิทยาของไส้เม็ดบวักวน เปรียบเทียบกบัมาตรฐาน

คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร พบว่าไส้เมด็บวักวนมีตวัอย่างท่ีตรวจพบเช้ือ Bacillus spp. เกิน
เกณฑ์มาตรฐาน คิดเป็น 42.9% ซ่ึงแสดงให้เห็นว่ากระบวนการผลิตและการให้ความร้อนในการ
กวนไส้เม็ดบวักวน ท่ีอุณหภูมิประมาณ  80 – 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 3-4 ชัว่โมง 
สามารถท่ีลดจ านวนของเช้ือลงไปให้อยู่ในระดบัท่ีอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได ้ (Christina et al., 2006)  
แต่ก็ยงัมีบางคร้ังท่ีมีการตรวจพบว่าการปนเป้ือนของเช้ือ Bacillus spp. เน่ืองจาก Bacillus สามารถ

สร้างสปอร์ท่ีทนความร้อนได ้ (Vos et al., 2009)  จึงสามารถเหลือรอดในระหว่างกระบวนการแปร

รูปอาหาร หรืออาจเกิดการปนเป้ือนลงไปในผลิตภณัฑไ์สเ้มด็บวักวนหลงัการแปรรูปและเมื่ออยู่ใน
สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ สปอร์ก็จะงอกออกมาเป็นเซลลแ์ละเพ่ิมจ านวนได้อย่างรวดเร็ว 

(Andersson et al., 1995) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากการตรวจยืนยนัและระบุสายพนัธุ์ของเช้ือ B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากเม็ดบวัต้ม
ระบุว่าไอโซเลท LT5, LT6 และ LT7 เป็นเช้ือ B. cereus คือ B. cereus LT5, LT6 และ LT7 จึงน าเช้ือ
ดงักล่าวมาศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus 

4.2 ผลการศึกษาสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งเซลล์ของเช้ือ B. cereus  

  น า เ ช้ื อ  B. Cereus บ ริ สุ ท ธ์ิ จ า ก เ ม็ ด บั ว ต้ ม ท่ี ยื น ย ัน ส า ย พั น ธุ์ จ า ก

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุขทั้ง  3 สายพนัธุ ์คือ B. cereus LT5, LT6 และ LT7
ตามล าดบั และ B. cereus AIKL1062 เช้ือสายพนัธุอ์า้งอิง น ามาทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ B. cereus ดว้ยสารแบคเทอริโอซิน 2 ชนิด คือ KL-D4 ท่ีผลิตจากเช้ือ  Lb. salivarius 
KL-D4  KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ  Lb. plantarum KL-1  โดยมีสารไนซินความเขม้ขน้ 5% เป็นสาร
เปรียบเทียบ ท าการทดสอบโดยใชว้ิธี agar well diffusion และตรวจสอบความสามารถในการยบัย ั้ง

เช้ือของสารแบคเทอริโอซิน ด้วยการวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใส (inhibition zone) ท่ี
เกิดข้ึนมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร ดงัภาพท่ี 4.1 และตารางท่ี 4.6 

เม่ือเปรียบเทียบกิจกรรมการยบัย ั้งของสารแบคเทอริโอซิน D4 และ KL-1Y กบั
เช้ือ B. cereus LT5, LT6, LT7 และ B. cereus AIKL1062 พบว่าความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือของ

สารแบคเทอริโอซินแต่ละชนิดแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยพบว่าสาร 
แบคเทอริโอซิน KL-1Y จากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 และไนซินยบัย ั้งการเจริญเช้ือ B. cereus ทุก
สายพนัธุแ์ต่สารแบคเทอริโอซิน D4 พบว่าไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ได ้(ภาพท่ี 
4.1) สาร KL-1Y ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus AIKL1062 ได้น้อยท่ีสุด มีบริเวณยบัย ั้งขนาด 0.70 ± 0.38 
มิลลิเมตร รองลงมาคือ B. cereus LT7 พบบริเวณยบัย ั้งขนาด 1.08 ± 0.12 มิลลิเมตร แตกต่างกบัการ

ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT5 และ LT6 พบบริเวณยบัย ั้งขนาด 1.92 ± 0.27 และ 1.52 ± 0.20  มิลลิเมตร 
(P >0.05) ส่วนสารไนซินพบว่ายบัย ั้งเช้ือ B. cereus ทุกสายพนัธุ์ไม่ต่างกนัทางสถิติ (P<0.05) พบ
เกิดบริเวณยบัย ั้งขนาด 0.93 ± 0.77 - 1.32 ± 0.35 มิลลิเมตร และสารแบคเทอริโอซิน D4 พบว่าไม่
เกิดบริเวณยบัย ั้ง (inhibition zone) ของเช้ือ B. cereus ไดทุ้กสายพนัธุ์ จึงไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ B. cereus ไดเ้ม่ือท าการเปรียบเทียบสายพนัธุข์องเช้ือ B. cereus LT5, LT6 และ LT7 ท่ีแยก
ไดจ้ากเม็ดบวัตม้ กบัชนิดของสารแบคเทอริโอซิน พบว่าการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT5 เกิดบริเวณ

ยบัย ั้งสาร KL-1Y ขนาด 1.92 ± 0.27   มิลลิเมตร มากกว่าบริเวณยบัย ั้งไนซินขนาด 1.32 ± 0.35 
มิลลิเมตร B. cereus LT6 เกิดบริเวณยบัย ั้งสาร KL-1Y ขนาด 1.52 ± 0.20  มิลลิเมตร มากกว่าบริเวณ
ยบัย ั้งของไนซินขนาด 0.98 ± 0.19 มิลลิเมตร (P>0.05) สายพนัธุ์ B. cereus LT7 เกิดบริเวณยบัย ั้ง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สาร KL-1Y ขนาด 1.08 ± 0.12 มิลลิเมตร ไม่แตกต่างจากบริเวณยบัย ั้งของไนซินขนาด 0.95 ± 0.40 
มิลลิเมตร และสายพันธุ์ B. cereus AIKL1062 เกิดบริเวณยบัย ั้งสาร KL-1Y ขนาด 0.70 ± 0.38 
มิลลิเมตร และบริเวณยบัย ั้งสารไนซินขนาด 0.93 ± 0.77 มิลลิเมตร. (P<0.05) ดงัตารางท่ี 4.6 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

ภาพที่  4.1 ลักษณะบริ เวณย ับย ั้ ง  (inhibition zone) ของสารแบคเทอริโอซินต่อการย ับย ั้ ง 
          เช้ือ B. cereus AIKL 1062 (ก) B. cereus LT5 (ข) B. cereus LT6 (ค) B. cereus LT7 (ง) 
หมายเหตุ :    D4 = สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิที่ผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius KL-D4 ความเขม้ขน้ 25,600 

AU/ml 
1Y = สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิที่ผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 ความเข้มข้น 102,400 
AU/ml   
Nisin = สารไนซินความเขม้ขน้ 5% ; C = น ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 
 

ตารางที่ 4.6 สายพนัธุ์เช้ือ B. cereus และชนิดของสารแบคเทอริโอซินท่ีมีผลต่อขนาดเส้นผ่าน

ศูนยก์ลาง   บริเวณยบัย ั้ง (inhibition zone) (มิลลิเมตร)  

  
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยบัยั้ง  (inhibition zone) (มลิลเิมตร)  

สารแบคเทอริโอซิน    

สายพนัธ์ุเช้ือ B. cereus KL-1Y   Nisin  D4  
LT5   1.92 ± 0.27  cC 1.32 ± 0.35 bA -aA 
LT6   1.52 ± 0.20 cBC 0.98 ± 0.19 bA - aA 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.6 (ต่อ) 

  
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยบัยั้ง  (inhibition zone) (มลิลเิมตร)  

สารแบคเทอริโอซิน    

สายพนัธ์ุเช้ือ B. cereus KL-1Y   Nisin  D4  
LT7   1.08 ± 0.12 bAB 0.95 ± 0.40 bA - aA 
1062   0.70 ± 0.38 aA 0.93  ± 0.77 aA - aA 

หมายเหตุ :  การทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า ; - = ไม่เกิดบริเวณยบัย ั้ง (inhibition zone)  
 บริเวณยบัย ั้ง = [ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง (มิลลิเมตร)  – ขนาดหลุมที่เจาะ (มิลลิเมตร)]   
 KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 D4 = สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิที่ผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius KL-D4 
 Nisin = สารไนซินความเขม้ขน้ 5 % 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ที่ต่างกนัในแถวแนวนอนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ที่ระดบัความ  
   เช่ือมัน่ (P<0.05) โดยวิธี LSD 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความ  
   เช่ือมัน่ (P<0.05)  โดยวิธี LSD 

 

จากการศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซิน 2 ชนิด ในการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT5, 
LT6, LT7 และ B. cereus AIKL1062 สายพนัธุ์อา้งอิง พบว่าเช้ือ B. cereus แต่ละสายพนัธุ์มีผลต่อ
การยบัย ั้งของสารแบคเทอริโอซินท่ีทดสอบ โดยเช้ือท่ีมีความตา้นทานสารแบคเทอริโอซินน้อย
ท่ีสุดคือ B. cereus LT5 พบขนาดการยบัย ั้งมากท่ีสุดคือ 1.92 ± 0.27 มิลลิเมตร  และเช้ือท่ีความ
ตา้นทานต่อการยบัย ั้งสารแบคเทอริโอซินมากท่ีสุดคือ B. cereus LT7 และ B. cereus AIKL1062 ซ่ึง

