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บทที่ 1 
บทนํา 

 
      กลาเชื้อ (starter culture) เปนจุลินทรียที่เติมในผลิตภัณฑอาหารหมัก กลาเชื้อจุลินทรีย

ในอาหารหมักที่ดีควรมีคุณสมบัติหลายประการเชน ความเปนโพรไบโอติก มีกิจกรรมสลาย
โปรตีนและไขมัน การไมมีกิจกรรมของเอนไซมกรดอะมิโนดีคารบอกซิเลส มีกิจกรรมของ
เอนไซมคะตะเลส ไนเตรทรีดักเทส และไนไตรทรีดักเทส โดยเฉพาะแบคทีเรียกรดแลคติกที่นิยม
นํามาใชเปนกลาเชื้อมีกลไกในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นดวยการผลิตกรดอินทรีย 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไลโซไซม ไดอะซิติล และแบคเทอริโอซิน (Holzapfel. 1994)  
 แบคเทอริโอซินเปนสารประกอบโปรตีนหรือเปปไทดทีส่รางจากแบคทีเรีย แบคเทอริ

โอซินที่ผลิตโดยแบคทเีรียกรดแลคติกมีคณุสมบัติที่เหมาะสมตอการใชในการถนอมอาหารหลาย

ประการเชนเปนสารที่มีความปลอดภัย (generally recognized as safe substances) ไมเปนพษิตอ

เซลลของสัตวและพืชช้ันสูง (eukaryotic cells) ถูกทําใหเสียสภาพโดยเอนไซมโพรติเอสในทางเดิน

อาหาร (digestive proteases) มีผลเล็กนอยตอจุลินทรียประจําถ่ินในทางเดินอาหาร  มักจะทนตอพี

เอชและความรอน มีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นซึ่งเจรญิแขงขันไดกวางเชน ยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดโรค เชน Listeria monocytogenese, Staphylococcus aureus, 

Clostridium perfringens  และ Bacillus cereus  รวมทั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารเสีย  สารแบคเทอริ

โอซินสามารถยับยั้งจุลินทรยีชนิดอื่นโดยการทําใหเกดิรทูี่เยื่อหุมเซลลของจุลินทรียที่ไวตอแบคเทอ

ริโอซิน เซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเยื่อหุมชั้นนอก (outer membrane) ซ่ึงจะชวยปองกันสารแบค 

เทอริโอซินและสารประกอบชนิดอื่นที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 600 ดาลตัน (Da) ไมใหเขาถึงเยือ่

หุมเซลลได (Ammor และ Mayo. 2007; Gálvez และคณะ, 2007) ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะผลิตแบค เท

อริโอซินจากแบคทีเรียเหลานี้เพื่อใชเปนสารถนอมอาหารชีวภาพทดแทนการใชสารเคมีในการ

ถนอมอาหารเพื่อการผลิตอาหารที่ปลอดภยั 

     แบคเทอริโอซินบางชนิดมีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค ไดแก 
Clostridium botulinum, Bacillus spp., Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus aureus. (Carolissen-Maclay และคณะ. 1996) มีการทดลองของนักวิจัยหลายทานที่
ทดลองเติมแบคเทอริโอซินลงไปในอาหารเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคเชน Vignolo 
และคณะ (1996) ที่เติม Lactocin 705 ซ่ึงเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus casei 
CRL 705 เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ในเนื้อวัวที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -30 
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องศาเซลเซียส โดยเติมสารแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรม 2 ระดับคือ 8,400 และ 16,800 AU ตอ
มิล ลิ ลิตร  พบว าแบคเทอริ โอซินที่ทั้ งสองระดับสามารถลดการเจริญของเชื้ อ  Listeria 
monocytogenes ไดอยางนอย 1 log cycle หรือการใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับแบคเทอริ
โอซินเชนการทดลองของ Kingcha และคณะ (2012) ที่เติมแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ 
Pediococcus pentosaceus BCC 772 รวมกับกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมเพื่อยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ในผลิตภัณฑแหนมพบวาจํานวนเชื้อ List. monocytogenes 
ในแหนมลดลงจาก 5.9-6.1 log CFUตอกรัม เหลือ 2.5 log CFUตอกรัมเมื่อหมักไปแลว 96 ช่ัวโมง 
 ดังนั้นจึงเปนไปไดที่จะนําแบคเทอริโอซินมาใชยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคใน
เนื้อสัตว หรือการเติมกลาเชื้อแบคทีเรียรวมกับการเติมแบคเทอริโอซินเพื่อใชในการลดจํานวนหรือ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคในแหนม พรอมทั้งเปรียบเทียบคุณภาพทางจุลินทรีย เคมี และ
กายภาพกับแหนมที่ไมเติมกลาและไมเติมแบคเทอริโอซิน 

 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1. เพื่อศึกษากิจกรรมของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกและความคงตัวของ      

แบคเทอริโอซินตอพีเอช อุณหภูมแิละเอนไซม 

        2.   เพื่อเปรียบเทียบวิธีการทําแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกใหบริสุทธิ์        

        3.   เพื่อศึกษาการผลิตแบคเทอริโอซินและการประยกุตใชในอาหาร 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ/การทบทวนวรรณกรรม                                         

 
แบคทีเรียเปนแหลงของ antimicrobial peptides แบคเทอริโอซินเปนแหลงของเปปไทดที่

ตอตานจุลินทรียซ่ึงใชประโยชนสําหรับการยับยั้งจุลินทรียในอาหาร แบคเทอริโอซินประกอบดวย

กลุมของสารตางชนิดกัน (heterogenous group)  ถึงแมวาจะประกอบดวยสารที่มีความแตกตางกัน

ทางเคมีแตคุณสมบัติหนึ่งที่เปนจุดเดนของแบคเทอริโอซินก็คือมีโปรตีนเปนสวนสําคัญ การ

ทดสอบความไวตอเอนไซมที่จําเพาะ (โปรติเอสและไลเปส เปนตน) ถูกนํามาใชในการจัดจําแนก

องคประกอบทางเคมีของโมเลกุลสารแบคเทอริโอซิน จากหลักการนี้มีผูรายงานวา streptocin STH 

อาจเปนโมเลกุลที่ประกอบดวยหมูของโปรตีน ไขมันและฟอสเฟตที่สําคัญ การวิเคราะห

องคประกอบทางเคมีของสารแบคเทอริโอซินบงชี้ไดวาสารแบคเทอริโอซินบางชนิดประกอบดวย

โปรตีนอยางงาย อยางไรก็ตามจากขั้นตอนการทําใหบริสุทธ์ิทําใหทราบวาแบคเทอริโอซินของ 

Staphylococcal, Clostridial และ Lactobacillus เปนโมเลกุลที่คอนขางซับซอนซึ่งประกอบดวย

โมเลกุลของไขมันและคารโบไฮเดรตนอกเหนือจากโปรตีนที่มีอยูในโมเลกุลสําหรับองคประกอบ

ของ staphylococcin 414 คลายกับองคประกอบโปรตีนในเยื่อหุมเซลลของ Staphylococcus จากการ

วิเคราะหสาร colicins พบวามีสวนประกอบของแอคทีฟโปรตีนที่ซับซอนซึ่งมีไลโปพอลิแซค

คาไลนแอนติเจน (lipopolysaccharide antigen) อยูที่บริเวณผิวเซลลของแบคทีเรียที่สรางสาร 

colicins นั้น โมเลกุลของสาร butyricin 7423 และ perfringocin 11105 ประกอบดวยสวนที่เปน

แอมพิฟลิกโปรตีน (amphiphilic protein) และคาดการณวามีสวนที่ไมชอบน้ําอยูดวยซ่ึงอาจชวยให

การกระทํากับเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียที่มีความไวตอสารแบคเทอริโอซินเกิดไดงายขึ้น (Tagg 

และคณะ.  1976) 

สารที่จัดเปนแบคเทอริโอซินประกอบดวย โปรตีนขนาดตางๆ กัน อยูในชวงตั้งแตขนาด

โมเลกุลเล็กอยางงายและมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา เชน streptococcin  A–FF22  มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ  

8,000 ดาลตัน จนกระทั่งถึงขนาดโมเลกุลใหญที่ซับซอนมีน้ําหนักโมเลกุลมากถึง 106  แบคเทอริ

โอซินที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําโดยทั่วไปแลวจะมีความไวตอเอนไซมทริปซิน (trypsin) สูงแตมีความ

ไวตอความรอนต่ํา นักวิจัยไดเคยตรวจสอบแบคเทอริโอซินในกลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนและพยายามที่จะศึกษาความสัมพันธระหวางกิจกรรมของสารแบคเทอริ

โอซินกับโครงสรางที่เห็นภายใตกลอง  ซ่ึงคุณลักษณะของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรีย
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แกรมบวกที่พบไดบอยคือมีโครงสรางทางกายภาพ 2 แบบหรือมากกวานั้น  ซ่ึงโมเลกุลของสารแบ

คเทอริโอซินที่แตกตางกันในแบคเทอริโอซินเหลานี้ ดูเหมือนวาจะมีความสมดุลในแงของสัดสวน

ของโมเลกุลที่มีขนาดเล็กและโมเลกุลขนาดใหญที่รวมกันอยูโดยคาพีเอชและความแรงของไอออน 

(ionic strength) จะมีอิทธิพลตอแบคเทอริโอซินเหลานี้ (Tagg และคณะ,  1976) 

 ความคงตัวของสารแบคเทอริโอซินจะลดลงอยางมาก เมื่อสารแบคเทอริโอซินถูกทําให

บริสุทธิ์มากขึ้นและพบวาการเติม bovine serum albumin  จะชวยปองกันสารแบคเทอริโอซินที่ผาน

การทําใหบริสุทธิ์จากการถูกยับยั้งการทํางาน (inactivation) ตัวอยางสารแบคเทอริโอซิน เชน    

staphylococcin  1580  และสารปฏิชีวนะที่เกิดจาก Staphylococcus  aureus  จะมีความไวสูงตอการ

เสียสภาพทางกล  (mechanical  denaturation) (Tagg และคณะ, 1976)    

 ความคงตัวของสารแบคเทอริโอซินแตละชนิดมีความแตกตางกันอยางมาก โดยความไว

ของสารแบคเทอริโอซินตอการถูกยับยั้งการทํางานเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอชสารแบคเทอริโอซิน

และ bacteriocin-like substrate สวนใหญสามารถทนกรดไดสูงกวาดาง ซ่ึงหลักเกณฑของความคง

ตัวตออุณหภูมิของสารแบคเทอริโอซินสามารถอธิบายไดยากเนื่องจากขึ้นอยูกับขั้นตอนการทําให

บริสุทธิ์และปจจัยอ่ืนๆ เชน พีเอช ความแรงของไอออนและการมีโมเลกุลที่ชวยปกปองแบคเทอริ

โอซินจากการเสียสภาพอยูดวย (protective molecules) (Tagg และคณะ, 1976)    

 

การจําแนกชนดิของแบคเทอริโอซิน (Classification of bacteriocins) 

 โดยทั่วไปแบคเทอริโอซินสามารถแบงไดเปน 3-4 กลุม ไนซิน (nisin) คนพบในป ค.ศ. 1928 

และซับทิลิน (subtilin) พบในป ค.ศ. 1948 เปนสารที่คลายไนซินตางกันโดย 12 กรดอะมิโน ทั้งคู

จัดอยูใน Class I เรียกวาเปนแลนติไบโอติก (lantibiotics) การจําแนกแบคเทอริโอซินในปจจุบันมี

การปรับปรุง แสดงใหเห็นความเหมือนและความตางซึ่งสังเกตไดในโมเลกุลที่คนพบใหม Class I 

แบงยอย เปน Class Ia และ Class Ib โดยทัว่ไปเปปไทดของ Class I มีกรดอะมโิน 19 ชนิดถึง

