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รูปที ่4.1 ผลการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes ในอาหารเหลว Tryptic Soy broth (TSB) ท่ีเติม 

แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ Lactobacillus plantarum LS0602 และ Lactobacillus brevis LT0904 (รูป 
ก) การเปล่ียนแปลงค่าความขุ่น (OD600 นาโนเมตร) และ(รูป ข) การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของอาหาร 
TSB ขณะบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สัญลกัษณ์ : ● ชุดควบคุม (ไม่เติมแบคเทอริโอซิน) ■ 
อาหาร TSB ท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. plantarum LS0602 ร้อยละ16.7 □ อาหาร TSB ท่ีเติม
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. plantarum LS0602 ร้อยละ23.1 ♦ อาหาร TSB ท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ี
ผลิตโดย L. brevis LT0904 ร้อยละ16.7 ◊ อาหาร TSB ท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. brevis 
LT0904 ร้อยละ23.1 
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        การท่ีแบคเทอริโอซินมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ List. monocytogenes ได้ดี
สอดคล้องกบัการทดลองของ Pinto และคณะ (2009) ท่ีเติมแบคเทอริโอซินคือ bacALP7 (มี
กิจกรรมแบคเทอริโอซินท่ี 25, 600 AUต่อมิลลิลิตร) และ bacALP57 (มีกิจกรรมแบคเทอริโอซินท่ี 
12, 800 AUต่อมิลลิลิตร) ท่ีเติมเม่ือเขา้สู่ระยะ exponential phase ช่วงตน้ พบวา่แบคเทอริโอซินทั้ง
สองชนิดมีฤทธ์ิในการเช้ือยบัย ั้งเช้ือในสายพนัธ์ุ Listeria ไดดี้เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ได้
เติมแบคเทอริโอซิน ทั้งน้ี LÜcke (2000) ไดก้ล่าววา่แบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก
มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียของชนิดอ่ืนท่ีมีสายพนัธ์ุใกล้เคียงกนั เช่น 
Listeria, Bacillus, Clostridium และ Staphylococcus ทั้งน้ีแบคเทอริโอซินมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย   
แกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบเน่ืองจาก cytoplasmic membrane ของแบคทีเรียแกรมบวกไว
กวา่จึงถูกแบคเทอริโอซินท าลายไดง่้าย 
 
4.3  การควบคุมการเจริญของ Listeria monocytogenes ในหมูบดแช่เย็นโดยใช้แบคเทอริโอซินที่
ผลติโดยแบคทเีรียกรดแลคติก 
 
