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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 

เนื่องจากในปัจจุบันแบคทีเรียมีการพัฒนาสายพันธุ์อย่างรวดเร็ว จนท าให้มีการดื้อต่อการถูกท าลาย
ด้วยสารปฏิชีวนะหรือ “การดื้อยา (antibiotic resistance)” ซึ่งการดื้อยานี้เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลง
ลักษณะทางพันธุกรรม (mutation) ของแบคทีเรีย และเมื่อเกิดการดื้อของเชื้อต่อยาชนิดหนึ่ง อาจท าให้มี
การดื้อต่อยาหลายๆ กลุ่มไปด้วย ท าให้มียาที่จะใช้ในการรักษาโรคน้อยลง ส่งผลให้ค่าใช้จ่ายในการรักษามาก
ขึ้น เกิดโรคติดเชื้อท่ีรักษาไม่ได้มากขึ้น ยากต่อการควบคุมโรค อัตราการป่วยรุนแรงขึ้น และอัตราการเสียชีวิต
สูงขึ้น ซึ่งถ้าเป็นเช่นนี้ต่อไปอาจท าให้โลกเราย้อนเข้าสู่ “ยุคก่อนยาปฏิชีวนะ” อีกครั้งหนึ่ง ดังนั้นการศึกษา
เพ่ือค้นหาสารที่มีฤทธิ์ในการก าจัดจุลินทรีย์จึงมีความจ าเป็น นอกจากปัญหาในด้านการรักษาโรคแล้วปัญหา
ด้านสุขอนามัยของการบริโภคอาหารก็ส่งผลต่อสุขภาพโดยตรง เนื่องจากการใช้สารเคมีเพ่ือเป็นสารถนอม
อาหารและยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ในอาหารสด อาหารแปรรูป เครื่องดื่ม รวมทั้งบรรจุภัณฑ์อาหาร ท าให้เกิด
ปัญหาการตกค้างของสารเคมีในผลิตภัณฑ์อาหารที่สามารถส่งผลเสียต่อสุขภาพของผู้บริโภค และสารเคมี
หลายชนิดมีคุณสมบัติเป็นสารก่อมะเร็ง ดังนั้นจึงได้มีความพยายามในการศึกษาค้นหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพเพ่ือทดแทนการใช้สารเคมีดังกล่าว ซึ่งสารแบคเทอริโอซิน จัดเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจทั้งในด้าน
การรักษาโรคและสุขอนามัยของผู้บริโภค 

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) จัดเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพประเภทโปรตีนที่มีขนาดเล็กและผลิต
โดยแบคทีเรียบางชนิด คุณสมบัติพิเศษของแบคเทอริโอซิน คือเป็นสารที่มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่เป็นสาเหตุของการเน่าเสียของอาหารและจุลินทรีย์ก่อโรคหลายชนิดที่ปนเปื้อนใน
อาหาร นอกจากนี้ยังเป็นสารที่มีความเสถียรสูงต่ออุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่างและเอนไซม์ย่อยโปรตีนบาง
ชนิด จากคุณสมบัติดังกล่าวจึงได้มีการศึกษาวิจัยกันอย่างกว้างขวางเพ่ือพัฒนาเทคโนโลยีในการน าสาร     
แบคเทอริโอซินมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารในการถนอมอาหารและผสมในบรรจุภัณฑ์อาหาร เพ่ือทดแทน
การใช้สารเคมี และยังเป็นการช่วยลดต้นทุนในการผลิตด้วย เนื่องจากการใช้สารแบคเทอริโอซิน จะช่วยลด
กระบวนการอ่ืนๆ เช่น การใช้ความร้อน ความดัน รังสี เป็นต้น ที่น ามาใช้ในระหว่างการผลิต การแปรรูปและ
การถนอมอาหาร ซึ่งเป็นการรักษาคุณค่าของสารอาหาร รสชาติ รวมทั้งองค์ประกอบด้านกายภาพของ
ผลิตภัณฑ์อาหารให้คงคุณสมบัติเดิมมากที่สุด 

ในการวิจัยครั้งนี้เป็นการทดสอบถึงความสามารถของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus 
spp. ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus cereus, Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus และ Salmonella S.1-2261 และศึกษากระบวนการท าให้บริสุทธิ์และคุณสมบัติทางเคมีบาง
ประการของสารแบคเทอริโอซิน  

 
2. วัตถุประสงค์ของโครงกำร 

2.1  ศึกษาคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคของสารแบคเทอริโอซิน ที่ผลิตจาก  
      แบคทีเรีย Bacillus spp. 
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2.2  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน อย่างมีประสิทธิภาพ 
2.3  ศึกษาวิธีการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินในผลิตภัณฑ์อาหารหรือในระหว่างการเก็บรักษา 
2.4  ศึกษาวิธีการประยุกต์ใช้แบคเทอริโอซินในบรรจุภัณฑ์อาหาร 

(ข้อที่ 2.3 และ 2.4 ยังไม่ได้ท า) 
 

3. ขอบเขตของกำรวิจัย 
3.1 ศึกษากิจกรรมของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 
3.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมผลต่อการผลิตและกิจกรรมของสารแบคเทอริโอซิน  
3.3 ศึกษาการประยุกต์ใช้สารแบคเทอริโอซินในการถนอมอาหาร และการเก็บรักษาอาหาร 

(ข้อที่ 3.3 ยังไม่ได้ท า) 
 
4. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ใช้เป็นแหล่งข้อมูลพ้ืนฐานของงานวิจัยที่เกี่ยวกับคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ 
Bacillus spp. เพ่ือการน าแบคเทอริโอซิน ไปประยุกต์ใช้ในการถนอมอาหารต่อไป 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 แบคทีเรีย Bacillus spp. 

บาซิลลัสเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน มีความสามารถในการสร้างสปอร์ภายในเซลล์  ที่เรียกว่า 
เอนโดสปอร์ จีนัส บาซิลลัส เป็นจีนัสที่พบมากในดินอีกทั้งยังมีความสามารถในการสร้างสปอร์ ท าให้สามารถ
ทนหรือปรับตัวให้อยู่ในสิ่งแวดล้อมที่สภาวะต่างๆได้ ซึ่งการจัดกลุ่มของบาซิลลัส ต้องอาศัยพ้ืนฐานทางการ
ทดสอบด้านชีวเคมี และการวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA  

 
การจัดหมวดหมู่ของแบคทีเรียสกุล Bacillus 

Domain            Bacteria 
Phylum            Firmicutes 
Class                Bacilli 
Order               Bacillales 
Family             Bacillaceae 
Genus              Bacillus 
 

2.2 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
แบคเทอริโอซิน หมายถึงเปปไทด์หรือโปรตีนที่สังเคราะห์จากไรโบโซม และมีฤทธิ์ในการยับยั้ง

แบคทีเรีย ซ่ึงแบคเทอริโอซินมีคุณสมบัติที่แตกต่างจากสารปฏิชีวนะ (Antibiotics)  คือแบคเทอริโอซินมีฤทธิ์
ในการยับยั้งแคบและมักเป็นพิษกับแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกัน (Klaenhammer, 1988) ปกติ
แบคทีเรียที่สร้างแบคเทอริโอซินจะมีภูมิคุ้มกันต่อแบคเทอริโอซินที่ตนสร้างออกมา ดังนั้นจึงท าให้ไม่ถูกยับยั้ง
จากแบคเทอริโอซินของตนเอง การสร้างแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรีย เชื่ อว่าเกิดจากการปรับตัวเพ่ือ
ความอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่มีเชื้อหลายชนิดเจริญอยู่ร่วมกัน ท าให้เชื้อที่สร้างแบคเทอริโอซินสามารถแย่ง
อาหารและพ้ืนที่ใช้ในการเจริญเติบโต ส่วนเชื้อที่ไม่สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้ก็ตายลงไปในที่สุด          
(Cladera-Olivera et al., 2004) 

แบคเทอริโอซินเป็นเปปไทด์สายสั้นๆ ดังนั้น การใช้เอนไซม์ในกลุ่มที่มีความสามารถในการย่อย
โปรตีน (Proteolytic enzyme) สามารถท าลายโครงสร้างที่มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียของแบ
คเทอริโอซินได ้ดังนั้นการใช้เอนไซม์ย่อยโปรตีนดังกล่าวจึงเป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ทดสอบสมบัติทางกายภาพ ชีวภาพ
ของแบคเทอริโอซิน เอนไซม์ส่วนใหญ่ที่ใช้ไม่ว่าจะเป็นโปรติเนสเค (Proteinase K) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถ
ตัดกรดอะมิโนด้านปลาย C (C terminal) ต าแหน่งหมู่คาร์บอกซิล (Carboxyl group) ของกรดอะมิโน
กลุ่มอะลิฟาติก (Aliphatic) ไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) และอะโรมาติก (Aromatic) ส่วนเอนไซม์โปรติเอส 
(Protease) ตัดที่ต าแหน่งจ าเพาะของกรดกลูตามิค (Glutamic acid) หรือกรดแอสปาติก (Aspatic acid) 

ตัวอย่างสารยับยั้งในน้ าหมักของแบคทีเรียกรดแลคติก ที่สร้างสารยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ โดยมี
โครงสร้างเป็นสารประกอบประเภทโปรตีน สามารถถูกท าลายด้วยเอนไซม์ในกลุ่มย่อยโปรตีนได้แก่ เอนเทอโร
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ซิน จีเอ็ม 1 (Enterocin GM1) (อาภา สุเวชวัฒนกุล, 2549) ถูกท าลายด้วยกิจกรรมการยับยั้งของเอนไซม์
ปาเปน เปปซิน ทริปซิน และโปรติเนสเค นอกจากนี้ยังพบว่า ซูกาซิน เอ็ม (Sukacin M) มีความไวต่อเอนไซม์
ปาเปน โปรติเอส XI, V และโปรติเอส II (Sobrino, 1992) 

สมบัติทางชีวภาพด้านการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ โดยทั่วไปแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกัน (Narrow spectrum) แต่ไม่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ข้ามสาย
พันธุ์ได้ เนื่องจากการท างานของแบคเทอริโอซินเป็นการจับกันระหว่างความเป็นไฮโดรโฟบิกของโมเลกุลของ
แบคเทอริโอซินกับผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกแต่ในแบคทีเรียแกรมลบ ผนังเซลล์จะเป็นองค์ประกอบ
ของลิโปโพลีแซคคาไรด์ ที่สามารถป้องกันสารแบคเทอริโอซินไม่ให้จับกับผนังเซลล์ แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า
การยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียต่างสายพันธุ์ (Board spectrum) ก็เกิดขึ้นได้ โดยเกิดกระบวนการท าลายลิ
โปโพลีแซคคาไรด์บนผนังเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมาย เช่น ท าให้แบคทีเรียอยู่ในรูปเปลือย (Spheroplast 
form) ซึ่งเซลล์ดังกล่าวสามารถถูกท าลายได้ง่ายโดยเอนไซม์ย่อยผนังเซลล์ (Hydrolytic enzyme)  

