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บทคัดยอ 
 

 ในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการศึกษาเรื่องการพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเล
แหงของประเทศไทย โดยทําการศึกษา 2 ข้ันตอน ไดแก ข้ันตอนที่ 1 คือ การศึกษาขยายขนาดของ
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมักและการเจริญ รวมทั้ง
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอส  และไลเปส  ผลการศึกษาพบวาการศึกษาการขยายขนาด
ของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  โดยใช 
รําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 มีการเติม 1 % 
(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  อัตรา
การใหอากาศ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา
แบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักมีการเจริญสูงสุดตรวจวัดปริมาณเช้ือได 1.15±0.01×1012 CFU/ml  
เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง  และมีกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18  
เทากับ 2704.41 Unit/ml  รองลงมาคือ เอนไซมโปรติเอสมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 
3.81 Unit/ml  สวนเอนไซมไลเปสมีกิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุด เทากับ 1.33 Unit/ml ตลอด
ระยะเวลาการทดลอง     ข้ันตอนที่ 2 คือ ทําการศึกษาถึงผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบ
สารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis (PBL) และสารไนซินเพื่อการเก็บ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปชวงที่ทําการจําหนายภายใตสภาวะการเก็บรักษาที่  (1) อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส  และ (2) การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  
ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
ผลการศึกษาพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนเปนวิธีการเก็บผลิตภัณฑหมึกแปรรูปชวงที่ทําการ
จําหนายไดดีที่สุด  เน่ืองจากสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในตัวอยาง
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดี (เทากับ 44.70%) และสามารถกําจัดแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนใน
ตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น ๆ 
  
คําสําคัญ : แบคทีเรียโพรไบโอติก, สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ, ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง, 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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23 ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทเีรียโพรไบโอติกตอปรมิาณแบคทีเรีย 

กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเกบ็รกัษาหมกึแปรรปูโดยการเปดถุงพลาสติก
ในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g)..................... 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย   

อาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปเปนสินคาที่สําคัญประเภทหน่ึงในประเทศไทย  
(สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2554) และผลิตภัณฑเหลาน้ีเปนสินคาประเภทของฝากที่สําคัญของ
จังหวัดบริเวณชายฝงทะเลของประเทศไทย ไดแก กุงแหง ปลาแหง หมึกแหง หมึกอบชุบนํ้าเช่ือม หมึก
ตัวฉาบ หอยแหงและปูกรอบ เปนตน  ซึ่งพบมากในภาคตะวันออก แถบจังหวัดชลบุรี ระยอง และ
ตราด (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2553ก)  รวมทั้งอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปไดรับ
ความนิยมและมีผูบริโภคเพิ่มมากข้ึนในการนํามาบริโภคทั้งคนไทยและคนในประเทศแถบเอเชีย ทําให
เปนสินคาเศรษฐกิจที่ทํารายไดใหประเทศไทยจํานวนมหาศาล (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ, 2553ข)  
ในป พ.ศ. 2556 ประเทศไทยมีสถิติการสงออกอาหารทะเลประเภทปลาหมึกและผลิตภัณฑรวม
ปริมาณ  65,474.76 ตัน คิดเปนเงิน 12,160 ลานบาท และมีสถิติการสงออกอาหารประเภทกุงปรุงแตง
และกุงแหงปริมาณ 114,250.56 ตัน คิดเปนเงิน 39,554.40 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร 
โดยความรวมมือของกรมศุลกากร, 2557) แสดงใหเห็นวาอาหารทะเลเปนสินคาที่มีความสําคัญตอ
เศรษฐกิจไทยเปนอยางย่ิง 
 จากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับคุณภาพของอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูป พบวา
ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงมีการปนเปอนดวยแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย 
ยกตัวอยางเชน สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2553ก) พบการปนเปอนของแบคทีเรียกลุม 
Staphylococcus, Bacillus และ Micrococcus และแบคทีเรียกอโรค ไดแก Corynebacterium spp., 
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, K. ozaenae, Listeria spp. และ Proteus 
mirabilis ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงที่วางจําหนายในจังหวัดชลบุรี  นอกจากน้ีเมื่อนําผลิตภัณฑ 
หมึกแหงที่จําหนายในจังหวัดชลบุรมีาศึกษาการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมทนเค็ม พบการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุม Staphylococcus, Micrococcus และ Bacillus   สวนการศึกษาการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุมเอนเทอโรแบคทีเรียซีอีพบ Proteus, Enterobacter และ Klebsiella  (สุบัณฑิต น่ิมรัตน 
และคณะ, 2553ข)   ศิริโฉม  ทุงเกา และกิตติรัตน วงษอินทร (2550)  ไดรายงานการตรวจสอบคุณภาพ
ทางจุลชีววิทยาของปลาหมึกแหงปรุงรสพรอมบริโภค พบการปนเปอนของ  Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus และ  Acinetobacter  ในขณะเดียวกันการศึกษาคุณภาพทาง 
จุลชีววิทยาของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในตางประเทศก็แสดงใหเห็นถึงการปนเปอนดวยแบคทีเรีย 
กอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง เชน ปลาซารดีน (Sardina 
pilchardus) และปลานวลจันทรตากแหง (Cirrhinus microlepis) ที่จําหนายในเมือง Penghu 
ประเทศไตหวัน พบแบคทีเรียกลุมที่สรางสารพิษประเภทฮิสตามีนหลากหลายชนิด  ไมวาจะเปน 
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) และปลาซารดีน (Sardina pilchardus) เค็มตากแหงในประเทศอินเดียพบการปนเปอนของ 
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Micrococcus luteus, Pseudomonas และ Alcaligenes (Lakshmanan et al., 2002) แบคทีเรียที่
ปนเปอนเหลาน้ีสงผลทําใหอาหารทะเลแหงเนาเสียและเปนอันตรายตอผูบริโภคได  (Jeyasekaran 
et al., 2004)  ดังน้ันการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหงถือเปนสิ่งที่จําเปนอยางย่ิง 
เพื่อทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑของประเทศไทยและ
ระดับสากล 

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียมีหลากหลายชนิด ยกตัวอยางเชน แบคเทอริโอซิน 
เปนตน (ten Brink et al., 1994)  แบคเทอริโอซินสามารถยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียกอโรคทางอาหาร
และแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย  ดวยคุณสมบัติดังกลาวจึงสงผลใหสารชนิดน้ีไดรับความสนใจ
อยางแพรหลายในทางดานการแพทยและดานอุตสาหกรรมอาหาร (Delves-Broughton et al., 1996; 
Ogunbanwo et al., 2003)  นอกจากน้ี Anthony et al. (2009) ไดศึกษาถึงสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิใน
การยับย้ังแบคทีเรีย การศึกษาน้ีไดรับความสนใจมากข้ึนในการที่จะนํามาเปนทางเลือกหน่ึงในการ
รักษาโรค การถนอมอาหาร เพื่อปองกันการเนาเสียและการเสื่อมสภาพของผลิตภัณฑอาหาร แบคทีเรีย
สายพันธุที่ผลิตสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียคือ Bacillus licheniformis ที่แยกไดจาก
ดินตะกอนจากนํ้าทิ้งในโรงฆาสัตวซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด ซึ่งคุณสมบติั
ทางชีวเคมีของสารเปปไทดที่มีฤทธ์ิในการยับย้ังแบคทีเรียที่ผลิตไดจาก B. licheniformis มีคุณสมบัติ
เปนสารแบคเทอริโอซิน จากผลการศึกษาดังกลาว  ทําใหคณะผูวิจัยมีแนวคิดที่จะศึกษาถึงการ
พัฒนาการประยุกตใชสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการควบคุมจุลินทรียใน
อาหารทะเลแหง  เน่ืองจากแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่เปนสาร
ปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย และแบคเทอริโอซิน เปนตน ซึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกทําหนาที่ยับย้ัง
สารพิษจากแบคทีเรียกอโรค  โดยการไปปดกั้นสวนที่พิษจะเขาสูเซลลและสามารถแยงจับตําแหนง
ตาง ๆ ของเน้ือเย่ือในลําไสเพื่อปองกันไมใหแบคทีเรียกอโรคเขายึดเกาะและเพิ่มจํานวนในลําไส  
นอกจากน้ียังสามารถกระตุนภูมิตานทานทัง้ในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของ
เซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับเช้ือโรคได (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 
 ในการศึกษาครั้งน้ีคณะผูวิจัยจะทําการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยจํานวน 2 โครงการ 
ไดแก  (1) โครงการวิจัยเรื่อง  “การพัฒนาผลิตภัณฑอาหารทะเลในจังหวัดชลบุรีใหปราศจาก 
ยาฆาแมลง สีสังเคราะหและแบคทีเรียกอโรค”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ 
ประจําปงบประมาณ 2553-2555  และ (2) โครงการวิจัยเรื่อง  “สารตานจุลชีพชนิดใหมจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงและ
แปรรูปในจังหวัดชลบุรี”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ 
2556-2559  คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดในการพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อทําใหผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงไมปนเปอนดวยจุลินทรียกอโรค และ
ยังมีประโยชนและมีความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค  รวมทั้งมีคุณสมบัติดานการตานอนุมูล
อิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีจุดเดนและมีคุณคาครบทุกดาน  ทั้งเปนอาหารที่
มีความปลอดภัย สะอาดและมีประโยชนตอสุขภาพ และยังเปนอาหารเสริมสุขภาพไดเชนกัน  ซึ่งจะ
เปนการพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยสู
มาตรฐานสากลอยางมีเอกลักษณและเดนชัดตอไป 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ัง
การเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาวิจัยในปที่ 1 จะทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมัก  ซึ่งเปนการศึกษาตอเน่ืองจากโครงการวิจัยเรื่อง “สารตาน
จุลชีพชนิดใหมจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงและแปรรูปในจังหวัดชลบุร”ี ที่ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการ
วิจัยแหงชาติปงบประมาณ พ.ศ. 2556-2559  และจะดําเนินการสกัดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
รูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติกชนิด Bacillus licheniformis (PBL) เพื่อศึกษาถึง
ฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis ตอการยับย้ังแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 ทราบถึงประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนา
มาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยที่มีความสามารถในการ
ยับย้ังการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 

การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมัก 

การศึกษาการเจริญของแบคทเีรีย การวัดกิจกรรมของเอนไซม 

อะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 

การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis  ในการควบคุม

แบคทีเรีย 

การศึกษาฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึง่บรสิุทธ์ิจากแบคทเีรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis ตอการยับย้ังแบคทเีรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑ

อาหารทะเลแหง 

การเตรียมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึง่บรสิุทธ์ิจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 1. อาหารทะเล 
 2. แบคทีเรียกอโรคที่พบในอาหารทะเล 
 3. โพรไบโอติก 
 4. รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
 5. อนุมูลอสิระและสารตานอนุมูลอสิระ  
 
1. อาหารทะเล 

อาหารทะเลมีหลากหลายชนิด อาทิ ปลา กุง หอย ปู หมึก สาหรายทะเล แมงดาทะเล 
แมงกะพรุนและปลิงทะเล เปนตน ขณะน้ีอาหารทะเลเปนอาหารยอดนิยมของคนทั่วโลก เพราะ
นอกจากจะมีรสชาติที่อรอย มีกรรมวิธีในการปรุงที่หลากหลาย และยังเปนอาหารที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูงมาก ไมวาจะเปนดานโปรตีน วิตามินและเกลือแร  รวมถึงมีธาตุอาหารบางอยางที่สําคัญ
และจําเปนสําหรับมนุษยที่หาไดเฉพาะในอาหารทะเลเทาน้ัน เชน ธาตุไอโอดีน เปนตน (ศรีสมร  
คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

การถนอมอาหารโดยวิธีการหมักเกลือและการตากแหง เปนวิธีการหลักของครัวทองถ่ิน การ
ทํากับขาวจากอาหารแหง การทําเครื่องปรุงจากของหมัก ของแหงและของดอง จึงมีความสําคัญ 
พอ ๆ กันหรือมากกวาการทํากับขาวจากของสด การถนอมและดัดแปลงอาหารสัตวนํ้าไดพัฒนาไปสู 
ปลารา ปลาเจา นํ้าปลา และเย่ือเคยหรือกะป อันเปนเครื่องปรุงรสหลักของกับขาว ลักษณะของ
อาหารทะเลที่ทําเค็ม ทําแหง ทําดอง ไดแก ปลาเค็ม ปลาแหง กุงแหง กะป หอยแหง ปลาหมึกแหง 
และนับเปนสัญลักษณของแหลงทองเที่ยว เชน  จังหวัดชลบุรแีละระยอง  เปนตน (ชมพู ย้ิมโต, 2550) 

 
 ประโยชนของอาหารทะเล 

อาหารทะเลมีประโยชนเน่ืองจากมีไขมันนอยกวาโปรตีนจากสัตวอื่น ๆ  ทั้งยังอุดมไปดวย
ฟอสฟอรัสและแคลเซียมที่จําเปนสําหรับรางกาย  นอกจากน้ันยังมีโอกาสปนเปอนหรือมีการตกคาง
ของสารพิษนอยกวาเน้ือสัตวประเภทอื่น ๆ  ประโยชนของอาหารทะเล เชน  

1. ประโยชนจากหมึก   ในหมึกจะมีกรดไขมันกลุมโอเมกา 3 อยูสูงมาก แมวาหมึกจะมี
โคเลสเตอรอลสูง แตโอเมกา 3 ที่มีอยูในหมึกน้ันจะไปชวยตอตานไมใหรางกายมีโคเลสเตอรอลสูงข้ึน
ได และยังพบวาโคเลสเตอรอลที่มีอยูในหมึกน้ันจะชวยใหผิวหนังแตงตึง ใบหนาไมเหี่ยวยนอีกดวย 