       4.3.1  การศึกษาผลของแบคเทอริโอซินที่ผลติจากแบคทเีรียกรดแลคติกต่อการยบัยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรคในหมูบดแช่เยน็ 
       ก) การเปล่ียนแปลงของจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด และจ านวนจุลินทรียก่์อโรคทั้งหมดในเน้ือหมู
บดแช่เยน็ระหวา่งการเก็บรักษา 
       จากการศึกษาผลของแบคเทอริโอซิน (ร้อยละ 2 และ ร้อยละ 4) ท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรด        
แลคติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุคือ Lactobacillus plantarum LS0602 และ Lactobacillus brevis LT0904 ต่อ
การเปล่ียนแปลงจ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดและจ านวนจุลินทรีย์ก่อโรคทั้งหมดในหมูบดแช่เย็น
ระหวา่งการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 วนั พบวา่จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดใน
หมูบดทุกชุดการทดลองลดลงอย่างรวดเร็วหลังจากเก็บรักษาครบ 3 วนั โดยจ านวนจุลินทรีย์
ทั้งหมดในหมูบดชุดควบคุมท่ีไม่เติมสารใด ๆ ลดลงนอ้ยท่ีสุด (0.59 log cycle) เม่ือเปรียบเทียบกบั
จ านวนจุลินทรียใ์นหมูบดชุดอ่ืนท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน ทั้งน้ีหมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินร้อยละ 
4 ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum LS0602 มีจ านวนจุลินทรียล์ดลงมากท่ีสุด (1.42 log cycle) หลงัจาก
เก็บรักษาครบ 3 วนั (รูปท่ี 4.2 ก) และเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาเพิ่มข้ึนจ านวนจุลินทรียใ์นแต่
ละชุดการทดลองเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อยท่ีทุกช่วงเวลาของการเก็บรักษา โดยพบว่าจ านวน
จุลินทรียท์ั้งหมดในหมูบดชุดควบคุมลดลงนอ้ยกวา่จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดในหมูบดท่ีเติมแบคเทอ
ริโอซินทุกชุดการทดลองเช่นเดียวกนั และเม่ือเก็บรักษาจนครบ 10 วนั หมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum LS0602 มีจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดลดลง 0.85 log cycle ซ่ึงลดลง
มากกวา่จ านวนจุลินทรียใ์นหมูบดของชุดการทดลองอ่ืน ๆ (ไดแ้ก่ หมูบดท่ีเติมไนซินความเขม้ขน้ 
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50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมมีจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดลดลง 0.25 log cycle และหมูบดท่ีเติมแบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตจากเช้ือ L. brevis LT0904 ท่ีทั้ง 2 ระดบัความเขม้ขน้มีจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดลดลง 
0.28-0.29 log cycle)  อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  เม่ือพิจารณาระดบัความเขม้ขน้ของแบ
คเทอริโอซินท่ีเติมในหมูบดท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum LS0602 พบวา่หมูบดท่ีเติมสารแบคเทอริ
โอซินร้อยละ 4 มีจ  านวนจุลินทรียน์อ้ยกวา่จ านวนจุลินทรียใ์นหมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินร้อยละ 2 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
       เม่ือพิจารณาจ านวน Listeria monocytogenes พบวา่หลงัจากเก็บหมูบดแช่เยน็ครบ 3 วนั จ  านวน
เช้ือ List. monocytogenes ในหมูบดชุดควบคุมลดลงนอ้ยกวา่จ านวน L. monocytogenes ในหมูบดท่ี
เติมแบคเทอริโอซินทุกชุดการทดลองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (รูปท่ี 4.2ข) โดยหมูบดท่ี
เติมแบคเทอริโอซินร้อยละ 4 ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum LS0602 มีจ านวนเช้ือ List. 
monocytogenes ลดลงมากท่ีสุดถึง 1.7 log cycle หลงัจากนั้นจ านวน L. monocytogenes ในหมูบด
ทุกชุดการทดลองมีจ านวนค่อนข้างคงท่ีเม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึนจนครบ 10 วนั เม่ือ
เปรียบเทียบกบัวนัแรกท่ีเก็บรักษา พบวา่เม่ือส้ินสุดการเก็บรักษาจ านวน L. monocytogenes ในหมู
บดชุดควบคุมมีจ านวนลดลงเพียง 0.31 log cycle จากจ านวนเร่ิมตน้ซ่ึงลดลงนอ้ยกวา่จ านวนเช้ือ L. 
monocytogenes ในหมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินทุดชุดการทดลอง (ลดลงมากถึง 1.40-1.58 log 
cycle) โดยหมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก L. plantarum LS0602 ใหผ้ลดีกวา่หมูบดท่ีเติมแบ
คเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ L. brevis LT0904 ในการลดจ านวนของเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดและ
จ านวนเช้ือ List. monocytogenes ทั้งหมด 
       ข) การเปล่ียนแปลงพีเอชของเน้ือหมูบดแช่เยน็ระหวา่งการเก็บรักษา 
       ค่าพีเอชของหมูบดทุกชุดการทดลองเปล่ียนแปลงเล็กนอ้ยตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาโดยพี
เอชเร่ิมตน้อยูใ่นช่วงพีเอช 5.7-6.0 (รูปท่ี 4.2 ค) และเม่ือเก็บรักษาต่อไปจนครบ 10 วนัหมูบดทุกชุด
การทดลองมีพีเอชลดลงเพียงเล็กน้อย (พีเอช 5.5-5.8) เม่ือพิจารณาค่าพีเอชของหมูบดตลอด
ระยะเวลาของการทดลองในแต่ละชุดการทดลอง พบวา่การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของหมูบดในแต่
ละชุดการทดลองไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05)  
       พีเอชเปล่ียนแปลงไม่มากนักเพราะหมูบดไม่ไดอ้ยู่ในสภาวะของการหมกัเน่ืองจากเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิต ่าดงันั้นจึงมีเพียงเช้ือ List. monocytogenes ท่ีสามารถเจริญไดใ้นสภาวะดงักล่าวเท่านั้น 
เช่นเดียวกบัการทดลองของ Vignolo และคณะ (1996) ท่ีทดลองเติม Lactocin 705 ซ่ึงเป็นแบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตจาก L. casei CRL 705 เพื่อยบัย ั้งการเจริญของ List. monocytogenes ในเน้ือววัท่ีเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียสโดยเติมแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรม 2 ระดบัคือ 8,400 และ 
16,800 AU ต่อมิลลิลิตร พบวา่แบคเทอริโอซินท่ีทั้งสองระดบัสามารถลดการเจริญของเช้ือ List. 
monocytogenes ไดอ้ยา่งน้อย 1 log cycle โดยท่ีแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้สูงสุดสามารถลด
จ านวนเช้ือ List. monocytogenes ในเน้ือววัไดร้้อยละ 40 หลงัจากเก็บรักษาเน้ือท่ีอุณหภูมิ -30 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 1 วนัและการท่ีแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของ List. monocytogenes 
อาจเน่ืองมาจาก cytoplasmic membrane ไวต่อการถูกท าลายดว้ยแบคเทอริโอซิน (LÜcke. 2000) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4.2  ผลการเปล่ียนแปลง (ก) จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (ข) จ านวน List. monocytogenes ทั้งหมด (ค) พีเอช 