แบคเทอริโอซินบางชนิดที่มีฤทธิ์กว้าง เช่น ไนซินจะมีประสิทธิภาพในการประยุกต์ใช้มากกว่า โดย
พบว่ามีผลในการยับยั้งแบคทีเรียกลุ่มแกรมบวกได้หลายชนิด รวมถึงกลุ่มที่ก่อโรคด้วย (J. R. et al., 1976) 
ซึ่งมักจะก่อโรคในอาหารกระป๋องและผลิตภัณฑ์นม โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์นมที่น ามาแปรรูปเป็นเนย ซึ่งความ
ร้อนที่ใช้ในการฆ่าเชื้อจะแพร่ผ่านได้ล าบาก ในขณะที่แบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์แคบ ก็สามารถยับยั้งเชื้อเฉพาะ
กลุ่ม โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคในอาหาร เช่น Listeria monocytogenes โดยไม่ก่อให้เกิดอันตราย
กับเชื้อประจ าถิ่นชนิดอื่น (Galvez et al., 2000) 
 
2.3 คุณสมบัติท่ีจัดว่ำเป็นแบคเทอริโอซิน 

แบคเทอริโอซินถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ.1925 โดย Gratia เป็นแบคเทอริโอซินที่สร้างโดย
แบคทีเรีย Escherichia coli v หรือ Escherichia coli CA7 ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli  
หรือ E.coli CA81 ด้วยเหตุที่แบคเทอริโอซินดังกล่าวดังถูกสร้างโดยเชื้อ E. coli ดังนั้นจึงถูกตั้งชื่อว่า colicin 
หลังจากที่มีการค้นพบ colicin แล้ว ก็มีการค้นพบแบคเทอริโอซินอีกหลายชนิดในเวลาต่อมา โดยอาศัย
คุณสมบัติจาก colicin หากพบว่ามีคุณสมบัติต่างออกไปก็จัดเป็นแบคเทอริโอซินชนิดใหม่อย่างไรก็ตามการ
ก าหนดคุณสมบัติของสารที่เป็นแบคเทอริโอซินยังไม่แน่ชัด เพราะแบคเทอริโอซินผลิตมาจากแบคทีเรียหลาย
กลุ่ม จึงท าให้มีคุณสมบัติที่แตกต่างกันค่อนข้างมาก ซึ่งจะสรุปคุณสมบัติที่ส าคัญของสารที่จัดว่าเป็นแบคเทอริ
โอซินดังนี้ 

2.3.1 แบคเทอริโอซินเป็นโปรตีน 
การทดสอบว่าสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่สนใจเป็นแบคเทอริโอซินหรือไม่ มักจะน า            

สารดังกล่าวมาทดสอบกับเอนไซม์ย่อยโปรตีน (Proteolytic enzyme) ถ้าเอนไซม์ย่อยโปรตีนสามารถท าลาย
สารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่น่าสนใจได้ ก็แสดงว่าสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์นั้นเป็นโปรตีน สาร
ดังกล่าวจึงน่าจะเป็นแบคเทอริโอซิน แต่เอนไซม์ย่อยโปรตีนทั้งหมดก็ ไม่สามารถย่อยแบคเทอริโอซิน ได้
ทั้งหมด เช่น nisin ไม่ถูกย่อยด้วย pepsin หรือ trypsin แต่ถูกย่อยด้วย -chymotrypsin (Hurst and 
Hoover, 1993) 
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2.3.2 สำมำรถยับย้ังกำรเจริญของเชื้อชนิดอื่นได้อย่ำงจ ำเพำะ 
คุณสมบัติข้อนี้ท าให้แบคเทอริโอซินแตกต่างจากสารยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน เช่น H2O2 หรือ รูเท

อริน เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้จะไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์แบบไม่จ าเพาะ การยับยั้งการเจริญต่อจุลินทรีย์   
แบบจ าเพาะของแบคเทอริโอซิน คือสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์สายพันธุ์เดียวกันหรือสายพันธุ์ที่
ใกล้เคียงกัน (narrow spectrum) เช่น แบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียแกรมบวกก็สามารถยับยั้งการ
เจริญได้เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก ตัวอย่างเช่น diplococin ที่สร้างจาก Streptococcus cremoris จะ
สามารถยับยั้งการเจริญของ Streptococcus lactis ได้ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ
ชนิดอ่ืนได้ เช่น pediocin ที่สร้างจาก Pediococcus pentosaceus และ pediocin AcH ที่สร้างจาก P. 
acidilactici สามารถยับยั้งได้เฉพาะ Staphylococcus aureus และ Clostridium perfingens เท่านั้น 
(Bhunia et al., 1988) แต่ปัจจุบันได้มีรายงานว่าแบคเทอริโอซินที่สร้างจากแบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆ 
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ เช่น E. coli ได ้

2.3.3 ทนควำมร้อน 
เนื่องจากแบคเทอริโอซินส่วนใหญ่เป็นโปรตีนที่มีขนาดเล็ก จึงสามารถท าให้ทนต่อความร้อนได้ การ

ทนความร้อนของแบคเทอริโอซินขึ้นอยู่กับการเตรียมแบคเทอริโอซินโดยที่ crude bacteriocin จะทนความ
ร้อนได้ดีกว่า purified  bacteriocin (Devey and Richard, 1981) นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆ เช่น 
pH ซึ่งแบคเทอริโอซินบางชนิด เช่น enteric DPC1146 ที่ pH 7 อุณหภูมิ   100 ◦C เวลา 10 นาที จะ
สูญเสีย activity ถึง 70%  (Parente and Hill, 1992) และ piscicolin 126 สามารถทนความร้อนได้สูงใน
สภาวะที่เป็นกรด ท าให้สามารถน าเอาแบคเทอริโอซินมาใช้ประโยชน์ในการหมักดองต่างๆ และยังสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมที่ต้องใช้ความร้อนสูงอีกด้วย 

 
2.3.4 ควำมแตกต่ำงระหว่ำงแบคเทอริโอซินกับสำรปฏิชีวนะ 
แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบประเภทโปรตีน ซึ่งถูกสังเคราะห์โดยการถอดรหัสพันธุกรรมจาก

ยีนส าหรับแบคเทอริโอซิน ส่วนสารปฏิชีวนะเป็นสารที่มีโครงสร้างทางเคมีได้หลายรูปแบบ และมักถูก
สังเคราะห์โดยการเปลี่ยนแปลงจาก primary metabolite ไปเป็น secondary metabolite ก่อนที่จะหลั่ง
ออกภายนอกเซลล์ นอกจากนี้แบคเทอริโอซินจะยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อย่างจ าเพาะ โดยส่วนใหญ่แล้ว
จุลินทรีย์ที่ถูกยับยั้งการเจริญโดยแบคเทอริโอซิน มักจะเป็นจุลินทรีย์ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันกับแบคทีเรีย
ที่ผลิตแบคเทอริโอซิน ส่วนสารปฏิชีวนะจะยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ทั้งแบบจ าเพาะและไม่จ าเพาะ 
(Lancini and Lorenzetti, 1993) 
 
2.4 กำรจัดจ ำแนกแบคเทอริโอซินที่สร้ำงจำกแบคทีเรียแลคติก 

แบคเทอริโอซินโดยส่วนใหญ่ที่มีการศึกษาจะผลิตจากแบคทีเรียแลคติก และมีคุณสมบัติแตกต่าง
จากสารปฏิชีวนะจ าพวกเปปไทด์อ่ืนๆ คือสร้างมาจากไรโบโซม (ribosomally synthesized) และจัดเป็น  
เมแทบอไลต์ทุติยภูม ิ(secondary metabolites) (Hurst A., 1981) รวมทั้งยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างจะพบ
เป็นคลัสเตอร์ (Cluster) ใน operon (Jack et al., 1995) ในปัจจุบันมีการจัดจ าแนกแบคเทอริโอซินออก
เป็น 4 class ซึ่งส่วนใหญ่แบคเทอริโอซินที่พบมักจัดอยู่ใน class I และclass II 
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2.4.1 Class I 
แบคเทอริโอซินชนิด class I มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ ที่ทนความร้อนและมีน้ าหนักโมเลกุลต่ า 

(น้อยกว่า 5 KDa) (Chatterjee, 2005) ซึ่งหลังจากผ่านกระบวนการแปลรหัสแล้วจะเข้ารวมตัวกับกรด     
อะมิโนแลนไธโอนีน (Lanthionine; Lan) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่มีไธโออีเทอร์ (thioether) อยู่ในโมเลกุล และ
เมธิลแลนไธโอนีน (Methyllanthionine; MeLan) ( Hurst A., 1981) ในบางครั้งจึงเรียก class I นี้ว่าแลน
ติไบโอติก(Lantibiotics) แบ่งออกเป็น 2 type หรือ 2 subclass โดยอาศัยความคล้ายคลึงกันทางโครงสร้าง
เป็นหลักดังนี้ 

Type A หรือ subclass Ia ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่มีประจุเป็นบวก มีสายยาว ไม่
คงรูป และออกฤทธิ์โดยท าให้เกิดรูที่เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียบางสปีชีส์ตัวอย่างของกลุ่มนี้คือ ไนซิน 

Type B หรือ subclass Ib มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่เป็นก้อน (globular) ซึ่งคงรูป และมีประจุ
ลบหรือไม่มีประจุ (Delves-Broughton and J., 1990; Klaenhammer and T. R., 1993) มีฤทธิ์ในการ
รบกวนการท างานของเอนไซม์ที่จ าเป็นต่อเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียบางชนิด ตัวอย่างของกลุ่มนี้คือ เมอซาซิ
ดิน (Mersacidin) ซึ่งออกฤทธิ์รบกวนการสร้างผนังเซลล์โดยการเข้าเชื่อมต่อกับสารตั้งต้นในการสร้างเปปติโด
ไกลแคน (Peptidoglycan) ท าให้แบคทีเรียไม่สามารถสร้างผนังเซลล์ได้ (Brotz et al., 1998) 

