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บทคัดย่อ 
 

 งานวิจัยนี้ได้น าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 20 ไอโซเลตที่แยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอล
ที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบซึ่งจัดจ าแนกสปีชีส์ด้วยวิธีการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA ได้เป็น  
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus farraginis และ Lactobacillus rhamnosus และ 
Lactobacillus sp. มาทดสอบหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ต่อยาปฏิชีวนะ 
2 ชนิด ได้แก่ Kamoran และ Erythromycin และต่อสารเคมี 1 ชนิด ได้แก่ Hydrogen peroxide 
(H2O2) โดยวิธี Macrobroth dilution พบว่าแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลตมีค่า MIC ต่อยา Kamoran 
>100 ppm  มีค่า MIC ต่อยา Erythromycin ระหว่าง <0.1 ถึง >50 ppm และมีค่า MIC ต่อ 
H2O2  ระหว่าง <1 ถึง >400 ppm  เมื่อท าการทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกผสมโดยสาร
ทดสอบแต่ละชนิดในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบพบว่าสารแต่ละชนิด
มีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกผสมได้  แตเ่มื่อเติมยา Kamoran ทีค่วามเข้มข้น 5 
ppm ในกากน้ าตาลที่มีเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกผสมไม่ท าให้ยีสต์ผลิตเอทานอลไดเ้พ่ิมขึ้น  การ
ทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมชนิด 304  ของแบคทีเรีย
กรดแลคติกแต่ละไอโซเลตในกากน้ าตาล หาปริมาณไบโอฟิล์มด้วยวิธี viable plate count พบว่า 
11 ใน 20 ไอโซเลตสร้างไบโอฟิล์มได้เมื่อบ่มนาน 48 ชั่วโมง  โดยความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม
แตกต่างกันตามสปีชีส์และสายพันธุ์ของแบคทีเรีย  นอกจากนั้นยังพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกผสม
สร้างไบโอฟิล์มร่วมกับยีสต์บนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองได้โดย
ความหนาแน่นของไบโอฟิล์มเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการบ่มเมื่อตรวจสอบด้วยวิธี viable plate 
count และจากกล้องอิเลคตรอนแบบส่องกราด     
   
ค ำส ำคัญ : แบคทีเรียกรดแลคติก, เอทานอล, กากน้ าตาล, การยับยั้ง, ไบโอฟิล์ม 
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Abstract 

 In this research 20 isolates of lactic acid bacteria contaminated in the 
commercial plants producing ethanol from molasses, identified using 16S rRNA gene 
analysis as belonging to Lactobacillus plantarum, Lactobacillus farraginis, 
Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus sp., were tested for Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) against Kamoran, Erythromycin and hydrogen peroxide using a 
macrobroth dilution method. All 20 isolates showed >100 ppm MIC to Kamoran, <0.1 
to >50 ppm MIC to Erythromycin and <1 to >400 ppm to hydrogen peroxide. The 
inhibitory activity of each substance towards mixed lactic acid bacteria under a 
simulated ethanol fermentation was also revealed. However, the addition of 5 ppm 
Kamoran in molasses containing mixed bacteria caused no advantage of ethanol 
production by yeasts. The ability to form biofilm of individual isolate of lactic acid 
bacteria on type 304 stainless steel in molasses was also conducted.  Using a viable 
plate count method to quantify the amount of biofilm, it was found that 11 of 20 
isolates formed biofilm with varying amounts depending on species and strain after 
incubation for 48 h.  In addition, under simulated ethanol fermentation biofilm 
formation of mixed biofilm comprising lactic acid bacteria and yeasts was formed on 
this tested material. The density of this mixed biofilm increased by incubation time 
as revealed by both viable plate count and scanning electron microscopic methods.    
 
Keywords: Lactic acid bacteria, Ethanol, Molasses, Inhibition, Biofilm 
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28 
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ผสม เมื่อทดสอบในสภาวะการหมักจ้าลองในกากน้้าตาล บ่มที่อุณหภูมิ 30°C 
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เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  

34 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

เอทานอลชีวภาพ (bioethanol) จัดเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพชนิดหนึ่งที่สามารถน ามาทดแทน
แหล่งพลังงานจากฟอสซิล  โดยผลิตได้จากการน าชีวมวล (biomass) จากพืชมาผ่านกระบวนการหมัก
โดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์ ได้แก่ ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae  ซึ่งจะเปลี่ยนน้ าตาลใน
วัตถุดิบเหล่านี้ให้เป็นเอทานอล    ไทยเป็นประเทศหนึ่งที่มีนโยบายส่งเสริมการผลิตและการใช้
เชื้อเพลิงชีวภาพเพ่ิมข้ึนอย่างต่อเนื่อง  ซึ่งแผนพัฒนาพลังงานทดแทนฉบับปัจจุบัน (พ.ศ. 2551-2565)  
ได้ก าหนดเป้าหมายการใช้เอทานอลชีวภาพเป็นวันละ 9 ล้านลิตร เมื่อสิ้นสุดแผน  ส่งผลให้มีการจัดตั้ง
โรงงานอุตสาหกรรมผลิตเอทานอลชีวภาพเพ่ิมขึ้นเป็นกว่า 21 แห่ง มีก าลังการผลิตเอทานอลรวมกว่า 
4 ล้านลิตรต่อวัน   โดยวัตถุดิบหลักที่ใช้ในการผลิตเอทานอลชีวภาพของไทย  ได้แก่ กากน้ าตาลและ
มันส าปะหลัง (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2557)    

อย่างไรก็ตามแม้ว่าในปัจจุบันการผลิตเอทานอลชีวภาพจะมีความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีการ
หมักท าให้กระบวนการผลิตมีความคุ้มค่าทางเศรษฐศาสตร์ในระดับหนึ่ง    แตก่็ยังประสบปัญหาการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์อ่ืนอยู่เสมอเนื่องจากกระบวนการผลิตเอทานอลด าเนินการในสภาวะไม่ปลอดเชื้อท า
ให้มีโอกาสทีจุ่ลินทรีย์อื่นสามารถเจริญแข่งขันกับยีสต์สายพันธุ์ที่ใช้ในการผลิตเอทานอลได้    ซ่ึง
จุลินทรีย์เหล่านี้อาจก่อให้เกิดผลเสียต่อประสิทธิภาพการผลิตท าให้ได้ผลิตภัณฑ์น้อยลง หรือบางครั้ง
อาจท าให้กระบวนการผลิตล้มเหลว  ท าให้เสียค่าใช้จ่ายและเวลา   โดยแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic 
acid bacteria) นับได้ว่าเป็นเชื้อปนเปื้อนที่พบได้บ่อยและมีความส าคัญเนื่องจากสามารถปรับตัวให้
เจริญในสภาวะการหมักเอทานอลได้ดีและแข่งขันกับยีสต์ในสภาวะการหมัก   มีรายการการพบ
แบคทีเรียกรดแลคติกปนเปื้อนในโรงงานผลิตเอทานอลทั่วโลก   ส าหรับประเทศไทยนั้นมีรายงานการ
พบจีนัส Lactobacillus ได้บ่อยที่สุด  (ศิริโฉม ทุ่งเก้า, 2554)   

กากน้ าตาล (cane molasses) เป็นผลพลอยได้จากการผลิตน้ าตาลทราย มีราคาถูก จึงใช้
มากในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลในประเทศไทย  ซึ่งกระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล
เริ่มจากการน ากากน้ าตาลเข้มข้นมาเจือจางด้วยน้ า เติมแหล่งไนโตรเจนเพิ่มเติม ปรับ pH ให้เป็น
ประมาณ 4.5 และน ามาใช้เลี้ยงเชื้อยีสต์เพ่ือเตรียมกล้าเชื้อ (starter cultures) และน ามาใช้ในการ
เลี้ยงเชื้อยีสต์ในขั้นตอนการหมักเพ่ือผลิตเอทานอล    โดยกากน้ าตาลเหล่านี้ไม่ได้ผ่านการฆ่าเชื้อด้วย
ความร้อนมาก่อน   ดังนั้นจุลินทรีย์อื่นที่ติดมากับกากน้ าตาลรวมทั้งมาจากแหล่งอื่นจึงสามารถเจริญ
เพ่ิมจ านวนขึ้นและเกิดการแข่งขันกับยีสต์ที่ใช้ผลิตเอทานอล ด้วยเหตุดังกล่าว จึงจ าเป็นต้องมีการ
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ควบคุมระดับของแบคทีเรียไม่ให้เกิดผลเสียต่อกระบวนการหมักโดยใช้วิธีการต่างๆ  เช่น  การท า
ความสะอาดและฆ่าเชื้อถังหมักและอุปกรณ์การผลิต    การเตมิสารต้านแบคทีเรีย เช่น สารกลุ่ม 
carbamates, quaternary ammonium compounds และ halogenated phenols   รวมถึงการ
เติมยาปฏิชีวนะ  เช่น penicillin, virginiamicin และ Kamoran เป็นต้น (de Oliva-Neto & 
Yokoya, 2001)     ซึ่งหากมีการควบคุมที่มีประสิทธิภาพจะช่วยลดโอกาสของแบคทีเรียในการ
เกาะติดพ้ืนผิวถังหมักและอุปกรณ์และก่อตัวเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า “ไบโอฟิล์ม (biofilm)” เนื่องจาก
มีรายงานว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในโรงงานผลิตเอทานอลสร้างไบโอฟิล์มบนผิววัสดุได้ (Rich et 
al., 2011)   อย่างไรก็ตาม  การที่จะควบคุมแบคทีเรียปนเปื้อนได้อย่างมีประสิทธิภาพ  สิ่งส าคัญ
อันดับแรกก็คือการระบุปัญหา  กล่าวคือ จะต้องมีองค์ความรู้เรื่องการปนเปื้อนแบคทีเรียใน
กระบวนการผลิตเอทานอลทั้งในแง่ของปริมาณเชื้อและชนิดของเชื้อที่พบ  ซึ่งองค์ความรู้ดังกล่าวของ
ไทยยังมีน้อยมาก    ดังนั้นโครงการวิจัยในปีแรกจึงได้ท าการส ารวจการปนเปื้อนแบคทีเรียกรดแลคติก
ในโรงงานอุตสาหกรรมผลิตเอทานอลของไทยที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบในการผลิต จ านวน 4 แห่ง  
ซึ่งโรงงานเหล่านั้นมีการใช้ยาปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียปนเปื้อน     ซึ่งได้ข้อมูล
ปริมาณและสปีชีส์ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบได้บ่อย และส าหรับโครงการวิจัยในปีที่ 2 นี้จึง
ต้องการศึกษาประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะที่โรงงานเหล่านั้นใช้รวมทั้งสารเคมีบางชนิดในการยับยั้ง
แบคทีเรียกรดแลคติกเหล่านี้   ตลอดจนศึกษาผลกระทบของการมีแบคทีเรียปนเปื้อนต่อการผลิตเอ
ทานอลของยีสต์   รวมทั้งศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติก   
เนื่องจากไบโอฟิล์มเป็นโครงสร้างที่ท าให้แบคทีเรียต้านทานต่อสารฆ่าเชื้อและอาจเป็นแหล่งที่มาของ
การปนเปื้อนแบบเรื้อรังที่เกิดขึ้น    ทั้งนีเ้พ่ือเป็นองค์ความรู้ในขั้นต้นในการน าไปสู่การแก้ปัญหาและ
ควบคุมการปนเปื้อนแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลชีวภาพใน
ระดับอุตสาหกรรมของไทยต่อไป 
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การทบทวนวรรณกรรม 
Chang et al. (1997) ศึกษาการใช้ sulfite และ hydrogen peroxide ในการควบคุม             

การปนเปื้อนแบคทีเรียในการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลแบบต่อเนื่องที่มีการน าเซลล์กลับมาใช้ซ้ า                    
(cell – recycle continuous ethanol fermentation) โดยท าการศึกษาในอาหารที่มีน้ าตาล
กลูโคส 200 g/L แบคทีเรียที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ L. casei 4-3 และ L. fermentum 7-1 ที่แยกได้
จากโรงงานผลิตเอทานอลที่ใช้มันส าปะหลังและข้าวบาร์เลย์เป็นวัตถุดิบ และทดสอบกับ sulfite ที่
ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า sulfite ที่ความเข้มข้นมากกว่า 100 ppm ไม่มีผลยับยั้งยีสต์ ในขณะที่
แบคทีเรียทดสอบถูกยับยั้งตั้งแต่ความเข้มข้น sulfite 100 ppm ขึ้นไป ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนแต่
ไม่มีประสิทธิภาพยับยั้งในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน โดย L. casei 4-3 มีความไวต่อ sulfite มากกว่า                       
L. fermentum โดย sulfite ที่มีความเข้มข้น 300 ppm สามารถลดจ านวนแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์
ลงได้ประมาณ 5.5 และ 3.8 log cfu/ml ภายในเวลา 2 ชั่วโมง ตามล าดับ  นอกจากนั้นยังท าการหา
ค่าระยะเวลาในการท าให้แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ลดจ านวนลง 10 เท่า (Decimal reduction time, 
D) เมื่อใช้ sulfite ความเข้มข้น 32, 87, 134 และ 287 ppm พบว่าที่ความเข้มข้นของ sulfite 287 
ppm และ 134 ppm มีค่า D ส าหรับ L. fermentum 7-1 เท่ากับ  0.90 ชั่วโมง และ 0.96 ชั่วโมง 
ตามล าดับ ในขณะที่ค่า D ส าหรับ L. casei 4-3 มีค่า 0.51 ชั่วโมง และ 0.79 ชั่วโมง ตามล าดับ 
ส าหรับผลของ hydrogen peroxide นั้น ท าการทดสอบที่ความเข้มข้น 5 – 10 mM พบว่า L. 
fermentum 7-1 มีความไวต่อ hydrogen peroxide มากกว่า L. casei 4-3 โดยที่ความเข้มข้น 10 
mM ท าให้เซลล์ลดจ านวนลงเหลือประมาณ 4 log cfu/ml จาก 7.5 log cfu/ml  และจากการ
ทดสอบกับน้ าหมักจากถังหมักของโรงงานผลิตเอทานอล พบว่า เมื่อไม่มีการเติม sulfite และมี L. 
fermentum 7-1 ปนเปื้อนที่ 3.1 × 108 cells/ml และมียีสต์ 2.5 × 108 cells/ml มีการผลิตเอทา
นอล 57.2 g/L  ในขณะที่เมื่อเติม sulfite 400 ppm ลงในตะกอนเซลล์ยีสต์และน าไปให้อากาศก่อน
น ามาเติมในถังหมักพบว่า มีการผลิตเอทานอลเพิ่มขึ้นเป็น 78.1 g/L 

Hynes et al (1997) ทดลองใช้ virginiamycin เพ่ือควบคุมการเจริญของแบคทีเรียกรดแล
คติกในระหว่างการหมักเพ่ือผลิตเอทานอล โดยแบคทีเรียที่น ามาทดสอบได้แก่ Lactobacillus 7 สาย
พันธุ์ที่แยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอลและจากแหล่งอ่ืนๆ โดยเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ใน 
wheat mash (ข้าวสาลีที่ผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์) ที่เติม virginiamycin ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ บ่มที่ 30°C  พบว่า virginiamycin ที่ความเข้มข้น 0.5 mg/l (ppm) ลดจ านวน L. 
fermentum จากจ านวนเริ่มต้นประมาณ 105 cfu/ml ไดป้ระมาณ 1 log ภายใน 72 ชั่วโมง และ
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นยาเป็น 2 และ 6 mg/l จะลดจ านวนเซลล์ได้เพ่ิมขึ้นเป็น 2 log unit ในขณะที่
เมื่อไม่มียา virginiamycin จ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึนประมาณ 4 log นอกจากนั้นยังพบว่า ยามี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบสายพันธุ์อื่นๆเช่นกัน แต่บางสายพันธุ์