พบการเกิดบริเวณยบัย ั้งมีขนาด 1.08 ± 0.12 และ 0.70 ± 0.38 มิลลิเมตร ตามล าดบั    ผลการศึกษา
พบว่าสารแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมในการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ไดดี้ท่ีสุดคือสาร KL-1Y ท่ีผลิต
จากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 ไม่แตกต่างจากไนซินความเขม้ขน้ 5%  

 สารแบคเทอริโอซินเป็นสารอินทรียป์ระเภทโพลีเปปไทด์ (polypeptide) เกิดจาก
การเรียงตวัของกรดอะมิโนเป็นสายยาว สามารถยบัย ั้ง การเจริญของเช้ือจุลินทรียส์ายพนัธุใ์กลเ้คียง
กัน  (narrow spectrum) จ  าพวกแบคที เ รี ยแกรมบวก เ ช่น  Bacillus, Enterococcus, Listeria, 
Clostridium และ Staphylococcus (Noonpakdee et al., 2003) โดยแบคเทอริโอซินจะท าให้เกิดรูท่ี
เยือ่หุม้เซลลข์องเซลลเ์ป้าหมาย ท าใหเ้กิดการเสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโนและสูญเสีย
สารประกอบอินทรียใ์นกลุ่มฟอสเฟต ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัในการสร้างพลงังานของเซลลส่์งผลให้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เซลลโ์ดนท าลาย (Klaenhammer, 1993) จากผลการทดลองพบว่า สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ี
ผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ท่ีแยกจากเมด็บวัตม้ได ้
ซ่ึงสอดคลอ้งการทดลองของ Rumjuankiat et al. (2015) ได้ศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอริโอซิน 
plantaricin KL-1Y ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 พบว่าสารแบคเทอริโอซินมีความสามารถใน
การยบัย ั้ง B. cereus JCM 2125T ได ้ส่วนสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. salivarius KL-D4 
พบว่าไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ทุกสายพนัธุท่ี์ทดสอบได ้ เน่ืองจากความเขม้ขน้
ของสาร D4 น้อยกว่า KL-1Y ซ่ึงแตกต่างกับการทดลองของ Therdtatha et al. (2016) ได้ศึกษา
คุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้าก Lb. salivarius KL-D4 มีความสามารถในการยบัย ั้ง B. 
cereus JCM 2152 ได ้ท่ีแสดงกิจกรรมในการยบัย ั้งท่ี 3,200 AU/ml และจากการทดลองของ คณิน 
อ่ิมทองค า (2561) ไดศ้ึกษาว่าสารแบคเทอริโอซินชนิด cell-free supernatant ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแล
คติกจากอาหารหมกัดองสามารถยบัย ั้งการเจริญและฆ่าจุลินทรีย ์S. aureus, Y. enterocolitica และ 
Cr. sakazakii แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ B. cereus ได ้ 

จากผลการศึกษาสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y มีกิจกรรมในการย ับย ั้ ง เ ช้ือ  
B. cereus ไม่ต่างจากไนซิน และพบว่าเช้ือ B. cereus LT7 มีความสามารถในการตา้นทานสารแบ
คเทอริโอซินมากท่ีสุด ดังนั้นจึงคดัเลือกเช้ือ B. cereus LT7 และสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y มา
ท าการศึกษาความเขม้ขน้และเวลาในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ต่อไป 
 

4.3 ผลของความเข้มข้นและระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ที่ผลิตจากเช้ือ  

Lb. plantarum KL-1 ต่อเซลล์ของ B. cereus   

4.3.1 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อการยบัย ั้งของ  
B. cereus   

ท าการทดสอบความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5 
และ 10% ท่ีเวลา 1 นาที, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง ในการยบัย ั้งการเจริญของเซลล ์B. cereus LT7 ท่ี
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3 และ 6 log CFU/ml ผลการทดลอง ดงัตารางท่ี 4.7 และ 4.8 และการเปล่ียนแปลง

ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมสารแบคเทอริโอซิน ดงัตารางท่ี 4.9  

จากตารางท่ี 4.7 ผลของความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความ
เข้มข้น 0, 5 และ 10% ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 เ ร่ิมต้นท่ี 3.64 log CFU/ml พบว่าท่ีเวลา  
1 นาที ความเขม้ขน้ 10% เช้ือ B. cereus LT7 มีการลดลงของเช้ือท่ี 1.64% และเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนพบว่า

การเจริญของเช้ือมีการเพ่ิมข้ึนทุกความเขม้ขน้ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ตั้งแต่
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เวลาท่ี 1 นาที จนถึงเวลาท่ี 18 ชัว่โมง พบเช้ือท่ีประมาณ 7 log CFU/ml แต่ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ความ
เขม้ขน้ 0% มากกว่าท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 10% ตรวจพบปริมาณเช้ือ 7.64 ± 0.10 และ 7.51 ± 0.06  
log CFU/ml ตามล าดบั ตารางท่ี 4.7 

ท าการเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีเวลาต่างๆ 
พบว่าในช่วง 6 ชัว่โมงแรก เช้ือเพ่ิมปริมาณข้ึนอย่างรวดเร็วจากเช้ือเร่ิมตน้ 3.64 log CFU/ml เป็น 
6.22 – 6.30 log CFU/ml แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ท่ีเวลา 12 - 24 ชัว่โมง ทุกความ
เขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินเช้ือเพ่ิมข้ึนประมาณ 1-1.5 log ไม่แตกต่างกนั (P>0.05)  โดยเช้ือเจริญท่ี
ประมาณ 7 log CFU/ml (ตารางท่ี 4.7) 

เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
การเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5 และ 10% ท่ีเวลาเพ่ิมข้ึน พบค่า pH ลดลง 
โดยท่ีเวลา 1 นาที ความเข้มข้น 0% ค่า pH เท่ากับ 6.96 ± 0.04 ความเข้มข้น 5 และ 10% ค่า pH 
เท่ากบั 6.63 ± 0.04 และ 6.29 ± 0.01 ตามล าดบั เมื่อครบเวลา 24 ชัว่โมง ค่า pH ท่ีความเขม้ขน้ 0% มี
ค่า 5.13 ± 0.01 ความเข้มข้น 5 และ 10% ค่า pH เท่ากับ 5.06 ± 0.08 และ 5.07 ± 0.02 ตามล าดับ 
(ตารางท่ี 4.9)  

จากผลการศึกษาความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y แสดงให้
เห็นว่าการเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus 
LT7 ไดท่ี้เช้ือเร่ิมตน้ 3.64 log CFU/ml แต่พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 10% สามารถช่วยชะลอการเจริญ
ของเช้ือ B. cereus LT7 ไดใ้นช่วงเวลา 6 - 12 ชัว่โมงแรก แต่เม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนสาร KL-1Y ทุกความ
เขม้ขน้ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือได ้

จากตารางท่ี 4.8 ผลของความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความ
เข้มข้น 0, 5 และ 10% ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 เ ร่ิมต้นท่ี 6.24 log CFU/ml พบว่าท่ีเวลา  
1 นาที ความเข้มข้น 5 และ 10% เช้ือ B. cereus LT7 มีการลดลงของเช้ืออยู่ท่ี  2.40 และ1.76% 
ตามล าดบัและเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนพบว่าการเจริญของเช้ือมีการเพ่ิมข้ึนทุกความเขม้ขน้ไม่แตกต่างอย่าง
มีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ตั้งแต่เวลาท่ี 1 นาที จนถึงเวลาท่ี 24 ชัว่โมง พบการเจริญของเช้ือท่ี
ประมาณ 7 log CFU/ml 

ท าการเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีเวลาต่างๆ 
พบว่าท่ีเวลา 6 - 24 ชัว่โมง เช้ือเพ่ิมปริมาณข้ึนจากเช้ือเร่ิมตน้ 6.24 log CFU/ml เป็น 7.07 – 7.39 log 
CFU/ml แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  โดยทุกความเขม้ขน้การเจริญของเช้ือเพ่ิมข้ึน
ประมาณ 1-1.5 log ไม่แตกต่างกนั (P>0.05 (ตารางท่ี 4.8) 

เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
การเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5 และ 10% ท่ีเวลาเพ่ิมข้ึน ค่า pH ลดลง โดย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท่ีเวลา 1 นาที ความเขม้ขน้ 0% พบค่า pH เท่ากบั 6.96 ± 0.11 ความเขม้ขน้ 5 และ 10% ค่า pH เท่ากบั 
6.20 ± 0.62 และ 6.08 ± 0.42 ตามล าดบั เมื่อครบเวลา 24 ชัว่โมง ค่า pH ท่ีความเขม้ขน้ 0% มีค่า 5.30 
± 0.29 ความเข้มขน้ 5 และ 10% ค่า pH เท่ากับ 4.95 ± 0.17 และ 4.83 ± 0.23 ตามล าดับ (ตารางท่ี 
4.10)  

จากผลการศึกษาความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y แสดงให้
เห็นว่าการเติมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus 
LT7 ไดท่ี้เช้ือเร่ิมตน้ 6.24 log CFU/ml   

 
4.3.2 ผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อการยบัย ั้งของ  

B. cereus ในสภาวะท่ีมีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0  
 เมื่อท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ดว้ยกรดซิตริกในอาหารเล้ียงเช้ือ

ร่วมกบัการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5, และ 10% ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.06 
และ 6.66 log CFU/ml  ผลการทดลองดงัตารางท่ี 4.11 และ 4.12 และการเปล่ียนแปลงค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมสารแบคเทอริโอซิน ดงัตารางท่ี 4.13 

จากตารางท่ี 4.11 พบว่าการปรับค่า pH 4.0 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสาร KL-1Y ความ
เขม้ขน้ 0, 5 และ 10% สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ได ้เม่ือเวลาท่ีเพ่ิมข้ึนกบัความ
เขม้ขน้ของสาร KL-1Y ความเขม้ขน้ 5 และ 10% สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ได ้ไม่
ต่างกนั (P<0.05) แต่ท่ีความเขม้ขน้ 0% เวลาท่ี 18 ชัว่โมง พบว่าการเหลือรอดของเช้ืออยู่ท่ี 1.20 ± 
0.07 log CFU/ml ซ่ึงแตกต่างกบัสาร KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 10% การเหลือรอดของเช้ืออยู่ท่ี 
1.00 ± 0.00 log CFU/ml (P<0.05) โดยพบว่าท่ีเวลา 18 ชัว่โมงสามารถลดปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 
ลงได ้2 log CFU/ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.7 ผลการทดสอบสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y  ท่ีเวลาต่างกนัต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 เร่ิมตน้ 3.64 log CFU/ml 

เวลา 
ความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 ที่เหลือรอด ( log CFU/ml) 

0% % การลดลงของเช้ือ 5% % การลดลงของเช้ือ 10% % การลดลงของเช้ือ 
1 นาท ี 3.64 ± 0.44aA - 3.66 ± 0.55aA - 3.58 ± 0.56aA 1.64 

6 ช่ัวโมง 6.30 ± 0.56aB - 6.26 ± 0.61aB - 6.22 ± 0.57aB - 
12 ช่ัวโมง 7.16 ± 0.39aC - 7.12 ± 0.35aC - 6.88 ± 0.15aBC - 
18 ช่ัวโมง 7.62 ± 0.12aC - 7.36 ± 0.46aC - 7.34 ± 0.46aC - 
24 ช่ัวโมง 7.81 ± 0.21bC - 7.64 ± 0.10abC - 7.51 ± 0.06aC - 

หมายเหตุ : การทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า; KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ที่ต่างกนัในแถวแนวนอนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05) โดยวิธี LSD 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05)  โดยวิธี LSD 
 - = ไม่มี % การลดลงของเช้ือ 

% การลดลงของเช้ือ =   [ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml) – ปริมาณเช้ือท่ีเหลือรอด (log CFU/ml)] × 100 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4738 

 
 

 4
7

 

ตารางที่ 4.8 ผลการทดสอบสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y  ท่ีเวลาต่างกนัต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 เร่ิมตน้ 6.24 log CFU/ml 

เวลา 
ความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 ที่เหลือรอด (log CFU/ml) 

0% % การลดลงของเช้ือ 5% % การลดลงของเช้ือ 10% % การลดลงของเช้ือ 

1 นาท ี 6.24 ± 0.85aA - 6.09 ± 0.57aA 2.40 6.13 ± 0.58aA 1.76 
6 ช่ัวโมง 7.23 ± 0.45aB - 7.34 ± 0.64aB - 7.07 ± 0.53aB - 
12 ช่ัวโมง 7.37 ± 0.30aB - 7.50 ± 0.13aB - 7.47 ± 0.11aB - 
18 ช่ัวโมง 7.25 ± 0.13aB - 7.22 ± 0.28aB - 7.31 ± 0.14aB - 
24 ช่ัวโมง 7.39 ± 0.10aB - 7.18 ± 0.51aB - 7.33 ± 0.05aB - 

หมายเหตุ : การทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า; KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนัในแถวแนวนอนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05) โดยวิธี LSD 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05)  โดยวิธี LSD 
 - = ไม่มี % การลดลงของเช้ือ 

% การลดลงของเช้ือ =   [ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml) – ปริมาณเช้ือท่ีเหลือรอด (log CFU/ml)] × 100 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.9 การเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ี  

ระยะเวลาการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.64 log CFU/ml 

เวลา 
pH 

ความเข้มข้นของสาร KL-1Y  
0% 5% 10% 

1 นาท ี 6.96 ± 0.04 6.63 ± 0.04 6.29 ± 0.01 
6 ช่ัวโมง 5.86 ± 0.20 6.04 ± 0.58 5.93 ± 0.01 
12 ช่ัวโมง 5.55 ± 0.28 5.22 ± 0.31 5.32 ± 0.01 
18 ช่ัวโมง 5.27 ± 0.01 5.18 ± 0.04 5.14 ± 0.01 
24 ช่ัวโมง 5.13 ± 0.01 5.06 ± 0.08 5.07 ± 0.02 

หมายเหตุ :  KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 

ตารางที่ 4.10 การเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y  

 ท่ีระยะเวลาการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 6.24 log CFU/ml 

หมายเหตุ :  KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 

เมื่อเปรียบเทียบผลความเขม้ขน้ของสาร KL-1Y ในแต่ละความเขม้ขน้กบัเวลาต่อการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 พบว่าท่ีช่วงเวลา 6 – 12 ชัว่โมง พบปริมาณเช้ือลดลง ทุกความ
เขม้ขน้ไม่แตกต่างทางสถิติ (P<0.05) โดยปริมาณเช้ือลดลงประมาณ 1 log CFU/ml และการลดลงของ
เช้ือในช่วง 13.07 – 21.56% ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง ทุกความเขม้ขน้พบปริมาณเช้ือลดลง 2 log CFU/ml และ

เวลา 
pH 

ความเข้มข้นของสาร KL-1Y  
0% 5% 10% 

1 นาท ี 6.96 ± 0.11 6.20 ± 0.62 6.08 ± 0.42 
6 ช่ัวโมง 5.73 ± 0.58 5.51 ± 0.28 5.63 ± 0.19 
12 ช่ัวโมง 5.38 ± 0.02 5.02 ± 0.02 5.33 ± 0.06 
18 ช่ัวโมง 5.36 ± 0.01 5.03 ± 0.03 5.17 ± 0.01 
24 ช่ัวโมง 5.30 ± 0.29 4.95 ± 0.17 4.83 ± 0.23 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เมือ่เปรียบเทียบการลดลงของเช้ือท่ีความเขม้ขน้ของสาร KL-1Y  0% การลดลงของเช้ืออยูท่ี่ 60.78% ท่ี
ความเขม้ขน้ 5 และ 10% การลดลงของเช้ืออยู่ท่ี 67.32% และท่ีเวลา 24 ชัว่โมงไม่พบการลดลงของเช้ือ 
แต่เช้ือมีแนวโนม้เจริญเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 4.11) 

เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ดว้ยกรดซิตริก pH 4.0 ร่วมกบัการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 5 และ 10% พบว่าเวลาเพ่ิมข้ึนค่า pH มีแนวโนม้ลดลงเลก็นอ้ยใน 6 ชัว่โมงแรก จากนั้นค่า pH 
คงท่ีจนครบ 24 ชัว่โมง โดยท่ีเวลา 1 นาที ความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y  0% ค่า pH 
เท่ากบั 4.94 ± 0.01 ความเขม้ขน้ 5 และ 10% ค่า pH เท่ากบั 4.77 ± 0.01 และ 4.65 ± 0.01 ตามล าดบั เมื่อ
ครบเวลา 24 ชัว่โมง ค่า pH ความเขม้ขน้ 0% มีค่า 4.06 ± 0.05 ความเขม้ขน้ 5 และ 10% ค่า pH เท่ากบั 
3.99 ± 0.00 และ 3.93 ± 0.01 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.13)  

เมื่อท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ด้วยกรดซิตริกในอาหารเล้ียงเช้ือ
ร่วมกบัการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0, 5, และ 10% ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 6.66 log 
CFU/ml  ผลการทดลองดงัตารางท่ี 4.12 และการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีการเติมสารแบคเทอริโอซิน ดงัตารางท่ี 4.14 

จากตารางท่ี 4.12 พบว่าการปรับค่า pH 4.0 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสาร KL-1Y ความ
เขม้ขน้ 0, 5 และ 10% สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ได ้เม่ือเวลาท่ีเพ่ิมข้ึนกับความ
เข้มข้นของสาร KL-1Y ความเข้มข้น 5 และ 10% สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus ได้ ไม่
ต่างกนั (P<0.05) แต่ท่ีความเขม้ขน้ 10% เวลาท่ี 6 ชัว่โมง พบว่าการเหลือรอดของเช้ืออยูท่ี่ 5.75 ± 0.67 
log CFU/ml ซ่ึงแตกต่าง (P<0.05) กบัสาร KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 0 และ 5% การเหลือรอดของเช้ืออยู่ท่ี 
5.20 ± 0.15 และ 5.62 ± 0.43 log CFU/ml โดยพบว่าท่ีเวลา 12 - 24 ชั่วโมงสามารถลดปริมาณเช้ือ B. 
cereus LT7 ลงไดไ้ม่แตกต่างกนั (P<0.05) โดยเช้ือจะลดลง 1 log CFU/ml  