มากกวา 50 ชนิด แบคเทอริโอซิน Class I ถูกจัดจําแนกโดยอาศัยกรดอะมิโนที่ตางออกไป (unusual 

amino acid) ตัวอยางเชน lanthioninie, methyl-lanthionine, dehydrobuthyrin Class Ia จะรวมถึงไน

ซินดวย ประกอบดวย cationic และ hydrophobic peptides ซ่ึงทําใหเกิดลักษณะเปนรูใน target 

membrane และมีโครงสรางที่ยืดหยุนไดเมือ่เปรียบเทียบกับโครงรางแข็งของ Class Ib bacteriocins 

ซ่ึงเปนเปปไทดรูปกลม (globular peptides) (Cleveland และคณะ, 2001) 
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 Class II ประกอบดวยเปปไทดสายสั้น ๆ ที่คงตัวตอความรอนและสามารถแบงยอยไดเปน 

Class IIa รวมถึงเปปไทดที่คลาย pediocin ที่แอคทีฟกับเชื้อ Listeria ที่มีลําดับของกรดอะมิโนดาน 

N-terminal ตอกับ Tyr-Gly-Asn-Gly-Val และตอกับ 2 cyteinnes ทําใหเกิด   s-s brige ใน N-

terminal คร่ึงหนึ่งของสายเปปไทดแบคเทอริโอซิน ประกอบดวยเปปไทด 2 สายที่ตางกัน ประกอบ

กันจัดเปน Class IIb สายเปปไทด 2 สายของแบคเทอริโอซินจําเปนทัง้คูในการเกิดกิจกรรมของแบ

คเทอริโอซิน ลําดับของกรดอะมิโนสายแรกของเปปไทดนั้นแตกตางกนั แมวาแตละอันจะถูกกํากบั

ไวโดยยีนของตัวเองที่อยูใกลเคียงกันแตมเีพียงยีนเดยีวซ่ึงจําเปนที่เปนยีนภูมิคุมกัน แบคเทอริโอซิน 

Class IIc เร่ิมแรกถูกเสนอขึน้วาถูกปลอยโดย general sec-system และแบคเทอริโอซิน Class III 

เปนแบคเทอรโิอซินที่ไมทนความรอน สําหรับแบคเทอรโิอซิน Class III นี้ยังมีขอมูลไมมากนกั 

สําหรับแบคเทอริโอซิน  Class ที่ 4 ไดถูกเสนอวาอยูในรูปสารประกอบเชิงซอนกบัสารโมเลกุล

ใหญอ่ืน ๆ (Cleveland และคณะ, 2001) 

ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินในอาหาร 

 ถึงแมวาจากผลการทดลองในอาหารเหลวไดแสดงใหเหน็วา แบคเทอริโอซินยับยั้งการเจริญ

ของจุลินทรียเปาหมายแตก็จะตองทําการศกึษาในเชิงประยุกตเพื่อยืนยนัประสิทธิภาพในอาหาร 

การใชประโยชนของแบคเทอริโอซินโดยเฉพาะไนซินในอาหาร ไดมีการรายงานไวแลววาองค 

ประกอบทางเคมีอาหารและกระบวนการทางกายภาพมีอิทธิพลตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 

ตัวอยางเชน ไนซินสามารถละลายไดดีทีพ่เีอช 2 มากกวาพีเอช 8 ถึง 228 เทา (Cleveland และคณะ, 

2001) 

การนําแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิไปใชในอาหาร 

 -ระบบการถนอมอาหารชีวภาพ (Biopreservation Systems) 

 ไดมีรายงานถงึการประเมินประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินเกี่ยวกับความสามารถในการ

เปนตัวยับยั้งเชื้อกอโรคในอาหารและจุลินทรียตาง ๆ ที่กอใหเกิดการเนาเสีย แมวาประสิทธิภาพ

ของการยับยั้ง จุลินทรียจะถูกพิสูจนแลวใน synthetic media แตก็ยังไมเปนที่แนนอนวาแบคเทอริ

โอซินจะใหผลแบบเดียวกนัในอาหาร ไนซิน (nisin) เปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรด

แลคติกที่รูจักกันดีที่สุดและเปนที่ยอมรับในการนํามาใชในอาหาร ในสหรัฐอเมริกาไดมีการนําไน

ซินมาใชใน cheese spreads ที่ผานการพาสเจอไรสเพื่อยับยั้งการเจริญของสปอร Clostridium 
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botulinumและใชไนซินกนัทัว่โลกในผลิตภัณฑที่หลากหลายรวมถึงนมพาสเจอไรซนมปรุงแตง 

และนมที่มีอายุการเก็บยาวนาน รวมทั้งเนยแข็งที่ผานการบมและเนยแข็งที่ผานการแปรรูป ผัก

กระปองและซปุกระปอง เมือ่เร็ว ๆ นี้มีการนําไนซินไปใชประโยชนในการยับยั้งแบคทีเรียกรดแล

คติกที่ไมเปนที่ตองการในไวนและเบียร แตการนําไนซินไปใชประโยชนในอาหารบางครั้งก็ถูก

จํากัด เพราะวาไนซินมีความสามารถในการละลายต่ํา ราคาแพง และมีความผันแปรในแงของความ

ไวตอแบคทเีรียเปาหมายและปจจยัส่ิงแวดลอม เชน พเีอช โซเดียมคลอไรด อุณหภูม ิ มีผลตอ

กิจกรรมการทาํงานของไนซนิ (Muriana และ Luchansky, 1993) ตัวอยางการใชแบคเทอริโอซินใน

การถนอมอาหารแสดงดังตารางที่ 1 ดังนัน้งานวจิัยนี้จึงพยายามมุงไปสูการผลิตแบคเทอริโอซินบริ

สุทธิ์ชนิดใหมและจัดจําแนกแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกสําหรับการประยุกตใชใน

อาหาร  

การเติมแบคเทอริโอซินลงในอาหาร 

 การเติมแบคเทอริโอซินลงในอาหารสามารถทําไดโดยเติมในรูปของแบคเทอริโอซินที่เตรียม

ไดหรือโดยการเติมเชื้อที่สรางแบคเทอริโอซินภายสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางแบคเทอริโอซิน 

ในกรณีแรกจะตองมีการเพาะเลี้ยงเชื้อที่สรางแบคเทอริโอซินในถังหมกัในระดับอุตสาหกรรมแลว

เก็บเกีย่วแบค เทอริโอซินที่ผลิตได ทําใหแบคเทอริโอซินเขมขนที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ ปจจุบันมี

แบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดยีวที่จดลิขสิทธิ์เปนสารถนอมอาหาร โดยอาจเติมแบคเทอริโอซินลงใน

อาหารในรูปของ 

 1) raw concentrates ไดจากการเพาะเลี้ยงเชื้อที่สรางแบคเทอริโอซินในสับสเตรทที่เปน

อาหาร (food-grade substrate) เชน นมหรอื เวย ซ่ึงจะทําใหได food additives หรือ food ingredients 

ที่ใชไดอยางปลอดภัยตามและถูกกฎหมาย องคประกอบของสารที่ผลิตไดอาจทําหนาที่อ่ืนดวยเชน 

ชวยเพิ่มปริมาณโปรตีนหรือทําใหอาหารขน และอาจมสีารเมแทบอไลซอ่ืนจากจุลินทรียเชน กรด

แลคติกซึ่งทําหนาชวยเสริมการยับยั้ง concentrates ที่มีจําหนายแลวเชน ALTATM 2341 หรือ 

MicrogardTM ซ่ึงเปน grade A skim milk ที่ผานการหมักโดย Propionibacterium freudenreichii 

subsp. shermanii แลวผานการพาสเจอรไรส ผลิตภัณฑชนิดนี้ไดผานการยอมรับโดย FDA ใหใชได

ในอาหาร เชนใน cottage cheese และ fruit-flavoured yogurt (Salih และคณะ, 1990)  



 7

 2) immobilized preparations แบคเทอริโอซินที่ถูกทําใหบริสุทธิ์บางสวนหรือ concentrated 

cultured broth จะถูกจับไวโดยตวัพา (carrier) ตัวพานี้จะทําหนาที่เปนแหลงหรือตวักระจายโมเลกลุ

ของแบคเทอริโอซินที่ถูกทําใหเขมขนในอาหารเพื่อการกระจายตวัอยางทั่วถึง ตัวพานี้อาจชวยปอง

การแบค เทอริโอซินจากการถูกทําใหเสยีสภาพโดยองคประกอบในอาหารและเอนไซม จากการ

ศึกษาวจิัยเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวกับในอาหารมัก

พบวา แบคเทอริโอซินในอาหารมีประสิทธิภาพต่ํากวาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวมาก บางครั้งจะตอง

เติมแบคเทอรโิอซินในระดบัความเขมขนสูงกวาอยางนอย 10 เทาเพื่อใหไดผลการยบัยั้งเทากนั 

 ถึงแมวาจะมีการนําแบคเทอริโอซินมาใชในอาหารหลายชนิดแตก็ไมควรถนอมอาหารไวดวย

แบค เทอริโอซินอยางเดยีวเทานัน้ ควรใชแบคเทอรโิอซินควบคูไปกับการควบคุมสภาวะตางๆ 

แมวาแบคเทอริโอซินสวนใหญแยกไดจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่เกี่ยวของกับอาหาร แตก็อาจไมมี

ประสิทธิภาพในอาหารทุกชนิดอยางไรก็ตามแบคเทอริโอซินหลายชนดิมีศักยภาพโดยสามารถ

นํามาใชไดในอาหาร เมื่อมีการควบคุมภายใตสภาวะตาง ๆ อยางเหมาะสมตัวอยางสําคัญที่สนใจคือ

การใชไนซินในผลิตภัณฑเนือ้ปกติใชไนเตรตในการปองกันการเจริญของ Clostridium ในเนื้อสัตว 

แตมีขอจํากดัดานความปลอดภัยในแงของการมีไนไตรตจึงทําใหอุตสาหกรรมอาหารพยายามทีจ่ะ

หาวิธีอ่ืนมาทดแทน เชน การนําไนซนิมาใช หรือใชไนซินรวมกับไนเตรตที่ระดับความเขมขน

ต่ําลง สามารถปองกันการเจริญของ Clostridium ได (Cleveland และคณะ, 2001) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 

3.1  อุปกรณ 
 
       3.1.1  วัตถุดิบ 
       เนื้อหมูสด หนังหมู เกลือ กระเทียม 
 
       3.1.2  เชื้อจุลินทรีย   
       แบคทีเรียที่ใชไดแก  Listeria monocytogenes DMST 11256 ไดจากศูนยเก็บรักษาและรวบรวม
สายพันธุจุลินทรียทางการแพทยสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร การแพทย  
Lactobacillus plantarum LS0602 แยกไดจากแหนม และ Lactobacillus brevis  LT0904 ซ่ึงแยกได
จากไสกรอกอีสาน (Charoenrak และ Nanasombat, 2011) 
 
       3.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
       อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลองไดแก de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRS, พีเอช 7.2 ± 
0.2, Difco)  Tryptic Soy Yeast Extract Soft Agar (TSYE soft Agar, 7.1 ± 0.2), Tryptic Soy 
Broth/Agar (TSB/TSA พีเอช 7.1 ± 0.2, Difco), Nutrient Agar (NA), PALCAM Listeria Selective 
Agar (PALCAM พีเอช 7.2 ± 0.2, Difco) ที่เติม selective agents  
 