4 
 

แบคทีเรียมีการเพ่ิมจ านวนขึ้นหลังการบ่มนาน    48 ชั่วโมง และสรุปได้ว่า การใช้ยา 0.5 mg/kg 
เพียงพอต่อการควบคุมการเจริญของ L. fermentum,   L. rhamnosus และ L. paracasei ใน 
wheat mash จากนั้นได้ท าการศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียร่วมกับยีสต์โดยเติมยา 0.5 mg/kg และมี
ยีสต์เริ่มต้น 107 cfu/g พบว่า เมื่อไม่เติมยายีสต์จะผลิตเอทานอลได้ลดลงจาก 8.18% เป็น 7.92% 

Narendranath et al. (1997) ศึกษาผลของการมีแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีระดับความเข้มข้น
ต่างๆ ต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสต์  โดยแบคทีเรียที่น ามาศึกษาได้แก่ L. plantarum, 
L. paracasei, Lactobacillus #3, L. rhamnosus และ L. fermentum ท าการทดสอบในข้าวสาลี
ที่ผ่านการย่อยที่มีความถ่วงจ าเพาะ 22-24º Plato  พบว่าเมื่อมี L. plantarum, L. rhamnosus 
หรือ L. fermentum เริ่มต้น 106 cfu/ml จะได้เอทานอลลดลง 2% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไม่มีแบคทีเรีย   ในขณะที่ L. paracasei หรือ Lactobacillus #3 ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 105 
cfu/ml ท าให้ได้เอทานอลลดลงมากกว่า 2%  และเม่ือมีแบคทีเรียเริ่มต้นมากกว่า 109 cfu/ml ท าให้
ได้เอทานอลลดลงถึง 3.8 -7.6% โดยผู้วิจัยได้เสนอว่าการที่ยีสต์ผลิตเอทานอลได้ลดลงเมื่อเจริญ
ร่วมกับยีสต์เกี่ยวข้องกับการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรีย  

Narendranath et al. (2000) ศึกษาการใช้ Urea hydrogen peroxide (UHP) ในการลด
จ านวน Lactobacillus ในข้าวสาลีที่ผ่านการย่อย (wheat mash) ที่ใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทา
นอล โดยเตรียม wheat mash ที่มีของแข็งที่ละลายได้ประมาณ 21 g/100 ml ที่มีแบคทีเรียทดสอบ
ได้แก่     L. plantarum, L. paracasei, Lactobacillus sp., L. rhamnosus, และ L. 
fermentum ประมาณ 107 cfu/ml และมียีสต์ Saccharomyces cerevisiae เริ่มต้นประมาณ 106 
cfu/ml  เติม UHP ให้มีความเข้มข้น 32 mM บ่มที ่30 องศาเซลเซียส พบว่า เริ่มต้นแบคทีเรีย
ทดสอบแต่ละชนิดมีจ านวน 0.83 – 1.09 × 107 cfu/ml หลังบ่ม 2 ชั่วโมง จ านวนเซลลล์ดลงเหลือ 
3.0 × 102 – 8.7 × 102 cfu/ml โดย L. paracasei มีจ านวนลดลงได้น้อยที่สุด และเมื่อน าแต่ละสปี
ชีส์มาทดสอบต่อโดยการเปรียบเทียบการเติม UHP ที่ 30 mM และการเติม hydrogen peroxide ที่ 
30 mM ใน wheat mash ต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของยีสต์ และการยับยั้ง L. paracasei 
พบว่าเมื่อเติม UHP และ hydrogen peroxide ยีสต์มีการเจริญสูงสุดภายใน 24 ชั่วโมง และมีจ านวน
ค่อนข้างคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก 36 ชั่วโมง ในขณะที่ไม่เติมสารทั้ง 2 ชนิด ยีสต์มีจ านวนลดลง
หลัง 24 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่า L. paracasei มีจ านวนเพิ่มขึ้นหลังจาก 2 ชั่วโมง เนื่องจาก 
hydrogen peroxide มีการสลายตัว แต่เมื่อสิ้นสุดการทดลองท่ี 36 ชั่วโมง จ านวนแบคทีเรียมีค่า
น้อยกว่าเมื่อไม่เติมสารยับยั้ง และการเติม UHP และ hydrogen peroxide ท าให้ยีสต์ผลิตเอทานอล
ได้เพ่ิมข้ึนมากกว่าเมื่อไม่เติมสารทั้งสอง 5.84 % 

de Oliva - Neto & Yokoya (2001) ท าการทดสอบประสิทธิภาพของสารเคมีชนิดต่างๆ             
ซึ่งส่วนใหญ่เป็นสารเคมีท่ีมีการเสนอแนะให้ใช้ในการควบคุมเชื้อปนเปื้อนในโรงงานน้ าตาลและโรงงาน   
เอทานอล รวมทั้งยาปฏิชีวนะในการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากโรงกลั่นเอทานอลของ
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ประเทศบราซิล ได้แก่ L. fermentum, L. mesenteroides, รวมทั้งสายพันธุ์จากแหล่งเก็บรวบรวม   
สายพันธุ์ ATCC รวมทั้งผลต่อยีสต์ โดยการหาค่า minimal inhibitory concentration (MIC) ของ
สารต่อเชื้อทดสอบโดยวิธี micro dilution broth ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ 6 ml ที่ประกอบด้วย น้ าอ้อย
แห้ง 40 g/l , yeast extract 5 g/l  ในน้ า และปรับ pH เป็น 4.5 ด้วย HCl หลังเติมเชื้อทดสอบ
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C และตรวจสอบการเจริญ พบว่า acid penicillin V และ clindamycin  มี
ประสิทธิภาพมากท่ีสุดต่อแบคทีเรีย โดยมีค่า MIC ในช่วง 0.10 – 0.20 µg/ml และ 0.05 – 0.40 
µg/ml ตามล าดับ เมื่อทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในขณะที่ในกลุ่มสารเคมีที่มีประสิทธิภาพได้แก่ 
sulfite ซึ่งมีค่า MIC ระหว่าง 10-40 µg/ml  nitrite มีค่า MIC < 117 µg/ml และ copper sulfate      
มีค่า MICในช่วง 75 – 300 µg/ml ในขณะที่ formaldehyde มีผลยับยั้งแบคทีเรียได้ที่ MIC ช่วง 
11.5 - 23 µg/ml และมีค่า MIC ต่อยีสต์ที่ 46 – 92 µg/ml 

Thomas et al (2001) ศึกษาผลของ Lactobacillus ต่อการเจริญและการผลิตเอทานอล
ของยีสต์ในระหว่างการหมักข้าวโพดที่ผ่านการย่อย (corn mash) โดยเตรียม corn mash ที่มี
ของแข็งท่ีละลายได้ 230 g/l เติม urea ให้มีความเข้มข้น 16 mmol/l บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 ml 
ที่เติม glucoamylase ที่มี Lactobacillus สปีชี่ส์ต่างๆ ได้แก่ L. collinoides, L. fermentum,                            
L. plantalum และ L. paracasei จ านวน 1.0 ×107 cells/ml และเติมยีสต์ (active dry yeast) 
ให้มีจ านวน1.0×107 cells/ml ที่เวลา 0 และ 24 ชั่วโมงท่ี 30˚C และบ่มต่ออีก 24 ชั่วโมง พบว่า เมื่อ
มี Lactobacillus จะให้ผลผลิตเอทานอลลดลงและมีการผลิตกลีเซอรอลและกรดแลคติกเพ่ิมขึ้น โดย
เมื่อเติมยีสต์พร้อมกับแบคทีเรีย หลังบ่มนาน 48 ชั่วโมง ได้เอทานอล 11.24- 12.44% ในขณะที่เมื่อ
เติมยีสต์หลังเติมแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง ได้เอทานอล 9.95 – 11.76% หลังเติมยีสต์ 48 ชั่วโมง ในขณะ
ที่เมื่อไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อน ยีสต์ผลิตเอทานอลได้ 11.24 – 12.77% เมื่อคิดเป็นการสุญเสียที่เกิด
จาก Lactobaciilus พบว่า การมี L. collinoides หรือ L. fermentum 24 ชั่วโมงก่อนเติมยีสต์ จะ
ท าให้ผลผลิตเอทานอลลดลงสูงถึง 22% และเม่ือแบคทีเรียเจริญพร้อมกับยีสต์ จะท าให้สูญเสียเอทา
นอล 4.6 – 12% และเม่ือมี L. fermentum เจริญ 24 ชั่วโมงก่อนจะท าให้ยีสต์ผลิตเอทานอลได้
เพ่ิมข้ึนถึง 46% นอกจากนั้นยงพบว่า เมื่อมี L. fermentum เจริญก่อนยีสต์ 24 ชั่วโมง จะท าให้ยีสต์
มีจ านวนเซลล์ลดลงจาก 3.2×108 cells/ml ในชุดที่ไม่มีแบคทีเรีย เป็น 2.2×108 cells/ml ส าหรับ
การมีชีวิตของยีสต์นั้นพบว่า ได้รับผลกระทบจากการมี Lactobacillus เช่นเดียวกัน โดยเมื่อไม่มี 
Lactobacillus ยีสต์มีชีวิตเกิน 90% ตลอดระยะเวลาการหมัก การมี Lactobacillus เจริญก่อนยีสต์ 
ท าให้ยีสต์มีชีวิตลดลง โดยลดลงได้มากท่ีสุดในกรณีของ L. fermentum โดยท าให้ยีสต์มีชีวิตลดลงถึง 
45% หลังจากน้ าตาลถูกใช้จนหมด 12 ชั่วโมง    

Meneghin et al (2008) ท าการทดสอบประสิทธิภาพของ chlorine dioxide ในการยับยั้ง
แบคทีเรีย B. subtilis, L. fermentum, L. mesenteroides, L. plantarum ซึ่งเป็นแบตทีเรียที่มี
รายงานการพบปนเปื้อนในน้ าอ้อยและกระบวนการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลจากอ้อยของประเทศ
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บราซิล โดยหาค่า MIC ของสารต่อเชื้อแบคทีเรียเหล่านี้ในอาหาร MRS broth หรือ Nutrient broth             
บ่ม Lactobacillus ที ่37 องศาเซลเซียส และบ่ม B. subtilis ที่ 30°C  โดยมีอาหารทดสอบ 9 ml 
และเติมสารละลาย chlorine dioxide 0.8 ml และเติมเชื้อ 0.2 ml รวมทั้งท าการทดสอบกับยีสต์
ด้วย พบว่า ค่า MIC ของ chlorine dioxide ต่อ B. subtilis มีค่าน้อยกว่า 10 ppm ในขณะที่ค่า 
MIC ต่อแบคทีเรียกรดแลคติกที่น ามาทดสอบมีค่าสูงกว่าคือ อยู่ในช่วง 50 – 200 ppm ส าหรับยีสต์
นั้นถูกยับยั้งที่ MIC 100 ppm นอกจากนั้นยังเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ chlorine dioxide กับ 
Kamoran ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะท่ีนิยมใช้เติมในถังหมักเอทานอลที่ 3 ppm พบว่า chlorine dioxide  
ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 1 ppm ยับยั้งการเจริญของ B. subtilis ได้ (วัดการเจริญของเชื้อโดยการวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm) ในขณะที่ Kamoran ที่ 3 ppm ไม่มีผลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียชนิดนี้ ส าหรับผลต่อแบคทีเรียกรดแลคติกนั้นมีประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญแตกต่างกัน
ตามสายพันธุ์  
 Arshad et al. (2011) ศึกษาผลของ virginiamycin และ sodium fluoride ต่อการยับยั้ง
แบคทีเรียในกากน้ าตาลจากอ้อยที่น ามาใช้หมักเพ่ือผลิตเอทานอล โดยเตรียมกากน้ าตาลเจือจางด้วย
น้ าประปาและเติม ammonium salt และ phosphate เป็นสารอาหารเพ่ิมเติมโดยไม่มีการฆ่าเชื้อ 
จากนั้นเติมยีสต์และบ่มที่ 30 – 32°C  เป็นเวลา 30 ชั่วโมง พบว่า การเติม virginiamycin (ชื่อการค้า
คือ Lactrol) ที่ความเข้มข้น 0.5 ppm ยีสต์ผลิตเอทานอลได้ 7.8 % ซึ่งสูงกว่าเมื่อไม่เติมยาซึ่งได้เอทา
นอล 7.5 % และท่ีความเข้มข้นของ virginiamycin 2 ppm มีการผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้นเป็น 8.5% 
โดยไม่มีผลต่อจ านวนยีสต์ ในขณะที่จ านวนแบคทีเรียลดลงจาก 3.2 × 108 cfu/ml ในชุดควบคุมเป็น 
2.7 × 108  cfu/ml ในชุดที่มียา 0.5 ppm และลดลงจนตรวจไม่พบในชุดที่มียา 2 ppm ส าหรับผล
ของ sodium fluoride นั้น พบว่า ที่ความเข้มข้น 5 ppm มีการผลิตเอทานอลได้ 6.02% และเม่ือ
เพ่ิมความเข้มข้นสารเป็น 20 ppm ได้เอทานอลเพ่ิมขึ้นเป็น 6.21% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ี
ไม่เติม sodium fluoride ที่ได้เอทานอล 5.86% โดยแบคทีเรียในกากน้ าตาลที่มี sodium fluoride 
มีจ านวนน้อยกว่าเมื่อไม่มี sodium fluoride  และจากการค านวณ พบว่าถ้าไม่มีการเติม Lactrol จะ
เกิดการสูญเสียผลผลิตเอทานอล 13 – 14% ดังนั้น การใช้ยาชนิดนี้จึงช่วยลดการสูญเสียเป็นมูลค่า 
4,000 เหรียญต่อวันในโรงงานที่ผผลิตเอทานอล 100,000 ลิตรต่อวัน ของประเทศปากีสถาน 

