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บทคัดย่อ

	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสามารถของแบคทีเรียโปรไบโอติก 

คือ Lactobacil lus plantarum ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก ่อโรค 

คือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311  

ทดสอบโดยวิธี agar spot พบว่า สภาวะที่ไม่จ�ำกัดการสร้างสารยับยั้งเชื้อ L. plantarum (AP1)  

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC  

13311 มีค่าโซนการยับยั้งมากกว่าสภาวะที่จ�ำกัดการสร้างสารยับยั้ง เมื่อทดสอบโดยวิธีการ 

เพาะเลี้ยงร่วมกันพบว่า เชื้อ L. plantarum (AP1) สามารถท�ำให้จ�ำนวนเช้ือ S. aureus ATCC  

25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงจาก 5.52 เป็น 4.58 log CFU/mL และลดลง 

จาก 5.25 เป็น 4.30 log CFU/mL ตามล�ำดับภายในเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อทดสอบการยับย้ังการ

เจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในแหนมไก่พบว่า เช้ือ L. plantarum (AP1) สามารถท�ำให้จ�ำนวน

เชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงจาก 5.78 เป็น 4.20 

log CFU/g และลดลงจาก 6.27 เป็น 5.21 log CFU/g ตามล�ำดับภายในเวลา 72 ช่ัวโมง 
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ค�ำส�ำคัญ : โปรไบโอติก แหนมไก่ Lactobacillus plantarum Staphylococcus aureus ATCC 

25923 Salmonella Typhimurium ATCC 13311

ABSTRACT

	 Growth-inhibiting activities of the probiotic bacteria Lactobacillus plantarum 

were determined against the food poisoning bacteria Staphylococcus aureus ATCC 

25923 and Salmonella Typhimurium ATCC 13311 using the agar spot method. Results 

indicated that antibacterial activities of L. plantarum (AP1) against S. aureus ATCC 

25923 and S. Typhimurium ATCC 13311 in condition of unlimited inhibitory substances 

were better than in condition of limited inhibitory substances. Using the co-culture 

technique, L. plantarum (AP1) inhibited growth of S. aureus ATCC 25923 and S. 

Typhimurium ATCC 13311 with decrease in their numbers from 5.52 to 4.58 log CFU/

mL and 5.25 to 4.30 log CFU/mL, respectively within 24 h. Further investigation using 

chicken Nham indicated that L. plantarum (AP1) inhibited growth of S. aureus ATCC 

25923 and S. Typhimurium ATCC 13311, with reduction in their numbers from 5.78 to 

4.20 log CFU/g and 6.27 to 5.21 log CFU/g, respectively within 72 h. 

Keywords: probiotic, chicken Nham, Lactobacillus plantarum, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Salmonella Typhimurium ATCC 13311

บทน�ำ

	 ปัจจบุนัผูบ้รโิภคหนัมาสนใจดแูลสขุภาพของตนเองมากขึน้ เนือ่งจากสภาวะแวดล้อม

ที่เปลี่ยนแปลงไป และพฤติกรรมการบริโภคอาหารมีส่วนท�ำให้เกิดความเสี่ยงก่อเกิดโรคต่าง ๆ   

เช่น โรคไขมันอุดตันในเส้นเลือด โรคหัวใจ และโรคท้องร่วง เป็นต้น ดังนั้นผู้บริโภคจึงหันมา 

ให้ความสนใจในการบริโภคอาหารที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น ผลิตภัณฑ์โปรไบโอติก และ 

ผลิตภัณฑ์พรีไบโอติก เป็นต้น โปรไบโอติก (probiotic) เป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตก่อให้เกิดประโยชน์

ต่อสขุภาพของผูบ้รโิภค เช่น Bifidobacterium และ Lactobacillus โดยช่วยปรบัสมดลุของจลุนิทรย์ี 

ในระบบทางเดินอาหาร และสามารถสร้างสารมายับยั้งเช้ือก่อโรค (Vandenplas et al., 2015)

	 การผลติแหนมในครวัเรอืนและอตุสาหกรรมมมีากขึน้   แต่การผลติยงัคงอาศยัหวัเชือ้

แบคทีเรียแลคติกที่มีอยู่ตามธรรมชาติในวัตถุดิบท่ีใช้ในการหมัก ดังน้ัน จึงไม่สามารถควบคุม

คุณภาพการผลิตให้มีความสม�่ำเสมอได้แนวทางหน่ึงท่ีน่าสนใจคือ การน�ำโปรไบโอติกมาเป็น