       3.1.4  สารเคมีและชุดทดสอบ 
       สารละลายที่ใชเจือจางตัวอยางไดแก สารละลายเปปโทนความเขมขนรอยละ 0.1 และ
สารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขนรอยละ 0.85 
       สารเคมีที่ใชในการทดลองไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต กรดไตรคลอโรแอซิติก 
       เอนไซมชนิดตาง ๆ เอนไซมคะตะเลส (catalase, จาก bovine liver, Fluka) เอนไซมα-
chymotrypsin (จาก bovine pancreas, Merck) เอนไซม trypsin (จาก porcine pancreas, Fluka) 
เอนไซม pepsin (จาก porcine gastric mucosa, Fluka) เอนไซม α-amylase (จาก Aspergillus oryzae, 
Fluka) เอนไซม papain (จาก carica papaya, Merck)  
       ชุดทดสอบที่ใชไดแกชุด Quick start Bradford (Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา) เพื่อการ
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารแบคเทอริโอซินตามวิธีการของ Bradford  
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       3.1.5  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
       เครื่องมือที่ใชในการทดลองไดแก เครื่องตีปนอาหาร (stomacher masticator, บริษัท IUL 
instrument ประเทศอังกฤษ) เครื่องวัดคาปริมาณน้ําอิสระ (AquaLAB, รุน Series 3 TE ประเทศ
สหรัฐอเมริกา) เครื่องวัดพีเอช (pH meter, รุน 510 บริษัท Cyberscan ประเทศสิงคโปร) เครื่องวัดพี
เอชสําหรับอุตสาหกรรมอาหาร (รุนTesto 205 ประเทศเยอรมนี) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV 
1601 บริษัท Shimadzu ประเทศออสเตรเลีย) หมอนึ่งฆาเชื้อความดันสูง (รุน SS-325 บริษัท 
Tommy ประเทศญี่ปุน) เครื่องหมุนเหวี่ยง (รุน Z383K บริษัท Harmle ประเทศเยอรมนี) ตูถายเชื้อ 
(รุน ABS 1200 บริษัท Astec Microflow ประเทศสหรัฐอเมริกา) เครื่องนับจํานวนโคโลนี (บริษัท 
Reichert ประเทศสหรัฐอเมริกา) เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Microplate reader/Washer, รุน iEM 
Reader MF บริษัท Labsystems ประเทศสหรัฐอเมริกา) ถุงไดอะไลซีสเบอร 6 ซ่ึงมี MWCO ขนาด 
1000 ดาลตัน (Spectrapor, บริษัท Spectrum ประเทศสหรัฐอเมริกา) เครื่องแกวตางๆไดแก บีกเกอร 
หลอดทดลอง กระบอกตวงและอุปกรณที่จําเปนเชน ถุงพลาสติกปราศจากเชื้อใชสําหรับตีปน ลูป
เขี่ยเชื้อ จานเพาะเชื้อ ปเปต ลูกยาง  
 

3.2  วิธีการทดลอง 
3.2.1  การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

การทดลองนี้ไดใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีสมบัติเหมาะสมตอการใชเปนกลาเชื้อ
อาหารหมักซึ่งสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได จํานวน 2 ชนิดไดแก  Lactobacillus plantarum 
LS0602 ซ่ึงแยกไดจากแหนม และ Lactobacillus brevis  LT0904 ซ่ึงแยกไดจากไสกรอกอีสาน
(Charoenrak และ Nanasombat, 2011) นํามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ตลอดจนศึกษาการทําใหบริสุทธิ์ของแบคเทอริโอซิน และความคงทนของสารแบคเทอริโอซินตอ
อุณหภูมิ พีเอช และเอนไซม รวมทั้งทดลองนํามาประยุกตใชในผลิตภัณฑเนื้อสัตวเพื่อศึกษาการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคชนิดที่แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองชนิดสามารถยับยั้งไดตามการ
ทดลองในขั้นตอนตอไปนี้ดังนี้ 

 
3.2.1.1  การเตรียมสวนใสทีป่ราศจากเซลลของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก  

        วิธีการทดสอบนี้ดัดแปลงจากวิธีของ Cuozzo และคณะ (2001) ; Schillinger และ LÜcke. 
(1989) โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ L. plantarum LS0602  และ L. brevis  LT0904 ในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตามลําดับ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
นําสวนใสที่ไดปรับพีเอชดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลาร จนสวนใสมีพี
เอชเทากับ 6.5 และนําไปกรองผาน membrane filter (whatman) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร แลวเติม
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เอนไซมคะตะเลส (จากbovine liver บริษัท Sigma-Aldrich) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
เพื่อนําไปใชในขั้นตอนตอไป 

 
             3.2.1.2  การศึกษาการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นดวยการใชสารแบคเทอริโอซิน 

การทดสอบการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นโดยใชวิธี agar well diffusion (Cuozzo และคณะ. 
2001; Schillinger และ LÜcke. 1989) โดยเชื้อแบคทีเรียสําหรับทดสอบ ไดแก Listeria 
monocytogenes DMST 11256 เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TSB นําไปบมที่อุณหภูมิ 37  องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงและลางเซลล 2 คร้ัง เพื่อเตรียมสารแขวนลอย
เซลลของแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบและปรับความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland 
Standard ที่มีความเขมขนของเซลลเทากับ 108 CFU ตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารแขวนลอยเซลล
ของแบคทีเรียดังกลาวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหาร TSYE Soft Agar ซ่ึงมี agar รอยละ 0.7 
ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex แลวเทเชื้อแตละ
ชนิดลงบนอาหารแข็ง TSYE ซ่ึงมี agar รอยละ 1.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลง ทิ้งไวใหผิวหนาแหง
แลวเจาะใหไดหลุมที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร นําสวนใสที่เตรียมไวมาจากขอ 3.2.1.1 มาทํา
การเจือจาง โดยทําการเจือจางแบบ 2 เทา (two-fold serial dilutions)  จนไดหลาย ๆ ระดับความเจือ
จาง    กอนหยดตัวอยางที่แตละระดับความเจือจางลงหลุมของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเตรียมไว ปริมาตร
หลุมละ 40 ไมโครลิตร และนําไปบมตออีกครั้งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ตรวจผลการยับยั้งการเจริญ โดยสังเกตและวัดขนาดของโซนใสที่เกิดรอบ ๆ หลุม  
 

3.2.1.3  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
ก) การหาระดบัอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
ทําการศึกษาเพื่อหาระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมสงผลใหมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน

สูงสุดซึ่งทําตามวิธีการของ Altuntas และคณะ (2010) โดยปเปตเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่มีความเขมขนของเซลลประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงใน
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 35, 37, 39 และ 42 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนนํามาทดสอบใหเตรียมสวนใสที่ปราศจากเซลลที่ไดปรับ   
พีเอชและเติมเอนไซมคะตะเลสแลว (ตามขอ 3.2.1.1) และนํามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลิ
นทรียชนิดอื่นโดยใชวิธี agar well diffusion ตามวิธีการขอ 3.2.1.2 โดยสังเกตและวัดขนาดของโซน
ใสที่เกิดและคํานวณกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินตามสูตรการคํานวณในภาคผนวก ค 
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ข) การหาระดบัพีเอชที่เหมาะสมในการผลติสารแบคเทอริโอซิน 
ทําการศึกษาเพื่อหาระดับพีเอชที่เหมาะสมสงผลใหมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดซึ่ง

ทําตามวิธีการของ Altuntas และคณะ (2010) โดยปเปตเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียกรดแล
คติกที่มีความเขมขนของเซลลประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหาร
เหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่มีพีเอช 4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับจากจากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนนํามาทดสอบใหเตรียมสวนใสที่ปราศจากเซลล
ที่ไดปรับพีเอชและเติมเอนไซมคะตะเลสแลว (ตามขอ 3.2.1.1) และนํามาทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียชนิดอื่นโดยใชวิธี agar well diffusion เชนเดียวกับวิธีการขอ 3.2.1.2  โดยสังเกต
และวัดขนาดของโซนใสที่เกิดและคํานวณกิจกรรมการยับยั้งของสารแบคเทอริโอซินตามสูตรการ
คํานวณในภาคผนวก ค 

ค) การศึกษาผลของสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อในการผลิตสารแบคเทอริโอซิน 
ทําการเปรียบเทียบผลของสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมซึ่งใหกิจกรรมของ

สาร แบคเทอริโอซินสูงสุดตามวิธีการ Todorov และคณะ (2011) ทําไดดังนี้ โดยปเปตเซลล
แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความเขมขนของเซลลประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 60 มิลลิลิตรที่มีการเปลี่ยนแปลง
สวนประกอบของอาหารตาง ๆ กัน จํานวน 31 สูตรไดแก สูตรที่1) อาหารเหลว MRS สูตรปกติ 
ตามสูตรของ Difco ซ่ึงประกอบดวย Proteose peptone no 3 ปริมาณ 10 กรัม beef extract 10 กรัม
yeast extract 5 กรัม glucose 20 กรัม sodium acetate 5 กรัม Tween 80 ปริมาณ 1 กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate  2 กรัม Ammonium citrate 2 กรัม Magnesium sulfate 0.1 กรัม 
Manganese sulfate 0.05 กรัม (ชุดควบคุม) สูตรที่2-6) อาหาร MRS ปกติที่เติมฟรุกโตส แมนโนส 
แลคโตส มอลโตส และซูโครส จํานวน 20 กรัมแทนน้ําตาลกลูโคสตามลําดับ สูตรที่7-9) อาหาร 
MRS ปกติที่เติมกลูโคสเพิ่มเปน 30, 40 และ 50 กรัมตอลิตรตามลําดับ สูตรที่10-11) อาหาร MRS 
สูตรปกติที่เติมทริปโตน 10 และ 20 กรัมตอลิตรแทน proteose peptone no 3 ตามลําดับ สูตรที่12-
13) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมยีสตสกัดเพิ่มเปน 10 และ 20 กรัมตอลิตรตามลําดับ สูตรที่14) 
อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมทริปโตน 12.5 กรัมตอลิตรแทน proteose peptone no 3 และเพิ่มยีสต
สกัดเปน 7.5 กรัมตอลิตร สูตรที่15) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมทริปโตน 20 กรัมตอลิตรแทน 
proteose peptone no 3 และเพิ่มยีสตสกัดเปน 10 กรัมตอลิตร สูตรที่16) อาหาร MRS สูตรปกติที่
เติมทริปโตน 10 กรัมตอลิตรแทน proteose peptone no 3 และเพิ่มยีสตสกัดเปน 20 กรัมตอลิตร 
สูตรที่17-19) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเพิ่มเปน 5, 10 และ 
20 กรัมตอลิตรตามลําดับ สูตรที่20-23) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 2 , 5, 10 และ 20 กรัมตอลิตรแทนไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต สูตรที่24) อาหาร 
MRS สูตรปกติที่เติมวิตามินบี 1 ความเขมขน 0.001 กรัมตอลิตรแทนสูตรปกติที่ไมเติมวิตามินบี 1 
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สูตรที่25) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมวิตามินบี 12 ความเขมขน 0.001 กรัมตอลิตรแทนสูตรปกติที่
ไมเติมวิตามินบี 12 สูตรที่26-28) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมแมกนีเซียมซัลเฟตเพิ่มเปน 2, 5 และ 
10 กรัมตอลิตรตามลําดับ สูตรที่29-31) อาหาร MRS สูตรปกติที่เติมแมงกานีสซัลเฟต 2 , 5 และ 10 
กรัมตอลิตรตามลําดับ จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนนํามา
ทดสอบใหเตรียมสวนใสที่ปราศจากเซลลที่ไดปรับพีเอชและเติมเอนไซมคะตะเลสแลว (ตามขอ 
3.2.1.1) และนํามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นโดยใชวิธี agar well diffusion 
ตามขอ 3.2.1.2  โดยสังเกตและวัดขนาดของโซนใสที่เกิดและคํานวณกิจกรรมการยับยั้งของสารแบ
คเทอริโอซินตามสูตรการคํานวณในภาคผนวก ค 

 
3.2.1.4  การศึกษาการทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์ดวยวิธีตาง ๆ ตอกิจกรรมการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย 
จากการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรียกรด     

