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Bacillus สายพนัธ์ุ B-1 ท่ีคดัแยกไดจ้ากบ่อเล้ียงปลาในสถานีวจิยัประมงก าแพงแสน คณะ
ประมงมหาวทิยาลยั เกษตรศาสตร์ อ าเภอก าแพงแสน จงัหวดันครปฐม ซ่ึงมีความสามารถในการ
ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae  ถูกน ามาใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบัสารตา้นจุลินทรีย ์
โดยน าแบคทีเรีย Bacillus สายพนัธ์ุ B-1 มาจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิค 16 S rDNA 
พบวา่เป็นเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 ซ่ึงเช้ือมีความสามารถในการผลิตสารตา้น
จุลินทรีย ์ท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae ABRCS 01, Aeromonas 
hydrophila ABRCA 01, Staphylococcus aureus ATCC 12600, Listeria innocua ATCC 33090, 
Micrococcus luteus IFO 12708, Bacillus circulans JCM 2504 และ Bacillus coagulans JCM 
2257 เม่ือทดสอบดว้ยเทคนิค spot on lawn, agar well diffusion, ทดสอบคุณลกัษณะทางกายภาพ
ของสารตา้นจุลินทรียท่ี์ผลิตโดยเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1โดยใชเ้ช้ือแบคทีเรีย 
Listeria innocua ATCC 33090 เป็นเช้ือทดสอบ เน่ืองจากเช้ือ Listeria innocua ATCC 33090 ซ่ึงมี
ความไวต่อสารตา้นจุลินทรียใ์นการยบัย ั้งสูงสุด (320 AU ต่อมิลลิลิตร) พบวา่สารตา้นจุลินทรีย์
สามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไดน้าน  50 นาที (320 AU ต่อมิลลิลิตร) และ
สารตา้นจุลินทรียใ์หค่้ากิจกรรมสูงสุดของสารท่ี 320 AU ต่อมิลลิลิตร เม่ืออยูท่ี่ค่า pH ระหวา่ง 
2.0-10.0  เม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และใหค้่ากิจกรรมสูงสุดของสารจะลดลง เม่ืออยูท่ี่
ค่า pH ระหวา่ง 2.0-8.0 ในอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที สารตา้นจุลินทรียข์องเช้ือ
แบคทีเรีย B. subtilis B-1 มีความไวต่อการถูกยอ่ยโดยเอนไซม์ α-chymotrypsin, trypsin, 
proteinase K และ protease นอกจากน้ีสารตา้นจุลินทรียย์งัสามารถคงตวัไดเ้ม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีมี
โซเดียมคลอไรด ์3, 6, 9, 12 และ 15% เม่ือสกดัสารตา้นจุลินทรียอ์อกจากน ้าเล้ียงแบคทีเรีย โดยใช ้
amberlite เป็นตวัดูดซบัและใชเ้คร่ือง HPLC เป็นตวัแยกสารตา้นจุลินทรีย ์พบวา่มีเพียง fraction 
เดียว (B1-1) ท่ีเวลา 30.221 นาที มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบ และ fraction 
ดงักล่าวมีน ้าหนกัโมเลกุล 3,398.05 ดาลตนั เม่ือวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค mass spectrometry 
(MALDI-TOF)  และวเิคราะห์แยกส่วนประกอบของสารตา้นจุลินทรียโ์ดยใชเ้ทคนิค 2D-PAGE 
พบ 5 จุดบนเจล ตดัเจลแต่ละจุดมาผา่นเขา้เคร่ือง LC-MS/MS พบวา่จุดท่ี 3 และจุดท่ี 5 ท่ีมี
ฐานขอ้มูลสัมพนัธ์กบัสารตา้นจุลินทรียก์ลุ่ม mycosubtilin และ lipopeptide ตามล าดบั 
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Bacillus B-1, was isolated from fish ponds in Kamphangsaen Fisheries Research 

Station, Faculty of Fisheries, Kasetsart University, Kampangsan campus, Nakornprathom 