หัวเชื้อในการผลิตแหนมไก่จะท�ำให้มีการหมักท่ีสม�่ำเสมอและรวดเร็วสามารถยับย้ังเช้ือก่อโรค 
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ที่มีอยู่ในอาหารจ�ำพวกเนื้อสัตว์เป็นสื่อน�ำ  เช้ือโรคถ่ายทอดมาสู่คนคือเช้ือ Staphylococcus  

aureus และ Salmonella Typhimurium ได้อีกด้วย โดยเช้ือ S. aureus เป็นเช้ือท่ีสามารถ 

สร้างสารพิษชนิดเอนเทอโรท็อกซิน (enterotoxin) และ S. Typhimurium ใช้ตัวเชื้อท�ำให้ 

เกิดอาการคลื่นไส้อาเจียนปวดศีรษะ เป็นตะคริวในช่องท้อง และอ่อนเพลีย การปนเปื้อน 

ของเชื้อก่อโรคอาหารเป็นพิษอาจมาจากวัตถุดิบเน้ือสัตว์ท่ีใช้ท�ำแหนมและการบริโภคแหนม 

ที่ไม่ผ่านความร้อนหรือผ่านความร้อนไม่เพียงพอจึงมีเชื้อก่อโรคเหลือรอด (Ahmad et al., 

2017; Swetwiwathana et al., 2007)  จากรายงานของ Swetwiwathana & Visessanguan  

(2015) พบว่ามีการใช้เชื้อ Pediococcus pentosaceus ที่สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน 

มายับยั้งเชื้อก่อโรคอาหารเป็นพิษในแหนมเช่น Salmonella spp., Listeria monocytogenes 

และ S. aureus โดยท�ำให้เชือ้ลดจ�ำนวนลง 2 log CFU/mL   ในงานวจิยัครัง้นีจ้งึสนใจทีจ่ะใช้เชือ้

กลุ่ม lactobacilli  เพราะเป็นโปรไบโอติกที่มีความปลอดภัยสามารถใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารได ้

(Generally Recognized as Safe: GRAS) โดยใช้เช้ือ Lactobacillus plantarum 2 สายพันธุ์ 

คอื AP1 และ AP2  ทีค่ดัแยกมาจากอจุจาระของคนทีม่สีขุภาพดแีละอาหารหมกัประเภทปลาร้า 

ตามล�ำดับ   มีคุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติกที่ดีคือ ทนต่อเกลือน�้ำดีที่ระดับความเข้มข้น 0.5%  

ทนต่อกรดที่ระดับพีเอช 3 สามารถย่อยโปรตีนไขมันและแป้งได้ (Phoem et al., 2017)  ท่ีจะ 

น�ำมาใช้เป็นหัวเชื้อในการผลิตแหนมไก่    ดังนั้นการวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพของเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2) ในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ  

S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ในแหนมไก่เพ่ือเป็นแนวทาง 

ในการประยุกต์ใช้หัวเชื้อโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพ (functional food) 

ประเภทอื่น ๆ เพื่อเพิ่มความปลอดภัยและสุขภาพท่ีดีของผู้บริโภคต่อไป

วิธีการ

	 1.	 เชื้อจุลินทรีย์

	 	 1.1	 โปรไบโอติกได้รับความอนุเคราะห์จากงานวิจัยของ Phoem et al. (2017) 

ประกอบด้วยเชื้อ L. plantarum 2 สายพันธุ์ คือ AP1 แยกจากอุจจาระคนแก่ท่ีมีสุขภาพด ี 

และ AP2 แยกจากปลาร้ามีคุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติกที่ดีคือ ทนต่อเกลือน�้ำดีที่ระดับ 

ความเข้มข้น 0.5 % ทนต่อกรดที่ระดับ พีเอช 3 และสามารถย่อยโปรตีน ไขมัน และแป้งได้

	 	 1.2	 แบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษคือ S. aureus ATCC 25923 และ  

S. Typhimurium ATCC 13311 

	 2.	 การทดสอบความสามารถของเช้ือ Lactobacillus plantarum (AP1 และ AP2)  

ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311 
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	 	 การเตรียมเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2)

	 	 เตรียมหัวเชื้อ (inoculum) โดยเลี้ยงเช้ือแต่ละสายพันธุ ์ในอาหารเลี้ยงเช้ือ  

De Man Rogosa and Sharpe agar (MRS; Merck, Damstadt, Germany) บ่มท่ีอุณหภูม ิ 

37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น�ำโคโลนีที่บริสุทธิ์มาใส่ใน 0.85% Normal Saline  

Solution (NSS) แล้วปรับความขุ่นเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland จะท�ำให้มีปริมาณเช้ือเป็น  

1.5x108 CFU/mL แล้วเจือจางให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 107 CFU/mL