แลคติกไดแก การหาระดับอุณหภูมิ ระดับพีเอช และสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อสูงสุดและนํา
สภาวะที่เหมาะสมดังกลาวมาใชในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารแบคเทอริโอซิน ซ่ึงทําการทดลองโดย
ทําการเพาะเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแตละชนิดในอาหารเหลว MRS ที่มีสวนประกอบที่เหมาะสม
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมและทําการทดลองในขั้นตอไปจนกระทั่งได
สวนใสที่ปราศจากเซลลตามวิธีการในขอ 3.2.1.1 จากนั้นทําใหสารแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ใน
ขั้นตอนตอไป ไดแก การนําสวนใสที่ปราศจากเซลลมาตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต แลวนํา
สวนใสที่ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตมาทําไดอะไลซิส ตลอดจนนําสวนใสที่ผานการ
ไดอะไลซิสมาตกตะกอนอีกครั้งดวยกรดไตรคลอโรแอซิติกและทําการตรวจหากิจกรรมของแบ
คเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคโดยใชสารที่ทําใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนไดแก 
1) สวนใสกอนการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต 2) สารตัวอยางที่ไดจากการตกตะกอนสวน
ใสหลังนํามาทําไดอะไลซิส 3) สารตัวอยางที่ไดจากการตกตะกอนสวนใสผานการทําไดอะไลซิส
แลวตกตะกอนอีกครั้งดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก เพื่อหาวิธีการทําใหสารแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ
ที่จะใหกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อกอโรคไดดีที่สุด ตามวิธีการตอไปนี้  
       ก) การตกตะกอนโปรตีนโดยใชแอมโมเนยีมซัลเฟต 
 การตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตทําตามวิธีที่ไดดัดแปลงมาจาก Ogunbanwo 
และคณะ. (2003) และ Doonan.(2004) โดยทําการแบงสวนใสที่ปราศจากเซลล(bacteriocin-
containing supernatant) ซ่ึงผานการปรับพีเอชและเติมคะตะเลสแลวออกเปน 3 สวนดังนี้ สวนใส
สวนแรกปริมาตร 10 มิลลิลิตรนําไปทดสอบตามการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคดวยวิธี 
agar well diffusion (ตามขอ 3.2.5.2) สวนที่ 2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตรนําไปหาปริมาณโปรตีนตาม
วิธีการของ Bradford ตามวิธีการในภาคผนวก ข และสวนที่ 3 นําไปตกตะกอนดวยแอมโมเนียม
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ซัลเฟตรอยละ 60 (ใชแอมโมเนียมซัลเฟต 36.1 กรัม) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยคอย ๆ ละลาย
แอมโมเนียมซัลเฟสทีละนอยและคนชา ๆ เพื่อปองกันการเกิดฟอง (ทิ้งไวนานหลายนาทีเพื่อให
แนใจวาแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงไปนั้นละลายแลวกอนเติมเขาไปอีก) จากนั้นใหทิ้งไวนาน 10 
นาทีเพื่อใหแนใจวาเกิดตะกอนของโปรตีนอยางสมบูรณ และปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เทสวนใสทิ้งและทําตะกอนโปรตีนใหอยูในรูปของสาร
แขวนลอยโดยนําไปละลายดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ที่พีเอช 7 ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร แลวแบงสารละลายโปรตีนเปน 3 สวนดังนี้สารละลายโปรตีนสวนแรกปริมาตร 10 
มิลลิลิตรใหทําการทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคดวยวิธี agar well diffusion (ตาม
ขอ 3.2.1.2) สวนที่ 2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตรนําไปหาปริมาตรโปรตีนตามวิธีการของ  Bradford ใน
ภาคผนวก ข และสวนที่ 3 นําไปทําไดอะไลซิสในขั้นตอนตอไป 
 ข) การทําไดอะไลซีส (Dialysis) 
 เมื่อทําการตกตะตอนโปรตีนของสวนใสโดยใชแอมโมเนียมซัลเฟตตามวิธีการขางตนแลว
นํามาทําใหบริสุทธิ์เพิ่มขึ้นดวยการใชวิธีการทําไดอะไลซีส (Doonan. 2004) โดยใชถุงไดอะไลซีส
เบอร 6 ซ่ึงมี MWCO ขนาด 1000 ดาลตัน (Spectrapor, บริษัท Spectrum ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตัด
ถุงไดอะไลซิสตามความยาวที่ตองการ (สารละลายโปรตีน 4.6 มิลลิลิตรตอถุงไดอะไลซิส ความยาว 
1 เซนติเมตร) โดยใหมีความยาวเพิ่มขึ้นอีกเพื่อใหมีชองวาง (head space) เหนือสารลายโปรตีน
เล็กนอย (เพิ่มพื้นที่วางอีกประมาณรอยละ 10 ของปริมาตรตัวอยางทั้งหมด) จากนั้นแชเมมเบรนลง
ในน้ํากลั่นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อลางสารกันเสียเชน กลีเซอรีนหรือโซเดียมแอไซด 
(sodium azide) จากนั้นลางเมมเบรนอีกครั้งดวยน้ํากลั่น เปดที่หนีบถุงไดอะไลซิสซึ่งเปนตัวลอค 
ออกแลวสอดถุงไดอะไลซิสเขาไปในตัวหนีบที่เปดไว และกดตัวหนีบเขาดวยกันยึดถุงไดอะไลซิส
ไวโดยใหปลายถุงยื่นออกมาจากตัวหนีบ 3-5 เซนติเมตร ทดสอบดวยการเติมน้ํากลั่นลงไปในถุง
เพื่อใหมั่นใจวาตัวหนีบปดสนิทดีแลวกอนเติมสารละลายโปรตีนที่ผานการตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟตแลว ปรับความยาวของถุงเพื่อใหมีที่วางเหนือสารละลายโปรตีนตามตองการ
แลวใชตัวหนีบปดดานปลายของถุงไดอะไลซิส นําไปวางลงในบีกเกอรหรือภาชนะที่มีฝาปดที่มี
ฟอสเฟสบัฟเฟอรปริมาตร 100 เทาของปริมาตรสารละลายโปรตีน (หากตัวอยางปริมาตร 10 
มิลลิลิตรตองใชบัฟเฟอรปริมาตร 1 ลิตร) นําแทงแมเหล็กที่สะอาดใสลงในบีกเกอรหรือภาชนะ
สําหรับทําไดอะไลซิสที่ตั้งบนเครื่องกวน (stirrer) ควรแนใจวาแทงแมเหล็กใหญพอที่จะกวน
สารละลายทั้งหมดไดแตไมควรจะใหญเกินไปจนหมุนอยางอิสระไมได กอนปรับความเร็วของ
เครื่องกวนใหสูงพอที่จะไมทําใหเกิดการดึงถุงลงไปดานลาง โดยทําไดอะไลซิสที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ในชั่วโมงที่ 12 ใหเปลี่ยนสารละลายที่ใชทําไดอะไลซิส (บัฟเฟอร) เปนสารละลาย
ใหม (fresh dialysis solution) ได (ในกรณีที่มีการปนเปอนมาก อาจทําไดอะไลซิสเปนเวลานาน
และเปลี่ยนบัฟเฟอรบอย ๆ ซ่ึงควรใหมีการเกิดไดอะไลซิส อยางตอเนื่องอยางนอย 2-4 ช่ัวโมง
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หลังจากที่เปล่ียนบัฟเฟอรครั้งสุดทาย) สารละลายโปรตีนที่มีความบริสุทธิ์หรือเขมขนขึ้นที่ไดจาก
การทําไดอะไลซิสจะถูกแบงออกเปน 3 สวนดังนี้สารละลายโปรตีนสวนแรกปริมาตร 10 มิลลิลิตร
นําไปทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคดวยวิธี agar well diffusion (ตามขอ 3.2.1.2) 
สวนที่ 2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตรนําไปหาปริมาตรโปรตีนตามวิธีการของ Bradford ในภาคผนวก ข 
และสวนที่ 3 นําไปตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติกในขั้นตอนตอไป 

ค) การตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก (Tricloroacetic acid) 
การตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติกตามวิธีของ Ogunbanwo และ คณะ (2003) โดย

นําสารละลายโปรตีนที่ผานการทําไดอะไลซีสแลวมาตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก 
(สารละลายโปรตีน 100 มิลลิลิตรตอไตรคลอโรแอซิติก 5 กรัม) แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสวนใสทิ้งและนําตะกอนมาทํา
สารแขวนลอยตะกอนดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นแบงสารแขวนลอยโปรตีน
ออกเปน 2 สวนดังนี้สารละลายโปรตีนสวนแรกปริมาตร 10 มิลลิลิตรนําไปทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียกอโรคดวยวิธี agar well diffusion (ตามขอ 3.2.1.2) สวนที่ 2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร
นําไปหาปริมาตรโปรตีนตามวิธีการของ Bradford ในภาคผนวก ข 
 

3.2.1.5  การศึกษาอุณหภูมิ พีเอช และเอนไซมตอความคงตัวของสารแบคเทอริโอซิน 
 จากการทดสอบการทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์ดวยข้ันตอนตาง ๆ ขางตนแลวจึงเลือก

ขั้นตอนซึ่งใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคไดดทีี่สุดเพื่อนํามา
ทดสอบความคงตัวตออุณหภูมิ พีเอช และเอนไซมดังตอไปนี ้

ก) ความคงตวัของสารแบคเทอริโอซินตออุณหภูม ิ
 การทดสอบผลของอุณหภูมิที่มีตอกิจกรรมการยั้บยั้งจุลินทรียของสารแบคเทอริโอซิน
ดัดแปลงจาก Ogunbanwo และคณะ (2003) และ Castro และคณะ (2011) นําสารแบคเทอริโอซิน 
บริสุทธิ์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเทากับ 6.5 (เพื่อกําจัดผลการยับยั้งที่เกิดจากกรด) จากนั้น
กรองผาน membrane filter (whatman) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (เพื่อกําจัดจุลินทรีย) แลวใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 37, 63, 72 และ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 และที่อุณหภูมิ 72, 85, 100 และ 121 
เปนเวลา 15 นาที (ทั้งหมด 8 ชุดการทดลอง) ในอางน้ํารอน (water bath) และนํามาทดสอบกิจกรรม
การยับยั้งจุลินทรียตามขอ 3.2.1.2 

ข) การทดสอบผลของพีเอชที่มีตอสารแบคเทอริโอซิน 
การทดสอบผลของพีเอชที่มีตอกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียของสารแบคเทอริโอซิน

ดัดแปลงจาก Ogunbanwo และคณะ (2003) และ Castro และคณะ (2011) นําสารแบคเทอริโอซิน 
บริสุทธิ์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาปรับพีเอชเปน 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 ดวยสารละลายกรด
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ไฮโดรคลอริก หรือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 1 โมลาร จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง และนํามาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียตามขอ 3.2.1.2 

ค) การทดสอบผลของเอนไซมที่มีตอสารแบคเทอริโอซิน 
การทดสอบผลของเอนไซมที่มีตอกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียของสารแบคเทอริโอซิน

ดัดแปลงจาก Lee และคณะ (1999) นําสารแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาผสมกับ
เอนไซมแตะละชนิด ไดแก trypsin (จาก porcine pancreas บริษัท Fluka), pepsin (จาก porcine 
gastric mucosa บริษัท Fluka), α-amylase (จาก Aspergillus oryzae บริษัท Fluka), lipase (จาก 
porcine pancreas บริษัท Fluka) และ เอนไซม papain (จาก carica papaya บริษัท Merck) ที่ละลาย
ในบัฟเฟอรฟอสเฟต ความเขมขน 0.2 โมลาร) ใหมีความเขมขนสุดทาย 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ยกเวนเอนไซม pepsin ใหละลายในกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.002 นอรมอล และใหน้ํากลั่น
เปนชุดควบคุม จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง (ยกเวน trypsin , 
α-amylase บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส) และนํามาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียตามขอ 
3.2.1.2 