2. ประโยชนจากปูและหอย   ในเน้ือปูและหอยจะมีกรดอะมิโนอิสระกวา 10 ชนิด  
ที่สําคัญ ไดแก กรดกลูตามิก ไกลซีน โพรลีน ฮีสทีดีนและอาจีนีน เปนตน นอกจากน้ียังอุดมไปดวย 
วิตามินเอ บีหน่ึง บีสอง บีสาม ซีและดี  นอกจากน้ีในหอยนางรมยังมีสารประกอบสําคัญที่เรียกวา  



6 

เทารีน (Taurine) และมีแรธาตุสังกะสีอยูมาก ซึ่งสารสองตัวน้ีจะทํางานรวมกัน และมีผลตอการ
สงเสริมสมรรถภาพทางเพศไดดี 

นอกจากน้ีในอาหารทะเลทุกชนิดยังมีสารไอโอดีนสูงชวยใหไมเปนโรคคอพอก และมี 
โอเมกา 3 ซึ่งเปนกรดไขมันอิ่มตัวอยูสูง มีผลชวยลดโคเลสเตอรอลในเสนเลือดได ปองกันเลือดจับตัว
เปนกอนซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหัวใจลมเหลว และยังชวยพัฒนาสมองและพัฒนาระบบประสาท 
กอใหเกิดผลดีตอการรักษาโรคความจําเสื่อมไดอีกดวย (ศรีสมร คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

 
2. แบคทีเรียกอโรคท่ีพบในอาหารทะเล 

จุลินทรียหลายรอยชนิดเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคแกคน สัตว พืชและสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  
จุลินทรียที่จะเกิดโรคแกสิ่งมีชีวิตที่เขาไปอาศัยอยูหรือที่เรียกวาโฮสตไดน้ันจะตองมีกลไกที่จะเอาชนะ
ระบบภูมิคุมกันของรางกายโฮสต แตถาโฮสตมีความตานทานสูงกวาจะสามารถทําลายจุลินทรีย
เหลาน้ันไดและไมเกิดโรค ปจจัยที่ทําใหจุลินทรียสามารถกอโรคไดข้ึนอยูกับสารพิษ (Toxin) ที่สรางข้ึน 
ซึ่งอาจทําลายเซลลตาง ๆ ของรางกายโฮตสหรือทําลายเน้ือเย่ือ เชน เน้ือเย่ือระบบประสาท 
นอกจากน้ีจุลินทรียยังมีสารบางอยางและเอนไซมที่ยอยสลายสวนประกอบของเน้ือเย่ือโฮสต ทําให
สามารถบุกเขาเน้ือเย่ือโฮสตและทําอันตรายโฮสตได  ซึ่งการปนเปอนของจุลินทรียในอาหารจาก
สิ่งแวดลอมเกิดจากการนําพา ไดแก ฝุนละออง แมลง สัตวและมนุษย และการปนเปอนที่มาจาก
ผูปฏิบัติงานผลิตอาหาร โดยเฉพาะอยางย่ิงผูใชมือสัมผัสกับอาหาร เปนสื่อที่ดีที่จะนําจุลินทรียไป
ปนเปอนในอาหารได  ดังน้ันควรมีการจัดสภาวะแวดลอมในการผลิตใหเหมาะสม และใหความรูแก 
ผูสัมผัสอาหารเพื่อไมใหเกิดการปนเปอนของจุลินทรียไปสูผลิตภัณฑได (บัญญัติ บุญญา, 2546) 

 
2.1 Listeria monocytogenes 
Listeria monocytogenes เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคลิสทีรีโอซีส (Listeriosis)  

มีลักษณะเปนทอนสั้น ติดสีแกรมบวก สามารถเคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลา เช้ือน้ีสามารถพบไดใน
สิ่งแวดลอมทั่วไป เชน นํ้าโคลน นํ้าทิ้ง พืช และสัตว รวมทั้งอาจพบในอุจจาระของมนุษย การระบาด
อาจเกิดจากการบริโภคนํ้านมและเนยแข็งที่มีเช้ือปะปนอยู เมื่อเช้ือเขาสูรางกายจะอาศัยอยูกับ 
แมคโครฟาจ (Macrophage) การเกิดโรคอาจเกิดไดทั้งแบบที่ไมรุนแรงและรุนแรง และรุนแรงมากจน
เสียชีวิตได สวนใหญเกิดกับเด็กในระยะแรกเกิด และผูที่มีความบกพรองทางภูมิคุมกันจะแสดงอาการ
ที่รุนแรง บางรายอาจทําใหเสียชีวิตได การติดเช้ือในเด็กทารกสวนใหญจะติดจากแมที่ติดเช้ือน้ี เด็กที่
ติดเช้ือน้ีจะเสียชีวิตเน่ืองจากติดเช้ือในกระแสเลือด (Septicemia) และโรคเย่ือหุมสมองอักเสบ สวน
ผูใหญจะแสดงอาการของโรคเย่ือหุมสมองอักเสบ การปองกันทําไดโดยหลีกเลี่ยงการบริโภคเน้ือและ
ผลิตภัณฑจากสัตวที่ติดเช้ือ และการตรวจเช้ือในระยะชวงเริ่มต้ังครรภ โรคน้ีถือวาเปนโรคติดตอทาง
อาหารที่สําคัญโรคหน่ึง ในบางประเทศมีการบังคับใหมีการตรวจหาเช้ือ Listeria ในอาหารแชแข็งดวย 
(คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 

 
 
 



7 

2.2 Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa  มีลักษณะเปนรูปทอนหรือโคงเล็กนอย เคลื่อนที่ดวยแฟลก- 

เจลลาปลายเซลลหรือข้ัวของเซลล  มีขนาด 0.5-1.0×1.5-5.0 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ผนังเซลล
ประกอบดวยลิโพพอลิแซ็กคาไรด (Lipopolysaccharide, LPS) ที่มีโครงสรางคลายแบคทีเรียใน
ตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซีอี (Enterobacteriaceae) แตมีสารเคมีบางหมูตางกัน สวนสายของพอลิ-
แซ็กคาไรดไซด (Polysaccharide side chain) ที่ย่ืนออกจากเย่ือหุมช้ันนอก (Lipopolysaccharide, 
LPS) เช่ือวาเกี่ยวของกับความจําเพาะทางซีโรโลยีและความไว (Susceptible) ตอแบคเทอริโอซิน 
(Bacteriocin) หรือไพโอซิน (Pyocin)   P. aeriginosa ยังมีช้ันเมือก (Slime layer) ที่ประกอบดวย
พอลิแซ็กคาไรดและมีพิไลที่ผิวเซลลดวย (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2544)   P. aeriginosa เปนเช้ือที่
มีความรุนแรงในการกอโรคตํ่าในคนปกติทั่วไป โรคที่พบในคนทั่วไปจึงพบไดนอย ไดแก หูช้ันกลาง
อักเสบเรื้อรัง (Chronic otitis media), Chronic paronychia (Green nail syndrom) เหงือก
อักเสบเรื้อรัง (Chronic gingivitis) หรือเหงือกเปนหนอง (Pyorrhea) การติดเช้ือในกระแสเลือดในผูที่
ติดยาเสพติด โดยการใชเข็มฉีดยาฉีดเขาหลอดเลือดดํา (โสภณ คงสําราญ และคณะ, 2524) 

 
2.3 Bacillus cereus 
Bacillus cereus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอนขนาดใหญ เคลื่อนที่ได สรางสปอรได 

สปอรจะอยูบริเวณกลางเซลลหรือเกือบถึงปลายเซลลและไมทําใหเซลลบวม เจริญในสภาวะที่มี
ออกซิเจนหรือแบบแอโรป ชวงอุณหภูมิที่เจริญไดคือ 10-49 องศาเซลเซียส แตเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  ชวงความเปนกรด-ดางที่เจริญไดคือ 4.9-9.3  สปอรถูกทําลายไดเมื่อตมที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 3-4 นาที  ตามปกติแบคทีเรียชนิดน้ีพบไดตามธรรมชาติ เชน ดิน ฝุนละออง 
และปนเปอนในอาหาร เชน ขาวและแปง  นอกจากน้ันยังพบในผักและเน้ือสัตว   B. cereus จัดเปน
แบคทีเรียกอโรคจากการบริโภคอาหารชนิดหน่ึง (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  โดยทําใหเกิดโรคอาหาร 
เปนพิษจากสายพันธุที่สราง Enterotoxin ซึ่งมี 2 ชนิดดวยกัน ชนิดที่ 1 Emetic toxin ทอกซินชนิด
น้ีจะทนความรอน  และทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษหลังจากรับประทานอาหารที่มีพิษของเช้ือเขา
ไป 1-6 ช่ัวโมง  โดยมีอาการคลื่นไส อาเจียนเปนหลัก และมีอุจจาระรวงเล็กนอย ชนิดที่ 2 Diarrheal 
toxin เปนทอกซินที่ไมทนความรอน อาการจะเกิดภายใน 10-12 ช่ัวโมง หลังจากรับประทานอาหาร
ที่มีพิษของเช้ือเขาไป อาการจะเริ่มดวยการปวดทองรุนแรง อาเจียนและอุจจาระรวงมาก (ภาควิชา 
จุลชีววิทยา, 2531) 

 
2.4 Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม เซลลเกาะกลุมกันคลาย

พวงองุน  หรืออาจอยูเปนคูหรือเปนสายสั้น ๆ จัดเปนพวกเจริญแบบใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน 
เมื่อเจริญบนอาหารแข็งธรรมดามักใหโคโลนีสีเหลือง แตบางสายพันธุโคโลนีอาจไมมีสี สวนใหญผลิต
เอนไซมโคแอกกูเลส (Coagulase) และเอนไซมนิวคลิเอสชนิดทนความรอน (Thermostable 
nuclease) ได รอดชีวิตอยูไดในอาหารที่มีเกลือและนํ้าตาลความเขมขนสูง ๆ ชวงอุณหภูมิเหมาะสม
ในการเจริญ คือ 35-40 องศาเซลเซียส ทนตอการแชเยือกแข็งไดดี  (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  S. aureus  
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บางสายพันธุสามารถสรางสารพิษ คือ Enterotoxin ซึ่งเปนโปรตีนที่ทนตอความรอนไดดีและเปน
สาเหตุทําใหเกิดอาการเจ็บปวย สารพิษชนิดน้ีทนความรอนถึงระดับ 143.30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
9 วินาที  ดังน้ันอุณหภูมิในการหงุตมธรรมดาหรืออุณหภูมินํ้าเดือดจึงไมสามารถทําลายสารพิษชนิดน้ีได  
โรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก S. aureus มีช่ือเรียกวา Staphyloenteroxicisis และ Staphyloentero-
toxemia (บัญญัติ สุขศรีงาม และคณะ, 2551)  อาหารเปนพิษที่เกิดจากการรับประทานอาหารที่มี 
Enterotoxin ของ S. aureus มีระยะฟกตัวสั้นกวาอาหารเปนพิษจากแบคทีเรียอื่น ๆ คือ 2 หรือ 4 
ช่ัวโมง อาการที่เกิดข้ึนสวนใหญคือ คลื่นไส อาเจียน ปวดทอง อุจจาระรวง บางครั้งอาจพบมูกเลือดใน
อุจจาระ อาการที่เกิดจากแบคทีเรียชนิดน้ีไมรุนแรง (วิลาวัณย เจริญจิระ-ตระกูล, 2539) 

 
2.5 Corynebacterium 
Corynebacterium (Coryne เปนภาษากรีก แปลวา กระบอง) เปนแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปทอน เจริญไดดีในที่มีออกซิเจน สวนใหญเปนพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง (Mesotroph) 
หรือพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิตํ่า (Psychrotroph) เปนสาเหตุของการเนาเสียของผักและผลิตภัณฑ
เน้ือ พบไดทั่วไปในพืช เชน ถ่ัว มะเขือเทศและขาวโพด บางชนิดกอโรคในคน เชน C. diphtheria 
เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคคอตีบ  มีปริมาณเบสกวานีนและไซโตซีนที่เปนองคประกอบของดีเอ็นเออยู
ระหวาง 51-63 เปอรเซ็นตโมล (บุษกร อุตรภิชาติ, 2545) 
 
 2.6 Proteus 

แบคทีเรียที่จัดอยูในสกุล Proteus มีรูปรางไดหลายแบบคือ บางสายพันธุอาจมีรูปราง
ขนาดสั้นมากแบบ Coccobacilli และบางสายพันธุมีรูปรางยาว  เปนเสน เคลื่อนที่ได  ไมหมักยอย
นํ้าตาลแล็กโตส ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MacConkey agar, Salmonella-
Shigella agar และอาหารเลี้ยงเช้ืออื่น ๆ คลายคลึงกับโคโลนีของ Salmonella และ Shigella  
บางสายพันธุใหลักษณะโคโลนีที่แผกระจายคลายคลื่นจนเต็มอาหารเลี้ยงเช้ือ (Swarming colony) 
ลักษณะแผกระจายจะนอยลงหรือหายไป เมื่อเพาะบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสวนผสมของวุนมากข้ึน เชน 
5 % หรือบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีอิเลคโตรไลท เชน Cystine-lactose-electrolyte-deficiency 
(CLED) agar การทดสอบทางชีวเคมีที่สําคัญเพื่อวินิจฉัยสกุล Proteus ไดแก การผลิตเอนไซม 
Urease และ Phenylalanine deaminase ใหผลบวก และใหไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตน (นันทนา 
อรุณฤกษ, 2537) 