	 	 การเตรียมเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311

	 	 เตรียม inoculum โดยเลี้ยงเชื้อแต่ละสายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase  

Soy broth (TSB; Merck, Damstadt, Germany) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

24 ชั่วโมง น�ำโคโลนีที่บริสุทธิ์มาใส่ใน 0.85% Normal Saline Solution (NSS) แล้วปรับ 

ความขุ่นเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland จะท�ำให้มีปริมาณเช้ือเป็น 1.5x108 CFU/mL  

แล้วเจือจางให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 107 CFU/mL

	 	 2.1	 การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารแข็งด้วยวิธี  

agar spot (ดัดแปลงจากวิธีการของ Spelhaug & Harlander, 1989)

	 	 	 1)	การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือในสภาวะท่ีไม่จ�ำกัดสาร

ยับยั้ง

	  	 	 	 น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2) ความเข้มข้นเช้ือ 107 CFU/mL 

หยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar (Merck, Damstadt, Germany) เช้ือละ 5 ไมโครลิตร 

จานละ 2 เชื้อ โดยท�ำจานละ 2 เชื้อทิ้งไว้ให้แห้ง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน�ำมาเททับด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ Brain Heart Infusion soft agar  

(BHI; Merck, Damstadt, Germany) มีวุ้น 0.7% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงมีเช้ือก่อโรคแต่ละ

สายพันธุ์มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 106 CFU/mL บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  

24 ชั่วโมง ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ ตรวจผลการยับย้ังดูจากวงใสของการยับย้ัง (inhibition zone) 

จากขอบแบคทีเรียแลคติกจนสุดขอบวงใสของการยับย้ัง 

	 	 	 2)	การทดสอบการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ในสภาวะทีจ่�ำกดัสารยบัยัง้

	  	 	 	 ท�ำการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1) แต่ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar  

(มีน�้ำตาลกลูโคส 0.2%) ใส่ใน anaerobic jar (Difco, Dickinson, USA) บ่มที่อุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

	 	 2.2	 การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน 

(ดัดแปลงจากวิธีการของ Gonzalez et al., 1993)

	 	 	 น�ำเชือ้ก่อโรคแต่ละสายพนัธุม์าอย่างละ 200 ไมโครลติร ใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้ 

BHI broth ผสมด้วย 0.5% yeast extract (Merck, Damstadt, Germany) ปรมิาตร 2,000 ไมโครลติร  
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จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของเชื้อเป็น 106 CFU/mL น�ำเช้ือ L. plantarum (AP1 และ AP2)  

มาอย่างละ 200 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเลี้ยงเช้ือ BHI broth ผสมด้วย 0.5% yeast extract  

ปรมิาตร 2,000 ไมโครลติร จะได้ความเข้มข้นสดุท้ายของเชือ้เป็น 107 CFU/mL น�ำเชือ้ทัง้ 2 กลุม่ 

มาเพาะเลีย้งร่วมกนั บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส่วนชดุควบคมุจะไม่มี 

การเติมเชื้อโปรไบโอติก น�ำทุกชุดการทดลองมาตรวจนับเช้ือด้วยวิธี pour plate โดยใช้อาหาร

เลี้ยงเชื้อ ดังต่อไปนี้ คือ Salmonella-Shigella agar (SS; Merck, Damstadt, Germany) 

ส�ำหรับเชื้อ S. Typhimurium และ Mannitol Salt agar (MSA; Merck, Damstadt, Germany) 

ส�ำหรับเชื้อ S. aureus ATCC 25923 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ

	 3.	 การทดสอบความสามารถของเช้ือ Lactobacillus plantarum (AP1) ในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311 ในแหนมไก่ (ดัดแปลงจากวิธีการของ Swetwiwathana et al., 

2007)

		  การเตรียมส่วนใสของเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2)

	 	 น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1) ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง 

เชื้อก่อโรคได้ดีที่สุดมาเป็นหัวเชื้อในการผลิตแหนม น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1) มาเลี้ยง 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น�ำไป 

หมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็รอบ 8,000 g อณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาทเีพือ่เกบ็ตวัเซลล์ 

น�ำตัวเซลล์มาใส่ใน 0.85% NSS ปรับความขุ่นเช้ือให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland จะท�ำให้มี

ปริมาณเชื้อเป็น 1.5x108 CFU/mL แล้วเจือจางให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 107 CFU/mL  

น�ำเชื้อใส่ผสมในแหนมไก่โดยมีอัตราส่วนเช้ือต่อแหนมไก่เป็น 1 mL : 1,000 g

		  การเตรียมส่วนใสของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium

	 	 น�ำเชื้อก่อโรคแต่ละสายพันธุ์มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB บ่มท่ีอุณหภูม ิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น�ำไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 g อุณหภูมิ  