อย่างไรก็ตามเมื่อเร็วๆ นี้ได้มีการจ าแนก subclass ของแลนติไบโอติกเพ่ิมขึ้นโดยอาศัยกลไกการ
ออกฤทธิ์ ซึ่งมักจะเกิดความสับสนเนื่องจากสารบางชนิดสามารถออกฤทธิ์ได้หลายแบบ เช่น สามารถท าให้
เกิดรู และยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ (Breukink et al., 1999) ในบางครั้งจึงแบ่งแลนติไบโอติกออกเป็น 11 
subclass โดยอาศัยความคล้ายคลึงกันของโครงสร้างทางเปปไทด์ (Cotter et al., 2005) ซึ่งแต่ละกลุ่มมีชื่อ
ดังนี้ คือ ไนซิน (Nisin), อีพิเดอมิน (Epidermin), สเตรปติน (Streptin), เปป 5 (pep 5), แลคติซิน 481 
(Lacticin 481), เมอซาซิดิน (Mersacidin), แอลทีเอ็นเอ 2 (LtnA 2), ไซโตไลซิน (Cytolysin), แลคโตซิน S 
(Lactocin S), ซินนามัยซิน (Cinnamycin) และ ซับแลนซิน (Sublancin) 

 
2.4.2 Class II 
Class II มีโครงสร้างเป็นเปปไทด์ที่ทนความร้อนและมีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (น้อยกว่า 10 KDa) แต่ไม่

มีอนุพันธ์ของกรดอะมิโนแลนไธโอนีน ปัจจุบันที่พบมากมี 2 subclass ดังนี้ 
Subclass IIa มีชื่อว่า Pediocin-like (หรือเรียกว่า Listeria-active) (Eijsink et al., 1998) เป็น

แบคทีเรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria ได้ดี  ตัวอย่างของแบคเทอริโอซินกลุ่มนี้ได้แก่ Pediocin 
AcH, Pediocin PA1, Mesentericin Y105, Enteriocin A, และ Sakacin P เป็นต้น (Tichaczek et al., 
1992) ตัวที่มีการศึกษามากที่สุด คือ เพดดิโอซิน AcH/PA-1 สารที่จัดอยู่ในกลุ่มนี้มีความคล้ายคลึงกันทาง
ล าดับของกรดอะมิโน 40-60 เปอร์เซ็นต์ โดยบริเวณ N-terminal ของโครงสร้าง จะมีล าดับของกรดอะมิโน
เป็น YGNGVXCXXXXCXV หรือเรียกว่า pediocin box ต่อกับกรดอะมิโนซีสเตอีน 2 ตัว ด้วยพันธะได
ซัลไฟด์ (disulphide bridge) (Eijsink et al., 1998) เนื่องจากฤทธิ์ในการยับยั้งไม่กว้างเหมือนไนซิน โดยจะ
ยับยั้งเฉพาะเชื้อ Listeria เท่านั้น จึงไม่ยับยั้งเชื้อตั้งต้นที่ใช้ในหมักอาหาร แต่อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดก็คือไม่
สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคชนิดนี้ได้อย่างสมบูรณ์ในอาหาร (Ennahar et al., 1999) 



 7 

Subclass IIb  เป็นแบคเทอริโอซินที่มีโครงสร้างประกอบด้วยองค์ประกอบ 2 ส่วน ประกอบด้วย 
เปปไทด์ 2 ชนิดที่ท างานเสริมฤทธิ์กัน (Nissen-Meyer et al., 1992) ถ้าเหลือตัวใดตัวหนึ่งมักจะไม่มีแอคติวิ
ตีหรือมีแอคติวิตีเหลือเล็กน้อยเท่านั้น ตัวอย่างของกลุ่มนี้ คือ แลคตาซินเอฟ (Lactacin F) และแลคโตคอก
ซินจี (Lactococcin G) 

Subclass IIc (Sec-dependent bacteriocin) ตัวอย่างเช่น อะซิโดซิน B (Aidocin B),           
ไดเวอจิซิน A (Divergicin A), แบคทีริโอซิน 31 และเอนเทอโรซิน P (Enterocin P) 

Subclass IId ซึ่งมีล าดับกรดอะมิโนที่แตกต่างจาก subclass อ่ืนๆ ตัวอย่าง เช่น แลคโตคอกซิน 
A และ B (Lactococcin A & B), ไดอะเซติน B  (Diacetin B), อะซิโดซิน 8912 (Acidocin 8912) เป็นต้น 
(Klaenhammer, 1988) 

 
2.4.3 Class III 
ประกอบด้วยแบคเทอริโอซินขนาดใหญ่ ไม่ทนความร้อน จึงแตกต่างจาก class I และ II ตัวอย่าง

ของกลุ่มนี้คือ เฮลเวติซิน J (Helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน A (Enterolysin A) (Delves-Broughton & 
J., 1990) 

 
2.4.4 Class IV 
Klaenhammer (1993) ได้เสนอให้มีการแบ่งกลุ่มแบคเทอริโอซินเพ่ิมขึ้นอีก 1 class คือ class IV 

ซึ่งแบคเทอริโอซินในกลุ่มนี้จะมีหมู่กลูซิดิค (Glucidic) และ/หรือลิปิดในโครงสร้างด้วยนอกเหนือจากส่วนที่
เป็นโปรตีน ตัวอย่างของแบคเทอริโอซินกลุ่มนี้ เช่น ลิวโคซิน S (Leucocin S) และแลคโตซิน 27 ซึ่งจะมีส่วน
ของไกลโคโปรตีนในโครงสร้าง หรือมีเซ็นเทอริซิน 52 (Mesenterocin 52) ซึ่งจะพบส่วนของลิโพโปรตีนใน
โครงสร้าง เป็นต้น (Delves-Broughton., 1990; Klaenhammer, 1993) 

 
2.5 แบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถในกำรสร้ำงสำรแบคเทอริโอซิน 

สารแบคเทอริโอซินที่สังเคราะห์โดยแบคทีเรียบาซิลลัสจะสร้างโดยอาศัยไรโบโซม (Ribosomal 
mechanism) ซึ่งมีการสร้างขึ้นในระหว่างที่เซลล์อยู่ในช่วงของการเจริญเติบโต และมีรายงานวิจัยที่บ่งชี้ว่า
Bacillus spp. หลายชนิดที่สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้ และคุณสมบัติที่น่าสนใจคือลักษณะการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียเป็นแบบ broad spectrum คือยับยั้งได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ซึ่งแตกต่างจาก
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก lactic acid bacteria (LAB) ซึ่งมักมีฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ใกล้ชิด
กันเท่านั้น (Settanni and Corsetti, 2008) ซึ่งผลงานวิจัยของสาร baceriocin ที่ผลิตโดยแบคทีเรีย 
Bacillus spp. สามารถสรุปได้ดังต่อไปนี้ 

Lebbadi และคณะ (1994) ได้มีการศึกษาสารแบคเทอริโอซินประเภท hydrophilic peptide ชื่อ 
fungicin ที่สร้างโดย Bacillus licheniformis M-4 โดยพบว่าเป็นสารที่มีมวลโมเลกุล 3.4 KDa และมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus megaterium และ Corynebacterium glutamicin และเชื้อ
รา Microsporum canis, Mucor mucedo และ Sporothrix schenckii  
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Paik และคณะ (1998) ได้ศึกษาคุณสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน sublancin 168 ซึ่งผลิตโดย B. 
subtilis 168 และพบว่าเป็นสารที่มีคุณสมบัติในการท าลายแบคทีเรียแกรมบวกได้หลายชนิด คือ B. cereus, 
Bacillus subtilis, Bacillus megateriums, Staphlococcus aureus และ Streptococcus pyrogenes 

Marrec และคณะ (2000) ได้ท าการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและลักษณะทางพันธุกรรมของสาร
แบคเทอริโอซิน coagulin ซึ่งผลิตโดย Bacillus coagulans และพบว่ายีนที่ควบคุมการแสดงออกของ 
coagulin จะพบอยู่บนพลาสมิด และล าดับของกรดอะมิโนและคุณสมบัติทางชีวเคมีก็มีความคล้ายคลึงมาก
กับ pediocin ที่ผลิตจาก Pediococcus acidilactis ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม lactic acid bacteia (LAB) 
ซึ่งคณะผู้วิจัยได้เสนอแนวคิดว่าอาจจะเกิดจากการแลกเปลี่ยนสารพันธุกรรมของ bacteriocin operon 
ระหว่างแบคทีเรียต่างสายพันธุ์ในธรรมชาติ   

Tamehiro และคณะ (2002) ได้ท าการศึกษาสารแบคเทอริโอซิน bacilysocin ซึ่งผลิตโดย
แบคทีเรีย Bacillus subtilis โดยจัดเป็นสารประเภท lipopeptide ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์
หลายชนิดทั้งแบคทีเรีย S. aureus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 
coli, B. subtilis, Mycobacterium smegmatis และ เชื้อรา Candida spp., Aspergillus niger, 
Cryptococcus spp., Saccharomyces spp.  

Phister และคณะ (2004) ได้รายงานว่าแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่คัดแยกจากแป้งข้าวโพดหมัก 
(pozol) ของชาว Mayans ในประเทศเม็กซิโกนั้น สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได้ถึง 3 ชนิด คือ 
Bacilysin, Chlorotetaine, and Iturin A ซึ่งมีคุณสมบัติในการยับยั้ง E. coli และ Absidia sp. ซึ่ง pozol 
นั้นได้ถูกใช้ในการรักษาโรคท้องร่วง ลดอาการไข้และรักษาโรคติดเชื้อที่ผิวหนัง มาตั้งแต่อดีตประมาณ 3,500 
ปีก่อน  

He และคณะ (2005) คัดแยกเชื้อ Bacillus licheniformis ZJU12 จากดิน โดยสามารถผลิตสาร 
bacteriocin-like peptides ที่แสดงกิจกรรมการยับยั้งในช่วงที่กว้าง โดยสามารถยับยั้งได้ทั้ง  แบคทีเรียแก
รมบวกและเชื้อราที่ก่อโรค  แต่ไม่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ ยกเว้น Xanthomonas oryzae pv. Oryzae ที่
ก่อโรคในข้าว ซึ่ง bacteriocin-like peptides นี้ มีความไวต่อ  proteinase K และ trypsin กิจกรรมการ
ยับยั้งเสถียรเมื่อทดสอบด้วยอุณหภูมิ 100 °C เวลา 30 นาที แต่ไม่เกิดกิจกรรมเมื่อทดสอบด้วยอุณหภูมิ 121 
°C เวลา 15 นาที  และยังสามารถแสดงกิจกรรมได้เมื่อทดสอบด้วย pH 2–9 ซึ่งมี pH ที่เหมาะสมประมาณ 
6.5 ไม่มีผลในการต่อต้านของสารต่อหนู แม้จะทดสอบสารพิษรุนแรงด้วยขนาดยาสูงสุดถึง 0.8 mg/20 g 