Rich et al (2011) ศึกษาค่า MIC ต่อยา virginiamycin ของแบคทีเรียจ านวน 10 ไอโซเลท    
ที่แยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอลที่ใช้ข้าวโพดเป็นวัตถุดิบ ซึ่งผ่านการเตรียมด้วยวิธี dry-grind ใน
การจดัจ าแนกเชื้อพบว่าเป็น L. fermentum จ านวน 6 ไอโซเลต เป็น L. johnsonii 2 ไอโซเลต และ
เป็น  L. mucosae และ L. amylovorus อีกอย่างละ 1 ไอโซเลต เมื่อทดสอบค่า MIC ของเชื้อที่อยู่
ในรูปแขวนลอย (planktonic cell) ใน MRS broth พบว่า มีค่า MIC ≤ 0.5 – 16 mg/ml โดย
แบคทีเรียที่    ไวต่อยา virginiamycin (มี MIC ≤ 0.5 mg/ml) มีจ านวน 5 ไอโซเลท เมื่อทดสอบ
แบคทีเรียที่อยู่ในรูป   ไบโอฟิล์มบนพื้นผิวเหล็กกล้าปลอดสนิม (stainless steel) ของเครื่อง CDC 
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biofilm reactor ซึ่งมี MRS broth อยู่ ซึ่งเครื่องมือดังกล่าวมีลักษณะเป็น 96-well plate ที่มี 96 
pin replicator lid บ่มที่ 37˚C ในสภาวะไร้ออกซิเจน ตรวจสอบการสร้างไบโอฟิล์มโดยย้อมด้วย 
0.1% crystal violet และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 nm พบว่าแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท
สร้างไบโอฟิล์มได้แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และระยะเวลาการบ่ม และจากการทดสอบผลของยา 
virginiamycin ที่ความเข้มข้น 2 และ 32 µg/ml ต่อไบโอฟิล์มของแบคทีเรียเหล่านี้ พบว่า แบคทีเรีย
ที่มีค่า MIC ต่อยาสูง (L. fermentum)   ไอโอฟิล์มจะถูกยับยั้งได้น้อย ในขณะที่ไอโซเลทที่เหลือจะถูก
ยับยั้งไบโอฟิล์มได้ทั้งเมื่อเติมยาตั้งแต่เริ่มต้นและเติมยาหลังบ่มเป็นเวลา 48 – 144 ชั่วโมง ซึ่งผู้วิจัย
สรุปว่าการท่ีอยู่ในรูปไบโอฟิล์มไม่ท าให้แบคทีเรียต้านทานต่อยา virginiamycin เพ่ิมข้ึน  
 de Oliva Neto et al (2014) รายงานการศึกษาประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะและสารเคมี
ชนิดต่างๆ  ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอลของประเทศบราซิล 
ได้แก่  L. fermentum CCT 1396 และ L. fermentum CCT 0559 ที่ได้จากแหล่งเก็บสายพันธุ์
จุลินทรีย์และได้จากโรงงานด้วย บ่มที่ 30°C นาน 24 ชั่วโมง วัดการเจริญโดยวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 nm (A600) โดยค่า MIC อ่านได้จากความเข้มข้นของสารที่ท าให้ค่า A600 ลดลงอย่าง
น้อย 90% ผลการศึกษาพบว่า cetyl trimethyl ammonium chloride ซึ่งเป็น cationic 
surfactant ชนิดหนึ่ง มีค่า MIC ต่อ L. fermentum เท่ากับ 3.12 – 6.25 mg/l แตส่ารชนิดนี้ยับยั้ง
ยีสต์ได้ด้วยที่ค่า MIC 6.25 – 125 mg/l เช่นเดียวกับ N-allcyl-di-methyl-benzyl ammonium 
chloride ซึ่งเป็นสารกลุ่ม quaternary ammonium compound ที่มีค่า MIC ต่อยีสต์ และ L. 
fermentum ใกล้เคียงกันคือ 8 mg/l ดังนั้นจึงไม่เหมาะสมในการน าไปใช้ ในขณะที่ MIC ของ HJ 
Kamoran ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในโรงกลั่นเอทานอลของประเทศบราซิล ต่อ L. fermentum มีค่า
ต่ าคือ 0.078 – 0.156 mg/l โดยในอุตสาหกรรมปัจจุบันใช้ยาที่ 3 – 4 mg/l นอกจากนั้นยังพบว่า 
การใช้ 3,4,4’-trichlorocarbanilide (TCC) ร่วมกับ benzalkonium chloride (CBa) ที่อัตราส่วน 
1:1 w/w ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได้ดีแต่ยับยั้งยีสต์ได้บางส่วน ซึ่งหากมีการปรับสัดส่วนของสารผสม
แต่ละชนิดอาจมีความเป็นไปได้ในการน าไปใช้แทน Kamoran เนื่องจากมีราคาถูกกว่าและอาจลด
ปัญหาการดื้อยาของแบคทีเรีย ส าหรับสารอ่ืนๆ ได้แก่ nalidixic acid, pipemidic acid, 
phenazopyridine sulfate, sodium และ polymixin B sulfate นั้น มีค่า MIC ต่อ L. 
fermentum สูงกว่า 40 mg/l ซึ่งสูงกว่า 4 mg/l ของยา Kamoran ดังนั้นจึงไม่เหมาะในการน าไปใช้
แทน 
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วัตถุประสงค ์
1. เพ่ือศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ Kamoran, Erythromycin และสารเคมี ได้แก ่                    

hydrogen peroxide ของแบคทีเรียกรดแลคติกทีแ่ยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอลที่ใช้กากน้ าตาล
เป็นวัตถุดิบ และศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียในสภาวะการหมักจ าลอง 

2. เพ่ือศึกษาผลของแบคทีเรียปนเปื้อนต่อการผลิตเอทานอลในสภาวะการหมักจ าลอง 
3. เพ่ือศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มบนผิวเหล็กกล้าปลอดสนิม (stainless 

steel) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้และการสร้างไบโอฟิล์มในสภาวะการหมักจ าลอง 
 

ขอบเขตการวิจัย 
 โครงการวิจัยนี้จะน าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากโรงงานผลิตเอทานอลทีใ่ช้กากน้ าตาล
เป็นวัตถุดิบในการผลิต  มาทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ ได้แก่ Kamoran ที่มีการใช้ในโรงงานเอทา
นอล และ Erythromycin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะชนิดหนึ่งที่น ามาศึกษาเปรียบเทียบ  และความไวต่อ
สารเคมี ได้แก่ hydrogen peroxide โดยการหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC)  
โดยใช้วิธี macrobroth dilution และศึกษาประสิทธิภาพของสารเหล่านี้ในการยับยั้งแบคทีเรียใน
สภาวะการหมักจ าลอง    ศึกษาผลของการเติม Kamoran ต่อการผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล  
และศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งแบบเชื้อเดี่ยว
และในสภาวะการหมักจ าลอง   รวมทั้งศึกษาไบโอฟิล์มโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่อง
กราด (Scanning Electron Microscope, SEM) 
 

ประโยชน์ที่จะได้รับ 
 โครงการวิจัยนี้จะท าให้ทราบประสิทธิภาพของสารต้านจุลินทรีย์ที่ใช้ในโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตเอทานอลรวมทั้งสารเคมีบางชนิดต่อการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบใน
กระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพของโรงงานที่ใช้กากน้ าตาลในการผลิต รวมทั้งทราบถึงผลกระทบ
ของการมีแบคทีเรียปนเปื้อนต่อการผลิตเอทานอลของยีสต์  และทราบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกเหล่านี้
สามารถสร้างไบโอฟิล์มบนผิวแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมซึ่งเป็นวัสดุที่ใช้ท าถังหมักเอทานอลได้หรือไม่  
ซึ่งความรู้ที่ได้สามารถน าไปพัฒนาต่อยอดเพ่ือควบคุมระดับการปนเปื้อนแบคทีเรียไม่ให้ส่งผลเสียต่อ
การผลิตเอทานอลชีวภาพในระดับอุตสาหกรรมของประเทศต่อไป 
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วิธีด าเนินการวิจัยโดยสรุป 
 วิธีด าเนินการวิจัยของโครงการสรุปได้ดังต่อไปนี้ 

1. จัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได้จากโครงการวิจัยปีที่ 1 โดยใช้วิธีทางอณูพันธุ
ศาสตร์ (Molecular identification method) 

2. หาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของยาปฏิชีวนะและสารเคมีที่น ามา
ทดสอบ ต่อแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์เดี่ยว  

3. ศึกษาประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะและสารเคมีต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกผสม
และการผลิตเอทานอลในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลอง 

4. เปรียบเทียบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมของ
แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์เดี่ยว และแบคทีเรียกรดแลคติกผสมในสภาวะการหมักเอทานอล
จ าลอง 
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บทที่ 2 
วิธีด าเนินการวิจัยและผลการวิจัย 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
วัสดุอุปกรณ์ 
1. แบคทีเรียทดสอบ 
 แบคทีเรียที่น ามาทดสอบ ได้แก่ แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้จากตัวอย่างน้ าหมักจาก
ขั้นตอนต่างๆ ของการผลิตเอทานอลของโรงงานที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบจ านวน 3 แห่ง  
แบคทีเรียเหล่านี้เก็บรักษาในสภาวะแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ในกลีเซลรอลเข้มข้น 30%  
2. ยีสต์สายพันธุ์ผลิตเอทานอล 
 อยู่ในรูป Active dry  yeast  ได้จากจากโรงงานผลิตเอทานอลที่ใช้ในการศึกษา  
3. วัสดุและอุปกรณ์                                                                                                                                                       
 2.1 จานเพาะเชื้อพลาสติก (Plastic petri plate) ขนาด 15 x 90 mm 
 2.2 หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge tube) ขนาด 50 ml 
 2.3 ฟลาสก์ (Erlenmeyer Flask) ขนาด 250 ml 
 2.4 หัวกรอง (Membrane filter) ขนาดช่อง 0.45 µm บริษัท (Millex ,Germany) 
 2.5 กระบอกฉีดยา (Syringes) ขนาด 10 ml 
 2.6 หลอดทดลอง ขนาด 20 x 180 ml 
 2.7 ขวดแก้วฝาเกลียว (Duran) ขนาด 500 และ 1,000 ml 

2.8 ทิปส าหรับไมโครปิเปต (Tip for micropipettes) 
2.9 กระบอกตวง (Burette) ขนาด 500 ml 
2.10 ซองสารเคมีก าจัดออกซิเจน (GasPak) , (บริษัท BD, USA)  

 2.11 กากน้ าตาล (ได้จากโรงงานผลิตเอทานอล) 
 2.12 แผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิม (Stainless steel coupon) เกรด 304 ผิวไม่เรียบ ขนาด 1 
× 1 x 0.2 cm และ 1.2 × 2.3 × 0.2 cm 
 2.13 แท่งแก้วเกลี่ยเชื้อ (Glass spreader) 
4. เครื่องมือ 
 3.1 ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 100 และ 1,000 µl (Gilson, USA) 
 3.2 โถบ่มเชื้อไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar)  (Anaerocult, Merck, UK) 

3.3 เครื่อง Refractometer  (N-1, Atago, UK) 
3.4 เครื่องวัด pH (pH meter) (Ultra basic, Denver Instrument, USA) 
3.5 เครื่องวัดความขุ่น (Densitometer)  (Densimat, Biomerieux, France) 
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3.6 Haemacytometer (Boeco, USA) 
3.7 เครื่องฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าความดันสูง (Autoclave) 
3.8 เครื่องชั่ง (PG 802-S, Mettler Toledo, USA) 
3.9 เครื่องวัดแอลกอฮอล์ (Ebulliometer) 

5. อาหารเลี้ยงเชื้อ (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ก) 
 4.1 MRS agar ที่มี Natamycin 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 4.2 PDA ที่มี Chloramphenicol 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
 4.3 MRS broth 
6. สารเคมี (วิธีเตรียมดังภาคผนวก ข) 
 5.1 0.85% NaCl 
 5.2 Natamycin (50% in lactose, China) 
 5.3 Chloramphenicol (Merck, Germany)  
 5.4 Kamoran (มีเนื้อยา 95% ได้จากโรงงานผลิตเอทานอล) 
 5.5 20% H2SO4 
 5.6 (NH4)2HPO4  
 5.7 เอทานอล 95% 
 5.8 Erythromycin (มีเนื้อยา 1 g ใน 20 g) 
 5.9 35% H2O2  
 
วิธีการวิจัย 
1. การจัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 

จัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการหาล าดับเบสของยีน 16S rRNA โดยวิธีของ Suanjit, 
(2014) โดยมีขั้นตอนโดยย่อ ดังนี้  

1) น าเชื้อที่เก็บรักษาไว้ที่ -80ºC มาท าให้ละลาย  จากนั้นจึงขีดแยกเชื้อให้ได้โคโลนีเดี่ยวบน 
MRS agar  บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนในโถบ่มเชื้อที่มีซองสารเคมีก าจัดออกซิเจน  ที่อุณหภูมิ 35ºC  
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง     

2) น าโคโลนีมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด TIANamp Bacteria DNA Kit (Tiangen 
Biotech, Beijing) และใช้เป็นแม่แบบส าหรับการเพิ่มจ านวนยีน 16S rRNA  

3) เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 1x PCR buffer 50 µl, 1.5 mM 
MgCl2 1.5 mM, dNTP ชนิดละ 0.2 mM, 0.5 µM primer (LAC16F (5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGG-3’) และ LAC16R (5’-TACCTTGTTACGACTTCACCC-3’), Taq 
polymerase 0.05 units/µl และ template DNA 500 ng   
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4) เพ่ิมจ านวนยีน 16S rRNA ในเครื่อง thermal cycler (Biometra, Germany) โดยใช้
สภาวะดังนี้ : 3 นาท ีที่ 94°C, 45 วินาที ที ่94°C จ านวน 35 รอบ, 30 วินาทีที่ 55°C, 1.30 นาทีที่ 
72 °C และ 10 min ที่ 72°C  

5) ท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธิ์โดยใช้ E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega, USA) และ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลิโอไทด์ของยีน 16S rRNA (First BASE Laboratories SdnBhd, Malaysia) 

6) ท าการ Editing and contig assembly DNA sequences โดยใช้ BioEdit software 
(Version 7.2.5) และหาความคล้ายคลึงของล าดับจาก GenBank database โดยใช้ standard 
nucleotide-nucleotide BLAST search algorithm (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการระหว่างสปีชีส์ของแบคทีเรียกรดแลคติกและสร้าง phylogenetic 
tree โดยใช้ MEGA software version 6.0 ที่ระดับ cutoff 97% และ 99% ส าหรับจีนัสและสปีชีส์
ตามล าดับ 

 
2. การหาค่า MIC ของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อยาปฏิชีวนะ Kamoran, Erythromycin และ 
hydrogen peroxide ในอาหาร MRS broth 
   2.1 การเตรียมเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติก 
        2.1.1 น าแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละไอโซเลตที่เก็บในสภาพแช่แข็งมาท าการละลาย จากนั้น
ขีดแยกเชื้อบนจานอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง  
        2.1.2 เพาะโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนีลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 
30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
        2.1.3 ปรับความขุ่นของเซลล์ในข้อ 1.1.2 ให้เท่ากับ McFarland Standard No. 0.5 โดยวัด
ความขุ่นด้วยเครื่องวัด  จะได้ความเข้มข้นเซลล์ประมาณ 1×108 cfu/ml 
        2.1.4 เจือจางเซลล์ในข้อ 2.1.3 ลง 10 เท่า โดยถ่ายเซลล์ 1 ml ลงใน 0.85% NaCl  
ปริมาตร 9 ml  และเจือจางต่ออีก 10 เท่า จะได้เซลล์ประมาณ 1×106 cfu/ml 
   2.2 การเตรียมยาสารทดสอบ  
        2.2.1 Kamoran 
           เตรียมสารละลาย Kamoran ความเข้มข้นตั้งต้น 2,000 ppm และสารละลายยาทดสอบ
ดังนี้      

1) ชั่งยา Kamoran ปริมาณ 0.1 g ละลายใน 95% ethanol ปริมาตร 50 ml 
2) กรองสารละลายที่ได้ด้วยหัวกรองที่มีเยื่อกรองขนาดช่อง 0.45 µm จะได้สารละลาย

ยา Kamoran เข้มข้นเท่ากับ 2,000 µg/ml (หรือ 2,000 ppm) เป็นสารละลายยาตั้งต้น 
(Stock   solution)   

3) เจือจางสารละลายยาตั้งต้นด้วยเอทานอล 95% ให้มีความเข้มข้นของยา                 
แตกต่างกัน ดังนี้ 
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สารละลายยา Kamoran    
ตั้งต้น (ml) 

95% เอทานอล 
(ml) 

ความเข้มข้นยา Kamoran 
(ppm) 

5 0 2,000 
4 1 1,600 
3 2 1,200 
2 3 800 
1 4 400 

0.5 4.5 200 
 

2.2.2 Erythromycin 
    เนื่องจากยา erythromycin ที่น ามาใช้ทดสอบระบุไว้ว่าในยา 20 g มี Erythromycin 1 
g  จึงเตรียมสารละลายยา Erythromycin ตั้งต้นความเข้มข้น 1,000 ppm และสารละลายยา
ทดสอบ  ดังนี้ 

1) ชั่งยา Erythromycin  50 g เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 50 ml ผสมให้เข้ากัน 
2) กรองสารละลายยาด้วยหัวกรองที่มีเยื่อกรองขนาดช่อง 0.45 µm จะได้สารละลายยา 

Erythromycin ที่มีความเข้มข้น 1,000 ppm เป็นสารละลายยาตั้งต้น 
3)  เจือจางสารละลายยาตั้งต้นด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มีความเข้มข้นของยาแตกต่าง

กัน  ดังนี้ 
สารละลายยา 

Erythromycin ตั้งต้น (ml) 
น้ ากลั่น 
(ml) 

ความเข้มข้นยา Erythromycin 
(ppm) 

5 0 1,000 
4 1 800 
3 2 600 
2 3 400 
1 4 200 

0.5 4.5 100 
0.3 4.7 60 
0.1 4.9 20 
0.05 4.95 10 
0.01 4.99 2 
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2.2.3 Hydrogen peroxide 
  เตรียมสารละลาย hydrogen peroxide ตั้งต้นความเข้มข้น 10,000 ppm และ 

1,000 ppm และสารละลายทดสอบ ดังนี้ 
 1) เจือจาง hydrogen peroxide เข้มข้น 35% ปริมาตร 1.7 ml ด้วยน้ ากลั่นปราศ