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาทีเพื่อเก็บตัวเซลล์ น�ำตัวเซลล์มาใส่ใน 0.85% NSS  

ปรับความขุ่นเชื้อให้ได้เท่ากับ 0.5 McFarland จะท�ำให้มีปริมาณเชื้อเป็น 1.5x108 CFU/mL 

แล้วเจอืจางให้ได้ปรมิาณเชือ้เริม่ต้นเป็น 106 CFU/mL น�ำเชือ้ใส่ผสมในแหนมไก่โดยมอีตัราส่วน

เชื้อต่อแหนมไก่เป็น 1 mL : 1,000 g

		  3.1	 การเตรียมแหนมไก่เพื่อทดสอบการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรค 

	 	 	 น�ำเนื้อไก่มา 1 กิโลกรัมล้างให้สะอาด  น�ำไปบดให้ละเอียดผสมกับข้าวสวย  

3 ช้อนโต๊ะ กระเทยีมบด 1 ช้อนโต๊ะ น�ำ้ตาลทรายแดง 1/2 ช้อนโต๊ะ เกลอืป่น 1 ช้อนโต๊ะ เตมิหวัเชือ้ 

ลงในแหนมไก่แบ่งเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 เติมส่วนใสของเช้ือ L. plantarum (AP1) ผสมกับ
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ส่วนใสของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กลุ่มท่ี 2 เติมส่วนใสของเช้ือ  

L. plantarum (AP1) ผสมกับส่วนใสของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ปริมาตรอย่างละ 

1 มิลลิลิตร กลุ่มที่ 3 เติมเฉพาะส่วนใสของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

(ชุดควบคุม) และกลุ่มที่ 4 เติมเฉพาะส่วนใสของเช้ือ S. Typhimurium ATCC 13311 ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร(ชุดควบคุม) นวดให้ส่วนผสมเข้ากันน�ำมาใส่ในถุงพลาสติก ใส่พริกข้ีหนูสดลงไป

ห่อละเม็ด ไล่อากาศออกให้หมด มัดปากถุงให้แน่น วางไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ

		  3.2	 การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในแหนมไก่

			   1)	การตรวจนับจ�ำนวนเชื้อ

	 	 	 	 น�ำตัวอย่างของแหนมไก่ท้ัง 4 กลุ่มท่ีหมักไว้เป็นเวลา 0, 24, 48 และ 

72 ชั่วโมง มาชั่งน�้ำหนักกลุ่มละ 10 กรัม แล้วเติม 0.85% NSS 90 มิลลิลิตร จากน้ันท�ำ  

10-fold serial dilution นับจ�ำนวนเชื้อโดยวิธี pour plate ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อตามข้อ 2.2  

น�ำไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ (AOAC, 2005)

			   2)	การวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติก

	 	 	 	 ตัวอย่างของแหนมไก่ท้ัง 4 กลุ่มท่ีหมักไว้เป็นเวลา 0, 24, 48 และ  

72 ชั่วโมง น�ำแหนมไก่แต่ละกลุ่มมา 10 กรัมใส่น�้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร ดูดตัวอย่างใส่ในขวด 

รูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) หยดฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด ไทเทรทด้วยสารละลายโซเดียม 

ไฮดรอกไซด์ (Difco, Dickinson, USA) ความเข้มข้น 0.1 N จนกระท่ังเกิดเป็นสีชมพู (AOAC, 

2005) ค�ำนวณหา % กรดแลคติกตามสูตร

				  

	

	 	 	 	 N	 =	 ความเข้มข้นของสารละลายมาตฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ (N)

	 	 	 	 V1	 =	 ปรมิาตรของสารละลายมาตฐานโซเดยีมไฮดรอกไซด์ท่ีใช้ไทเทรท (mL) 

	 	 	 	 V2	 =	 ปริมาตรของสารละลายตัวอย่างท่ีใช้ไทเทรท (mL)

	 4.	 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ

	 	 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ผลการ

ทดลองที่ได้รายงานผลเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการทดลอง 3 ซ�้ำ ผลที่ได้ 

น�ำมาวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) โดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป SPSS และเปรียบเทียบ 

ค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan ,s multiple range test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%
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ผลการทดลอง

	 1.	 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Lactobacillus plantarum (AP1 และ 

AP2) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococus aureus ATCC 25923 

และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 

		  1.1	 การทดสอบการยับยั้งบนอาหารแข็งด้วยวิธี agar spot

	 	 	 น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2) มาทดสอบความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 

