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บทคดัย่อ 
 

Enterococcus faecium PDN-Ta10 เป็นแบคทีเรียแลกติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการ
เติบโตของเช้ือ Listeria monocytogenes DMST17303 ได ้ในงานวิจยัน้ีศึกษาถึงการเติบโตของเช้ือ E. faecium PDN-
Ta10 และกิจกรรมของสารแบคเทอริโอซินในอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปทางการคา้ 4 ชนิด คือ APT broth, BHI broth, 
M17 broth และ MRS broth และอาหารธรรมชาติ ไดแ้ก่  น ้ ามะพร้าว และถัว่เหลืองบดผสมโมลาส พบว่า เช้ือ E. 
faecium PDN-Ta10 เติบโตและสร้างสารแบคเทอริโอซินไดดี้ท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปทางการคา้ คือ MRS 
broth และอาหารธรรมชาติ คือ น ้ ามะพร้าว โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ L. monocytogenes DMST17303 เป็น 
5,020 AU/ml และ 1,280 AU/ml ตามล าดบั โดยค่า pH เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ และอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซิน คือ 6.0 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือ 14 ชัว่โมง เม่ือท าการ
เล้ียงเช้ือในอาหาร MRS สูตรดดัแปลงเพ่ือศึกษาแหล่งไนโตรเจน 4 ชนิด คือ beef extract, peptone, yeast extract 
และ tryptone ท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน พบว่า เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 สร้างสารแบคเทอริ
โอซินไดดี้ท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS สูตรดดัแปลงท่ีเสริมดว้ยแหล่งไนโตรเจน คือ tryptone ร้อยละ 3 โดยมีค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งเป็น 2,560 AU/ml และเม่ือเสริมดว้ยแหล่งคาร์บอน 4 ชนิด คือ fructose, lactose, maltose และ 
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mannose พบว่าน ้ าตาลทั้ง 4 ชนิด ไม่ท าใหเ้ช้ือมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเพ่ิมข้ึน และเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 มีค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารน ้ ามะพร้าวท่ีเสริมดว้ย tryptone ร้อยละ 3 และ mannose ร้อยละ 3 เป็น 
2,560 AU/ml 
 

ค าส าคัญ: Enterococcus faecium PDN-Ta10, Listeria monocytogenes DMST17303, สารแบคเทอริโอซิน, ปลาดุกร้า 
 

ABSTRACT 
 

Enterococcus faecium PDN-Ta10 is lactic acid bacteria (LAB) which has bacteriocin like activity against 
L. monocytogenes DMST17303. This research aimed to study the growth phase and bacteriocin production of E. 
faecium PDN-Ta10 in 4 commercial culture media (APT broth, BHI broth, M17 broth and MRS broth) and 2 
types of natural media (coconut water broth and soy flour with molasses broth). The maximum growth and 
bacteriocin production were observed when E. faecium PDN-Ta10 was cultured in MRS broth and coconut water 
broth with bacteriocin activity of 5,020 AU/ml and 1,280 AU/ml, respectively. The optimum initial pH and 
temperature for bacteriocin production by E. faecium PDN-Ta10 were pH 6.0 and 35 C, respectively after 14 h 
of incubation. Four nitrogen sources including beef extract, peptone, yeast extract and tryptone were used as the 
sole nitrogen source in MRS broth to optimize the production of bacteriocin. The results showed that maximal 
bacteriocin production (2,560 AU/ml) was recorded in the presence of 3% tryptone. Bacteriocin production was 
not stimulated by the addition of 4 carbon sources (fructose, lactose, maltose and mannose). E. faecium PDN-
Ta10 showed bacteriocin activity of 2,560 AU/ml in coconut water supplemented with 3% tryptone and 3% 
mannose. 
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บทน า 
แบคทีเรียแลกติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียแกรม

บวก ไม่สร้างสปอร์ เติบโตไดใ้นท่ีไม่มีออกซิเจน หรือ 
เติบโตได้ทั้ งในท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน มี
รูปร่างกลมหรือแท่ง สามารถผลิตกรดแลกติกเป็น
ผลิตภณัฑห์ลกัจากกระบวนการหมกัน ้าตาล (Quinto 
et al., 2014) สกุลของแบคทีเรียท่ีจดัอยู่ในกลุ่มของ
แบคทีเรียแลกติกท่ีจดัโดย Bergey’s manual of 
systematic bacteriology ประกอบดว้ย Aerococcus 
Lactobacillus Leuconostoc Pediococcus และ 