ของหมบูดท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือก สญัลกัษณ์ : ● ชุดควบคุม 
(ไม่เติมแบคเทอริโอซิน) ○ หมูบดท่ีเติมไนซินความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ■ หมูบดท่ีเติม  
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. plantarum LS0602 ร้อยละ 2 □ หมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. 
plantarum LS0602 ร้อยละ 4 ♦ หมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. brevis LT0904 ร้อยละ 2 ◊ 
หมูบดท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย L. brevis LT0904 ร้อยละ 4 
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บทที ่5 
                                       สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ                                  

                                                               
       เช้ือ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 ผลิตแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมของแบคเทอริ
โอซินต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes เท่ากบั 12,800 AU ต่อมิลลิลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีระดบัพีเอชท่ีเหมาะสมในการสร้างแบคเทอริโอซินอยูท่ี่พีเอช 6 และ 
พีเอช 7 ตามล าดบั และ L. plantarum LS0602 มีการสร้างแบคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมในการยบัย ั้งการ
เจริญของจุลินทรียก่์อโรคไดดี้ท่ีสุดในอาหารเหลว MRS สูตรปกติท่ีเติมเพิ่มความเขม้ขน้ของกลูโคส
เป็น 30 กรัมต่อลิตร มีทริปโตน 10 กรัมต่อลิตร และมีไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมต่อ
ลิตร ส าหรับเช้ือ L. brevis LT 0904 ควรเล้ียงในอาหารเหลว MRS สูตรปกติท่ีเติมกลูโคสเพิ่มเป็น 40 
กรัมต่อลิตร มีทริปโตน 10 กรัมต่อลิตร มียีสต์สกัดเพิ่มเป็น 20 กรัมต่อลิตร และมีโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟต 2 กรัมต่อลิตร เพื่อให้มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินสูงสุด ส าหรับวิธีการท าแบ
คเทอริโอซินให้บริสุทธ์ิปรากฏว่า วิธีท่ีจะท าให้ไดแ้บคเทอริโอซินท่ีมีกิจกรรมในการยบัย ั้งการเจริญ
ของจุลินทรียก่์อโรคสูงสุดจะตอ้งน าส่วนใสท่ีปราศจากเซลล์มาผ่านกระบวนการต่างๆหลายขั้นตอน
ตั้งแต่การตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต การท าไดอะไลซีสและการตกตะกอนแบคเทอริโอซินดว้ย
กรดไตรคลอโรแอซิติก  ส าหรับการทดสอบความคงตวัของแบคเทอริโอซินท่ีผ่านขั้นตอนการท าให้
บริสุทธ์ิต่อระดบัการให้ความร้อน (ท่ีอุณหภูมิและเวลาต่างกนั) ระดบัพีเอชและสภาพท่ีมีเอนไซมช์นิด
ต่างๆ  พบว่าแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ L. plantarum LS0602 มีความคงตวั (ไม่สูญเสียกิจกรรม)
เม่ือให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิระดบัต ่าจนถึงอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  (ค่ากิจกรรม
ของแบคเทอริโอซินเท่ากบั 819,200 AUต่อมิลลิลิตร) ส่วนแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ L. brevis LT 
0904 มีความคงตวัต่อความร้อนนอ้ยกว่าแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ L. plantarum LS0602 คือมี
กิจกรรมแบคเทอริโอซินไม่ลดลงหากให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่หรือเท่ากบั 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที ส าหรับผลของพีเอชท่ีระดบัพีเอช 2-10 พบวา่แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือแบคทีเรียกรด
แลคติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุมีความคงตวั (ค่ากิจกรรมไม่ลดลง) เม่ืออยูใ่นสภาพท่ีมีพีเอชในช่วงพีเอช 2-7 แต่
ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือทั้งสองสายพนัธ์ุจะค่อย ๆ ลดลงเม่ืออยูใ่นสภาพท่ีมีพีเอช
สูงกว่าพีเอช 8 และเม่ือศึกษาผลของเอนไซม์ -amylase เอนไซม์ lipase เอนไซม์ papain เอนไซม ์
pepsin และเอนไซม ์trypsin ท่ีความเขม้ขน้ 30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อความคงตวัของกิจกรรมของแบ
คเทอริโอซินของเช้ือ L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT 0904 พบวา่เอนไซมด์งักล่าวไม่มีผลท า
ใหแ้บคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุสูญเสียกิจกรรม และเม่ือน าแบคเทอริ