โดยวิธี agar spot ดังแสดงในตารางที่ 1 พบว่าสภาวะท่ีไม่จ�ำกัดการสร้างสารยับย้ังเช้ือ  

L. plantarum (AP1) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ATCC 25923 และ

เชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 มีค่าโซนการยับย้ังเป็น 16.56 และ 14.72 มิลลิเมตร 

ตามล�ำดบั (p<0.05) สภาวะทีจ่�ำกดัการสร้างสารยบัยัง้เชือ้ L. plantarum (AP1) สามารถยบัยัง้

การเจรญิเตบิโตของเชือ้ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 มค่ีาโซน 

การยับยั้งเป็น 12.13 และ 12.00 มิลลิเมตรตามล�ำดับ (p < 0.05) จะเห็นได้ว่าสภาวะที่ไม่จ�ำกัด

การสร้างสารยบัยัง้จะมปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ก่อโรคได้ดกีว่าสภาวะ

ที่จ�ำกัดการสร้างสารยับยั้ง โดยที่เชื้อ L. plantarum (AP1) มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ 

ก่อโรคทั้ง 2 ชนิดได้ดีกว่าเชื้อ L. plantarum (AP2) 

ตารางที่ 1	 ความสามารถของเชื้อ Lactobacillus plantarum (AP1 และ AP2) ในการยับย้ัง 

	 	 การเจรญิเตบิโตของเชือ้ Staphylococus aureus ATCC 25923 และ Salmonella  

		  Typhimurium ATCC 13311 โดยวิธี agar spot

ค่าเฉลี่ยของโซนการยับยั้ง ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ�้ำ 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กในแนวนอนที่ต่างกันคือ โซนการยับยั้งของเชื้อ AP1 และ AP2 แตกต่างกัน
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพมิพ์ใหญ่ในแนวตัง้ทีต่่างกนัคอื โซนการยบัยัง้ของเชือ้ S. aureus และ S. Typhimurium 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

จุลินทรีย์ท่ีศึกษา

S. aureus

S. Typhimurium

16.56 ± 1.07aA

14.72 ± 1.00aB
15.42 ± 1.36bA

12.40 ± 3.69bB
12.13 ± 1.05aA

12.00 ± 1.66aA
5.50±0.00bA

5.47±0.00bA

สภาวะท่ีไม่จ�ำกัดสารยับยั้ง

AP1 AP1AP2 AP2

สภาวะที่จ�ำกัดสารยับยั้ง

ค่าเฉลี่ยโซนการยับยั้ง (มิลลิเมตร) ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน
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		  1.2	 การทดสอบการยับยั้งโดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน

	 	 	 น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2) มาทดสอบความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 

ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกันดังแสดงในตารางที่ 2 พบว่า เชื้อ L. plantarum (AP1 และ 

AP2) มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคท้ัง 2 ชนิดได้ไม่แตกต่างกัน  

เชือ้ L. plantarum (AP1) จะท�ำให้จ�ำนวนเชือ้ S. aureus ATCC 25923 ลดลงเหลือ 4.58 log CFU/mL 

เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีจ�ำนวนเชื้อ S. aureus ATCC 25923 เป็น 8.12 log CFU/mL ท่ีเวลา  

24 ชัว่โมง (p < 0.05) และ เชือ้ L. plantarum (AP1) จะท�ำให้จ�ำนวนเชือ้ S. Typhimurium ATCC 

13311 ลดลงเหลือ 4.30 log CFU/mL เมื่อเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีจ�ำนวนเช้ือ S. Typhimurium 

ATCC 13311 เป็น 8.06 log CFU/mL ที่เวลา 24 ช่ัวโมง (p<0.05) 

ตารางที่ 2	 ความสามารถของเชื้อ Lactobacillus plantarum (AP1 และ AP2) ในการ 

	 	 ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococus aureus ATCC 25923 และเช้ือ  

		  Salmonella Typhimurium ATCC 13311 โดยวิธีเพาะเลี้ยงร่วมกัน

ชุดควบคุม คือ เชื้อก่อโรคแต่ละสายพันธุ์ ชุดทดสอบ คือ L. plantarum (AP1 และ AP2) ผสมกับเชื้อก่อโรค
แต่ละสายพันธุ์
ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อ ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ�้ำ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กในแนวนอนที่ต่างกันคือ จ�ำนวนเชื้อก่อโรคในชุดควบคุมและชุดทดสอบ 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ในแนวตั้งท่ีต่างกันคือ จ�ำนวนเชื้อก่อโรคในแต่ละช่วงเวลาที่ทดสอบ 
แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