Province, can produce the antimicrobial substance to inhibit Streptococcus agalactiae, then use 

to study the antimicrobial substance. Identification of the strain was performed by molecular 

genetic (16 S rDNA) basis. This strain was identified as B. subtilis strain B-1. The microbial 

inhibitory activity was determined by spot on lawn and agar well diffusion technique and the 

inhibitory activity of B. subtilis strain B-1 was shown to be effective against Streptococcus 

agalactiae ABRCS 01, Aeromonas hydrophila ABRCA 01, Staphylococcus aureus ATCC 

12600, Listeria innocua ATCC 33090, Micrococcus luteus IFO 12708, Bacillus circulans JCM 

2504 and Bacillus coagulans JCM 2257. The physical characterization of the antimicrobial 

substance that was produced by B. subtilis strains B-1 can inhibit many strains of the pathogenic 

bacteria especially L. innocua ATCC 33090 which yielded the highest sensitivity of indicator 

strain (320 AU ml
-1

). The cell-free neutralized supernatant (CFNS) of B. subtilis B-1 were 

stabled at 100°C for 50 min (320 AU ml
-1
) and maximum activity of 320 AU ml

-1
were retained 

between pH 2.0-10.0 at 4 °C, and the activities decreased under pH 2.0-8.0 at 100°C for 60 min. 

The antimicrobial substances of B. subtilis B-1 were sensitive to the proteolytic properties of  

α-chymotrypsin, trypsin, proteinase K and protease, and exhibited stable qualities under 3, 6, 9, 

12 and 15% sodium chloride (NaCl). Antimicrobial substances purification was carried out by 

amberlite adsorption, and reverse-phase high performance liquid chromatography. Molecular 

mass was determined by Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF). The purification of antimicrobial substances by amberlite 

adsorption and reverse-phase chromatography resulted in only one single active peak at 30.221 

min, which was designated B1-1. Molecular weight of this fraction by mass spectrometry was 

3,398.05 Da then analyzed the antimicrobial substance by the 2D-PAGE technique that reported 

5 spots after that cut them to LC-MS/MS. The result showed the third and the fifth spots related 

to mycosubtilin and lipopeptide respectively. 

      /  /  

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   

 



 

กติติกรรมประกาศ 
 

 ขอบพระคุณครอบครัวท่ีเป็นก าลงัใจใหก้บัขา้พเจา้ รศ. ดร. ชลอ ล้ิมสุวรรณ อาจารยท่ี์
ปรึกษา ผศ. ดร. วชัริยา ภูรีวโิรจน์กุล กรรมการร่วม รศ. ดร. วนัชยั วรวฒันาเมธีกุล ผศ. ดร.  
พงษเ์ทพ วไิลพนัธ์ ท่ีใหค้  าปรึกษาในการท าวจิยั อ. ดร. ดุจฤดี ปานพรหมมินทร์ ผูแ้ทนภายนอก  
รศ. ดร. องอาจ เลาหวนิิจ ผูแ้ทนบณัฑิตวทิยาลยั ครอบครัวหุตางกรู ครอบครัวนิธิรัตน์วณิช 
ครอบครัวเดชาพทัธ์ธนบูรณ์ และครอบครัวประกายเพชรกุล  พี่ ๆ และนอ้ง ๆ ในศูนยว์จิยัเพาะเล้ียง
ธุรกิจสัตวน์ ้า และวทิยานิพนธ์น้ีไดรั้บการสนบัสนุนจากศูนยเ์ทคโนโลยชีีวภาพเกษตร โดย
งบประมาณของโครงการยอ่ยบณัฑิตศึกษาและวจิยั สาขาเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร ภายใตโ้ครงการ
บณัฑิต ศึกษาและวจิยั สาขาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีส านกังานคณะกรรมการการอุดมศึกษา  
กระทรวงศึกษาธิการ 
          
                  สุปราณี พึ่งแพง 
                     กนัยายน 2554



 

(1) 