 
3.2.2  การทดลองนําสารแบคเทอริโอซินมาใชในการยับยัง้การเจริญของ Listeria monocytogenes 
ในอาหารเหลว 
       การทดลองนี้ไดเปรียบเทียบผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคโดยแบคเทอริโอซินที่
ผานการทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีการที่เหมาะสม (2 ระดับความเขมขนคือ รอยละ 16.7 และ รอยละ 
23.1) ซ่ึงผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีสมบัติเหมาะสมทั้ง 2 สายพันธุในอาหารเหลวโดยทําการ
ทดลองตามวิธีของ Pinto และคณะ (2009) ดังนี้ ทําการเติมแบคเทอริโอซินที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย 
กรดแลคติกแตละสายพันธุที่ระดับความเขมขนระดับหนึ่ง (รอยละ 16.7 และ รอยละ 23.1) ลงใน 
ฟลาสกที่มีอาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB, Difco) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีเชื้อแบคทีเรีย
กอโรคเจริญอยูซ่ึงผานการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนครบ 4 ช่ัวโมง (การเจริญเติบโตของ
เซลลอยูในระยะ exponential phase ชวงตน) นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยสุม
ตัวอยางไปวัดคาดูดกลืนแสง (optical density) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในระหวางการบม
ทุก ๆ 1 ช่ัวโมง จนครบ 12 ช่ัวโมง 
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3.2.3  การควบคุมการเจริญของ Listeria monocytogenes ในผลิตภัณฑเนื้อโดยใชแบคเทอริโอซินท่ี
ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

3.2.3.1  การศึกษาผลของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติกตอการยับยั้งการเจริญ
ของ L. monocytogenes ในหมูบดแชเย็น 

การทดลองนี้ไดศึกษาผลของแบคเทอริโอซิน (รอยละ 2 และรอยละ 4) ที่ผลิตจาก L. 
plantarum LS0602 และ L. brevis  LT0904  ในหมูบดระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ตอการอยูรอดหรือการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคซึ่งทําการทดลองตามวิธีการ
ดังนี้ 

ก) การเตรียมแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
นํา L. plantarum LS0602 และ L. brevis  LT0904  มาผลิตแบคเทอริโอซิน โดยใชสภาวะที่

เหมาะสมไดแก อุณหภูมิของการบม คาพีเอชและสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอ
การสรางแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคไดดีที่สุด (ไดจากผลการ
ทดลองในขอ 3.2.1.3 ค) จากนั้นนําแบคเทอริโอซินมาทําใหบริสุทธิ์ตามวิธีการที่เหมาะสมซึ่งจะทํา
ใหกิจกรรมการยับยั้งสูงสุด (ไดจากผลการทดลองในขอ 3.2.1.4) กอนนํามาเติมในหมูบด 

ข) การเตรียมเชื้อ L. monocytogenes 
 ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกอโรคในอาหารเหลว TSB แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวเทสวนใสทิ้งและลางเซลล 2 คร้ัง ในการลางเซลลแตละครั้ง
เติมสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและนําไปปน
เหวี่ยงอีกครั้ง เทสวนใสทิ้งไปและทําซํ้าเชนเดิมจนครบ 2 คร้ัง จากนั้นทําใหเปนสารแขวนลอยของ
เซลลโดยเติมสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ผสมใหเขากันและปรับความขุนของเซลล
แตละสายพันธุเทากับความขุนของ McFarland Standard เบอร 5 เพื่อใหมีความเขมขนของเซลล 
เทากับ 109 CFUตอมิลลิลิตร 

ค) การใชแบคเทอริโอซินในการควบคุมการเจริญของแบคทีเรียกอโรคในหมูบดแชเยน็ 
 ทําการเตรียมหมูบดซึ่งประกอบดวยเนื้อหมูบดรอยละ 80 และมันหมูรอยละ 20 ซ่ึงมีวิธีการ
ดังนี้คือ นําเนื้อหมูและมันหมูมาลางใหสะอาดกอนจึงนํามาหั่นและบดใหละเอียดดวยเครื่องบดเนื้อ 
ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องผสม (KitchenAid model 5k5SS) ที่อัตราความเร็ว 2 เปนเวลา 3 นาที 
จากนั้นแบงสวนผสมทั้งหมดออกเปน 6 สวนเพื่อนํามาเติมแบคเทอริโอซินทั้งหมด 6 ทรีตเมนต
ดังนี้ สวนที่ 1) หมูชุดควบคุม (ไมเติมแบคเทอริโอซิน) สวนที่ 2) หมูบดที่เติมไนซิน ความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (ชุดควบคุมที่เติมแบคเทอริโอซิน) สวนที่ 3) หมูบดที่เติมแบคเทอริโอซินที่
ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุที่ 1 รอยละ 2 สวนที่ 4) หมูบดที่เติมแบคเทอริโอซินที่ผลิต
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จากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุที่ 1 รอยละ 4 สวนที่ 5) หมูบดที่เติมแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุที่ 2 รอยละ 2 สวนที่ 6) หมูบดที่เติมแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุที่ 2 รอยละ 4 หลังจากเติมแบคเทอริโอซินและผสมใหเขากันดีแลว
ใสลงในถุงปลอดเชื้อกอนเติมสารแขวนลอยเซลลของเชื้อกอโรคที่ไดเตรียมไวแลวขางตนซึ่งมี
ความเขมขนเซลลเทากับ 109 CFUตอมิลลิลิตรลงในหมูบด (ปริมาตร 5 ไมโครลิตรตอหมูบด 25 
กรัม) เพื่อใหไดความเขมขนของเซลลเทากับ 105 CFUตอกรัม นําเนื้อหมูบดทั้งหมดไปเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน จากนั้นทําการสุมตัวอยางในวันที่ 0, 3, 7 และ 10 วันของ
การเก็บรักษา เพื่อนํามาวิเคราะหจํานวนจุลินทรียทั้งหมด และจํานวนแบคทีเรียกอโรคทั้งหมด และ
ทําการวัดคาพีเอช  

ง) การวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียทั้งหมด และจํานวน Listeria monocytogenes ทั้งหมด 
การวิเคราะหหาจํานวนจุลินทรียทั้งหมดทําตามวิธีการของ Maturin และ Peeler. 2001 และ

จํานวน L. monocytogenes ทั้งหมดทําตามวิธีการของ Hitchins และ Jinneman. 2011 โดยนําตัวอยาง
หมูบด จํานวน 25 กรัม ใสถุงตีปนที่ปลอดเชื้อ แลวเติมสารละลายเปปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นตีปนดวยเครื่องตีปนอาหารเปนเวลา 1 นาที ทําการเจือจางใหได
ระดับที่เหมาะสม ในการหาจํานวนจุลินทรียทั้งหมดใหทําการเจือจางถึงระดับการเจือจางที่ 10-5 

และจํานวน L. monocytogenes ทั้งหมด ทําการเจือจางถึงระดับการเจือจางที่ 10-4 โดยใชเทคนิค 
spread plate ซ่ึงปเปตตัวอยางที่ระดับความเจือจาง 3 ระดับสุดทาย ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรในแตละ
ระดับความเจือจางลงบนอาหารแข็ง PCA สําหรับการหาจํานวนจุลินทรียทั้งหมด และอาหาร 
selective media (PALCAM ที่เติม antimicrobic supplement) สําหรับเชื้อ L. monocytogenes แลวใช
แทงแกวงอเกลี่ยบนผิวหนาอาหารใหทั่วทิ้งไวใหแหง นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง สําหรับอาหารแข็ง PCA สวนจานอาหาร selective media นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนี
ระหวาง 25-250 โคโลนี และคํานวณจํานวนจุลินทรียทั้งหมด และ L. monocytogenes ทั้งหมด 
(CFU ตอกรัมตัวอยางของหมูบด) 

จ) การวัดคาพีเอช 
การวัดหาคาพเีอชของเนื้อหมูบดโดยใชเครื่องวัดพีเอชในอาหาร (Testo 205)  

             ฉ)  การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิติ  
 นําผลการทดลองทั้ง 3 ซํ้ามาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธีิ analysis variance (ANOVA) และ 
Duncan ‘s multiple range test ในการเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยของขอมูลในแตละชดุ
การทดลองที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 คํานวณโดยใชโปรแกรม SPSS version 17.0 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ 

 
4.1 การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก  
  
       4.1.1  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติสารแบคเทอริโอซิน 
       ก)  ผลการศึกษาระดับอณุหภูมิที่เหมาะสมในการผลติแบคเทอริโอซิน 
       จากการทดสอบหาระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินตอกิจกรรมของ      
แบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
กรดแลคติก 2 ไอโซเลต คือ Lactobacillus plantarum LS0602 และ Lactobacillus brevis LT 0904 
ที่ระดับอุณหภูมิตางกัน 6 ระดับ คือ 25, 30, 35, 37, 39 และ 42 องศาเซลเซียส พบวาที่อุณหภูมิทั้ง 6 
ระดับนั้นเชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 ผลิตแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes เทากับ 12,800 AU ตอ
มิลลิลิตร อยางไรก็ตามจากการเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองชนิดที่
อุณหภูมิตาง ๆ กันพบวาการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีผลทําใหขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนการยับยั้งสูงที่สุด คือ 21.0 และ 18.0 มิลลิลิตรตามลําดับ (ตารางที่ 4.1) ดังนั้น
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสรางแบคเทอริโอซินตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes คือ 34 องศาเซลเซียส 

จากการทดลองนี้พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสรางแบคเทอริโอซินโดยแบคทีเรียกรด     
แลคติก L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 คือ 37 องศาเซลเซียสซ่ึงที่ระดับอุณหภูมินี้
ใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองของ Karthileyan 
และ Santosh (2009) ที่พบวาเชื้อ L. plantarum มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส (12,800 AUตอมิลลิลิตร) Altuntas และคณะ (2010) รายงานวา Pediococcus 
acidilactici 13 มีกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินมากที่สุดถึง 204,800 AUตอมิลลิลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงตางจาก Drosinos และคณะ (2006) ที่พบวาเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides E131 ผลิตแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมสูงสุดที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส 
       ข)  ผลการศึกษาระดับพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน 
       สําหรับทดสอบหาระดับพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินตอกิจกรรมของแบคเทอริ
โอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแล
คติกในอาหารเหลว MRS ที่มีระดับพีเอชตางกัน 5 ระดับ คือ พีเอช 4-8 พบวาที่เชื้อ L. plantarum 



 19

LS0602 และ L. brevis LT 0904 ที่เพาะเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว MRS ที่มีระดับพีเอช 4-8 พบวา
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
Listeria monocytogenes เทากับ 12,800 AU ตอมิลลิลิตร แตเมื่อเปรียบเทียบขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของโซนการยับยั้งพบวาเชื้อ เชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 มีขนาด
เสนผานศูนยกลางของโซนการยับยั้งสูงที่สุด คือ 10.50 และ 12.0 มิลลิลิตรตามลําดับ เมื่อเพาะเลี้ยง
เชื้อในอาหาร MRS ที่มีพีเอช 6 และ พีเอช 7 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.2)  

คาพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 6-7 เชนเดียวกับการรายงานโดยนักวิจัยทานอื่นซ่ึงไดพบวา     
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum สายพันธุ ST23LD มีกิจกรรมสูงสุดเมื่อเล้ียงในอาหาร
เหลว MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนคือ 6.5 ขณะที่ L. plantarum สายพันธุ ST341LD มีกิจกรรมสูงสุดเมื่อ
เล้ียงเชื้อในอาหารที่มีพีเอชเริ่มตนคือ 6.0 (Todorov และ Dicks. 2006) อยางไรก็ตาม Mataragas 
และคณะ. 2003 ไดรายงานวาเชื้อ L.curuatus L442 และ Leuconostoc mesenteroides L124 มี
กิจกรรมไดสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีพีเอช 5.5 ทั้งนี้ De Vuyst และคณะ (1996) และ 
Mataragas และคณะ (2003) ไดกลาววาการผลิตแบคเทอริโอซินถูกสงเสริมในสภาวะแวดลอม
ระดับที่ต่ํากวาสภาวะแวดลอมที่เหมาะสมทั้งนี้อาจเนื้องมาจากกระบวนการสังเคราะหแบคเทอริ
โอซินเกิดขึ้นไดดีขณะที่มีอัตราการเจริญคอนขางต่ํา อัตราการเจริญที่สูงขึ้นไมไดมีผลทําใหการ
ผลิตแบคเทอริโอซินเกิดไดดีขึ้นเสมอไป แตอยางไรก็ตามยังมีรายงานวาการผลิตแบคเทอริโอซิน
เกิดขึ้นไดดีที่อุณหภูมิใกลเคียงกันกับอุณภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ (Daba และคณะ. 1993) 
 