Streptococcus (Sneath et al., 1986) ต่อมาไดจ้ดัให้
แบคทีเรียสกุลต่อไปน้ีเป็นแบคทีเรียแลกติก ไดแ้ก่ 
Aerococcus Carnobacterium  Enterococcus Lactobacillus  
Lactococcus Leuconostoc  Oenococcus Pediococcus 
Streptococcus  Tetragenococcus  Vagococcus และ 
Weissella (Axelsson, 2004) แบคทีเรียแลกติกมีบทบาท 
ในการผลิตผลิตภณัฑอ์าหารหมกัหลายชนิด ในทวีป
เอเชียมีการแบ่งกลุ่มอาหารหมกัเป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ 
ผ ลิตภัณฑ์ถั่ว เห ลืองหมัก  ผ ลิตภัณฑ์ปลาหมัก 
ผลิตภณัฑผ์กัดอง ผลิตภณัฑแ์ป้งหมกั และผลิตภณัฑ์
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เค ร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์โดยพบว่าในทุกกลุ่มของ
ผลิตภณัฑมี์เช้ือแบคทีเรียแลกติกเขา้ไปเก่ียวขอ้งทั้ง
ในแง่ท่ีเป็นประโยชน์ และเป็นโทษ (Rhee et al., 
2011) ส่ิงท่ีท าให้แบคทีเรียแลกติกมีความส าคญัใน
การผลิตอาหารหมัก คือ แบคทีเรียชนิดน้ีท าให้
ผลิตภณัฑอ์าหารหมกัมีอายุการเก็บท่ียาวนานข้ึนเม่ือ
เทียบกบัวตัถุดิบ โดยพบว่าแบคทีเรียแลกติกสามารถ
สร้างสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ส าคญั คือ กรดแลกติกท่ีท า
ให้ค่า pH ของอาหารลดลง นอกจากน้ีแบคทีเรีย 
แลกติกยงัสร้างสารยบัย ั้งอ่ืนๆ อีก เช่น ไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ ไดอะซิติล และแบคเทอริโอซิน (De 
Vuyst and Vandamme, 1994; Atrih et al., 2001; 
Messens and De Vuyst, 2002) แบคเทอริโอซินเป็น
สารเปปไทด์หรือโปรตีนท่ีผลิตจากไรโบโซม (Jack 
et al., 1995) และมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเติบโตของ
แบคทีเรียอ่ืนท่ีมีสายพันธ์ุใกลเ้คียงกับแบคทีเรียท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซิน (Klaenhammer, 1993) หรือ
สามารถยบัย ั้งการเติบโตของแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืน
ไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวก (Coventry et al., 1997; 
Ennahar et al., 2000; Garneau et al., 2002 ) หรือ
แบคทีเรียแกรมลบ (Ko and Ahn, 2000; Messi et al., 
2001; Caridi, 2002) โดยแบคเทอริโอซินท่ีสร้างข้ึน
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ท่ีผลิต แบคเทอริโอซินสร้างได้
จากทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ 
โดยพบว่าในกลุ่มของแบคทีเ รียแกรมบวกนั้ น
แบคทีเรียแลกติกจดัเป็นเช้ือกลุ่มใหญ่ท่ีสามารถผลิต
สารแบคเทอริโอซินและมีการน าไปใชใ้นอาหารได ้
เ น่ืองจากแบคทีเ รียแลกติกได้รับการยอมรับว่า
สามารถบ ริ โภคได้อย่ า งปลอดภัย  (Generally 
Recognized as Safe-GRAS) (Savadogo et al., 2004; 
Widyastuti et al., 2014) 

Listeria monocytogenes เป็นเช้ือแบคทีเรีย
แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ เซลลมี์ขนาดเลก็ เติบโตได้
ทั้ งในท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน หรือชอบ

ออกซิเจนน้อยๆ และก่อให้เกิดโรคลิสเทอริโอซิส 
(Listeriosis) ในคนและสัตว ์(Ryser and Marth, 
1991) ส าหรับในคนพบว่าการเกิดโรคลิสเทอริโอซิส 
โดยทั่วไปแล้วจะเกิดเฉพาะกับคนท่ีมีภูมิคุ ้มกัน
บกพร่อง หญิงมีครรภ์ ทารกในท้อง และผูสู้งอายุ
เท่านั้น ซ่ึงผูป่้วยท่ีเป็นโรคลิสเทอริโอซิสนั้นเกิดจาก
สารพิษประเภทเอนเทอโรทอกซิน (Enterotoxin) ท่ี
สร้างจากเช้ือ L. monocytogenes โดยจะมีอาการ
แตกต่างกนัไป เช่น โลหิตเป็นพิษ วิงเวียนศีรษะ เยื่อ
หุม้สมองอกัเสบ เป็นไขแ้ละอาเจียน ท าใหเ้กิดอาการ
แทง้ในหญิงมีครรภ ์เป็นตน้ แต่เดิมเช่ือว่าการติดโรค
น้ีเกิดจากการสมัผสักบัสตัวท่ี์เป็นพาหะ แต่ต่อมาไดมี้
การคน้พบวา่มีการตรวจพบเช้ือในอาหารประเภทนม 
ผกัและเน้ือสัตว ์จึงท าใหท้ราบว่าเช้ือ L. monocytogenes 
สามารถติดต่อทางอาหารได ้(foodborne pathogen) 
ดงันั้นหากมีการปนเป้ือนแบคทีเรีย L. monocytogenes 
ในอาหารย่อมท า ให้ เ กิดผลเ สีย ต่ า งๆ  ตามมา 
(Chanwitayanuchit, 2010) ดว้ยเหตุน้ีการศึกษาการ
เพ่ิมการผลิตสารแบคเทอริโอซินโดยเช้ือแบคทีเรีย
แลกติก Enterococcus faecium PDN-Ta10 ท่ีแยก
ไดจ้ากปลาดุกร้าเพื่อยบัย ั้งเช้ือ L. monocytogenes 
จึงเป็นแนวทางหน่ึงท่ีจะลดการปนเป้ือนของเช้ือ
ก่อโรคในอาหารโดยไม่ใช้สารเคมีได ้