Lisboa และคณะ (2006) ได้ท าการคัดแยกเชื้อจากดินที่มีความสามารถในการสร้างสารยับยั้ง
จุลินทรีย์ท าการจ าแนกสายพันธุ์ได้เป็น Bacillus spp. จากนั้นท าการจัดจ าแนกโดยวิธีทางชีวเคมีและการ
วิเคราะห์ล าดับ 16S rDNA รวมทั้งการวิเคราะห์ทางด้าน Phylogenetic ได้เป็นเชื้อ B. amyloliquefaciens 
และเมื่อทดสอบคุณสมบัติของสารพบว่า สารที่ได้จะสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคและก่อให้เกิดอาหารเน่า
เสีย เช่น L. monocytogenes, B. cereus, Serratia mercescens และ Pasteurella haemolytica และ
สารที่ได้จะมีความเสถียรในช่วงอุณหภูมิที่กว้าง และกิจกรรมมากที่สุดในสภาวะที่เป็นกรด และกลาง แต่
กิจกรรมสูญเสียเมื่ออุณหภูมิที่ 121◦C และไวต่อการท างานของเอนไซม์ trypsin, papain, proteinase K 
และ pronase E 
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Powell และคณะ (2007) คัดแยก Lactobacillus plantarum ST8KF ที่สามารถผลิต 
bacteriocin (bacST8KF) จาก kefir โดยมีขนาดโมเลกุล 3.5 kDa และมีกิจกรรมยับยั้งเชื้อ L. casei,                
L. salivarius, L. curvatus และ Listeria innocua โดยสารนี้มีความไวต่อ proteolytic enzymes แต่มี
ความเสถียรที่ pH 2.0 และ 10.0 และทนต่อความร้อน (121 ◦C เวลา 20 นาที) พบกิจกรรมสูงสุด (25,600 
AU/mL) ในอาหาร MRS broth, MRS broth ที่ใช้ sucrose แทน glucose และ ใน MRS broth ที่มี 
glucose และเติม KH2PO4 บ่ม 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 ◦C  ส่วนการเติม Tri-ammonium citrate และ 
glycerol มากกว่า 5.0 g/L มีผลต่อการผลิต  bacST8KF และ เมื่อหมักท่ี 30 ◦C ในอาหาร MRS broth หลัง 
3 ชั่วโมง กิจกรรมจะเพ่ิมขึ้นเป็น 800 AU/mL ส่วนหลัง 9 ชั่วโมงมีกิจกรรมเพ่ิมเป็น 12,800 AU/mL และ
หลัง 27 ชั่วโมงมีกิจกรรมเพิ่มเป็น 51,200 AU/mL ซึ่งผลการทดลองนี้ชี้ให้เห็นว่า bacST8KF อาจจะผลิตมา
จากช่วง secondary metabolite และมีกลไกการยับยั้งของสารเป็นแบบ bacteriostatic 

Cherifa และคณะ (2008) มีการค้นพบแบคเทอริโอซินชนิดใหม่ที่แยกได้จากเชื้อ B. thuringiensis 
subsp. และถูกจัดจ าแนกว่าเป็น entomocidus ความสามารถในการเกิดกิจกรรมของสารตัวใหม่นี้จะคล้าย
กับ entomocin 110 ซึ่งผลิตมาจากเชื้อช่วง mid-logarithmic growth phase และจะมีการสร้างมากที่สุด
ในช่วงใกล้ stationary phase ซ่ึงแบคเทอริโอซินจะได้มาจากส่วนของ supernatant โดยจะมีความสามารถ
ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Listeria monocytogenes, Paenibacillus larvae และBacillus 
species ซึ่ง entomocin 110 จะมีความทนทานต่อความร้อน และ pH ที่แตกต่าง รวมไปถึงสารละลาย
อินทรีย์ต่างๆ แต่กิจกรรมของสารจะถูกยับยั้งได้โดยเอนไซม์ proteinase K กลไกการยับยั้งของสารต่อ
แบคทีเรียจะเป็นแบบ bacteriolytic จากนั้นจึงน าสารที่ได้ไปท าให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยตกตะกอนกับ 
ammonium sulphate ตามด้วยการแยกล าดับส่วน โดยใช้ butanol ท าให้ได้เปปไทด์ที่มีขนาด 4.8 KDa 
และเม่ือน าข้อมูลของสารที่แยกได้ไปเทียบเคียง เห็นว่ามีความใกล้เคียง entomocin 110 จึงก าหนดให้สารที่
ได้เป็น entomocin HD110 

Huang และคณะ (2009) ได้ท าการคัดเลือกเชื้อ Pediococcus pentosaceus 05-10 จากผัก
ดอง ซึ่งมีความสามารถในการสร้าง bacteriocin (Pediocin 05-10) ในการยับยั้งเชื้อ Listeria, 
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus และ Leuconostoc ซึ่ง pediocin 05-
10 นี้มีความไวต่อเอนไซม์ย่อยโปรตีน (proteolytic enzyme) แต่คงที่เมื่อ pH 2-10 และทนความร้อนที่ 
121 ◦C เวลา 15 นาที มันไม่จับที่ผิวของ producer cells แต่มันจะดูดซับทั้งเซลล์ที่ต้านทานและเซลล์ที่มี
ความไว  ผลผลิตของแบคเทอริโอซิน จะได้จากการเจริญเชื้อในระยะ early exponential phase และได้ผล
ผลิตสูงที่สุดในช่วง early stationary phase ด้วยเหตุผลข้อนี้ท าให้เกิดความเห็นว่า การผลิต pediocin 05-
10 ขึ้นอยู่กับช่วงเวลาของการเจริญ ท าให้มันสามารถฆ่าแบคทีเรียได้  นั่นคือเชื้อ             L. 
monocytogenes 54002 โดย pediocin 05-10 นี้ มีขนาดโมเลกุลต่ ากว่า 6.5 KDa โดยใช้วิธี tricine SDS-
PAGE ในการแยกขนาด ซึ่งการทดลองนี้สามารถน าไปประยุกต์ในการนับจ านวนเชื้อ                       L. 
monocytogenes 54002 ที่ข้ึนบนหมูแฮม ที่เก็บในอุณหภูมิ 4 ◦C เป็นเวลา 10 วัน ดังนั้น pediocin 05-10 
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการถนอมอาหารได้ โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่เก่ียวกับเนื้อสัตว์ 
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2.6 กำรประยุกต์ใช้สำรแบคเทอริโอซินในกำรถนอมอำหำร 
การถนอมอาหาร หมายถึงกระบวนการเก็บและรักษาอาหาร เพ่ือชะลอการเน่าเสียของอาหาร หรือ

ป้องกันโรคอาหารเป็นพิษที่มีสาเหตุมาจากการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรค ในขณะที่ยังรักษาคุณค่าทาง
โภชนาการ สีสัน และกลิ่นให้คงอยู่ การถนอมอาหารมักจะเกี่ยวข้องกับ การยับยั้งการเติบโตของแบคทีเรีย  
เชื้อรา และจุลินทรีย์อ่ืนๆ และการหน่วงปฏิกิริยาระหว่างไขมันกับออกซิเจนในอากาศ ซึ่งเป็นสาเหตุของการ
เน่าเสีย (rancidity) ของอาหาร การถนอมอาหารนี้อาจรวมถึงการรักษาอายุตามธรรมชาติและสีสันของ
อาหารซึ่งเกิดจากการปรุงอาหาร เช่น การเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลของเนื้อแอปเปิลเมื่อสัมผัสกับอากาศ และการ
ถนอมอาหารบางประเภทจ าเป็นต้องปิดผนึกอาหารหลังจากที่ผ่านกระบวนการต่างๆ เพ่ือป้องกันการเกิด
ปัจจัยของการเน่าเสีย ท าให้อาหารนั้นสามารถเก็บไว้ได้นานมากกว่าปกติ (Settanni and Corsetti, 2008) 

กระบวนการถนอมอาหารอาจประกอบด้วยการให้ความร้อนเพื่อก าจัดหรือท าให้จุลินทรีย์เสื่อมสภาพ 
เช่น การต้ม การใช้สารเคมีเพ่ือให้เกิดปฏิกิริยากับออกซิเจน เช่น ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ การยับยั้งการเกิด
สารพิษ เช่น การรมควัน การใช้ คาร์บอนไดออกไซด์ น้ าส้มสายชู แอลกอฮอล์ ฯลฯ การขจัดน้ าออกจาก
อาหาร เช่น การตากแห้ง การยับยั้งการดูดซึมสารอาหารของจุลินทรีย์ เช่น การเชื่อม การดอง การเก็บรักษา
อาหารในอุณหภูมิต่ า เช่น การแช่แข็ง หรือใช้กระบวนการถนอมอาหารหลายๆ วิธีร่วมกัน  