เชื้อปริมาตร 48.3 ml 
 2) กรองสารละลายด้วยหัวกรองที่มีเยื่อกรองขนาดช่อง 0.45 µm จะได้สารละลายที่มี

ความเข้มข้น hydrogen peroxide เท่ากับ 10,000 ppm เป็นความเข้มข้นตั้งต้นที่ 1 
 3) เจือจางสารความเข้มข้นตั้งต้นที่ 1 ลง 10 เท่าด้วยน้ ากลั่นปราศเชื้อ (สารความ

เข้มข้นตั้งต้นที่ 1 ปริมาตร 1 ml ในน้ ากลั่น 9 ml) จะได้ hydrogen peroxide ความ
เข้มข้น 1,000 ppm เป็นความเข้มข้นตั้งต้นที่ 2  

 4)  เจือจางสารละลาย hydrogen peroxide ตั้งต้น ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อให้มี
ความเข้มข้นแตกต่างกัน ดังนี้ 

 

สารละลาย Hydrogen 
peroxide ตั้งต้น (ml)(1) 

น้ ากลั่น 
(ml) 

ความเข้มข้น Hydrogen 
peroxide (ppm) 

4 1 8,000 
3 2 6,000 
2 3 4,000 
1 4 2,000 
5 0 1,000 
4* 1 800 
3* 2 600 
2* 3 400 
1* 4 200 

0.5* 4.5 100 
(1) สารละลายตั้งต้นที่ไมม่ีเครื่องหมาย * เป็นสารละลาย hydrogen peroxide ตั้งต้นที่ 1 (ความเข้มขน้ 
10,000 ppm)   และสารละลายตัง้ต้นที่มีเครื่องหมาย * เป็น สารละลาย hydrogen peroxide ตั้งต้นที่ 
2 (ความเข้มข้น 1,000 ppm) 

 
 2.3 การหาค่า MIC  
               2.3.1 ค่า MIC ต่อยา Kamoran 
  หาค่า MIC ต่อยา Kamoran โดยวิธี macrotube dilution ตามวิธีดัดแปลงจาก 
de Oliva Neta et al. (2014) ดังนี้ 

1) เตรียมหลอดทดสอบที่มีอาหาร MRS broth ปริมาตร 4.5 ml ที่ปราศจากเชื้อ 
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2) ถ่ายเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละไอโซเลต (จากข้อ 1.1.4) ลงในหลอด
อาหาร MRS broth หลอดละ 0.25 ml 

3) ถ่ายสารละลายยา Kamoran แต่ละความเข้มข้น (2,000, 1,600, 1,200, 800, 
400 และ 200 ppm) ลงในหลอดทดสอบ  หลอดละ 0.25 ml   จะได้หลอดทดสอบที่มี
เซลล์แบคทีเรียประมาณ 105 cells/ml  และมียา Kamoran ความเข้มข้น 100, 80, 60, 
40, 20 และ 10 ppm ตามล าดับ  และเตรียมหลอดควบคุมที่เติม 0.95% ethanol แทน
สารละลายยา (0 ppm Kamoran) และหลอดอาหาร MRS broth ที่ไม่เติมเชื้อ (medium 
control)    

4) น าหลอดทดสอบไปบ่มที่ อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
5) บันทึกผลการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ (ความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ) และ

อ่านค่า MIC ซึ่งเป็นความเข้มข้นต่ าสุดของยา Kamoran ที่ไม่พบการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบ 

              2.3.2 ค่า MIC ต่อยา Erythromycin 
หาค่า MIC ต่อยา erythromycin โดยวิธี macrobroth dilution ดังนี้ 
1) เตรียมหลอดทดสอบที่มีอาหาร MRS broth หลอดละ 4.5 ml และเติมเซลล์

แบคทีเรียทดสอบหลอดละ 0.25 ml เช่นเดียวกับท่ีกล่าวมาแล้ว 
2) เติมสารละลายยา erythromycin แต่ละความเข้มข้น (1,000, 800, 600, 400, 

200, 100, 60, 20, 10, 2 ppm) ลงในหลอดทดสอบ ความเข้มข้นละ 0.25 ml จะได้หลอด
ทดสอบท่ีมีแบคทีเรียทดสอบเข้มข้นประมาณ 105 cells/ml และมียา erythromycin 
เข้มข้น 50, 40, 30, 20, 10, 5, 3, 1, 0.5 และ 0.1 ppm ตามล าดับ 

  3) น าหลอดไปบ่ม บันทึกผลการเจริญและอ่านค่า MIC  
      2.3.3 ค่า MIC ต่อ Hydrogen peroxide 

1) เตรียมหลอดทดสอบที่มีอาหาร MRS broth หลอดละ 4.5 ml และเติมเซลล์
แบคทีเรียทดสอบหลอดละ 0.25 ml เช่นเดียวกับท่ีกล่าวมาแล้ว 

2) เติมสารละลาย hydrogen peroxide แต่ละความเข้มข้น (8,000, 6,000, 
4,000, 2,000, 1,000, 800, 600, 400, 200, 100, 20 และ 2 ppm) ลงในหลอดทดสอบ 
ความเข้มข้นละ 0.25 ml  จะได้หลอดทดสอบที่มีแบคทีเรียทดสอบเข้มข้นประมาณ 105 
cells/ml  และมี hydrogen peroxide เข้มข้น 400, 300, 200, 100, 50, 40, 30, 20, 
10, 5, 1 และ 0.1 ppm ตามล าดับ 

3) น าหลอดไปบ่ม บันทึกผลการเจริญและอ่านค่า MIC เช่นเดียวกัน 
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3. ประสิทธิภาพของ Kamoran, Erythromycin และ hydrogen peroxide ต่อการยับยั้ง
แบคทีเรียกรดแลคติกในสภาวะการหมักจ าลอง 

3.1 การเตรียมอาหารกากน้ าตาล 
                3.1.1 น ากากน้ าตาลเข้มข้นมาเจือจางด้วยน้ ากลั่น ปรับให้มีความเข้มข้น 30°Brix    
         โดยวัดด้วยเครื่อง refractometer  

3.1.2 น าไปปั่นแยกตะกอนออกโดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 4,000 rpm นาน 5 
นาที  ท าซ้ าอีกรอบหนึ่ง 

3.1.3 น ากากน้ าตาลทีแ่ยกตะกอนออกแล้วมาเติม (NH4)2HPO4 ให้มีความเข้มข้น 
0.1% (w/v)  

3.1.4 เติม 20%  H2SO4 ลงในกากน้ าตาลในข้อ 2.1.3 เพ่ือปรับค่า pH ให้เป็น 4.5 
บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 ml  ฟลาสก์ละ 90 ml   

3.1.5 น าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องฆ่าเชื้อด้วยไอน้ าความดันสูงที่อุณหภูมิ 110°C  เป็นเวลา 
20 นาที   
3.2 การเตรียมหัวเชื้อผสม 

3.2.1 น าตัวอย่างน้ าหมักจากถังหมักเอทานอลจ านวน 6 ถังและจากถังเตรียมเซลล์ยีสต์
อีก 1 ถัง ผสมกันในอัตราส่วนเท่าๆ กัน  

3.2.2 ถ่ายตัวอย่างน้ าหมักจากข้อ 2.2.1 ปริมาตร 10 ml ลงในอาหารกากน้ าตาลที่
เตรียมไว้ในข้อ 3.1.5  
    3.2.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องโดยไม่มีการเขย่าเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
3.3 การเตรียมยีสต์ 

3.3.1 เตรียมอาหารกากน้ าตาลเข้มข้น 30°Brix  ตามวิธีในข้อ 2.1 ปริมาตร   
100 ml  บรรจุใส่ฟลาสก์ขนาด 250 ml  

3.3.2 เติม active dry yeast ประมาณ 1 กรัม ลงในอาหารกากน้ าตาล น าไปบ่มใน
เครื่องเขย่าความเร็ว 150 rpm  อุณหภูมิที่ 30°C  เป็นเวลา 18 - 20 ชั่วโมง 
3.4 การทดสอบผลของการเติมยา Kamoran, Erythromycin และ Hydrogen 

peroxide 
      3.4.1 ผลของการเติมยา Kamoran  

      ทดสอบประสิทธิภาพของยา Kamoran ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติก ดังนี้ 
1)  เตรียมอาหารกากน้ าตาลเข้มข้น 30°C ตามวิธีในข้อ 2.1 ปริมาตร 270 ml  

บรรจุใส่ขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 500 ml  
      2) เติมหัวเชื้อผสมที่เตรียมได้จากข้อ 2.2 ปริมาตร 30 ml 
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3) เติมเซลล์ยีสต์ที่เตรียมได้จากข้อ 2.3 ปรับให้มีเซลล์ยีสต์ประมาณ 106 - 107 
cells/ml (นับจ านวนเซลล์ยีสต์ในอาหารทดสอบโดยใช้ haemacytometer) 
      4) แบ่งใส่หลอดทดลองขนาด 20 × 180 mm  หลอดละ 19 ml 
      5) เติมสารละลายยา Kamoran ความเข้มข้น 100 ppm ลงในหลอดอาหาร
กากน้ าตาลในข้อ 4) หลอดละ 1 มิลลิลิตร จะท าให้มีความเข้มข้นของ Kamoran ใน
อาหาร 5 ppm     

            6) นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์เริ่มต้นตามวิธีในข้อ 3.5  
 7) น าหลอดทดสอบไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  และนับจ านวน

แบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์ทุก 24 ชั่วโมง 
    3.4.2 ผลของการเติมยา Erythromycin 

        ทดสอบประสิทธิภาพของยา erythromycin ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติก 
ดังนี้ 

1) เตรียมหลอดทดสอบที่มีอาหารกากน้ าตาลความเข้มข้น 30°C และเชื้อผสม 
เช่นเดียวกับในข้อ 2.4.1  

         2) เติมสารละลายยา erythromycin ให้มคีวามเข้มข้น 5 ppm  
       3) นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์เริ่มต้น จากนั้นจึงน าไปบ่มและ
นับจ านวนจุลินทรีย์ทั้งสองกลุ่มทุก 24 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน 

    3.4.3 ผลของการเติม Hydrogen peroxide 
       ทดสอบประสิทธิภาพของ hydrogen peroxide ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรด     
แลคติก ดังนี้ 
      1) เตรียมหลอดทดสอบที่มีอาหารกากน้ าตาลความเข้มข้น 30°Brix และเชื้อผสม
เช่นเดียวกับในข้อ 2.4.1  

          2) เติมสารละลาย hydrogen peroxide ให้มีความเข้มข้น 100 ppm  
      3) นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์เริ่มต้น จากนั้นจึงน าไปบ่มและ 
นับจ านวนจุลินทรีย์ทั้งสองกลุ่มทุก 24 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน 

3.5 การนับจ านวนจุลินทรีย์ 
     3.5.1 การนับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก 
    นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวิธี dilution spread plate บนอาหาร ดังนี้ 

       1) ถ่ายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรลงในหลอดบรรจุ 0.85% NaCl 9 มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากันจะได้ตัวอย่างที่ระดับความเจือจาง 10-1  

2) ท าการเจือจางตัวอย่างต่อไปเป็นล าดับแบบ 10-fold จนได้ระดับความเจือจาง
ที่ต้องการ 
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       3) น าตัวอย่างที่ระดับความเจือจางเหมาะสม น ามาเพาะโดยวิธีเกลี่ยเชื้อบนจาน
อาหาร MRS agar ที่มี Natamycin 100 ppm เพ่ือยับยั้งยีสต์ 

4) บ่มจานในโถบ่มเชื้อไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 35°C นาน 48-72 ชั่วโมง  
               3.5.2 การนับจ านวนยีสต์  

  นับจ านวนแบคทีเรียยีสต์โดยวิธี dilution spread plate บนอาหาร ดังนี้ 
     1) น าตัวอย่างที่ระดับการเจือจางเหมาะสม เพาะบนจานอาหาร PDA มี 
chloramphenicol 100 ppm เพ่ือยับยั้งแบคทีเรีย 

   2) บ่มจานที่อุณหภูมิ 30°C นาน 48-72 ชั่วโมง  
                

4. ผลของการเติมยา Kamoran ต่อการผลิตเอทานอล 
 4.1 การเตรียมอาหารกากน้ าตาล 

     4.1.1 เตรียมอาหารกากน้ าตาลตามวิธีในข้อ 3.1 ปริมาตร 90 ml บรรจุในฟลาสก ์  
 ขนาด 250 ml 
      4.1.2 เตรียมหัวเชื้อผสมตามวิธีในข้อ 2.2 และเตรียมเซลล์ยีสต์ตามวิธีในข้อ 2.3  
               4.1.3 เติมหัวเชื้อผสมลงในฟลาสก์อาหารกากน้ าตาล  ฟลาสก์ละ 1 ml 

     4.1.4 นับจ านวนเซลล์ยสีต์ในฟลาสก์ทดสอบโดยใช้ haemacytometer  หากมีปริมาณ
ต่ ากว่า 107 cells/ml  ให้ใช้ยีสต์ที่เตรียมไว้เติมลงไป 

      4.1.5 แบ่งชุดการทดลองเป็นดังนี้  
1) ชุดทดสอบที่มียา Kamoran เข้มข้น 5 ppm  โดยเติมสารละลายยา 

Kamoran ความเข้มข้น 500 ppm ปริมาตร 1 ml  ลงในอาหารกากน้ าตาล 90 
ml  
2) ชุดควบคุมที่ไม่มียา Kamoran  โดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 1 ml แทนสารละลาย

ยา Kamoran  
3) ชุดควบคุมที่ไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อน โดยใช้อาหารกากน้ าตาลที่ฆ่าเชื้อแล้ว 90 

ml  และเติมยีสต์ให้มีความเข้มข้น 107 cells/ml 
 4.1.6 นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์เริ่มต้นของชุดทดสอบและชุด

ควบคุมตามวิธีในข้อ 3.6   
      4.1.7 บ่มฟลาสก์ท้ังหมดที่อุณหภูมิ 30°C  เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

     4.1.8 นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์ตามวิธีข้อ 2.6 และวัดความ
เข้มข้นเอทานอลด้วยเครื่อง Ebulliometer ทุก 24 ชั่วโมง  
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5. การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์เดี่ยว 
 ทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Diaz et al. 
(2016) ดังนี้ 
 5.1 การเตรียมแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิม 

5.1.1 แช่แผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมขนาด 1.2 × 2.3 × 0.2 cm  ในสารละลาย 15% 
phosphoric acid  น าไปให้คลื่นความถ่ีสูงในเครื่องก าเนิดคลื่นที่อุณหภูมิ 80°C เป็นเวลา 
20 นาที 

               5.1.2 น าแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมออกมาล้างด้วยน้ ากลั่น   
5.1.3 แช่แผ่นในน้ ายาซักผ้าเด็ก และน าไปให้คลื่นความถี่สูงในเครื่องก าเนิดคลื่นที่ 80°C 

เป็นเวลา 20 นาที 
     5.1.4 น าออกมาล้างด้วยน้ ากลั่น แล้วทิ้งไว้ให้แห้ง 

5.1.5 น าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้ าความดันสูงที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที 
          5.2 การเตรียมกากน้ าตาล  

5.2.1 เจือจางกากน้ าตาลเข้มข้นให้ได้ค่า 30 °Brix ที่ม ี(NH4)2HPO4 ความเข้มข้น 0.1% 
และมี pH 4.5 ตามข้ันตอนที่กล่าวมาแล้ว 

5.2.2 บรรจุกากน้ าตาลในหลอดปั่นเหวี่ยงพลาสติก ขนาด 50 ml หลอดละ 9 ml น าไป
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 110°C นาน 20 นาที 

          5.3. การเตรียมเซลล์แบคทีเรีย  
     5.3.1. เพาะแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละไอโซเลตใน MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 35°C 
นาน 48 ชั่วโมง  
     5.3.2 ปรับความเข้มข้นของเซลล์โดยวัดด้วยเครื่องวัดความขุ่นให้ได้ค่าเท่ากับ 
McFarland Standard No. 0.5 ซึ่งจะได้เซลล์ประมาณ 1 × 108  cfu/ml 
5.4 การทดสอบการสร้างไบโอฟิล์ม 