 
 

 

โอซินจากแบคทีเรียทั้งสองชนิดมาใช้ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหารเหลว
พบว่าแบคเทอริโอซินจากเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถยบัย ั้งการเจริญของ L. 
monocytogenes ในอาหารเหลวท่ีเติมแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าใหบ้ริสุทธ์ิปริมาตรร้อยละ 23.1 
       แบคเทอริโอซินจาก L. plantarum LS0602 และ L. brevis LT0904 มีประสิทธิภาพในการใชเ้ป็น 
สารชีวภาพตา้นจุลินทรีย  ์ L. monocytogenes ในหมูบดแช่เยน็โดยแบคเทอริโอซินจาก L. plantarum 
LS0602 ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 4 ใหผ้ลดีท่ีสุดในการลดจ านวน L. monocytogenes งานวจิยัขั้นต่อไปควร
ศึกษาสภาวะต่างๆในการผลิตแบคเทอริโอซินในระดบัอุตสาหกรรมเพื่อการจ าหน่าย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

บรรณานุกรม 
 

Altunta, E.G., Cosansu. S. and Ayhan. K. 2010. “Some growth parameters and antimicrobial  
activity of a bacteriocin-producing strain Pediococcus acidilactici 13.” International Journal 
of Food Microbiology. 141 : 28-31. 

Andersson, R.E., Daeschel, M.A. and Hassan, H.M. 1988. “Antibacterial activity of plantaricin SIL-
83, a bacteriocin produced by Lactobacillus plantarum.” Biochimie. 70 : 381-90. 

Ammor, M.S. and Mayo, B. 2007. “Selection criteria for lactic acid bacteria used as function starter 
cultures in dry sausage production: an update. Meat Science 76 : 138-146. 

Carolissen-Mackay, V., Arendse, A., Hastings, J.W. 1997.  “Purification of bacteriocins of lactic acid 
bacteria: problems and pointers.” International Journal of Food Microbiology. 34 : l-16. 

Castro, M.P., Palavecino, N.Z., Herman, C., Garro, O.A., Campos, C.A. 2011. Lactic acid  
bacteria isolated from artisanal dry sausages: characterization of antibacterial compounds and 
study of the factors affecting bacteriocin production. Meat science. 87: 321-329. 

Charoenrak, N. and Nanasombat, S. 2011. Characterization of lactic acid bacteria and coagulase    
           negative staphylococci isolated from raw meat and cured meat products, pp. 323-331.  In the 

Proceeding of the 12th Asean Food Conference, 16-18 June, BITEC Bangna, Bangkok, 
Thailand. 

Cheigh, C.I.,Choi , H.J., Park ,H., Kim, S.K.,Kook, M.C., Kim, T.S., Hwang, J.K. Pyun a, Y.R. 2002. 
“Influence of growth conditions on the production of a nisin-like bacteriocin by Lactococcus 
lactis subsp. Lactis A164 isolated from kimchi.” Journal of Biotechnology. 95 (2002) 225-
235. 

Cleveland, J., Montville, T. J., Nes, I. F., & Chikidas, M. L. (2001). Bacteriocin:safe, natural 

antimicrobials for food preservation. International Journal of Food Microbiology. 7: 1-20. 