จากสาเหตุที่จุลินทรีย์เป็นสาเหตุส าคัญของการเน่าเสียของอาหารและผลิตภัณฑ์อาหารเองก็เป็น
แหล่งที่มีการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคหลายชนิด ท าให้องค์การอนามัยโลก (World Health Organization; 
WHO) ได้วางกรอบนโยบายที่ต้องน ามาใช้พิจารณาในเรื่องความปลอดภัยของอาหาร (food safety) ไว้ 2 
แนวทางคือ (1) การบริโภคอาหารเป็นสาเหตุส าคัญของการเกิดจุลินทรีย์ก่อโรคชนิดใหม่ และ (2) จุลินทรีย์มี
ความสามารถในการปรับตัวและเปลี่ยนแปลงตัวเอง ซึ่งจะท าให้มีผลกระทบโดยตรงต่อวิธีการผลิตอาหาร การ
ถนอมอาหาร และการผลิตบรรจุภัณฑ์อาหาร (Galvez et al., 2007) 
 การใช้สารแบคเทอริโอซินในการถนอมอาหารนั้นได้มีการปฏิบัติกันมาตั้งแต่สมัยโบราณ และปัจจุบัน
ก็ได้มีการศึกษาและพัฒนาความรู้ดังกล่าวมาโดยตลอด และพบว่ามีข้อดีหลายประการ คือ (1) เก็บรักษา
อาหารไว้ได้นานขึ้น (2) ป้องกันการท าลายสารอาหารด้วยความร้อน (3) ลดความเสี่ยงของการปนเปื้อน
จุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารผ่านทางห่วงโซ่อาหาร (4) ลดความสูญเสียจากการเน่าเสียของอาหาร (5) ลดการใช้
สารเคมี (6) รักษาองค์ประกอบของอาหารได้อย่างสมบูรณ์ เช่น สารอาหาร ไวตามิน และสารอินทรีย์ (7) เกิด
ผลิตภัณฑ์อาหารประเภทใหม่ เช่น มีความเป็นกรดน้อยลง มีปริมาณเกลือน้อยลง แต่มีปริมาณน้ ามากขึ้น (8) 
เป็นแรงจูงใจให้อุตสาหกรรมอาหารสามารถผลิตอาหารที่ตรงต่อความต้องการของผู้บริโภค เช่น ไม่มีการใส่
สารเคมีกันบูด อาหารมีคุณภาพใกล้เคียงอาหารสดที่ยังไม่ได้ผ่านกระบวนการถนอมอาหาร เป็นต้น (Thomas 
et al., 2000; Settanni and Corsetti, 2008) 
 การใช้แบคเทอริโอซินในการถนอมอาหาร ก็มีปัจจัยหลายอย่างท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพในการท างาน
ของแบคเทอริโอซิน ได้แก่ ปัจจัยที่เกี่ยวข้องโดยตรงกับอาหาร จุลินทรีย์ทั้งหมดที่อยู่ในอาหาร จุลินทรีย์
จ าเพาะที่เป็นเป้าหมายของสารแบคเทอริโอซิน (ตารางที่ 2) และสิ่งที่ส าคัญอีกประการหนึ่งคือ ความ
ปลอดภัยของสารแบคเทอริโอซินต่อผู้บริโภค ซึ่งในปัจจุบันชนิดของสารแบคเทอริโอซินที่ได้รับการยอมรับ
และผ่านการรับรองโดยองค์การอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (US Food and Drug 
Administration (FDA)) และมีการใช้เป็นสารถนอมอาหารในอาหารหลายชนิด คือ nisin ซึ่งเป็นสารแบคเทอ
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ริโอซินชนิดแรกที่ค้นพบเมื่อปี พ.ศ. 2471 และผลิตโดย LAB ชื่อ Lactococcus lactis และมีชื่อทางการค้า
ว่า NisaplinTM  นอกจากนี้ยังมีการใช้ pediocin PA-1 ซึ่งผลิตโดย LAB ชื่อ Pediococcus acidilactici 
และมีชื่อทางการค้าว่า ALTATM 2431 (Settanni and Corsetti, 2008) อย่างไรก็ตามการเกิดปรากฏการณ์
ดื้อต่อสารแบคเทอริโอซินก็จัดเป็นปัจจัยส าคัญ ที่ต้องมีการศึกษาวิจัยให้มากขึ้น  (Galvez et al., 2007) 
ดังนั้นการค้นคว้าหาสารแบคเทอริโอซินชนิดใหม่จึงมีความส าคัญยิ่งส าหรับการพัฒนาทางด้านเทคโนโลยี
ถนอมอาหาร 
 
2.7 กำรประยุกต์ใช้สำรแบคเทอริโอซินในบรรจุภัณฑ์อำหำร 

จากการตระหนักในเรื่องความปลอดภัยของแบคเทอริโอซินที่ผสมอยู่ในอาหาร ท าให้แนวคิดในการ
น าแบคเทอริโอซินมาใช้เป็นส่วนประกอบของบรรจุภัณฑ์อาหาร เช่น แผ่นฟิลม์ส าหรับห่อหุ้มอาหาร ภาชนะ
บรรจุอาหาร เป็นต้น ซึ่งได้มีการศึกษาถึงการผสมแบคเทอริโอซินกับโพลิเมอร์หลายชนิด ได้แก่ calcium 
alginate, gelatin, cellulose, chitosan, soy protein, corn zein, collagen casings, polysaccharide 
based film, cellophane, polyethylene, nylon เป็นต้น (Pranoto et al., 2005; Cutter, 2006; 
Galvez et al., 2007; Coma, 2008) โดยเฉพาะอาหารสด เช่น เนื้อ ผักสด ที่ต้องเก็บรักษาในตู้เย็น นั้นมักมี
การปนเปื้อนด้วยจุลินทรีย์ก่อโรคที่ทนต่ออุณหภูมิต่ าๆได้ เช่น P. aeruginosa, Listeria monocytogenes, 
Yersinia enterolitica, Escherichia coli O157:H7   ดังนั้นการใช้บรรจุภัณฑ์ที่เป็นแผ่นฟิลม์ที่ผสมสารแบ
คเทอริโอซิน จะเป็นแนวทางหนึ่งที่ช่วยยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไว้ได้ยาวนานขึ้น (Coma, 2008) 
 
2.8 กำรประยุกต์ใช้แบคทีเรียท่ีผลิตสำรแบคเทอริโอซินเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ (probiotics) 
 จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ (probiotics) หมายถึง จุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่เมื่อได้รับในปริมาณที่เหมาะสมจะ
ท าให้เกิดผลดีต่อสุขภาพของคนหรือสัตว์ (host) โดยการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (normal flora) 
ภายในร่างกาย ซึ่งเกณฑ์ในการน ามาพิจารณาเพ่ือพัฒนาจุลินทรีย์ให้เป็น probiotics นั้น จะต้องค านึงถึง (1) 
ความปลอดภัยต่อ host เช่น แหล่งที่มาของจุลินทรีย์ การไม่ก่อโรค (2) เทคโนโลยีในการผลิต เช่น มีความ
เสถียรทางพันธุกรรม สามารถผลิตได้ปริมาณมาก (3) คุณสมบัติที่ท าให้เป็น probiotics เช่น ทนต่อน้ าย่อยใน
ทางเดินอาหาร เกาะติดกับ mucosa ในระบบทางเดินอาหารได้ (4) คุณสมบัติที่เกี่ยวข้องกับการท าให้ host 
มีสุขภาพดี เช่น กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของ host ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค ต้านสารก่อมะเร็ง เป็นต้น 
(Rodgers, 2008; Vasiljevic และ Shah, 2008) จากคุณสมบัติในการผลิตสารแบคเทอริโอซินของ 
bacteriocinogenic bacteria ซึ่งจัดเป็นคุณสมบัติที่ส าคัญประการหนึ่งในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคของ 
probiotics ท าให้แบคทีเรียดังกล่าว มักมีการศึกษาเพ่ือพัฒนาและน าไปใช้เป็น probiotics หลายชนิด 
โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุ่ม LAB ซึ่งโดยส่วนใหญ่จะมีการคัดแยกมาจากระบบทางเดินอาหารของคนหรือสัตว์ 
เช่น Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium lactis เป็นต้น อย่างไรก็ตามแบคทีเรียในกลุ่ม 
Bacillus spp. ก็มีการน าไปใช้ประยุกต์เป็น probiotics หลายชนิด ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวมี
คุณสมบัติที่น่าสนใจหลายประการ เช่น ความทนทานต่อสภาวะแวดล้อม การสร้างสปอร์ ความสามารถใน
การผลิตและขับสารหลายชนิดออกมานอกเซลล์ เช่น extracellular enzymes, bacteriocin, antibiotics 
เป็นต้น ตัวอย่างของ extracellular enzymes ที่ผลิตโดย alkalophilic Bacillus spp.ได้แก่ xylanase, 
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cellulase, amylase, protease (Senesi et al., 2001) ซึ่งจะมีส่วนที่ช่วยส่งเสริมการย่อยสลายสารอาหาร
ที่หลากหลายและท าให้แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมต่างๆ ได้ดี 

 
 

ตำรำงท่ี 1 ปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อการท างานของสารแบคเทอริโอซินในการถนอมอาหาร  
(Galvez et al., 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
มีการรายงานผลการวิจัยว่าสารแขวนลอยสปอร์ (Enterogermina) ของ B. cereus, B. clausii, B. 

pumillus, B. subtilis ที่หนูทดลองกินเข้าไปนั้น สามารถงอก เกาะติดที่ระบบทางเดินอาหาร 
(colonization) และกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในหนูได้  (Green et al., 1999; Senesi et al., 2001; Due et 
al., 2004)   

Ziaei-Nejad และคณะ (2006) ได้รายงานผลการศึกษาที่ Bacillus spp. สามารถท าหน้าที่เป็น 
probiotics และส่งเสริมการเจริญและการอยู่รอดของกุ้งขาว (Indian white shrimp: Fenneropenaeus 
indicus)  โดยกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ amylase, lipase และ protease ในระบบทางเดินอาหารของ
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กุ้ง จากคุณสมบัติดังกล่าวท าให้ Bacillus spp. เริ่มมีบทบาทส าคัญในการน ามาประยุกต์ใช้เป็น probiotics 
โดยสามารถใช้รับประทานโดยตรงส าหรับคนและอาจใช้ผสมกับอาหารส าหรับเลี้ยงสัตว์   
 
  



 14 

บทที่ 3 
อุปกรณ์ สำรเคมี และอำหำรเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อุปกรณ์ 

1.  จานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) 
2.  หลอดทดลอง (Tube) ขนาด 16×150 มิลลิเมตร 
3.  ขวดรูปชมพู่ (Flask) ขนาด 125, 250 และ500 มิลลิลิตร 
4.  ปิเปต (Pipette) ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 
5.  บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
6.  ขวดใส่อาหารเลี้ยงเชื้อ 
7.  ตัวกรองแบคทีเรีย 
8.  หลอดปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
9.  คีมคีบ (Forcep) 

 10. จุกส าลี 
 11. Loop 
 12. Cork Borer 
 13. Auto pipette 
 14. Rack 
 15. Disc 
 16. Magnetic stirrer 

 
2. สำรเคมี 

1.  Alcohol 70% และ 95% 
2. Crystal violet 
3. Methylene blue 
4. Safranin 
5. Gram iodine 
6. Ammonium sulfate 
7. Phosphate Buffer Saline pH 7.4 
8. Phosphate Buffer pH 7.4 
9. SDS gel loading buffer 

 10. Tris HCl pH 6.8 
 11. Tris HCl pH 8.8 
 12. Tris glycine electrophoresis buffer 
 13. Coomassie gel staining solution 
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 14. Coomassie gel destaining solution 
 15. Tris-glycine Native polyacrylamide gel running buffer 

 
3. อำหำรเลี้ยงเชื้อ 

1. Luria-Bertani broth (LB broth) 
2. Luria-Bertani agar (LB agar) 
3. Cassava starch agar  
4. Rice starch agar 
 

              4. แบคทีเรีย 
1. Bacillus spp. BA 145 และ BA 213 
2. Bacillus cereus 
3. Escherichia coli 
4. Staphylococcus aureus 
5. Staphylococcus aureus (S1-2261) 
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บทที่ 4 
วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัย 

 
4.1 ศึกษำสัณฐำนวิทยำและคุณสมบัติบำงประกำรของแบคทีเรียสกุล Bacillus spp. 

