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II 

บทคัดยอ 
 

 ในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาเรื่องการพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเล
แหงของประเทศไทย โดยทําการศึกษา 2 ข้ันตอน ไดแก ข้ันตอนที่ 1 คือ การศึกษาขยายขนาดของ
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมักและการเจริญ รวมทั้ง
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอส  และไลเปส  ผลการศึกษาพบวาการศึกษาการขยายขนาด
ของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  โดยใช 
รําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 มีการเติม 1 % 
(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  อัตรา
การใหอากาศ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา
แบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักมีการเจริญสูงสุดตรวจวัดปริมาณเช้ือได 1.15±0.01×1012 CFU/ml  
เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง  และมีกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18  
เทากับ 2704.41 Unit/ml  รองลงมาคือ เอนไซมโปรติเอสมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 
3.81 Unit/ml  สวนเอนไซมไลเปสมีกิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุด เทากับ 1.33 Unit/ml ตลอด
ระยะเวลาการทดลอง     ข้ันตอนที่ 2 คือ ทําการศึกษาถึงผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบ
สารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis (PBL) และสารไนซินเพื่อการเก็บ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปชวงที่ทําการจําหนายภายใตสภาวะการเก็บรักษาที่  (1) อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส  และ (2) การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  
ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
ผลการศึกษาพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนเปนวิธีการเก็บผลิตภัณฑหมึกแปรรูปชวงที่ทําการ
จําหนายไดดีที่สุด  เน่ืองจากสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในตัวอยาง
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดี (เทากับ 44.70%) และสามารถกําจัดแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนใน
ตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น ๆ 
  
คําสําคัญ : แบคทีเรียโพรไบโอติก, สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ, ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง, มาตรฐาน 
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Abstract 
  
 In this study, development of bioactive compounds from probiotic bacteria 
for controlling microorganisms, and improving standard and quality of dried seafood 
products from Thailand were studied. There were two steps of experiment.  In the 
first step, the scale-up cultivation of probiotic bacteria Bacillus licheniformis with 
low-cost substrate in bioreactor in terms of growth and amylase, protease and lipase 
activities. Results showed that the scale-up cultivation of probiotic bacteria Bacillus 
licheniformis with low-cost substrate in 5-L stirred bioreactor with rice bran as a 
substrate, pH 7.0 of cultivated medium, 1% (w/v) (NH4)2SO4 as nitrogen source,  
35 ºC, aeration rate 1 vvm, 300 rpm for 24 h. Results demonstrated that the 
maximum growth of probiotic bacteria in tested bioreactor was 1.15±0.01×1012 
CFU/ml for 16-18 h. The maximum activities of amylase, protease and lipase 
enzymes were 2704.41 Unit/ml at 18 h of cultivation, 3.81 Unit/ml at 16-18 h and 
1.33 Unit/ml throughout the experiment, respectively. In the second phase, the 
effect of antimicrobial compound in form of partially purified solution produced by 
B. licheniformis (PBL) and nisin for  dried squid products preservation during selling 
under  (1)  4 ºC and (2) open in daytime and closed in nighttime for controlling total 
heterotrophic bacteria contaminated in dried squid products was evaluated. Results 
showed that the addition of PBL every two-week under open in daytime and closed 
in nighttime conditions is the best preserved technique during selling because of the 
highest reducing ability of total heterotrophic bacteria (44.70%) and pathogenic 
bacteria contaminated in dried squid products, compared to the other treatments. 
 
keywords : Bacterial probiotics, Bioactive compounds, Dried seafood products,  
                 Standard 
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1 

บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย   

อาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปเปนสินคาที่สําคัญประเภทหน่ึงในประเทศไทย  
(สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2554) และผลิตภัณฑเหลาน้ีเปนสินคาประเภทของฝากที่สําคัญของ
จังหวัดบริเวณชายฝงทะเลของประเทศไทย ไดแก กุงแหง ปลาแหง หมึกแหง หมึกอบชุบนํ้าเช่ือม หมึก
ตัวฉาบ หอยแหงและปูกรอบ เปนตน  ซึ่งพบมากในภาคตะวันออก แถบจังหวัดชลบุรี ระยอง และ
ตราด (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2553ก)  รวมทั้งอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปไดรับ
ความนิยมและมีผูบริโภคเพิ่มมากข้ึนในการนํามาบริโภคทั้งคนไทยและคนในประเทศแถบเอเชีย ทําให
เปนสินคาเศรษฐกิจที่ทํารายไดใหประเทศไทยจํานวนมหาศาล (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2553ข)  
ในป พ.ศ. 2556 ประเทศไทยมีสถิติการสงออกอาหารทะเลประเภทปลาหมึกและผลิตภัณฑรวม
ปริมาณ  65,474.76 ตัน คิดเปนเงิน 12,160 ลานบาท และมีสถิติการสงออกอาหารประเภทกุงปรุงแตง
และกุงแหงปริมาณ 114,250.56 ตัน คิดเปนเงิน 39,554.40 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร 
โดยความรวมมือของกรมศุลกากร, 2557) แสดงใหเห็นวาอาหารทะเลเปนสินคาที่มีความสําคัญตอ
เศรษฐกิจไทยเปนอยางย่ิง 
 จากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับคุณภาพของอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูป พบวา
ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงมีการปนเปอนดวยแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย 
ยกตัวอยางเชน สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2553ก) พบการปนเปอนของแบคทีเรียกลุม 
Staphylococcus, Bacillus และ Micrococcus และแบคทีเรียกอโรค ไดแก Corynebacterium spp., 
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, K. ozaenae, Listeria spp. และ Proteus 
mirabilis ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงที่วางจําหนายในจังหวัดชลบุรี  นอกจากน้ีเมื่อนําผลิตภัณฑ 
หมึกแหงที่จําหนายในจังหวัดชลบุรมีาศึกษาการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมทนเค็ม พบการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุม Staphylococcus, Micrococcus และ Bacillus   สวนการศึกษาการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุมเอนเทอโรแบคทีเรียซีอีพบ Proteus, Enterobacter และ Klebsiella  (สุบัณฑิต น่ิมรัตน 
และคณะ, 2553ข)   ศิริโฉม  ทุงเกา และกิตติรัตน วงษอินทร (2550)  ไดรายงานการตรวจสอบคุณภาพ
ทางจุลชีววิทยาของปลาหมึกแหงปรุงรสพรอมบริโภค พบการปนเปอนของ  Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus และ  Acinetobacter  ในขณะเดียวกันการศึกษาคุณภาพทาง 
จุลชีววิทยาของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในตางประเทศก็แสดงใหเห็นถึงการปนเปอนดวยแบคทีเรีย 
กอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง เชน ปลาซารดีน (Sardina 
pilchardus) และปลานวลจันทรตากแหง (Cirrhinus microlepis) ที่จําหนายในเมือง Penghu 
ประเทศไตหวัน พบแบคทีเรียกลุมที่สรางสารพิษประเภทฮิสตามีนหลากหลายชนิด  ไมวาจะเปน 
Klebsiella pneumoniae, Hafnia alvei, Proteus morganii, P. vulgalis, P. mirabilis, 
Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Serratia fonticola, S. liquefaciens, Raoultella 
planticola, R. ornithinolytica, Providencia stuartii และ Citrobacter freundii (Huang et al., 
2010) และปลาซารดีน (Sardina pilchardus) เค็มตากแหงในประเทศอินเดียพบการปนเปอนของ 
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Micrococcus luteus, Pseudomonas และ Alcaligenes (Lakshmanan et al., 2002) แบคทีเรียที่
ปนเปอนเหลาน้ีสงผลทําใหอาหารทะเลแหงเนาเสียและเปนอันตรายตอผูบริโภคได  (Jeyasekaran 
et al., 2004)  ดังน้ันการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหงถือเปนสิ่งที่จําเปนอยางย่ิง 
เพื่อทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑของประเทศไทยและ
ระดับสากล 

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียมีหลากหลายชนิด ยกตัวอยางเชน แบคเทอริโอซิน 
เปนตน (ten Brink et al., 1994)  แบคเทอริโอซินสามารถยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียกอโรคทางอาหาร
และแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย  ดวยคุณสมบัติดังกลาวจึงสงผลใหสารชนิดน้ีไดรับความสนใจ
อยางแพรหลายในทางดานการแพทยและดานอุตสาหกรรมอาหาร (Delves-Broughton et al., 1996; 
Ogunbanwo et al., 2003)  นอกจากน้ี Anthony et al. (2009) ไดศึกษาถึงสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิใน
การยับย้ังแบคทีเรีย การศึกษาน้ีไดรับความสนใจมากข้ึนในการที่จะนํามาเปนทางเลือกหน่ึงในการ
รักษาโรค การถนอมอาหาร เพื่อปองกันการเนาเสียและการเสื่อมสภาพของผลิตภัณฑอาหาร แบคทีเรีย
สายพันธุที่ผลิตสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียคือ Bacillus licheniformis ที่แยกไดจาก
ดินตะกอนจากนํ้าทิ้งในโรงฆาสัตวซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด ซึ่งคุณสมบติั
ทางชีวเคมีของสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียที่ผลิตไดจาก B. licheniformis มีคุณสมบัติ
เปนสารแบคเทอริโอซิน จากผลการศึกษาดังกลาว  ทําใหคณะผูวิจัยมีแนวคิดที่จะศึกษาถึงการ
พัฒนาการประยุกตใชสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการควบคุมจุลินทรียใน
อาหารทะเลแหง  เน่ืองจากแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่เปนสาร
ปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย และแบคเทอริโอซิน เปนตน ซึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกทําหนาที่ยับย้ัง
สารพิษจากแบคทีเรียกอโรค  โดยการไปปดกั้นสวนที่พิษจะเขาสูเซลลและสามารถแยงจับตําแหนง
ตาง ๆ ของเน้ือเย่ือในลําไสเพื่อปองกันไมใหแบคทีเรียกอโรคเขายึดเกาะและเพิ่มจํานวนในลําไส  
นอกจากน้ียังสามารถกระตุนภูมิตานทานทัง้ในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของ
เซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับเช้ือโรคได (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 
 ในการศึกษาครั้งน้ีคณะผูวิจัยจะทําการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยจํานวน 2 โครงการ 
ไดแก  (1) โครงการวิจัยเรื่อง  “การพัฒนาผลิตภัณฑอาหารทะเลในจังหวัดชลบุรีใหปราศจาก 
ยาฆาแมลง สีสังเคราะหและแบคทีเรียกอโรค”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ 
ประจําปงบประมาณ 2553-2555  และ (2) โครงการวิจัยเรื่อง  “สารตานจุลชีพชนิดใหมจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงและ
แปรรูปในจังหวัดชลบุรี”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ 
2556-2559  คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดในการพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อทําใหผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงไมปนเปอนดวยจุลินทรียกอโรค และ
ยังมีประโยชนและมีความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค  รวมทั้งมีคุณสมบัติดานการตานอนุมูล
อิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีจุดเดนและมีคุณคาครบทุกดาน  ทั้งเปนอาหารที่
มีความปลอดภัย สะอาดและมีประโยชนตอสุขภาพ และยังเปนอาหารเสริมสุขภาพไดเชนกัน  ซึ่งจะ
เปนการพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยสู
มาตรฐานสากลอยางมีเอกลักษณและเดนชัดตอไป 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ัง
การเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาวิจัยในปที่ 1 จะทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมัก  ซึ่งเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยเรื่อง “สารตาน
จุลชีพชนิดใหมจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงและแปรรูปในจังหวัดชลบุร”ี ที่ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการ
วิจัยแหงชาติปงบประมาณ พ.ศ. 2556-2559  และจะดําเนินการสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
รูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติกชนิด Bacillus licheniformis (PBL) เพื่อศึกษาถึง
ฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis ตอการยับย้ังแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ทราบถึงประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนา
มาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยที่มีความสามารถในการ
ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 

การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมัก 

การศึกษาการเจริญของแบคทเีรีย การวัดกิจกรรมของเอนไซม 

อะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 

การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis  ในการควบคุม

แบคทีเรีย 

การศึกษาฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึง่บรสิุทธ์ิจากแบคทเีรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis ตอการยับย้ังแบคทเีรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑ

อาหารทะเลแหง 

การเตรียมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึง่บรสิุทธ์ิจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 1. อาหารทะเล 
 2. แบคทีเรียกอโรคที่พบในอาหารทะเล 
 3. โพรไบโอติก 
 4. รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
 5. อนุมูลอสิระและสารตานอนุมูลอสิระ  
 
1. อาหารทะเล 

อาหารทะเลมีหลากหลายชนิด อาทิ ปลา กุง หอย ปู หมึก สาหรายทะเล แมงดาทะเล 
แมงกะพรุนและปลิงทะเล เปนตน ขณะน้ีอาหารทะเลเปนอาหารยอดนิยมของคนทั่วโลก เพราะ
นอกจากจะมีรสชาติที่อรอย มีกรรมวิธีในการปรุงที่หลากหลาย และยังเปนอาหารที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูงมาก ไมวาจะเปนดานโปรตีน วิตามินและเกลือแร  รวมถึงมีธาตุอาหารบางอยางที่สําคัญ
และจําเปนสําหรับมนุษยที่หาไดเฉพาะในอาหารทะเลเทาน้ัน เชน ธาตุไอโอดีน เปนตน (ศรีสมร  
คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

การถนอมอาหารโดยวิธีการหมักเกลือและการตากแหง เปนวิธีการหลักของครัวทองถ่ิน การ
ทํากับขาวจากอาหารแหง การทําเครื่องปรุงจากของหมัก ของแหงและของดอง จึงมีความสําคัญ 
พอ ๆ กันหรือมากกวาการทํากับขาวจากของสด การถนอมและดัดแปลงอาหารสัตวนํ้าไดพัฒนาไปสู 
ปลารา ปลาเจา นํ้าปลา และเย่ือเคยหรือกะป อันเปนเครื่องปรุงรสหลักของกับขาว ลักษณะของ
อาหารทะเลที่ทําเค็ม ทําแหง ทําดอง ไดแก ปลาเค็ม ปลาแหง กุงแหง กะป หอยแหง ปลาหมึกแหง 
และนับเปนสัญลักษณของแหลงทองเที่ยว เชน  จังหวัดชลบุรแีละระยอง  เปนตน (ชมพู ย้ิมโต, 2550) 

 
 ประโยชนของอาหารทะเล 

อาหารทะเลมีประโยชนเน่ืองจากมีไขมันนอยกวาโปรตีนจากสัตวอื่น ๆ  ทั้งยังอุดมไปดวย
ฟอสฟอรัสและแคลเซียมที่จําเปนสําหรับรางกาย  นอกจากน้ันยังมีโอกาสปนเปอนหรือมีการตกคาง
ของสารพิษนอยกวาเน้ือสัตวประเภทอื่น ๆ  ประโยชนของอาหารทะเล เชน  