เมื่อเปรียบเทียบผลความเขม้ขน้ของสาร KL-1Y ในแต่ละความเขม้ขน้กบัเวลาต่อการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 พบว่าท่ีช่วงเวลา 6 – 24 ชัว่โมง พบปริมาณเช้ือลดลง ทุกความ
เขม้ขน้ไม่แตกต่างทางสถิติ (P<0.05) โดยปริมาณเช้ือลดลงประมาณ 1 log CFU/ml และการลดลงของ
เช้ือในช่วง 13.66 – 22.97% ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง ความเขม้ขน้ 10% การลดลงของเช้ืออยู่ท่ี 18.76% การ
ลดลงของเช้ือแตกต่างทางสถิติ (P<0.05) โดยเช้ือมีแนวโนม้เจริญเพ่ิมข้ึน (ตารางท่ี 4.12) 

เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ดว้ยกรดซิตริก pH 4.0 ร่วมกบัการเติมสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 5 และ 10% พบว่าเวลาเพ่ิมข้ึนค่า pH มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเล็กนอ้ยใน 6 ชัว่โมงแรก จากนั้นค่า 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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pH จะลดลงและคงท่ีจนครบ 24 ชัว่โมง แต่ท่ีความเขม้ขน้ 10% ค่า pH มีแนวโนม้เพ่ิมข้ึนท่ีเวลา 6 – 18 
ชัว่โมง และลดลงท่ีเวลา 24 ชัว่โมง โดยท่ีเวลา 1 นาที ความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y  0% 
ค่า pH เท่ากับ 4.14 ± 0.10 ความเข้มข้น 5 และ 10% ค่า pH เท่ากับ 4.00 ± 0.01 และ 4.88 ± 0.07 
ตามล าดบั เมื่อครบเวลา 24 ชัว่โมง ค่า pH ความเขม้ขน้ 0% มีค่า 4.04 ± 0.05 ความเขม้ขน้ 5 และ 10% 
ค่า pH เท่ากบั 4.01 ± 0.01 และ 3.91 ± 0.05 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.14) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 5
1

 

ต า ร า ง ที่  4.11 ผ ล ก า ร ทดสอบส า ร แบค เ ท อ ริ โ อ ซิน  KL-1Y  ร่ ว ม กับ ก า ร ป รับ ค่ าค ว า ม เ ป็ นก รด -ด่ า ง  (pH) 4.0  ท่ี เ ว ล า ต่ า ง กัน ต่ อ ป ริ ม าณ 

เช้ือ B. cereus LT7 เร่ิมตน้ 3.06 log CFU/ml 

เวลา 
ความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 ที่เหลือรอด ( log CFU/ml) 

0% % การลดลงของเช้ือ 5% % การลดลงของเช้ือ 10% % การลดลงของเช้ือ 
1 นาท ี 3.06 ± 0.06aC - 3.27 ± 0.44aD - 3.29 ± 0.48aD - 

6 ช่ัวโมง 2.66 ± 0.11aC 13.07 2.59 ± 0.09aC 15.35 2.57 ± 0.29aC 16.01 
12 ช่ัวโมง 2.49 ± 0.52aC 18.62 2.40 ± 0.21aC 21.56 2.48 ± 0.33aC 18.94 
18 ช่ัวโมง 1.20 ± 0.07bA 60.78 1.00 ± 0.00aA 67.32 1.00 ± 0.00aA 67.32 
24 ช่ัวโมง 1.83 ± 0.41aB 40.19 1.78 ± 0.35aB 41.83 1.67 ± 0.37aB 45.42 

หมายเหตุ : การทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า; KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนัในแถวแนวนอนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05) โดยวิธี LSD 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05)  โดยวิธี LSD 
 - = ไม่มี % การลดลงของเช้ือ 

% การลดลงของเช้ือ =   [ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml) – ปริมาณเช้ือท่ีเหลือรอด (log CFU/ml)] × 100 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ต า ร า ง ที่  4.12 ผ ล ก า ร ทดสอบส า ร แบค เ ท อ ริ โ อ ซิน  KL-1Y  ร่ ว ม กับ ก า ร ป รับ ค่ าค ว า ม เ ป็ นก รด -ด่ า ง  (pH) 4.0  ท่ี เ ว ล า ต่ า ง กัน ต่ อ ป ริ ม าณ 

เช้ือ B. cereus LT7 เร่ิมตน้ 6.66 log CFU/ml 

เวลา 
ความเข้มข้นสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ต่อปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 ที่เหลือรอด ( log CFU/ml) 

0% % การลดลงของเช้ือ 5% % การลดลงของเช้ือ 10% % การลดลงของเช้ือ 
1 นาท ี 6.67 ± 0.30aB - 6.64 ± 0.39aB 0.45 6.56 ± 0.30aB 1.50 

6 ช่ัวโมง 5.20 ± 0.15aA 22.07 5.62 ± 0.43aA 15.61 5.75 ± 0.67aAB 13.66 
12 ช่ัวโมง 5.13 ± 0.14aA 22.97 5.56 ± 0.51aA 16.66 5.35 ± 0.60aA 19.81 
18 ช่ัวโมง 5.20 ± 0.32aA 21.92 5.33 ± 0.41aA 19.96 5.32 ± 0.61aA 20.12 
24 ช่ัวโมง 5.34 ± 0.55aA 19.96 5.34 ± 0.73aA 19.81 5.41 ± 0.80aAB 18.76 

หมายเหตุ : การทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า; KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนัในแถวแนวนอนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05) โดยวิธี LSD 
 ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ (P<0.05)  โดยวิธี LSD 
 - = ไม่มี % การลดลงของเช้ือ 

% การลดลงของเช้ือ =   [ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml) – ปริมาณเช้ือท่ีเหลือรอด (log CFU/ml)] × 100 
ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ (log CFU/ml)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.13 การเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือปรับกรดซิตริก pH 4.0 ร่วมกบัการเติมสาร 

แบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีระยะเวลาการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ปริมาณเช้ือ

เร่ิมตน้ 3.06 log CFU/ml 

เวลา 

pH 
ความเข้มข้นของสาร KL-1Y ปรับ pH 4.0 

0% 5% 10% 
1 นาท ี 4.94 ± 0.01 4.77 ± 0.01 4.65 ± 0.01 

6 ช่ัวโมง 4.09 ± 0.01 4.43 ± 0.01 3.96 ± 0.01 
12 ช่ัวโมง 4.12 ± 0.02 4.03 ± 0.04 3.94 ± 0.02 
18 ช่ัวโมง 4.07 ± 0.01 4.02 ± 0.01 3.95 ± 0.01 
24 ช่ัวโมง 4.06 ± 0.05 3.99 ± 0.00 3.93 ± 0.01 

หมายเหตุ :  KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 

ตารางที่ 4.14 การเปล่ียนแปลงค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือปรับกรดซิตริก pH 4.0 ร่วมกบัการเติมสาร 

แบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีระยะเวลาการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 6.66 log CFU/ml 

เวลา 
pH 

ความเข้มข้นของสาร KL-1Y ปรับ pH 4.0 
0% 5% 10% 

1 นาท ี 4.14 ± 0.10 4.00 ± 0.01 3.88 ± 0.07 
6 ช่ัวโมง 4.16 ± 0.09 4.01 ± 0.03 3.90 ± 0.06 
12 ช่ัวโมง 4.06 ± 0.01 4.01 ± 0.01 3.96 ± 0.01 
18 ช่ัวโมง 4.07 ± 0.01 4.01 ± 0.01 3.96 ± 0.01 
24 ช่ัวโมง 4.04 ± 0.05 4.01 ± 0.01 3.91 ± 0.05 

หมายเหตุ :  KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
 

จากผลความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. 
plantarum KL-1 ในการก าจัดเซลล์ของเช้ือ B. cereus LT7 ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมต้นท่ี 3 และ 6 log 
CFU/ml การใชส้ารแบคเทอริโอซินเพียงอย่างเดียวทุกความเขม้ขน้ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ B. cereus ได ้แต่เช้ือมีการเจริญเพ่ิมข้ึนท าใหค่้า pH ลดลงเน่ืองจากเช้ือจุลินทรียมี์การใชก้ลูโคส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