สารบัญ 
 หน้า 
 

สารบญั     (1) 
สารบญัตาราง     (2) 
สารบญัภาพ     (3) 
ค าน า        1 
วตัถุประสงค ์       3 
การตรวจเอกสาร       4 
อุปกรณ์และวธีิการ     37 
   อุปกรณ์     37 
 วธีิการ     40 
ผลและวจิารณ์การทดลอง     46 
สรุปและขอ้เสนอแนะ    69 
 สรุป                   69 
 ขอ้เสนอแนะ      69 
เอกสารและส่ิงอา้งอิง     70 
ภาคผนวก    84 
ประวติัการศึกษา และการท างาน      91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

(2) 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ 
 

1         แสดงช่ือและน ้าหนกัโมเลกุลของสารตา้นจุลินทรียท่ี์ผลิตโดยแบคทีเรียสกุล 
Bacillus  

2         แสดงสรุปกระบวนการไอออไนซ์ 
3         การทดสอบความสามารถของ B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 ในการสร้างสารยบัย ั้ง  

        แบคทีเรียทดสอบชนิดต่าง ๆ โดยวธีิ direct method 
4         ค่ากิจกรรมของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์น CFNS ของ B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 ใน        

        การยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบชนิดต่าง ๆ 
5         ผลของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ต่อกิจกรรมของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นน ้าเล้ียงเช้ือท่ี        
                 มีสภาวะเป็นกลางและปลอดเช้ือ (CFNS) ของ B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 
6         ผลของการใหค้วามร้อนต่อกิจกรรมของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นน ้าเ ล้ียงเช้ือท่ีมี 
                 สภาวะเป็นกลางและปลอดเช้ือ (CFNS) ของ B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 
7         การคงตวัของสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์สร้างจาก B. subtilis  สายพนัธ์ุ B-1 ภายใต ้  

        สภาวะท่ีมีค่า pH ต่าง ๆ 
8         การคงตวัของสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์สร้างจาก B. subtilis สายพนัธ์ุ B-1 ภายใต ้

                      สภาวะของ NaCl ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
    9                แสดงค่าท่ีคน้หาโดย Peptide Mass Fingerprint (PMF) จาก spot ทั้ง 5 จุด 

9      
ตารางผนวกที่ 
 
      1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (X) 

กบัปริมาณเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพนัธ์ุ B-1 
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สารบัญภาพ 

 
  ภาพที ่
 

  หน้า 

 

1 แสดงการจ าแนกการวเิคราะห์โดยวธีิ chromatrography 
2           แสดงการวดัและค านวณค่ากิจกรรมของสารตา้นจุลินทรียใ์น CFNS  วธีิ 

critical dilution assay 
        3           การเปรียบเทียบล าดบัเบสของ 16S rDNA ของ  Bacillus สายพนัธ์ุ B-1                  

  และ B. subtilis  WD23  
        4           Phylogenetic tree แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่ง Bacillus สายพนัธ์ุ B-1     
                     กบัแบคทีเรียสกุล Bacillus สายพนัธ์ุต่าง ๆ ท่ีไดมี้การจดัจ าแนกไวแ้ลว้  

5 mass spectrum ของสารตา้นจุลินทรียท่ี์ผา่นการดูดซบัสารดว้ย    
             amberlite ท่ีไดจ้าก B. subtilis B-1 และน ามาแยกโดยใชเ้ทคนิค 
             chromatrography    
6 mass spectrum ของสารตา้นจุลินทรีย ์B1-1 และน ามาแยก refraction     

โดยใชเ้ทคนิค chromatrography 
        7            mass spectrum จากเคร่ือง MALDI-TOF ของสารตา้นจุลินทรียท่ี์ได ้  
                      จาก B. subtilis B-1 
        8            จุดโปรตีน spot 1, spot 2, spot 3, spot 4 และ spot 5 ซ่ึงมีค่า pI เท่ากบั    
                      3, 5, 6, 5.5 และ 5 ตามล าดบั ท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยเทคนิค 2D-PAGE    
                     ในช่วง pI 3 ถึง 10  

   9            mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 1 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจ้ากการ 
                วเิคราะห์โดยเทคนิค LC-MS/MS  
  10           mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 2 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจ้ากการ  