ตารางที่ 4.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสรางแบคเทอริโอซินตอการยับยั้งเชื้อ Listeria 
monocytogenes 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส (มิลลิเมตร)/  
กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AUตอมิลลิลิตร) 

อุณหภูมิที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อ  
(องศาเซลเซียส) 

Lactobacillus plantarum LS0602 Lactobacillus brevis LT0904 
25 13.0 (12,800) 11.0 (12,800) 
30 15.0 (12,800) 15.0 (12,800) 
35 19.0 (12,800) 16.0 (12,800) 
37 21.0 (12,800) 18.0 (12,800) 
39 18.25 (12,800) 15.0 (12,800) 
42 10.83 (12,800) 12.0 (12,800) 
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ตารางที่ 4.2 พเีอชที่เหมาะสมในการสรางสารแบคเทอริโอซินตอการยบัยั้งเชื้อ Listeria 
monocytogenes 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส (มิลลิเมตร)/  
กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AUตอมิลลิลิตร) 

พีเอชของ 
อาหารเลี้ยงเชือ้  

Lactobacillus plantarum LS0602 Lactobacillus brevis LT0904 
4 8.67 (12,800) 6.0 (12,800) 
5 9.0 (12,800) 8.0 (12,800) 
6 10.50 (12,800) 9.0 (12,800) 
7 9.50 (12,800) 12.0 (12,800) 
8 9.0 (12,800) 8.50 (12,800) 
 

ค)  ผลการศึกษาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน 
 จากการทดลองหาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน
ตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes โดยเล้ียง
เชื้อที่คัดเลือกไดคือ เชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT0904 ในอาหารเหลว MRS (Difco) 
ชุดควบคุมเปรียบเทียบกับอาหารเหลว MRS ที่มีการเปลี่ยนแปลงสวนประกอบในอาหารเหลว 
MRS เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน ตลอดจนสารที่สงเสริมการเจริญของเชื้อ พบวาเมื่อ
พิจารณาผลการเติมสารประกอบที่ใชเปนแหลงคารบอนสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ L. plantarum 
LS0602 พบวาการมีกลูโคส จํานวน 20 กรัมตอลิตรใน MRS ชุดควบคุม มีกิจกรรมของ                
แบคเทอริโอซินเทากับ 12,800 AUตอมิลลิลิตร (ตามตารางที่ 4.9) แตเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
สารประกอบที่เปนแหลงคารบอนใหตางไปจากชุดควบคุมพบวา การเติมฟรุกโตส แมนโนส แลค
โตส มอลโตส และซูโครส มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงกวาสูตรควบคุม และเมื่อเติมกลูโคส 
จํานวน 30 กรัมตอลิตร ทําใหเชื้อดังกลาวมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดถึง 102,400 AUตอ
มิลลิลิตร สวนเชื้อ L. brevis LT 0904 ไดผลแตกตางกันคือ เมื่อเติมฟรุกโตส แมนโนส แลคโตส 
และมอลโตส จํานวน 20 กรัมตอลิตร พบวามีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับสูตรควบคุมซึ่ง
เดิมกลูโคส จํานวน 20 กรัมตอลิตร แตคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงถึง 25,600 AUตอ
มิลลิลิตร เมื่อเติมน้ําตาลซูโครส และเมื่อเติมกลูโคส จํานวน 40 กรัมตอลิตร จะทําใหเชื้อมีกิจกรรม
ของแบคเทอริโอซินสูงที่สุดถึง 102,400 AUตอมิลลิลิตร เมื่อพิจารณาแหลงไนโตรเจนของ
สวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาการเติมทริปโตน จํานวน 10 และ 20 กรัมตอลิตรแทนโปรติ
โอสเปปโตน เบอร3 สําหรับเชื้อ L. plantarum LS0602 ทําใหมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงกวา
สูตรควบคุม โดยปริมาณทริปโตน จํานวน 10 กรัมตอลิตร มีผลทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
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สูงที่สุด (51,200 AUตอมิลลิลิตร) แตการเพิ่มปริมาณยีสตสกัด จํานวน 10 และ 20 กรัมตอลิตร (จาก
เติม 5 กรัมตอลิตร) ไมมีผลทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้น สําหรับการเติมทริปโตน
รวมกับยีสตสกัดไมวาที่ความเขมขนใดก็ตามก็ไมมีผลในการทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมเชนเดียวกับเชื้อ L. brevis LT 0904 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
MRS ที่เติมทริปโตนแทนโปรติโอสเปปโตน เบอร3 พบวา การเติมทริปโตน จํานวน 10 กรัมตอ
ลิตร มีผลทําใหกิจกรรมของแบเทอริโอซินสูงกวาการเติมทริปโตน 20 กรัมตอลิตร แตการเติมยีสต
สกัด 20 กรัมตอลิตร จะทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุด 25,600 AUตอมิลลิลิตร สวนการ
เติมทริปโตนรวมกับยีสตสกัดไมวาที่ความเขมขนใดก็ตามก็ไมมีผลตอการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินเชนเดียวกัน และเมื่อพิจารณาการเติมสารที่ชวยสงเสริมการเจริญของเชื้อเชน การ
เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตมากถึง จํานวน 5 กรัมตอลิตรแทนไดโพแทสเซียม
ไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 2 กรัมตอลิตร สําหรับเชื้อ L. plantarum LS0602 พบวาทําใหกิจกรรม
ของแบคเทอริโอซินสูงที่สุดคือ 25,600 AUตอมิลลิลิตร ซ่ึงตางกับเชื้อ L. brevis LT 0904 ที่การเติม
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 20 กรัมตอลิตร มีผลทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
สูงที่สุดคือ 25,600 AUตอมิลลิลิตร สําหรับการเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 2 
กรัมตอลิตรเพิ่มในอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงเชื้อ L. brevis LT 0904 พบวามีกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
สูงที่สุด 51,200 AUตอมิลลิลิตร ซ่ึงสูงกวาสูตรควบคุมที่เติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จะ
เห็นไดวาการเพิ่มโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟสที่ระดับสูงกวา 2 กรัมตอลิตรไมมีผลตอ
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้น เมื่อพิจารณาสูตรอาหารเหลว MRS ที่เติมวิตามินบี 1 และ
วิตามินบี 12 เทียบกับชุดควบคุมซ่ึงไมไดเติมวิตามินดังกลาว พบวาเชื้อ L. plantarum LS0602 และ
เชื้อ L. brevis LT 0904 มีกิจกรรมของแบแบคเทอริโอซินเทากับสูตรควบคุมที่ไมไดเติมวิตามินคือ 
12,800 AUตอมิลลิลิตร รวมทั้งการเติมแมกนีเซียมซัลเฟตและแมงกานีสซัลเฟตในระดับความ
เขมขนที่เพิ่มสูงขึ้นกวาในอาหารชุดควบคุมที่เติมแมกนีเซียมซัลเฟต จํานวน 0.1 กรัมตอลิตร และ
แมงกานีสซัลเฟต จํานวน 0.05 กรัมตอลิตร ก็ไมมีผลทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงขึ้น 
ดังนั้นจึงสรุปไดวาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ L. plantarum 
LS0602 เพื่อใหมีการสรางแบเทอริโอซินที่มีกิจกรรมการยั้บยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคไดดี
ที่สุดคือ อาหารเหลว MRS ปกติที่เติมกลูโคสจํานวน 30 กรัมตอลิตร ทริปโตน 10 กรัมตอลิตร และ
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 5 กรัมตอลิตร สําหรับเชื้อ L. brevis LT 0904 ควรเล้ียง
ในอาหารเหลว MRS ปกติที่เติมกลูโคส 40 กรัมตอลิตร ทริปโตน 10 กรัมตอลิตร ยีสตสกัด 20 กรัม
ตอลิตร และโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต จํานวน 2 กรัมตอลิตร เพื่อใหมีกิจกรรมของ       
แบคเทอริโอซินสูงสุด ตามตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการสรางสารแบคเทอริโอซิน 
 

ชนิดและปริมาณของสวนประกอบอาหาร 
(กรัมตอลิตร) 

กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AU/
มิลลิลิตร) 

ลําดับที่ของ 
สูตรอาหาร 

สวนประกอบที่เติมเพิ่มa
ทดแทนสวนประกอบในอาหารMRS 
สูตรควบคุม 

Lactobacillus 
plantarum LS0602 

Lactobacillus 
brevis LT0904 

1             ชุดควบคุม (MRS, Difco)b                                          - 12,800 12,800 
2 Fructose (20) Glucose (20) 25,600 12,800 
3 Mannose (20) Glucose (20) 51,200 12,800 
4 Lactose (20) Glucose (20) 25,600 12,800 
5 Maltose (20) Glucose (20) 51,200 12,800 
6 Sucrose (20) Glucose (20) 25,600 25,600 
7 Glucose (30) Glucose (20) 102,400 51,200 
8 Glucose (40) Glucose (20) 51,200 102,400 
9 Glucose (50) Glucose (20) 25,600 25,600 
10 Tryotone (10) Proteose peptone (10) 51,200 25,600 
11 Tryotone (20) Proteose peptone (10) 25,600 12,800 
12 Yeast extract (10) Yeast extract (5) 12,800 12,800 
13 Yeast extract (20) Yeast extract (5) 12,800 25,600 
14 Tryotone (12.5)+Yeast extract (7.5) Proteose peptone (10)+Yeast extract (5) 12,800 12,800 
15 Tryotone (20)+Yeast extract (10) Proteose peptone (10)+Yeast extract (5) 12,800 12,800 
16 Tryotone (10)+Yeast extract (20) Proteose peptone (10)+Yeast extract (5) 12,800 12,800 
17 K2 HPO4 (5) K2 HPO4 (2) 25,600 12,800 
18 K2 HPO4 (10) K2 HPO4 (2) 12,800 12,800 
19 K2 HPO4 (20) K2 HPO4 (2) 12,800 25,600 
20 KH2PO4 (2) K2 HPO4 (2) 6,400 51,200 
21 KH2PO4 (5) K2 HPO4 (2) 12,800 6,400 
22 KH2PO4 (10) K2 HPO4 (2) 12,800 12,800 
23 KH2PO4 (20) K2 HPO4 (2) 12,800 12,800 
24 วิตามินบี1 (0.001) 0 12,800 12,800 
25 วิตามินบี12 (0.001) 0 12,800 12,800 
26 MgSO4 (2) MgSO4 (0.1) 12,800 12,800 
27 MgSO4 (5) MgSO4 (0.1) 12,800 12,800 
28 MgSO4 (10) MgSO4 (0.1) 12,800 12,800 
29 MnSO4 (2) MnSO4 (0.05) 12,800 12,800 
30 MnSO4 (5) MnSO4 (0.05) 12,800 6,400 
31 MnSO4 (10) MnSO4 (0.05) 12,800 6,400 
a  สวนประกอบที่เติมเพิม่ทดแทนสวนประกอบบางอยางในสูตรอาหาร MRS  