แบคทีเรียแลกติกเป็นเช้ือกลุ่มท่ีต้องการ
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความอุดมสมบูรณ์มากในการ
เติบโต ดงันั้นเพ่ือท่ีจะเล้ียงเช้ือใหไ้ดป้ริมาณเซลลสู์ง 
และมีการสร้างสารต่างๆ ท่ีตอ้งการไดสู้ง จึงตอ้งมี
การพฒันาใหไ้ดสู้ตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพ
เอ้ือต่อการผลิตมวลเซลล์ของแบคทีเรียแลกติก 
ส าหรับองค์ประกอบต่างๆ ในอาหารนั้นพบว่าการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกต่าง
ชนิดกนัก็จะมีความสามารถในการผลิตท่ีแตกต่างกนั 
นอกจากน้ี  อุณหภูมิ และค่า pH เร่ิมตน้ของอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมในการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
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ของแบคทีเรียแลกติกต่างชนิดกนัจะมีความแตกต่าง
กนัไปดว้ย (Yunchalard and Nontasen, 2011) งานวิจยัน้ี 
จึงไดท้ าการศึกษาการเพ่ิมการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
จากเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 ในอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิดต่างๆ และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ผ ล ิต ส า ร แ บ ค เ ท อ ร ิ โ อ ซ ิน  เ พื ่อ ย บั ย ั ้ง เ ชื ้อ  
L. monocytogenes DMST 17303 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1. การผลติสารแบคเทอริโอซินในอาหารเลีย้งเช้ือ
ชนิดต่างๆ 
   1.1 การเตรียมแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตสารแบคเทอ
ริโอซิน 
         ถ่ายเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย 
แลกติกท่ีแยกไดจ้ากปลาดุกร้า ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
จาก glycerol stock ลงในอาหาร MRS broth 
ปริมาตร  4  ม ิลล ิล ิตร  บ ่ม ที ่อ ุณหภ ูม ิ 35 องศ า
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นดูดเช้ือ 100 
ไมโครลิตร ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
14 ชัว่โมง จากนั้นดูดเช้ือ 10 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีต้องการทดสอบการผลิตสารแบคเทอริ
โอซินปริมาตร 500 มิลลิลิตร (2 % inoculums; v/v) 
โดยชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชมี้ดงัน้ี 
         อาหารส าเร็จรูป ได้แก่ อาหารเล้ียงเช้ือ APT 
broth ยี่ห้อ : Fluka อาหารเล้ียงเช้ือ Brain Heart 
Infusion Broth (BHI broth) ยี่หอ้ : Fluka อาหารเล้ียง
เช้ือ Lactobacillus MRS Broth (MRS broth) ยี่หอ้ : 
Himedia และอาหารเล้ียงเช้ือ M17 broth ยี่ห้อ : 
Himedia 
         อาหารธรรมชาติ ได้แก่ อาหารน ้ ามะพร้าว มี
ส่วนประกอบ คือ น ้ามะพร้าว (น ้ามะพร้าวแก่ และน ้า
มะพร้าวอ่อน) 1000 มิลลิ ลิตร   Peptone 10 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม Tween 80 1 กรัม Ammonium 

sulphate 2 กรัม Sodium acetate  5 กรัม (Hongeak et 
al., 2009) และ อาหารถัว่เหลืองบดผสมโมลาส มี
ส่วนประกอบ คือ ถัว่เหลืองบดร้อยละ 10 และ โมลาส 
ร้อยละ 2, 4, 6, 8, 10 โดยอตัราส่วนจะเปล่ียนแปลง
เฉพาะโมลาส ส่วนถัว่เหลืองบดไม่เปล่ียนแปลง 
   1.2 การเตรียมแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ 
         ถ ่า ย เ ชื ้อ  L.  monocytogenes DMST17303 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร จาก Glycerol stock ลงใน
อาหาร Nutrient broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนั้นด ูด เ ชื ้อ  100 ไมโครล ิตร  ลงในอาหาร 
Nutrient broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง จากนั้นดูด
เช้ือ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient 
soft agar 4 มิลลิลิตร 
   1.3 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ดว้ยวิธี agar well diffusion 
         น าเช้ือแบคทีเรีย E. faecium PDN-Ta10 ท่ีเล้ียง
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีต้องการทดสอบการผลิตสาร 
แบคเทอริโอซิน บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เก็บ
ตวัอย่างทุก 2 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไปศึกษา
ความหนาแน่นของเซลล ์โดยวดัค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 660 นาโนเมตร และหาประสิทธิภาพการยบัย ั้ง
เช้ือ L. monocytogenes DMST 17303 โดยหมุนแยก
เซลลอ์อกโดยใชค้วามเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 15 
นาที  น าส่วนใสไปปรับ pH ให้เป็นกลาง (โดยใช ้1 
N NaOH) จากนั้นดูดส่วนใสปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ใส่ลงหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตรใน
อาหารเล้ียงเช้ือ Nutrient agar ปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
ท่ี เททับด้วย เ ช้ือแบคทีเ รีย  L.  monocytogenes 
DMST17303 จากข้อ 1.2 บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง รายงานผลเป็นค่า 
Arbitary Unit/ml (AU/ml) โดยน าส่วนใส มาท า 2 
fold dilution ตรวจสอบผลการยบัย ั้งเช้ืออินดิเคเตอร์
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ของสารแบคเทอริโอซินโดยดูจากระดบัความเจือจาง
สุดทา้ยท่ีท าใหเ้กิดวงใสในการยบัย ั้งเช้ืออินดิเคเตอร์ 

(Srionnual et al., 2007) 

 

กิจกรรมการยบัย ั้ง  =  1,000 ×  ความเจือจางสุดทา้ยท่ีท าใหเ้กิดวงใสในการยบัย ั้งเช้ืออินดิเคเตอร์ 
     (AU/ml)                                                                       100 
 

2. ศึกษา pH เร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเช้ือและอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมในการผลติสารแบคเทอริโอซิน 
 เ ลี้ย ง เ ชื ้อแบคทีเ รียแลกติก  E.  faecium 
PDN-Ta10 ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 (2% inoculums; 
v/v) ในอาหารเล้ียงเช้ือที่แบคทีเรียแลกติกสามารถ
สร้างสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดปริมาตร 500 
มิลลิลิตร โดยปรับ pH เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือ
เป็น 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 (Todorov and Dicks, 
2006) และเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 20, 25, 30, 35, 37, 40 
และ 45 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างทุก 2 ชัว่โมง 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไปศึกษาความหนาแน่นของ
เซลล ์โดยวดัค่าดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร (OD 
660 nm) และหาประสิทธิภาพการยบัย ั้ง เชื้อ
แ บ ค ท ีเ ร ีย อ ิน ด ิเ ค เ ต อ ร ์ L.  monocytogenes 
DMST17303 โดยวิธี agar well diffusion และ
รายงานผลการยบัย ั้งในหน่วย Arbitary Unit/ml 
3. ศึกษาแหล่งของสารคาร์บอน และ สารไนโตรเจนที่
เหมาะสมต่อการผลติสารแบคเทอริโอซิน 
 ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติก E. faecium PDN-
Ta10 ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 (2% inoculums; v/v) 
ในสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแบคทีเรียแลกติกสามารถ
สร้างสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดปริมาตร  500 
มิลลิลิตร(โดยมีการดดัแปลงใหเ้ป็นสูตรอาหาร
พ้ืนฐานท่ีมีส่วนผสมทุกอย่างเหมือนอาหารเล้ียงเช้ือ
ทางการคา้แต่ไม่มีสารอินทรีย ์และน ้ าตาล) เสริม
ดว้ยแหล่งไนโตรเจน คือ Tryptone, Meat extract, 
Yeast extract และ Peptone (ร้อยละ 0.1, 1.0, 2.0 
และ 3.0 w/v) และแหล่งคาร์บอน คือ น ้ าตาล 