1. ประโยชนจากหมึก   ในหมึกจะมีกรดไขมันกลุมโอเมกา 3 อยูสูงมาก แมวาหมึกจะมี
โคเลสเตอรอลสูง แตโอเมกา 3 ที่มีอยูในหมึกน้ันจะไปชวยตอตานไมใหรางกายมีโคเลสเตอรอลสูงข้ึน
ได และยังพบวาโคเลสเตอรอลที่มีอยูในหมึกน้ันจะชวยใหผิวหนังแตงตึง ใบหนาไมเหี่ยวยนอีกดวย 

2. ประโยชนจากปูและหอย   ในเน้ือปูและหอยจะมีกรดอะมิโนอิสระกวา 10 ชนิด  
ที่สําคัญ ไดแก กรดกลูตามิก ไกลซีน โพรลีน ฮีสทีดีนและอาจีนีน เปนตน นอกจากน้ียังอุดมไปดวย 
วิตามินเอ บีหน่ึง บีสอง บีสาม ซีและดี  นอกจากน้ีในหอยนางรมยังมีสารประกอบสําคัญที่เรียกวา  
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เทารีน (Taurine) และมีแรธาตุสังกะสีอยูมาก ซึ่งสารสองตัวน้ีจะทํางานรวมกัน และมีผลตอการ
สงเสริมสมรรถภาพทางเพศไดดี 

นอกจากน้ีในอาหารทะเลทุกชนิดยังมีสารไอโอดีนสูงชวยใหไมเปนโรคคอพอก และมี 
โอเมกา 3 ซึ่งเปนกรดไขมันอิ่มตัวอยูสูง มีผลชวยลดโคเลสเตอรอลในเสนเลือดได ปองกันเลือดจับตัว
เปนกอนซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหัวใจลมเหลว และยังชวยพัฒนาสมองและพัฒนาระบบประสาท 
กอใหเกิดผลดีตอการรักษาโรคความจําเสื่อมไดอีกดวย (ศรีสมร คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

 
2. แบคทีเรียกอโรคท่ีพบในอาหารทะเล 

จุลินทรียหลายรอยชนิดเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคแกคน สัตว พืชและสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  
จุลินทรียที่จะเกิดโรคแกสิ่งมีชีวิตที่เขาไปอาศัยอยูหรือที่เรียกวาโฮสตไดน้ันจะตองมีกลไกที่จะเอาชนะ
ระบบภูมิคุมกันของรางกายโฮสต แตถาโฮสตมีความตานทานสูงกวาจะสามารถทําลายจุลินทรีย
เหลาน้ันไดและไมเกิดโรค ปจจัยที่ทําใหจุลินทรียสามารถกอโรคไดข้ึนอยูกับสารพิษ (Toxin) ที่สรางข้ึน 
ซึ่งอาจทําลายเซลลตาง ๆ ของรางกายโฮตสหรือทําลายเน้ือเย่ือ เชน เน้ือเย่ือระบบประสาท 
นอกจากน้ีจุลินทรียยังมีสารบางอยางและเอนไซมที่ยอยสลายสวนประกอบของเน้ือเย่ือโฮสต ทําให
สามารถบุกเขาเน้ือเย่ือโฮสตและทําอันตรายโฮสตได  ซึ่งการปนเปอนของจุลินทรียในอาหารจาก
สิ่งแวดลอมเกิดจากการนําพา ไดแก ฝุนละออง แมลง สัตวและมนุษย และการปนเปอนที่มาจาก
ผูปฏิบัติงานผลิตอาหาร โดยเฉพาะอยางย่ิงผูใชมือสัมผัสกับอาหาร เปนสื่อที่ดีที่จะนําจุลินทรียไป
ปนเปอนในอาหารได  ดังน้ันควรมีการจัดสภาวะแวดลอมในการผลิตใหเหมาะสม และใหความรูแก 
ผูสัมผัสอาหารเพื่อไมใหเกิดการปนเปอนของจุลินทรียไปสูผลิตภัณฑได (บัญญัติ บุญญา, 2546) 

 
2.1 Listeria monocytogenes 
Listeria monocytogenes เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคลิสทีรีโอซีส (Listeriosis)  

มีลักษณะเปนทอนสั้น ติดสีแกรมบวก สามารถเคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลา เช้ือน้ีสามารถพบไดใน
สิ่งแวดลอมทั่วไป เชน นํ้าโคลน นํ้าทิ้ง พืช และสัตว รวมทั้งอาจพบในอุจจาระของมนุษย การระบาด
อาจเกิดจากการบริโภคนํ้านมและเนยแข็งที่มีเช้ือปะปนอยู เมื่อเช้ือเขาสูรางกายจะอาศัยอยูกับ 
แมคโครฟาจ (Macrophage) การเกิดโรคอาจเกิดไดทั้งแบบที่ไมรุนแรงและรุนแรง และรุนแรงมากจน
เสียชีวิตได สวนใหญเกิดกับเด็กในระยะแรกเกิด และผูที่มีความบกพรองทางภูมิคุมกันจะแสดงอาการ
ที่รุนแรง บางรายอาจทําใหเสียชีวิตได การติดเช้ือในเด็กทารกสวนใหญจะติดจากแมที่ติดเช้ือน้ี เด็กที่
ติดเช้ือน้ีจะเสียชีวิตเน่ืองจากติดเช้ือในกระแสเลือด (Septicemia) และโรคเย่ือหุมสมองอักเสบ สวน
ผูใหญจะแสดงอาการของโรคเย่ือหุมสมองอักเสบ การปองกันทําไดโดยหลีกเลี่ยงการบริโภคเน้ือและ
ผลิตภัณฑจากสัตวที่ติดเช้ือ และการตรวจเช้ือในระยะชวงเริ่มต้ังครรภ โรคน้ีถือวาเปนโรคติดตอทาง
อาหารที่สําคัญโรคหน่ึง ในบางประเทศมีการบังคับใหมีการตรวจหาเช้ือ Listeria ในอาหารแชแข็งดวย 
(คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 
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2.2 Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa  มีลักษณะเปนรูปทอนหรือโคงเล็กนอย เคลื่อนที่ดวยแฟลก- 

เจลลาปลายเซลลหรือข้ัวของเซลล  มีขนาด 0.5-1.0×1.5-5.0 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ผนังเซลล
ประกอบดวยลิโพพอลิแซ็กคาไรด (Lipopolysaccharide, LPS) ที่มีโครงสรางคลายแบคทีเรียใน
ตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซีอี (Enterobacteriaceae) แตมีสารเคมีบางหมูตางกัน สวนสายของพอลิ-
แซ็กคาไรดไซด (Polysaccharide side chain) ที่ย่ืนออกจากเย่ือหุมช้ันนอก (Lipopolysaccharide, 
LPS) เช่ือวาเกี่ยวของกับความจําเพาะทางซีโรโลยีและความไว (Susceptible) ตอแบคเทอริโอซิน 
(Bacteriocin) หรือไพโอซิน (Pyocin)   P. aeriginosa ยังมีช้ันเมือก (Slime layer) ที่ประกอบดวย
พอลิแซ็กคาไรดและมีพิไลที่ผิวเซลลดวย (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2544)   P. aeriginosa เปนเช้ือที่
มีความรุนแรงในการกอโรคตํ่าในคนปกติทั่วไป โรคที่พบในคนทั่วไปจึงพบไดนอย ไดแก หูช้ันกลาง
อักเสบเรื้อรัง (Chronic otitis media), Chronic paronychia (Green nail syndrom) เหงือก
อักเสบเรื้อรัง (Chronic gingivitis) หรือเหงือกเปนหนอง (Pyorrhea) การติดเช้ือในกระแสเลือดในผูที่
ติดยาเสพติด โดยการใชเข็มฉีดยาฉีดเขาหลอดเลือดดํา (โสภณ คงสําราญ และคณะ, 2524) 

 
2.3 Bacillus cereus 
Bacillus cereus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอนขนาดใหญ เคลื่อนที่ได สรางสปอรได 

สปอรจะอยูบริเวณกลางเซลลหรือเกือบถึงปลายเซลลและไมทําใหเซลลบวม เจริญในสภาวะที่มี
ออกซิเจนหรือแบบแอโรป ชวงอุณหภูมิที่เจริญไดคือ 10-49 องศาเซลเซียส แตเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  ชวงความเปนกรด-ดางที่เจริญไดคือ 4.9-9.3  สปอรถูกทําลายไดเมื่อตมที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 3-4 นาที  ตามปกติแบคทีเรียชนิดน้ีพบไดตามธรรมชาติ เชน ดิน ฝุนละออง 
และปนเปอนในอาหาร เชน ขาวและแปง  นอกจากน้ันยังพบในผักและเน้ือสัตว   B. cereus จัดเปน
แบคทีเรียกอโรคจากการบริโภคอาหารชนิดหน่ึง (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  โดยทําใหเกิดโรคอาหาร 
เปนพิษจากสายพันธุที่สราง Enterotoxin ซึ่งมี 2 ชนิดดวยกัน ชนิดที่ 1 Emetic toxin ทอกซินชนิด
น้ีจะทนความรอน  และทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษหลังจากรับประทานอาหารที่มีพิษของเช้ือเขา
ไป 1-6 ช่ัวโมง  โดยมีอาการคลื่นไส อาเจียนเปนหลัก และมีอุจจาระรวงเล็กนอย ชนิดที่ 2 Diarrheal 
toxin เปนทอกซินที่ไมทนความรอน อาการจะเกิดภายใน 10-12 ช่ัวโมง หลังจากรับประทานอาหาร
ที่มีพิษของเช้ือเขาไป อาการจะเริ่มดวยการปวดทองรุนแรง อาเจียนและอุจจาระรวงมาก (ภาควิชา 
จุลชีววิทยา, 2531) 

 
2.4 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม เซลลเกาะกลุมกันคลาย

พวงองุน  หรืออาจอยูเปนคูหรือเปนสายสั้น ๆ จัดเปนพวกเจริญแบบใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน 
เมื่อเจริญบนอาหารแข็งธรรมดามักใหโคโลนีสีเหลือง แตบางสายพันธุโคโลนีอาจไมมีสี สวนใหญผลิต
เอนไซมโคแอกกูเลส (Coagulase) และเอนไซมนิวคลิเอสชนิดทนความรอน (Thermostable 
nuclease) ได รอดชีวิตอยูไดในอาหารที่มีเกลือและนํ้าตาลความเขมขนสูง ๆ ชวงอุณหภูมิเหมาะสม
ในการเจริญ คือ 35-40 องศาเซลเซียส ทนตอการแชเยือกแข็งไดดี  (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  S. aureus  
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บางสายพันธุสามารถสรางสารพิษ คือ Enterotoxin ซึ่งเปนโปรตีนที่ทนตอความรอนไดดีและเปน
สาเหตุทําใหเกิดอาการเจ็บปวย สารพิษชนิดน้ีทนความรอนถึงระดับ 143.30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
9 วินาที  ดังน้ันอุณหภูมิในการหงุตมธรรมดาหรืออุณหภูมินํ้าเดือดจึงไมสามารถทําลายสารพิษชนิดน้ีได  
โรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก S. aureus มีช่ือเรียกวา Staphyloenteroxicisis และ Staphyloentero-
toxemia (บัญญัติ สุขศรีงาม และคณะ, 2551)  อาหารเปนพิษที่เกิดจากการรับประทานอาหารที่มี 
Enterotoxin ของ S. aureus มีระยะฟกตัวสั้นกวาอาหารเปนพิษจากแบคทีเรียอื่น ๆ คือ 2 หรือ 4 
ช่ัวโมง อาการที่เกิดข้ึนสวนใหญคือ คลื่นไส อาเจียน ปวดทอง อุจจาระรวง บางครั้งอาจพบมูกเลือดใน
อุจจาระ อาการที่เกิดจากแบคทีเรียชนิดน้ีไมรุนแรง (วิลาวัณย เจริญจิระ-ตระกูล, 2539) 

 
2.5 Corynebacterium 
Corynebacterium (Coryne เปนภาษากรีก แปลวา กระบอง) เปนแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปทอน เจริญไดดีในที่มีออกซิเจน สวนใหญเปนพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง (Mesotroph) 
หรือพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิตํ่า (Psychrotroph) เปนสาเหตุของการเนาเสียของผักและผลิตภัณฑ
เน้ือ พบไดทั่วไปในพืช เชน ถ่ัว มะเขือเทศและขาวโพด บางชนิดกอโรคในคน เชน C. diphtheria 
เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคคอตีบ  มีปริมาณเบสกวานีนและไซโตซีนที่เปนองคประกอบของดีเอ็นเออยู
ระหวาง 51-63 เปอรเซ็นตโมล (บุษกร อุตรภิชาติ, 2545) 
 
 2.6 Proteus 

แบคทีเรียที่จัดอยูในสกุล Proteus มีรูปรางไดหลายแบบคือ บางสายพันธุอาจมีรูปราง
ขนาดสั้นมากแบบ Coccobacilli และบางสายพันธุมีรูปรางยาว  เปนเสน เคลื่อนที่ได  ไมหมักยอย
นํ้าตาลแล็กโตส ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar, Salmonella-
Shigella agar และอาหารเลี้ยงเช้ืออื่น ๆ คลายคลึงกับโคโลนีของ Salmonella และ Shigella  
บางสายพันธุใหลักษณะโคโลนีที่แผกระจายคลายคลื่นจนเต็มอาหารเลี้ยงเช้ือ (Swarming colony) 
ลักษณะแผกระจายจะนอยลงหรือหายไป เมื่อเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสวนผสมของวุนมากข้ึน เชน 
5 % หรือบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีอิเลคโตรไลท เชน Cystine-lactose-electrolyte-deficiency 
(CLED) agar การทดสอบทางชีวเคมีที่สําคัญเพื่อวินิจฉัยสกุล Proteus ไดแก การผลิตเอนไซม 
Urease และ Phenylalanine deaminase ใหผลบวก และใหไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตน (นันทนา 
อรุณฤกษ, 2537) 

 แบคทีเรียพวกน้ีมีความสําคัญในการทําใหอาหารประเภทโปรตีนเกิดการเนาเสีย เชน  
ทําใหเน้ือเนาเสียโดยการสลายในสภาพไมมีออกซิเจน (Putrefaction) ทําใหเกิดการเหม็นเนา เน่ืองจาก
สารตาง ๆ เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด อินโดล แอมโมเนีย เอมีน ทําใหไขเกิดการเนาเสียแบบเกิดสีดํา 
(Black rot) โดยไขแดงจะมีสีดํา หลังจากน้ันทุกสวนของไขจะมีสีนํ้าตาลดํา มีกลิ่นเหม็นเนาเน่ืองจาก
แบคทีเรียพวกน้ีสรางไฮโดรเจนซัลไฟด นอกจากน้ีอาจมีกาซเกิดข้ึนภายในดวย ทําใหนมมีกลิ่น 
เหม็นหืนเน่ืองจากมีเอนไซมไลเปสในการยอยสลายไขมันในนม  ทําใหนมมีรสขมเน่ืองจากการสลาย
โปรตีน และยังทําใหอาหารทะเล เชน ปู หอย เกิดกลิ่นเหม็นเนาอีกดวย (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 
2539)  
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2.7 Yersinia enterocolytica 
Yersinia enterocolytica ลักษณะเซลลรูปทอน ติดสีแกรมลบ เจริญไดทั้งในสภาวะที่มี

ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (Facultative anaerobe)  จัดอยูในตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซีอี  
ไมเคลื่อนที่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แตถาอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส มี 2 ชนิด ที่สามารถ
เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบเซลล (Peritrichous flagella) คือ Y. pseudotuberculosis 
และ Y. enterocolitica  อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเช้ือน้ีอยูที่ 30-37 องศาเซลเซียส (มัทนา 
แสงจินดาวงษ, 2548) 

Y. enterocolytica เปนเช้ือที่ทําใหเกิดโรคลําไสอักเสบ (Enteritis) เมื่อติดเช้ือจะทําให
เกิดอาการอุจจาระรวง และอาจมีอาการปวดมึน มีไข อาเจียน  มีรายงานการแพรระบาดจากการ
บริโภคนํ้านมดิบและนมช็อกโกแลตในบางประเทศ (ในทวีปยุโรป)  แบคทีเรียชนิดน้ีมีความสําคัญรอง
จาก Salmonella และ Shigella  นอกจากจะทําใหเกิดการเจ็บปวยในระบบทางเดินอาหารแลว 
เช้ือ Y. enterocolytica ยังทําใหเกิดอาการเจ็บปวยกับอวัยวะอื่น ๆ ไดแก ตับ มาม และปอด โดยทํา
ใหเกิดอาการคลายกับวัณโรค (คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 
 

2.8 Escherichia coli 
Escherichia coli เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในลําไสของคนและสัตวเลือดอุน แยกไดครั้งแรก

จากอุจจาระเด็กที่ปวยดวยโรคอุจจาระรวงในป ค.ศ. 1885  แบคทีเรียชนิดน้ีมักจะทําใหเด็กทารกใน
ประเทศที่กําลังพัฒนาเกิดอาการอุจจาระรวง  เน่ืองจากเปนแบคทีเรียในลําไสจึงพบบอยในอุจจาระ
ของคนและสัตว ดวยเหตุน้ีจึงใชเปนดรรชนีบงช้ีถึงการปนเปอนของอุจจาระในนํ้าและอาหาร  การจัด
จําแนกชนิดของ E. coli ไดมีการจําแนกออกตามความรุนแรงของอาการเกิดโรค ลักษณะในการเจริญ
และลักษณะทางพันธุกรรมได 5 กลุม ดังน้ี 

 
 2.8.1 กลุมท่ีทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลบุผนังลําไส (Enteroaggregative  

E. coli (EAEC)) พบวาสัมพันธกับการเกิดอุจจาระรวงเรื้อรังที่มีระยะดําเนินโรคนานกวา 14 วัน 
ผูปวยมีไขตํ่า อาเจียนและถายเปนนํ้าปนมูก พบการถายเปนเลือดโดยเฉพาะในเด็ก  ลักษณะเดนของ
การเกิดโรคคือ พบเช้ือเกาะรวมกลุมกันคลายกองอิฐ (Stacked brick) อยูบนเซลลเย่ือบุผิวของลําไส
เล็ก การรวมกลุมของเช้ือกระตุนใหมีการหลั่งสารเมือกทําใหเช้ือสามารถรวมกลุมไดมากข้ึน พบ 
Microvilli ของเซลลเย่ือบุผิวมีขนาดสั้นลงและการดูดซึมตาง ๆ ลดลง  ทําใหผูปวยขาดสารอาหาร
และมีอาการถายเหลว  เช้ือสามารถสรางสารพิษที่ออกฤทธ์ิสามารถทําลายเซลล  อาจทําใหตรวจพบ
เม็ดเลือดแดงในอุจจาระได (ภัทรชัย กีรติสิน, 2549) 

 
 2.8.2 กลุมท่ีสรางสารพิษขึ้นในทางเดินอาหาร (Enterotoxigenic E. coli 

(ETEC)) ไดมีการยอมรับเอนเทอโรท็อกซิเจนิก อีโคไล ที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงในคนต้ังแตป 
ค.ศ.1968 ในขณะที่ประเทศอินเดียและบังคลาเทศใหความสําคัญกับแบคทีเรียชนิดน้ี โดยถือวาเปน
ศัตรูรายแรง และตอมา ETEC ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงกับนักทองเที่ยว จึงมีช่ือวา “Traveller’s 
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diarrhea” หรือ “Turista” ซึ่งมักพบในนักทองเที่ยวที่เดินทางจากประเทศที่เจริญ มีสุขอนามัยดี 
มายังประเทศกําลังพัฒนา 

 ETEC เปนสาเหตุใหญของการเกิดโรคทองเดินในผูใหญและเด็ก Enterotoxin  
ไมทนความรอน อาการของโรคที่เกิดจาก ETEC คือ อุจจาระรวงและถายเปนนํ้า (Watery diarrhea) 
มีไข เล็กนอย รู สึกไมสบายกาย (Malaise)  คลื่นไส  (Nausea) เปนตะคริวบริ เ วณชองทอง 
(Abdominal cramps) ในผูปวยที่มีอาการรุนแรง อาการคลายกับอาการอหิวาตกโรค 

 อาหารที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคระบาดจาก EPEC, EIEC และ ETEC ไดแก 
เน้ือสัตว เชน เน้ือวัว เน้ือหมู เน้ือไก เน้ือแกะ นํ้านมดิบ และนํ้า ดังน้ันจึงควรหลีกเลี่ยงการ
รับประทานเน้ือสัตวที่ไมไดผานการทําใหสุก และนํ้านมที่ไมไดผานการฆาเช้ือ (มัทนา แสงจินดาวงษ, 
2548) 

 
 2.8.3 กลุมท่ีทําใหเกิดโรคในทางเดินอาหาร (Enteropathogenic E. coli 

(EPEC)) เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในเด็กทารก (Infantile diarrhea) โดยผูปวยมีอาการไข 
อาเจียนและอุจจาระมีมูกปนแตไมมีเลือด มีรายงานการเกิดโรคน้ีจากทั่วโลก กลไกการเกิดโรค
อุจจาระรวงไมไดเกิดจากการสรางสารพิษหรือการบุกรุกเขาเซลล แตเกิดจากการที่ EPEC มีพลาสมิด
ขนาด 50-70 ลานดาลตัน (Mda) ที่ควบคุมการสรางแอดฮีซินช่ือ ETEC Adherence factoe (EAF) ซึ่ง
จากการทดลองพบวาเช้ือสามารถเกาะติด Hep-2 cells ในหลอดทดลองไดดวยลักษณะที่แตกตาง
จากเช้ืออื่น เรียกวา Iocalized adherence และการมียีน eae บนโครโมโซมที่ควบคุมการสราง
โปรตีนช่ือ อินทิมิน (Intimin) ขนาด 94 กิโลดาลตัน ทําใหเซลลสามารถเกาะติดกับผนังของลําไส เกิด
การเรียงตัวใหมของไซโทสเคลีทัน (Cytoskleton) และสายแอกทิน (Filamentous actin) ภายใต
บริเวณที่แบคทีเรียเกาะอยูเปนรูปคลายฐานหรือแทนรูปปน (Cup-like pedesstals) เกิดการทําลาย
ไมโครวิลไล (Microvilli) จนเกิดรอยราบเรียกวา Attaching and effacing lesion เรียกกลไกน้ีวา 
Attaching and effacement ผูปวยจะเกิดอุจจาระรวงในที่สุด เน่ืองจากเซลลสูญเสียการดูดสาร
กลับ (อิสยา จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสภีาณุรัตน, 2553) 

 
 2.8.4 กลุมท่ีทําลายเซลลในระบบทางเดินอาหาร (Enteroinvasive E. coli 

(EIEC)) มีกลไกในการกอโรคคลายเช้ือ Shigella คือมีการบุกรุกเขาไปในเซลลของผนังลําไส แบงตัวเพิ่ม
จํานวนที่ช้ันเย่ือเมือก (Mucosa, Submucosa) ทําลายเซลลจนตายและบุกรุกไปยังเซลลขางเคียงตอไป 
เช้ือน้ีมักจะกอโรคอุจจาระรวงในเด็กที่อาศัยอยูในแหลงที่มีสุขาภิบาลไมถูกสุขลักษณะ อาการทางคลินิก
มีความคลายคลึงกับโรคบิดที่เกิดจากเช้ือ Shigella ไดแก มีไข ปวดทอง อุจจาระมีเม็ดเลือดขาว เลือด
และมูกปน  

 EIEC สวนใหญประมาณ 2 ใน 3 จะมีลักษณะทางชีวเคมีแตกตางจาก E. coli ทั่วไป
คือ ไมมีเอนไซมไลซีนดีคารบอกซิเลส และไมหมักยอยนํ้าตาลแล็คโตส เช้ือสวนใหญไมเคลื่อนที่ 
ยกเวนซีโรไทป O124, O144 และ O167 บางสายพันธุ เช้ือบุกรุกเขาทําลายเซลลเย่ือบุตาของ 
หนูตะเภาทําใหตาอักเสบได  จึงใชเปนการทดสอบสําหรับแยกเช้ือน้ีจาก E. coli สายพันธุอื่น เรียก
การทดสอบน้ีวา Sereny test (อิสยา จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสีภาณุรัตน, 2553) 
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 2.8.5 กลุมท่ีทําใหเกิดเลือดออกในทางเดินอาหาร (Enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC)) สายพันธุน้ีสรางสารพิษที่มีคุณสมบัติคลายกับสารพิษของ Shigella (Shiga-like toxins) 
และเปนสารพิษประเภทเวอโรทอกซิน (Verotoxin) คือ สารพิษที่สามารถฆาเซลลเวอโร (Vero 
cells) ในหองทดลองได สารพิษของ EHEC มี 2 แบบ คือ SLT-I และ SLT-II (สุมณฑา วัฒนสินธุ, 
2545) 
 
3.  โพรไบโอติก 

โพรไบโอติกเปนจุลินทรียมีชีวิตที่มีประโยชนตอรางกายของมนุษยและสัตว จุลินทรียกลุมน้ี
ทําใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร โดยการเพิ่มปริมาณจุลินทรียที่มีประโยชนให
มากข้ึนและลดปริมาณจุลินทรียที่เปนโทษ จุลินทรียโพรไบโอติก ไดแก จุลินทรียในกลุมแบคทีเรียแลคติก 
โดยเฉพาะ Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacterium sp. ไดมีการนําจุลินทรียกลุมน้ีมา
ผลิตอาหารหลายชนิด ไดแก ผลิตภัณฑนมหมัก ผักดองและเน้ือหมัก และมีการผลิตในรูปของแคปซูล
และเมล็ดออกมาจําหนายตามทองตลาด  นอกจากน้ีมีการนํามาใชในอาหารสัตว  เรงการเจริญเติบโต
และปองกันการเกิดโรค (อุษามาส จริยวรานุกุล, 2548) 
 การเจริญของโพรไบโอติกจะสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือกอโรคไดน้ัน เปนไปตาม
กระบวนการธรรมชาติของจุลินทรียที่มีจํานวนมากกวาจะสามารถแยงชิงอาหารไดดีกวา อีกทั้งยังปรบั
สภาพแวดลอมใหเหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียที่มีมากกวาน้ัน ทําใหเช้ือกอโรคไมสามารถอยู
รอดได และความสามารถในการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียจําพวกน้ีในระหวางการเจริญจะทําให
ระดับความเปนกรด-ดางในสภาพแวดลอมรอบ ๆ น้ันลดลง เปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหเช้ืออื่น ๆ รวมทั้ง
เช้ือกอโรคไมสามารถเจริญได  นอกจากน้ีพบวาโพรไบโอติกบางชนิดสามารถยับย้ังการยึดเกาะ 
(Adhesion) ของเช้ือโรคกับผนังเซลลภายในทางเดินอาหารของมนุษยและสัตวได และบางชนิดยัง
สามารถชวยกระตุนการสรางภูมิตานทานชนิด Immunoglobulin A ซึ่งจะชวยกําจัดเช้ือโรคได   
โพรไบโอติกใชไดดีในการควบคุมโรคเกี่ยวกับทางเดินอาหาร ชวยปองกันโรคอุจจาระรวง ซึ่งเกิดจาก
การที่มีเช้ือโรคปนเปอนไปกับอาหาร เมื่อเขาสูระบบการยอยอาหารจะเกิดการแบงตัวอยางมาก ทาํให
เกิดสภาวะผิดปกติในทางเดินอาหาร เปนเหตุใหเกิดอาการอุจจาระรวงได ดังน้ันการที่มีแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกอยูในทางเดินอาหารในปริมาณเพียงพอ จะทําใหสภาวะไมเหมาะสมกับการแบงตัวของ
เช้ือโรค เปนเหตุใหเช้ือโรคไมสามารถกอใหเกิดอาการของโรคน้ัน ๆ ได (เสาวนีย ธรรมสถิต, 2547) 

โพรไบโอติกสวนใหญเปนแบคทีเรียที่เคยมีในลําไสใหญในสมัยเปนทารก มีหลายชนิด ดังตาราง
ที่ 1  
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ตารางท่ี 1 จุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก (อทุัย เกาเอี้ยน, 2549) 
 
Lactobacillus species Bifidobacterium species อ่ืน ๆ 

L. acidophilus B. bifidum Bacillus cereus 
L. casei (rhamnosus) - LGG B. longum Escherichia coli 

L. reuteri B. breve Saccharomyces cerevisiae 
L. bulgaricus B. infantis Saccharomyces boulardii 
L. plantarum B. lactis Enterococcus faecalis 
L. johnsonii B. adolescentis Streptococcus thermophilus 

L. lactis - - 
 
 
บทบาทของโพรไบโอติก 
โพรไบโอติกออกฤทธ์ิไดหลายรูปแบบในการชวยเสริมสรางสุขภาพและปองกันหรือรักษาโรค

ตาง ๆ ที่เกิดข้ึน กลุม Lactobacilli จะสรางนํ้ายอยเบตา-กาแลกโตซิเดส ชวยลดปริมาณนํ้าตาลแล็คโตส
ในอาหารซึ่งเปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงได นอกจากน้ีสามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่
เปนยาปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย กรดไขมันอิสระ แอมโมเนีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอ- 
ริโอซิน ชวยกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนในอาหาร นํ้ายอยบางชนิดจากโพรไบโอติกจะชวยยับย้ังสารพิษ
จากแบคทีเรีย โดยไปปดกั้นสวนที่พิษจะเขาสูเซลล และสามารถแยงจับตําแหนงตาง ๆ  ของเน้ือเย่ือใน
ลําไส เพื่อไมใหแบคทีเรียเขาเกาะได ปองกันไมใหแบคทีเรียเพิ่มจํานวนในลําไส นอกจากน้ีสามารถ
กระตุนภูมิตานทานทั้งในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของเซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับ
เช้ือโรค และกระตุนการสรางสารปองกันโรคในรางกาย เชน Gamma-interferon, Interleukin-12 และ
Interleukin-18 เปนตน (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 