b อาหาร MRS ประกอบดวย Proteose peptone no 3 จํานวน 10 กรัมตอลิตร Beef extract จํานวน 10 กรัมตอลิตร Yeast extract จํานวน 5 กรัมตอลิตร Dextrose 
จํานวน 20 กรัมตอลิตร Sodium acetate จํานวน 5 กรัมตอลิตร Tween 80 จํานวน 1 กรัมตอลิตร Dipotassium hydrogen phosphate จํานวน 2 กรัมตอลิตร 
Ammonium citrate จํานวน 2 กรัมตอลิตร Magnesium sulfate จํานวน 0.1 กรัมตอลิตร Manganese sulfate จํานวน 0.05 กรัมตอลิตร Agar จํานวน 10 กรัมตอ
ลิตร 
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 การที่พบวาการเติมปริมาณกลูโคสเพิ่มสูงขึ้นในอาหารเหลว MRS สงผลใหกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นอาจเนื่องมาจากปริมาณกลูโคสที่สูงขึ้นสงผลตอสภาวะเครียด (เกิดจาก
ความดันออสโมติกที่เพิ่มสูงขึ้น) De Vuyst และVandamme (1994) สอดคลองกับการทดลองของ 
Todorov และคณะ (2006) ที่พบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุด 102,400 AUตอมิลลิลิตร ที่ผลิต
จากเชื้อ Lactobacillus plantarum ST16Pa เมื่อเล้ียงในอาหารเหลว MRS ที่เติมกลูโคส 30 กรัมตอ
ลิตร สวนการทดลองของ Enan และคณะ (1996) กลาววากลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับการ
ผลิตแบคเทอริโอซินชนิด plantaricin UG1 ไดดี นอกจากนี้การใชแหลงคารบอนอยางอื่นก็สามารถ
ผลิตแบคเทอริโอซินไดดีเชนกันโดยการศึกษาของ Cheigh และคณะ (2002) ไดเพาะเลี้ยงเชื้อ 
Lactococcus lactis subsp. lactis A164 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีซูโครสและไซโลสเปนแหลงคารบอน
พบวาเชื้อผลิตแบคเทอริโอซินที่ใหกิจกรรมการยับยั้งไดดี แตถาใชมอลโตสจะพบวามีกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินสูงกวา และParente และRicciardi (1994) กลาววาซูโครสเปนแหลงคารบอนที่
ดีกวากลูโคสสําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินอยาง enterocin 1146 นอกจากนี้แหลงไนโตรเจนก็
ชวยสงเสริมในการผลิตแบคเทอริโอซินดวยเชนกัน จากการศึกษาของ Kim และคณะ (1997) โดย
เปลี่ยนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อเปนทริปโตนหรือยีสตสกัดก็สงเสริมใหเชื้อสามารถผลิต
แบคเทอริโอซิน ขณะที่ Todorov และ Dicks (2006) ไดเพาะเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus plantarum 
ST341LD ในอาหารเหลว MRS ที่มีแหลงไนโตรเจนเปนทริปโตน 12.5กรัมตอลิตร รวมกับยีสต
สกัด 7.5 กรัมตอลิตร และเปนทริปโตน 12.5กรัมตอลิตร รวมกับมีทสกัด 7.5 กรัมตอลิตร พบวาได
แบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมสูงกวากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ใชเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน
ในอาหาร MRS สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ และการเติมสารอนินทรียอยางหมูฟอสเฟสอยางเชน           
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส หรือ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส ก็มีสวนชวยกระตุน
ใหเกิดการสรางแบคเทอริโอซิน แตอาจขึ้นอยูกับสายพันธุและชนิดของเชื้อเชนการทดลองของ 
Matsusaki และคณะ (1996) ซ่ึงเติมไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตความเขมขน 50 กรัมตอลิตร 
ทําใหแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมสูงแตก็ไมใชเชื้อทุกสายพันธุ  
 

4.1.2  การศึกษาการทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธ์ิดวยวิธีตาง ๆ ตอกิจกรรมการยับยั้งจุลินท
รียของสารแบคเทอริโอซิน 
 จากการศึกษาการนําแบคเทอริโอซินมาทําใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนดังนี้คือ การนําสวน
ใสซึ่งปราศจากเซลล (cell-free supernatant) มาผานขั้นตอนการตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียม
ซัลเฟต แลวนําตะกอนที่ละลายดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมาทําใหเขมขนขึ้นดวยการทํา
ไดอะไลซิส และนํามาตกตะกอนอีกครั้งดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก พบวากิจกรรมของแบคเทอริ
โอซินจะเพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ ในขั้นตอนสุดทายคือ การตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก 
(Fraction 2) โดยเชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน



 24

ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ที่ 819,200 AUตอมิลลิลิตร และ 409,600 
AUตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.4) สอดคลองกับคากิจกรรมจําเพาะ (Specific activity) ที่เพิ่ม
สูงขึ้นจาก 80.3 AUตอไมโครกรัมของโปรตีนเปน 1,853.4 AUตอไมโครกรัมของโปรตีนเปน 
สําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อ L. plantarum LS0602 โปรตีนในแบคเทอริโอซินที่ผาน
การทําใหบริสุทธิ์ใน Fraction 2 และเพิ่มเปน 1,163.6 AUตอไมโครกรัมของโปรตีนในสวน 
Fraction 2 ของเชื้อ L. brevis LT 0904 และใหปริมาณการไดกลับคืน (Recovery) เทากับ รอยละ 
34.7 และ รอยละ 29.3 ของเชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 ตามลําดับ เมื่อ
กลาวถึงปจจัยของการทําใหบริสุทธ์ิ (purification factor) แลวจะเทากับ 2.9 สําหรับเชื้อ L. 
plantarum LS0602 และเทากับ 3.4 สําหรับเชื้อ L. brevis LT 0904  
 การทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์มีหลายขั้นตอนและจากการทดลองพบวาการตกตะกอน
ดวยไตรคลอโรแอซิติก สงผลตอกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดสอดคลองกับการทดลองของ 
Ogunbanwo และคณะ (2003) พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lactobacillus plantarum F1 และ 
Lactobacillus brevis OG1 มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุดเมื่อผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยการ
ตกตะกอนโปรตีนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก ตางจาก Rajarm และคณะ. 2010 พบวาสวนใสที่
ปราศจากเซลลของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus lactis มีกิจกรรมของแบคเทอริ
โอซินสูงสุด (7,350 AUตอมิลลิลิตร) Copeland (1994) กลาววาโปรตีนสวนใหญจะตกตะกอนออก
จากสารละลายเมื่ออยูในสภาพที่มีกรดไตรคลอโรแอซิติกความเขมขนสูง วิธีการนี้ทําใหโปรตีนเสีย
สภาพซึ่งไมสามารถกลับคืนสภาพเดิมได ดวยเหตุนี้จึงควรใชวิธีการตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโร
แอซิติกเพียงเพื่อวิเคราะหโปรตีนที่ไมจําเปนตองใหมีการเปลี่ยนกลับไปเปนโปรตีนรูปรางเดิม 
ขณะที่ Carolissen-Mackay (1997) วิธีการทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์นั้นทําไดหลายวิธี เชน การ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต (Ammonium sulphate precipitation) อิออนเอ็กซเชนจโครมา
โตกราฟ (ion-exchange chromatography) แรงที่เกิดจากปฏิกิริยาของสารที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic 
interaction) และ การแยกสารโดยวิธี reverse phase HPLC เพื่อความบริสุทธิ์ของ curvacin A, 
sakacin P, lactosin S และbavaricin A สวนแบคเทอริโอซินอยาง helveticin J and lactacin F ถูกทํา
ใหบริสุทธดวยวิธีการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ขณะที่ lactacin B ใชเทคนิคเจลเพอมี
แอชั่นโครมาโตกราฟ (gel permeation chromatography) 
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ตารางที่ 4.4 การทําแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus plantarumใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการตาง ๆ  
 
ชนิดของจุลินท
รีย 

ขั้นตอนการทําให 
สารแบคเทอริโอซิน 

บริสุทธิ์ 

ปริมาตร 
แบคเทอริโอซิน 

(มล.) 

กิจกรรมของ 
แบคเทอริโอซิน 
(AU/มล.) 

กิจกรรมทั้งหมด 

(Total activity: AV)a

ความเขมขนของ

โปรตีน (Protein)b

(ไมโครกรัม/มล.) 

กิจกรรมจําเพาะ 

(Specific activity)c 

(AU/ไมโครกรัม) 

ปจจัยของ 
การทําใหบริสุทธิ์  

(Purification factor)d

ปริมาณการได
กลับคืน  

(% Recovery)e

สวนใส 200 102,400 20,480,000 1,275 80.3 1 100 
ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต 

50 204,800 10,240,000 953 214.9 2.7 74.7 

ไดอะไลซีส  
(Fraction 1)  
(ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต) 

30 409,600 12,288,000 642 638.0 3.0 50.4 

L. plantarum 
LS0602 

ตกตะกอนดวย 
กรดไตรคลอโรแอซิติก  
(Fraction 2) 

2 819,200 1,638,400 442 1,853.4 2.9 34.7 

a กิจกรรมรวม (Total activity) คือ ผลคูณระหวางปริมาตรแบคเทอริโอซินกับกิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ได 

b ความเขมขนของโปรตีนคํานวณจากวิธีการของแบรดฟอรด (Bradford method) (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

c กิจกรรมจําเพาะ (Specific activity) หาไดจากการนํากิจกรรมของแบคเทอริโอซินมาหารดวยความเขมขนโปรตีน (AU/ไมโครกรัม) 

d ปจจัยของการทําใหบริสุทธิ์ (Purification factor) คือการนําคา Specific activity ที่เพิ่มขึ้นมาหารกัน 

e ปริมาณรอยละของการไดกลับคืน (% Recovery) คือคาความเขมขนของโปรตีนคิดเปนรอยละหารดวยความเขมขนของโปรตีนเริ่มตน 
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ตารางที่ 4.4 การทําแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus brevis ใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการตาง ๆ (ตอ) 
 
ชนิดของจุลินท
รีย 

ขั้นตอนการทําให 
สารแบคเทอริโอซิน 

บริสุทธิ์ 

ปริมาตร 
แบคเทอริโอซิน 

(มล.) 

กิจกรรมของ 
แบคเทอริโอซิน 
(AU/มล.) 

กิจกรรมทั้งหมด 

(Total activity: AV)a

ความเขมขนของ

โปรตีน (Protein)b

(ไมโครกรัม/มล.) 