Fructose, Lactose, Maltose และ Mannose (ร้อยละ
0.1, 1.0, 2.0 และ 3.0 w/v) ปรับ pH และบ่มท่ี
อุณหภูมิท่ีเช้ือสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินได้
สูงสุด เก็บตวัอย่างท่ีชัว่โมงท่ีเช้ือสามารถสร้างสาร
แบคเทอริโอซินไดสู้งสุด ไปศึกษาความหนาแน่น
ของเซลล ์โดยวดัค่าดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 
และหาประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียอินดิเค
เตอร์ L. monocytogenes DMST17303 โดยวิธี agar 
well diffusion และรายงานผลการยบัย ั้งในหน่วย 
Arbitary Unit/ml และท าการเสริมแหล่งของสาร
คาร์บอน และ สารไนโตรเจนท่ีท าให้เช้ือแบคทีเรีย
แลกติก E. faecium PDN-Ta10 ผลิตสารแบคเทอริ
โอซินได้สูงสุดในอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปลงใน
อาหารสูตรธรรมชาติ บ่มที่อุณหภูมิที่เ ช้ือสามารถ
สร้างสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุด และเก็บตวัอย่าง
ท่ีชัว่โมงท่ีเช้ือสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินได้
สูงสุด ไปศึกษาความหนาแน่นของเซลล ์โดยวดัค่า
ดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร และหาประสิทธิภาพ
ก า ร ย บั ย ั ้ง เ ชื ้อ แ บ ค ท ีเ ร ีย อ ิน ด ิเ ค เ ต อ ร ์ L. 
monocytogenes DMST17303 โดยวิธี agar well 
diffusion และรายงานผลการยบัย ั้งในหน่วย 
Arbitary Unit/ml 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
 เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 ท่ีใชใ้นงานวิจยั
น้ีเป็นเช้ือแบคทีเรียแลกติกท่ีแยกได้จากปลาดุกร้า 
และสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินท่ีมีฤทธ์ิในการ
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ยบัย ั้งเช้ือก่อโรค L. monocytogenes DMST17303 
(Srionnual and Mahae, 2013) 

แบคเทอริโอซินมีปริมาณเพ่ิมข้ึนตามการ
เติบโตของเซลลแ์บคทีเรียท่ีสร้าง โดยเฉพาะแบคเทอ
ริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียแลกติก ดงันั้น ชนิดของ
อาหารเ ล้ียง เ ช้ือ  และสภาวะในการเ ติบโตจึงมี
ความส าคัญต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน ซ่ึง
พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมจะเป็นอาหารท่ีมี
องคป์ระกอบท่ีซบัซอ้น เช่น APT  BHI  MRS และ 
M17 เป็นตน้ โดยในการผลิตแบคเทอริโอซินจะตอ้ง
ค านึงถึงแหล่งและปริมาณสารคาร์บอน ปริมาณ
ไนโตรเจน ปริมาณฟอสเฟต และสารลดแรงตึงผิว
ต่างๆ ท่ีเป็นองค์ประกอบในอาหารเล้ียงเช้ือ โดย
พบวา่ปัจจยัท่ีจะส่งผลต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 

ของแบคทีเรียแลกติกมาก คือ สารคาร์บอน และสาร
ไนโตรเจน 

การทดลองเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลกติก E. 
faecium PDN-Ta10 ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว APT 
BHI MRS และ M17 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงดังภาพท่ี 1 
พบวา่เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 มีการเติบโตไดดี้ใน
อาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 4 ชนิด โดยมีค่าความหนาแน่น
ของเซลลใ์กลเ้คียงกนั (OD 660 nm = 0.7 - 0.9 ใน
ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ 24 ชัว่โมง) และพบว่าเช้ือ E. 
faecium PDN-Ta10 สามารถผลิตสารแบคเทอริ
โอซินไดสู้งในอาหารเล้ียงเช้ือ BHI และ MRS (ภาพ
ท่ี 1b และ c) โดยมีค่าการผลิตสารแบคเทอริโอซิน
เท่ากบั 5,020 AU/ml. ในชัว่โมงท่ี 14 ของการเล้ียงเช้ือ 

 

 
 

ภาพที่ 1  การเติบโตและผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ E. faecium PDN-Ta10ในอาหารเล้ียงเช้ือทางการคา้ 
 

เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือส าหรับแบคทีเรีย
แลกติก ท่ีผลิตจ าหน่ายทางการคา้มกัมีราคาแพง เม่ือ
เทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช้ส าหรับแบคทีเรียทัว่ๆ 
ไป การผลิตสารแบคทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก 
จึงมีตน้ทุนค่อนขา้งสูงถา้มีการใชอ้าหารส าเร็จรูปทาง

การคา้ในการเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิตแบคเทอริโอซิน แต่
การหาแหล่งอาหารท่ีมีราคาถูกมาใชใ้นการผลิตตอ้ง
ค านึงถึงปริมาณสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเติบโต 
และปริมาณสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดจ้ากอาหาร
นั้น และในอาหารนั้นตอ้งไม่มีสารพิษท่ีเป็นอนัตราย
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ต่อเช้ือแบคทีเรียแลกติก ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงไดท้ าการ
ทดลองใชอ้าหารน ้ามะพร้าวและอาหารถัว่เหลืองบด
ผสมโมลาสมาใช้เป็นอาหารส าหรับเล้ียงเช้ือ E. 
faecium PDN-Ta10 เพ่ือลดค่าใชจ่้ายของอาหารเล้ียง
เช้ือ 