 
4.  รายงานการวิจัยท่ีเก่ียวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 

รัชฏาวรรณ เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ (2548) ไดศึกษาแบคทีเรียปฏิปกษคือ 
Bacillus firmus สายพันธุ KPS46 ที่สามารถผลิตสารทุติยภูมิยับย้ังการเจริญของ Xanthomonas 
campestris pv. glycines ได  โดยทําการแยกสารทุติยภูมิดังกลาวโดยการตกตะกอนดวยกรด 
ไฮโดรคลอริกที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 2.0  และตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอล 80 %  จะไดสาร 
ทุติยภูมิหยาบที่แสดงประสิทธิภาพดี  มีคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือโรค
เปาหมาย (Minimum inhibition concentration) ที่ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําสารดังกลาว
ไปแยกชนิดโดยวิธีแยกสารดวยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ไดผลออกมาทั้งหมด 8 แถบ แถบที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของเช้ือโรคเปาหมายไดดีมี 3 แถบ และเมือ่
นําสารทั้ง 3 แถบ ไปทดสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-visible 
spectrophotometer) และวิเคราะหทางเคมี พบวาสารทั้ง 3 ชนิดที่ผลิตโดยแบคทีเรียปฏิปกษ  



13 

B. firmus สายพันธุ KPS 46 มีลักษณะที่แตกตางกัน แตมีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือที่เปนสาเหตุ
ของโรคใบจุดนูนของถ่ัวเหลืองไดดีใกลเคียงกัน ทั้งน้ีสารทั้ง 3 แถบมีคา Rate of flow (Rf) เทากับ 
0.25, 0.33, 0.37 ตามลําดับ  โดยตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.25 มีชวงการดูดกลืนแสงมากที่สุด
ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ในขณะที่ตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.33 มีชวงการดูดกลืนแสง
มากที่สุดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.37 มีชวงการดูดกลืน
แสงมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 265 นาโนเมตร 

สุดารัตน บุญยง (2548) ไดทําการศึกษาการคัดแยก Bacillus sp. จํานวน 5 สายพันธุ จาก
ดินในประเทศไทย ซึ่งสามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Cross streak พบวา Bacillus sp. K-05 
ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบและรา สวนการศึกษาการสรางสารตานจุลินทรียใน
อาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Broth (NB) และ Trypticase Soy Broth  (TSB) 
โดยวิธี Paper disk diffusion พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว LB ยับย้ังจุลินทรีย
ทดสอบไดดีกวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว NB และ TSB โดยพบวาสามารถยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923 และ Micrococcus 
luteus แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Serratia sp. และราทั้ง 3 ชนิด ไดแก Aspergillus oryzae, 
Fusarium sp. และ Alternaria sp. สารตานจุลชีพในสวนใสซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 10 เดือน มีฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรียไดแตกตางกัน โดยพบวาการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 
คอย ๆ ลดลงตามระยะเวลา โดยมีการยับย้ังไดนาน 4-7 เดือน ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียทดสอบ 
สารตานจุลชีพทนตอความรอนระหวาง 60-100 องศาเซลเซียส โดยมีผลยับย้ังจุลินทรียทดสอบได
แตกตางกัน เมื่อไดรับความรอนที่ 121 องศาเซลเซียส พบวาไมมีฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรียทุกชนิดที่นํามา
ศึกษา  การจําแนกชนิดของ Bacillus sp. K-05  โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S 
rDNA และเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank พบวามีความเหมือนกับ  B. subtilis M04 เทากับ 
99% จึงจัดวา Bacillus sp. K-05 เปน B. subtilis การสกัดแยกสารปฏิชีวนะดวยตัวทําละลาย
อินทรีย พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตทยับย้ังจุลินทรียทดสอบไดดีกวาสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดเอทิล
อีเทอร การแยกสารปฏิชีวนะโดยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ดวยระบบตัวพา คือ เมทานอล-เอทิลอะซิเตท (5:95) พบวาแยกสารได 5 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.21, 
0.33, 0.43, 0.55 และ 0.79 ผลการทดสอบสารปฏิชีวนะใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ  โดยมี
ระบบตัวพา คือ เฮกเซน-เอทิลอะซิเตท ไดสารที่บริสุทธ์ิ 2 สาร มีลักษณะเปนผงสีครีม ซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC6633, S. aureus ATCC 25923 และ M. luteus จาก
การวิเคราะหโครงสรางโดยวิธีทางเคมีสรุปไดวา สารกลุม 1 คือ Cyclo(Leu-Pro) มีนํ้าหนักโมเลกุล
เทากับ 210.1446 กิโลดาลตัน สารกลุมสองคือ Cyclo(Val-Pro)  มีนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 196.1269 
กิโลดาลตัน ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอนวามีสาร Cyclic dipeptide ดังกลาวเปนสารปฏิชีวนะที่ผลิต
จาก B. subtilis 

นิตยา ลิ้มเจริญ และคณะ (2549) ทดลองใชโพรไบโอติกชนิด Bacillus subtilis และ  
B. licheniformis ซึ่งแยกจากลําไสกุงกุลาดําผสมอาหารเลี้ยงกุงกุลาดําเปนเวลา 1 เดือน พบวาการใช 
B. subtilis รวมกับ B. licheniformis ในอัตราสวน 1:1 ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทําให
ระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนกวากลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) การศึกษาระยะเวลาที่
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เหมาะสม  พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมโพรไบโอติกชนิด B. subtilis และ B. licheniformis ที่ 
3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ทุกวันเปนระยะเวลา 1 เดือน  มีภูมิคุมกันสูงกวากลุมที่ไดรับวันเวนวัน 
และกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และพบวาระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนอยางเห็นไดชัด 
หลังจากหยุดให 1 สัปดาหแลวคอย ๆ ลดลงเทากับกลุมควบคุมในสัปดาหที่ 2 และเมื่อใหอาหารผสม
โพรไบโอติกอีกครั้งพบวากุงมีระดับภูมิคุมกันเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ และจํานวนเช้ือ Vibrio sp. ในลําไสมี
ปริมาณลดลง จากการศึกษาครั้งน้ีพบวาการใชแบคทีเรียโพรไบโอติก B. subtilis และ B. licheniformis 
ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดําไดเปนที่นาพอใจ โดยควรให
แบคทีเรียดังกลาวอยางตอเน่ืองในระหวางการเลี้ยง 
 ดนุวัต เพ็งอนและคณะ (2551)  ทําการศึกษาโดยมีวัตถุประสงคหลักเพื่อคัดแยกและคัดเลือก
แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาเผาะ (Pangasius 
bocourti) พบวาสามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียไดรวม 37 ไอโซเลท เมื่อนําไปทดสอบคุณสมบัติของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ังเช้ือกอโรค ไดแก Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ Aeromonas hydrophila ความสามารถในการ
ทนตอสภาพความเปนกรด-ดางเทากับ 3.0  ความสามารถในการทนเกลือนํ้าดี (0.3 เปอรเซ็นต) 
ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง และความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ พบวาแบคทีเรีย
จํานวน 37 ไอโซเลท  สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือกอโรค ทนตอสภาพความเปนกรดสูง มี
ความสามารถในการทนเกลือนํ้าดี และสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะได และมีแบคทีเรียจํานวน 
36 ไอโซเลท ที่สามารถทนตออุณหภูมิสูงที่ 45 องศาเซลเซียส  เมื่อนําเช้ือดังกลาวไปจัดจําแนกถึง
สายพันธุโดยใชเทคนิคชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA กับ
ฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank สามารถจัดจําแนกแบคทีเรียได 10 ชนิด คือ Bacillus 
amyloliquefaciens 3 ไอโซเลท, B. subtilis 16 ไอโซเลท, B. pumilus 2 ไอโซเลท, B. 
licheniformis 7 ไอโซเลท, B. megaterium 1 ไอโซเลท, Bacillus sp. 4 ไอโซเลท,  
B. circulans 1 ไอโซเลท, B. stearothermophilus 1 ไอโซเลท, Lactobacillus acidophilus  
1 ไอโซเลท  และ L. plantarum 1 ไอโซเลท  ผลการศึกษาครั้งน้ีสามารถคัดแยกแบคทีเรียซึ่งมี
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดีและเหมาะสมสําหรับการนําไปผลิตเปนอาหารเสริมในปลาได 

สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557)  ทําการศึกษาถึงความสามารถในการอยูรอดของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในรูปการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงจํานวน  
3  ชนิด  ไดแก หมึกบดเผ็ดนอยแหงมาก  หมึกบดอบเนยและหมึกบดในนํ้าเช่ือม  ที่เก็บรักษา ณ 
อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งผลจากการศึกษาพบวา แบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถอยูรอด
ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ไดดีกวาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ทําใหมีความเปนไปไดในการพัฒนาแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อเติมในผลิตภัณฑอาหารทะเลแปรรูป
ตอไป  

Colakoglu et al. (2006) รายงานการตรวจพบ Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในหอย
และกุงที่ซื้อจากตลาดและหองครัวของโรงแรมในเมือง Dardanelles ประเทศตุรกี โดยมีจํานวน
ตัวอยางทั้งหมด 127 ตัวอยาง แบงเปนหอย 97 ตัวอยาง และกุง 30 ตัวอยาง จากการศึกษาพบ 
Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในตัวอยาง 84 ตัวอยาง โดย 22 ตัวอยาง (26.7 เปอรเซ็นต) 
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ปนเปอนดวย V. alginolyticus 8 ตัวอยาง (9.4 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
(0.8 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. parahaemolyticus และ 24 ตัวอยาง (29.1 เปอรเซ็นต) 
ปนเปอนดวย A. hydrophila 

Normanno et al. (2006) รายงานอุบัติการณของ Vibrio parahaemolyticus, V. 
vulnificus, Salmonella sp., E. coli และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรม (Fecal coliform) ใน
หอยแมลงภู (Mytilus galloprovincialis) จํานวน 600 ตัวอยาง ซึ่งจําหนายที่ตลาดในเมือง Puglia 
ประเทศอิตาลี  โดยตรวจพบ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ในตัวอยางจํานวน 47 
และ 17 ตัวอยาง ตามลําดับ คิดเปน 7.83 เปอรเซ็นต และ 2.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ พบ 
Salmonella sp. ในตัวอยางจํานวน 1 ตัวอยาง คิดเปน 0.16 เปอรเซ็นต แตไมพบความสัมพันธ
ระหวางแบคทีเรียกลุม Vibrios และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรมและ E. coli  รวมทั้งไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของการตรวจพบแบคทีเรียกลุม Vibrios ในหอยสองฝาในชวง 3 ป 
ของการสํารวจ 

Benerjee et al. (2007)  ไดนํากุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และไขอารทีเมีย มาคัดแยก
แบคทีเรียกอโรค ซึ่งสามารถแยกได 10 ชนิด จากน้ันนําเช้ือเหลาน้ันไปทดสอบการออกฤทธ์ิตาน
แบคทีเรียประจําถ่ินที่แยกไดจากนํ้าทะเล คือ Bacillus subtilis AB65, B. pumilus AB58,  
B. licheniformis AB69 และเปรียบเทียบกับการใชยาออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรมฟนิคอล เจนตามัยซิน 
และบาซิทาซิน  สําหรับการควบคุมทางชีวภาพที่ใชในโรงเพาะฟกและอนุบาลกุง โดยใชแบคทีเรีย
กลุม Vibrio sp. เปนตัวแทนในการทดสอบคือ V. alginolyticus VaM11 และ V. parahaemolyticus 
VbM1 สามารถพิสูจนไดวาสามารถลดปริมาณแอมโมเนียและไนโตรเจนลงได แบคทีเรียกอโรคที่ใช
ทดสอบจํานวน 90 เปอรเซ็นต  ถูกยับย้ังโดย B. subtilis AB65 สวน B. pumilus AB58 และ  
B. licheniformis AB69  สามารถยับย้ังเช้ือได 70 เปอรเซ็นต สําหรับออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรม-
ฟนิคอล และเจนตามัยซิน สามารถยับย้ังเช้ือแบคทีเรียกอโรคได 100 เปอรเซ็นต สวนบาซิทาซิน
สามารถยับย้ังไดเพียง 40 เปอรเซ็นตเทาน้ัน  และไดทําการศึกษาการเขาแยงพื้นที่ของแบคทีเรีย
ประจําถ่ินจากทะเลไมใหเช้ือกอโรคเพิ่มจํานวนโดยการใชแบคทีเรียกลุม Bacillus sp. พบวาสามารถ
ลดจํานวนแบคทีเรียกอโรคลงจาก 108 เปน 102 CFU/mL ผลการทดลองช้ีใหเห็นวาแบคทีเรียที่แยก
ไดจากนํ้าทะเลสามารถยับย้ังแบคทีเรียกอโรคที่พบในกุงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งเปน
การเพิ่มทางเลือกเพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ และแบคทีเรียเหลาน้ีสามารถลดปริมาณแอมโมเนีย
ในนํ้าโดยวิธีทางชีวภาพอีกดวย 
 Lahtinen et al. (2007)  ไดทําการทดลองนําสวนใสและสวนใสที่ควบคุมคาความเปนกรด-
ดางของ Bifidobacterium 38 สายพันธุ ที่ไดจากคนสูงอายุ มาทําการทดสอบสารปฏิชีวนะในการ
การยับย้ัง S. aureus RN4220, E. coli  K-12, Salmonella enteric serovar Typhimurium ATCC 
14028 พบวา Bifidobacterium 3 สายพันธุ สามารถยับย้ัง S. aureus ได มีคาเทากับ 23.2+19.1 ถึง 
50.4+26.7 เปอรเซ็นตของฤทธ์ิยับย้ังของไนซินที่ความเขมขน 50 IU/mL  สวน Lactobacillus reuteri 
SD2112 สายพันธุที่สามารถผลิต Reuterin สามารถยับย้ังได 86.0+24.6 เปอรเซ็นต แต B. lactis 
Bb-12 เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ไมมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียชนิดดังกลาว นอกจากน้ี Bifidobacterium 
ไมสามารถยับย้ัง E. coli หรือ S. enterica และสังเกตไดวาในการยับย้ังของ Bifidobacterium เกิด
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จากการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเกิดจากการผลิตสารประกอบที่เปนโปรตีนที่ทนตอความ
รอน  จากการศึกษาในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสารปฏิชีวนะของ Bifidobacterium ไมใชกรดอินทรียแต
เปนลักษณะที่ไมพบทั่วไปของ Bifidobacterium อยางไรก็ตามสายพันธุที่แยกไดจากคนสูงอายุมี
ประสิทธิภาพในการยับย้ัง S. aureus ได    