4.1.1 การย้อมแกรม 
ท าความสะอาดสไลด์ด้วยผงซักฟอก และเช็ดให้แห้ง จากนั้นสเมียร์เชื้อ Bacillus spp.  ลงบน

สไลด์ที่สะอาด ทิ้งไว้ให้แห้งในอากาศแล้วจึงท าการตรึงตัวเซลล์ด้วยการผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง หยด Crystal 
violet ลงบนเชื้อที่สเมียร์ทิ้งไว้ 1 นาที แล้วเทสีที่ค้างบนสไลด์ทิ้ง และล้างออกด้วยการผ่านน้ าประปาเบา ๆ 
หยด Gram’s iodine นาน 1 นาที แล้วเททิ้ง สารละลายไอโอดีนจะช่วยให้เซลล์ย้อมติดสีได้ดีขึ้น จากนั้น 
decolorized โดยการล้างสีด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95% นาน 30 วินาที        ล้างน้ ากลั่นตาม หยดสี 
safranin บนเชื้อนาน 15-30 วินาที แล้วล้างสีออกด้วยน้ ากลั่น จากนั้น       น าไปส่องดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ โดยใช้เลนส์วัตถุก าลังขยาย 100 เท่า 

4.1.2 ทดสอบการย่อยแป้ง 
ท าการ Cross streak แบคทีเรีย Bacillus spp. แต่ละไอโซเลตลงในอาหาร                   

Rice starch agar และ Cassava starch agar แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
หยด Gram’s iodine ลงบนอาหาร สังเกตการเกิดโซนใสรอบๆ โคโลนีเชื้อ ถ้ามีบริเวณโซนใส     แสดงว่า
แบคทีเรียมีความสามารถในการย่อยแป้ง  
 
4.2 ศึกษำเวลำที่เหมำะสมกับกำรเจริญ และกำรผลิตสำร แบคเทอริโอซิน ของ Bacillus spp. ที่มีฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรีย์แกรมบวกและแกรมลบ 
ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 4 ชนิด ได้แก่ B. cereus, E. coli, S. aureus และ S.1-2261 

ในอาหาร LB broth บ่มเขย่าที่ 30 °C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นน า cell suspension ไปวัดค่า OD 
600=0.1 แล้วน ามาท าการ swab plate เชื้อทดสอบแต่ละตัวลงบนอาหาร LB agar โดยแบ่งจานอาหารเลี้ยง
เชื้อออกเป็น 2 ส่วน จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อ
ส่วนละ 2 หลุม จากนั้นเตรียมส่วนใสของ Bacillus spp. ที่ได้จากการบ่มเขย่าเป็นเวลา 24, 36 และ 48 
ชั่วโมง ในอาหาร LB broth น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วท าการกรองส่วนใสที่ได้
ด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ดูดส่วนใสที่ปราศจากเชื้อปริมาตร 50 ไมโครลิตร ของ BA 145 
และ BA 213 ลงในอาหารที่ท าการเจาะหลุมไว้ จากนั้นน าไปบ่มที่    30 °C เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง วัด
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone  

 
4.3 กำรท ำให้ bacteriocin ที่ได้มีควำมบริสุทธิ์มำกขึ้น 

น าส่วนใสปราศจากเชื้อที่ได้จากการเพาะเลี้ยง Bacillus spp. ในสภาวะที่เหมาะสมไปท าการ
ตกตะกอนโปรตีน โดยการเติม ammonium sulphate ที่ความเข้มข้นเกลือ 20, 30, 40 และ 50% (w/v) 
ทิ้งไว้ให้เกิดการตกตะกอนโปรตีนที่ 4 °C โดยท าการกวนตลอดเวลาบน magnetic stirrer จากนั้นน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 18000 rpm เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้งแล้วเก็บตะกอนโปรตีนที่ได้ โดยละลายด้วยน้ ากลั่น
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ปลอดเชื้อ 1 มิลลิลิตร น าสารละลายโปรตีนที่ได้บรรจุลงใน dialysis tubing แล้วท าการ dialysis ข้ามคืนที่ 
4 °C ท าการกวนตลอดเวลาบน magnetic stirrer น าสารละลายโปรตีนที่ได้ไปทดสอบกิจกรรมในการยับยั้ง
จุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc-diffusion assay ใช้ปริมาตร 30 ไมโครลิตร หยดใส่แผ่น disc ขนาด 9 มิลลิลิตร  
 
4.4 ทดสอบผลของอุณหภูมิ, pH และเอนไซม์ที่มีต่อ แบคเทอริโอซิน 

น าส่วนใสที่ได้จากการตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate มาท าการทดสอบด้วย
ปัจจัยต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

4.4.1 ทดสอบผลของอุณหภูมิต่อ แบคเทอริโอซิน โดยบ่มส่วนใสที่อุณหภูมิ 60 °C และ 100 °C   
เป็นเวลา 15 นาท ี

4.4.2 ทดสอบผลของ pH โดยน าส่วนใสมาปรับ pH ให้ได้ 4 และ 10 ด้วย 1N HCl และ 1N 
NaOH จากนั้นบ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 20 นาท ี

4.4.3 ทดสอบกิจกรรมของ แบคเทอริโอซิน โดยการน าส่วนใส บ่มกับเอนไซม์ trypsin และ 
pepsin ที่ความเข้มข้น 1 mg/ml แล้วน าไปบ่มท่ี 37 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

จากนั้นน าทั้งหมดที่กล่าวมาข้างต้นไปทดสอบกิจกรรมในการยับยั้งจุลินทรีย์โดยวิธี agar-disc 
diffusion assay 
 
4.5 SDS-PAGE 

น าส่วน crude bacteriocin ที่ตกตะกอนด้วย 40% ammonium sulphate มาวิเคราะห์ขนาด
โมเลกุลโปรตีนด้วยเทคนิคการแยกโปรตีนตามความแตกต่างของขนาดมวลโมเลกุลด้วยกระแสไฟฟ้าใน 
polyacrylamide gel ที่มี sodium dodecyl sulfate (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis; SDS-PAGE) โดยเตรียมเจลที่ความเข้มข้นของ 15% separating gel และ 4% stacking 
gel แล้วท าการโหลดตัวอย่างที่ผสม 6X gel loading dye ที่มีปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร (1X)  แยก
โปรตีนโดยใช้ศักย์ไฟฟ้า 150 โวลต์ เป็นเวลา 45-60 นาที โดยเทียบกับมวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานชนิด
มวลโมเลกุลต่ า SM 0671 น าเจลที่ได้มาท าการย้อมสีด้วย Coomassie Blue Stain เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้ว
ท าการล้างสีย้อมออกด้วย Destaining Solution แล้วสังเกตแถบที่เกิดขึ้น ส่วนที่สองที่มีแบคเทอริโอซินของ 
BA 145 และ BA 213 น าไปล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 2-3 รอบ แล้วทดสอบกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน ทั้ง 
2 เชื้อ โดยน าไป overlay กับเชื้อทดสอบ 

 
4.6 Native-PAGE 

น าส่วน crude bacteriocin ที่ตกตะกอนด้วย 40% ammonium sulphate มาวิเคราะห์ขนาด
โมเลกุลโปรตีนด้วยเทคนิคการแยกโปรตีนตามความแตกต่างของขนาดมวลโมเลกุลด้วยกระแสไฟฟ้าใน 
polyacrylamide gel ที่ไม่มี sodium dodecyl sulfate (Native polyacrylamide gel 
electrophoresis; Native-PAGE) โดยเตรียมเจลคล้ายกับ SDS-PAGE แต่ต่างที่ไม่เติม 10% SDS แล้วท า
การโหลดตัวอย่างที่ผสม loading dye ที่มีปริมาตรสุดท้าย 25 ไมโครลิตร แยกโปรตีนโดยใช้ศักย์ไฟฟ้า 150 
โวลต์ เป็นเวลา 45-60 นาที โดยเทียบกับมวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐานชนิดมวลโมเลกุลต่ า SM 0671 น า
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เจลส่วนแรกที่มี Protein Marker, bacteriocin ของ BA 145 และ BA 213 มาท าการย้อมสีด้วย 
Coomassie Blue Stain เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วท าการล้างสีย้อมออกด้วย Destaining Solution แล้ว
สังเกตแถบที่เกิดขึ้น ส่วนที่สองที่มี แบคเทอริโอซิน ของ BA 145 และ BA 213 น าไปล้างด้วยน้ ากลั่นปลอด
เชื้อ 2-3 รอบ แล้วทดสอบกิจกรรมของ แบคเทอริโอซิน ทั้ง 2 เชื้อ โดยน าไป overlay กับเชื้อทดสอบ 
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บทที่ 5 
ผลกำรวิจัย 

 
5.1 ผลกำรบ่งชี้เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

จากการบ่งชี้เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต ได้แก่ BA 145, BA 151, BA 213 และ BA 344 
โดยใช้การย้อมสีแกรม รูปร่างและชุดทดสอบทางชีวเคมี API 50 CHB พบว่าเป็นแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลตเป็น
แกรมบวก รูปร่างเป็นแท่ง น่าจะจัดอยู่ใน species Bacillus licheniformis (85%), Bacillus 
licheniformis (87%) , Bacillus subtilis (94%) หรือ Bacillus amyloliquefaciens (89%) ตามล าดับ 
และไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (รูปที่ 1) แบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต สามารถย่อยแป้งได้ดี (รูปที่ 2) ซึ่งอาจน าไป
พัฒนาเพ่ือเพาะเลี้ยงในวัตถุดิบที่เป็นแป้งที่มีราคาถูกได้ และการที่แบคทีเรียไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือด
แดงบนอาหาร blood agar เป็นการบ่งชี้เบื้องต้นว่าแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต ไม่น่าจะเป็นสายพันธุ์ที่อันตราย
หรือก่อโรค 
 

 
     

 ก    ข    ค 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 (ก) ลักษณะการติดสีแกรมของ BA 213 (ข) ผลการทดสอบทางชีวเคมี API 50 CHB ของ 
BA 213 (ค) ผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ของ Bacillus spp. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

BA145 BA151 

BA213 BA344 

-hemolysis 
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                         Cassava starch agar                                          Rice starch agar 
 

รูปที่ 2 ลักษณะการย่อยแป้งมันส าปะหลัง (cassava starch) และแป้งข้าวเจ้า (rice starch) ของ 
Bacillus spp. BA 145 และ BA 213  

 
5.2 ผลกำรศึกษำคุณสมบัติของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพ 

จากการศึกษาคุณสมบัติของสารสกัดหยาบที่มีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซ
เลต ด้วยวีธี agar well diffusion พบว่า BA 145 และ BA 213 มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคชนิดแก
รมบวก 2 ชนิดได้ดี คือ Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus จึงคัดเลือกแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซ
เลต เพ่ือน าไปศึกษาต่อไป    