เชื้อก่อโรค โปรไบโอติก เวลา (ชั่วโมง)
จ�ำนวนเชื้อก่อโรค (log CFU/mL)

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ

5.52±0.04bA

4.58±0.18bB

5.09±0.19bA

4.50±0.09bB

5.25±0.24bA

4.30±0.03bB

5.01±0.11bA

4.53±0.07bB

6.25±0.05aB

8.12±0.10aA

6.25±0.05aB

8.12±0.10aA

6.17±0.02aB

8.06±0.06aA

6.17±0.02aB

8.06±0.06aA

0

24

0

24

0

24

0

24

AP1

AP2

AP1

AP2

S. aureus

S. Typhimurium
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	 ส่วนเชื้อ L. plantarum (AP2) จะท�ำให้จ�ำนวนเชื้อ S. aureus ATCC 25923  

ลดลงเหลือ 4.50 log CFU/mL เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีจ�ำนวนเชื้อ S. aureus ATCC 25923 

เป็น 8.12 log CFU/mLที่เวลา 24 ชั่วโมง (p<0.05) และ เช้ือ L. plantarum (AP2) จะท�ำให้ 

จ�ำนวนเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงเหลือ 4.53 log CFU/mL เมื่อเทียบกับ 

ชดุควบคุมท่ีมจี�ำนวนเชือ้ S. Typhimurium ATCC 13311 เป็น 8.06 log CFU/mL ทีเ่วลา 24 ช่ัวโมง

(p < 0.05) 

	 2.	 ทดสอบการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ก่อโรคและการสร้างกรดแลคตกิ 

ในแหนมไก่

	 	 น�ำเชื้อ L. plantarum (AP1) มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ 

เจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 13311 และศึกษา

การสร้างกรดแลคตกิในแหนมไก่ดงัแสดงในตารางท่ี 3 พบว่า เชือ้ L. plantarum (AP1) จะท�ำให้

จ�ำนวนเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ลดลงเหลือ 4.20 log CFU/g เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

ที่มีจ�ำนวนเชื้อ S. aureus ATCC 25923 เป็น 7.98 log CFU/g ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง (p < 0.05) 

และเชื้อ L. plantarum (AP1) จะท�ำให้จ�ำนวนเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงเหลือ  

5.21 log CFU/g เมื่อเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีจ�ำนวนเช้ือ S. Typhimurium ATCC 13311  

เป็น 8.17 log CFU/g ที่เวลา 72 ชั่วโมง (p<0.05) และปริมาณกรดแลคติกของแหนมไก่ 

ในชุดทดสอบมีค่ามากกว่าชุดควบคุมที่เวลา 72 ช่ัวโมง (p<0.05)

สรุปและวิจารณ์ผล

	 โปรไบโอติกมีความสามารถในการสร้างสารมายับยั้งเชื้อก่อโรค สามารถท�ำการ

ทดสอบได้หลายวิธี เช่น การสร้างสารยับย้ังบนอาหารแข็งโดยวิธี agar spot และการสร้าง 

สารยับยั้งในอาหารเหลวโดยวิธีการเพาะเล้ียงร่วมกัน 

	 1.	 การสร้างสารยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยวิธี agar spot

	 	 การทดสอบความสามารถของเช้ือ L. plantarum (AP1 และ AP2) ในการยับย้ัง

การเจรญิเตบิโตของเชือ้ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 1331 ในสภาวะ 

ที่ไม่จ�ำกัดการสร้างสารยับยั้ง โปรไบโอติกสามารถใช้น�้ำตาลกลูโคส 2% ท่ีมีอยู่ในอาหาร MRS  

agar เปลี่ยนเป็นกรดแลคติกมีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือก่อโรคได้ท้ังบวกและแกรมลบ โดยท่ี 

เชือ้ AP1 และ AP2 สามารถยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้แกรมบวกได้ดกีว่าแกรมลบ เนือ่งจาก

เชื้อแกรมลบมี outer membrane ช่วยในการป้องกันอันตรายที่จะเกิดขึ้นกับเชื้อ (Tejero-Sarina  

et al, 2012)   สอดคล้องกับงานวิจัยของ Leite et al. (2015) พบว่าเชื้อ Lactobacillus 

paracasei และ Lactococcus lactis ที่แยกจากเมล็ดคีเฟอร์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ Staphylococcus aureus,  Listeria spp.,  Salmonella spp. และ Escherchia coli 
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ได้ดี และงานวิจัยของ Hwanhlem et al. (2017) ท�ำการแยกเช้ือ Enterococcus faecalis  

จากล�ำไส้ไก่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus และ S. Typhimurium ได้ด ี 