5.4.1 ถ่ายเซลล์แขวนลอยแต่ละไอโซเลตที่เตรียมได้ในข้อ 5.3.2 ลงในหลอดบรรจุ
อาหารกากน้ าตาล 9 ml (ข้อ 5.2.2)  หลอดละ 1 ml 

5.4.2 ใส่แผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิม (จากข้อ 5.1.5) ในหลอดทดสอบ หลอดละ 1 แผ่น 
โดยวางแบบต้ังให้ผิวทั้งสองด้านแช่อยู่ในกากน้ าตาล 
    5.4.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 96 ชั่วโมง 

              5.4.4 หาปริมาณไบโอฟิล์มตามวิธีในข้อ 5.5  
 5.5 การหาปริมาณไบโอฟิล์ม 

5.5.1 น าแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมออกมาล้างโดยการจุ่มในสารละลาย 0.85% NaCl 
จ านวน 2 ครั้ง โดยเปลี่ยนสารละลาย 0.85% NaCl ทุกครั้ง 
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5.5.2 ใส่แผ่นลงในหลอดปั่นเหวี่ยงที่มี 0.85% NaCl ปริมาตร 10 ml น าไปปั่นด้วย
เครื่องปั่นผสมเป็นเวลา 3 นาที เพ่ือท าให้เซลล์แบคทีเรียที่เกาะติดกับแผ่นหลุดออก 

5.5.3 เจือจาง 0.85% NaCl ที่มีเซลล์แบคทีเรียแบบ 10-fold dilution โดยถ่ายตัวอย่าง 
1 ml ลงใน 0.85% NaCl 9 ml  ผสมให้เข้ากัน จากนั้นจึงเจือจางต่อไปโดยวิธีเดียวกันเป็น
ล าดับ  
    5.5.4  เพาะตัวอย่างที่ระดับความเจือจางเหมาะสมโดยวิธี pour plate ด้วยอาหาร MRS 
agar  
    5.5.5 บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 35°C ในโถบ่มเชื้อไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง     
    5.5.6 นับจ านวนโคโลนีแบคทีเรีย ค านวณปริมาณไบโอฟิล์ม และรายงานผลในหน่วย 
log cfu/cm2  

 
6. การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกผสมในสภาวะการหมักจ าลอง 

6.1 การเตรียมหัวเชื้อผสมในกากน้ าตาล 
     6.1.1 เตรียมหัวเชื้อผสมโดยการถ่ายเชื้อจากน้ าหมักผสม 10 ml ลงในกากน้ าตาลความ
เข้มข้น 30 °Brix ที่มี (NH4)2HPO4 ความเข้มข้น 0.1% และมีค่า pH 4.5 และบ่มไว้เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง ตามข้ันตอนที่กล่าวมาในข้อ 3.2  
     6.1.2 แบ่งหัวเชื้อผสมในข้อ 6.1 ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาดบรรจุ 50 ml หลอดละ 10 
ml 
     6.1.3 นับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกและจ านวนยีสต์เริ่มต้นโดยวิธี dilution spread 
plate ด้วยอาหาร MRS agar ที่มี Natamycin และวิธี dilution spread plate ด้วยอาหาร 
PDA ที่มี chloramphenicol ตามล าดับ  ดังที่อธิบายไว้ในข้อ 3.5  
6.2 การเตรียมแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิม 
     ล้างแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมขนาด 1.2x2.3x0.2 cm และขนาด 1x1x0.2 cm และฆ่า
เชื้อตามข้ันตอนที่กล่าวมาในข้อ 5.1  
6.3 การทดสอบการสร้างไบโอฟิล์ม 

6.3.1 ใส่แผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมขนาด 1.2x2.3x0.2 cm ลงในหลอดบรรจุหัวเชื้อผสม 
(ข้อ 6.1.2) หลอดละ 1 แผ่น และใส่แผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมขนาด 1×1x0.2 cm ใน
หลอดบรรจุหัวเชื้อผสมอีก 1 หลอดส าหรับตรวจดูการสร้างไบโอฟิล์มด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM) 

      6.3.2 น าหลอดทดสอบไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
     6.3.3 หาปริมาณไบโอฟิล์มของแบคทีเรียและไบโอฟิล์มของยีสต์ทุก 24 ชั่วโมง จนครบ
เวลาการบ่ม 96 ชั่วโมง ตามวิธีในข้อ 5.5 (นับจ านวนไบโอฟิล์มของยีสต์โดยการเพาะด้วย
อาหาร PDA ที่เติม Chloramphenicol 100 ppm)   
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 6.4 การศึกษาไบโอฟิล์มด้วยกล้อง SEM  
     6.4.1 น าแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมที่บ่ม 24 และ 96 ชั่วโมง ล้างด้วยสารละลาย 0.85% 
NaCl จ านวน 2 รอบ  
     6.4.2 ท าการตรึงตัวอย่างด้วย 1% osmium tetroxide ใน 0.1 M phosphate 
buffer saline pH 7.4 ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

6.4.3 ล้างด้วย 0.1M phosphate buffer saline pH7 ที่อุณหภูมิ 4ºC จ านวน 3 ครั้ง   
ครั้งละ 5 นาที 

6.4.4 น ามาดึงน้ าออกจากตัวอย่าง ด้วย ethyl alcohol 70%, 80%, 90% และ 100% 
เป็นล าดับ ครั้งละ 30 นาที จ านวน 2 รอบ 

     6.4.5 น าไปท าแห้ง ณ จุดวิกฤต ด้วยเครื่อง critical point drying  
    6.4.6 ติดตัวอย่างลงบน stub แล้วน าไปเคลือบด้วยทองค า และตรวจดูด้วยกล้อง SEM 
(LEO 1450 VP, Leo Electron Microscope, UK) 
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ผลการวิจัย 
1. การจัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีน ามาศึกษา เก็บรักษาในสภาพแช่เยือกแข็งในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -
80ºC เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth พบว่ามีแบคทีเรยีบางส่วนไม่สามารถฟ้ืนสภาพได้ 
และเหลือแบคทีเรียทดสอบเพียง 20 ไอโซเลต   เมื่อน าทั้งหมดมาวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S 
rRNA พร้อมทั้งท าการสร้าง phylogenic tree สามารถจัดจ าแนกสปีชีส์ได้เป็น Lactobacillus 
plantarum จ านวน 11 ไอโซเลต  สปีชีส์ L. farraginis จ านวน 6 ไอโซเลต สปีชีส์ L. rhamnosus 
จ านวน 1 ไอโซเลต  และเป็นจีนัส Lactobacillus แต่ไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้อีก 2 ไอโซเลต  ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 1 
 
2. การหาค่า MIC ของยาปฏิชีวนะและสารเคมีต่อแบคทีเรียกรดแลคติก 

จากการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด ได้แก่ Kamoran และ Erythromycin และต่อ
สารเคมี 1 ชนิด ได้แก่ hydrogen peroxide ของแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 20 ไอโซเลตที่พบได้
มากในกระบวนการผลิตเอทานอลของโรงงานที่เลือกศึกษา ซึ่งเป็นโรงงานที่ใช้กากน้ าตาลจากอ้อย
เป็นวัตถุดิบในการผลิต  โดยหาค่า Minimal Inhibitory Concentration (MIC) ต่อสารทดสอบโดย
ใช้วิธี macro broth dilution  โดยใช้อาหารทดสอบเป็น MRS broth  พบว่าค่า MIC ของยา 
Kamoran ต่อแบคทีเรียทุกไอโซเลตทั้งหมดมีค่าสูงกว่า 100 ppm  ในขณะที่ค่า MIC ของยา 
Erythromycin ต่อแบคทีเรียทดสอบมีค่าอยู่ในช่วงน้อยกว่า 0.1 ถึง มากกว่า 50 ppm โดย L. 
plantarum ทั้ง 11 ไอโซเลตมีค่า MIC ต่อ Erythromycin อยู่ระหว่าง 0.5 ถึง 25 ppm ในขณะที่
ค่า MIC ของยาชนิดนี้ต่อ L. farraginis อยู่ระหว่าง <0.1 ถึง >50 ppm  ส าหรับค่า MIC ของ 
hydrogen peroxide ต่อแบคทีเรียทดสอบมีค่าอยู่ในช่วง <1 ถึง >400 ppm  โดยค่า MIC ต่อ L. 
plantarum อยู่ระหว่าง 100 ถึง >400 ppm  และค่า MIC ต่อ L. farraginis มีค่า MIC อยู่ในช่วง 
<0.1 ถึง >400 ppm รายละเอียดแสดงในตารางที่ 2    
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ตารางท่ี 1   ผลการจัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในโรงงานผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล
โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA  
 

Plant 
Code 

Isolate 
No. 

 Taxon Accession 
No. 

% 
Identity 

DC 1  Lactobacillus farraginis AB690236.1 99 
2  Lactobacillus plantarum KM485573 99 
3  Lactobacillus plantarum KJ779096 99 
4  Lactobacillus plantarum KR336551 99 
5  Lactobacillus plantarum KR336551 99 
6  Lactobacillus farraginis AB690223 99 
7  Lactobacillus farraginis AB690236 99 

KL 8  Lactobacillus plantarum KR336551 99 
9  Lactobacillus sp. GQ359860 99 
10  Lactobacillus farraginis AB690214 99 

PK 11  Lactobacillus plantarum KR336551 99 
12  Lactobacillus plantarum KC815026 99 
13  Lactobacillus sp. JQ013418 99 
14  Lactobacillus plantarum KM497502 100 
15  Lactobacllus rhamnosus KM350174 99 
16  Lactobacillus plantarum KR336551 99 
17  Lactobacillus plantarum AB795645 99 
18  Lactobacillus farraginis AB690214 99 
19  Lactobacillus plantarum AB904768 98 
20  Lactobacillus farraginis AB690223 99 
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ตารางท่ี 2  ค่า Minimal Inhibitory Concentration (MIC) ต่อ Kamoran, Erythromycin และ 
Hydrogen peroxide ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในโรงงานผลิตเอทานอลจากกากน้ าตาล เมื่อ
ทดสอบในอาหาร MRS broth ด้วยวิธี Macrobroth dilution 
 

Isolate 
No. สปีชีส ์

Minimal Inhibitory Concentration (ppm) 

Kamoran Erythromycin 
Hydrogen 
peroxide 

1 Lactobacillus farraginis >100 <0.1 50 

2 Lactobacillus plantarum >100 0.5 100 

3 Lactobacillus plantarum >100 0.5 400 

4 Lactobacillus plantarum >100 1 200 

5 Lactobacillus plantarum >100 0.5 >400 

6 Lactobacillus farraginis >100 >50 400 

7 Lactobacillus farraginis >100 0.5 <0.1 

8 Lactobacillus plantarum >100 0.5 100 

9 Lactobacillus sp. >100 <0.1 50 

10 Lactobacillus farraginis >100 >50 100 

11 Lactobacillus plantarum >100 25 200 

12 Lactobacillus plantarum >100 0.5 100 

13 Lactobacillus sp. >100 >50 400 

14 Lactobacillus plantarum >100 20 400 

15 Lactobacllus rhamnosus >100 3 300 

16 Lactobacillus plantarum >100 3 300 

17 Lactobacillus plantarum >100 3 100 

18 Lactobacillus farraginis >100 3 100 

19 Lactobacillus plantarum >100 10 100 

20 Lactobacillus farraginis >100 3 >400 

 
 
3. ผลของการเติมยา Kamoran , Erythromycin และ Hydrogen peroxide ในการยับยั้ง
แบคทีเรียกรดแลคติกในสภาวะการหมักจ าลอง            

จากการทดสอบผลของการเติมสารยับยั้งแบคทีเรียแต่ละชนิด ได้แก่ Kamoran, 
Erythromycin และ hydrogen peroxide ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกผสมในสภาวะการ
หมักจ าลองในอาหารกากน้ าตาลโดยทดสอบที่ความเข้มข้นยา Kamoran ที่ 5 ppm ยา 
Erythromycin ที่ 5 ppm และ hydrogen peroxide ที่ 100 ppm พบว่าที่เวลา 36 ชั่วโมงมี
ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกเฉลี่ย 6.72 ± 0.09 log cfu/ml ซึ่งไม่แตกต่างจากท่ีเวลาเริ่มต้นซึ่งมี
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ปริมาณเฉลี่ย 6.67±0.06 log cfu/ml อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05  หลังจากนั้น
จ านวนเชื้อจะไม่เปลี่ยนแปลงจนถึงชั่วโมงท่ี 36   แต่เมื่อบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ปริมาณแบคทีเรีย
กรดแลคติกลดลงแตกต่างจากเริ่มต้นอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่าเฉลี่ย 5.88±0.02 log cfu/ml หรือ
คิดเป็นจ านวนที่ลดลง 0.79 log cfu/ml  ส าหรับปริมาณยีสต์นั้นพบว่าไม่มีความแตกต่างจากเริ่มต้น
ตลอดระยะเวลาการบ่ม 48 ชั่วโมง โดยมีค่าเฉลี่ยอยู่ในช่วง 6.43±0.42 log cfu/ml ถึง 6.75±0.02 
log cfu/ml  รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 3 และภาพที่ 1 
 
ตารางท่ี 3 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมและปริมาณยีสต์ในอาหารกากน้ าตาลที่มี Kamoran 5 
ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

แบคทีเรียกรดแลคติก 
(log cfu/ml) 

ยีสต์ 
(log cfu/ml) 

0 6.67 ± 0.06a 6.50 ± 0.05a 

12 6.69 ± 0.22a 6.68 ± 0.11a 
24 6.85 ± 0.13a 6.43 ± 0.42a 
36 6.72 ± 0.09a 6.75 ± 0.02a 
48 5.88 ± 0.02b 6.64 ± 0.03a 

         หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกัน (a, b) แสดงความแตกต่างของข้อมูลในคอลัมน์เดียวกัน 
         ที่ระดับ นัยส าคญั 0.05 

 

ส าหรับผลของการเติมยา Erythromycin ที่ 5 ppm ในกากน้ าตาลต่อปริมาณแบคทีเรีย
กรดแลคติกและยีสต์นั้นพบว่าหลังบ่มนาน 12 ชั่วโมง ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ิมขึ้นจาก
เริ่มต้นอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)  จากค่าเฉลี่ย 6.72±0.18 log cfu/ml เป็นเฉลี่ย 7.04±0.03 log 
cfu/ml และเม่ือบ่มนานขึ้นปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกมีแนวโน้มเพ่ิมอย่างต่อเนื่อง โดยมีค่าเฉลี่ย 
7.72±0.06 log cfu/ml ที่เวลา 48 ชั่วโมง   ส าหรับปริมาณยีสต์นั้นพบว่ามีแนวโน้มไม่เปลี่ยนแปลง
จากเริ่มต้น โดยมีค่าอยู่ในช่วง 6.49±0.17 log cfu/ml ถึง 6.69±0.02 log cfu/ml รายละเอียด
แสดงในตารางท่ี 4 และภาพที่ 2 
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ภาพที่ 1 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกและปริมาณยีสต์ในกากน้ าตาลที่เติมยา Kamoran 
ความเข้มข้น 5 ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C  เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 
 
ตารางท่ี 4 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมและปริมาณยีสต์ในอาหารกากน้ าตาลที่มียา 
Erythromycin เข้มข้น 5 ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

แบคทีเรียกรดแลคติก 
(log cfu/ml) 

ยีสต์ 
(log cfu/ml) 