 แบคทีเรียพวกน้ีมีความสําคัญในการทําใหอาหารประเภทโปรตีนเกิดการเนาเสีย เชน  
ทําใหเน้ือเนาเสียโดยการสลายในสภาพไมมีออกซิเจน (Putrefaction) ทําใหเกิดการเหม็นเนา เน่ืองจาก
สารตาง ๆ เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด อินโดล แอมโมเนีย เอมีน ทําใหไขเกิดการเนาเสียแบบเกิดสีดํา 
(Black rot) โดยไขแดงจะมีสีดํา หลังจากน้ันทุกสวนของไขจะมีสีนํ้าตาลดํา มีกลิ่นเหม็นเนาเน่ืองจาก
แบคทีเรียพวกน้ีสรางไฮโดรเจนซัลไฟด นอกจากน้ีอาจมีกาซเกิดข้ึนภายในดวย ทําใหนมมีกลิ่น 
เหม็นหืนเน่ืองจากมีเอนไซมไลเปสในการยอยสลายไขมันในนม  ทําใหนมมีรสขมเน่ืองจากการสลาย
โปรตีน และยังทําใหอาหารทะเล เชน ปู หอย เกิดกลิ่นเหม็นเนาอีกดวย (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 
2539)  
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2.7 Yersinia enterocolytica 
Yersinia enterocolytica ลักษณะเซลลรูปทอน ติดสีแกรมลบ เจริญไดทั้งในสภาวะที่มี

ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน (Facultative anaerobe)  จัดอยูในตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซีอี  
ไมเคลื่อนที่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แตถาอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส มี 2 ชนิด ที่สามารถ
เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบเซลล (Peritrichous flagella) คือ Y. pseudotuberculosis 
และ Y. enterocolitica  อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเช้ือน้ีอยูที่ 30-37 องศาเซลเซียส (มัทนา 
แสงจินดาวงษ, 2548) 

Y. enterocolytica เปนเช้ือที่ทําใหเกิดโรคลําไสอักเสบ (Enteritis) เมื่อติดเช้ือจะทําให
เกิดอาการอุจจาระรวง และอาจมีอาการปวดมึน มีไข อาเจียน  มีรายงานการแพรระบาดจากการ
บริโภคนํ้านมดิบและนมช็อกโกแลตในบางประเทศ (ในทวีปยุโรป)  แบคทีเรียชนิดน้ีมีความสําคัญรอง
จาก Salmonella และ Shigella  นอกจากจะทําใหเกิดการเจ็บปวยในระบบทางเดินอาหารแลว 
เช้ือ Y. enterocolytica ยังทําใหเกิดอาการเจ็บปวยกับอวัยวะอื่น ๆ ไดแก ตับ มาม และปอด โดยทํา
ใหเกิดอาการคลายกับวัณโรค (คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 
 

2.8 Escherichia coli 
Escherichia coli เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในลําไสของคนและสัตวเลือดอุน แยกไดครั้งแรก

จากอุจจาระเด็กที่ปวยดวยโรคอุจจาระรวงในป ค.ศ. 1885  แบคทีเรียชนิดน้ีมักจะทําใหเด็กทารกใน
ประเทศที่กําลังพัฒนาเกิดอาการอุจจาระรวง  เน่ืองจากเปนแบคทีเรียในลําไสจึงพบบอยในอุจจาระ
ของคนและสัตว ดวยเหตุน้ีจึงใชเปนดรรชนีบงช้ีถึงการปนเปอนของอุจจาระในนํ้าและอาหาร  การจัด
จําแนกชนิดของ E. coli ไดมีการจําแนกออกตามความรุนแรงของอาการเกิดโรค ลักษณะในการเจริญ
และลักษณะทางพันธุกรรมได 5 กลุม ดังน้ี 

 
 2.8.1 กลุมท่ีทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลบุผนังลําไส (Enteroaggregative  

E. coli (EAEC)) พบวาสัมพันธกับการเกิดอุจจาระรวงเรื้อรังที่มีระยะดําเนินโรคนานกวา 14 วัน 
ผูปวยมีไขตํ่า อาเจียนและถายเปนนํ้าปนมูก พบการถายเปนเลือดโดยเฉพาะในเด็ก  ลักษณะเดนของ
การเกิดโรคคือ พบเช้ือเกาะรวมกลุมกันคลายกองอิฐ (Stacked brick) อยูบนเซลลเย่ือบุผิวของลําไส
เล็ก การรวมกลุมของเช้ือกระตุนใหมีการหลั่งสารเมือกทําใหเช้ือสามารถรวมกลุมไดมากข้ึน พบ 
Microvilli ของเซลลเย่ือบุผิวมีขนาดสั้นลงและการดูดซึมตาง ๆ ลดลง  ทําใหผูปวยขาดสารอาหาร
และมีอาการถายเหลว  เช้ือสามารถสรางสารพิษที่ออกฤทธ์ิสามารถทําลายเซลล  อาจทําใหตรวจพบ
เม็ดเลือดแดงในอุจจาระได (ภัทรชัย กีรติสิน, 2549) 

 
 2.8.2 กลุมท่ีสรางสารพิษขึ้นในทางเดินอาหาร (Enterotoxigenic E. coli 

(ETEC)) ไดมีการยอมรับเอนเทอโรท็อกซิเจนิก อีโคไล ที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงในคนต้ังแตป 
ค.ศ.1968 ในขณะที่ประเทศอินเดียและบังคลาเทศใหความสําคัญกับแบคทีเรียชนิดน้ี โดยถือวาเปน
ศัตรูรายแรง และตอมา ETEC ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงกับนักทองเที่ยว จึงมีช่ือวา “Traveller’s 
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diarrhea” หรือ “Turista” ซึ่งมักพบในนักทองเที่ยวที่เดินทางจากประเทศที่เจริญ มีสุขอนามัยดี 
มายังประเทศกําลังพัฒนา 

 ETEC เปนสาเหตุใหญของการเกิดโรคทองเดินในผูใหญและเด็ก Enterotoxin  
ไมทนความรอน อาการของโรคที่เกิดจาก ETEC คือ อุจจาระรวงและถายเปนนํ้า (Watery diarrhea) 
มีไข เล็กนอย รู สึกไมสบายกาย (Malaise)  คลื่นไส  (Nausea) เปนตะคริวบริ เ วณชองทอง 
(Abdominal cramps) ในผูปวยที่มีอาการรุนแรง อาการคลายกับอาการอหิวาตกโรค 

 อาหารที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคระบาดจาก EPEC, EIEC และ ETEC ไดแก 
เน้ือสัตว เชน เน้ือวัว เน้ือหมู เน้ือไก เน้ือแกะ นํ้านมดิบ และนํ้า ดังน้ันจึงควรหลีกเลี่ยงการ
รับประทานเน้ือสัตวที่ไมไดผานการทําใหสุก และนํ้านมที่ไมไดผานการฆาเช้ือ (มัทนา แสงจินดาวงษ, 
2548) 

 
 2.8.3 กลุมท่ีทําใหเกิดโรคในทางเดินอาหาร (Enteropathogenic E. coli 

(EPEC)) เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในเด็กทารก (Infantile diarrhea) โดยผูปวยมีอาการไข 
อาเจียนและอุจจาระมีมูกปนแตไมมีเลือด มีรายงานการเกิดโรคน้ีจากทั่วโลก กลไกการเกิดโรค
อุจจาระรวงไมไดเกิดจากการสรางสารพิษหรือการบุกรุกเขาเซลล แตเกิดจากการที่ EPEC มีพลาสมิด
ขนาด 50-70 ลานดาลตัน (Mda) ที่ควบคุมการสรางแอดฮีซินช่ือ ETEC Adherence factoe (EAF) ซึ่ง
จากการทดลองพบวาเช้ือสามารถเกาะติด Hep-2 cells ในหลอดทดลองไดดวยลักษณะที่แตกตาง
จากเช้ืออื่น เรียกวา Iocalized adherence และการมียีน eae บนโครโมโซมที่ควบคุมการสราง
โปรตีนช่ือ อินทิมิน (Intimin) ขนาด 94 กิโลดาลตัน ทําใหเซลลสามารถเกาะติดกับผนังของลําไส เกิด
การเรียงตัวใหมของไซโทสเคลีทัน (Cytoskleton) และสายแอกทิน (Filamentous actin) ภายใต
บริเวณที่แบคทีเรียเกาะอยูเปนรูปคลายฐานหรือแทนรูปปน (Cup-like pedesstals) เกิดการทําลาย
ไมโครวิลไล (Microvilli) จนเกิดรอยราบเรียกวา Attaching and effacing lesion เรียกกลไกน้ีวา 
Attaching and effacement ผูปวยจะเกิดอุจจาระรวงในที่สุด เน่ืองจากเซลลสูญเสียการดูดสาร
กลับ (อิสยา จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสภีาณุรัตน, 2553) 

 
 2.8.4 กลุมท่ีทําลายเซลลในระบบทางเดินอาหาร (Enteroinvasive E. coli 

(EIEC)) มีกลไกในการกอโรคคลายเช้ือ Shigella คือมีการบุกรุกเขาไปในเซลลของผนังลําไส แบงตัวเพิ่ม
จํานวนที่ช้ันเย่ือเมือก (Mucosa, Submucosa) ทําลายเซลลจนตายและบุกรุกไปยังเซลลขางเคียงตอไป 
เช้ือน้ีมักจะกอโรคอุจจาระรวงในเด็กที่อาศัยอยูในแหลงที่มีสุขาภิบาลไมถูกสุขลักษณะ อาการทางคลินิก
มีความคลายคลึงกับโรคบิดที่เกิดจากเช้ือ Shigella ไดแก มีไข ปวดทอง อุจจาระมีเม็ดเลือดขาว เลือด
และมูกปน  

 EIEC สวนใหญประมาณ 2 ใน 3 จะมีลักษณะทางชีวเคมีแตกตางจาก E. coli ทั่วไป
คือ ไมมีเอนไซมไลซีนดีคารบอกซิเลส และไมหมักยอยนํ้าตาลแล็คโตส เช้ือสวนใหญไมเคลื่อนที่ 
ยกเวนซีโรไทป O124, O144 และ O167 บางสายพันธุ เช้ือบุกรุกเขาทําลายเซลลเย่ือบุตาของ 
หนูตะเภาทําใหตาอักเสบได  จึงใชเปนการทดสอบสําหรับแยกเช้ือน้ีจาก E. coli สายพันธุอื่น เรียก
การทดสอบน้ีวา Sereny test (อิสยา จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสีภาณุรัตน, 2553) 
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 2.8.5 กลุมท่ีทําใหเกิดเลือดออกในทางเดินอาหาร (Enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC)) สายพันธุน้ีสรางสารพิษที่มีคุณสมบัติคลายกับสารพิษของ Shigella (Shiga-like toxins) 
และเปนสารพิษประเภทเวอโรทอกซิน (Verotoxin) คือ สารพิษที่สามารถฆาเซลลเวอโร (Vero 
cells) ในหองทดลองได สารพิษของ EHEC มี 2 แบบ คือ SLT-I และ SLT-II (สุมณฑา วัฒนสินธุ, 
2545) 
 
3.  โพรไบโอติก 

โพรไบโอติกเปนจุลินทรียมีชีวิตที่มีประโยชนตอรางกายของมนุษยและสัตว จุลินทรียกลุมน้ี
ทําใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร โดยการเพิ่มปริมาณจุลินทรียที่มีประโยชนให
มากข้ึนและลดปริมาณจุลินทรียที่เปนโทษ จุลินทรียโพรไบโอติก ไดแก จุลินทรียในกลุมแบคทีเรียแลคติก 
โดยเฉพาะ Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacterium sp. ไดมีการนําจุลินทรียกลุมน้ีมา
ผลิตอาหารหลายชนิด ไดแก ผลิตภัณฑนมหมัก ผักดองและเน้ือหมัก และมีการผลิตในรูปของแคปซูล
และเมล็ดออกมาจําหนายตามทองตลาด  นอกจากน้ีมีการนํามาใชในอาหารสัตว  เรงการเจริญเติบโต
และปองกันการเกิดโรค (อุษามาส จริยวรานุกุล, 2548) 
 การเจริญของโพรไบโอติกจะสามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือกอโรคไดน้ัน เปนไปตาม
กระบวนการธรรมชาติของจุลินทรียที่มีจํานวนมากกวาจะสามารถแยงชิงอาหารไดดีกวา อีกทั้งยังปรบั
สภาพแวดลอมใหเหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียที่มีมากกวาน้ัน ทําใหเช้ือกอโรคไมสามารถอยู
รอดได และความสามารถในการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียจําพวกน้ีในระหวางการเจริญจะทําให
ระดับความเปนกรด-ดางในสภาพแวดลอมรอบ ๆ น้ันลดลง เปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหเช้ืออื่น ๆ รวมทั้ง
เช้ือกอโรคไมสามารถเจริญได  นอกจากน้ีพบวาโพรไบโอติกบางชนิดสามารถยับย้ังการยึดเกาะ 
(Adhesion) ของเช้ือโรคกับผนังเซลลภายในทางเดินอาหารของมนุษยและสัตวได และบางชนิดยัง
สามารถชวยกระตุนการสรางภูมิตานทานชนิด Immunoglobulin A ซึ่งจะชวยกําจัดเช้ือโรคได   
โพรไบโอติกใชไดดีในการควบคุมโรคเกี่ยวกับทางเดินอาหาร ชวยปองกันโรคอุจจาระรวง ซึ่งเกิดจาก
การที่มีเช้ือโรคปนเปอนไปกับอาหาร เมื่อเขาสูระบบการยอยอาหารจะเกิดการแบงตัวอยางมาก ทาํให
เกิดสภาวะผิดปกติในทางเดินอาหาร เปนเหตุใหเกิดอาการอุจจาระรวงได ดังน้ันการที่มีแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกอยูในทางเดินอาหารในปริมาณเพียงพอ จะทําใหสภาวะไมเหมาะสมกับการแบงตัวของ
เช้ือโรค เปนเหตุใหเช้ือโรคไมสามารถกอใหเกิดอาการของโรคน้ัน ๆ ได (เสาวนีย ธรรมสถิต, 2547) 