จากการทดลองเล้ียงเช้ือ E. faecium PDN-
Ta10 ในอาหารธรรมชาติ ไดแ้ก่ น ้ ามะพร้าวแก่  น ้ า
มะพร้าวอ่อน และอาหารถัว่เหลืองบดร้อยละ 10 ผสม
โมลาสร้อยละ 2 - 10 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เก็บตวัอย่างท่ีเวลา 12, 14 และ 16 ชั่วโมง เน่ืองจาก
เป็นช่วงเวลาท่ีพบว่าเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 ผลิต
สารแบคเทอริโอซินได้สูง พบว่า เช้ือE. faecium 
PDN-Ta10 ผลิตสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดใน
อาหารน ้ามะพร้าวแก่  และในอาหารถัว่เหลืองบดร้อย
ละ 10 ท่ีมีโมลาสร้อยละ 6 (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) จึงได้
คดัเลือกอาหาร 2 สูตรดงักล่าวไปศึกษากิจกรรมการ
ยบัย ั้งโดยแบคเทอริโอซินจากเช้ือ E. faecium PDN-
Ta10 ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 - 24 ต่อไป 

เ ม่ือท าการทดลองเ ล้ียงเ ช้ือ  E.  faecium 
PDN-Ta10 ในอาหารน ้ ามะพร้าวแก่ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ35 องศาเซลเซียส พบว่าเช้ือ E. 
faecium PDN-Ta10 มีการผลิตสารแบคเทอริโอซิน
ดว้ยค่าสูงสุด เท่ากบั 1,280 AU/ml ในชัว่โมงท่ี 14 
(ภาพท่ี 2a) ในขณะท่ีเม่ือท าการทดลองเล้ียงเช้ือ E. 
faecium PDN-Ta10 ในอาหารถัว่เหลืองบดร้อยละ 10 

ผสมโมลาส ร้อยละ 6 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส พบวา่เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 มี
การผลิตสารแบคเทอริโอซินดว้ยค่าสูงสุด เท่ากบั 160 
AU/ml ในชัว่โมงท่ี 22 (ภาพท่ี 2b) 

ส าหรับน ้ามะพร้าวจดัเป็นแหล่งอาหารราคา
ถูกท่ีสามารถน ามาใช้ส าหรับการผลิตแบคเทอริ
โอซินได ้เน่ืองจากในน ้ ามะพร้าวมีสารอาหารต่างๆ 
ท่ีจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ในการเติบโตได้ โดย
พบวา่น ้ามะพร้าวแก่มีสารอาหารต่างๆ รวมทั้งน ้ าตาล
รีดิวซ่ิงมากกว่าในน ้ ามะพร้าวอ่อน (Krishnankutty, 
1987) และจากการทดลองของ Hongeak et al. (2009) 
พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติก Pediococcus acicilactici 
CP7-3 และ Weissella confusa CP3-1 มีการสร้างสาร
แบคเทอริโอซินท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ
ไดดี้เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารสูตรน ้ามะพร้าวส าหรับใน
อาหารถัว่เหลืองบดร้อยละ 10 ผสมโมลาสร้อยละ 6 
พบวา่เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 สามารถเติบโตและ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินไดน้อ้ยอาจเน่ืองมาจากเช้ือ 
E. faecium PDN-Ta10 มีความตอ้งการสารอาหารท่ี
เฉพาะเจาะจง (specific nutrients) ส าหรับการเติบโต 
เช่นเดียวกบัการทดลองของ Todorov and Dicks (2007) 
ท่ีพบว่าเช้ือ Lactobacillus pentosus ST712BZ มีการ
เติบโตและผลิตสารแบคเทอริโอซินไดน้อ้ยมากเม่ือ
เล้ียงเช้ือในอาหารนมถัว่เหลืองและโมลาสร้อยละ 10 
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ภาพที่ 2  การเติบโตและผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ E. faecium PDN-Ta10ในอาหารน ้ามะพร้าวแก่ (a) และ 
อาหารถัว่เหลืองบดร้อยละ 10 ผสมโมลาสร้อยละ 6 (b) 

 
เน่ืองจากงานวิจยัส่วนใหญ่พบว่าการผลิต

สารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกนั้นข้ึนอยู่
กบัการเติบโตของเช้ือท่ีผลิต โดยเม่ือการเติบโตของ
แบคทีเรียแลกติกเพ่ิมข้ึน ก็จะสร้างสารแบคเทอริ
โอซินท่ีมีค่าการยบัย ั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร์สูงข้ึน
เช่นกนั (Parente and Ricicardi, 1999) ดงันั้นสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการเติบโตของเช้ือจะส่งผลให้การผลิต
สารแบคเทอริโอซินมีปริมาณมากสุดดว้ย และจากผล
การทดลองท่ีไดข้า้งตน้ทางผูว้ิจยัจึงไดค้ดัเลือกอาหาร
ส าเร็จรูป คือ อาหารเล้ียงเช้ือ MRS เน่ืองจากมีราคา
ถูกกว่าอาหารเล้ียงเช้ือ BHI และแหล่งอาหาร
ธรรมชาติ คือ น ้ ามะพร้าวแก่ เป็นอาหารส าหรับ
ศึกษา pH อุณหภูมิ และองคป์ระกอบของอาหารเล้ียง

เช้ือท่ีมีผลต่อการเพ่ิมการผลิตแบคเทอริโอซินโดย
เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 

จากการศึกษาผลของค่า pH และอุณหภูมิ  ท่ี
มีผลต่อการเพ่ิมการผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ
แบคทีเรียแลกติก E. faecium PDN-Ta10 เม่ือเล้ียงใน
อาหาร MRS broth พบว่าแบคทีเรียแลกติก E. 
faecium PDN-Ta10 สร้างสารแบคเทอริโอซินได้
สูงสุดในช่วงชัว่โมงท่ี 14 ของการเล้ียงเช้ือในอาหาร
ส าเร็จรูป MRS ในทุกค่า pH ท่ีท าการทดลอง คือ pH 
4.5 5.0 5.5 6.0 และ 6.5 อุณหภูมิในการเพาะเล้ียง 35 
องศาเซลเซียส โดยเช้ือมีกิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรีย 
L. monocytogenes DMST17303 ไดสู้งสุดเป็น 1,280 
AU/ml (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่ 3  การเติบโตและผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ E. faecium PDN-Ta10ในอาหาร MRS broth ท่ี pH  
 และอุณหภูมิต่างๆ  