                     วเิคราะห์โดยเทคนิค LC-MS/MS  
       11           mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 3 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจ้ากการ  
                      วเิคราะห์โดยเทคนิค LC-MS/MS  
        12          mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 4 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจ้ากการ                   
                      วเิคราะห์โดยเทคนิค LC-MS/MS  
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(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

  ภาพท่ี 
 

     13          mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 5 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการ 
                    วิเคราะหโดยเทคนิค LC-MS/MS  
 
ภาพผนวกท่ี  
 
        1            standard curve ของความสัมพันธระหวางคาความดูดกลืนแสงท่ีความ      
                      ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และปริมาณเช้ือ Bacillus sp. 
 
 

 
 

  หนา
 
 

65 
 
 

 
 

85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



 
                                                                                                        
 

1 

การศึกษาคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียจากเช้ือ Bacillus สายพันธุ B-1  
ที่คัดแยกไดจากบอเลี้ยงปลา และการทําใหบริสุทธิ์ 

 
Characterization and Purification of Antimicrobial Substances 

from Bacillus Strain B-1 from Fish Pond 
 

คํานํา 
 

แบคทีเรียสกุล Bacillus พบไดท่ัวไปในธรรมชาติ เจริญไดในทุกสภาพแวดลอม และพบวา
แบคทีเรียสกุลนี้ยังสามารถผลิตสารตาง ๆ ท่ีเปนประโยชนไดหลายชนดิ เชน เอนไซม ไดแก  
α-amylase จาก B. amyloliquefaciens, β-glucanase จาก B. amyloliquefaciens และ B. subtilis เปน
ตน สารกลุม siderophores ไดแก bacillibactin และ petrobactin จาก B. anthracis กลุมสารฆาแมลง 
ไดแก δ-endotoxin จาก B. thuringiensis กลุมกรด อะมิโน ไดแก tyrocidine จาก B. brevis และกลุม
สารตานจุลินทรีย ไดแก bacitracin, subpeptin และ polymyxin จาก B. subtilis ซ่ึงมีการนําไป
ประยุกตใชทางการแพทยและอุตสาหกรรมกันอยางแพร หลาย (Katz and Demain, 1977; Wu et 
al., 2005) 
 

ในกลุมของสารตานจุลินทรียมีงานวิจยัหลายสาขาสนับสนุนวาสารดังกลาวมีฤทธ์ิในการ
ยับยั้ง ควบคุม หรือฆาเช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรค โดยเฉพาะในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวก จึงเปนท่ี
นาสนใจ และมีการศึกษาในดานคุณสมบัตท้ัิงทางกายภาพ ชีวภาพ และเคมี เชน การทนความรอน 
การทนกรด-ดาง ความสามารถในการยับยัง้เช้ือกอโรค และโครงสรางของสารกลุมดังกลาว เปนตน 
รวมท้ังมีการนาํแบคทีเรียสกลุ Bacillus ไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน อุตสาหกรรม
อาหาร ยารักษาโรค รวมถึงอุตสาหกรรมสัตวน้ํา (Verschuere et al., 2000; Bizani et al., 2005; Gray 
et al., 2006; Lisboa et al., 2006; Motta et al., 2007) ซ่ึงถือเปนอีกทางเลือกท่ีจะลดการใชยา
ปฏิชีวนะท่ีเปนสาเหตุของปญหาเร่ืองยาตกคางในผลิตภณัฑสัตวน้ํา และอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ  

 
Bacillus สายพันธุ B-1 เปนแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากบอเล้ียงปลา จากการทดสอบเบ้ืองตน

โดยสุปราณี และคณะ (2550) พบวาเช้ือนี้มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือ Streptococcus agalactiae 
สายพันธุท่ีกอโรค Streptococcosis ในปลานิล (Oreochromis niloticus) งานวิจยันี้มีวัตถุประสงค
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เพื่อศึกษาคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียจาก Bacillus สายพันธุ B-1 ท้ังดานกายภาพ ชีวภาพ และ
เคมี เพื่อการนําไปใชประโยชนในเชิงพานชิยตอไป  
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วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 ท่ีคัดแยกไดจากบอเล้ียงปลา 
 