โพรไบโอติกสวนใหญเปนแบคทีเรียที่เคยมีในลําไสใหญในสมัยเปนทารก มีหลายชนิด ดังตาราง
ที่ 1  
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ตารางท่ี 1 จุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก (อทุัย เกาเอี้ยน, 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 
โพรไบโอติกออกฤทธ์ิไดหลายรูปแบบในการชวยเสริมสรางสุขภาพและปองกันหรือรักษาโรค

ตาง ๆ ที่เกิดข้ึน กลุม Lactobacilli จะสรางนํ้ายอยเบตา-กาแลกโตซิเดส ชวยลดปริมาณนํ้าตาลแล็คโตส
ในอาหารซึ่งเปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงได นอกจากน้ีสามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่
เปนยาปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย กรดไขมันอิสระ แอมโมเนีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอ- 
ริโอซิน ชวยกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนในอาหาร นํ้ายอยบางชนิดจากโพรไบโอติกจะชวยยับย้ังสารพิษ
จากแบคทีเรีย โดยไปปดกั้นสวนที่พิษจะเขาสูเซลล และสามารถแยงจับตําแหนงตาง ๆ  ของเน้ือเย่ือใน
ลําไส เพื่อไมใหแบคทีเรียเขาเกาะได ปองกันไมใหแบคทีเรียเพิ่มจํานวนในลําไส นอกจากน้ีสามารถ
กระตุนภูมิตานทานทั้งในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของเซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับ
เช้ือโรค และกระตุนการสรางสารปองกันโรคในรางกาย เชน Gamma-interferon, Interleukin-12 และ
Interleukin-18 เปนตน (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 

 
4.  รายงานการวิจัยท่ีเก่ียวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 

รัชฏาวรรณ เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ (2548) ไดศึกษาแบคทีเรียปฏิปกษคือ 
Bacillus firmus สายพันธุ KPS46 ที่สามารถผลิตสารทุติยภูมิยับย้ังการเจริญของ Xanthomonas 
campestris pv. glycines ได  โดยทําการแยกสารทุติยภูมิดังกลาวโดยการตกตะกอนดวยกรด 
ไฮโดรคลอริกที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 2.0  และตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอล 80 %  จะไดสาร 
ทุติยภูมิหยาบที่แสดงประสิทธิภาพดี  มีคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือโรค
เปาหมาย (Minimum inhibition concentration) ที่ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําสารดังกลาว
ไปแยกชนิดโดยวิธีแยกสารดวยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ไดผลออกมาทั้งหมด 8 แถบ แถบที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของเช้ือโรคเปาหมายไดดีมี 3 แถบ และเมือ่
นําสารทั้ง 3 แถบ ไปทดสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-visible 
spectrophotometer) และวิเคราะหทางเคมี พบวาสารทั้ง 3 ชนิดที่ผลิตโดยแบคทีเรียปฏิปกษ  
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B. firmus สายพันธุ KPS 46 มีลักษณะที่แตกตางกัน แตมีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือที่เปนสาเหตุ
ของโรคใบจุดนูนของถ่ัวเหลืองไดดีใกลเคียงกัน ทั้งน้ีสารทั้ง 3 แถบมีคา Rate of flow (Rf) เทากับ 
0.25, 0.33, 0.37 ตามลําดับ  โดยตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.25 มีชวงการดูดกลืนแสงมากที่สุด
ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ในขณะที่ตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.33 มีชวงการดูดกลืนแสง
มากที่สุดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.37 มีชวงการดูดกลืน
แสงมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 265 นาโนเมตร 

สุดารัตน บุญยง (2548) ไดทําการศึกษาการคัดแยก Bacillus sp. จํานวน 5 สายพันธุ จาก
ดินในประเทศไทย ซึ่งสามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Cross streak พบวา Bacillus sp. K-05 
ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบและรา สวนการศึกษาการสรางสารตานจุลินทรียใน
อาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Broth (NB) และ Trypticase Soy Broth  (TSB) 
โดยวิธี Paper disk diffusion พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว LB ยับย้ังจุลินทรีย
ทดสอบไดดีกวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลว NB และ TSB โดยพบวาสามารถยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923 และ Micrococcus 
luteus แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Serratia sp. และราทั้ง 3 ชนิด ไดแก Aspergillus oryzae, 
Fusarium sp. และ Alternaria sp. สารตานจุลชีพในสวนใสซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 10 เดือน มีฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรียไดแตกตางกัน โดยพบวาการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ 
คอย ๆ ลดลงตามระยะเวลา โดยมีการยับย้ังไดนาน 4-7 เดือน ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียทดสอบ 
สารตานจุลชีพทนตอความรอนระหวาง 60-100 องศาเซลเซียส โดยมีผลยับย้ังจุลินทรียทดสอบได
แตกตางกัน เมื่อไดรับความรอนที่ 121 องศาเซลเซียส พบวาไมมีฤทธ์ิยับย้ังจุลินทรียทุกชนิดที่นํามา
ศึกษา  การจําแนกชนิดของ Bacillus sp. K-05  โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S 
rDNA และเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank พบวามีความเหมือนกับ  B. subtilis M04 เทากับ 
99% จึงจัดวา Bacillus sp. K-05 เปน B. subtilis การสกัดแยกสารปฏิชีวนะดวยตัวทําละลาย
อินทรีย พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตทยับย้ังจุลินทรียทดสอบไดดีกวาสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดเอทิล
อีเทอร การแยกสารปฏิชีวนะโดยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ดวยระบบตัวพา คือ เมทานอล-เอทิลอะซิเตท (5:95) พบวาแยกสารได 5 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.21, 
0.33, 0.43, 0.55 และ 0.79 ผลการทดสอบสารปฏิชีวนะใหบริสุทธ์ิดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ  โดยมี
ระบบตัวพา คือ เฮกเซน-เอทิลอะซิเตท ไดสารที่บริสุทธ์ิ 2 สาร มีลักษณะเปนผงสีครีม ซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ัง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC6633, S. aureus ATCC 25923 และ M. luteus จาก
การวิเคราะหโครงสรางโดยวิธีทางเคมีสรุปไดวา สารกลุม 1 คือ Cyclo(Leu-Pro) มีนํ้าหนักโมเลกุล
เทากับ 210.1446 กิโลดาลตัน สารกลุมสองคือ Cyclo(Val-Pro)  มีนํ้าหนักโมเลกุลเทากับ 196.1269 
กิโลดาลตัน ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอนวามีสาร Cyclic dipeptide ดังกลาวเปนสารปฏิชีวนะที่ผลิต
จาก B. subtilis 

นิตยา ลิ้มเจริญ และคณะ (2549) ทดลองใชโพรไบโอติกชนิด Bacillus subtilis และ  
B. licheniformis ซึ่งแยกจากลําไสกุงกุลาดําผสมอาหารเลี้ยงกุงกุลาดําเปนเวลา 1 เดือน พบวาการใช 
B. subtilis รวมกับ B. licheniformis ในอัตราสวน 1:1 ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทําให
ระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนกวากลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) การศึกษาระยะเวลาที่
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เหมาะสม  พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมโพรไบโอติกชนิด B. subtilis และ B. licheniformis ที่ 
3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ทุกวันเปนระยะเวลา 1 เดือน  มีภูมิคุมกันสูงกวากลุมที่ไดรับวันเวนวัน 
และกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และพบวาระดับภูมิคุมกันสูงข้ึนอยางเห็นไดชัด 
หลังจากหยุดให 1 สัปดาหแลวคอย ๆ ลดลงเทากับกลุมควบคุมในสัปดาหที่ 2 และเมื่อใหอาหารผสม
โพรไบโอติกอีกครั้งพบวากุงมีระดับภูมิคุมกันเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ และจํานวนเช้ือ Vibrio sp. ในลําไสมี
ปริมาณลดลง จากการศึกษาครั้งน้ีพบวาการใชแบคทีเรียโพรไบโอติก B. subtilis และ B. licheniformis 
ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดําไดเปนที่นาพอใจ โดยควรให
แบคทีเรียดังกลาวอยางตอเน่ืองในระหวางการเลี้ยง 
 ดนุวัต เพ็งอนและคณะ (2551)  ทําการศึกษาโดยมีวัตถุประสงคหลักเพื่อคัดแยกและคัดเลือก
แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาเผาะ (Pangasius 
bocourti) พบวาสามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียไดรวม 37 ไอโซเลท เมื่อนําไปทดสอบคุณสมบัติของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ังเช้ือกอโรค ไดแก Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ Aeromonas hydrophila ความสามารถในการ
ทนตอสภาพความเปนกรด-ดางเทากับ 3.0  ความสามารถในการทนเกลือนํ้าดี (0.3 เปอรเซ็นต) 
ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง และความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ พบวาแบคทีเรีย
จํานวน 37 ไอโซเลท  สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือกอโรค ทนตอสภาพความเปนกรดสูง มี
ความสามารถในการทนเกลือนํ้าดี และสามารถตานทานตอสารปฏิชีวนะได และมีแบคทีเรียจํานวน 
36 ไอโซเลท ที่สามารถทนตออุณหภูมิสูงที่ 45 องศาเซลเซียส  เมื่อนําเช้ือดังกลาวไปจัดจําแนกถึง
สายพันธุโดยใชเทคนิคชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA กับ
ฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใน 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
คุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดีและเหมาะสมสําหรับการนําไปผลิตเปนอาหารเสริมในปลาได 

สุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2557)  ทําการศึกษาถึงความสามารถในการอยูรอดของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในรูปการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงจํานวน  
3  ชนิด  ไดแก หมึกบดเผ็ดนอยแหงมาก  หมึกบดอบเนยและหมึกบดในนํ้าเช่ือม  ที่เก็บรักษา ณ 
อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งผลจากการศึกษาพบวา แบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถอยูรอด
ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ไดดีกวาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ทําใหมีความเปนไปไดในการพัฒนาแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อเติมในผลิตภัณฑอาหารทะเลแปรรูป
ตอไป  

Colakoglu et al. (2006) รายงานการตรวจพบ Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในหอย
และกุงที่ซื้อจากตลาดและหองครัวของโรงแรมในเมือง Dardanelles ประเทศตุรกี โดยมีจํานวน
ตัวอยางทั้งหมด 127 ตัวอยาง แบงเปนหอย 97 ตัวอยาง และกุง 30 ตัวอยาง จากการศึกษาพบ 
Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในตัวอยาง 84 ตัวอยาง โดย 22 ตัวอยาง (26.7 เปอรเซ็นต) 
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ปนเปอนดวย V. alginolyticus 8 ตัวอยาง (9.4 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
(0.8 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. parahaemolyticus และ 24 ตัวอยาง (29.1 เปอรเซ็นต) 
ปนเปอนดวย A. hydrophila 

Normanno et al. (2006) รายงานอุบัติการณของ Vibrio parahaemolyticus, V. 
vulnificus, Salmonella sp., E. coli และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรม (Fecal coliform) ใน
หอยแมลงภู (Mytilus galloprovincialis) จํานวน 600 ตัวอยาง ซึ่งจําหนายที่ตลาดในเมือง Puglia 
ประเทศอิตาลี  โดยตรวจพบ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ในตัวอยางจํานวน 47 
และ 17 ตัวอยาง ตามลําดับ คิดเปน 7.83 เปอรเซ็นต และ 2.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ พบ 
Salmonella sp. ในตัวอยางจํานวน 1 ตัวอยาง คิดเปน 0.16 เปอรเซ็นต แตไมพบความสัมพันธ
ระหวางแบคทีเรียกลุม Vibrios และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรมและ E. coli  รวมทั้งไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของการตรวจพบแบคทีเรียกลุม Vibrios ในหอยสองฝาในชวง 3 ป 
ของการสํารวจ 