 
เม่ือท าการทดลองเล้ียงเช้ือ E. faecium PDN-

Ta10 ในอาหารน ้ามะพร้าวแก่ พบว่าเช้ือ E. faecium 
PDN-Ta10 มี กิ จ ก ร รมกา ร ยับ ย ั้ ง แ บค ที เ รี ย  L. 
monocytogenes DMST17303 ไดสู้งสุดเป็น 1,280 
AU/ml ท่ีอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง 35 องศาเซลเซียส 
ท่ีทุกค่า pH ท่ีท าการทดลอง (ภาพท่ี 4) แต่ท่ีค่า pH 
6.0 เช้ือจะมีค่าความหนาแน่นของเซลลท่ี์ค่า OD 660 
nm มากท่ีสุด (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) และจะเห็นไดว้่า
เช้ือ E.  faecium PDN-Ta10 เ ร่ิมมีการผลิตสาร 
แบคเทอริโอซินในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ตั้ งแต่
ชั่วโมงท่ี 2 ของการบ่มเช้ือ แต่จะเร่ิมผลิตสารแบ
คเทอริโอซินในอาหารน ้ ามะพร้าวแก่ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 
10 ของการบ่มเช้ือ อาจเน่ืองมาจากเช้ือแบคทีเรียแลก
ติกสามารถเติบโตในอาหาร MRS ไดเ้ร็วกว่าอาหาร

น ้ามะพร้าว เช่นเดียวกบัการทดลองของ Hongeak et 
al. (2009) ท่ีพบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติก Pediococcus 
acidilactici CP7-3 เติบโตไดเ้ร็วในอาหาร MRS 
broth แต่เติบโตไดช้า้ในอาหารน ้ ามะพร้าวโดยมีค่า 
Specific growth rate (μ) เท่ากบั 0.62 h-1 และ 0.39 h-

1
 ตามล าดบั ส าหรับอุณหภูมิ และ pH ท่ีเหมาะสมใน
การผลิตสารแบคเทอริโอซินในอาหารส าเร็จรูป และ
อาหารธรรมชาติโดยเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 มี
ความสอดคลอ้งกบัการผลิตสารแบคเทอริโอซินจาก
เช้ือ E. faecium สายพนัธ์ุอ่ืนๆ หลายสายพนัธ์ุ เช่น 
จากการทดลองของ  Kang and Lee (2005) พบว่าเช้ือ 
E. faecium GM-1    ท่ีแยกไดจ้ากอุจจาระของเด็ก
ทารกสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดท่ีค่า 
pH 6.0-6.5 อุณหภูมิ 35 - 40 องศาเซลเซียส  ในขณะ
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ท่ีเช้ือ E. faecium CTC492 ผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
A และ B ไดสู้งสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ท่ีค่า pH 
6-7.5 อุณหภู มิตั้ งแ ต่  25 ถึ ง  35 องศา เซล เ ซียส 
(Aymerich et al., 2000) เช่นเดียวกบัการทดลองของ 
Kumar and Srivastava (2010) ท่ีพบวา่เช้ือ E. faecium 
LR/6 ผลิต enteriocin ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่า pH 6.0 

การทดลองน้ีจึงท าการคดัเลือกเวลาในการเพาะเล้ียง
เช้ือท่ี เวลา 14 ชั่วโมง อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และค่า pH 6.0 ในการทดลองศึกษาแหล่งไนโตรเจน 
และแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตสาร 
แบคเทอริโอซิน 

 

 
 

ภาพที่ 4  การเติบโตและผลิตสารแบคเทอริโอซินของเช้ือ E. faecium PDN-Ta10ในอาหารน ้ามะพร้าวแก่ ท่ี pH  
 และอุณหภูมิต่างๆ 

 
จากการศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน พบว่า เช้ือ
แบคทีเรียแลกติก E. faecium PDN-Ta10 ผลิตสาร

แบคเทอริโอซินไดดี้ท่ีสุดในอาหาร MRS broth สูตร
พ้ืนฐานท่ีมีการเสริมดว้ย Tryptone ร้อยละ 3 รองลง
ไป คือ Beef extract ร้อยละ 3 ส่วนใน Peptone และ 
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Yeast extract ไม่แสดงกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ L. 
monocytogenes DMST17303 (ตารางท่ี 1) จากการศึกษา 
สารอาหารท่ีมีผลต่อการเพ่ิมการผลิตสารแบคเทอริ
โอซินของเช้ือสายพนัธ์ุต่างๆ พบว่าเม่ือมี Tryptone 
อยูใ่นสูตรอาหารจะท าใหเ้ช้ือผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
ไดม้าก สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Saraniya and 
Jeevaratnam (2014) พบว่าเช้ือ Lactobacillus pentosus 
ผลิตสารแบคเทอริโอซินไดสู้งในอาหารท่ีมีส่วนผสม
ประกอบดว้ย Tryptone หรือ Soy peptone, Yeast extract, 
Glucose, Triammonium citrate, MnSO4, Dipotassium 
hydrogen phosphate และTween 80 เช่นเดียวกบั 
Khay et al. (2013) ท่ีพบว่าเช้ือ Enterococcus durans 
E204 ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากนมอูฐสามารถผลิตสาร
แบคเทอริโอซินในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ท่ีเสริมดว้ย 