Parihar et al. (2008) รายงานการตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลสดจํานวน 115 
ตัวอยาง ที่จําหนายในตลาดในรัฐ Goa ประเทศอินเดีย โดยใชวิธีการคัดแยกดวยการเพิ่มจํานวน
แบคทีเรียแบบ 2 ข้ันตอน จากน้ันจึงนํามาคัดแยกตอดวยอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดคัดเลือก 2 ชนิด และ
จัดจําแนกชนิดดวยคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลจํานวน 28 
ตัวอยาง และตรวจพบ L. monocytogenes ในอาหารทะเลจํานวน 10 ตัวอยาง  โดย L. innocua 
เปนแบคทีเรียที่พบไดมากที่สุดในตัวอยางอาหารทะเล (18 ตัวอยาง)  ซึ่งการปนเปอนของ   
L. monocytogenes ในอาหารทะเลอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคได ถาแบคทีเรียชนิดน้ีมีการ
ปนเปอนตอไปยังอาหารทะเลแบบพรอมบริโภค 

Kumar et al. (2009) รายงานอุบัติการณของ Salmonella ซีโรวารที่ใหผลบวกตอนํ้าตาล
แลคโตส และกลุมที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตสในอาหารทะเล และศึกษาลักษณะเฉพาะของความ
รุนแรงในการกอโรคโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยตรวจสอบ Salmonella  
ทั้งสองซีโรวารจากปลา กุง ปู หอยกาบ หอยสองฝา หอยนางรม หมึก และหมึกกระดอง ที่จําหนายใน
ตลาดขายปลาและสะพานปลาใจกลางเมืองโคชิน ประเทศอินเดีย  จากการศึกษาพบวา Salmonella 
ชนิดที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตสแยกได 18.9 เปอรเซ็นตของตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด ในขณะที่ 
2 เปอรเซ็นตคือ Salmonella ชนิดที่ใหผลบวกตอนํ้าตาลแลคโตส  นอกจากน้ันทําการศึกษาปจจัย
ของความรุนแรงใน Salmonella ชนิดที่ใหผลลบและชนิดที่ใหผลบวกตอนํ้าตาลแลคโตส โดยการ
ตรวจหายีน 3 ชนิด คือ ยีน invA, stn และ fimA  จากการศึกษาพบวา Salmonella ทุกสายพันธุที่
เปนชนิดที่ใหผลบวกและชนิดที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตส  ตรวจพบยีน invA, stn และ fimA  
ยกเวน Salmonella IIIa ที่ตรวจไมพบยีน fimA 
 Matamoros et al. (2009)  ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังโดยแบคทีเรียกลุม 
แลคติกที่ชอบความเย็นและนําแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความเย็นมาศึกษาตอเน่ืองในการใชเปน
สารกันเสียทางชีวภาพในผลิตภัณฑอาหารทะเล โดยการคัดเลือกแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความ
เย็นทั้งหมด 5,575 ไอโซเลท ที่แยกไดจากผลิตภัณฑอาหารทะเล พบวา 132 ไอโซเลท มีคุณสมบัติใน
การยับย้ังแบคทีเรีย และมีจํานวน 52 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียเปาหมายได 
14 ไอโซเลท (สามารถยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ) ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุม
แลคติกที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  โดย
สามารถยับย้ังแบคทีเรียที่ทําใหอาหารทะเลเนาเสียและแบคทีเรียกอโรค จากน้ันจําแนกดวยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติก 7 ไอโซเลท ที่นาสนใจ ประกอบดวย 
Leuconostoc gelidum 3 ไอโซเลท  Lactococcus piscium 2 ไอโซเลท  Lactobacillus fuchuensis 
1 ไอโซเลท และ Carnobacterium alterfunditum 1  ไอโซเลท  แบคทีเรียสายพันธุเหลาน้ีไมผลิต 
ฮิสตามีนและไทรามีน และพบวาไมมีการด้ือยาปฎิชีวนะ นอกจากน้ันยังไดศึกษาถึงอัตราการเจริญที่
อุณหภูมิตางกันของ L. piscium 1 ไอโซเลท และ L. gelidum 1 ไอโซเลท เพื่อยืนยันคุณสมบัติความชอบ
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เจริญที่อุณหภูมิตํ่า 1 ใน 7 เช้ือที่แยกไดสามารถผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังแบคทีเรีย สวนกลไกในการยับย้ังของเช้ืออื่นที่แยกไดน้ันยังไมทราบแนชัดแตอาจเกิดเน่ืองจาก
การแขงขันในการจับกับสารต้ังตน การไมปรากฏคุณสมบัติในการผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินทําให
แบคทีเรียเหลาน้ีเปนผลดีในการพิจารณาสําหรับการนํามาประยุกตใชกับผลิตภัณฑอาหารในประเทศ
ฝรั่งเศส 
 Sansawat and Thirabunyanon (2009) ศึกษาการตรวจสอบกิจกรรมที่เปนปฏิปกษของ 
Bacillus 2 สายพันธุ  ที่แยกไดจากทอทางเดินอาหารของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii)  
ตอ Aeromonas hydrophila ดวยเทคนิค 2 แบบ คือวิธี Paper disc diffusion และ Agar well 
diffusion ซึ่ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีกิจกรรมการยับย้ังการเจริญของ A. 
hydrophila  นอกจากน้ันไดศึกษาคุณสมบัติของโพรไบโอติก ไดแก การทนกรดและการทนตอ 
เกลือนํ้าดี, Autoaggregation, Coaggregation, ความไมชอบนํ้าและการยึดเกาะกับเซลล Caco-2 
โดยพบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุน้ี มีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 95 เปอรเซ็นต และ 90 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ เมื่อเจริญในสภาวะความเปนกรด-ดางเทากับ 2.5 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และสภาวะที่มี 0.3 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง รวมทั้ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีเปอรเซ็นตของ 
Autoaggregation (35.7 เปอรเซ็นต และ 42.2 เปอรเซ็นต)  Coaggregation (11.1 เปอรเซ็นตและ 
11.6 เปอรเซ็นต) ความไมชอบนํ้าใน n-Hexadencane (25.6 เปอรเซ็นตและ 30.0 เปอรเซ็นต), 
Xylene (32.2 เปอรเซ็นต และ 36.1 เปอรเซ็นต), Toluene (30.3 เปอรเซ็นต และ 31.6 เปอรเซ็นต) 
และการยึดเกาะเซลล Caco- 2 เทากับ 4.21 และ 3.23 Log CFU/mL ตามลําดับ การศึกษาครั้งแสดง
ใหเห็นวา Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุ  เปนโพรไบโอติกที่ดีเหมาะสําหรับการนําไปใชในอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงกุงตอไป 

Huang et al. (2010) รายงานการตรวจสอบฮิสตามีนและแบคทีเรียกลุมที่สรางฮิสตามีน
และคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง 46 ตัวอยาง ที่ขายปลีกในตลาดในเมือง 
Penghu ประเทศไตหวัน จากการศึกษาพบวาอาหารทะเลแหงมีคาความเปนกรด-ดาง ปริมาณเกลือ 
ความช้ืนและนํ้าที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนในการเจริญ (aw) ปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยงาย ปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมด Escherichia coli และปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมทั้งหมดอยูระหวาง  
5.60 - 7.57 mg/100g คิดเปน 1.8 - 27.1 เปอรเซ็นต, 19.23 - 61.90 เปอรเซ็นต, 0.63 - 0.92 
และ 10.14 - 168.56 mg/100g, 3.18 - 9.28 Log CFU/g, นอยกวา 3 - 210 MPN/g และนอยกวา 
3 - 1,100 MPN/g ตามลําดับ  โดยตัวอยางอาหารปลาแหงจํานวน 30.4 เปอรเซ็นต มีปริมาณของ 
ฮิสตามีนมากกวา 5 mg/100 g ตามขอกําหนดขององคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาที่กําหนด
ไวสําหรับผลิตภัณฑปลาในตระกูลคอมบรอยและ/หรือผลิตภัณฑจากปลากลุมน้ี ผลิตภัณฑอาหาร
ทะเล 9 ตัวอยาง ของปลาขางเหลือง (Selariodes leptolepis) มีปริมาณฮิสตามีนสูงที่สุด (6.13 - 
47.90 mg/100 g) โดยแบคทีเรียที่ผลิตฮิสตามีน 13 สายพันธุ ที่แยกมาจากตัวอยางสามารถผลิต 
ฮิสตามีนในอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase soy broth ที่เติม 1.0% L-histidine (TSBH) ได  โดยมีคา
อยูระหวาง 7.80-531.2 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง Enterobacter aerogenes (1 สายพันธุ) ที่แยกไดจาก
ปลาขางเหลืองมีความสามารถผลิตฮิสตามีนไดสูง 
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 จากรายงานการศึกษายังไมมีรายงานที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับการนําสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จากจุลินทรีย  เพื่อทําการควบคุมจุลินทรียในอาหารทะเลแหง  รวมทั้งการเพิ่มคุณสมบัติทางดาน
สุขภาพอื่น ๆ ที่สําคัญ  เชน  คุณสมบัติดานการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหง
มีคุณภาพที่โดดเดนทุกดานทั้งทางดานมาตรฐานจุลินทรีย  รวมทั้งมีคุณคาทางโภชนาการซึ่งเปนสิ่งที่
ตองการในปจจุบัน คณะผูวิจัยจึงทําการศึกษาขอมูลและรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการตานอนุมูลอิสระ 
เพื่อนํามาเปนขอมูลพื้นฐานในการวิจัยครั้งน้ี ดังตอไปน้ี 
 
5. อนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ  
 5.1 อนุมูลอิสระ (free radical หรือ oxidant)  

อนุมูลอิสระ คือโมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็คตรอนโดดเด่ียวอยูรอบนอก  เปนโมเลกุลที่ 
ไมเสถียรและมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมีในลักษณะเปนปฏิกิริยาลูกโซ  สามารถทําปฏิกิริยา
กับสารชีวโมเลกุลตาง ๆ  ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางข้ึน สงผลใหเกิดความเสียหายแกองคประกอบ
ตาง ๆ ของเซลลภายในรางกาย เชน การทําลายโครงสรางดีเอ็นเอ การสรางพันธะโควาเลนตกับ
โปรตีนหรือเอนไซมบางชนิดจนทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมเหลาน้ันผิดปกติ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Ames et al., 1993)  นอกจากน้ีอนุมูลอิสระยังเปนสาเหตุ
สําคัญที่ทําใหเกิดโรคหลายชนิด เชน  โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน  โรคมะเร็ง  โรคตอกระจก และโรค
ขออักเสบจากโรครูมาตอยด เปนตน (ประสงค เทียนบุญ, 2553)  อนุมูลอิสระเกิดจากผลพลอยได
จากการใชออกซิเจนของกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลและปจจัยจากสิ่งแวดลอมภายนอก เชน 
การติดเช้ือโรคการไดรับรังสียูวี ควันจากทอไอเสียรถยนต และควันบุหรี่ เปนตน ซึ่งอนุมูลอิสระ
เหลาน้ีสามารถถูกกําจัดหรือลดความรุนแรงลงไดดวยสารที่เรียกวาสารตานอนุมูลอิสระ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 

 
 5.2 สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant)   

สารตานอนุมูลอิสระ  คือสารปริมาณนอยที่สามารถปองกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา 
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Halliwell, 2009) สาร
ตานอนุมูลอิสระจะชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในรางกายซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดโรค
ตาง ๆ ของมนุษย ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เปนสาเหตุหลักของการเสื่อม
คุณภาพในอาหาร สารตานอนุมูลอิสระสามารถพบไดทั้งในธรรมชาติและในรางกายมนุษย  โดยสาร
ตานอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชาติ ไดแก สารประกอบฟนอลลิค (phenolic compounds) สารประกอบ
ไนโตรเจน (nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด (catotinoid)  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค  
สีหานาม, 2554; Velioglu et al., 1998)  สวนสารตานอนุมูลอิสระที่สามารถพบในรางกายมนุษย เชน 
เอนไซมคะตะเลส (catalase) กลูตาไทโอนเพอรอกซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอร
ออกไซดดิสมิวเทส (superoxide dismutase) หรือสารประกอบ/โปรตีนบางอยาง เชน อัลบูมิน 
(albumin) บิลิรูบิน (bilirubin) เซอรูโลพลาสมิน (ceruloplasmin) กลูตาไธโอน (glutathione) 
ทรานสเฟอริน (transferrin)  ยูบิควินอล (ubiquinol) และยูเรต (urate) เปนตน  สารเหลาน้ีมีหนาที่
คอยควบคุมอนุมูลอิสระตาง ๆ ใหอยูในระดับพอเหมาะแตถาเมื่อใดที่มีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในปริมาณ
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มากเกินกวาที่ระบบปองกันจะยับย้ังไดหมดจะทําใหเกิดสภาวะที่เรียกวา “oxidative stress” ข้ึน
ภายใตสภาวะดังกลาว อนุมูลอิสระจะทําอันตรายตออวัยวะและเน้ือเย่ือตาง ๆ ของรางกาย ซึ่งถา
สะสมมาก ๆ อาจนําไปสูความผิดปกติได  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 

วัสดุอุปกรณ 
1. วัตถุดิบ 
 รําขาว 
     
2. วัสดุอุปกรณ 
 2.1 จานเพาะเช้ือ (Petri Dish) 
 2.2 ขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลลิิตร  

2.3 กระดาษกรอง Whatman No. 5 
2.4 ถุงไดอะไลซิส 
2.5 ออโตปเปต P100 (Gilson, pipetman P100, กรุงปารีส, สาธารณรัฐฝรั่งเศส) 
2.6 ออโตปเปต P1000 (Gilson, pipetman P1000, กรุงปารีส, สาธารณรัฐฝรั่งเศส) 
2.7 ตูอบลมรอน (Memmert, UFB 500, เมือง Schwabach, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
2.8 ตูบมเช้ือ (Memmert, BE 400, เมือง Schwabach, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
2.9 หมอน่ึงความดันไอ (Daihan, Wacs-1450, เมืองโซล, สาธารณรัฐเกาหลี) 
2.10 กลองจุลทรรศน (Olympus, CH30RF200, ประเทศญี่ปุน) 
2.11 ตูปลอดเช้ือ (Super Clean, Super Clean150 VC, จังหวัดกรุงเทพฯ, ประเทศไทย) 
2.12 หลอดทดลอง (Test Tube) 16 x 150 มิลลิลิตร และ13 x 100 มิลลิลิตร 
2.1.3 ถังหมักแบบกวน (B.Braun Biotech International; Biostat B, ประเทศสหรัฐอเมริกา)