ส่วนสภาวะที่จ�ำกัด การสร้างสารยับยั้งโดยลดปริมาณน�้ำตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 

เหลือ 0.2% ท�ำให้มีการสร้างปริมาณกรดแลคติกลดลง และการบ่มใน anaerobic jar จะไป

จ�ำกัดการสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ดังนั้นโปรไบโอติกสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของ

เชื้อก่อโรคโดยใช้สารยับยั้งชนิดอื่น เช่นแบคเทอริโอซินจะท�ำให้เกิดรูบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ท�ำให้

เสียสมดุลขององค์ประกอบภายในเซลล์ และตายในท่ีสุด (Nuphet et al., 2004) จะเห็นได้ว่า

เชื้อ L. plantarum (AP1 และ AP2) สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคท้ัง 2 ชนิด 

ได้น้อยลงเมื่อเทียบกับการทดสอบในสภาวะที่ไม่จ�ำกัดการสร้างสารยับย้ัง 

ตารางที่ 3 การเปลี่ยนแปลงจ�ำนวนเชื้อก่อโรคและปริมาณกรดแลคติก (%) ในแหนมไก่

ชุดควบคุม คือ แหนมที่เติมเชื้อก่อโรคแต่ละสายพันธุ์ ชุดทดสอบ คือ แหนมที่เติมเชื้อ L. plantarum (AP1) 
ผสมกับเชื้อก่อโรคแต่ละสายพันธุ์
ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนเชื้อ/กรดแลคติก ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จากการทดลอง 3 ซ�้ำ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กในแนวนอนท่ีต่างกันคือ ค่าที่ได้ในชุดควบคุมและชุดทดสอบแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ในแนวตั้งที่ต่างกันคือ ค่าที่ได้ในแต่ละช่วงเวลาที่ทดสอบแตกต่างกัน 
อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ

เชื้อก่อโรค
เวลา

(ชั่วโมง)

จ�ำนวนเชื้อก่อโรค

(log CFU/g)

กรดแลคติก

(%)

ชุดควบคุม ชุดควบคุมชุดทดสอบ ชุดทดสอบ

5.78±0.77aA

4.78±0.28bB

4.39±0.69bB

4.20±0.62bB

6.27±0.10aA

5.49±0.06bB

5.34±0.06bB

5.21±0.65bB

0.47±0.03aA

0.60±0.08aA

0.72±0.12aA

1.40±0.04aA

0.51±0.08aA

0.62±0.05aA

0.75±0.03aA

1.45±0.05aA

6.02±0.05aB

8.15±0.10aA

8.13±0.07aA

7.98±0.07aA

6.17±0.02aB

8.16±0.06aA

8.28±0.00aA

8.17±0.07aA

0.13±0.03aA

0.17±0.09aA

0.20±0.05aA

0.31±0.04bA

0.15±0.02aA

0.22±0.07aA

0.25±0.03aA

0.36±0.05bA

0

24

48

72

0

24

48

72

S. aureus

S. Typhimurium
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	 2.	 การสร้างสารยบัยัง้เชือ้ก่อโรคในอาหารเหลวโดยวธิกีารเพาะเลีย้งร่วมกนั

	 	 การทดสอบความสามารถของเช้ือ L. plantarum (AP1 และ AP2) ในการยับย้ัง

การเจริญเติบโตของเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhimurium ATCC 1331 พบว่า 

เชื้อ L. plantarum (AP1) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคท้ังสองชนิดได้ดีกว่า  

L. plantarum (AP2) เนื่องจากเชื้อ L. plantarum (AP1) อาจมียีนในการควบคุมการสร้างสาร

ยับยั้งได้หลากหลายชนิดและมีประสิทธิภาพในการยับย้ังท่ีดี ซ่ึงฤทธิ์ในการยับย้ังเช้ือก่อโรค 

เกิดจากการสร้างกรดแลคติกผ่านกระบวนการ Embden-Meyerhof Pathway (EMP) 

(Vandenplas et al., 2015) เชื้อ L. plantarum (AP1) สามารถยับย้ังเช้ือ S. aureus ATCC 

25923 ได้ดีกว่าเชื้อ S. Typhimurium ATCC 1331 เนื่องจากเชื้อ S. Typhimurium ATCC 

1331 ม ีouter membrane ช่วยในการป้องกนัอนัตรายทีจ่ะเกดิขึน้กบัเชือ้ (Tejero-Sarina et al.,  

2012) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Nuphet et al. (2004) ท�ำแยกเช้ือ Lactobacillus spp.  