Tryptone, Yeast extract, Glucose และ Tween 80 ได้
สูงกว่าเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร MRS สูตรปกติ และ
จากการทดลองของ Todorov and Dicks (2006) 
พบว่ า ก า รผ ลิตสารแบค เทอ ริ โ อ ซินโดย เ ช้ื อ 
Lactobacillus plantarum ST341LD เพ่ิมข้ึนไดเ้ม่ือมี 
Tryptone เป็นส่วนผสมในอาหารเล้ียงเช้ือ และการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินจะลดลงร้อยละ 50 เม่ือมี 
Glucose ปริมาณ 10 หรือ 40 กรัมต่อลิตร หรือมี 
KH2PO4 ปริมาณ 5 หรือ 10 กรัมต่อลิตรในอาหาร
เล้ียงเช้ือ  จึงเลือกใช้อาหารMRS broth สูตรพ้ืนฐาน
ร่วมกบั Tryptone ร้อยละ 3 ในการศึกษาผลของ
แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริ
โอซินต่อไป 

 
ตารางที่ 1  ผลของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินในอาหาร MRS สูตรพ้ืนฐาน  

ร้อยละของ
แหล่งโตรเจน 

Tryptone Beef extract Peptone Yeast extract 

0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 

OD 660 nm 0.14 0.24 0.32 0.51 0.20 0.31 0.44 0.55 0.15 0.25 0.42 0.49 0.13 0.28 0.60 0.67 
ค่ากิจกรรม
การยบัย ั้ง 
(AU/ml) 

80 320 640 2,560 40 80 160 1,280 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
เม่ือมีการใช้แหล่งไนโตรเจนคือ Tryptone 

ร้อยละ  3 ร่ วมกับแหล่งคา ร์บอน คือ  Fructose, 
Lactose, Maltose และ  Mannose ในอาหารMRS 
สูตรพ้ืนฐาน พบว่า เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 
สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดเม่ือเล้ียง
ในอาหารท่ี มีการเสริมด้วย Tryptone ร ้อยละ  3 
ร่วมกบัการใชน้ ้ าตาล Mannose ร้อยละ 3 เป็นแหล่ง
คา ร์บอน  โดย มี ค่ า กิ จกรรมการยับย ั้ ง เ ช้ื อ  L. 
monocytogenes DMST17303 เป็น 2,560 AU/ml. 
และพบว่าการเพ่ิมแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ คือ Fructose, 
Lactose และ Maltose ร่วมกับแหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมาะสม ไม่มีผลต่อการเพ่ิมการผลิตสารแบคเทอริ
โอซินของเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 และแหล่ง

คาร์บอนบางอย่างท าใหก้ารผลิตสารแบคเทอริโอซิน
ลดลงดว้ย (ตารางท่ี 2) ส าหรับผลของแหล่งคาร์บอน
ต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินพบว่าเช้ือแบคทีเรีย
แลกติกส่วนใหญ่ใช้น ้ าตาลกลูโคสเ ป็นแหล่ง
คาร์บอนไดดี้  แต่ในบางคร้ังพบว่าการท่ีแบคทีเรีย
แลกติกบางชนิดสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้
ดีเม่ือมีการใช้น ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ เป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยเฉพาะเช้ือ E. faecium เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติก
มีความสามารถในการเมตาบอไลซ์แหล่งคาร์บอนได้
แตกต่างกนัข้ึนอยู่กบักิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมท่ี์
เช้ือผลิตข้ึนว่าจะมีความสามารถในการย่อยสลาย
แหล่งคาร์บอนไดห้รือไม่ ในบางคร้ังการเติมน ้าตาล
ชนิดต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอน ท าให้การผลิตสาร 
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แบคเทอริโอซินลดลงได้ เน่ืองจากน ้ าตาลท่ีใช้ไม่
เหมาะสมต่อการเติบโตของแบคทีเรียแลกติก ท าให้
เกิดความเครียดออสโมติก (osmotic stress) ส่งผลให้
เช้ือแบคทีเรียแลกติกมีความตอ้งการพลงังานมากข้ึน 

การผลิตสารแบคเทอริโอซินจึงลดลง (Abbasiliasi et 
al., 2017) 

 
ตารางที่ 2  ผลของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินในอาหาร MRS สูตรพ้ืนฐานเม่ือใช ้ 

  Tryptone ร้อยละ 3 เป็นแหล่งไนโตรเจน  
ร้อยละของ
แหล่ง

คาร์บอน 

Fructose Lactose Maltose Mannose 

0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 0.1 1 2 3 

OD 660 nm 
0.62 0.56 0.7

6 
0.82 0.41 0.53 0.64 0.78 0.53 0.67 0.71 0.79 0.65 0.7

3 
0.85 0.93 

ค่ากิจกรรม
การยบัย ั้ง 
(AU/ml) 

0 0 160 160 0 0 160 320 0 0 0 20 640 640 2,560 2,560 

 
จะเห็นได้ว่ากิจกรรมการยบัย ั้งของเช้ือ E. 

faecium PDN-Ta10 ในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS แต่ละ
ค ร้ั ง มีคว ามแตก ต่ า งกันโดยในส่วนของการ
เปรียบเทียบชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือส าเร็จรูปทาง
การค้า พบว่ามีกิจกรรมการยบัย ั้งสูงสุดเป็น 5,020 
AU/ml. แต่เม่ือท าการศึกษาผลของอุณหภูมิ และค่า 
pH ท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
พบว่ามีกิจกรรมการยบัย ั้งเป็น 1,280 AU/ml. อาจ
เน่ืองมาจากการเล้ียงเช้ือในคร้ังน้ีใชเ้ช้ือท่ีเก็บไวน้าน
โดยไม่ไดท้ าการ subculture ใหม่จึงท าให้การผลิต
สารแบคเทอริโอซินลดลง  ทางผู ้วิจัย จึงท าการ 
subculture เช้ือใหม่ และเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียง
เช้ือ MRS สูตรพ้ืนฐานเสริมดว้ยแหล่งไนโตรเจน
และคาร์บอน พบว่ามี กิจกรรมยับยั้ ง เ ป็น 2,560 
AU/ml. ซ่ึงยงันอ้ยกว่าในอาหาร MRS ส าเร็จรูปทาง
การคา้ ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่าส่วนผสมต่างๆ ในอาหาร 
MRS สูตรพ้ืนฐานมีคุณภาพท่ีแตกต่างกบัอาหาร 
MRS ส าเร็จรูปทางการค้า  จึงควรมีการควบคุม
คุณภาพของสารต่างๆ ท่ีน ามาใช้เป็นส่วนผสมใน
อาหาร MRS สูตรพ้ืนฐานใหมี้คุณภาพท่ีไดม้าตรฐาน