 2.1.4 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Innova; 4343, ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 
3. สารเคม ี
 3.1 โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  
 3.2 Gram’s crystal violet solution  
 3.3 Gram’s safranin O solution 
 3.4 Gram’s iodine solution 
 3.5 Gram’s alcohol solution 
 3.6 Alcohol 70 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต 
 3.7 Catalase reagent 
 3.8 Oxidase reagent 
 3.9 Nitrate reagent 
 3.10 Kovac’ s reagent 
 3.11 Methyl red reagent 
 3.12 แอมโมเนียมซัลเฟต 
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 3.13 โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 3.14 โซเดียมไฮดรอกไซด 
 3.15 กรดไฮโดรคลอริก 
 3.16 โซเดียมไนเทรต 
 3.17 แอมโมเนียมคลอไรด 
 3.18 แคลเซียมคารบอเนต 

3.19 นํ้าแปง  
3.20 Dinitrosalicylic acid 
3.21 Casein 
3.22 Sodium acetate 
3.23 Acetic acid  

 3.24 Olive oil  
 3.25 อะซิโตน  

 

วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคาถูกใน
ถังหมัก  
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือจากสับสเตรทราคาถูกที่เหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมของสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียโพรไบโอติกตามผลการศึกษากอนหนาน้ี  โดยเพาะเลี้ยงเซลลใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  และปรับสภาวะใหเหมาะสมจากผลการทดลองกอนหนาน้ี  คือการ
เพาะเลี้ยงในนํ้ากลั่น โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
เปนแหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
 

1.1  การศึกษาการขยายขนาดในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร (สาโรจน ศิริศันสนียกุล 
และคณะ, 2544; Yeh et al., 2006; Potumarthi et al., 2007) 
  1.1.1 การเตรียมกลาเชื้อ (ดัดแปลงมาจาก Anto et al., 2006; Gangadharan  
et al., 2006) 
 เตรียมหัวเช้ือ B. licheniformis โดยเข่ียเช้ือ 1 ลูป ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Broth (NA broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งผานการน่ึง 
ฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพาะเลี้ยงในสภาวะเขยาที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง วัดความเขมขนเซลล โดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 A.U. 
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  1.1.2 การเตรียมถังหมัก 
  เตรียมถังหมักตามที่คูมือกําหนดไว ตรวจสอบระบบใหอากาศปลอดเช้ือ ระบบนํ้าเย็น
และระบบควบคุมคาความเปนกรด-ดาง  และเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสม ไดแก รําขาว 175 
กรัม ในนํ้ากลั่น 3.5 ลิตร และ 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)  ลงในถังหมัก ปรับคา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  จากน้ันตรวจสอบความเรียบรอยของอุปกรณตาง ๆ ที่ติดกับถังหมัก  
นําถังหมักไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทิ้งใหเย็น  แลวนําถังหมักมา
ตอเขากับระบบของถังหมัก เปดสวิทซใหระบบนํ้า โดยกําหนดสภาวะการกวนที่ 300 รอบตอนาที  
อัตราการใหอากาศ 1 vvm และควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสม  ถายกลาเช้ือลงในถังหมักปริมาตร 35 
มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เพื่อวัดการเจริญของแบคทีเรีย
และเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส      

 
 1.2  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย (Jeyasekaran et al., 2004) 
 เก็บตัวอยางจากถังหมักทุก 2 ช่ัวโมง เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  นําตัวอยางจากการทดลอง
มาเจือจางแบบ 10 เทา ใน 0.85% Normal saline ผสมใหเขากัน  เจือจางใหไดระดับความเจือจาง
ที่เหมาะสม  ปเปตตัวอยางของแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Plate Count Agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมปราศจากเช้ือเกลี่ยตัวอยางใหทั่วจานเพาะเช้ือดวยเทคนิค 
Spread plate  นําจานเพาะเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 351 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ัน
นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผล 
 
 1.3  การวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 

 1.3.1 การวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส (Amylase; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 
2541; Anto et al., 2006) 

 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ
ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสที่ไดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-
ดางเทากับ 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมนํ้าแปงความเขมขน 1% (w/v) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  เติมสารละลาย Dinitrosalicylic 
acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  นําไปแชในนํ้าเดือดเปนเวลา 5 นาที ทําใหเย็น  เติมนํ้ากลั่น 
10 มิลลิลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  คํานวณหาปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวสเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสและคํานวณหาแอคติวิตีเอนไซม 

 
 1.3.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส (Protease; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 

2541; Prakasham et al., 2006) 
 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
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รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสที่ไดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวย Tris-HCl 0.5 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร  เติม Casein 10% (w/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย Trichloacetic acid ที่มี 0.22 โมลาร 
Sodium  acetate และ 0.33 โมลาร Acetic acid และเขยาอยางแรง  ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 30 นาที  กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 5 นําสารละลายที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายไทโรซีน
และคํานวณหาแอคติวิตีเอนไซม 

 
 1.3.3 การวัดกิจกรรมเอนไซมไลเปส (Lipase; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 2541) 
 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก  จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสทีไ่ดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวย Tris-HCl 0.1 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 8.5 ปริมาตร  
4 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Olive oil 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายอะซิโตน : แอลกอฮอล ใน
อัตราสวน 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  นํามาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน NaOH 0.05 นอรมอล 
โดยใช Phenolphthalein เปน Indicator  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน คํานวณหา
ปริมาณ Oleic acid และแอคติวิตีเอนไซม 

 

2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีปนเปอน
ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 2.1  การเตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพร- 
ไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus licheniformis bioactive compound: 
PBL) (Ahern et al., 2003) 
 นําแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis มาขีด (Streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Trypticase Soy Agar (TSA) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําโคโลนี
เด่ียวมาเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth 
(TSB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  นําเซลลแขวนลอยไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดปรับคาความเปนกรด-ดางใหมีคาเทากับ 6.5  
จากน้ันเติมสารละลาย Ammonium sulfate ครั้งละ 10 กรัม เปนระยะเวลา 3 นาที  จนไดความ
เขมขนเทากับ 484.54 กรัมตอลิตร  โดยทําการคนตอเน่ืองเปนระยะเวลา 18 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  หลังจากน้ันเก็บสวนที่ตกตะกอนและละลายในสารละลาย Sodium phosphate 
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buffer (0.05 M; pH 7) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  แลวนําสารกึ่งบริสุทธ์ิที่ไดมาใชในการศึกษาฤทธ์ิการ
ยับย้ังแบคทีเรียตอไป   

 
 2.2  การออกแบบการทดลองในการศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลติภัณฑ
ในการควบคุมแบคทีเรียท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบ
สารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus licheniformis 
bioactive compound: PBL)  
  2.2.1 การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
 ตัดผลิตภัณฑหมึกแปรรูปขนาดกวาง x ยาว เทากับ 2 x 2 เซนติเมตร และแบง
ออกเปน 5 ชุดการทดลอง  เพื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ในการยับย้ังแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
 ชุดที่ 1 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + นํ้ากลั่น (ชุดควบคุม) 
  ชุดที่ 2 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + ไนซิน ความเขมขน 1000 IU/ml 
  ชุดที่ 3 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่ง
บริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
  ชุดที่ 4 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + ไนซิน ความเขมขน 1000 IU/ml และเติม
ไนซินทุก ๆ 2 สัปดาห 
  ชุดที่ 5 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่ง
บริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis และเติมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
รูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ทุก ๆ 2 สัปดาห  
 
 เติมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป นําตัวอยาง
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาผึ่งใหแหงในตู Laminar flow biological safety cabinet เปนเวลา 15 
นาที  จากน้ันนําผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาเก็บรักษาในถุงพลาสติก แลวนํามาทําการศึกษาถึงการ
ควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพภายใต 2 สภาวะ คือ  
1)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   และ 2)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติก
ตอนกลางวันและปดถุงพลาสติกตอนกลางคืน  นําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาศึกษาปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  เปนระยะประมาณ 1 เดือน 
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 2.2.2 การศึกษาปริมาณแบคทีเรี ยกลุม เฮทเทอโรโทรปท้ังหมด (Total 
heterotrophic bacteria) (Jeyasekaran et al., 2004) 
 นําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาเจือจางแบบ 10 เทา ใน 0.1% (w/v) Peptone 
water ผสมใหเขากัน จากน้ันปเปตตัวอยางของแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมปราศจากเช้ือเกลี่ยตัวอยางใหทั่วจาน

เพาะเช้ือดวยเทคนิค Spread plate นําจานเพาะเช้ือบมที่อุณหภูมิ 351 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผล  
 
 2.2.3  การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 ทําการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ทนตอสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis  โดยนํา
แบคทีเรียที่ทนตอสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานของ
โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือและลักษณะทางสัณฐานภายใตกลองจุลทรรศนและศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี  เพื่อจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียเบื้องตน ตามวิธีการของ Branner (1984), Sneath et al. 
(1986) และ Holt et al. (1994) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวย
วัสดุราคาถูกในถังหมัก เพื่อทดแทนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis และการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑในการควบคุมแบคทีเรีย
ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทเีรยี
โพรไบโอติก Bacillus licheniformis  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคา
ถูกในถังหมักและการเจริญ รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอสและไลเปส  

จากผลการทดลองการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือจากสับสเตรทราคาถูกที่เหมาะสมตอการเจริญ
และกิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียโพรไบโอติกตามผลการศึกษากอนหนาน้ีของ
โครงการวิจัยเรื่อง “สารตานจุลชีพชนิดใหมจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐาน
ทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงและแปรรูปในจังหวัดชลบุรี” ในปงบประมาณ พ.ศ. 2559 
ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  ผลการทดลองพบวาสับสเตรทและสภาวะที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis คือ รําขาว ซึ่งเปนสับสเตรทที่มีความเหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยง รวมทั้งสภาวะในการเพาะเลี้ยงพบวาคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  โดยมีการเติม 1% 
(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก คือ 35 องศาเซลเซียส 

จากน้ันไดทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ดวย
วัสดุราคาถูกในถังหมักและสภาวะที่เหมาะสมดังที่กลาวมาแลวขางตน โดยทําการเพาะเลี้ยงในถังหมกั
แบบกวนขนาด 5 ลิตร ดังแสดงในภาพที่ 1 และปรับสภาวะใหเหมาะสม จากน้ันปรับอัตราการให
อากาศเทากับ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที (อุปกรณดังแสดงในภาพที่  
2-4)  โดยเก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อนํามาวัดการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี
เกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate (ดังแสดงในภาพที่ 5) และทํา Growth curve ไดผลการทดลองดังแสดง
ในตารางที่ 2 และภาพที่ 6  
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ภาพท่ี 1 ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร 
 
 

 
 

ภาพท่ี 2 เครื่องควบคุม 
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ภาพท่ี 3 เครื่องควบคุมระบบนํ้า 
 
 

  
 

ภาพท่ี 4 ถังบรรจุอากาศ 
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ภาพท่ี 5 วัดการเจริญโดยวิธีเกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate  
 

 1.1  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย B. licheniformis ท่ีเพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวน
ขนาด 5 ลิตร   
 จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวนขนาด 
5 ลิตร  โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  มีการ
เติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน และที่อุณหภูมิ 35 องศา-
เซลเซียส ผลการทดลองพบวา B. licheniformis  มีการเจริญสูงสุดที่เวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  โดยพบ
ปริมาณแบคทีเรียเทากับ  1.15±0.01 x 1012 CFU/mL  ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 6 
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ตารางท่ี 2  ปริมาณแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวนขนาด 
5 ลิตร  

 
ระยะเวลาทดลอง ปริมาณแบคทีเรีย (CFU/mL) 

ช่ัวโมงที่ 0 7.50±0.71 x 108 
ช่ัวโมงที่ 2 8.50±0.71 x 108 
ช่ัวโมงที่ 4 4.93±0.97 x 109 
ช่ัวโมงที่ 6 6.00±1.00 x 109 
ช่ัวโมงที่ 8 5.50±0.10 x 1010 
ช่ัวโมงที่ 10 2.53±0.21 x 1010 
ช่ัวโมงที่ 12 6.57±0.05 x 1010 
ช่ัวโมงที่ 14 9.43±0.21 x 1010 
ช่ัวโมงที่ 16 1.15±0.01 x 1012 
ช่ัวโมงที่ 18 1.15±0.02 x 1012 
ช่ัวโมงที่ 20 1.00±0.01 x 1012 
ช่ัวโมงที่ 22 9.73±0.15 x 1010 
ช่ัวโมงที่ 24 8.73±0.21 x 1010 

 
 

 
 

ภาพท่ี 6  การเจรญิของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวน
ขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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 1.2   การวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 
จากการศึกษากิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยวิธีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

จํานวน 3 ชนิด ไดแก เอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส  โดยทํากราฟมาตรฐานสารละลาย
นํ้าตาลกลูโคส สารละลายไทโรซีน และกรดโอเลอิค ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3-5 
และภาพที่ 7-9 

 
ตารางท่ี 3  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกบัความเขมขนของนํ้าตาลกลโูคส 

 

Glucose conc. (ug/mL) 
ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส A520 

1 2 คาเฉลี่ย 
0 0.000 0.000 0.000 
40 0.075 0.078 0.077 
80 0.174 0.178 0.176 
120 0.271 0.306 0.289 
160 0.367 0.400 0.384 
200 0.438 0.492 0.465 

 
 

 
 

ภาพท่ี 7  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกบัความเขมขนของนํ้าตาล 
 กลูโคส 
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ตารางท่ี 4 คาการดูดกลืนแสงความเขมขนของไทโรซีนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนของไทโรซีน (mg/l) OD660 
20 0.45 
40 0.56 
60 0.69 
80 0.75 
100 0.85 

 
 

 
ภาพท่ี 8 กราฟมาตรฐานสารละลายไทโรซีน 
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ตารางท่ี 5 คาการดูดกลืนแสงความเขมขนของกรดโอเลอกิและปริมาณ NaOH 
 
ความเขมขนของ  Oleic  acid 

(µmole/mL) 
ปริมาตร NaOH 

(mL) 
ความเขมขน NaOH 

(Mole) 
20 0.015 0.015 
40 0.020 0.020 
60 0.025 0.025 
80 0.030 0.030 
100 0.035 0.035 

 
 

 
ภาพท่ี 9  กราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก 

 
และตอมาทําการทดสอบถึงปริมาณการผลิตเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ควบคู

กับการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวาแบคทีเรียโพรไบโอติกมีกิจกรรม
ของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด รองลงมาคือกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสและไลเปส ตามลําดับ ซึ่ง
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสเพิ่มข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก และมีกิจกรรมสูงสุดที่
ช่ัวโมงที่ 18 ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2704.41 Unit/mL และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลองโดยมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2293.78 Unit/mL  สวนกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสพบวามี
ปริมาณนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส โดยมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 
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เทากับ 3.81 Unit/mL  สวนกิจกรรมของเอนไซมไลเปสพบวา ไมมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลา
การทดลอง  โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1.33 Unit/mL ต้ังแตเริ่มตนการทดลองจนกระทั่ง
สิ้นสุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 5 และภาพที่ 10-12 