0 6.72 ± 0.18a 6.52 ± 0.11a 
12 7.04 ± 0.03b 6.58 ± 0.05a 
24 7.54 ± 0.17c 6.69 ± 0.02a 
36 7.65 ± 0.33c 6.49 ± 0.17a 
48 7.72 ± 0.06c 6.34 ± 0.09a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน (a, b, c) แสดงความแตกต่างกันของข้อมูลในคอลมัน์
เดียวกันที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 
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ภาพที่ 2 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมและปริมาณยีสต์ในอาหารกากน้ าตาลที่มียา 
Erythromycin 5 ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 
 การทดสอบผลของการเติม hydrogen peroxide ทีค่วามเข้มข้น 100 ppm ต่อการยับยั้ง
แบคทีเรียกรดแลคติกในกากน้ าตาล พบว่าเมื่อบ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมงปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกใน
กากน้ าตาลลดลงอย่างมีนัยส าคัญจากเริ่มต้นที่ค่าเฉลี่ย 7.09±0.06 log cfu/ml เป็น 6.61±0.11 log 
cfu/ml (ลดลงเฉลี่ย 0.48 log cfu/ml)  จากนั้นจะมีปริมาณไม่เปลี่ยนแปลงจนถึง 24 ชั่วโมงของ
การบ่ม  ส าหรับเซลล์ยีสต์นั้นพบว่ามีปริมาณคงที่เช่นเดียวกับในการทดสอบกับยา Kamoran และยา 
Erythromycin  โดยมีค่าอยู่ในช่วง 5.97±0.06 log cfu/ml ถึง 6.28±0.45 log cfu/ml  
รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 5 และภาพที่ 3 
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ตารางท่ี 5 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมและปริมาณยีสต์ในอาหารกากน้ าตาลที่มี hydrogen 
peroxide เข้มข้น 100 ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

แบคทีเรียกรดแลคติก 
(log cfu/ml) 

ยีสต์ 
(log cfu/ml) 

0 7.09 ± 0.06a 6.28 ± 0.45a 
6 6.61 ± 0.11b 6.04 ± 0.03a 
12 6.67 ± 0.07b 5.99 ± 0.04a 
18 6.77 ± 0.08b 5.97 ± 0.06a 
24 6.75 ± 0.08b 6.12 ± 0.14a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน (a, b) แสดงความแตกต่างกันของข้อมูลในคอลัมน์
เดียวกันที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมและปริมาณยีสต์ในอาหารกากน้ าตาลที่มี hydrogen 
peroxide 100 ppm เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 
3. ผลของการเติมยา Kamoran ต่อการผลิตเอทานอล 
 จากการทดลองเปรียบเทียบการผลิตเอทานอลในกากน้ าตาลที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม
อยู่ร่วมกับยีสต์เมื่อเติมยา Kamoran ความเข้มข้น 5 ppm เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่เติมยา 
Kamoran และชุดควบคุมที่ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติกปนเปื้อน   โดยบ่มที่อุณหภูมิ 30°C พบว่าทุก
ชุดทดสอบยีสต์มีการผลิตเอทานอลได้เพ่ิมขึ้นเมื่อระยะเวลาการบ่มนานขึ้น โดยในชุดทดลองท่ีเติมยา 
Kamoran 5 ppm ได้ผลผลิตเอทานอลสูงสุดเฉลี่ย 5.5±0.14 % (v/v) ภายในเวลา 96 ชั่วโมง   
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ไม่มีแบคทีเรียปนเป้ือน 

เวลา (ชั่วโมง) 

ในขณะที่ในชุดควบคุมท่ีไม่เติมยา Kamoran มีการผลิตเอทานอลได้เฉลี่ย 6.7±0.30 %v/v และใน
ชุดควบคุมท่ีไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อนได้เอทานอลสูงสุดเฉลี่ย 9.7±0.13 % (v/v)  รายละเอียดแสดงใน
ตารางท่ี 6 และภาพที่ 4 
 
ตารางท่ี 6 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้จากชุดการทดลองที่เติมยา Kamoran 5 ppm เปรียบเทียบ
กับชุดที่ไม่เติมยา Kamoran และชุดที่ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม เมื่อทดสอบในสภาวะการหมัก
จ าลองในกากน้ าตาล บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 96 ชั่วโมง 
 

เวลา 
                    (ชั่วโมง) 
ชุดการทดลอง 

เอทานอล (% v/v) 

24 48 72 96 

ไม่เติมยา Kamoran  1.5 ± 0.11aA  4.4 ± 0.10bA  4.9 ± 0.08bA 6.7 ± 0.30cA 

เติมยา Kamoran 5 ppm  1.8 ± 0.05aA 3.3 ± 0.20bB 3.6 ± 0.20bB 5.5 ± 0.14cB 
ไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อน  3.1 ± 0.30aB  8.1 ± 0.15bC  8.5 ± 0.21bC 9.7 ± 0.13cC 
 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กท่ีแตกต่างกัน (a, b, c)แสดงความแตกต่างของข้อมูลในแถวเดียวกัน ที่
ระดับนัยส าคญั 0.05   ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญ่ ที่แตกต่างกัน (A, B) แสดงความแตกตา่งของข้อมูลในคอลมัน์
เดียวกัน ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 
 

 
 
 
 
 
  

 
 
 

 
  
 
ภาพที่ 4 ปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้จากชุดการทดลองที่เติมยา Kamoran 5 ppm เปรียบเทียบกับ
ชุดที่ไม่เติมยา Kamoran และชุดที่ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม เมื่อทดสอบในสภาวะการหมัก
จ าลองในกากน้ าตาล บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 96 ชั่วโมง 
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ส าหรับผลการนับจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกผสมนั้นพบว่าในชุดที่เติมยา Kamoran 5 
ppm มีปริมาณเริ่มต้นเฉลี่ย 8.46±0.19 log cfu/ml  เมื่อบ่มนาน 48 ชั่วโมงปริมาณเซลล์ลดลง
เหลือเฉลี่ย7.15±0.12 log cfu/ml (ลดลงเฉลี่ย 1.31 log cfu/ml)  ซึ่งแตกต่างจากเวลาเริ่มต้นอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ  จากนั้นปริมาณแบคทีเรียมีแนวโน้มเป็นล าดับเหลือเฉลี่ย 6.75±0.30 log 
cfu/ml ที่เวลา 96 ชั่วโมง หรือคิดเป็นปริมาณเชื้อที่ลดลงจากเริ่มต้นเฉลี่ย 1.71 log cfu/ml   
ส าหรับในชุดควบคุมท่ีไม่เติมยา Kamoran นั้นพบว่ามีปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกเริ่มต้นเฉลี่ย 
7.38±0.22 log cfu/ml เมื่อบ่มนานขึ้นปริมาณเซลล์มีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ และมี
ปริมาณเฉลี่ย 8.49±0.11 log cfu/ml ที่เวลา 96 ชั่วโมง หรือคิดเป็นปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมขึ้นจาก
เริ่มต้น 1.11 log cfu/ml  รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 7 และภาพที่ 5  
 
ตารางท่ี 7 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมในกากน้ าตาลที่เติมยา Kamoran 5 ppm และท่ีไม่
เติมยา Kamoran ที่เวลาต่างๆ เมื่อทดสอบในสภาวะการหมักจ าลองที่อุณหภูมิ 30°C 
 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ (log cfu/ml) 

0 ช่ัวโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 
ไม่เติมยา 
Kamoran 

7.38±0.22aA 7.98±0.15bA 8.20±0.17cA 8.46±0.30cA 8.49±0.11cA 

เติมยา Kamoran 
5 ppm 

8.46±0.19aB 8.57±0.26aB 7.15±0.12bB 6.93±0.11bB 6.75±0.30cB 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กท่ีแตกต่างกัน (a, b, c) แสดงความแตกต่างของข้อมูลในแถวเดียวกัน ท่ี
ระดับนัยส าคญั 0.05   ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญ่ ที่แตกต่างกัน (A, B) แสดงความแตกตา่งของข้อมูลในคอลมัน์
เดียวกัน ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 
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เวลา (ชั่วโมง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกผสมในกากน้ าตาลที่เติมยา Kamoran 5 ppm และชุดที่ไม่
เติมยา Kamoran ที่เวลาต่างๆ เมื่อทดสอบในสภาวะการหมักจ าลองที่อุณหภูมิ 30°C 
 
 
 ปริมาณยีสต์ในชุดทดสอบที่เติม Kamoran และชุดที่ไม่เติม Kamoran เปรียบเทียบกับชุดที่
ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติก เมื่อบ่มเป็นระยะเวลาต่างๆ  แสดงในตารางท่ี 8 และภาพที่ 6  พบว่าใน
ชุดทดลองที่เติมยา Kamoran ที่ 5 ppm เริ่มต้นพบจ านวนยีสต์เฉลี่ย 6.58±0.32 log cfu/ml และมี
แนวโน้มเพ่ิมจ านวนขึ้นเมื่อบ่มนานขึ้น  กล่าวคือทีร่ะยะเวลาการบ่ม 96 ชั่วโมง พบยีสต์จ านวนเฉลี่ย 
6.91±0.13 log cfu/ml หรือคิดเป็นจ านวนเซลล์ที่เพ่ิมข้ึน 0.33 log cfu/ml  ในขณะที่ในชุด
ควบคุมที่ไม่เติมยา Kamoran พบยีสต์เริ่มต้นจ านวน 6.66±0.21 log cfu/ml และมีแนวโน้นเพิ่ม
จ านวนขึ้นเมื่อระยะเวลาการบ่มเพ่ิมขึ้น  โดยมีจ านวน 7.80±0.16 log cfu/ml ที่เวลา 96 ชั่วโมง คิด
เป็นจ านวนที่เพ่ิมขึ้นเท่ากับ 1.14 log cfu/ml   ส าหรับชุดควบคุมท่ีไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม
นั้นมียีสต์เริ่มต้น6.62±0.16 log cfu/ml และเพ่ิมจ านวนขึ้นเป็น 7.85±0.15 log cfu/ml ที่เวลา 96 
ชั่วโมง หรือเพ่ิมข้ึนจากเริ่มต้น 1.23 log cfu/ml   
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ไม่เติมยา kamoran 5 ppm ไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อน 

เวลา (ชั่วโมง) 

ตารางท่ี 8 ปริมาณยีสต์ในกากน้ าตาลที่เติมยา Kamoran 5 ppm และท่ีไม่เติมยา Kamoran 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติก เมื่อบ่มในสภาวะการหมักจ าลองที่อุณหภูมิ 
30°C  

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ (log cfu/ml) 

0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 
ไม่เติมยา 
Kamoran 

6.66±0.21aA 6.74±0.15bA 6.50±0.30cA 7.74±0.12cA 7.80±0.16cA 

เติมยา Kamoran 
5 ppm 

6.58±0.32aA 6.69±0.21aA 6.43±0.32bA 6.88±0.25bB 6.91±0.13cB 

ไม่มีแบคทีเรีย
ปนเปื้อน 

6.62±0.16aA 7.82±0.22bB 7.80±0.33bB 7.86±0.16bA 7.85±0.15bA 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กท่ีแตกต่างกัน (a, b, c) แสดงความแตกต่างของข้อมูลในแถวเดียวกัน ท่ี
ระดับนัยส าคญั 0.05   ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวใหญ่ ที่แตกต่างกัน (A, B) แสดงความแตกตา่งของข้อมูลในคอลมัน์
เดียวกัน ท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
  
  
ภาพที่ 6  ปริมาณยีสต์ในกากน้ าตาลที่เติมยา Kamoran ที่ 5 ppm และท่ีไม่เติมยา Kamoran 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม เมื่อบ่มในสภาวะการหมักจ าลองท่ี
อุณหภูมิ 30°C 
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4. การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื้อเดี่ยว 
          ท าการทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละไอโซเลต 
บนผิวแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมเกรด 304 ชนิดผิวไม่เรียบ เมื่อบ่มในกากน้ าตาลเข้มข้น 30°Brix นาน 
96 ชั่วโมง  ตรวจวัดปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดข้ึนโดยวิธีนับจ านวนเซลล์ในไบโอฟิล์มด้วยวิธี colony 
count บน MRS agar   พบว่าแบคทีเรียทดสอบจ านวน 20 ไอโซเลต สร้างไบโอฟิล์มได้จ านวน 12 
ไอโซเลต โดยปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดขึ้นมีความหนาแน่นเฉลี่ยอยู่ในช่วง 1.64 ± 0.06 log cfu/cm2 
ถึง 3.85 ± 0.05 log cfu/cm2  เมื่อพิจารณาการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียสปีชีส์เดียวกันพบว่ามี
ความสามารถแตกต่างกัน ตัวอย่างเช่น L. plantarum  จ านวน 11 ไอโซเลต พบการสร้างไบโอฟิล์ม
จ านวน 8 ไอโซเลต อีก 3 ไอโซเลตไม่พบการสร้างไบโอฟิล์ม  เช่นเดียวกับ L. farraginis ที่พบการ
สร้างไบโอฟิล์ม 3 ไอโซเลตจากท้ังหมด 6 ไอโซเลต  รายละเอียดแสดงในตารางที่ 9 และภาพที่ 6 
 
ตารางท่ี 9 ปริมาณไบโอฟิล์มบนผิวแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมของแบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื้อเดี่ยว
จ านวน 20 ไอโซเลต เมื่อบ่มในกากน้ าตาลเป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
 

ไอโซเลตที่ สปีชีส์ ไบโอฟิล์ม (log cfu/cm2) 

1 Lactobacillus farraginis 2.46 ± 0.09 
2 Lactobacillus plantarum 3.44 ± 0.08 
3 Lactobacillus plantarum 3.85 ± 0.05 
4 Lactobacillus plantarum 3.62 ± 0.06 
5 Lactobacillus plantarum 3.15 ± 0.04 
6 Lactobacillus farraginis <1.0 
7 Lactobacillus farraginis <1.0 
8 Lactobacillus plantarum <1.0 
9 Lactobacillus sp. <1.0 
10 Lactobacillus farraginis <1.0 
11 Lactobacillus plantarum 3.13 ± 0.04 
12 Lactobacillus plantarum <1.0 
13 Lactobacillus sp. 1.64 ± 0.06 
14 Lactobacillus plantarum 2.97 ± 0.11 
15 Lactobacllus rhamnosus <1.0 
16 Lactobacillus plantarum <1.0 
17 Lactobacillus plantarum 2.50 ± 0.12 
18 Lactobacillus farraginis 2.52 ± 0.08 
19 Lactobacillus plantarum 2.51 ± 0.15 
20 Lactobacillus farraginis 1.7 ± 0.11 
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ภาพที่ 7 ปริมาณไบโอฟิล์ม (log cfu/cm2) ที่สร้างบนผิวแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมของแบคทีเรียกรด
แลคติกแบบเชื้อเดี่ยวจ านวน 20 ไอโซเลต เมื่อบ่มในกากน้ าตาลเป็นเวลา 96 ชั่วโมง  
LF = Lactobacillus farraginis; LP = Lactobacillus plantarum; L = Lactobacillus sp.; 
LR = Lactobacillus rhamnosus 
 
 
5. การสร้างไบโอฟิล์มในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลอง 
 ท าการทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมที่อยู่ในกากน้ าตาลเข้มข้น 30 
°Brix  ในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองโดยมีจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกผสมเริ่มต้น 6.4±0.21 
log cfu/ml และมีจ านวนยีสต์เริ่มต้น 6.1±0.13 log cfu/ml  ตรวจวัดปริมาณไบโอฟิล์มของ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่ระยะเวลาการบ่มต่างๆ  ด้วยวิธี colony count โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
agar ที่เติมยา Natamycin เพ่ือยับยั้งยีสต์ที่อยู่ในตัวอย่าง  และหาปริมาณไบโอฟิล์มของยีสต์โดยวิธี 
colony count ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ทีเ่ติม chloramphenicol เพ่ือยับยั้งแบคทีเรีย  พบว่าที่
เวลา 24 ชั่วโมง  พบไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกปริมาณเฉลี่ย 1.22±0.17 log cfu/cm2   
แต่ไม่พบไบโอฟิล์มของยีสต์   เมื่อบ่มนาน 24 ชั่วโมงพบไบโอฟิล์มของยีสต์เฉลี่ย 0.74±0.21 log 
cfu/cm2   ในขณะที่ไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 1.11±0.21 log cfu/cm2 
ซึ่งไม่แตกต่างจากที่ 24 ชั่วโมงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05)  ที่ระยะเวลาการบ่ม 72 ชั่วโมง  
พบไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกมีปริมาณเพ่ิมขึ้นเป็นเฉลี่ย 2.51±0.05 log cfu/cm2  
แตกต่างจากท่ี 24 ชั่วโมงอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เช่นเดียวกับไบโอฟิล์มของยีสต์ที่เพ่ิมข้ึนอย่างมี
นัยส าคัญเป็น 1.24 0.04 log cfu/cm2  และเมื่อบ่มนาน 96 ชั่วโมงพบไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรด
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แบคทีเรีย ยีสต์ 
เวลา (ชั่วโมง) 