Benerjee et al. (2007)  ไดนํากุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และไขอารทีเมีย มาคัดแยก
แบคทีเรียกอโรค ซึ่งสามารถแยกได 10 ชนิด จากน้ันนําเช้ือเหลาน้ันไปทดสอบการออกฤทธ์ิตาน
แบคทีเรียประจําถ่ินที่แยกไดจากนํ้าทะเล คือ Bacillus subtilis AB65, B. pumilus AB58,  
B. licheniformis AB69 และเปรียบเทียบกับการใชยาออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรมฟนิคอล เจนตามัยซิน 
และบาซิทาซิน  สําหรับการควบคุมทางชีวภาพที่ใชในโรงเพาะฟกและอนุบาลกุง โดยใชแบคทีเรีย
กลุม Vibrio sp. เปนตัวแทนในการทดสอบคือ V. alginolyticus VaM11 และ V. parahaemolyticus 
VbM1 สามารถพิสูจนไดวาสามารถลดปริมาณแอมโมเนียและไนโตรเจนลงได แบคทีเรียกอโรคที่ใช
ทดสอบจํานวน 90 เปอรเซ็นต  ถูกยับย้ังโดย B. subtilis AB65 สวน B. pumilus AB58 และ  
B. licheniformis AB69  สามารถยับย้ังเช้ือได 70 เปอรเซ็นต สําหรับออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรม-
ฟนิคอล และเจนตามัยซิน สามารถยับย้ังเช้ือแบคทีเรียกอโรคได 100 เปอรเซ็นต สวนบาซิทาซิน
สามารถยับย้ังไดเพียง 40 เปอรเซ็นตเทาน้ัน  และไดทําการศึกษาการเขาแยงพื้นที่ของแบคทีเรีย
ประจําถ่ินจากทะเลไมใหเช้ือกอโรคเพิ่มจํานวนโดยการใชแบคทีเรียกลุม Bacillus sp. พบวาสามารถ
ลดจํานวนแบคทีเรียกอโรคลงจาก 108 เปน 102 CFU/mL ผลการทดลองช้ีใหเห็นวาแบคทีเรียที่แยก
ไดจากนํ้าทะเลสามารถยับย้ังแบคทีเรียกอโรคที่พบในกุงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งเปน
การเพิ่มทางเลือกเพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ และแบคทีเรียเหลาน้ีสามารถลดปริมาณแอมโมเนีย
ในนํ้าโดยวิธีทางชีวภาพอีกดวย 
 Lahtinen et al. (2007)  ไดทําการทดลองนําสวนใสและสวนใสที่ควบคุมคาความเปนกรด-
ดางของ Bifidobacterium 38 สายพันธุ ที่ไดจากคนสูงอายุ มาทําการทดสอบสารปฏิชีวนะในการ
การยับย้ัง S. aureus RN4220, E. coli  K-12, Salmonella enteric serovar Typhimurium ATCC 
14028 พบวา Bifidobacterium 3 สายพันธุ สามารถยับย้ัง S. aureus ได มีคาเทากับ 23.2+19.1 ถึง 
50.4+26.7 เปอรเซ็นตของฤทธ์ิยับย้ังของไนซินที่ความเขมขน 50 IU/mL  สวน Lactobacillus reuteri 
SD2112 สายพันธุที่สามารถผลิต Reuterin สามารถยับย้ังได 86.0+24.6 เปอรเซ็นต แต B. lactis 
Bb-12 เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ไมมีฤทธ์ิยับย้ังแบคทีเรียชนิดดังกลาว นอกจากน้ี Bifidobacterium 
ไมสามารถยับย้ัง E. coli หรือ S. enterica และสังเกตไดวาในการยับย้ังของ Bifidobacterium เกิด
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จากการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเกิดจากการผลิตสารประกอบที่เปนโปรตีนที่ทนตอความ
รอน  จากการศึกษาในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสารปฏิชีวนะของ Bifidobacterium ไมใชกรดอินทรียแต
เปนลักษณะที่ไมพบทั่วไปของ Bifidobacterium อยางไรก็ตามสายพันธุที่แยกไดจากคนสูงอายุมี
ประสิทธิภาพในการยับย้ัง S. aureus ได    

Parihar et al. (2008) รายงานการตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลสดจํานวน 115 
ตัวอยาง ที่จําหนายในตลาดในรัฐ Goa ประเทศอินเดีย โดยใชวิธีการคัดแยกดวยการเพิ่มจํานวน
แบคทีเรียแบบ 2 ข้ันตอน จากน้ันจึงนํามาคัดแยกตอดวยอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดคัดเลือก 2 ชนิด และ
จัดจําแนกชนิดดวยคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลจํานวน 28 
ตัวอยาง และตรวจพบ L. monocytogenes ในอาหารทะเลจํานวน 10 ตัวอยาง  โดย L. innocua 
เปนแบคทีเรียที่พบไดมากที่สุดในตัวอยางอาหารทะเล (18 ตัวอยาง)  ซึ่งการปนเปอนของ   
L. monocytogenes ในอาหารทะเลอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคได ถาแบคทีเรียชนิดน้ีมีการ
ปนเปอนตอไปยังอาหารทะเลแบบพรอมบริโภค 

Kumar et al. (2009) รายงานอุบัติการณของ Salmonella ซีโรวารที่ใหผลบวกตอนํ้าตาล
แลคโตส และกลุมที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตสในอาหารทะเล และศึกษาลักษณะเฉพาะของความ
รุนแรงในการกอโรคโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยตรวจสอบ Salmonella  
ทั้งสองซีโรวารจากปลา กุง ปู หอยกาบ หอยสองฝา หอยนางรม หมึก และหมึกกระดอง ที่จําหนายใน
ตลาดขายปลาและสะพานปลาใจกลางเมืองโคชิน ประเทศอินเดีย  จากการศึกษาพบวา Salmonella 
ชนิดที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตสแยกได 18.9 เปอรเซ็นตของตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด ในขณะที่ 
2 เปอรเซ็นตคือ Salmonella ชนิดที่ใหผลบวกตอนํ้าตาลแลคโตส  นอกจากน้ันทําการศึกษาปจจัย
ของความรุนแรงใน Salmonella ชนิดที่ใหผลลบและชนิดที่ใหผลบวกตอนํ้าตาลแลคโตส โดยการ
ตรวจหายีน 3 ชนิด คือ ยีน invA, stn และ fimA  จากการศึกษาพบวา Salmonella ทุกสายพันธุที่
เปนชนิดที่ใหผลบวกและชนิดที่ใหผลลบตอนํ้าตาลแลคโตส  ตรวจพบยีน invA, stn และ fimA  
ยกเวน Salmonella IIIa ที่ตรวจไมพบยีน fimA 
 Matamoros et al. (2009)  ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพการยับย้ังโดยแบคทีเรียกลุม 
แลคติกที่ชอบความเย็นและนําแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความเย็นมาศึกษาตอเน่ืองในการใชเปน
สารกันเสียทางชีวภาพในผลิตภัณฑอาหารทะเล โดยการคัดเลือกแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความ
เย็นทั้งหมด 5,575 ไอโซเลท ที่แยกไดจากผลิตภัณฑอาหารทะเล พบวา 132 ไอโซเลท มีคุณสมบัติใน
การยับย้ังแบคทีเรีย และมีจํานวน 52 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียเปาหมายได 
14 ไอโซเลท (สามารถยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ) ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุม
แลคติกที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  โดย
สามารถยับย้ังแบคทีเรียที่ทําใหอาหารทะเลเนาเสียและแบคทีเรียกอโรค จากน้ันจําแนกดวยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติก 7 ไอโซเลท ที่นาสนใจ ประกอบดวย 
Leuconostoc gelidum 3 ไอโซเลท  Lactococcus piscium 2 ไอโซเลท  Lactobacillus fuchuensis 
1 ไอโซเลท และ Carnobacterium alterfunditum 1  ไอโซเลท  แบคทีเรียสายพันธุเหลาน้ีไมผลิต 
ฮิสตามีนและไทรามีน และพบวาไมมีการด้ือยาปฎิชีวนะ นอกจากน้ันยังไดศึกษาถึงอัตราการเจริญที่
อุณหภูมิตางกันของ L. piscium 1 ไอโซเลท และ L. gelidum 1 ไอโซเลท เพื่อยืนยันคุณสมบัติความชอบ
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เจริญที่อุณหภูมิตํ่า 1 ใน 7 เช้ือที่แยกไดสามารถผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังแบคทีเรีย สวนกลไกในการยับย้ังของเช้ืออื่นที่แยกไดน้ันยังไมทราบแนชัดแตอาจเกิดเน่ืองจาก
การแขงขันในการจับกับสารต้ังตน การไมปรากฏคุณสมบัติในการผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินทําให
แบคทีเรียเหลาน้ีเปนผลดีในการพิจารณาสําหรับการนํามาประยุกตใชกับผลิตภัณฑอาหารในประเทศ
ฝรั่งเศส 
 Sansawat and Thirabunyanon (2009) ศึกษาการตรวจสอบกิจกรรมที่เปนปฏิปกษของ 
Bacillus 2 สายพันธุ  ที่แยกไดจากทอทางเดินอาหารของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii)  
ตอ Aeromonas hydrophila ดวยเทคนิค 2 แบบ คือวิธี Paper disc diffusion และ Agar well 
diffusion ซึ่ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีกิจกรรมการยับย้ังการเจริญของ A. 
hydrophila  นอกจากน้ันไดศึกษาคุณสมบัติของโพรไบโอติก ไดแก การทนกรดและการทนตอ 
เกลือนํ้าดี, Autoaggregation, Coaggregation, ความไมชอบนํ้าและการยึดเกาะกับเซลล Caco-2 
โดยพบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุน้ี มีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 95 เปอรเซ็นต และ 90 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ เมื่อเจริญในสภาวะความเปนกรด-ดางเทากับ 2.5 เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และสภาวะที่มี 0.3 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ช่ัวโมง รวมทั้ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีเปอรเซ็นตของ 
Autoaggregation (35.7 เปอรเซ็นต และ 42.2 เปอรเซ็นต)  Coaggregation (11.1 เปอรเซ็นตและ 
11.6 เปอรเซ็นต) ความไมชอบนํ้าใน n-Hexadencane (25.6 เปอรเซ็นตและ 30.0 เปอรเซ็นต), 
Xylene (32.2 เปอรเซ็นต และ 36.1 เปอรเซ็นต), Toluene (30.3 เปอรเซ็นต และ 31.6 เปอรเซ็นต) 
และการยึดเกาะเซลล Caco- 2 เทากับ 4.21 และ 3.23 Log CFU/mL ตามลําดับ การศึกษาครั้งแสดง
ใหเห็นวา Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุ  เปนโพรไบโอติกที่ดีเหมาะสําหรับการนําไปใชในอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงกุงตอไป 

Huang et al. (2010) รายงานการตรวจสอบฮิสตามีนและแบคทีเรียกลุมที่สรางฮิสตามีน
และคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง 46 ตัวอยาง ที่ขายปลีกในตลาดในเมือง 
Penghu ประเทศไตหวัน จากการศึกษาพบวาอาหารทะเลแหงมีคาความเปนกรด-ดาง ปริมาณเกลือ 
ความช้ืนและนํ้าที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนในการเจริญ (aw) ปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยงาย ปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมด Escherichia coli และปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมทั้งหมดอยูระหวาง  
5.60 - 7.57 mg/100g คิดเปน 1.8 - 27.1 เปอรเซ็นต, 19.23 - 61.90 เปอรเซ็นต, 0.63 - 0.92 
และ 10.14 - 168.56 mg/100g, 3.18 - 9.28 Log CFU/g, นอยกวา 3 - 210 MPN/g และนอยกวา 
3 - 1,100 MPN/g ตามลําดับ  โดยตัวอยางอาหารปลาแหงจํานวน 30.4 เปอรเซ็นต มีปริมาณของ 
ฮิสตามีนมากกวา 5 mg/100 g ตามขอกําหนดขององคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาที่กําหนด
ไวสําหรับผลิตภัณฑปลาในตระกูลคอมบรอยและ/หรือผลิตภัณฑจากปลากลุมน้ี ผลิตภัณฑอาหาร
ทะเล 9 ตัวอยาง ของปลาขางเหลือง (Selariodes leptolepis) มีปริมาณฮิสตามีนสูงที่สุด (6.13 - 
47.90 mg/100 g) โดยแบคทีเรียที่ผลิตฮิสตามีน 13 สายพันธุ ที่แยกมาจากตัวอยางสามารถผลิต 
ฮิสตามีนในอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase soy broth ที่เติม 1.0% L-histidine (TSBH) ได  โดยมีคา
อยูระหวาง 7.80-531.2 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง Enterobacter aerogenes (1 สายพันธุ) ที่แยกไดจาก
ปลาขางเหลืองมีความสามารถผลิตฮิสตามีนไดสูง 
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 จากรายงานการศึกษายังไมมีรายงานที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับการนําสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
จากจุลินทรีย  เพื่อทําการควบคุมจุลินทรียในอาหารทะเลแหง  รวมทั้งการเพิ่มคุณสมบัติทางดาน
สุขภาพอื่น ๆ ที่สําคัญ  เชน  คุณสมบัติดานการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหง
มีคุณภาพที่โดดเดนทุกดานทั้งทางดานมาตรฐานจุลินทรีย  รวมทั้งมีคุณคาทางโภชนาการซึ่งเปนสิ่งที่
ตองการในปจจุบัน คณะผูวิจัยจึงทําการศึกษาขอมูลและรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการตานอนุมูลอิสระ 
เพื่อนํามาเปนขอมูลพื้นฐานในการวิจัยครั้งน้ี ดังตอไปน้ี 
 
5. อนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ  
 5.1 อนุมูลอิสระ (free radical หรือ oxidant)  

อนุมูลอิสระ คือโมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็คตรอนโดดเด่ียวอยูรอบนอก  เปนโมเลกุลที่ 
ไมเสถียรและมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมีในลักษณะเปนปฏิกิริยาลูกโซ  สามารถทําปฏิกิริยา
กับสารชีวโมเลกุลตาง ๆ  ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางข้ึน สงผลใหเกิดความเสียหายแกองคประกอบ
ตาง ๆ ของเซลลภายในรางกาย เชน การทําลายโครงสรางดีเอ็นเอ การสรางพันธะโควาเลนตกับ
โปรตีนหรือเอนไซมบางชนิดจนทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมเหลาน้ันผิดปกติ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Ames et al., 1993)  นอกจากน้ีอนุมูลอิสระยังเปนสาเหตุ
สําคัญที่ทําใหเกิดโรคหลายชนิด เชน  โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน  โรคมะเร็ง  โรคตอกระจก และโรค
ขออักเสบจากโรครูมาตอยด เปนตน (ประสงค เทียนบุญ, 2553)  อนุมูลอิสระเกิดจากผลพลอยได
จากการใชออกซิเจนของกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลและปจจัยจากสิ่งแวดลอมภายนอก เชน 
การติดเช้ือโรคการไดรับรังสียูวี ควันจากทอไอเสียรถยนต และควันบุหรี่ เปนตน ซึ่งอนุมูลอิสระ
เหลาน้ีสามารถถูกกําจัดหรือลดความรุนแรงลงไดดวยสารที่เรียกวาสารตานอนุมูลอิสระ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 