Copeland, R.A. 1994. Methods for protein analysis : A practical Guide to laboratory protocols. 
New York. USA : Chapman and Hall. 

Cuozzo, S.A., Sesma, F.J.M., Pesce de R. Holgago, A.A. and Raya, R.R. 2001. “Methods for the  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Castro%20MP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Palavecino%20NZ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Herman%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Garro%20OA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Campos%20CA%22%5BAuthor%5D


 
 

 

detection and concentration of bacteriocins produced by lactic acid bacteria.” in Spencer, J.F.T. 
and Ragout de Spencer, A. L. Food Microbiology Protocols. New Jersey : Humana Press Inc. 

Doonan, S. 2004. “Concentration of extracts.” in Cutler, P. Protein Purification Protocols, 2nd  
ed. Totowa, New Jersey : Humama press Inc. 

Daba, H., Lacroix, C., Huang, J. and Simard, R.E. 1993. “Influence of growth conditions on 
production and activity of mesenterocin 5 by a strain of Leuconostoc mesenteroides.” Applied 
Microbiology and Biotechnology. 39 (2) : 166-173. 

De Vuyst, L. and Vandamme, E. J. 1994. Bacteriocins of lactic acid bacteria. UK : Blackie 
academic & professional. 

Drosinos, E.H., Mataragas, M. and Metaxopoulos, J. 2006. “Modeling of growth and bacteriocin 
production by Leuconostoc mesenteroides E131.” Meat Science. 74 : 690-696. 

Enan, G., Essawy, A.A., Uyttendaele, M. and Debevere, J. 1996. “Antibacterial activity of 
Lactobacillus plantarum UG1.” International Journal of Microbiology. 30 : 189-215. 

Gálvez, A. Abriouel, H., López, R. L., and Omar, N. B. 2007. “Bacteriocin-based strategies for food 

biopreservation.” International Journal of Food Microbiology 120: 51-70. 

Hitchins, A.D. and Jinneman, K. 2011. Detection and Enumeration of Listeria monocytogenes in 

Foods. Available from: www.fda.gov/food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/ 

BacteriologicalAnalyticalManualBAM/ucm071400.htm 

Holzapfel, W.H., Geisen, R. and Schillinger, U. 1994. “Biological preservation of food with reference 
to protective cultures, bacteriocins and food-grade enzymes.” Food Microbiology 24 : 343-
362. 

Kim, W.S., Hall, R.J. and Dunn, N.W., 1997. “The effect of nisin concentration and nutrient 
depletion on nisin production of Lactococcus lactis.” Applied Microbiology and 
Biotechnology. 50 : 657-662. 

Kingcha, Y., Tosukhowong, A., Zendo, T., Roytrakul, S., Luxananil, P., Charoenpornsook, 
K.,Valyyasevi, Ruud. And Sonomoto, K. 2012. “Anti-listeria activity of Pediococcus 

http://www.fda.gov/food/ScienceResearch/LaboratoryMethods/


 
 

 

pentosaceus BCC 3772 and application as starter culture of Nham, traditional fermented pork 
sausage.” Food control. 25 : 190-196. 

Lee, H.J., Joo, Y.J., Park, C.S., Kim, S.H., Hwang, I.K., Ahn, J.S., Mheen, T.I. 1999.“Purification  
and characterization of a bacteriocin produced by Lactococcus lactis subsp. lactis H-559 
isolated from kimchi.” Journal of Bioscience and Bioengineering. 88 : 153-159. 

LÜck, F.K. 2000. “Utilization of microbes to process and preserve meat.” Meat Science. 56 : 105-
115. 

Ogunbanwo, S.T., Sanni, A.I. and Onilude, A.A. 2003. “Characterization of bacteriocin produced  
by Lactobacillus plantarum F1 and Lactobacillus brevis OG1.” African Journal of 
Biotechnology. 2 (8) : 219-227. 

Mataragas, M., Metaxopoulos, J., Galiotou, M. and Drosinos, E.H. 2003. “Influence of pH and 
temperature on growth and bacteriocin production by Leuconostoc mesenteroides L124 and 
Lactobacillus curvatas L442.” Meat Science. 64 : 265-271. 

Matsusaki, H. Endo, N. Sonomoto, K. Ishikazi, A. 1996. “Lantibiotic nisin Z fermentative production 
by Lactococcus lactis IO-1: relationship between production of the lantibiotic and lactate and 
cell growth.” Applied Microbiology and Biotechnology. 45 : 36-40. 