จากแหนมน�ำมาใช้ในการยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 25923 และ E.coli ATCC 25922  

โดยวธิกีารเพาะเลีย้งร่วมกนั พบว่า เชือ้ Lactobacillus spp. สามารถยับย้ังเช้ือก่อโรคได้ 80-100% 

	 3.	 การเปลี่ยนแปลงจ�ำนวนเชื้อก่อโรคและปริมาณกรดแลคติกในแหนมไก่

	 	 จากการทดสอบการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยวิธี agar spot และเพาะเลี้ยงร่วมกัน 

พบว่า เชื้อ L. plantarum (AP1) มีฤทธิ์ในการยับย้ังเช้ือก่อโรคท่ีดีจึงน�ำมาประยุกต์ใช้เป็น 

หัวเชื้อในแหนมไก่ที่หมักนานเป็นเวลา 72 ชั่วโมง โดยที่เชื้อ L. plantarum (AP1) สามารถ

ยับยั้งเชื้อ S. aureus ATCC 25923 ได้ดีกว่าเชื้อ S. Typhimurium ATCC 1331 และกรด 

แลคติกมีการสร้างในปริมาณที่มากกว่าชุดควบคุม มีกลไกการท�ำลายเชื้อก่อโรคโดยในสภาวะ 

ที่พีเอชลดลง กรดแลคติกอยู่ในรูปโมเลกุลท่ีไม่แตกตัว จากน้ันโปรตอนจะออกมาท�ำให้เซลล ์

สูญเสียพลังงาน ATP เมื่อมีปริมาณโปรตอนมากเกินไปจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงพีเอช

ภายในเซลล์ มีผลต่อการท�ำงานของเอนไซม์ เยื่อหุ้มเซลล์ การล�ำเลียงสารอาหาร กิจกรรม 

แมทาบอลิซึม และเซลล์ตายในที่สุด (Vandenplas et al., 2015) นอกจากนี้ยังอาจเกิดจาก 

ส่วนผสมในแหนมไก่ คือ กระเทียมมีสารอัลลิซิน (allicin) ท่ีช่วยในการยับยั้งเช้ือก่อโรค 

(Swetwiwathana & Visessanguan, 2015; Vandenplas et al., 2015) สอดคล้องกบังานวจิยัของ  

Swetwiwathana et al. (2007) แยกเชือ้ Pediococcus pentosaceus จากแหนมสามารถยบัยัง้เชือ้  

Salmonella anatum ทีป่นเป้ือนในแหนมได้ด ีและงานวจิยัของ Kingcha et al. (2012) แยกเชือ้  

Pediococcus pentosaceus BCC 3772 จากแหนมหมมูายบัยัง้เชือ้ Listeria monocytogenes  

โดยท�ำให้จ�ำนวนเชื้อก่อโรคในแหนมลดลง 3.2 log CFU/g ภายในเวลา 72 ช่ัวโมง นอกจากน้ี  

L. plantarum (AP1) ที่แยกมาจากอุจจาระของคนท่ีมีสุขภาพดีสามารถน�ำมาประยุกต์ใช้เป็น 

หัวเชื้อในการผลิตแหนมไก่และเมื่อบริโภคเข้าสู่ร่างกายคน เชื้อนี้มีแนวโน้มที่จะเกาะติดใน 

ล�ำไส้และรอดชีวิตได้สูง ส่งผลดีต่อสุขภาพของผู ้บริโภคในการคงไว้หรือช่วยปรับสภาพ 
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ความสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร และควรมีการน�ำหัวเชื้อ L. plantarum (AP1) 

ไปประยุกต์ใช้ในการหมักแหนมชนิดอื่นๆ เช่น แหนมปลา แหนมหมู เป็นต้น ซึ่งจะท�ำให้เกิด

ความหลากหลายของผลิตภัณฑ์มากขึ้น

	 จากการทดลองสรุปได้ว่าการทดสอบโดยวิธี agar spot เชื้อ L. plantarum (AP1 

และ AP2) มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus ATCC 25923 และ  

S. Typhimurium ATCC 13311 ในสภาวะที่ไม่จ�ำกัดการสร้างสารยับยั้งได้ดีกว่าสภาวะที่จ�ำกัด 

การสร้างสารยับยั้ง การทดสอบโดยวิธีเพาะเลี้ยงร่วมกันพบว่า เชื้อ L. plantarum (AP1)  

สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคทั้ง 2 สายพันธุ์ได้ดีกว่าเช้ือ L. plantarum (AP2)  

ที่เวลา 24 ชั่วโมง และเมื่อทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคทั้ง 2 สายพันธุ์ 

ในแหนมไก่ พบว่า เชื้อ L. plantarum (AP1) สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus 

ATCC 25923 ได้ดีกว่าเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง 
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