 
 5.2 สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant)   

สารตานอนุมูลอิสระ  คือสารปริมาณนอยที่สามารถปองกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา 
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Halliwell, 2009) สาร
ตานอนุมูลอิสระจะชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในรางกายซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดโรค
ตาง ๆ ของมนุษย ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เปนสาเหตุหลักของการเสื่อม
คุณภาพในอาหาร สารตานอนุมูลอิสระสามารถพบไดทั้งในธรรมชาติและในรางกายมนุษย  โดยสาร
ตานอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชาติ ไดแก สารประกอบฟนอลลิค (phenolic compounds) สารประกอบ
ไนโตรเจน (nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด (catotinoid)  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค  
สีหานาม, 2554; Velioglu et al., 1998)  สวนสารตานอนุมูลอิสระที่สามารถพบในรางกายมนุษย เชน 
เอนไซมคะตะเลส (catalase) กลูตาไทโอนเพอรอกซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอร
ออกไซดดิสมิวเทส (superoxide dismutase) หรือสารประกอบ/โปรตีนบางอยาง เชน อัลบูมิน 
(albumin) บิลิรูบิน (bilirubin) เซอรูโลพลาสมิน (ceruloplasmin) กลูตาไธโอน (glutathione) 
ทรานสเฟอริน (transferrin)  ยูบิควินอล (ubiquinol) และยูเรต (urate) เปนตน  สารเหลาน้ีมีหนาที่
คอยควบคุมอนุมูลอิสระตาง ๆ ใหอยูในระดับพอเหมาะแตถาเมื่อใดที่มีอนุมูลอิสระเกิดข้ึนในปริมาณ
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มากเกินกวาที่ระบบปองกันจะยับย้ังไดหมดจะทําใหเกิดสภาวะที่เรียกวา “oxidative stress” ข้ึน
ภายใตสภาวะดังกลาว อนุมูลอิสระจะทําอันตรายตออวัยวะและเน้ือเย่ือตาง ๆ ของรางกาย ซึ่งถา
สะสมมาก ๆ อาจนําไปสูความผิดปกติได  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 

วัสดุอุปกรณ 
1. วัตถุดิบ 
 รําขาว 
     
2. วัสดุอุปกรณ 
 2.1 จานเพาะเช้ือ (Petri Dish) 
 2.2 ขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลลิิตร  

2.3 กระดาษกรอง Whatman No. 5 
2.4 ถุงไดอะไลซิส 
2.5 ออโตปเปต P100 (Gilson, pipetman P100, กรุงปารีส, สาธารณรัฐฝรั่งเศส) 
2.6 ออโตปเปต P1000 (Gilson, pipetman P1000, กรุงปารีส, สาธารณรัฐฝรั่งเศส) 
2.7 ตูอบลมรอน (Memmert, UFB 500, เมือง Schwabach, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
2.8 ตูบมเช้ือ (Memmert, BE 400, เมือง Schwabach, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
2.9 หมอน่ึงความดันไอ (Daihan, Wacs-1450, เมืองโซล, สาธารณรัฐเกาหลี) 
2.10 กลองจุลทรรศน (Olympus, CH30RF200, ประเทศญี่ปุน) 
2.11 ตูปลอดเช้ือ (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 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (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 เปอรเซ็นต และ 95 เปอรเซ็นต 
 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 แคลเซียมคารบอเนต 

3.19 นํ้าแปง  
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 ดวยวัสดุราคาถูกใน
ถังหมัก  
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือจากสับสเตรทราคาถูกที่เหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมของสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียโพรไบโอติกตามผลการศึกษากอนหนาน้ี  โดยเพาะเลี้ยงเซลลใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  และปรับสภาวะใหเหมาะสมจากผลการทดลองกอนหนาน้ี  คือการ
เพาะเลี้ยงในนํ้ากลั่น โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
เปนแหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางเทากับ 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 การเตรียมกลาเชื้อ (ดัดแปลงมาจาก Anto et al., 2006; Gangadharan  
et al., 2006) 
 เตรียมหัวเช้ือ B. licheniformis โดยเข่ียเช้ือ 1 ลูป ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Broth (NA broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งผานการน่ึง 
ฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพาะเลี้ยงในสภาวะเขยาที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง วัดความเขมขนเซลล โดยวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ใหคาการดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 A.U. 
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  1.1.2 การเตรียมถังหมัก 
  เตรียมถังหมักตามที่คูมือกําหนดไว ตรวจสอบระบบใหอากาศปลอดเช้ือ ระบบนํ้าเย็น
และระบบควบคุมคาความเปนกรด-ดาง  และเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสม ไดแก รําขาว 175 
กรัม ในนํ้ากลั่น 3.5 ลิตร และ 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)  ลงในถังหมัก ปรับคา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  จากน้ันตรวจสอบความเรียบรอยของอุปกรณตาง ๆ ที่ติดกับถังหมัก  
นําถังหมักไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ทิ้งใหเย็น  แลวนําถังหมักมา
ตอเขากับระบบของถังหมัก เปดสวิทซใหระบบนํ้า โดยกําหนดสภาวะการกวนที่ 300 รอบตอนาที  
อัตราการใหอากาศ 1 vvm และควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสม  ถายกลาเช้ือลงในถังหมักปริมาตร 35 
มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เพื่อวัดการเจริญของแบคทีเรีย
และเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส      

 
 1.2  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย (Jeyasekaran et al., 2004) 
 เก็บตัวอยางจากถังหมักทุก 2 ช่ัวโมง เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  นําตัวอยางจากการทดลอง
มาเจือจางแบบ 10 เทา ใน 0.85% Normal saline ผสมใหเขากัน  เจือจางใหไดระดับความเจือจาง
ที่เหมาะสม  ปเปตตัวอยางของแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Plate Count Agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมปราศจากเช้ือเกลี่ยตัวอยางใหทั่วจานเพาะเช้ือดวยเทคนิค 
Spread plate  นําจานเพาะเช้ือไปบมที่อุณหภูมิ 351 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ัน
นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผล 
 
 1.3  การวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 

 1.3.1 การวัดกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส (Amylase; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 
2541; Anto et al., 2006) 

 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ
ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสที่ไดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-
ดางเทากับ 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมนํ้าแปงความเขมขน 1% (w/v) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากัน  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  เติมสารละลาย Dinitrosalicylic 
acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  นําไปแชในนํ้าเดือดเปนเวลา 5 นาที ทําใหเย็น  เติมนํ้ากลั่น 
10 มิลลิลิตร และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร  คํานวณหาปริมาณ
นํ้าตาลรีดิวสเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสและคํานวณหาแอคติวิตีเอนไซม 

 
 1.3.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอส (Protease; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 

2541; Prakasham et al., 2006) 
 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
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รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสที่ไดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวย Tris-HCl 0.5 โมลาร คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร  เติม Casein 10% (w/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย Trichloacetic acid ที่มี 0.22 โมลาร 
Sodium  acetate และ 0.33 โมลาร Acetic acid และเขยาอยางแรง  ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 30 นาที  กรองดวยกระดาษกรอง Whatman No. 5 นําสารละลายที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายไทโรซีน
และคํานวณหาแอคติวิตีเอนไซม 

 
 1.3.3 การวัดกิจกรรมเอนไซมไลเปส (Lipase; ขจีนาฏ โพธิเวชกุล และคณะ, 2541) 
 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเช้ือและสภาวะที่เหมาะสมจากการ

ทดลองกอนหนาน้ีในถังหมัก  จากน้ันเก็บตัวอยางที่เวลา 24 ช่ัวโมง และนํามาปนเหว่ียงดวยความเร็ว
รอบ 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสทีไ่ดมาเจือจางให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวย Tris-HCl 0.1 โมลาร ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 8.5 ปริมาตร  
4 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Olive oil 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลายอะซิโตน : แอลกอฮอล ใน
อัตราสวน 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  นํามาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน NaOH 0.05 นอรมอล 
โดยใช Phenolphthalein เปน Indicator  นําคาที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน คํานวณหา
ปริมาณ Oleic acid และแอคติวิตีเอนไซม 

 

2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียชนิดตาง ๆ ท่ีปนเปอน
ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 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) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําโคโลนี
เด่ียวมาเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth 
(TSB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  นําเซลลแขวนลอยไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดปรับคาความเปนกรด-ดางใหมีคาเทากับ 6.5  
จากน้ันเติมสารละลาย Ammonium sulfate ครั้งละ 10 กรัม เปนระยะเวลา 3 นาที  จนไดความ
เขมขนเทากับ 484.54 กรัมตอลิตร  โดยทําการคนตอเน่ืองเปนระยะเวลา 18 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  หลังจากน้ันเก็บสวนที่ตกตะกอนและละลายในสารละลาย Sodium phosphate 
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buffer (0.05 M; pH 7) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  แลวนําสารกึ่งบริสุทธ์ิที่ไดมาใชในการศึกษาฤทธ์ิการ
ยับย้ังแบคทีเรียตอไป   

 
 2.2  การออกแบบการทดลองในการศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลติภัณฑ
ในการควบคุมแบคทีเรียท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบ
สารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus licheniformis 
bioactive compound: PBL)  
  2.2.1 การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
 ตัดผลิตภัณฑหมึกแปรรูปขนาดกวาง x ยาว เทากับ 2 x 2 เซนติเมตร และแบง
ออกเปน 5 ชุดการทดลอง  เพื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ในการยับย้ังแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด 
 ชุดที่ 1 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + นํ้ากลั่น (ชุดควบคุม) 
  ชุดที่ 2 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + ไนซิน ความเขมขน 1000 IU/ml 
  ชุดที่ 3 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่ง
บริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
  ชุดที่ 4 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + ไนซิน ความเขมขน 1000 IU/ml และเติม
ไนซินทุก ๆ 2 สัปดาห 
  ชุดที่ 5 ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป + สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่ง
บริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis และเติมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใน
รูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ทุก ๆ 2 สัปดาห  
 
 เติมสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป นําตัวอยาง
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาผึ่งใหแหงในตู Laminar flow biological safety cabinet เปนเวลา 15 
นาที  จากน้ันนําผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาเก็บรักษาในถุงพลาสติก แลวนํามาทําการศึกษาถึงการ
ควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพภายใต 2 สภาวะ คือ  
1)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   และ 2)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติก
ตอนกลางวันและปดถุงพลาสติกตอนกลางคืน  นําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาศึกษาปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  เปนระยะประมาณ 1 เดือน 
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 2.2.2 การศึกษาปริมาณแบคทีเรี ยกลุม เฮทเทอโรโทรปท้ังหมด (Total 
heterotrophic bacteria) (Jeyasekaran et al., 2004) 
 นําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาเจือจางแบบ 10 เทา ใน 0.1% (w/v) Peptone 
water ผสมใหเขากัน จากน้ันปเปตตัวอยางของแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลง
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Plate Count Agar ใชแทงแกวสามเหลี่ยมปราศจากเช้ือเกลี่ยตัวอยางใหทั่วจาน

เพาะเช้ือดวยเทคนิค Spread plate นําจานเพาะเช้ือบมที่อุณหภูมิ 351 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ บันทึกผล  
 
 2.2.3  การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย 
 ทําการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ทนตอสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis  โดยนํา
แบคทีเรียที่ทนตอสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานของ
โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเช้ือและลักษณะทางสัณฐานภายใตกลองจุลทรรศนและศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี  เพื่อจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียเบื้องตน ตามวิธีการของ Branner (1984), Sneath et al. 
(1986) และ Holt et al. (1994) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวย
วัสดุราคาถูกในถังหมัก เพื่อทดแทนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus 
licheniformis และการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑในการควบคุมแบคทีเรีย
ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทเีรยี
โพรไบโอติก Bacillus licheniformis  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคา
ถูกในถังหมักและการเจริญ รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอสและไลเปส  

จากผลการทดลองการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือจากสับสเตรทราคาถูกที่เหมาะสมตอการเจริญ
และกิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของแบคทีเรียโพรไบโอติกตามผลการศึกษากอนหนาน้ีของ
โครงการวิจัยเรื่อง “สารตานจุลชีพชนิดใหมจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐาน
ทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงและแปรรูปในจังหวัดชลบุรี” ในปงบประมาณ พ.ศ. 2559 
ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  ผลการทดลองพบวาสับสเตรทและสภาวะที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis คือ รําขาว ซึ่งเปนสับสเตรทที่มีความเหมาะสมในการ
เพาะเลี้ยง รวมทั้งสภาวะในการเพาะเลี้ยงพบวาคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  โดยมีการเติม 1% 
(w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก คือ 35 องศาเซลเซียส 