 
5.3 เวลำที่เหมำะสมเพื่อคัดเลือก Bacillus spp. ที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรแบคเทอริโอซิน 

เมื่อเพาะเลี้ยง BA 145 และ BA 213 ในอาหารเหลว LB เป็นเวลา 24, 36 และ 48 ชั่วโมง           
และน าส่วนใส (cell free supernantant) มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ B. 
cereus, E. coli, S. aureus และ S. aureus (S.1-2261) โดยวิธี agar-well diffusion assay และสังเกต
การเกิด inhibition zone ในช่วงเวลาของการบ่มที่ 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่าทั้ง BA 145 และ BA 213 มี
ความสามารถในการผลิตสารแบคเทอริโอซินได้ดี โดยสารแบคเทอริโอซินของ BA 145 สามารถยับยั้งได้
เฉพาะ B. cereus ในขณะที่ สารแบคเทอริโอซินของ BA 213 สามารถยับยั้งได้ทั้ง B. cereus, S. aureus 
และ S.1-2261 ซึ่งทั้ง  2 ไอโซเลตให้กิจกรรมสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 3 และตารางที่ 3) แต่เนื่องจาก 
inhibition zone ที่ได้ในแต่ละช่วงเวลามีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางที่ไม่แตกต่างกัน จึงเลือกที่เวลา 24 ชั่วโมง 
มาใช้เป็นเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อเพ่ือทดสอบการผลิตสารแบคเทอริโอซินต่อไป  
 
 
 
 
 

BA 145 BA 145 BA 213 BA 213 
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รูปที่ 3 ฤทธิ์ของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Bacillus spp. BA 145 และ BA 213 ที่มีต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย B. cereus E. coli S. aureus และ S. aureus 1-2261 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

BA 145 BA 213 

BA 145 

S. aureus 

E. coli B. cereus 

S. aureus 1-2261 

BA 145 

BA 145 

BA 213 

BA 213 BA 213 
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รูปที่ 4 ฤทธิ์ของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Bacillus spp. BA 145 และ BA 213 ที่มีต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย B. cereus E. coli S. aureus และ S. aureus 1-2261 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

BA 145 BA 213 

BA 145 

S. aureus 

E. coli B. cereus 

S. aureus 1-2261 

BA 145 

BA 145 

BA 213 

BA 213 BA 213 
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ตำรำงที่ 2 ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ B. cereus, E. coli, S. aureus และ S. aureus 1-2261ของสาร 

แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Bacillus spp. BA 145 และ BA 213 
 

Incubation 
Time (hr.) 

Tested organism 
Inhibition zone (mm) 

BA 145 BA 213 
24 48 24 48 

24 

B. cereus  
E. coli 
S. aureus  
S. aureus 1-2261 

7.75 
- 
- 
- 

7.75 
- 
- 
- 

9.00 
- 

15.25 
12.75 

9.00 
- 

15.00 
10.75 

36 

B. cereus  
E. coli 
S. aureus  
S. aureus 1-2261 

10.00 
- 
- 
- 

10.00 
- 
- 
- 

9.75 
- 

14.25 
14.00 

9.75 
- 

13.50 
11.50 

48 

B. cereus  
E. coli 
S. aureus  
S. aureus 1-2261 

10.75 
- 
- 
- 

10.75 
- 
- 
- 

10.50 
- 

15.75 
13.50 

11.25 
- 

14.25 
11.50 

 
 
 

5.4 กำรท ำให้ แบคเทอริโอซิน ที่ได้มีควำมบริสุทธิ์มำกขึ้น 
จากการน าส่วนใสไปตกตะกอนโปรตีนด้วย 30, 40 และ 50% (w/v) ammonium sulphate 

แล้วน าไปก าจัดเกลือออกด้วยวิธี dialysis จากนั้นน าไปทดสอบ activity โดยวิธี disc-diffusion assay โดย
ใช้ปริมาตร 30 µl พบว่าส่วนใสของ BA 145 และ BA 213 ที่ตกตะกอนโปรตีนด้วยความเข้มข้น 40% 
ammonium sulphate (AS) สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ และพบว่า 40% AS bacteriocin ของ BA 145 
จะให้ inhibition zone กว้างที่สุดเมื่อทดสอบกับเชื้อ B. cereus ส่วน 40% AS bacteriocin ของ BA 213 
จะเกิด inhibition zone กว้างที่สุดเมื่อทดสอบกับเชื้อ S. aureus  
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ตำรำงที่ 3 ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ B. cereus, E. coli, S. aureus และ S. aureus 1-2261ของ BA 
145 และ BA 213 ที่ตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือที่มีความเข้มข้น 30%, 40%, 50% 
ammonium sulphate เมื่อเทียบกับส่วนใสที่ไม่ได้ตกตะกอน (control) 

Tested 
organism 

Inhibition zone (mm) 

BA 145 BA 213 

Control 30%AS 40% AS 50% AS Control 30% AS 40% AS 50% AS 

B. cereus 10.50 15.50 19.00 13.00 10.00 13.00 12.00 15.00 

E. coli - - - - - - - - 

S. aureus - - 13.75 10.00 15.25 20.50* 20.50 19.50 

S. aureus 
1-2261 

- - 13.75 10.25 12.75 17.50 18.50 18.00 

*หมายเหตุ: มี colony ของเชื้อกว้างกว่า 40%AS 

 
 
5.5 ผลของอุณหภูมิ, pH และเอนไซม์ที่มีต่อ แบคเทอริโอซิน 

จากการน าส่วนที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate มาท าการทดสอบด้วย
ปัจจัยต่างๆ พบว่า 40% AS bacteriocin ของ BA 145 เมื่อทดสอบด้วยอุณหภูมิ 60 °C และ 100 °C เป็น
เวลา 15 นาท ีและ ทดสอบด้วย pH 4 และ 10 บ่มที่ 37 °C เป็นเวลา 20 นาที สามารถยับยั้ง B. cereus ได้ 
แต่ที่อุณหภูมิ 60 °C และ 100 °C เป็นเวลา 15 นาที และ pH 4 และ10 กลับไม่สามารถเกิด inhibition 
zone กับเชื้อ S. aureus ส่วนที่ทดสอบด้วยเอนไซม์ 1 mg/ml trypsin และ pepsin ยังสามารถพบ 
inhibition zone ได้เพียงเล็กน้อย และ 40% AS bacteriocin ของ BA 213 มีความเสถียรเมื่อทดสอบกับ
ทุกปัจจัย โดยสามารถเกิด inhibition zone ได้ดีกับเชื้อทดสอบทั้ง 2 ชนิด โดยเฉพาะกับเชื้อ S. aureus 
เกิด inhibition zone ได้กว้างที่สุด 
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Control ของ BA145 และ BA 213 ในการยับยั้งเชื้อ B. cereus 

 

 

 

 

 
   60 °C                                          100 °C                                        

 

 

 

 
 
                                   pH 4                                          pH 10 

                            

 

 

        
 
                                 Trypsin                                      Pepsin 

รูปที่ 5 ลักษณะ inhibition zone ของ BA 145 และ BA 213 ในการยับยั้ง B. cereus เมื่อ
ทดสอบด้วยปัจจัยต่างๆ เทียบกับส่วนใสที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium 
sulphate ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยปัจจัยดังกล่าว (control) 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 

BA 145 BA 213 

B. cereus 
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Control ของ BA145 และ BA 213 ในการยับยั้งเชื้อ S. aureus 

 
 

 
                                     

      
 
               60 °C                                          100 ° 

 

 
 
 
                                   

   pH 4                                          pH 10                                       
 
 
 
 
 
 
 
                                 Trypsin                                          Pepsin 
 

รูปที่ 6  ลักษณะ inhibition zone ของ BA 145 และ BA 213 ในการยับยั้งเชื้อ S. aureus เมื่อ
ทดสอบด้วยปัจจัยต่างๆ เทียบกับส่วนใสที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium 
sulphate ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยปัจจัยดังกล่าว (control) 

BA 145 

S. aureus 

BA 213 

BA 145 

S. aureus 

BA 213 BA 145 

S. aureus 

BA 213 

BA 145 

S. aureus 

BA 213 BA 145 

S. aureus 

BA 213 

BA 145 

S. aureus 

BA 213 BA 145 

S. aureus 

BA 213 
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ตำรำงที่ 4 ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ B. cereus และ S. aureus ของ BA 145 เมื่อทดสอบด้วยปัจจัย

ต่างๆ เทียบกับส่วนใสที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate ที่ไม่ได้
ทดสอบด้วยปัจจัยดังกล่าว (control) 

  

เชื้อ 
Inhibition zone (mm.) ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก BA 145 

Control 60 °C 100 °C pH 4 pH 10 Trypsin Pepsin 

B. cereus 15.67 14.75 14.00 15.00 13.75 17.25 15.75 

S. aureus 14.00 - - - - 11.50 11.00 

 

 
ตำรำงที่ 5 ฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ B. cereus และ S. aureus ของ BA 213 เมื่อทดสอบด้วยปัจจัย

ต่างๆ เทียบกับส่วนใสที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate ที่ไม่ได้
ทดสอบด้วยปัจจัยดังกล่าว (control) 

  

เชื้อ 
Inhibition zone (mm.) ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก BA 213 

Control 60 °C 100 °C pH 4 pH 10 Trypsin Pepsin 

B. cereus 18.13 17.75 13.75 17.00 15.50 17.75 16.75 

S. aureus 25.63 23.25 23.00 24.00 19.00 22.75 24.00 
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5.6 SDS-PAGE 
จากผลการทดสอบพบว่า เกิดแถบโปรตีนของแบคเทอริโอซิน ขึ้น โดยพบว่า BA 145 เกิดแถบ

โปรตีนหลายแถบ แต่แถบที่สนใจมีมวลโมเลกุลประมาณ 12 kDa ส่วน BA 213 มีมวลโมเลกุลประมาณ 14 
kDa (รูปที่ 7)และน าไปทดสอบด้วยวิธี overlay พบ inhibition zone ที่มีแถบโปรตีนขนาด 12-14 kDa เมื่อ
ทดสอบกับ B. cereus และ S. aureus (รูปที่ 8) 

 
5.7 Native-PAGE 

จากผลการย้อมด้วยสี coomassie blue ไม่พบแถบโปรตีนเกิดขึ้น แต่เมื่อน าไปทดสอบด้วยวิธี 
Overlay พบว่าเกิด inhibition zone ในจานอาหารที่ทดสอบด้วยเชื้อ B. cereus ซึ่งมีช่วงมวลโมเลกุลอยู่
ในช่วงประมาณ 25-70 kDa และแถบที่ 2 อยู่ในช่วงประมาณ 25-40 kDa (รูปที่ 9) 
 
 
 
                                                M       BA 213   BA 145  

  