2.  เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางดานกายภาพ ชีวภาพ และเคมขีองสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก 
Bacillus สายพันธุ B-1  
 

3. เพื่อทําสารตานจุลินทรียใหบริสุทธ์ิ และศึกษาลําดับกรดอะมิโนของสารตานจุลินทรีย 
ท่ีสรางจาก Bacillus สายพันธุ B-1  
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การตรวจเอกสาร 
 

Bacillus sp. 
 
แบคทีเรียสกุล Bacillus อยูในคลาสท่ี 1 ของไฟลัม Firmicutes (Abriouel et al., 2010)  

วงศ Bacillaceae มีลักษณะเปนแบคทีเรียรูปทอน แกรมบวก สรางเอนโดสปอร ผลิตเอนไซม 
catalase ได และสามารถอยูไดท้ังสภาวะแบบ aerobe หรือ facultative anaerobe แบคทีเรียในสกุลนี้
สวนมากสามารถผลิตสารตานจุลินทรียรวมถึง peptide, lipopeptide, antibiotics และ bacteriocin ได 
แบคทีเรียในสกุล Bacillus เปนกลุมท่ีมีความหลากหลายทางดานชีวเคมี สรีรวิทยา รวมถึงมีความ
ตองการสารอาหารท่ีหลากหลาย สามารถยอยสลายสารจากพืช หรือสัตว เชน เซลลูโลส แปง  
เพคติน และอ่ืน ๆ บางชนิดผลิตสารตานจุลินทรียหรือสารปฏิชีวนะ บางชนิดสามารถเกิด
กระบวนการ nitrification, denitrification หรือสามารถตรึงไนโตรเจน แบคทีเรียสกุลนี้มีท้ังชนิดท่ี
เปน acidophile, alkalophile, psychrophile หรือ thermophile และมี % G+C content ท่ีกวาง คือ อยู
ในชวง 32-69% การจัดหมวดหมูโดย numerical classification จําแนก Bacillus sp. ออกไดเปน 368 
ชนิด (species) สวนการจําแนกโดยศึกษาคุณสมบัติทาง genotype และ phenotype สามารถจําแนก
ออกไดเปน 79 cluster (อภิญญา, 2525; พรทิพภา, 2536) แบคทีเรียสกุล Bacillus พบไดท่ัวไปทกุ
หนทุกแหงในดิน ดินตะกอน น้ําทะเล และนํ้าจดื นอกจากน้ียังพบไดในอาหารพวกเคร่ืองเทศ เม็ด
โกโก ถ่ัว และขนมปง รวมไปถึงในระบบทางเดินอาหารของแมลง และสัตวหลายชนิด (Colin, 
1989; Nicholson, 2002) โดยธรรมชาติท่ัว ๆ ไป จะพบการกระจายของเช้ืออยางกวางขวาง และมัก
พบในระบบนเิวศแบบ saprophyte ในพ้ืนดนิ และอาจกระจายไปกับฝุนละออง น้ํา ติดไปกับพืช 
หรือสัตว แบคทีเรียกลุมนี้สามารถรอดชีวิตอยูไดในระหวางท่ีมีการกระจายออกไป เนือ่งจากสราง
สปอรซ่ึงมีความทนทานตอสภาวะแวดลอมตาง ๆ ไดดี  
 
ยีน ribosomal DNA (rRNA) 
 