 
ตารางท่ี 6  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 
 

ระยะเวลาทดลอง 
กิจกรรมของเอนไซม (Unit/mL) 

อะไมเลส โปรติเอส ไลเปส 
ช่ัวโมงที่ 0 9.24 1.27 1.33 
ช่ัวโมงที่ 2 23.73 1.73 1.33 
ช่ัวโมงที่ 4 94.74 1.73 1.33 
ช่ัวโมงที่ 6 423.73 1.96 1.33 
ช่ัวโมงที่ 8 481.70 2.08 1.33 
ช่ัวโมงที่ 10 1023.25 2.42 1.33 
ช่ัวโมงที่ 12 1235.81 2.89 1.33 
ช่ัวโมงที่ 14 1979.77 3.58 1.33 
ช่ัวโมงที่ 16 2656.10 3.81 1.33 
ช่ัวโมงที่ 18 2704.41 3.81 1.33 
ช่ัวโมงที่ 20 2424.21 3.46 1.33 
ช่ัวโมงที่ 22 2371.07 3.12 1.33 
ช่ัวโมงที่ 24 2293.78 3.12 1.33 

 
 
 



35 
 

  
 

ภาพท่ี 10  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
 

 
 

ภาพท่ี 11  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมโปรติเอสจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ภาพท่ี 12  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมไลเปสจากการเพาะเลี้ยงแบคทเีรียโพรไบโอติก  

B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
 
2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 2.1  การเตรยีมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิจ์ากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis 
 การเตรียมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis แสดงดังภาพที่ 13-21 
 

 
 

ภาพท่ี 13   โคโลนีของ  Bacillus licheniformis ที่เจรญิบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Agar 
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ภาพท่ี 14  Bacillus licheniformis ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth 
 
 

 
 

ภาพท่ี 15  ตะกอนเซลลหลังจากการปนเหว่ียง 
 
 

 
 

ภาพท่ี 16  สวนใสทีผ่านการกรองดวยเย่ือกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
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ภาพท่ี 17  สารทีผ่านการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
 

   
 

ภาพท่ี 18  ตะกอนเซลลหลังจากการปนเหว่ียง 
 
 

    
 

ภาพท่ี 19  ตะกอนเซลลที่ละลายในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.05 M, pH 7.0) 
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ภาพท่ี 20 การกําจัดแอมโมเนียมซลัเฟตดวยวิธีไดอะไลซสิ 
 
 

 
 

ภาพท่ี 21 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก Bacillus licheniformis 
 
 
 2.2  การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก Bacillus licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดใน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก
Bacillus licheniformis ตอการยับย้ังแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
ผลการทดลองแสดงพบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุก ๆ  
2 สัปดาห  ในการเก็บรักษาหมึกแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีที่สุดเทากับ 75.94 %  รองลงมาคือ การเติมสารกึ่งบริสุทธ์ิจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ทุก ๆ 2 สัปดาห  ในการเก็บรักษาหมึกแปรรูปโดย
การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และการเติมไนซิน 
ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาห เทากับ 44.70 % และ 3.08 % 
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ตารางท่ี 7 ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเก็บรกัษาหมึกแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (CFU/g) 

 

ระยะเวลา
เก็บรักษา 

(วัน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 

น้ํากล่ัน 
ไนซนิ 1,000 

IU/mL 
PBL 

ไนซนิ 1,000 
IU/mL  

(เติมทุกๆ  
2 สัปดาห) 

PBL 
(เติมทุกๆ  
2 สัปดาห) 

15 นาที 7.30±1.16×103a,3 2.61±1.20×103 bc,1 5.50±1.55×103 a,2 2.66±1.81×103 b,1 5.96±1.93×103 a,23 

1 9.02±0.87×103 b,3 1.64±0.90×103 a,1 7.74±2.47×103 b,3 5.12±1.04×103 c,2 7.70±1.48×103 ab,3 

7 9.00±1.11×103 b,2 3.20±1.12×103 cd,1 1.17±0.15×104 c,3 3.33±1.16×103 b,1 1.16±0.21×104 c,3 

14 1.08±0.18×104 c,3 1.53±0.33×103 a,1 1.22±0.18×104 c,4 7.75±2.22×102 a,1 8.06±1.25×103 b,2 

21 8.53±1.25×103 b,4 1.98±1.12×103 ab,2 7.30±1.44×103 b,3 5.89±2.42×102 a,1 8.91±0.40×103 b,4 

28 8.70±0.45×103 b,5 3.83±0.46×103 d,2 6.08±1.52×103 ab,3 6.40±2.07×102 a,1 7.96±2.98×103 b,4 
% 

การลดลง 
-19.18 -46.74 -10.55 75.94 -33.56 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  

 
ตารางท่ี 8 ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทเีรียโพรไบโอติกตอปรมิาณแบคทีเรียกลุม 

เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเกบ็รกัษาหมึกแปรรูปโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 

 
ระยะเวลา
เก็บรักษา 

(วัน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
น้ํากล่ัน ไนซนิ 1,000 IU/mL PBL ไนซนิ 1,000 

IU/mL  
(เติมทุกๆ  
2 สัปดาห) 

PBL 
(เติมทุกๆ  
2 สัปดาห) 

15 นาที 7.89±0.88×103  a,3 2.61±1.16×103 a,1 6.04±1.11×103 a,2 2.27±0.43×103 b,1 5.66±2.40×103 b,2 
1 8.63±1.74×103 ab,3 2.94±0.77×103a,1 7.95±1.43×103 b,3 2.81±1.04×103 c,1 4.13±0.52×103 a,2 
7 1.03±0.36×104 bc,3 2.93±1.01×103a,1 5.31±1.90×103 a,2 2.57±0.72×103 bc,1 5.68±1.01×103 b,2 
14 1.12±0.31×104 c,4 2.91±0.48×103a,2 6.11±1.50×103 a,3 9.00±2.73×102a,1 6.62±0.45×103 b,3 
21 9.83±0.86×103 abc,4 2.83±1.06×103a,2 5.48±0.75×103 a,3 9.44±2.51×102a,1 3.37±0.99×103 a,2 
28 9.89±1.20×103 abc,4 8.82±1.48×103 b,3 9.02±0.86×103 b,3 2.20±0.56×103 b,1 3.13±0.31×103 a,2 
% 

การลดลง 
-25.35 -237.93 -49.34 3.08 44.70 

หมายเหตุ ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
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ตารางท่ี 9 การเปรียบเทียบผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทเีรียโพรไบโอติกในการเก็บ
รักษาหมกึแปรรปูที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และการเก็บรกัษาหมึกแปรรูปโดยการ
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 

 

ชุดการทดลอง 

เปอรเซ็นตการลดลง 

การเก็บรักษาหมึกแปรรูปท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซยีส 

การเก็บรักษาหมึกแปรรูปโดยการ
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวัน

และปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืน 

นํ้ากลั่น -19.18 -25.35 
ไนซิน 1,000 IU/mL -46.74 -237.93 

PBL -10.55 -49.34 
ไนซิน 1,000 IU/mL 
(เติมทกุๆ 2 สัปดาห) 

75.94 3.08 

PBL  
(เติมทกุๆ 2 สัปดาห) 

-33.56 44.70 

 
 

 
ภาพท่ี 22  ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทีเรีย 

  กลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการเกบ็รักษาหมึกแปรรูปทีอุ่ณหภูมิ  
  4 องศาเซลเซียส (CFU/g) 
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ด 
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g 
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U

/g
)

ระยะเวลาในการเก็บรักษา (วัน)

นํ้ากล่ัน Nisin PBL Nisin 2 W PBL  2 W
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 ภาพท่ี 23  ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทเีรีย 

 กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเกบ็รกัษาหมกึแปรรปูโดยการเปดถุงพลาสติกใน 
 ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 
 

จากการศึกษาพบวาภายใตสภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เมื่อมีการเติม
นํ้ากลั่นพบวา ชุดน้ีมีการปนเปอนดวยแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดจํานวน 7 ชนิด ไดแก 
Staphylococcus capitis subsp. urealyticus, Bacillus firmus, B. pantothenticus, B. 
laterosporus, B. marinus, B. coagulans และ B. circulan  ตลอด 28 วันของการทดลอง   สวน 
B. brevis พบภายใน 1 วัน ของการทดลองเทาน้ัน   ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 
IU/mL พบวาตลอดการทดลองไมสามารถตรวจพบ B. brevis และไมพบ B. marinus หลังจากเติม
สารไนซินเพียง15 นาที แตกลับมาตรวจพบในวันที่ 1-28 ของการศึกษา  สวนแบคทีเรียอีก 6 ชนิด  
พบวามีการปนเปอนตลอดระยะเวลาการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติม PBL พบวาไมพบการ
ปนเปอนของ B. brevis ภายในวันที่ 1-28 ของการศึกษา  และไมพบการปนเปอนของ S. capitis 
subsp. urealyticus และ B. coagulans ในวันที่ 28 และ 1 ของการทดลอง ตามลําดับ สวน B. 
firmus, B. pantothenticus, B. laterosporus, B. marinus, B. circulan คงพบไดตลอดการ
ทดลอง   ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาหพบวา สามารถกําจัด 
B. marinus เพิ่มข้ึนในวันที่ 14 และ 28 ของการทดลอง  เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมเพียง 1 ครั้ง    
นอกจากน้ันพบวาชุดที่มีการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนไดดีข้ึน คือ ยังคงกําจัด B. brevis ไดต้ังแตวันที่ 1-28 และเพิ่ม
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ความสามารถในการกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ต้ังแตวันที่ 7-28 ของการทดลอง ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวา การเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนใน
ตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด 
 
ตารางท่ี 10  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมกึแปรรูป

ที่เกบ็รักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

 ระยะเวลาการ 
ทดลอง (วัน) 

 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 

ชุดการทดลอง 

น้ํากล่ัน ไนซนิ 1,000 IU/mL PBL 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

Family  Micrococcaceae 
Staphylococcus capitis 
subsp. urealyticus 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + - 

Family Bacillaceae 
Bacillus firmus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Bacillus pantothenticus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Bacillus laterosporus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Bacillus brevis + + - - - - - - - - - - + - - - - - 
Bacillus marinus + + + + + + - + + + + + + + + + + + 
Bacillus coagulans + + + + + + + + + + + + + - + + + + 
Bacillus circulan + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ        + หมายถึง พบ ;  - หมายถึง  ไมพบ 
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ตารางท่ี 10  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมกึแปรรูป
ที่เกบ็รักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  (ตอ) 

 
  ระยะเวลาการ 

ทดลอง (วัน) 
 
 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 

ชุดการทดลอง 

ไนซนิ 1,000 IU/mL  
(เติมทุกๆ 2 สัปดาห) 

PBL 
(เติมทุกๆ 2 สัปดาห) 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

Family  Micrococcaceae 
Staphylococcus capitis 
subsp. urealyticus 

+ + + + + + + + - - - - 

Family Bacillaceae 
Bacillus firmus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus pantothenticus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus laterosporus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus brevis - - - - - - + - - - - - 
Bacillus marinus - + + - + - + + + + + + 
Bacillus coagulans + + + + + + + + - + + + 
Bacillus circulan + + + + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ        + หมายถึง พบ ;  - หมายถึง  ไมพบ 
 

สวนผลของสารชนิดตาง ๆ ที่เติมลงในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาโดยการเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนตอชนิดของแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมด    ในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ากลั่นพบวา สามารถกําจัดการปนเปอน B. 
brevis ไดต้ังแตวันที ่1-28 ของการทดลอง  ซึ่งเปนสภาวะที่สามารถกําจัดการปนเปอน B. brevis ได
ดีกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สามารถกําจัด B. brevis ต้ังแตวันที่ 7-28 ของการ
ทดลอง) และยังคงพบการปนเปอนแบคทีเรียอีก 7 ชนิด ไดตลอดการทดลองเชนเดียวกันกับการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ภายใต
สภาวะการเก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  
มีความสามารถในการกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ไดในวันที่ 7 และ 28 เมื่อเปรียบเทียบ
กับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ไมสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ได
เลยตลอดการทดลอง 28 วัน    ชุดการทดลองที่เติม PBL ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน มีความสามารถกําจัด S. capitis subsp. 
urealyticus ไดรวดเร็วกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 7 วันของการทดลอง รวมทั้ง
สามารถกําจัด B. brevis ไดตลอดการทดลอง ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สามารถกําจัดภายใน 1-28 วันของการศึกษา  นอกจากน้ันชุดที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000  
IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการเก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน พบวาสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ในวันที่  
21-28 เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมเพียง 1 ครั้งที่ไมสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus 
ไดเลยตลอดการทดลอง    นอกจากน้ันพบวาชุดที่มีการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการ
เก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน พบวา
สามารถกําจัด B. brevis ไดตลอดการทดลอง  ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สามารถกําจัดได ณ วันที่ 1-28 ของการทดลอง  
 
ตารางท่ี 11   ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป

ที่เกบ็รักษาโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืน 

 
  ระยะเวลาการ 

ทดลอง (วัน) 
 
 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 

ชุดการทดลอง 

น้ํากล่ัน ไนซนิ 1,000 IU/mL PBL 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

Family  Micrococcaceae 
Staphylococcus capitis 
subsp. urealyticus 

+ + + + + + + + - + + - + + + + - - 

Family Bacillaceae 

Bacillus firmus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Bacillus pantothenticus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Bacillus laterosporus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Bacillus brevis + - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Bacillus marinus + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Bacillus coagulans + + + + + + + + + + - + + + + + + + 

Bacillus circulan + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ        + หมายถึง พบ ; - หมายถึง  ไมพบ 
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ตารางท่ี 11   ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
ที่เกบ็รักษาโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืน (ตอ) 

 
 ระยะเวลาการ 

ทดลอง (วัน) 
 
 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 

ชุดการทดลอง 

ไนซนิ 1,000 IU/mL  
(เติมทุกๆ 2 สัปดาห) 

PBL 
(เติมทุกๆ 2 สัปดาห) 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

15
 น

าที
 

1 7 14
 

21
 

28
 

Family  Micrococcaceae 
Staphylococcus capitis 
subsp. urealyticus 

+ + + + - - + + - - - - 

Family Bacillaceae 
Bacillus firmus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus pantothenticus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus laterosporus + + + + + + + + + + + + 
Bacillus brevis - + - - - - - - - - - - 
Bacillus marinus + - + - + + + + + + + + 
Bacillus coagulans + + + + + + + - + + + + 
Bacillus circulan + + + + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ        + หมายถึง พบ; - หมายถึง  ไมพบ 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง  
 1. การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-
ดางเทากับ 7.0  มีการเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักมีการเจริญสูงสุดตรวจวัดปริมาณเช้ือ
ได 1.15±0.01×1012 CFU/mL เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง และมีกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18  เทากับ 2704.41 Unit/mL  รองลงมาคือ เอนไซมโปรติเอสมี
กิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 3.81 Unit/mL สวนเอนไซมไลเปสมีกิจกรรมของเอนไซม
นอยที่สุด เทากับ 1.33 Unit/mL ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