                     

 

 

 

 

   

 

 

รูปที่ 7 การวิเคราะห์ขนาดของโปรตีนที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate  
         ด้วยวธิี SDS-PAGE M: Protein Marker #SM 0671  

 

 

35 

  14 kDa 

Molecular weight (KDa) 

 12 kDa 

15 

25 

40 

55 
70 

10 
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รูปที่ 8 การวิเคราะห์ขนาดโปรตีนที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate ด้วย  

 วิธี SDS-PAGE 1: 40% AS bacteriocin ของ BA 213, 2: 40% AS bacteriocin ของ BA 
145, M: Protein Marker #SM 0671 และ inhibition zone ที่เกิดจากการ overlay ด้วย          
B. cereus และ S. aureus 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9 การวิเคราะห์ขนาดโปรตีนที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate ด้วยวิธี

Native-PAGE 1: 40% AS bacteriocin ของ BA 213, 2: 40% AS bacteriocin ของ BA 
145 และ M: Protein Marker #SM 0671 และ inhibition zone ที่เกิดจากการ overlay 
ด้วย B. cereus และ S. aureus 
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บทที่ 6 
สรุปและวิจำรณ์ผลกำรวิจัย 

 
จากการทดลองเพ่ือศึกษาคุณสมบัติในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อ

โรค (Pathogens) โดยเชื้อ Bacillus spp. พบว่ามี 2 ไอโซเลต ได้แก่ BA 145 และ BA 213 มีการผลิตสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งสูงสุด จึงน าไปใช้ในการศึกษาต่อไป 

ในการศึกษาเวลาที่เหมาะสมเพ่ือคัดเลือก Bacillus spp. ที่มีความสามารถในการผลิตสาร แบ
คเทอริโอซิน พบว่า ทั้ง BA 145 และ BA 213 มีความสามารถในการผลิตสาร แบคเทอริโอซิน ซึ่งทั้ง 2  ไอโซ
เลต ให้กิจกรรมสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง แต่เนื่องจาก inhibition zone ที่ได้ในแต่ละช่วงเวลามีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางที่ไม่แตกต่างกันมากนัก จึงเลือกที่เวลา 24 ชั่วโมง มาใช้ในการเลี้ยงเชื้อ และใช้เป็นเวลาใน
การบ่มเชื้อเพ่ืออ่านผลการทดลองในการทดลองต่อไป  

จากการน าส่วนใส ที่ปราศจากเชื้อ (cell free supernatant) ที่มี crude bacteriocin ไป
ตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือ ammonium sulphate ที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า BA 145 และ BA 213 ที่
ตกตะกอนโปรตีนด้วยความเข้มข้น 40% (w/v) ammonium sulphate มีกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ 
โดยพบว่า crude bacteriocin ของ BA 1/4.5 จะให้ inhibition zone กว้างที่สุดเมื่อทดสอบกับ B. cereus 
แต่ไม่เกิด inhibition zone กับ S. aureus ส่วน crude bacteriocin ของ BA 213 จะเกิด inhibition 
zone กว้างที่สุดเมื่อทดสอบกับเชื้อ S. aureus ดังนั้นจึงเลือกเชื้อทดสอบ 2 ชนิดนี้ ไปใช้ในการทดลองครั้ง
ต่อไป 

จากการน าส่วนที่ตกตะกอนโปรตีนด้วย 40% ammonium sulphate มาศึกษาผลของ     ปัจจัย
ต่างๆ พบว่า แบคเทอริโอซิน ของ BA 145 เมื่อทดสอบด้วยอุณหภูมิ 60 C และ 100 C เป็นเวลา  15 
นาที และ ทดสอบด้วย pH 4 และ 10 บ่มที่ 37 C เป็นเวลา 20 นาที สามารถยับยั้ง B. cereus ได้   แต่ที่
อุณหภูมิ 60 C และ 100 C เป็นเวลา 15 นาที และที่ pH 4 และ10 ไม่สามารถยับยั้งกับเชื้อ S. aureus 
ได้ และการทดสอบด้วย 1 mg/ml trypsin และ pepsin จะพบ inhibition zone เพียงเล็กน้อย และส่วน
แบคเทอริโอซิน ของ BA 213 มีความเสถียรเมื่อทดสอบกับทุกปัจจัย โดยสามารถเกิด inhibition zone ได้ดี
กับเชื้อทดสอบทั้ง 2 ชนิด โดยเฉพาะกับเชื้อ S. aureus เกิด inhibition zone ได้กว้างที่สุด แต่ก็พบว่า 1N 
HCl ที่ใช้เป็น control เกิด inhibition zone กับทดสอบได้เช่นกัน ซึ่งก็อาจเป็นไปได้ว่า inhibition zone ที่
เกิดข้ึนอาจมาจากผลของกรดด้วย ส่วน 1N NaOH สามารถเกิด inhibition zone กับเชื้อ S. aureus แต่เมื่อ
น า 1N HCl และ 1N NaOH ทดสอบร่วมกับ BA 145 ที่ pH 4 และ 10 กลับไม่เกิด inhibition zone กับ
เชื้อ S. aureus อาจเป็นไปได้ว่า BA 145 สามารถกดการท างานของกรดและเบสได้ ซึ่งควรใช้เป็นข้อมูลใน
การศึกษาในงานวิจัยต่อไป 

จากผลการทดสอบการแยกโปรตีนโดย SDS-PAGE พบว่าโปรตีนของ BA 145 เกิดแถบโปรตีน
หลายแถบ แต่แถบที่สนใจมีมวลโมเลกุลประมาณ 12 kDa  ส่วน BA 213 มีมวลโมเลกุลประมาณ 14 kDa 
เมื่อเทียบกับ Protein Marker และน าไปทดสอบด้วยวิธี Overlay พบ inhibition zone ที่มีแถบโปรตีน
ขนาด 12-14 kDa เมื่อทดสอบกับ B. cereus และ S. aureus 
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จากผลการทดสอบการแยกโปรตีนด้วย Native-PAGE พบว่า ไม่พบแถบโปรตีนเกิดขึ้น แต่เมื่อ
น าไปทดสอบด้วยวิธี Overlay กลับพบ inhibition zone ในจานอาหารที่ทดสอบด้วยเชื้อ B. cereus ซึ่งมี
ช่วงมวลโมเลกุลอยู่ในช่วงประมาณ 25-70 kDa และแถบที่ 2 อยู่ในช่วงประมาณ 25-40 kDa ซึ่งมีขนาด
โมเลกุลที่ค่อนข้างใหญ่เกินไปส าหรับสารแบคเทอริโอซิน แสดงว่าสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากทั้ง BA 145 
และ BA 213 อาจมีความทนทานต่อการเกิด denaturation จาก SDS detergent จึงควรมีการทดสอบกับ
สาร detergents ชนิดอื่นๆ เพ่ิมเติม 
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ภำคผนวก ก 

อำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 
                    อาหารทุกสูตรใช้น้ ากลั่นในการปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร 
1. Luria-Bertani broth (LB broth) 

Tryptone     10.0  กรัม 
Yeast extract     5.0  กรัม 
Sodium Chloride    10.0  กรัม 

 
2. Luria-Bertani agar (LB agar) 

Tryptone     10.0  กรัม 
Yeast extract     5.0  กรัม                                                           
Sodium Chloride    10.0  กรัม                                                     
Agar      15.0  กรัม 

 
3. Cassava Starch Agar 

Cassava starch     15.0  กรัม   
Peptone     2.0  กรัม                                                                 
Glucose     2.0  กรัม                                                                 
Agar      15.0  กรัม 

 
 4. Rice Starch Agar 
 Rice starch     15.0  กรัม 
           Peptone     2.0  กรัม                                             
           Glucose     2.0  กรัม                                                                   

Agar      15.0  กรัม 
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ภำคผนวก ข 
สำรเคมี 

 
1. Crystal violet 
                      0.1M citric acid                                          100.0  มิลลิลิตร 
                      Crystal violet                                                 0.1 กรัม 
2. Safranin 
                    Safranin                                                        0.25  กรัม 
                    Ethyl alcohol                                               10.0  มิลลิลิตร 
                    น้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได้                            100.0 มิลลิลิตร 
3. Gram’s iodine 
                    Iodine  1.0  กรัม 
                    Potassium Iodine (KI)    2.0  กรัม 
                   น้ ากลั่น  300.0  มิลลิลิตร 
4. 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 
                   Tris-base      6.06  กรัม 
                   ปรับ pH ให้ได้ 6.8 ด้วย 1N HCl 
                   เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได ้ 100.0   มิลลิลิตร 
5. 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 
  Tris-base     18.17             กรมั 

ปรับ pH ให้ได้ 8.8 ด้วย 1N HCl 
  เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ได ้   100.0  มิลลิลิตร 
6. 15% separating gel 
  น้ ากลั่น  3490   ไมโครลิตร                    
  30% acryramide 7500  ไมโครลิตร 
  1.5 M Tris-HCl pH 8.8 3750  ไมโครลิตร 
  10% SDS 150  ไมโครลิตร        
  10% APS 100  ไมโครลิตร 
  TEMED 10  ไมโครลิตร 
  Total 15  มิลลิลิตร 
 
7. 4% stacking gel 
  น้ ากลั่น 2366  ไมโครลิตร                    
  30% acryramide 530  ไมโครลิตร 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8    1000  ไมโครลิตร 
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  10% SDS 40  ไมโครลิตร        
  10% APS 60  ไมโครลิตร 
  TEMED 4  ไมโครลิตร 
  Total      4  มิลลิลิตร 
8. 6X gel loading dye #R0611 
                          10 mM Tris-HCl pH 7.6 

0.03% bromophenol blue  
0.03% xylene cyarol FF 
60% glycerol 
60 mM EDTA 

9. 5X Tris glycine electrophoresis running buffer 
Tris-base      15.1  กรัม 
Glycine      94.0  กรัม 
10% SDS     50.0  มิลลิลิตร 

10. 10X Tris-glycine Native polyacrylamide gel running buffer 
Tris-base     144.0  กรัม 
Glycine      30.3  กรัม 
น้ ากลั่น      1000.0  มิลลิลิตร 

11. Coomassie blue staining solution 
Coomassie Brilliant Blue R-250  0.04  กรัม 
Methanol     100.0   มิลลิลิตร 
Acetic acid     15.0  มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น      85.0  มิลลิลิตร 

12. Destaining solution 
Methanol     400.0  มิลลิลิตร 
Acetic acid     100.0  มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น      500.0  มิลลิลิตร 
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ภำคผนวก ค 
Protein Marker 

 
Protein Marker #SM0671 ยี่ห้อ 
PageRulerTM Prestianed



 

 

 