เดียวกับส่วนผสมในอาหาร MRS ส าเร็จรูปทาง
การคา้ 

การท่ีแบคทีเรียแลกติกตอ้งการอาหารท่ีมี
ความอุดมสมบูรณ์มากในการเติบโต ดงันั้นเพ่ือการ
เล้ียงเช้ือใหไ้ดป้ริมาณเซลลแ์ละสามารถผลิตสารแบ
คเทอริโอซินได้สูงเพียงพอต่อความต้องการ จึงมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีต้องพฒันาให้ได้สูตรอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพเอ้ือต่อการผลิตแบคเทอริ 
โอซิน โดยพบว่า อาหารท่ีนิยมใช้ในการเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียแลกติก คือ อาหาร MRS ซ่ึงสามารถผลิต
สารแบคเทอริโอซินได้สูงสุดเม่ือเทียบกับการใช้
อาหารเล้ียงเช้ือชนิดอ่ืนๆ ส าหรับองค์ประกอบต่างๆ 
ในอาหารนั้ นพบว่าการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรียแลกติก ต่างชนิดกนัก็จะมีความสามารถใน
การผลิตท่ีแตกต่างกนัโดยแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่
สามารถใชน้ ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนไดดี้กว่า
น ้ าตาลฟรุกโตส และสามารถใช้แหล่งไนโตรเจนท่ี
เป็นสารอินทรียท่ี์ไม่ซบัซอ้น เช่น Tryptone ไดดี้กว่า
การใช้แหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์ซับซ้อน 
เช่น Meat extract (Yunchalard and Nontasen, 2011) 
ซ่ึงผลการศึกษาในงานวิจัยน้ีพบว่า เช้ือ E. faecium 
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PDTa10 ผลิตสารแบคเทอริโอซินไดด้ีที่สุดใน
อาหาร MRS broth สูตรพ้ืนฐานที่มีการเสริมดว้ย 
Tryptone และ Mannose ส าหรับอุณหภูมิ และค่า pH 
เร่ิมตน้ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมในการผลิต 
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติกต่างชนิดกนัจะ
มีความแตกต่างกนัไปดว้ย 

เ ม่ือท าการทดลองเ ล้ียงเ ช้ือ  E.  faecium 
PDN-Ta10 ในสูตรอาหารน ้ ามะพร้าวแก่ท่ีมีการเติม
แหล่งอาหารต่างๆ เสริมด้วยแหล่งไนโตรเจน คือ 

Tryptone 30 กรัม และ แหล่งไนโตรเจน คือ 
Mannose 30 กรัม พบว่าเช้ือ E. faecium PDN-Ta10 
สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินไดโ้ดยมีค่ากิจกรรม
การยบัย ั้งเช้ือ L. monocytognes DMST 17303 เป็น 
2,560 AU/ml. (ตารางท่ี 3) เท่ากบัการใชอ้าหารล้ียง
เช้ือ MRS สูตรพ้ืนฐาน จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะใช้
แหล่งอาหารจากธรรมชาติมาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือ
ใชใ้นการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 

 
ตารางที่ 3  การผลิตสารแบคเทอริโอซินในอาหารน ้ามะพร้าวแก่เสริมดว้ย Tryptone และ Mannose 
สูตรอาหารน ้ า
มะพร้าวแก่ 

น า้มะพร้าวแก่  
 
1 ลิตร 

Bacto-
peptone 
10 กรัม 

Yeast 
extract 
5 กรัม 

Tween 80 
 
1 มิลลิลิตร 

Ammonium 
citrate 
2 กรัม 

Sodium 
acetate 
5 กรัม 

Tryptone 
 
30 กรัม 

Mannose 
 
30 กรัม 

OD 660 nm 0.81 
ค่ากิจกรรมการ
ยบัย ั้ง (AU/ml) 

2,560 

 

สรุป 
เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 เติบโตและสร้าง

สารแบคเทอริโอซินได้ดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ
ส าเร็จรูปทางการคา้ คือ MRS broth และอาหาร
ธรรมชาติ คือ น ้ามะพร้าว โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือ L. monocytogenes DMST17303 เป็น 5,020 
AU/ml และ 1,280 AU/ml ตามล าดบั ท่ีค่า pH เร่ิมตน้
ของอาหารเล้ียงเช้ือ และอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซิน คือ 6.0 และ 35 องศา
เซลเซียส ตามล าดบั  ระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือ 14 
ชัว่โมง 

เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 สร้างสาร 
แบคเทอริโอซินได้ดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 
สูตรดัดแปลงท่ี เสริมด้วยแหล่งไนโตรเจน คือ 
tryptone ร้อยละ 3 โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเป็น 
2,560 AU/ml และแหล่งคาร์บอน 4 ชนิด คือ Fructose, 
Lactose, Maltose และ Mannose ไม่ท าใหเ้ช้ือมีค่า

กิจกรรมการยบัย ั้งเพ่ิมข้ึน แต่เช้ือ E. faecium PDN-
Ta10 สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินไดสู้งสุดเม่ือ
เล้ียงในอาหารท่ีมีการเสริมดว้ย Tryptone ร้อยละ 3 
ร่วมกบัการใชน้ ้ าตาล Mannose ร้อยละ 3 เป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเป็น 2,560 
AU/m 

เช้ือ E. faecium PDN-Ta10 มีค่ากิจกรรม
การยบัย ั้งเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารน ้ ามะพร้าวท่ีเสริม
ดว้ย Tryptone ร้อยละ 3 และ Mannose ร้อยละ 3 เป็น 
2,560 AU/ml ซ่ึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้แหล่ง
อาหารจากธรรมชาติมาเป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือใชใ้น
การผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
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