Mehta, A.M., Patel, K.A. and Dave, P.J. 1983. “Purification and properties of the inhibitory protein 
isolated from Lactobacillus acidophilus AC1.” Microbios. 38 : 73-81. 

Muriana, P. M., & Luchansky, J. B. 1993. Biochemical methods for purification of bacteriocin. In D. 

G. Hoover, & L. R. Steenson, Bacteriocin of lactic acid bacteria. San diego: Academic Press. 

Noonpakdee, W., Santivarangkna, C., Jumriangrit, P., Sonomoto, K. and Panyim, S. 2002. “Isolation 
of nisin-producing Lactococcus lactis WNC 20 strain from nham, a traditional Thai fermentaed 
sausage.” Internationak Journal of Food Microbiology. 81 : 137-145. 

Parente. E. and Ricciardi, A. 1994. “Effect of nitrogen and carbohydrate sources on lactic acid and 
bacteriocin production by Enterococcus faecium DPC1146.” Agro-Industry Hi-Tech. 5 : 35-
39. 

Pinto, A.L., Fernandes, M., Pinto, C. Albano, H., Castilho, F., Teixeira, P. and Gibbs, P.A. 2009.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lee%20HJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Joo%20YJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Park%20CS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kim%20SH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hwang%20IK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ahn%20JS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mheen%20TI%22%5BAuthor%5D


 
 

 

“Characterization of anti-Listeria bacteriocins isolated from shellfish: Potential antimicrobials 
to control non-fermented seafood. .” International Journal of Food Microbiology. 129 : 50-
58. 

Salih, M. A., Sandine, W. E. and Ayres, J. W. 1990.  “Inhibitory effects of MicrogardTM on yogurt 

and cottage cheese spoilage organisms.” Journal of Dairy Science. 73: 887-893. 

Schillinger, U. and LÜcke F.K. 1989. “Antibacterial Activity of Lactobacillus sake isolated from 
meat.” Applied and Environmental Microbiology.  55(8): 1901-1906. 

Tagg, J.R., Dajani, A.S. and Wannamaker, L.W.  1976. “Bacteriocin of gram positive bacteria.”  

           Bacteriological Reviews.  40: 722-756. 

Todorov, S.D. and Dicks, L.M.T. 2006. “Effect of medium components on bacteriocin production by 
Lactobacillus plantarum strains ST23LD and ST341LD, isolated from spoiled olive brine.” 
Microbiological Research 161: 102-108. 

Todorov, S.D., Prévost, H., Lebois, M., Dousset, X., LeBlanc, J.G. and Franco, B.D.G.M. 2011. 
“Bacteriocinogenic Lactobacillus plantarum ST16Pa isolated from papaya (Carica papaya)-
from isolation to application: Characterization of a bacteriocin.” Food Research 
International. 44 : 1351-1363. 

Vignolo, G., Fadda, S., de Kairuz, M.N., de Ruiz Holgado, A.A.P., 1996. “Control of Listeria 
monocytogenes in ground beef by Lactocin 705, a bacteriocin produced by Lactobacillus casei 
CRL 705. International Journal of Food Microbiology. 29 : 397-402. 

Yousef, A.E. and Carlstrom, C 2003. Food Microbiology : a laboratory manual. Hoboken, New 
York : John Wiley. 

 
 

 
 
 
 



 
 

 

ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 

 
1.  สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 
 
       1.1  de Man Rogosa and sharpe medium (MRS agar) ประกอบดว้ย 

Proteose peptone no 3    10   กรัม 
Beef extract     10   กรัม  
Yeast extract                                 5   กรัม   
Glucose      20   กรัม 
Sodium acetate      5   กรัม 
Tween 80      1   กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate    2   กรัม 
Triammonium citrate     2   กรัม 
Magnesium sulfate     0.2   กรัม 
Manganese sulfate     0.05   กรัม   
Agar       10   กรัม 
น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

       1.2  Tryptic Soy Yeast Extract Soft Agar (TSYE Soft Agar) ประกอบดว้ย 
 Tryptic soy broth    30  กรัม 
 Yeast extract     6  กรัม 
 Agar      10  กรัม 

น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 

 
 
 
 



 
 

 

ภาคผนวก ข 
วธิีการวเิคราะห์ 

 
1. การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนในสารแบคเทอริโอซินในแต่ละส่วน 

ในการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในสารแบคเทอริโอซินตามวิธีการของ Bradford ดว้ยชุด 
Quick start Bradford (Bio-Rad ประเทศสหรัฐอเมริกา) ท าไดโ้ดย ปิเปตส่วนใส (cell-free supernatant) 
ส่วนใสท่ีผ่านการตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซัลเฟต ส่วนใสท่ีผ่านการท าไดอะไลซีส และส่วนใสท่ี
ผา่นการตกตะกอนดว้ยกรดไตรคลอโรแอซิติก ทั้งหมด 4 ส่วน โดยปิเปตตวัอยา่งละ 100 ไมโครลิตรลง
ในหลอดทดลองท่ีสะอาดแลว้เติมสียอ้ม 5 มิลลิลิตรผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex mixer และน าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งอยา่งนอ้ย 5 นาที (ไม่เกิน 1 ชัว่โมง) ก่อนน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 
ไมโครลิตรเพื่อบันทึกผลค่าการดูดกลืนแสง จากนั้นค านวณหาปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัมต่อ
มิลลิกรัม) ในการค านวณจะตอ้งเปรียนเทียนการสารละลายโปรตีนมาตรฐานดงัน้ี 

การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 125, 250, 500, 750, 1,000 และ 2,000 
ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมพร้อมกบั Blank ซ่ึงใชน้ ้ ากลัน่เพื่อสร้างกราฟมาตรฐานเพื่อเตรียมเทียบปริมาณ
โปรตีนในสารแบคเทอริโอซินท่ีท าใหบ้ริสุทธ์ิหรือเขม้ขน้ข้ึนดว้ยวธีิการต่าง ๆ 
 

 

 

 

 

รูปที ่1 ตวัอยา่งกราฟมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของโปรตีน 

2. การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
ตารางด้านล่างจะใช้ในการก าหนดปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต (กรัม) ส าหรับสารละลาย 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยคิดเป็นร้อยละของความอ่ิมตวั เม่ือตอ้งการใช้ตารางเร่ิมตน้ด้วยการหา
รายการในคอลมัน์แรกท่ีให้ร้อยละความอ่ิมตวั เร่ิมจากสารละลายตวัอยา่ง (เช่น คร้ังแรกจะใชท่ี้ร้อยละ 
0 ก่อนเติมแอมโมเนียมซัลเฟต) แล้วหารายการในแถวบนสุดท่ีแสดงถึงร้อยละของความอ่ิมตวัท่ี



 
 

 

ต้องการ โดยค่าท่ีได้จะเป็นค่าท่ีจุดตดัของแถวและคอลัมน์ท่ีเป็นจ านวนของแอมโมเนียมซัลเฟต 
(ของแขง็) ท่ีเติมลงในสารละลายปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

ตวัอย่าง: มีสารละลายปริมาตร 25 มล. ท่ีความอ่ิมตวัร้อยละ 40 ถา้หากตอ้งการท่ีความอ่ิมตวั
ร้อยละ 80 จะตอ้งใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตก่ีกรัม 

ตอบ ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ท่ีความอ่ิมตวัร้อยละ 40 ดงันั้นให้ลากไปท่ีคอลมัน์แรกท่ีร้อยละ 40 
และความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีตอ้งการคือ ท่ีความอ่ิมตวัร้อยละ 80 ดงันั้นให้ลากแถวบนไปท่ีร้อยละ 80 ท่ี
จุดตดัของแถวและคอลัมน์น้ีคือ "26.3" ดังนั้นจะต้องใช้แอมโมเนียมซัลเฟต 26.3 กรัมเพื่อเติมใน
สารละลายปริมาตร 100 มิลลิลิตร แต่มีสารละลายเพียง 25 มิลลิลิตร ดงันั้นจึงใช้แอมโมเนียมซัลเฟ
ตจ านวน 6.6 กรัม 
 
ตารางที ่ข3 การหาปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตเพื่อใชใ้นการตกตะกอนโปรตีน 
 

Init %  

 

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

0 10.6 13.4 16.4 19.4 22.6 25.8 29.1 32.6 36.1 39.8 43.6 47.6 51.6 55.9 60.3 65.0 69.7 

5 7.9 10.8 13.7 16.6 19.7 22.9 26.2 29.6 33.1 36.8 40.5 44.4 48.4 52.6 57.0 61.5 66.2 

10 5.3 8.1 10.9 13.9 16.9 20.0 23.3 26.6 30.1 33.7 37.4 41.2 45.2 49.3 53.6 58.1 62.7 