54 
 

ในอาหารเกิดกระบวนการ glucose metabolism มีผลท าใหเ้กิดกรดอะซิติกและกรดไพรูวิก (Haavik, 
1974) และจากผลการระบุสายพนัธุ์เช้ือ B. cereus ข้อ 4.1 พบว่าเช้ือ B. cereus LT7 สามารถย่อย
สลายน ้ าตาลกลูโคสไดส่้งผลใหค่้า pH ลดลงผลของความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน
ในสภาวะมีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ความเขม้ขน้ 0, 5 และ 10% พบว่าท่ีปริมาณเช้ือ
เร่ิมตน้ 3.06 log CFU/ml เวลาผา่นไป 18 ชัว่โมง สามารถยบัย ั้งเซลลข์องเช้ือ B. cereus ไดทุ้กความ
เขม้ขน้ พบปริมาณเช้ือลดลงประมาณ 2 log CFU/ml พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 5 และ 10% การลดลง
ของเช้ืออยูท่ี่ 67.32%  และท่ีเช้ือเร่ิมตน้ 6 log CFU/ml  ปริมาณเช้ือลดลง 1 log CFU/ml  ตั้งแต่เวลาท่ี 
6 ชัว่โมง จนถึง 24 ชัว่โมงทุกความเขม้ขน้ซ่ึงพบการลดลงของเช้ืออยูท่ี่ 13.07 และ 45.42% แสดงว่า
การปรับค่า pH ใหเ้หมาะสมกบัการท างานของสารแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 
B. cereus และสารแบคเทอริโอซินสามารถท าลายเช้ือ B. cereus LT7 ได้โดยกลไกการยบัย ั้ง
จุลินทรียเ์กิดจากการท าให้เกิดรูท่ีฟอสโฟไลปิดในเซลล์เมมเบรนของเช้ือเป้าหมาย ท าให้เซลล์
สูญเสียความสมดุลและพลงังานภายในเซลล ์ท าใหเ้ซลลบ์าดเจ็บและตาย ซ่ึงคุณสมบติัของสารแบ
คเทอริโอซินส่วนใหญ่คือทนกรดและความร้อนสูงไดดี้ (อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550)  

สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 (Rumjuankiat et 
al., 2015) เป็นแบคเทอริโอซินท่ีอยู่ใน class II มีคุณสมบติัทนความร้อนสูง (Ahmad et al., 2017)  
การทดลองของ Rumjuankiat et al. (2015) ไดศึ้กษาการท าใหบ้ริสุทธ์ิและการก าหนดคุณสมบติัของ 
สารแบคเทอริโอซิน ท่ีมีช่ือว่า plantaricin KL-1Y ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 พบว่าแบคเทอ
ริโอซิน มีความสามารถในการยบัย ั้ง B. cereus JCM 2125T ได ้และไดศ้ึกษาผลของ pH กบัอุณหภูมิ
ท่ี 80, 100 และ 121 องศาเซลเซียส ต่อกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก์ลุ่มแกรมบวกและแกรมลบ 
ของสาร KL-1Y ท่ี pH 4.0 พบว่าสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ยงัมีกิจกรรมอยู่ 100% และสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียท่ี์ทดสอบหลงัผ่านการใหค้วามร้อนตามอุณหภูมิและเวลาท่ีก  าหนด 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจัยของ Rossland et al.  (2003) ท่ีศึกษาการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus โดยใช้สาย
พนัธุ์ของเช้ือ Lactobacillus และเช้ือ Lactococcus ในนม พบว่าการเติมเช้ือกลุ่ม Lactobacillus และ
เช้ือ Lactococcus สามารถท่ีจะลดจ านวนเช้ือ B. cereus ได ้2-3 log CFU/ml ในเวลา 24 – 48 ชัว่โมง 
และมีการใชเ้ช้ือ Lb. plantarum 2741 ในการทดสอบการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus โดยปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 
2.22 log CFU/ml พบว่าท่ีเวลา 48 ชัว่โมง สามารถลดเช้ือ B. cereus ได ้<1 log CFU/ml ท่ีค่า pH 4.2 
และ Xinran et al. (2018) ไดศ้ึกษาการท างานของ plantaricin JY22 ท่ีผลิตโดย Lb. plantarum JY22 
แยกไดจ้ากล าไส้ปลาคาร์พสีทองต่อเช้ือ B. cereus พบว่าสารแบคเทอริโอซิน plantaricin JY22 ท า
ให้เซลลแ์ละสปอร์ของเช้ือ B. cereus เกิดการบาดเจ็บ และยบัย ั้งเช้ือได ้และมีคุณสมบติัในการทน
ความร้อนสูง และมีกิจกรรมในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียใ์นช่วง pH 2.5 – 5.5  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน 
plantaricin KL-1Y ท่ีไดจ้ากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 ต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 
พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 10% ท่ีเวลา 18 - 24 ชัว่โมง เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมและสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ B. cereus LT7 ไดดี้ท่ีสุดจึงเลือกสภาวะน้ีมาท าการศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซิน KL-

1Y ต่อการลดจ านวนเช้ือจุลินทรียใ์นเมด็บวัตม้เป็นขั้นถดัไป 

4.4 การศึกษาผลของความเข้มข้นและระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ในการ

ลดจ านวนเช้ือจุลินทรีย์ทั้งหมด ในเม็ดบัวต้ม 

  จากผลการศึกษาความเขม้ขน้ของสารแบคเทอริโอซินและเวลาท่ีใชใ้นการก าจดั
เซลลข์องเช้ือ B. cereus พบว่าสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 10% เวลาช่วง 18 - 24 
ชัว่โมง สามารถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT7 ได ้จึงท าการทดสอบกบัเม็ดบวัตม้โดยน ามาแช่สารแบ
คเทอริโอซิน KL-1Y ร่วมกบัการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 แลว้น าไปแช่เยน็อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 22 ชัว่โมง 
  ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดในเม็ดบวัตม้เร่ิมตน้มีค่า 6.31 
log CFU/g จากนั้นแช่เมด็บวัในสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% เป็นเวลา 22 ชัว่โมง 
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1  องศาเซลเซียส น าเมด็บวัมาตรวจหาปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดมีค่า 4.49 log 
CFU/g หลงัจากนั้นน าเมด็บวัท่ีผา่นการแช่สารแบคเทอริโอซินไปน่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ไม่พบการเหลือรอดของเช้ือจุลินทรีย ์และเม่ือน าน ้ าแช่เม็ดบวัไปวดัค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ก่อนการจดัเก็บมีค่า pH เร่ิมตน้ 4.6 และเม่ือจดัเก็บครบเวลา น าน ้ าท่ีแช่เมด็บวัมาวดั
ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) มีค่าเพ่ิมข้ึนเป็น 5.55 (ตารางท่ี 4.15)  
 

ตารางที่ 4.15 ปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดของเมด็บวัตม้ก่อนและหลงัการแช่สารแบคเทอริโอซิน  

KL-1Y ท่ีความเขม้ขน้ 10% เวลา 22 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1  องศาเซลเซียส 

สภาวะในการทดลอง ปริมาณเช้ือจุลนิทรีย์ทั้งหมด (log CFU/g) 

เมด็บัวเร่ิมต้น 6.31 ± 0.03 
เมด็บัวหลงัแช่สารแบคเทอริโอซิน 4.49 ± 0.10 

เมด็บัวหลงัการนึง่ ND 
น า้แช่เมด็บัว 6.82 ± 0.48 

หมายเหตุ : ND = ตรวจไม่พบ (Not Detect)ที่ระดบัเจือจาง <10; ท าการทดลองค่าเฉลี่ย 3 ซ ้ า 

ท าการตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของเมด็บวัตม้ หลงัผา่นการแช่สารแบคเทอ
ริโอซินความเขม้ขน้ 10% เวลา 22 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส พบว่าเมด็บวัยงัมีลกัษณะเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทางกายภาพเหมือนตอนก่อนแช่ คือยงัมีลกัษณะเป็นเม็ดสมบูรณ์ มีความเป็นแป้งท่ีเน้ือเม็ดบวัไม่
พบว่ามีกล่ินเหม็นเปร้ียวหรือกล่ินไม่พึงประสงค์อ่ืนเกิดข้ึน เม่ือน าเม็ดบวัไปผ่านการน่ึง ลกัษณะ
เมด็บวัหลงัการน่ึงยงัคงปกติ (ภาพท่ี 4.2) 

จากศึกษาผลความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ 
Lb. plantarum KL-1 ท่ีความเขม้ขน้ 10% เวลา 22 ชัว่โมง เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส ตรวจ
พบเช้ือท่ีเหลือรอด 4.49 ± 0.10 log CFU/ml มีผลท าให้เช้ือลดลง 1.82 log CFU/ml ซ่ึงเช้ือท่ีลดลง
เน่ืองมาจากสารแบคเทอริโอซินและการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 รวมถึงการแช่เยน็ 

การจดัเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส เพ่ือชะลอการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์
และยงัช่วยรักษาสภาพของเมด็บวัใหม้ีคุณภาพตามท่ีก  าหนดไว ้ จากนั้นน าเมด็บวัจากการแช่สารแบ
คเทอริโอซินไปท าการน่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที ตรวจปริมาณเช้ือจุลินทรีย์
ทั้งหมดไม่พบการเหลือรอดของเช้ือจุลินทรียห์ลงัผา่นการน่ึง ซ่ึงความร้อนและเวลาท่ีใชส้ามารถฆ่า
เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด 
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ภาพที่ 4.2 ลกัษณะของเมด็บวัเร่ิมตน้ (ก), ลกัษณะของเมด็บวัหลงัการแช่สารแบคเทอริโอซิน (ข)  
และเมด็บวัหลงัการน่ึง (ค) 
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จากการศึกษาผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y 
ความเขม้ขน้ 10% (ในเม็ดบวัตม้ 25 กรัม) ต่อการลดจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดโดยปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 สามารถลดปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดในวตัถุดิบเมด็บวัตม้ได ้  สอดคลอ้ง
กับ Yasmina และคณะ (2002) รายงานว่าการใช้สารไนซินร่วมกับกรดแลคติกสามารถลดการ

ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียจ์  าพวกตอ้งการอากาศในการเจริญเติบโต total coliforms ในเน้ือโคสดได้
ดีกว่าการใชส้ารไนซิน หรือกรดแลคติกเพียงอยา่งเดียว และ Mustapha และคณะ (2002) การใชส้าร
ผสมระหว่างสารไนซินร่วมกบักรดนั้นสามารถลดเช้ือ E. coli ท่ีปนเป้ือนในเน้ือโคเหลือ 2-3 log 
CFU/cm2 โดยใชเ้ช้ือเร่ิมตน้ 7 log CFU/cm2 เก็บรักษาเน้ือโคท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

การแช่สารแบคเทอริโอซินในเมด็บวัตม้สามารถลดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์
ทั้งหมดไดจ้ากปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 6 log CFU/ml ระยะเวลาท่ีใชต้ั้งแต่ 18 ชัว่โมงข้ึนไป สามารถลด
ปริมาณเช้ือลงมาได้ 2 log CFU/ml โดยเมื่อเปรียบเทียบกับเกณฑ์มาตรฐานการรับวตัถุดิบของ
โรงงาน และเกณฑม์าตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสมัผสัอาหาร ฉบบัท่ี 3 
(พ.ศ. 2560) พบว่าอยูใ่นเกณฑท่ี์ก าหนดและคุณภาพของเมด็บวัไม่มีการเปล่ียนแปลงยงัคงลกัษณะ

ตามเกณฑ์ท่ีก  าหนดไว ้คือมีความเป็นเน้ือแป้งไม่แหง้หรือความเป็นแป้งลดลง และไม่มีกล่ินท่ีไม่
เป็นลกัษณะท่ีตอ้งการ เช่น กล่ินเหม็นเปร้ียว ดงันั้นเม็ดบวัตม้ท่ีผ่านการแช่สารแบคเทอริโอซิน
สามารถน าไปใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ไส้เม็ดบวักวน หรือผลิตภณัฑ์
อ่ืนได ้ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
จากการศึกษาการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์ในเม็ดบวัตม้และไส้เม็ดบวักวนของโรงงาน

อาหารแห่งหน่ึง เปรียบเทียบกบัเกณฑม์าตรฐานวตัถุดิบของโรงงาน พบว่าปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 

Coliforms, E. coli และ Bacillus spp.   มี ค่ า เ กิน เกณฑ์มาตรฐาน 83.3, 46.7, 26.7  และ 80.0% 
ตามล าดบั ไสเ้มด็บวักวนตรวจพบปริมาณเช้ือ Bacillus spp. เกินเกณฑม์าตรฐานคิดเป็น 42.9% และ
ผลตรวจยืนยนัเช้ือ B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากเมด็บวัตม้ดว้ยการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี ระบุสาย
พนัธุเ์ช้ือท่ีแยกได ้คือ B. cereus LT5, LT6 และ LT7  

ผลการศึกษาสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเซลล์ของเช้ือ B. cereus ด้วยวิธี agar well 
diffusion โดยท าการเปรียบเทียบกิจกรรมการยบัย ั้งของสารแบคเทอริโอซิน D4 และ KL-1Y กบัเช้ือ 
B. cereus LT5, LT6, LT7 และ B. cereus AIKL1062 พบว่าสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ไดทุ้กสายพนัธุ์และสารแบคเทอริโอซิน D4 พบว่าไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ B. cereus ได ้สาร KL-1Y ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus AIKL1062 ไดน้อ้ยท่ีสุด มีบริเวณยบัย ั้งขนาด 

0.70 ± 0.38 มิลลิเมตร รองลงมาคือ B. cereus LT7 พบบริเวณยบัย ั้งขนาด 1.08 ± 0.12 มิลลิเมตร 
มากกว่าการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT5 และ LT6 พบบริเวณยบัย ั้งขนาด 1.92 ± 0.27 และ 1.52 ± 0.20  
มิลลิเมตร ดังนั้ นเช้ือ B. cereus LT7 มีความต้านทานสารแบคเทอริโอซินมากท่ีสุด และสาร 
แบคเทอริโอซินมีกิจกรรมในการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ได้ดีท่ีสุดคือสาร KL-1Y ท่ีผลิตจากเช้ือ  
Lb. plantarum KL-1  

ผลของความเขม้ขน้และเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ B. cereus LT7 ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.64 log CFU/ml พบว่าสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ท่ีความ
เขม้ขน้ 0, 5 และ10% ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ไดทุ้กช่วงเวลา แต่ท่ีความ
เขม้ขน้ 10% สามารถช่วยชะลอการเจริญของเช้ือ B. cereus LT7 ไดใ้นช่วงเวลา 6 – 12 ชัว่โมงแรก 

แต่เมื่อใชส้าร KL-1Y ท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 พบว่าปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 3.06 log 
CFU/ml ความเขม้ขน้ 10% ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง สามารถลดปริมาณเช้ือ B. cereus LT7 พบเช้ือเหลือ
รอด 1.00 ± 0.00 log CFU/ml ลดปริมาณเช้ือลง 2.29 log CFU/ml  (การลดลงของเช้ือ 67.32%) และ
ท่ีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 6.24 log CFU/ml พบว่าการใชส้ารแบคเทอริโอซินท่ีไม่ปรับค่าความเป็นกรด-
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ด่าง (pH) ไม่สามารถลดปริมาณเช้ือลงได ้แต่เมื่อใชส้ารแบคเทอริโอซินและท าการปรับค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0  พบว่าความเขม้ขน้ 10% สามารถลดปริมาณเช้ือจากปริมาณเช้ือเร่ิมต้นท่ี 
6.66 log CFU/ml ท่ีเวลา 18 ชั่วโมง พบเช้ือเหลือรอด 5.32 ± 0.61 log CFU/ml สามารถลดเช้ือ B. 
cereus LT7 ลงได ้1.24 log CFU/ml (การลดลงของเช้ือ 20.12%)  

การศึกษาผลของความเขม้ขน้และระยะเวลาของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ในการก าจดั
เซลล์ของเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดในเม็ดบัวต้มด้วยการแช่สารแบคเทอริโอซินความเข้มขน้ 10% 
ร่วมกบัการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 22 
ชัว่โมง ตรวจพบปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดในเมด็บวัตม้เร่ิมตน้ 6.31 ± 0.03 log CFU/g หลงัจากน า

เมด็บวัตม้ไปแช่สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% จนครบเวลาน าเมด็บวัตม้มาตรวจหา
ปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดพบปริมาณ 4.49 ± 0.10 log CFU/g สามารถลดเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดลง
ได ้1.82 log CFU/g หลงัจากนั้นน าเม็ดบวัท่ีผ่านการแช่สารแบคเทอริโอซินไปน่ึงท่ีอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ตรวจไม่พบการเหลือรอดของเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงการแช่เม็ดบวัตม้
ดว้ยสารแบคเทอริโอซินความเขม้ขน้ 10% ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 22 ชัว่โมง 

สามารถลดปริมาณเช้ือจุลินทรีย์ท่ี ติดมากับวัตถุดิบเม็ดบัวต้มได้บางส่วนก่อนน าไปผ่าน
กระบวนการแปรรูปไปเป็นไสเ้มด็บวักวนต่อไป  

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 ผูผ้ลิตเม็ดบวัตม้ สถานท่ีผลิตเม็ดบวัตม้นั้นมีส่วนท าให้เกิดการปนเป้ือนเช้ือได้ทุก
ขั้นตอนการผลิต จากการตรวจสอบโรงงานผูผ้ลิตควรมีการปรับปรุงสถานท่ีผลิตให้สอดคลอ้งตาม
หลกัเกณฑ์วิธีการท่ีดีในการผลิตอาหาร Good Manufacturing Practice (GMP) คือ บริเวณสถานท่ี
การผลิตตอ้งแบ่งส่วนการเตรียมวตัถุดิบ การฆ่าเช้ือ การบรรจุใหช้ดัเจน เช่น  

ขั้นตอนการแช่เมด็บวัอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการแช่คือโอ่งพลาสติกท่ีบริเวณปากจะมีมุม
พบัเขา้ดา้นใน เกิดเป็นบริเวณท่ีการท าความสะอาดเขา้ไม่ถึงและเกิดการสะสมของส่ิงสกปรกและ
เช้ือจุลินทรียไ์ด ้การแกไ้ขเปล่ียนอุปกรณ์ในการแช่โดยใชถ้งัพลาสติกท่ีไม่มีการพบัปากถงัเขา้ด้าน
ในหรือใชถ้งัสเตนเลสในการแช่เมด็บวัแทนอุปกรณ์เดิม เพ่ือการท าความสะอาดจะไดท้ัว่ถึงและลด
การสะสมของส่ิงสกปรกและเช้ือจุลินทรียท่ี์เกิดจากการท าความสะอาดไม่ทัว่ถึง  