จากน้ันไดทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ดวย
วัสดุราคาถูกในถังหมักและสภาวะที่เหมาะสมดังที่กลาวมาแลวขางตน โดยทําการเพาะเลี้ยงในถังหมกั
แบบกวนขนาด 5 ลิตร ดังแสดงในภาพที่ 1 และปรับสภาวะใหเหมาะสม จากน้ันปรับอัตราการให
อากาศเทากับ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที (อุปกรณดังแสดงในภาพที่  
2-4)  โดยเก็บตัวอยางทุก 2 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อนํามาวัดการเจริญของแบคทีเรียโดยวิธี
เกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate (ดังแสดงในภาพที่ 5) และทํา Growth curve ไดผลการทดลองดังแสดง
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 วัดการเจริญโดยวิธีเกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate  
 

 1.1  การศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย B. licheniformis ท่ีเพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวน
ขนาด 5 ลิตร   
 จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกวนขนาด 
5 ลิตร  โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0  มีการ
เติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน และที่อุณหภูมิ 35 องศา-
เซลเซียส ผลการทดลองพบวา B. licheniformis  มีการเจริญสูงสุดที่เวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  โดยพบ
ปริมาณแบคทีเรียเทากับ  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 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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 1.2   การวัดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส 
จากการศึกษากิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยวิธีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม

จํานวน 3 ชนิด ไดแก เอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส  โดยทํากราฟมาตรฐานสารละลาย
นํ้าตาลกลูโคส สารละลายไทโรซีน และกรดโอเลอิค ตามลําดับ ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3-5 
และภาพที่ 7-9 

 
ตารางท่ี 3  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกบัความเขมขนของนํ้าตาลกลโูคส 

 

Glucose conc. (ug/mL) 
ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส A520 

1 2 คาเฉลี่ย 
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  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกบัความเขมขนของนํ้าตาล 
 กลูโคส 
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ตารางท่ี 4 คาการดูดกลืนแสงความเขมขนของไทโรซีนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนของไทโรซีน (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 คาการดูดกลืนแสงความเขมขนของกรดโอเลอกิและปริมาณ NaOH 
 
ความเขมขนของ  Oleic  acid 

(µmole/mL) 
ปริมาตร NaOH 

(mL) 
ความเขมขน 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 

 
และตอมาทําการทดสอบถึงปริมาณการผลิตเอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ควบคู

กับการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบวาแบคทีเรียโพรไบโอติกมีกิจกรรม
ของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด รองลงมาคือกิจกรรมของเอนไซมโปรติเอสและไลเปส ตามลําดับ ซึ่ง
กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสเพิ่มข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก และมีกิจกรรมสูงสุดที่
ช่ัวโมงที่ 18 ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2704.41 Unit/mL และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลองโดยมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2293.78 Unit/mL  สวนกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสพบวามี
ปริมาณนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส โดยมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 
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เทากับ 3.81 Unit/mL  สวนกิจกรรมของเอนไซมไลเปสพบวา ไมมีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลา
การทดลอง  โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1.33 Unit/mL ต้ังแตเริ่มตนการทดลองจนกระทั่ง
สิ้นสุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 5 และภาพที่ 10-12 

 
ตารางท่ี 6  กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 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 
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ภาพท่ี 10  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมอะไมเลสจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
 

 
 

ภาพท่ี 11  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมโปรติเอสจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
 
 

ปริมาณ
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ภาพท่ี 12  การเจรญิและกจิกรรมเอนไซมไลเปสจากการเพาะเลี้ยงแบคทเีรียโพรไบโอติก  

B. licheniformis ในถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
 
2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 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  ตะกอนเซลลหลังจากการปนเหว่ียง 
 
 

 
 

ภาพท่ี 16  สวนใสทีผ่านการกรองดวยเย่ือกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
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ภาพท่ี 17  สารทีผ่านการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลอืแอมโมเนียมซัลเฟต 
 
 

   
 

ภาพท่ี 18  ตะกอนเซลลหลังจากการปนเหว่ียง 
 
 

    
 

ภาพท่ี 19  ตะกอนเซลลที่ละลายในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.05 M, pH 7.0) 
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ภาพท่ี 20 การกําจัดแอมโมเนียมซลัเฟตดวยวิธีไดอะไลซสิ 
 
 

 
 

ภาพท่ี 21 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก Bacillus licheniformis 
 
 
 2.2  การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก Bacillus licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมดใน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาฤทธ์ิของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียโพรไบโอติก
Bacillus licheniformis ตอการยับย้ังแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
ผลการทดลองแสดงพบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุก ๆ  
2 สัปดาห  ในการเก็บรักษาหมึกแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดดีที่สุดเทากับ 75.94 %  รองลงมาคือ การเติมสารกึ่งบริสุทธ์ิจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ทุก ๆ 2 สัปดาห  ในการเก็บรักษาหมึกแปรรูปโดย
การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และการเติมไนซิน 
ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาห เทากับ 44.70 % และ 3.08 % 
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ตารางท่ี 7 ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเก็บรกัษาหมึกแปรรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (CFU/g) 

 

ระยะเวลา
เก็บรักษา 

(วัน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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 ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  

 
ตารางท่ี 8 ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทเีรียโพรไบโอติกตอปรมิาณแบคทีเรียกลุม 

เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเกบ็รกัษาหมึกแปรรูปโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 

 
ระยะเวลา
เก็บรักษา 

(วัน) 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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 ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวนอนแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  
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ตารางท่ี 9 การเปรียบเทียบผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทเีรียโพรไบโอติกในการเก็บ
รักษาหมกึแปรรปูที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และการเก็บรกัษาหมึกแปรรูปโดยการ
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 

 

ชุดการทดลอง 

เปอรเซ็นตการลดลง 

การเก็บรักษาหมึกแปรรูปท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซยีส 

การเก็บรักษาหมึกแปรรูปโดยการ
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวัน

และปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
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  ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทีเรีย 

  กลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการเกบ็รักษาหมึกแปรรูปทีอุ่ณหภูมิ  
  4 องศาเซลเซียส (CFU/g) 
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g 
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)

ระยะเวลาในการเก็บรักษา (วัน)

นํ้ากล่ัน Nisin PBL Nisin 2 W PBL  2 W
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 ภาพท่ี 23  ผลของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกตอปริมาณแบคทเีรีย 

 กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการเกบ็รกัษาหมกึแปรรปูโดยการเปดถุงพลาสติกใน 
 ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน (CFU/g) 
 

จากการศึกษาพบวาภายใตสภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เมื่อมีการเติม
นํ้ากลั่นพบวา ชุดน้ีมีการปนเปอนดวยแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดจํานวน 7 ชนิด ไดแก 
Staphylococcus capitis subsp. urealyticus, Bacillus firmus, B. pantothenticus, B. 
laterosporus, B. marinus, B. coagulans และ B. circulan  ตลอด 28 วันของการทดลอง   สวน 
B. brevis พบภายใน 1 วัน ของการทดลองเทาน้ัน   ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 
IU/mL พบวาตลอดการทดลองไมสามารถตรวจพบ B. brevis และไมพบ B. marinus หลังจากเติม
สารไนซินเพียง15 นาที แตกลับมาตรวจพบในวันที่ 1-28 ของการศึกษา  สวนแบคทีเรียอีก 6 ชนิด  
พบวามีการปนเปอนตลอดระยะเวลาการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติม PBL พบวาไมพบการ
ปนเปอนของ B. brevis ภายในวันที่ 1-28 ของการศึกษา  และไมพบการปนเปอนของ S. capitis 
subsp. urealyticus และ B. coagulans ในวันที่ 28 และ 1 ของการทดลอง ตามลําดับ สวน B. 
firmus, B. pantothenticus, B. laterosporus, B. marinus, B. circulan คงพบไดตลอดการ
ทดลอง   ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาหพบวา สามารถกําจัด 
B. marinus เพิ่มข้ึนในวันที่ 14 และ 28 ของการทดลอง  เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมเพียง 1 ครั้ง    
นอกจากน้ันพบวาชุดที่มีการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนไดดีข้ึน คือ ยังคงกําจัด B. brevis ไดต้ังแตวันที่ 1-28 และเพิ่ม
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ความสามารถในการกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ต้ังแตวันที่ 7-28 ของการทดลอง ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวา การเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห รวมกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนใน
ตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดดีที่สุด 
 
ตารางท่ี 10  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมกึแปรรูป

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  ไมพบ 
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ตารางท่ี 10  ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมกึแปรรูป
ที่เกบ็รักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  (ตอ) 

 
  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  ไมพบ 
 

สวนผลของสารชนิดตาง ๆ ที่เติมลงในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาโดยการเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนตอชนิดของแบคทีเรียกลุม 
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมด    ในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ากลั่นพบวา สามารถกําจัดการปนเปอน B. 
brevis ไดต้ังแตวันที ่1-28 ของการทดลอง  ซึ่งเปนสภาวะที่สามารถกําจัดการปนเปอน B. brevis ได
ดีกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (สามารถกําจัด B. brevis ต้ังแตวันที่ 7-28 ของการ
ทดลอง) และยังคงพบการปนเปอนแบคทีเรียอีก 7 ชนิด ไดตลอดการทดลองเชนเดียวกันกับการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    ชุดการทดลองที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000 IU/mL ภายใต
สภาวะการเก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  
มีความสามารถในการกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ไดในวันที่ 7 และ 28 เมื่อเปรียบเทียบ
กับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ไมสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ได
เลยตลอดการทดลอง 28 วัน    ชุดการทดลองที่เติม PBL ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน มีความสามารถกําจัด S. capitis subsp. 
urealyticus ไดรวดเร็วกวาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 7 วันของการทดลอง รวมทั้ง
สามารถกําจัด B. brevis ไดตลอดการทดลอง ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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สามารถกําจัดภายใน 1-28 วันของการศึกษา  นอกจากน้ันชุดที่เติมไนซิน ความเขมขน 1,000  
IU/mL ทุกๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการเก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน พบวาสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus ในวันที่  
21-28 เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมเพียง 1 ครั้งที่ไมสามารถกําจัด S. capitis subsp. urealyticus 
ไดเลยตลอดการทดลอง    นอกจากน้ันพบวาชุดที่มีการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห ภายใตสภาวะการ
เก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน พบวา
สามารถกําจัด B. brevis ไดตลอดการทดลอง  ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สามารถกําจัดได ณ วันที่ 1-28 ของการทดลอง  
 
ตารางท่ี 11   ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป

ที่เกบ็รักษาโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
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  ไมพบ 
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ตารางท่ี 11   ชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดที่พบในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
ที่เกบ็รักษาโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืน (ตอ) 

 
 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  ไมพบ 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง  
 1. การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ที่เพาะเลี้ยงใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  โดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-
ดางเทากับ 7.0  มีการเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศ 1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักมีการเจริญสูงสุดตรวจวัดปริมาณเช้ือ
ได 1.15±0.01×1012 CFU/mL เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง และมีกิจกรรมของ
เอนไซมอะไมเลสสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18  เทากับ 2704.41 Unit/mL  รองลงมาคือ เอนไซมโปรติเอสมี
กิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 3.81 Unit/mL สวนเอนไซมไลเปสมีกิจกรรมของเอนไซม
นอยที่สุด เทากับ 1.33 Unit/mL ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

2. สวนการศึกษาเกี่ยวกับการเปรียบเทียบผลของการเติมสารตาง ๆ และการเก็บภายใต
สภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  และการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและ
ปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนตอปริมาณและชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่
ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  โดยผลการศึกษาพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห 
ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนสามารถ
ลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดและมีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปไดดีที่สุด โดยการเก็บภายใต
สภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาชุดการทดลองที่มีการเติม PBL เพียงครั้งเดียว 
และการเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึนจากวันแรก
ของการทดลอง 10.55 % และ 33.56 %  ในขณะที่การเก็บรักษาภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติก
ในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนพบวา ชุดการทดลองที่มีการเติม PBL 
เพียงครั้งเดียวมีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึน 49.34 %  แตชุดการทดลองที่มี
การเติม PBL ทุกๆ 2 สัปดาห มีปริมาณของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดลดลง 44.70 % ซึ่ง
มีเปอรเซ็นตการลดลงมากกวาชุดการทดลองที่มีการเติมไนซินที่ความเขมขน 1,000 IU ทุก ๆ 2 
สัปดาห (3.08 %)  ดังน้ันจากผลการศึกษาในครั้งน้ีพบวา สภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนสามารถลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดไดและมีประสิทธิภาพในการกําจัดชนิดแบคทีเรียกอโรคที่ปนเปอนในตัวอยางผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปไดดีที่สุด  
 3. จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถคาดวาสาร PBL รวมกับสภาวะการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน นาจะนํามาประยุกตใชกับการใชจริง
เน่ืองจากสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนเปน
สภาวะที่มีการใชจริงของผูประกอบการขายผลิตภัณฑหมึกแปรรูปและผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงใน
ประเทศไทยน่ันเอง 
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อภิปรายผลการทดลอง  
1.  การศึกษาการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ดวยวัสดุราคา
ถูกในถังหมักและการเจริญ รวมท้ังกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส  โปรติเอสและไลเปส  