15 2.6 5.4 8.2 11.2 14.1 17.2 20.4 23.7 27.1 30.6 34.3 38.1 42.0 46.0 50.3 54.7 59.2 

20 0 2.7 5.5 8.3 11.3 14.3 17.5 20.7 24.1 27.6 31.2 34.9 38.7 42.7 46.9 51.2 55.7 

25  0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.6 17.9 21.1 24.5 28.0 31.7 35.5 39.5 43.6 47.8 52.2 

30   0 2.8 5.6 8.6 11.7 14.8 18.1 21.4 24.9 28.5 32.3 36.2 40.2 44.5 48.8 

35    0 2.9 5.7 8.7 11.8 15.1 18.4 21.8 25.8 29.6 32.9 36.9 41.0 45.3 

40     0 2.9 5.8 8.9 12.0 15.3 18.7 22.2 26.3 29.6 33.5 37.6 41.8 
                  

 
 
 
 
 



 
 

 

ภาคผนวก ค 
วธิีการค านวณ 

 
1.  ค านวณหา bacteriocin activity โดยวธีิ critical dilution assay 
       วิธี critical dilution assay เป็นวิธีท่ีนิยมใช้เพื่อวดักิจกรรมของแบคเทอริโอซินเม่ือไม่มีสาร
มาตรฐานท่ีใช้เพื่อเปรียบเทียบ เม่ือพิจารณาตามหลกัการแล้ววิธีการน้ีคล้ายกบัเทคนิคการหาความ
เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีใช้ในการยบัย ั้งการเจริญ (minimum inhibitory concentration) เทคนิคส าหรับวดัค่า 
antibiotic potency วิธีการ critical dilution assay น้ีจะตอ้งท าการเจือจางเช้ือจุลินทรียท่ี์เพาะเล้ียง 
(culture) หรือ สารท่ีไดจ้ากการหมกั (fermentate) ท่ีจะน าทดสอบ (ปกติมกัท าการเจือจางแบบ 2 เท่า 
หลาย ๆ ระดบัความเจือจาง) และใช้หยดในปริมาณน้อย เช่น 5 ไมโครลิตร) ลงบนผิวหนา้อาหาร soft 
agar ซ่ึงมีเช้ือแบคทีเรียอินดิเคเตอร์อยู ่หลงัจากน าจานเพาะเช้ือไปบ่มแลว้ สังเกตบริเวณของการยบัย ั้ง
รอบบริเวณท่ีไดห้ยดสารซ่ึงไดท้  าการเจือจางเพื่อทดสอบถึงการมีกิจกรรมการยบัย ั้งจุลินทรียค์่า dilution 
factor สูงท่ีสุดท่ีสามารถท าให้เกิดบริเวณการยบัย ั้งช้ีให้เห็นถึงกิจกรรมการยบัย ั้งจุลินทรีย์ดงันั้น
กิจกรรมของแบคเทอริโอซิน (bacteriocin activity) ซ่ึงทราบกนัว่าคือค่า arbitrary units (AU) ซ่ึง
สามารถค านวณไดด้งัน้ี (Yousef และ Carlstrom. 2003) 
 

     AU               =                         1                                                     1000 
ml culture                      dilution factor ท่ีสูงสุด               ปริมาตรของ dilution ท่ี 
                                      ท่ีเกิดการยบัย ั้ง (DFi)                  หยดลงในหลุม (ไมโครลิตร) 

 
เช่น ถา้หยดคร้ังละ 5 ไมโครลิตร ลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีเช้ืออินดิเคเตอร์อยูด่งันั้น AU/ml เท่ากบั 
200/DFi ตวัอยา่งเช่น ถา้สารท่ีไดจ้ากการหมกัซ่ึงท าการเจือจางตั้งแต่ระดบัความเจือจางท่ี 1/21 - 1/28 ท า
ใหเ้กิดบริเวณยั้บย ั้งการเจริญ (เช่นวงใส) ท่ีทุกระดบัการเจือจางตั้งแต่ท่ี 1/21 - 1/27 แต่ท่ีระดบัความเจือ
จาง 1/28 ไม่เกิดโซนการยบัย ั้งดงันั้นค่า AU/ml = 200/(1/27) = 25,600 ซ่ึงมีค่า AU จะต่างกนัตามชนิด
ของจุลินทรียแ์ละสภาวะท่ีทดสอบ  
 

 

 



 
 

 

 
 