2. สวนการศึกษาเกี่ยวกับการเปรียบเทียบผลของการเติมสารตาง ๆ และการเก็บภายใต
สภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและ
ปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนตอปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่
ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  โดยผลการศึกษาพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห 
ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนสามารถ
ลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดและมีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดีที่สุด โดยการเก็บภายใต
สภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาชุดการทดลองที่มีการเติม PBL เพียงครั้งเดียว 
และการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึนจากวันแรก
ของการทดลอง 10.55 % และ 33.56 %  ในขณะที่การเก็บรักษาภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติก
ในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนพบวา ชุดการทดลองที่มีการเติม PBL 
เพียงครั้งเดียวมีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึน 49.34 %  แตชุดการทดลองที่มี
การเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีปริมาณของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลง 44.70 % ซึ่ง
มีเปอรเซ็นตการลดลงมากกวาชุดการทดลองที่มีการเติมไนซินที่ความเขมขน 1,000 IU ทุก ๆ 2 
สัปดาห (3.08 %)  ดังน้ันจากผลการศึกษาในครั้งน้ีพบวา สภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดไดและมีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปไดดีที่สุด  
 3. จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถคาดวาสาร PBL รวมกับสภาวะการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน นาจะนํามาประยุกตใชกับการใชจริง
เน่ืองจากสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนเปน
สภาวะที่มีการใชจริงของผูประกอบการขายผลิตภัณฑหมึกแปรรูปและผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงใน
ประเทศไทยน่ันเอง 
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อภิปรายผลการทดลอง  
1.  การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคา
ถูกในถังหมักและการเจริญ รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอสและไลเปส  

จากการศึกษาในโครงการวิจัยกอนหนาน้ีไดทําการศึกษาถึงชนิดและสภาวะที่เหมาะสมของ
สูตรอาหารราคาถูกเพื่อทดแทนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก  รวมถึงศึกษา
แหลงและความเขมขนของไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก ผลการศึกษา
พบวาผลของเอนไซมตอกิจกรรมการย้ังเช้ือแบคทีเรียทดสอบของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก  
B. licheniformis  สามารถคงทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 50-96 องศาเซลเซียส  และสภาวะความ
เปนกรด-ดางในชวง 3-10 และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก B. licheniformis สูญเสียกิจกรรมการยับย้ัง
เมื่อทดสอบดวยเอนไซมโปรติโอไลติก คือ เปปซิน ทริปซิน และโปรติเนส เค  โดยพบวาชนิดของ
สับสเตรทที่เหมาะสม ราคาถูก และหางาย จํานวน 2 ชนิด คือ รําขาวและขาวโพด พบวารําขาวเปน
สับสเตรทที่มีความเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในการศึกษาครั้งน้ีสูงสุด  และ
ตอมาทําจากการศึกษาถึงสับสเตรทและสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis คือการเพาะเลี้ยงโดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเติม 1 % (w/v) (NH4)2SO4 เปน
แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ผลการทดลอง
พบวาสับสเตรทและสภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis คือ รําขาว
เปนสับสเตรทที่มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยง  รวมทั้งสภาวะในการเพาะเลี้ยงพบวาคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 7.0 โดยมีการเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลง
ไนโตรเจน และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทเีรียโพรไบโอติก คือ 35 องศาเซลเซียส  ดังน้ัน
ในการศึกษาในครั้งน้ีจึงทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis  
ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมักและสภาวะที่เหมาะสมดังที่กลาวมาแลวขางตน  โดยทําการเพาะเลี้ยงใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  และปรับสภาวะใหเหมาะสม จากน้ันปรับอัตราการใหอากาศเทากับ  
1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  โดยตลอดระยะเวลา
การศึกษาทําการเก็บตัวอยางเพื่อนํามาวัดการเจริญโดยวิธีเกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate และทํา 
Growth curve  ผลการทดลองพบวา B. licheniformis  มีการเจริญสูงสุดที่เวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  
โดยพบปริมาณแบคทีเรียเทากับ  1.15±0.01 x 1012 CFU/mL   

เมื่อทําการศึกษากิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก B. licheniformis โดยวิธีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมจํานวน 3 ชนิด ไดแก การผลิต
เอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ควบคูกับการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักขนาด 
5 ลิตร พบวาแบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด รองลงมาคือกิจกรรมของเอนไซม 
โปรติเอสและไลเปส ตามลําดับ  ซึ่งกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสเพิ่มข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรีย
โพรไบโอติก และมีกิจกรรมสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18 ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2704.41 Unit/mL 
และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2293.78 Unit/mL  สวน
กิจกรรมเอนไซมโปรติเอสพบวามีปริมาณนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส  
โดยมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 3.81 Unit/mL ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมไลเปส
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พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไมมีการเปลี่ยนแปลงโดยมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1.33 
Unit/mL จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง  

จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักพบวา แบคทีเรียเริ่มเขาสูระยะ
เพิ่มจํานวน (exponential phase) ที่ 8 ช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยง  จนกระทั่งมีการเจริญสูงสุด ตรวจวัด
ปริมาณเช้ือได  1.15±0.01x1012 CFU/mL เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  โดยมีการ
ใชอัตราการใหอากาศที่สอดคลองกับรายงานของ  Stanbury and Whitaker (1984) กลาววาอัตรา
การใหอากาศที่ใชในกระบวนการหมักควรอยูในชวง 0.5-1.5  vvm การใหอากาศที่เหมาะสมถือเปน
สิ่งที่ตองคํานึงถึงซึ่งอัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารมีผลตอการเจริญและการผลิตมวลเซลล
ของแบคทีเรีย (Dey et al., 2016) การศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเช้ือ Bacillus spp. 
ในถังหมักที่ศึกษาโดย Sen and Babu (2005) รายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตมวลเซลลโดย
เช้ือ B. coagulans RK-02 ในถังหมักขนาด 12 ลิตร คือ pH 6.65  อุณหภูมิ 38.3 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบในการกวน 247 รอบตอนาที  และอัตราการใหอากาศ 1.05 vvm โดยสามารถผลิตมวล
เช้ือได 4.3 กรัมตอลิตร 
 
2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิจ์ากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาผลของสารที่เติมลงในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืนตอชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  พบวาในตัวอยางผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปมีแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนเปนจํานวน 8 ชนิด ไดแก Staphylococcus 
capitis subsp. urealyticus, Bacillus firmus, B. pantothenticus, B. laterosporus, B. 
brevis, B. marinus, B. coagulans และ B. circulan ในทุกชุดการทดลอง ดังน้ันสามารถสรุปไดวา 
แบคทีเรียที่มีการปนเปอนมากที่สุดคือ แบคทีเรียสกุล Bacillus และอีกหน่ึงชนิดคือ Staphylococcus 
capitis subsp. urealyticus  ซึ่ง  Bacillus เปนแบคทีเรียกลุมชอบเค็มในระดับปานกลางและมัก 
ทําใหอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 5-20 เปอรเซ็นต เนาเสีย (Baross  and Lenovich 1992; 
Sumague et al., 2008) และหมึกแปรรูปในการศึกษาครั้งน้ีเปนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด
ประมาณ 2.87% (สุบัณฑิต  น่ิมรัตน และคณะ, 2559) 
 แบคทีเรียกลุม Bacillus ที่พบในการศึกษาครั้งน้ีสามารถแยกออกเปน 2 กลุม คือ แบคทีเรีย
กลุมที่ไมกอโรค ไดแก  B. brevis, B. laterosporus, B. marinus และ B. coagulans (Barsby  
et al., 2002; Bashir et al., 2016; El Sayed et al., 2015; Rautenbach et al., 2007; Roh  
et al., 2010; Su and Xu, 2014; Xue et al., 2008; Yao, et al., 2016; Yokomizo et al., 
2002; Zhang et al., 2010) และกลุมกอโรค ไดแก B. circulan สามารถทําใหเกิดการติดเช้ือใน
กระแสเลือด และถือเปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคในผูปวยโรคภูมิคุมกันบกพรอง (Alebouyeh et al., 
2011)  B. firmus เปนแบคทีเรียที่กอโรคในปลา (Vasant et al., 2013)  B. pantothenticus เปน
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สาเหตุของโรคเปนฝที่ตับและติดเช้ือในผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยา Cefotaxime และ Netilmicin 
ตามดวย Ciprofloxacin (Na et al., 2009)  สวน S. capitis subsp. urealyticus เปนสาเหตุของ
โรคติดเช้ือในโรงพยาบาลและติดเช้ือในกระแสเลือด เย่ือหุมสมองอักเสบ ติดเช้ือที่เย่ือบุหัวใจ และ
การติดเช้ือในกระแสเลือดในทารกแรกเกิด (Martins Simoes et al., 2013; Oud, 2011; Rasigade 
et al., 2012; Takano, 2011) 
 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป พบวา
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ที่เติมดวยสารไนซิน 1,000 IU/mL  และเติมทุก ๆ  
2 สัปดาห  มีการลดลงของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงสุดเทากับ 75.94 % แตไมสามารถ
กําจัดแบคทีเรียกอโรคชนิด  S. capitis subsp. urealyticus ไดตลอดการศึกษา 28 วัน แตในขณะที่
การเติม PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  ไมสามารถลดปริมาณของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  แต
เพิ่มข้ึนจาก 5.96±1.93×103 CFU/g เปน 7.96±2.98×103 CFU/g  แตสามารถกําจัดแบคทีเรีย 
กอโรคชนิด S. capitis subsp. urealyticus ไดภายใน 7 วันของการศึกษา  ดังน้ันเมื่อทําการ
เปรียบเทียบแลวพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  นาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดภายใตการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและ
ปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และมีการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  เปนสภาวะที่สามารถ
ลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดมากที่สุดคือ 44.70%  รวมทั้งกําจัด S. capitis 
subsp. urealyticus  ซึ่งเปนแบคทีเรียกอโรคดังที่ไดกลาวมาแลวไดอยางมีประสิทธิภาพ  โดย
สามารถกําจัดไดภายใน 7 วันของการเก็บรักษา  ในขณะที่ชุดที่เติมไนซิน 1,000 IU/mL ทุก ๆ 2 
สัปดาห ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน
ที่สามารถลดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 3.08% และสามารถกําจัด S. capitis 
subsp. urealyticus  ภายใน 21 วันของการศึกษา   
 จากการศึกษาพบวาสาร PBL มีความสามารถในการเก็บรักษาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปภายใต 
2 สภาวะที่เปนการเก็บรักษาในทางปฏิบัติจริงของคนขายผลิตภัณฑหมึกแปรรูปในประเทศไทย  จาก
การรายงานพบวาสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจาก B. licheniformis มีความสามารถในการตาน
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ยกตัวอยางเชน  Kayalvizhi and Gunasekaran (2010)  รายงาน
ถึง B. licheniformis MKU3 ผลิตสารกลุม Bacteriocin-like peptide ที่มีความสามารถในการตาน
แบคทีเรียแกรมบวกชนิดตาง ๆ และ E. coli DH5x  และ Shobharani et al. (2015) พบวาสวนใส
ปราศจากเซลลที่เพาะเลี้ยง B. licheniformis strain MCC2512  มีความสามารถในการตานแบคทีเรีย
กอโรคชนิดตาง ๆ  รวมทั้ง Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella sp., Aeromonas hydrophila และ Listeria monocytogenes   รวมทั้ง Rey 
et al. (2004) รายงานถึง B. licheniformis เปนแบคทีเรียที่มีประโยชนทางอุตสาหกรรมหลายดาน 
ยกตัวอยางเชน เปนแหลงผลิตเอนไซม ยาปฏิชีวนะและสารตานแบคทีเรีย เปนตน  นอกจากน้ัน
พบวาภายใตสภาวะการเปดปดทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ  แตพบวาสาร PBL มีประสิทธิภาพ
สูงสุดและสูงกวาสารไนซิน  เน่ืองจากสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจาก B. licheniformis มีความคงทนตอ
อุณหภูมิและความเปนกรด-ดางเมื่อเปรียบเทียบกับสารไนซิน (Kayalvizhi and Gunasekaran, 
2008; Teixeira et al., 2009)    
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 ดังน้ันสาร PBL จากการศึกษาครั้งน้ีนาจะเปนสารที่นาจะนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศไทยในขณะวางขาย   โดยทําใหปราศจากการเติมสารกันเสียซึ่ง
เปนสารแตงเติมทางเคมี  แตมีการใชผลิตภัณฑทางธรรมชาติจากแบคทีเรีย และทําใหผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงของประเทศไทยปราศจากเช้ือกอโรคและมีปริมาณแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียมี
ปริมาณตํ่า   นอกจากน้ันพบวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก B. licheniformis เปนสารที่นาสนใจใน
ปจจุบัน เน่ืองจากสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ผลิตจาก B. licheniformis  มีฤทธ์ิในการตานมะเร็ง 
(Chen et al., 2008)  ตานอนุมูลอิสระ (Asker et al., 2009)  รักษาบาดแผล (Rasulov et al., 
1993)  การควบคุมนํ้าตาลกลูโคสในเลือด (Cho et al., 2007)  และการปองกันแสงยูวี (Wang et al., 
2007)   รวมทั้งดานอื่น ๆ อีกหลายดาน  และจะทําใหผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศไทย
นาจะเปนผลิตภัณฑที่มีมาตรฐานระดับโลกรวมกับมีสารเสริมสุขภาพดังที่ไดกลาวไปแลว และทีมงาน
จะดําเนินการศึกษาดานฤทธ์ิในการตานมะเร็ง ตานอนุมูลอิสระ รักษาบาดแผล การควบคุมนํ้าตาล
กลูโคสในเลือด และการปองกันแสงยูวี รวมทั้งดานอื่น ๆ อีกหลายดาน นอกเหนือจากการนํามา
ควบคุมเฉพาะมาตรฐานทางดานจุลินทรียเทาน้ัน   ซึ่งจะนํามาสูผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศ
ไทยที่มีมาตรฐานและมีคุณสมบัติที่พิเศษนํามาสูเศรษฐกิจที่ย่ังยืนในอุตสาหกรรมดานน้ีและสามารถ
เปนครัวโลกในอุตสาหกรรมดานน้ีของประเทศไทย และสามารถแขงขันกับตางประเทศไดอยาง
เขมแข็งซึ่งคาดการณออกมาประโยชนในการลดคาใชจายในการรกัษาผูปวยจากการบริโภคผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงในประเทศไทยที่มีเช้ือกอโรคปะปนและเพิ่มมูลคาของสินคาทางดานผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงในประเทศไทยไดอยางมหาศาลน่ันเอง 
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