จากการศึกษาในโครงการวิจัยกอนหนาน้ีไดทําการศึกษาถึงชนิดและสภาวะที่เหมาะสมของ
สูตรอาหารราคาถูกเพื่อทดแทนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใชในการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก  รวมถึงศึกษา
แหลงและความเขมขนของไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก ผลการศึกษา
พบวาผลของเอนไซมตอกิจกรรมการย้ังเช้ือแบคทีเรียทดสอบของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก  
B. licheniformis  สามารถคงทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 50-96 องศาเซลเซียส  และสภาวะความ
เปนกรด-ดางในชวง 3-10 และสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก B. licheniformis สูญเสียกิจกรรมการยับย้ัง
เมื่อทดสอบดวยเอนไซมโปรติโอไลติก คือ เปปซิน ทริปซิน และโปรติเนส เค  โดยพบวาชนิดของ
สับสเตรทที่เหมาะสม ราคาถูก และหางาย จํานวน 2 ชนิด คือ รําขาวและขาวโพด พบวารําขาวเปน
สับสเตรทที่มีความเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในการศึกษาครั้งน้ีสูงสุด  และ
ตอมาทําจากการศึกษาถึงสับสเตรทและสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis คือการเพาะเลี้ยงโดยใชรําขาวเปนสับสเตรท และเติม 1 % (w/v) (NH4)2SO4 เปน
แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  ผลการทดลอง
พบวาสับสเตรทและสภาวะที่ใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis คือ รําขาว
เปนสับสเตรทที่มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยง  รวมทั้งสภาวะในการเพาะเลี้ยงพบวาคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 7.0 โดยมีการเติม 1 % (w/v) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อเปนแหลง
ไนโตรเจน และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทเีรียโพรไบโอติก คือ 35 องศาเซลเซียส  ดังน้ัน
ในการศึกษาในครั้งน้ีจึงทําการศึกษาถึงการขยายขนาดของแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis  
ดวยวัสดุราคาถูกในถังหมักและสภาวะที่เหมาะสมดังที่กลาวมาแลวขางตน  โดยทําการเพาะเลี้ยงใน 
ถังหมักแบบกวนขนาด 5 ลิตร  และปรับสภาวะใหเหมาะสม จากน้ันปรับอัตราการใหอากาศเทากับ  
1 vvm และความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  โดยตลอดระยะเวลา
การศึกษาทําการเก็บตัวอยางเพื่อนํามาวัดการเจริญโดยวิธีเกลี่ยเช้ือดวยวิธี Spread plate และทํา 
Growth curve  ผลการทดลองพบวา B. licheniformis  มีการเจริญสูงสุดที่เวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  
โดยพบปริมาณแบคทีเรียเทากับ  1.15±0.01 x 1012 CFU/mL   

เมื่อทําการศึกษากิจกรรมของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธ์ิจากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก B. licheniformis โดยวิธีการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมจํานวน 3 ชนิด ไดแก การผลิต
เอนไซมอะไมเลส โปรติเอส และไลเปส ควบคูกับการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักขนาด 
5 ลิตร พบวาแบคทีเรียมีกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสสูงสุด รองลงมาคือกิจกรรมของเอนไซม 
โปรติเอสและไลเปส ตามลําดับ  ซึ่งกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสเพิ่มข้ึนตามการเจริญของแบคทีเรีย
โพรไบโอติก และมีกิจกรรมสูงสุดในช่ัวโมงที่ 18 ซึ่งมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2704.41 Unit/mL 
และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเปน 2293.78 Unit/mL  สวน
กิจกรรมเอนไซมโปรติเอสพบวามีปริมาณนอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมเอนไซมอะไมเลส  
โดยมีกิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 16-18 เทากับ 3.81 Unit/mL ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมไลเปส
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พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไมมีการเปลี่ยนแปลงโดยมีกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1.33 
Unit/mL จนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง  

จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติกในถังหมักพบวา แบคทีเรียเริ่มเขาสูระยะ
เพิ่มจํานวน (exponential phase) ที่ 8 ช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยง  จนกระทั่งมีการเจริญสูงสุด ตรวจวัด
ปริมาณเช้ือได  1.15±0.01x1012 CFU/mL เมื่อเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 16 และ 18 ช่ัวโมง  โดยมีการ
ใชอัตราการใหอากาศที่สอดคลองกับรายงานของ  Stanbury and Whitaker (1984) กลาววาอัตรา
การใหอากาศที่ใชในกระบวนการหมักควรอยูในชวง 0.5-1.5  vvm การใหอากาศที่เหมาะสมถือเปน
สิ่งที่ตองคํานึงถึงซึ่งอัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารมีผลตอการเจริญและการผลิตมวลเซลล
ของแบคทีเรีย (Dey et al., 2016) การศึกษากอนหนาน้ีเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเช้ือ Bacillus spp. 
ในถังหมักที่ศึกษาโดย Sen and Babu (2005) รายงานวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตมวลเซลลโดย
เช้ือ B. coagulans RK-02 ในถังหมักขนาด 12 ลิตร คือ pH 6.65  อุณหภูมิ 38.3 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบในการกวน 247 รอบตอนาที  และอัตราการใหอากาศ 1.05 vvm โดยสามารถผลิตมวล
เช้ือได 4.3 กรัมตอลิตร 
 
2. การศึกษาถึงสภาวะท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาผลิตภัณฑและผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ในรูปแบบสารก่ึงบริสุทธิจ์ากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis (Partial Bacillus 
licheniformis bioactive compound: PBL) ในการควบคุมแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ท้ังหมดท่ีปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาผลของสารที่เติมลงในตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส และภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืนตอชนิดของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  พบวาในตัวอยางผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปมีแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่ปนเปอนเปนจํานวน 8 ชนิด ไดแก Staphylococcus 
capitis subsp. urealyticus, Bacillus firmus, B. pantothenticus, B. laterosporus, B. 
brevis, B. marinus, B. coagulans และ B. circulan ในทุกชุดการทดลอง ดังน้ันสามารถสรุปไดวา 
แบคทีเรียที่มีการปนเปอนมากที่สุดคือ แบคทีเรียสกุล Bacillus และอีกหน่ึงชนิดคือ Staphylococcus 
capitis subsp. urealyticus  ซึ่ง  Bacillus เปนแบคทีเรียกลุมชอบเค็มในระดับปานกลางและมัก 
ทําใหอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด 5-20 เปอรเซ็นต เนาเสีย (Baross  and Lenovich 1992; 
Sumague et al., 2008) และหมึกแปรรูปในการศึกษาครั้งน้ีเปนอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด
ประมาณ 2.87% (สุบัณฑิต  น่ิมรัตน และคณะ, 2559) 
 แบคทีเรียกลุม Bacillus ที่พบในการศึกษาครั้งน้ีสามารถแยกออกเปน 2 กลุม คือ แบคทีเรีย
กลุมที่ไมกอโรค ไดแก  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) และกลุมกอโรค ไดแก B. circulan สามารถทําใหเกิดการติดเช้ือใน
กระแสเลือด และถือเปนเช้ือแบคทีเรียกอโรคในผูปวยโรคภูมิคุมกันบกพรอง (Alebouyeh et al., 
2011)  B. firmus เปนแบคทีเรียที่กอโรคในปลา (Vasant et al., 2013)  B. pantothenticus เปน
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สาเหตุของโรคเปนฝที่ตับและติดเช้ือในผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยา Cefotaxime และ Netilmicin 
ตามดวย Ciprofloxacin (Na et al., 2009)  สวน S. capitis subsp. urealyticus เปนสาเหตุของ
โรคติดเช้ือในโรงพยาบาลและติดเช้ือในกระแสเลือด เย่ือหุมสมองอักเสบ ติดเช้ือที่เย่ือบุหัวใจ และ
การติดเช้ือในกระแสเลือดในทารกแรกเกิด (Martins Simoes et al., 2013; Oud, 2011; Rasigade 
et al., 2012; Takano, 2011) 
 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป พบวา
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ที่เติมดวยสารไนซิน 1,000 IU/mL  และเติมทุก ๆ  
2 สัปดาห  มีการลดลงของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสูงสุดเทากับ 75.94 % แตไมสามารถ
กําจัดแบคทีเรียกอโรคชนิด  S. capitis subsp. urealyticus ไดตลอดการศึกษา 28 วัน แตในขณะที่
การเติม PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  ไมสามารถลดปริมาณของแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด  แต
เพิ่มข้ึนจาก 5.96±1.93×103 CFU/g เปน 7.96±2.98×103 CFU/g  แตสามารถกําจัดแบคทีเรีย 
กอโรคชนิด S. capitis subsp. urealyticus ไดภายใน 7 วันของการศึกษา  ดังน้ันเมื่อทําการ
เปรียบเทียบแลวพบวาการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  นาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่สุดภายใตการ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและ
ปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และมีการเติมสาร PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห  เปนสภาวะที่สามารถ
ลดปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไดมากที่สุดคือ 44.70%  รวมทั้งกําจัด S. capitis 
subsp. urealyticus  ซึ่งเปนแบคทีเรียกอโรคดังที่ไดกลาวมาแลวไดอยางมีประสิทธิภาพ  โดย
สามารถกําจัดไดภายใน 7 วันของการเก็บรักษา  ในขณะที่ชุดที่เติมไนซิน 1,000 IU/mL ทุก ๆ 2 
สัปดาห ภายใตสภาวะการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน
ที่สามารถลดแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเทากับ 3.08% และสามารถกําจัด S. capitis 
subsp. urealyticus  ภายใน 21 วันของการศึกษา   
 จากการศึกษาพบวาสาร PBL มีความสามารถในการเก็บรักษาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปภายใต 
2 สภาวะที่เปนการเก็บรักษาในทางปฏิบัติจริงของคนขายผลิตภัณฑหมึกแปรรูปในประเทศไทย  จาก
การรายงานพบวาสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจาก B. licheniformis มีความสามารถในการตาน
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ยกตัวอยางเชน  Kayalvizhi and Gunasekaran (2010)  รายงาน
ถึง B. licheniformis MKU3 ผลิตสารกลุม Bacteriocin-like peptide ที่มีความสามารถในการตาน
แบคทีเรียแกรมบวกชนิดตาง ๆ และ E. coli DH5x  และ Shobharani et al. (2015) พบวาสวนใส
ปราศจากเซลลที่เพาะเลี้ยง B. licheniformis strain MCC2512  มีความสามารถในการตานแบคทีเรีย
กอโรคชนิดตาง ๆ  รวมทั้ง Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella sp., Aeromonas hydrophila และ Listeria monocytogenes   รวมทั้ง Rey 
et al. (2004) รายงานถึง B. licheniformis เปนแบคทีเรียที่มีประโยชนทางอุตสาหกรรมหลายดาน 
ยกตัวอยางเชน เปนแหลงผลิตเอนไซม ยาปฏิชีวนะและสารตานแบคทีเรีย เปนตน  นอกจากน้ัน
พบวาภายใตสภาวะการเปดปดทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ  แตพบวาสาร PBL มีประสิทธิภาพ
สูงสุดและสูงกวาสารไนซิน  เน่ืองจากสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจาก B. licheniformis มีความคงทนตอ
อุณหภูมิและความเปนกรด-ดางเมื่อเปรียบเทียบกับสารไนซิน (Kayalvizhi and Gunasekaran, 
2008; Teixeira et al., 2009)    
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 ดังน้ันสาร PBL จากการศึกษาครั้งน้ีนาจะเปนสารที่นาจะนําไปประยุกตใชในการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศไทยในขณะวางขาย   โดยทําใหปราศจากการเติมสารกันเสียซึ่ง
เปนสารแตงเติมทางเคมี  แตมีการใชผลิตภัณฑทางธรรมชาติจากแบคทีเรีย และทําใหผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงของประเทศไทยปราศจากเช้ือกอโรคและมีปริมาณแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียมี
ปริมาณตํ่า   นอกจากน้ันพบวาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก B. licheniformis เปนสารที่นาสนใจใน
ปจจุบัน เน่ืองจากสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ผลิตจาก B. licheniformis  มีฤทธ์ิในการตานมะเร็ง 
(Chen et al., 2008)  ตานอนุมูลอิสระ (Asker et al., 2009)  รักษาบาดแผล (Rasulov et al., 
1993)  การควบคุมนํ้าตาลกลูโคสในเลือด (Cho et al., 2007)  และการปองกันแสงยูวี (Wang et al., 
2007)   รวมทั้งดานอื่น ๆ อีกหลายดาน  และจะทําใหผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศไทย
นาจะเปนผลิตภัณฑที่มีมาตรฐานระดับโลกรวมกับมีสารเสริมสุขภาพดังที่ไดกลาวไปแลว และทีมงาน
จะดําเนินการศึกษาดานฤทธ์ิในการตานมะเร็ง ตานอนุมูลอิสระ รักษาบาดแผล การควบคุมนํ้าตาล
กลูโคสในเลือด และการปองกันแสงยูวี รวมทั้งดานอื่น ๆ อีกหลายดาน นอกเหนือจากการนํามา
ควบคุมเฉพาะมาตรฐานทางดานจุลินทรียเทาน้ัน   ซึ่งจะนํามาสูผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในประเทศ
ไทยที่มีมาตรฐานและมีคุณสมบัติที่พิเศษนํามาสูเศรษฐกิจที่ย่ังยืนในอุตสาหกรรมดานน้ีและสามารถ
เปนครัวโลกในอุตสาหกรรมดานน้ีของประเทศไทย และสามารถแขงขันกับตางประเทศไดอยาง
เขมแข็งซึ่งคาดการณออกมาประโยชนในการลดคาใชจายในการรกัษาผูปวยจากการบริโภคผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงในประเทศไทยที่มีเช้ือกอโรคปะปนและเพิ่มมูลคาของสินคาทางดานผลิตภัณฑ
อาหารทะเลแหงในประเทศไทยไดอยางมหาศาลน่ันเอง 
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