ขั้นตอนการลอกเปลือกและผา่ซีกเมด็บวัจะมีการใชเ้คร่ืองลอกเปลือก ส าหรับลอก
เปลือกเม็ดบัวท่ีผ่านการต้ม จากการตรวจสอบพบว่าบริเวณกระบะรับเม็ดบวัท่ีผ่านเคร่ืองลอก
เปลือกจะมีลกัษณะเป็นกระบะ 4 เหล่ียม และเกิดการสะสมส่ิงสกปรกจากการท าความสะอาดท่ีไม่
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ทัว่ถึงบริเวณมุมทั้ง 4  ดงันั้นควรเปล่ียนลกัษณะของกระบะรับเม็ดบวัใหม่ไม่ให้มีมุมเพื่อลดการ
สะสมของส่ิงสกปรกท่ีเกิดจากการท าความสะอาดไม่ทัว่ถึง  

ขั้นตอนการลา้งเมด็บวัหลงัการลอกเปลือกควรจะใชอ่้างส าหรับการลา้งท่ีมีการยก
สูงจากพ้ืนไม่นอ้ยกว่า 30 เซนติเมตร เพ่ือป้องกนัการปนเป้ือนขา้มเขา้มาในวตัถุดิบ สะดวกต่อการ
ปฏิบติังานและการท าความสะอาด 

ขั้นตอนการตม้ฆ่าเช้ือ ตอ้งมีพ้ืนท่ีแยกออกมาจากบริเวณเตรียมวตัถุดิบและมีการ
ก าหนดทางเข้าออกของวตัถุดิบท่ีชัดเจน เพ่ือป้องกันการปนเป้ือนข้ามของเช้ือจุลินทรีย ์หรือ
อนัตรายประเภทอ่ืนปนเขา้มาในวตัถุดิบ 

ขั้นตอนการลดอุณหภูมิของวตัถุดิบต้องแยกพ้ืนท่ีให้ชดัเจนและจดัทางเขา้ออก
ไม่ให้มีการสวนทางกันระหว่างวตัถุดิบท่ียงัไม่ผ่านการฆ่าเช้ือกับวตัถุดิบท่ีฆ่าเช้ือมาแลว้ เพ่ือ
ป้องกนัการปนเป้ือนขา้ม  

ขั้นตอนการบรรจุหอ้งบรรจุตอ้งมีการแยกพ้ืนท่ีชดัเจน และมีบริเวณการเปล่ียนชุด
ของพนักงานก่อนเขา้ในห้องบรรจุเพ่ือป้องกนัการปนเป้ือนขา้มของเช้ือจุลินทรียแ์ละอนัตราย
ประเภทอ่ืนๆ เขา้ไปในวตัถุดิบได ้ 

ขั้นตอนการขนส่งในกระบวนการขนส่งเม็ดบวัตม้ของเดิมใชก้ารขนส่งด้วยรถ
กระบะธรรมดาไม่ไดมี้การควบคุมอุณหภูมิ ดงันั้นตอ้งมีการควบคุมอุณหภูมิในการขนส่งใหอ้ยูท่ี่  
0 – 4 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกนัการเจริญของเช้ือจุลินทรียข์ณะท่ีขนส่งและเป็นการคงลกัษณะของ
วตัถุดิบใหไ้ดคุ้ณภาพตามท่ีลูกคา้ก  าหนด 

5.2.2 โรงงานแปรรูปอาหารท่ีน าเม็ดบวัตม้ไปใชเ้ป็นวตัถุดิบส าหรับกระบวนการแปรรูป 
ก่อนการรับวตัถุดิบ ควรมีเกณฑก์ารตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพของวตัถุดิบ เช่น การสุ่มตรวจ
ลกัษณะเม็ดบัวมีปริมาณแป้งมากน้อยเพียงใด ลกัษณะกล่ินของเม็ดบัวมีกล่ินท่ีไม่พึงประสงค์
หรือไม่ เช่น กล่ินเปร้ียว อุณหภูมิของวตัถุดิบมีอุณหภูมิท่ีสูงเกินมาตรฐานท่ีก  าหนดหรือไม่ เพราะ
อุณหภูมิท่ีสูงข้ึนมีโอกาสท่ีเช้ือจะเจริญเพ่ิมมากข้ึน และเกณฑ์การสุ่มตรวจมาตรฐานทาง
เช้ือจุลินทรียจ์ะต้องมีความถ่ีในการสุ่มตามแผนการชกัตวัอย่างระบุขีดจ ากัดคุณภาพท่ียอมรับ 
(AQL) หรือตามความเหมาะสมของการปฏิบัติงาน และต้องมีแผนรองรับในกรณีท่ีสินค้าหรือ
วตัถุดิบไม่ไดต้ามมาตรฐาน (Nonconformity product, NC) ตอ้งมีการด าเนินการอย่างไรกบัสินคา้
เพือ่ป้องกนัอนัตราย  และเม่ือรับวตัถุดิบมาแลว้ควรมีพ้ืนท่ีการจดัเก็บท่ีสามารถควบคุมอุณหภูมิให้
อยูท่ี่ 0 - 4 องศาเซลเซียส เพ่ือชะลอการเจริญของเช้ือจุลินทรียแ์ละคงไวซ่ึ้งลกัษณะของวตัถุดิบ และ
ขั้นตอนการน าเม็ดบวัไปใชง้าน จุดท่ีตอ้งควบคุมคือเวลาการน่ึงเม็ดบวัตม้กบัอุณหภูมิตอ้งไม่นอ้ย
กว่า 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ความร้อนฆ่าเช้ือจุลิทรียท่ี์มีในเม็ดบวัให้หมด 
และถา้มีการใชส้ารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% ร่วมกบัการปรับค่าความเป็นกรด-
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ด่าง (pH) 4.0 จุดท่ีต้องควบคุมคือ ปริมาณสารแบคเทอริโอซินท่ีเติมลงไปต้องค านวณให้พอดี 
เพราะจะไม่ไดค้วามเขม้ขน้ตามท่ีก  าหนด รวมถึงปริมาณกรดซิตริกท่ีเติมลงไปตอ้งไดค่้า pH ตามท่ี
ก  าหนด เพื่อให้เกิดสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการท างานของสารแบคเทอริโอซิน และอุณหภูมิในการ
จดัเก็บท่ี 0 – 4 องศาเซลเซียส เพื่อป้องกนัการเน่าเสียของเม็ดบวัตม้ขณะแช่ หลงัการแช่ตอ้งมีการ
กรองน ้ าออกอุปกรณ์ในการกรองและภาชนะท่ีจะใส่เมด็บวัตม้ตอ้งมีการฆ่าเช้ือมาก่อนเพ่ือป้องกนั
การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียเ์ขา้ไปในเม็ดบวัตม้ในส่วนขั้นตอนการน่ึงตอ้งควบคุมเวลาและอุณหภูมิ
ไม่นอ้ยกว่า 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เพื่อใหค้วามร้อนฆ่าเช้ือจุลิทรียท่ี์มีในเมด็บวัให้
หมด 

5.2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคเทอริโอซิน KL-1Y จากงานวิจยัน้ีเป็นการใช้
สารแบคเทอริโอซินไม่บริสุทธ์ิ(Crude Bacteriocin Supernatance, CBS) พบว่าสาร KL-1Y สามารถ
ยบัย ั้งเช้ือ B. cereus LT7 และลดปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดในเมด็บวัตม้หลงัการแช่สารแบคเทอริโอ
ซิน KL-1Y ท่ีปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ได้ระดับหน่ึงแต่ควรมีการท าให้สารมีความ
บริสุทธ์ิเพ่ิมข้ึน หรือท าใหอ้ยู่ในรูปของแหง้ (spray dry) เพ่ือเพ่ิมกิจกรรมในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์
และสะดวกต่อการจัดเก็บและการใช้งาน อาจจะมีการประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินกับ
กระบวนการต่างๆก่อนการแปรรูปผลิตภณัฑ ์ เช่นการเติมสารแบคเทอริโอซินลงไปในขั้นตอนการ
กวน เพื่อลดความเส่ียงในดา้นความปลอดภยัของอาหารและสุขภาพของผูบ้ริโภคได้ และควรเพ่ิม
การทดสอบการยอมรับทางดา้นประสาทสมัผสัของผูบ้ริโภค ดา้นกล่ินและรสชาติ ของเมด็บวัตม้ท่ี
ผ่านการแช่สารแบคเทอริโอซินร่วมกบัการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 4.0 ทั้งวตัถุดิบและไส้
เม็ดบวักวน เพ่ือตรวจสอบว่าผูบ้ริโภคสามารถยอมรับกล่ินและรสชาติของวตัถุดิบและสินคา้หลงั
การแปรรูป 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