แลคติกเพ่ิมข้ึนเป็น 2.87±0.03 log cfu/cm2 และพบไบโอฟิล์มของยีสต์เพ่ิมข้ึนเป็น 1.35±0.05 log 
cfu/cm2  รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 10 และภาพที่ 8 
 
ตารางท่ี 10 ปริมาณไบโอฟิล์ม (log cfu/cm2) ของแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต์บนผิวแผ่น
เหล็กกล้าปลอดสนิมในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลอง เมื่อบ่มเป็นระยะเวลาต่างกัน 
 

 ไบโอฟิล์ม (log cfu/cm2)  
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 72 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 

แบคทีเรีย 
กรดแลคติก 

1.22 ± 0.17a 1.11 ± 0.21a 2.51 ± 0.05b 2.87 ± 0.03c 

ยีสต์ 0 ± 0.0a 0.74 ± 0.21b 1.24 ± 0.04c 1.35 ± 0.05d 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กท่ีแตกต่างกัน (a, b, c) แสดงความแตกต่างของข้อมูลในแถวเดียวกัน ท่ี
ระดับนัยส าคญั 0.05    

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8 ปริมาณไบโอฟิล์มของแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต์ (log cfu/cm2) บนผิวแผ่นเหล็กกล้า
ปลอดสนิมในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลอง เมื่อบ่มเป็นระยะเวลาต่างกัน 
 
 เมื่อน าแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมที่แช่ในกากน้ าตาลในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองเป็น
เวลา 24 และ 96 ชั่วโมง  ไปตรวจดูพ้ืนผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
พบว่าที่เวลาการบ่ม 24 ชั่วโมง มีเซลล์แบคทีเรียรูปร่างท่อนยาวเกาะอยู่เป็นกลุ่มเล็กๆบนผิวแผ่น
เหล็กปลอดสนิมและพบเซลล์ยีสต์บ้างแต่มีจ านวนน้อยกว่าแบคทีเรีย   และเมื่อบ่มนาน 96 ชั่วโมง
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พบกลุ่มของแบคทีเรียขนาดใหญ่ขึ้นโดยมีเซลล์จ านวนหนึ่งถูกปกคลุมด้วยวัสดุคล้ายสารพอลิเมอร์
และพบเซลล์ยีสต์เพ่ิมขึ้นกว่าที่ 24 ชั่วโมง  ดังแสดงในภาพที่ 9  
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 ภาพที่ 9  ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราดของผิวแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมที่ผ่าน
การแช่ในกากน้ าตาลในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองเป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพ ก ก าลังขยาย 
1,500 เท่า) และบ่มนาน 96 ชั่วโมง (ภาพ ข ก าลังขยาย 1,500 เท่าและภาพ ค ก าลังขยาย 3,000 
เท่า)  
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บทที่ 3 

อภิปรายผลการวิจัย 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียปนเปื้อนที่พบได้มากในกระบวนการผลิตเอทานอล
ชีวภาพในอุตสาหกรรมเนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถปรับตัวให้ทนต่อสภาวะของการหมักเพ่ือผลิต
เอทานอลได้ดี  (Beckner et al., 2011)  มีรายงานว่า Lactobacillus เป็นจีนัสในกลุ่มแบคทีเรียกรด
แลคติกที่พบได้บ่อยในโรงงานผลิตเอทานอลชีวภาพทั้งของไทยและท่ัวโลก   สอดคล้องกับใน
โครงการวิจัยนี้ที่พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 20 ไอโซเลตที่แยกได้จากถังเลี้ยงยีสต์และถังหมัก
ของโรงงานเอทานอลจ านวน 3  แห่ง จัดอยู่ในจีนัส Lactobacillus  เมื่อท าการระบุสปีชีส์ของ
แบคทีเรียเหล่านี้โดยอาศัยวิธีทางอณูพันธุศาสตร์ (Molecular genetics method)   ผลจากการ
วิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16s rRNA และการหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการพบว่า Lactobacillus 
เหล่านี้จัดอยู่ใน 3 สปีชีส์  ได้แก่ L. plantarum, L. farraginis และ L. rhamnosus โดยพบ L. 
plantarum ได้มากที่สุดในจ านวน 20 ไอโซเลตที่น ามาศึกษา   และมีอีก 2  ไอโซเลตของจีนัส 
Lactobacillus ที่ยังไม่สามารถระบุสปีชีส์ได้เมื่อใช้เทคนิคดังกล่าว      ซึ่งผลการระบุสปีชีส์ของเชื้อที่
ไดใ้นครั้งนี้มีความแตกต่างจากท่ีรายงานไว้ในโครงการวิจัยปีที่ 1  (ศิริโฉม  ทุ่งเก้า, 2558)  ซึ่งท าการ
จัดจ าแนกแบคทีเรียเหล่านี้โดยอาศัยลักษณะทางฟีโนไทป์ (Phenotypic method)  และพบว่า  L. 
pentosus เป็นสปีชีส์ที่พบได้มากที่สุดในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกจากโรงงานเหล่านี้  รองลงมาคือ 
L. plantarum 1  นอกจากนั้นผลการจัดจ าแนกด้วยสองวิธีให้ผลแตกต่างกันในบางไอโซเลต  
ตัวอย่างเช่น  ไอโซเลตที่ 1 ที่พบในโรงงาน DC เดิมเม่ือจัดจ าแนกโดยใช้ชุดทดสอบทางชีวเคมี API50 
CHL  พบว่าเป็น L. pentosus แต่เมื่อใช้วิธีวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA ได้ผลเป็น L. 
farraginis และไอโซเลตที่ 3 เดิมระบุได้ว่าเป็น L. brevis 1 แต่ในการศึกษาครั้งนี้ระบุได้เป็น L. 
plantarum เป็นต้น  ความแตกต่างของสปีชีส์ที่เกิดจากการใช้เทคนิคการจัดจ าแนกเชื้อที่แตกต่างกัน
มีรายงานไว้เช่นเดียวกัน   ตัวอย่างเช่น  Marroki et al. (2011) รายงานการเปรียบเทียบการจัด
จ าแนก Lactobacillus 19 ไอโซเลต ที่แยกได้จากนมแพะโดยใช้ API 50 CHL และการวิเคราะห์
ล าดับเบสของยีน  16S rDNA พบว่าบางไอโซเลตให้ผลที่แตกต่างกันระหว่างสองวิธี  เช่น เมื่อใช้ 
API50 CHL พบว่าเป็น   L. plantarum แต่เมื่อใช้วิธีวิเคราะห์ยีนพบว่าเป็น L. pentosus ซึ่งผู้วิจัย
ได้อธิบายไว้ว่าวิธีที่อาศัยการตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี เช่น API 50 CHL ควรใช้ส าหรับจัด
จ าแนกเชื้อเบื้องต้นเท่านั้น และการที่ทั้งสองวิธีให้ผลที่แตกต่างกันอาจเกิดจากแบคทีเรียสูญเสียหรือ
ได้รับพลาสมิดที่มียีนที่เก่ียวข้องกับการเมตาบอลิซึมคาร์โบไฮเดรต จึงท าให้มีผลกระทบต่อผลที่อ่านได้
จากชุดทดสอบ API 50CHL  
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การมีแบคทีเรียเจริญร่วมกับยีสต์ในถังหมักเอทานอลเป็นสิ่งที่หลีกเลี่ยงได้ยากในอุตสาหกรรม
การผลิตเอทานอลโดยใช้กระบวนการหมักเนื่องจากจะไม่มีการฆ่าเชื้อวัตถุดิบที่น ามาใช้เลี้ยงยีสต์ให้
ปราศจากเชื้อปนเปื้อน  ทั้งนี้เนื่องจากการด าเนินการดังกล่าวท าให้ต้นทุนการผลิตเอทานอลสูงจนอาจ
ไม่คุ้มทุน   โดยในระหว่างการหมักจะต้องติดตามตรวจสอบกระบวนและควบคุมเพ่ือไม่ให้ระดับ
ปริมาณแบคทีเรียเพ่ิมข้ึนจนส่งผลเสียต่อการผลิต   วิธีการต่างๆ เพื่อควบคุมระดับการปนเปื้อน
แบคทีเรีย ได้แก่ การล้างท าความสะอาดและฆ่าเชื้อถังหมักและอุปกรณ์ต่างๆ อย่างสม่ าเสมอ  การ
เติมสารเคมีชนิดต่างๆ  รวมทั้งยาปฏิชีวนะลงในน้ าหมักเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อปนเปื้อน   ซึ่ง 
Kamoran เป็นหนึ่งในยาปฏิชีวนะท่ีได้รับความนิยมในการน าไปใช้ในโรงงานผลิตเอทานอลบางแห่ง
รวมทั้งโรงงานที่น ามาศึกษาในครั้งนี้   ยาชนิดนี้มีกลไกเฉพาะเจาะจงในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก
ดังนั้นจึงมีประสิทธิภาพต่อแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวกเช่นเดียวกัน    โดยความ
เข้มข้นที่ใช้กันทั่วไปคือ 3-5 ppm   อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะชนิดใดชนิดหนึ่งต่อเนื่องยาวนาน
อาจส่งผลให้แบคทีเรียพัฒนาความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะชนิดนั้นขึ้น  ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบหาค่า MIC ของยา Kamoran ต่อการยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในโรงงานเอทานอล
จ านวน 20 ไอโซเลตในงานวิจัยนี้ที่ได้ค่าสูงกว่า 100 ppm ในแบคทีเรียทุกไอโซเลต  ชี้ให้เห็นว่า
แบคทีเรียมีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะชนิดนี้จึงสามารถเจริญจนมีปริมาณสูงในน้ าหมักท าให้
สามารถแยกเชื้อได้เมื่อใช้วิธี dilution plate count    โดยพบจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกใน
ตัวอย่างสูงถึง 7-8 log cfu/ml (Thungkao and Pattanacharoensuk, 2014)      

มีรายงานว่ายา Kamoran มีค่า MIC ต่อ Lactobacillus และแบคทีเรียจีนัสอื่นที่แยกได้จาก
โรงงานผลิตเอทานอล อยู่ในช่วง < 0.75 – 6.25 µg/ml (ppm) (Union nationale de 
sgroupemrnts de distillateurs d’ alcohol (n. d.)   ซึง่ต่ ากว่าค่า MIC ที่รายงานในโครงการวิจัย
นี้มาก   ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียที่น ามาทดสอบเป็นสายพันธุ์ที่ไวต่อยาปฏิชีวนะชนิดนี้    ในขณะ
ที่ de Oliva-Neto et al. (2014) รายงานว่า L. fermentum ที่น ามาทดสอบมีแนวโน้มต้านทานต่อ
ยา Kamoran เพ่ิมข้ึนโดยมีค่า MIC เท่ากับ 3 - 4 ppm ซึ่งสูงกว่าค่าความเข้มข้นที่ใช้จริงในโรงงานเอ
ทานอลซึ่งอยู่ที่ 1-3 ppm  แสดงให้เห็นว่าความไวต่อยา Kamoran ของ Lactobacillus ที่พบใน
โรงงานเอทานอลแตกต่างกันขึ้นอยู่กับสปีชีส์  แหล่งที่มา รวมทั้งประวัติการใช้ยา    

ในงานวิจัยนี้ยังได้ทดลองเติมยา Kamoran ทีค่วามเข้มข้น 5 ppm ลงในกากน้ าตาลที่มี
แบคทีเรียผสมซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ือทดสอบประวิทธิภาพของยาในสภาวะการ
หมักเอทานอล    ซ่ึงพบว่าการเติมยาท าให้จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกลดลงไดน้้อยกว่า 1 log 
ภายในเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางท่ี 3)  แสดงว่ายาชนิดนี้ยังมีประสิทธิภาพต่อแบคทีเรียกรดแลคติกใน
สภาวะการหมักเอทานอลเนื่องจากใช้ในความเข้มข้นต่ ากว่าค่า MIC ที่หาได้ในโครงการวิจัยนี้ก็
สามารถยับยั้งเชื้อได้แม้ว่าจ านวนเชื้อจะลดลงได้ไม่มากนัก ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติกใน
สภาวะการหมักเอทานอลจ าลองเป็นแบคทีเรียผสมประกอบด้วยหลายสปีชีส์ซึ่งอาจมีสปีชีส์ที่ไวต่อยา
รวมอยู่ด้วย  ในขณะที่ในงานวิจัยอื่นทดสอบประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะต่อการยับยั้ง 
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Lactobacillus ในรูปเชื้อเดี่ยว ตัวอย่างเช่น Stroppa et. al. (2000) รายงานว่ายา Kamoran ที่
ความเข้มข้น 1.5 ppm สามารถลดจ านวน L. plantarum, L. fermentum และ L. buchneri ได้
ประมาณ 0.2 log และเม่ือเพ่ิมความเข้มข้นของยาเป็น 3 ppm และ 6 ppm จะลดจ านวนเชื้อ
ทดสอบได้เพิ่มข้ึนเป็นประมาณ 1 log และ 1.3 log ตามล าดับ  นอกจากนั้น Rich et al. (2011) 
พบว่า  Lactobacillus  ที่แยกได้จากไบโอฟิล์มของเชื้อผสมที่พบในโรงงานเอทานอลที่ใช้ข้าวโพดบด
ที่ผ่านการย่อยเป็นวัตถุดิบมีค่า MIC ต่อยา virginiamycin (เป็นยาปฏิชีวนะอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใช้
ยับยั้งแบคทีเรียในโรงงานเอทานอล) อยู่ในช่วง 0.5 ถึง 16 ppm ซึ่งสูงกว่าความเข้มข้นของยาที่ใช้
งานจริง      

เนื่องจาก Lactobacillus spp. ที่พบในโรงงานเอทานอลที่น ามาศึกษาในโครงการวิจัยนี้มี
แนวโน้มการพัฒนาความต้านทานต่อยา Kamoran จึงไดล้องทดสอบหาค่า MIC ของแบคทีเรียต่อยา
ปฏิชีวนะชนิดใหม่ ได้แก่ยา Erythromycin ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม macrolide พบว่าแต่ละไอโซเลตมีค่า 
MIC แตกต่างกันและส่วนใหญ่มี MIC ต่ ากว่าค่า MIC ของยา Kamoran คืออยู่ในช่วง 0.1 ถึง >50 
ppm  และเม่ือพิจารณาความไวต่อยาชนิดนี้ของ Lactobacillus แต่ละสปีชีส์พบว่า L. plantarum 
มีความไวต่อ Erythromycin มากกว่า L. farraginis  (ตารางท่ี 2)   อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถต้านทานต่อยาชนิดนี้เช่นเดียวกัน (Thumu & Halami, 2012)  ดังนั้น 
การใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกจึงควรใช้ในกรณีจ าเป็นเพ่ือป้องกัน
การเกิดผลเสียต่อการผลิตเอทานอลเท่านั้น   รวมทั้งโรงงานควรศึกษาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมและ
แนวทางการใช้เพ่ือป้องกันการเกิดการดื้อต่อยาของแบคทีเรีย  อันจะเกิดผลเสียทั้งต่อประสิทธิภาพ
การผลิตและต่อสิ่งแวดล้อม   และในการทดลองเติม Erythromycin ที่  5 ppm  ในสภาวะการหมัก
เอทานอลจ าลองที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสม พบว่าไมม่ีประสิทธิภาพในการลดจ านวนแบคทีเรียกรด
แลคติกผสมในน้ าหมัก (ตารางที่ 4)  ซึ่งอาจเกิดจากในน้ าหมักมีแบคทีเรียที่ต้านทานต่อยาชนิดนี้หรือ
เกิดจากสาเหตุอ่ืนซึ่งควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป   ส าหรับการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด
อ่ืนที่นิยมใช้ในโรงงานเอทานอลนั้นก็มีการรายงานไว้เช่นเดียวกัน  โดย Bischoff et al. (2007) หาค่า 
MIC ต่อยา Penicillin และ Virginiamycin ของ Lactobacillus ที่แยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอล
ที่ใช้ข้าวโพดบดเป็นวัตถุดิบ พบว่า Penicillin ให้ค่า MIC ระหว่าง 0.25-4 ppm ในขณะที่ค่า MIC 
ต่อ Virginiamycin มีค่าอยู่ระหว่าง 2 ถึง >8 ppm โดย  Lactobacillus ที่แยกได้จากโรงงานที่บด
ข้าวโพดแบบ wet mill มีความไวต่อยาทั้งสองชนิดมากกว่า Lactobacillus ที่แยกได้จากโรงงาน 
dry grind ซึ่งผู้วิจัยคาดว่าเกิดจากประวัติการใช้ยาปฏิชีวนะของโรงงานทั้งสอง  โดยโรงงาน wet mill 
ไม่ได้ใช้ยาปฏิชีวนะในการควบคุมการปนเปื้อนแบคทีเรีย  ในขณะที่โรงงาน dry grind มีการใช้ยา 
Virginiamycin ซึ่งอาจเป็นสาเหตุให้เชื้อที่พบในโรงงานนี้มีความต้านทานต่อยามากกว่าเชื้ออีกโรงงาน
หนึ่ง 