กิจกรรมจําเพาะ 

(Specific activity)c 

(AU/ไมโครกรัม) 

ปจจัยของ 
การทําใหบริสุทธิ์  

(Purification factor)d

ปริมาณการได
กลับคืน  

(% Recovery)e

สวนใส 200 51,200 10,240,000 1,202 42.6 1 100 
ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต 

50 102,400 5,120,000 910 112.5 2.6 75.7 

ไดอะไลซีส  
(Fraction 1)  
(ตกตะกอนดวย
แอมโมเนียมซัลเฟต) 

30 204,800 6,144,000 598 342.5 3.0 49.8 

L. brevis 
LT0602 

ตกตะกอนดวย 
กรดไตรคลอโรแอซิติก  
(Fraction 2) 

2 409,600 819,200 352 1,163.6 3.4 29.3 

a กิจกรรมรวม (Total activity) คือ ผลคูณระหวางปริมาตรแบคเทอริโอซินกับกิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ได 

b ความเขมขนของโปรตีนคํานวณจากวิธีการของแบรดฟอรด (Bradford method) (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

c กิจกรรมจําเพาะ (Specific activity) หาไดจากการนํากิจกรรมของแบคเทอริโอซินมาหารดวยความเขมขนโปรตีน (AU/ไมโครกรัม) 

d ปจจัยของการทําใหบริสุทธิ์ (Purification factor) คือการนําคา Specific activity ที่เพิ่มขึ้นมาหารกัน 

e ปริมาณรอยละของการไดกลับคืน (% Recovery) คือคาความเขมขนของโปรตีนคิดเปนรอยละหารดวยความเขมขนของโปรตีนเริ่มตน 
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4.1.3  ผลของอุณหภูมิ พีเอช และเอนไซมตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน  
 จากการทดสอบหาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของกิจกรรมแบคเทอริโอซินในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes โดยนําแบคเทอริโอซินที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก (Fraction 2) มาใหความรอนที่อุณหภูมิและเวลาที่ตางกัน 8 
ระดับดังนี้คือ ที่อุณหภูมิ 37, 63, 72, และ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และที่อุณหภูมิ 72, 
85, 100, และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
plantarum LS0602 มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินไมลดลงเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิต่ํากวา
หรือเทากับ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 819,200 
AUตอมิลลิลิตร) แตจะมีการสูญเสียกิจกรรมเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 100 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (ตารางที่ 4.5) สวนแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. brevis LT 
0904 มีคากิจกรรมต่ํากวาและมีความคงตัวตอความรอนนอยกวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
plantarum LS0602 คือมีกิจกรรมแบคเทอริโอซินไมลดลงหากใหความรอนที่อุณหภูมิต่ํากวาหรือ
เทากับ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 409,600 AU
ตอมิลลิลิตร) แตจะสูญเสียกิจกรรมเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 85 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาทีขึ้นไป 
 สําหรับการศึกษาผลของพีเอชท่ีระดับพีเอช 2-10 ตอความคงตัวของกิจกรรมแบคเทอริโอ
ซิน พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุมีความคงตัว (คา
กิจกรรมไมลดลง) เมื่ออยูในสภาพที่มีพีเอชในชวงพีเอช 2-7 โดยแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
plantarum LS0602 มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 819,200 AUตอมิลลิลิตรซ่ึงสูงกวาคา
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. brevis LT 0904 (มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
เทากับ 409,600 AUตอมิลลิลิตร) ตามตารางที่ 4.5 แตคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ
ทั้งสองสายพันธุจะคอย ๆ ลดลงเมื่ออยูในสภาพที่มีพีเอชสูงกวาพีเอช 8 
 เมื่อศึกษาผลของเอนไซม α-amylase เอนไซม lipase เอนไซม papain เอนไซม pepsin และ
เอนไซม trypsin ที่ความเขมขน 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตอความคงตัวของกิจกรรมของแบคเทอริ-
โอซินของเชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 พบวาเอนไซมดังกลาวไมมีผลทําให
แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุสูญเสียกิจกรรม (ตารางที่ 4.5) 

จากการทดสอบหาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของกิจกรรมแบคเทอริโอซินในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes โดยนําแบคเทอริโอซินที่ผานการทําใหบริสุทธิ์โดยการ
ตกตะกอนดวยกรดไตรคลอโรแอซิติก (Fraction 2) มาใหความรอนที่อุณหภูมิและเวลาที่ตางกัน 8 
ระดับดังนี้คือ ที่อุณหภูมิ 37, 63, 72, และ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และที่อุณหภูมิ 72, 
85, 100, และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
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plantarum LS0602 มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินไมลดลงเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิต่ํากวา
หรือเทากับ 85 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (คากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 819,200 
AUตอมิลลิลิตร) แตจะมีการสูญเสียกิจกรรมเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 100 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (ตารางที่ 4.5) สวนแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. brevis LT 
0904 มีคากิจกรรมต่ํากวาและมีความคงตัวตอความรอนนอยกวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
plantarum LS0602 คือมีกิจกรรมแบคเทอริโอซินไมลดลงหากใหความรอนที่อุณหภูมิต่ํากวาหรือ
เทากับ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 409,600 AU
ตอมิลลิลิตร) แตจะสูญเสียกิจกรรมเมื่อใหความรอนที่อุณหภูมิสูงกวาหรือเทากับ 85 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาทีขึ้นไป 
 สําหรับการศึกษาผลของพีเอชที่ระดับพีเอช 2-10 ตอความคงตัวของกิจกรรมแบคเทอริโอ
ซิน พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุมีความคงตัว (คา
กิจกรรมไมลดลง) เมื่ออยูในสภาพที่มีพีเอชในชวงพีเอช 2-7 โดยแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. 
plantarum LS0602 มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินเทากับ 819,200 AUตอมิลลิลิตรซ่ึงสูงกวาคา
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ L. brevis LT 0904 (มีคากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน
เทากับ 409,600 AUตอมิลลิลิตร) ตามตารางที่ 4.5 แตคากิจกรรมของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ
ทั้งสองสายพันธุจะคอย ๆ ลดลงเมื่ออยูในสภาพที่มีพีเอชสูงกวาพีเอช 8 
 เมื่อศึกษาผลของเอนไซม α-amylase, lipase, papain, pepsin และtrypsin ที่ความเขมขน 30 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรตอความคงตัวของกิจกรรมของแบคเทอริโอซินของเชื้อ L. plantarum LS0602 
และ L. brevis LT 0904 พบวาเอนไซมดังกลาวไมมีผลทําใหแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรีย
กรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุสูญเสียกิจกรรม 
 การที่แบคเทอริโอซินไมสูญเสียกิจกรรมในสภาวะที่เปนพีเอชกรด ทนตอสภาวะที่มี
อุณหภูมิสูงแตไมถึงจุดเดือด และทนตอสภาวะที่มีเอนไซมตาง ๆ ที่นํามาทดสอบสอดคลองกับการ
ทดลองของ Ogunbanwo และคณะ (2003) พบวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum F1 
และ L. brevis OG1 มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูง (6,400 AUตอมิลลิลิตร) ขณะอยูในสภาวะที่
มีพีเอช 2-6 แตเมื่อพีเอชเพิ่มขึ้น (ตั้งแตพีเอช 8) กลับพบวามีการสูญเสียกิจกรรมของแบคเทอริโอ
ซิน ทั้งนี้เมื่อนําแบคเทอริโอซินมาทดสอบดวยเอนไซมตาง ๆ คือ เอนไซม lipase, pronase E, 
catalase, lysozyme, α-amylase แลว แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum F1 มีกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินลดลงเมื่อทดสอบดวยเอนไซม pronase E ขณะที่แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. 
brevis OG1 กลับไมสูญเสียกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเลย  
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ตารางที่ 4.5 ผลของความคงตัวของสารแบคเทอริโอซินตออุณหภูมิ พีเอช และเอนไซม 
 

ขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส (มิลลิเมตร)/  
กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (AU/มิลลิลิตร) 

ทรีทเมนต  

Lactobacillus plantarum LS0602 Lactobacillus brevis LT0904 
อุณหภูมิ/เวลา (นาที) 819,200 409,600 
   30 OC/30 (ชุดควบคุม) 819,200 409,600 
   37 OC/30 819,200 409,600 
   63 OC/30 819,200 409,600 
   72 OC/15 819,200 409,600 
   72 OC/30 819,200 409,600 
   85 OC/15 819,200 0 
   85 OC/30 819,200 0 
   100 OC/15 0 0 
   121 OC/15 0 0 
พีเอช   
   2 819,200 409,600 
   3 819,200 409,600 
   4 819,200 409,600 
   5 819,200 409,600 
   6 819,200 409,600 
   7 819,200 409,600 
   8 409,600 204,800 
   9 204,800 102,400 
   10 102,400 25,600 
เอนไซม   
ชุดควบคุม (ไมเติมเอนไซม)   

   α-amylase 819,200 409,600 

   Lipase 819,200 409,600 
   Papain 819,200 409,600 
   Pepsin 819,200 409,600 
   Trypsin 819,200 409,600 
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สวนการทดลองของ Noonpaldee และคณะ (2002) ที่ผลิตไนซินจากเชื้อ Lactococcus lactis ซ่ึงแยก
มาจากแหนม ไสกรอกหมักของไทย พบวาไนซินมีกิจกรรมถึง 12,800 AUตอมิลลิลิตรที่พีเอช 2-7 
และเมื่อทดสอบกิจกรรมของไนซินที่พีเอช 8-10 ไนซินมีกิจกรรมลดลงอยูในชวง 6400-3200 AU
ตอมิลลิลิตร ทั้งนี้เมื่อนําไนซินมา ทดสอบที่พีเอช 3 ระดับคือ พีเอช 3, 5 และ7 ตามลําดับโดยที่พี
เอชแตละระดับมีการใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทั้งนี้ที่พีเอช 3 พบวาไนซินยังคงมีกิจกรรมปกติ (12,800 AU
ตอมิลลิลิตร) เมื่อใหอุณหภูมิทั้ง 2 ระดับ แตเมื่อทดสอบซินที่พีเอช 5 และ 7 ที่อุณหภูมิทั้งสองระดับ
ทําใหกิจกรรมของแบคเทอริโอซินลดลง นอกจากนี้ไนซินจะสูญเสียกิจกรรมเมื่อทดสอบความ
คงทนตอเอนไซม proteinase K และ α-chymotrypsin นอกจากนี้มีรายงานจากนักวิจัยทานอื่นที่พบวา 
สารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. acidophilus AC1 สูญเสียกิจกรรมเมื่อทดสอบดวยเอนไซม 
trypsin และ α-chymotrypsin แตจะทนตอเอนไซม pepsin มีกิจกรรมเมื่ออยูในสภาวะที่มีพีเอชระ
หวางพีเอช 4.0-7.5 แตจะไมมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเลยเมื่อใหอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที (Mehta และคณะ 1983) และ แบคเทอริโอซินที่มีโครงสรางแบบแมคโครโมเลกุล 
(macromolecule) จะไมทนตอเอนไซมที่ยอยโปรตีน (เอนไซม pepsin และ trypsin) และทนตอ
สภาวะที่มีอุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (Andersson และคณะ. 1988) 

4.2  ผลการนําแบคเทอริโอซินมาใชในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes  ในอาหารเหลว 
       จากการนําแบคเทอริโอซิน (รอยละ16.7 และรอยละ 23.1) ที่ผลิตจาก L. plantarum LS0602 
และ L. brevis LT0904 เติมลงในอาหารเหลว TSB เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria 
monocytogenes พบวา หลังจากเติม   แบคเทอริโอซินเมื่อเขาสูระยะ exponential phase ชวงตน (เมื่อ
เขาสูช่ัวโมงที่ 4) คาดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรของอาหารเหลว TSB ที่เติมแบคเทอริโอซินรอย
ละ 23.1 ที่ผลิตจากเชื้อ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT0904 มีคาต่ํากวาคาดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตรของอาหารเหลว TSB ชุดการทดลองอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และ
การเจริญของเชื้อ List. monocytogenes จะเริ่มคงที่เมื่อตั้งแตช่ัวโมงที่ 8 จนถึงชั่วโมงสุดทายของการ
ทดสอบ (ช่ัวโมงที่ 12) พบวาอาหารเหลว TSB ที่เติมแบคเทอริโอซิน (รอยละ 23.1) สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ List. monocytogenes ไดดีกวา อาหารเหลว TSB ที่เติมแบคเทอริโอซิน (รอยละ 
16.7) คืออยูที่ 0.77-0.80 และ 0.85-0.97 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาการเปลี่ยนแปลงคาพีเอช พบวาคาพี
เอชของอาหารเหลว TSB ที่เติมแบคเทอริโอซินที่ทั้ง 2 ระดับมีคาพีเอชลดลงไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ในทุกชวงเวลาของการบมและเมื่อถึงชั่วโมงที่ 12 พบวามีคาพีเอชลดล
งอยูในชวงพีเอช 5.4-5.6 จากพีเอชเริ่มตนคือพีเอช 7.1 ขณะที่พีเอชของอาหาร TSB ชุดควบคุมมีคา
พีเอชลดลงมากที่สุด (พีเอช 4.9) ซ่ึงมีพีเอชนอยกวาคาพีเอชของอาหารเหลว TSB ที่เติมแบคเทอริ
โอซินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) รูปที่ 4.1 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%B8%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
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