 
ก.1 อาหารเลีย้งเช้ือ Trypicase (Tryptic) Soy Agar (TSA) (Difco,USA) 
 Trypticase peptone (Tryptone)  15  g            
 Phytone peptone (Soytone)  5.0 g   
 NaCl  5.0 g            
 Agar               15  g 
 น ้ ากลัน่  1000 ml  
 Final pH              7.3 + 0.2 
 ผสมองคป์ระกอบทั้งหมดแลว้ตม้จนวุน้ละลายปรับพีเอชถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ในหลอด
ท่ีมีจุกส าลีหรือัาปิดเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.2 อาหารเลีย้งเช้ือ Trypticase (Tryptic) Soy Broth (Bacto,USA) 
 Trypticase peptone              17.0 g                       
 Phytone peptone           3.0  g  
 NaCl                                       5.0  g    
 K2HPO4   2.5 g 
 Glucose                               2.5 g 
 น ้ ากลัน่   1000  ml 
 Final pH    7.3 + 0.2 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดถ่ายอาหารปริมาตร 225 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกห์รือขวดท่ีมีจุก
ส าลีหรือัาปิดเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูม ิ121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.3 อาหารเลีย้งเช้ือ Standard plate count agar (APHA) (Oxoid, England) 
 Pancreatic digest of casein 5.0 g 
 Yeast extract 2.5 g 
 Glucose 1.0 g 
 Agar 15.0 g 
 Final pH 7.0 + 0.2 
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 ชั่งน ้ าหนัก PCA 23.5 + 0.1 กรัม ละลายส่วนผสมในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
น าไปใหค้วามร้อนบน hot plate จนกระทัง่ส่วนผสมละลายเขา้กนั ถ่ายใส่ขวดท่ีมีัาปิด แลว้น าเขา้
ฆ่าเช้ือ ในautoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที pH 7.0 + 0.2 หลงัการฆ่าเช้ือ 
 
ก.4 อาหารเลีย้งเช้ือ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) Agar (Difco, U.S.A) 
 Beef extract    1 g  
 Mannitol    10 g  
 Phenol red       0.025 g  
 น ้ ากลัน่       900 ml               
 Peptone       10 g 
 NaCl     10 g 
 Agar       15 g 
 Final pH:     7.2 ± 0.2 
 ผสมองค์ประกอบทั้งหมดแลว้ต้มจนวุน้ละลาย ปรับพีเอช เทสารละลายท่ีได้ลงใน 
ฟลาส์ก 500 มิลลิลิตร ให้ได ้ฟลาส์กละ 225 มิลลิลิตร ปิดจุกแลว้เขา้ฆ่าเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 ก.4.1 เตรียมสารละลาย  Polymyxin B solution 
  ละลายผง Polymyxin B sulfate 1 MU (sigma P1004) ลงในน ้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองปลอดเช้ือ 0.2 ไมโครเมตร เก็บในขวดปลอดเช้ือท่ีปิดสนิท เก็บในตูเ้ยน็ 4 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะน ามาใช ้
 ก.4.2 Egg yolk emulsion, 50 % 
  ลา้งไข่ไก่ให้สะอาด แช่ไข่ไก่ไวใ้น 70 % ethanol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตอกไข่ไก่
แลว้ท าการแยกไข่ขาวโดยเทคนิคปลอดเช้ือ แยกไข่แดงใส่ลงในขวดปราศจากเช้ือท่ีมีขีดบอก
ปริมาตร ผสมไข่แดงและน ้ าเกลือ 0.85% (Normal saline) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว โดยผสมใน
อตัราส่วน 1: 1 ปิดัาเก็บในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 
 ก.4.3 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
  แบ่งอาหาร MYP agar มา 225 มิลลิลิตร (อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส) เติม 
polymyxin B ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 50 % Egg yolk emulsion ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เทใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ จะไดอ้าหาร MYP agar ท่ีมี polymyxin B 
100,000 IU/L 
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ก.5 น า้ยาเจือจาง Buttlefild’s PhosPhate Buffered (BAM R11, 2001) 
  ก.5.1 การเตรียมสารละลายสตอ็ก 
  ละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  (KH2PO4) 34 กรัมในน ้ ากลั่น 500 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้ได ้7.2 ดว้ย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 นอร์มลั และปรับปริมาตร 
เป็น 1 ลิตร แลว้น าเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บใน
ตูเ้ยน็ 
 ก.5.2  การเตรียม Dilution blank 
  ตวงสารละลายสต็อก 1.25 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ตวง
ใส่ขวดปริมาตร 450 มิลลิลิตร (ส าหรับเจือจางตวัอย่าง 50 กรัม) หรือ ตวงใส่ขวดปริมาตร 225 
มิลลิลิตร(ส าหรับเจือจางตวัอย่าง 25 กรัม) และดูด 9 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองขนาด 16 x 150 
มิลลิเมตร น าเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.6 สารละลายเปปโตน 0.1% 
 Peptone    1.0 g  
 น ้ ากลัน่    1,000 ml  
  ชัง่เปปโตน 1.0 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ละลายใหส้ารเขา้กนัตวงใส่
ขวดปริมาตร 225 มิลลิลิตร(ส าหรับเจือจางตวัอยา่ง 25 กรัม) หรือตวงใส่ขวดปริมาตร 90 มิลลิลิตร
(ส าหรับเจือจางตวัอย่าง 10 กรัม)  และดูด 9 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร 
น าเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.7 1M Citric Acid (Univar, Australia) 
 Citric acid    9.61 g  
 DI Water    100 ml  
 Total volume       100 ml  
  ชัง่กรดซิตริก 9.61 กรัมละลายในน ้ ากลัน่ปราศจากไออน 100 มิลลิลิตร ละลายให้
สารเขา้กนัและปรับปริมาตร เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในตูเ้ยน็ 
 
ก.8 Nisin 5% 
 Nisin powder    5.0 g  
 DI Water    100 ml  
 Total volume       100 ml 
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  ชัง่สารไนซินผง 5.0 กรัมละลายในน ้ ากลัน่ปราศจากไออน 100 มิลลิลิตร ละลาย
ใหส้ารเขา้กนัและปรับปริมาตร เป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในตูเ้ยน็ 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์ทางเคมี 

ข.1 การวเิคราะห์ความเป็นกรดด่าง (pH) ตามวธิีการของ (AOAC, 2000) 
  เมื่อไดต้วัอย่างเม็ดบวัและไส้บวักวนแลว้ ชัง่ตวัอย่างละ 5 กรัม ท าซ ้ าตวัอย่างละ  

3 ค ร้ั ง  ใ ส่ ใน บีก เกอ ร์ขนาด  250 มิ ล ลิ ลิตร  เ ติมน ้ าปราศจากไอออน(DI) ต้มไ ล่ก๊ า ซ

คาร์บอนไดออกไซด ์จ  านวน 20 มิลลิลิตร โดยใชแ้ท่งแกว้ผสมตวัอยา่งให้เขา้กนั วดัความเป็นกรด

ด่าง (pH) โดยใชเ้คร่ืองวดัพีเอช  (pH meter) โดยท าซ ้าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง ซ ้า และบนัทึกผล 
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ภาคผนวก ค 

ตารางแสดงการเตมิปริมาณสารแบคเทอริโอซิน 

ตารางที่ ค.1 ปริมาณสารท่ีเติมส าหรับการเตรียมสารแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ต่างกนั  

ชนิดสารที่เติม 
ความเข้มข้นของสารแบคเทอริโอซิน (ml) 

0% 5% 10% 0% 5% 10% 

TSB 9 9 9 - - - 

TSB pH 4.0 - - - 9 9 9 

Starter B. cereus 1 1 1 1 1 1 

KL-1Y - 0.5 1 - 0.5 1 

KL-1Y = สารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lb. plantarum KL-1 
- = ไม่มีการเติม 
 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.1 เมด็บวัหลงัตม้จากร้านคา้แห่งหน่ึง 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.2 ไสบ้วักวนจากร้านคา้แห่งหน่ึง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ ค.3 ลกัษณะโคโลนีเช้ือ B. cereus ท่ีเจริญบนอาหาร MYP  
 

 

 

 

 

 
ภาพที่ ค.4 ลกัษณะโซนใสท่ีเกิดบนอาหาร 5% sheep blood agar 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ค.5 การเจาะหลุมบนอาหารเล้ียงเช้ือดว้ย cork borer ขนาด 6 มม. 

LT1 
LT2 LT3 

LT4 LT5 
LT6 

LT7 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



74 
 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.6  กระบวนการผลิตเมด็บวัตม้จากโรงงานแห่งหน่ึง 
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ภาพที่ ค.7  เมด็บวัท่ีแช่สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% ปรับ pH 4.0 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.8  เมด็บวัท่ีแช่สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% ปรับ pH 4.0 จดัเก็บท่ี
อุณหภูมิ 0 – 4OC เวลา 22 ชัว่โมง 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ ค.9 อุปกรณ์ส าหรับการน่ึงเมด็บวั (ก), เมด็บวัหลงัแช่สารแบคเทอริโอซิน KL1Y ก่อนน่ึง 
(ข) และเมด็บวัหลงัแช่สารแบคเทอริโอซิน KL1Y หลงัน่ึง 30 นาที (ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ ค.10 การแยกเมด็บวัหลงัแช่สารแบคเทอริโอซิน KL-1Y ความเขม้ขน้ 10% 
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