ส าหรับการหาค่า MIC ต่อ hydrogen peroxide ของ Lactobacillus จ านวน 20 ไอโซเลต
นั้นพบว่าแต่ละไอโซเลตมีความไวต่อสารชนิดนี้แตกต่างกัน   โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง <0.1 ถึง >400 
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ppm (ตารางท่ี 2)    ซ่ึง hydrogen peroxide เป็นสารเคมีที่น่าสนใจอีกชนิดหนึ่งในการน ามาใช้
ยับยั้งแบคทีเรียกรดแลคติกในถังหมกัเอทานอลเนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้ไม่มรีะบบเอนไซม์ catalase 
หรือมีแบบไม่สมบูรณ์ (Liu et al., 2014)  จึงไม่สามารถท าลายความพิษของสารนี้ได้เซลล์จึงถูก
ท าลายหรือถูกยับยั้งการเจริญ   ในขณะที่ยีสต์ที่ใช้หมักเอทานอลมีเอนไซม์ catalase จึงสามารถ
สลาย hydrogen peroxide ให้เป็นน้ าและออกซิเจน ดังนั้น hydrogen peroxide จึงไม่มีผลยับยั้ง
ยีสต์หากใช้ในความเข้มข้นทีเ่หมาะสม  รวมทั้งสารนี้ยังสลายตัวตามธรรมชาติได้สารที่ไม่มีพิษ จึงไม่มี
การตกค้างในน้ าหมักและไม่เกิดปัญหาในขั้นตอนการกลั่นเอทานอลหรือปนเปื้อนในน้ าทิ้ง   และจาก
การทดสอบประสิทธิภาพของ hydrogen peroxide เข้มข้น 100 ppm ในสภาวะการหมักจ าลองที่มี
แบคทีเรียกรดแลคติกผสม พบว่าสามารถลดจ านวนแบคทีเรียกลุ่มนี้ได้ภายในช่วง 6 ชั่วโมงแรกได้
เท่ากับ 0.48 log cfu/ml และเชื้อไม่เพ่ิมจ านวนขึ้นตลอดระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยไม่ท าให้จ านวน
ยีสต์ลดลง (ตารางท่ี 5)   อย่างไรก็ตาม จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่ลดลงมีจ านวนไม่มากนัก
เนื่องจากความเข้มข้นของ hydrogen peroxide อาจต่ าเกินไป หรือ hydrogen peroxide บางส่วน
สลายตัวไปตามระยะเวลาการทดสอบ แต่หากเพ่ิมความเข้มข้นให้มากข้ึน หรือมีการเติมสารลงไปเพ่ิม
ในถังหมักเป็นระยะน่าจะท าให้สามารถลดจ านวนเชื้อได้มากกว่านี้     

มีรายงานว่าการเติม hydrogen peroxide ในรูป urea hydrogen peroxide  มีผลยับยั้ง
การเจริญของ Lactobacillus spp. ในการผลิตเอทานอลจากข้าวสาลีที่ผ่านการย่อย (wheat mash) 
ได้ที่ความเข้มข้นสาร 32 mM  ท าให้แบคทีเรียทดสอบลดลงได้ประมาณ 5 log cfu/ml  ภายใน 2 
ชั่วโมง (Narendranath et al., 2000)    และมีผู้ศึกษาผลของ hydrogen peroxide ที่ความเข้มข้น 
5 – 10 mM ต่อ Lactobacillus 2 สปีชีส์   พบว่าแต่ละสปีชีส์มีความไวต่อสารชนิดนี้แตกต่างกันโดย
ที่ความเข้มข้น 10 mM สามารถลดจ านวนเชื้อได้สูงสุดประมาณ 3.5 log cfu/ml (Chang et al., 
1997)  นอกจากนั้น อัจฉรา  มีเจริญ (2555) ได้รายงานผลการเติม hydrogen peroxide ที่ 16 
ppm ในกากน้ าตาลเข้มข้น 20ºBrix  ท าให้ L. fermentum และ L. plantarum ที่แยกได้จาก
โรงงานเอทานอลลดลงได้มากกว่า 3 log ภายในเวลา 3 ชั่วโมง ซึ่งข้อมูลเหล่านี้ชี้ให้เห็นว่าความไวที่
แตกต่างกันต่อของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อ hydrogen peroxide เกี่ยวข้องกับสปีชีส์ของแบคทีเรีย   
อย่างไรก็ตามสารเคมีชนิดนี้น่าจะเป็นทางเลือกในการน าไปใช้แทนยาปฏิชีวนะชนิดเดิมเนื่องจากมี
ประสิทธิภาพ ไม่มีสารตกค้างนอกจากนั้นยังมีราคาไม่แพงรวมทั้งยังไม่มีรายงานการต้านทานต่อสารนี้
ของแบคทีเรียกรดแลคติก   

การมีแบคทีเรียกรดแลคติกผสมที่ระดับเริ่มต้นประมาณ 7 log cfu/ml ในกากน้ าตาลใน
สภาวะจ าลองเพ่ือการหมักเอทานอลส่งผลเสียต่อการผลิตเอทานอลของยีสต์  โดยไดเ้อทานอลลดลง
จากความเข้มข้น 9.7% v/v ในชุดทดสอบที่ไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อนเหลือ 6.7% v/v ในชุดทดสอบท่ีมี
แบคทีเรียเมื่อท าการบ่มนาน 96 ชั่วโมง  หรือคิดเป็นความเข้มข้นเอทานอลที่ลดลง 3% v/v หรือ
ลดลง 30.9% จากชุดปราศจากเชื้อปนเปื้อน  (ตารางที่ 7)  อย่างไรก็ตามการเติม Kamoran เข้มข้น 
5 ppm  ในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองไม่ท าให้ไดเ้อทานอลเพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับชุด
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ทดลองที่ไม่เติมยา  โดยในระยะแรกของการหมัก (24 ชั่วโมง) ได้เอทานอลความเข้มข้นใกล้เคียงกัน  
จากนั้นความเข้มข้นเอทานอลในชุดทดสอบท่ีเติมยา Kamoran จะต่ ากว่าในชุดที่ไม่เติมยาจนถึง
ระยะเวลาการหมักที่ 96 ชั่วโมง  แม้ว่าการเติมยาจะมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก
ผสมในน้ าหมัก โดยท าให้เชื้อลดลง 1.7 log cfu/ml ภายใน 96 ชั่วโมง  (ตารางที่ 8)  แต่เมื่อพิจารณา
ปริมาณยีสต์ในน้ าหมักพบว่าในชุดที่เติมยา Kamoran ที่เวลา 96 ชั่วโมงยีสต์มีปริมาณไม่แตกต่างจาก
ที่เวลาเริ่มต้นอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่ในชุดทดลองที่ไม่เติมยา Kamoran ยีสต์เพ่ิมจ านวนขึ้น 1.14 
log cfu/ml ภายใน 96 ชั่วโมง  เช่นเดียวกับในชุดการทดลองที่ไม่มีแบคทีเรียปนเปื้อนที่ยีสต์เพ่ิม
จ านวนขึ้น (ตารางที่ 9)  แสดงให้เห็นว่าการเติม Kamoran ที่ 5 ppm อาจส่งผลยับยั้งการเจริญของ
ยีสต์ท าให้ไดเ้อทานอลลดลง     

แบคทีเรียกรดแลคติก 12 จาก 20 ไอโซเลตที่น ามาศึกษาสามารถก่อตัวเป็นไบโอฟิล์มบนผิว
เหล็กกล้าปลอดสนิมที่แช่อยู่ในกากน้ าตาลได้  โดยไบโอฟิล์มที่เกิดขึ้นมีปริมาณแตกต่างกันตั้งแต่ 
1.7±0.11 ถึง 3.85±0.05 log cfu/cm2  (ตารางท่ี 10)  Skinner-Nemec et al. (2007) รายงานว่า
เชื้อแบคทีเรียผสมที่น ามาจากถังหมักของโรงงานเอทานอลที่ใช้ข้าวโพดที่ผ่านการย่อยเป็นวัตถุดิบ
สามารถสร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมได้และแบคทีเรียในไบโอฟิล์มที่พบประกอบด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติก  สปีชีส์ที่พบได้มาก ได้แก่ L. fermentum และ L. vaginalis  สอดคล้องกับใน
โครงการวิจัยนี้ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบปนเปื้อนในกระบวนการผลิตของโรงงานเอ
ทานอลสามารถสร้างไบโอฟิล์มบนวัสดุชนิดนี้ได้     เมื่อพิจารณาแบคทีเรียกรดแลคติกในสปีชีส์
เดียวกันพบว่ามีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มแตกต่างกัน  ตัวอย่างเช่น L. plantarum จ านวน 
11 ไอโซเลต สร้างไบโอฟิล์มได้ 8 ไอโซเลต  และไม่สร้าง 3 ไอโซเลต   และในสปีชีส์ที่สร้างได้ก็มีความ
แตกต่างของปริมาณไบโอฟิล์มที่เกิดขึ้นเมื่อเปรียบเทียบในสภาวะเดียวกัน  ซึ่งความสามารถในการ
สร้างไบโอฟิล์มที่แตกต่างกันของสปีชีส์ดังกล่าวพบใน  L. farraginis  ด้วย    มีรายงานว่าการสร้างไบ
โอฟิล์มของแบคทีเรียสปีชีส์หนึ่งภายใต้สภาวะแวดล้อมเดียวกันแตกต่างกันตามสายพันธุ์ (Kostaki et 
al., 2012)  ซึ่งอาจเกิดจากความบกพร่องของยีนที่เก่ียวข้องกับหารสังเคราะห์ exopolysaccharide 
หรือยีนที่ควบคุมการสื่อสารของเซลล์ที่เรียกว่า quorum sensing (Salas-Jara et al., 2016) 

ในกระบวนการผลิตเอทานอลในอุตสาหกรรมพบแบคทีเรียผสมที่ประกอบด้วยหลายสปีชีส์
อยู่ร่วมกัน   ซ่ึงแบคทีเรียเหล่านี้อาจมีปฏิสัมพันธ์ต่อกันและส่งผลต่อความสามารถในการสร้างหรือ
ลักษณะของไบโอฟิล์ม   ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้ท าการศึกษาการสร้างไบโอฟิล์มบนผิวเหล็กกล้าปลอด
สนิมภายใต้สภาวะการหมักเอทานอลจากกากน้ าตาลที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกผสมอยู่ร่วมกับยีสต์  ซ่ึง
พบว่าแบคทีเรียเหล่านี้สร้างไบโอฟิล์มร่วมกับยีสต์ได ้  ซึ่งตรวจผลจากท้ังเมื่อใช้วิธีนับจ านวนเซลล์
ในไบโอฟิล์มและการตรวจดูไบโอฟิล์มบนพ้ืนผิวด้วยกล้อง SEM    จึงเป็นการยืนยันว่าแบคทีเรียกรด
แลคติกที่พบในโรงงานเอทานอลที่น ามาศึกษาสามารถสร้างไบโอฟิล์มบนผิววัสดุชนิดนี้ได้  และมีความ
เป็นไปได้ว่าไบโอฟิล์มเป็นหนึ่งในแหล่งที่มาของแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบปนเปื้อนในกระบวนการ
ผลิตเอทานอลในโรงงานทุกขั้นตอนของกระบวนการผลิต  ชี้ให้เห็นถึงความบกพร่องของวิธีการ
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ควบคุมการเจริญของแบคทีเรียที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน  ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้ทราบประวิ
ทธิภาพของสารฆ่าเชื้อหรือยาปฏิชีวนะท่ีเลือกเติมลงไปในระหว่างการหมักว่ามีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มได้หรือไม่  เพ่ือจะได้พิจารณาเลือกใช้วิธีการควบคุมระดับการปนเปื้อน
แบคทีเรียในกระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น  ซึ่งจะส่งผลให้เพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลส าหรับใช้เป็นพลังงานทดแทนต่อไป 
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บทท่ี 4 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 
  
 ผลการวิจัยทั้งหมดสรุปได้ดังนี้ 
          1. Lactobacillus plantarum เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกสปีชีส์ที่พบได้บ่อยที่สุดในโรงงาน
เอทานอลที่ท าการศึกษา  โดยพบ 11 ใน 20 ไอโซเลต (55%) รองลงมาคือ Lactobacillus 
farraginis  

2. ค่า MIC ของยา Kamoran ต่อแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 20 ไอโซเลตมีค่า >100 ppm ค่า 
MIC ของยา Erythromycin อยู่ระหว่าง <0.1 ถึง >50 ppm และค่า MIC ของ hydrogen 
peroxide อยู่ระหว่าง <0.1 ถึง >400 ppm  

3. การเติมยา Kamoran ในกากน้ าตาลที่ความเข้มข้น 5 ppm ในสภาวะการหมักเอทานอล
จ าลองท าให้จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกผสมลดลง 0.79 log cfu/ml ภายในเวลา 96 ชั่วโง  แต่ไม่
ท าให้ได้เอทานอลเพ่ิมข้ึน แต่การเติมยา Erythromycin ที่ 5 ppm ไม่มีผลยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกรดแลคติกในน้ าหมัก   ในขณะที่การเติม hydrogen peroxide ลดจ านวนแบคทีเรียกรด
แลคติกได้ 0.48 log cfu/ml ภายในเวลา 6 ชั่วโมง 

4. แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 11 ใน 20 ไอโซเลต สร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็กกล้าปลอด
สนิมที่อยู่ในกากน้ าตาลได้ โดยมีปริมาณระหว่าง 1.64±0.06 ถึง 3.85±0.05 log cfu/ml เมื่อบ่มนาน 
96 ชั่วโมง 

5. Lactobacillus plantarum จ านวน 7 ใน 11 ไอโซเลต สร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นเหล็ก
ปลอดสนิมที่อยู่ในกากน้ าตาลได้  ส่วนอีก 4 ไอโซเลตไม่สร้างไบโอฟิล์ม 

6. ในสภาวะการหมักเอทานอลจ าลองที่ใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบ พบไบโอฟิล์มของเชื้อผสม
ของแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต์บนแผ่นเหล็กกล้าปลอดสนิมโดยมีปริมาณเพ่ิมขึ้นเพ่ือบ่มนานขึ้น 
 
ข้อเสนอแนะ 
 งานวิจัยที่ควรท าเพ่ิมเติม ได้แก่ การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของเชื้อผสมใน
สภาวะการหมักเอทานอลจ าลอง  เช่น ชนิดของพ้ืนผิว ระยะเวลา อุณหภูมิ เป็นต้น รวมทั้งศึกษา
วิธีการป้องกันและก าจัดไบโอฟิล์ม เช่น การท าความสะอาด การเติมสารยับยั้งในน้ าหมัก เพ่ือลดความ
โอกาสในการปนเปื้อนแบคทีเรียกรดแลคติกในระบบการหมักที่มีสาเหตุมาจากไบโอฟิล์มต่อไป 
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