ไรโบโซมของส่ิงมีชีวิตกลุม prokaryote มีขนาด 70 S ประกอบดวยหนวยยอยขนาดใหญ 
50 S ซ่ึงประกอบดวย 23 S (ประมาณ 3,000  nucleotide ) และ 5 S (ประมาณ 120  nucleotide ) รวม
กับโปรตีนอีก 34 หนวย และหนวยยอยขนาดเล็ก 30 S ท่ีประกอบดวย 16 S (ประมาณ 1,500  
 nucleotide ) รวมกับโปรตีนอีก 21 หนวย (Noller, 1984; Lewin, 2000) ยีนของ ribosomal DNA 
(rRNA) มีกระจายอยูหลายชุดบนจีโนมในส่ิงมีชีวิตทุกชนิด (Woese, 1987) ซ่ึงมีความสําคัญในการ
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สังเคราะหโปรตีน โดยมีสวนท่ีเปนบริเวณอนุรักษ (conserve) ซ่ึงมีการเปล่ียนแปลงของยีนนอย
มาก และสามารถพบไดในทุกส่ิงมีชีวิต แมแตส่ิงมีชีวิตท่ีอยูคนละกลุมก็ยังมีสวนของยีน rDNA ท่ี
เหมือนกนั จึงสามารถนํามาใชประเมินความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิตได (Woese, 1987) 
ความผันแปรของลําดับ nucleotide ของยีน 16 S rDNA ท่ีเกิดขึ้นระหวางแบคทีเรียท่ีมีความใกลชิด
กันมาก ก็สามารถนํามาเปรียบเทียบกนั เพือ่จัดจําแนกไดถึงระดับชนิด และนํามาศึกษารูปแบบ 
phylogenetic tree ได จากความเหมือนของลําดับ nucleotide ของยีน rDNA ของส่ิงมีชีวิตสองชนิด 
จะสะทอนใหเห็นความสัมพนัธทางวิวัฒนาการจากรูปแบบของ phylogenetic tree ถามีความ
เหมือนกนัมาก (เทพิน, 2546) แสดงวาเพิ่งเกิดการแยกจากบรรพบุรุษเดยีวกันเม่ือไมนาน แตถามี
ความเหมือนกนันอยแสดงวาเกิดการแยกจากบรรพบุรุษรวมกันมานานแลว (Woese, 1987)  
 

ในแบคทีเรียสวนใหญ การเรียงตัวของยีน rDNA จะเปนชุดในลําดับ 16 S-23 S-5 S เชนใน 
Caulobacter crescentus (Ohta and Newton, 1981; Feingold et al., 1985), Rhodobacter capsulatus 
(Yu et al., 1982), E. coli (Morgan, 1982), Salmonella typhimurium (Lehner et al., 1984),  
B. subtilis (Bott et al., 1984), Mycoplasma capricolum (Sawada et al., 1984), Streptomyces 
coelicolor A 3 (2) (Baylis and Bibb, 1988), S. lividans (Suzuki et al., 1988), S. griseus  
(Kim et al., 1991), S. rimosus (Plohl and Gamulin, 1991) และ S. ambofaciens (Pernodet et al., 
1989) แตก็มีขอยกเวนในแบคทีเรียบางชนดิ เชน Thermus thermophilus มี 16 S และ 23 S อยูหาง
กันหลายกิโลเบส (Ulbrich et al., 1984) Vibrio harveyi มีการเรียงตัวของยีน 16 S rDNA ในลําดับ 
ท่ีแตกตางออกไป คือ 23 S-16 S-5 S (Lanfrom et al., 1978) 
 
วิธีการศึกษาประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรีย 
  

การวัดประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรีย มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความสามารถของสาร
ตานจุลินทรียในการยับยั้งหรือฆาเช้ือแบคทีเรียในหองปฏิบัติการ โดยแบงเปน 2 แบบ คือ การวัด
แบบกึ่งปริมาณวิเคราะห และแบบปริมาณวิเคราะห ซ่ึงเทคนิคท่ีใชสวนใหญมีการดดัแปลงมาจาก
การทดลองของ Fleming ป ค. ศ. 1928 ท่ีไดพบการแพรของสาร penicillin จาก Penicillium 
notatum ซ่ึงเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ จากนัน้นําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเติบโตของ
จุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค โดยในข้ันแรกนําตัวอยางมาเจือจางดวยน้ํากล่ันในอัตราสวนตัวอยาง 10 
กรัม ตอนํ้ากล่ัน 90 มิลลิลิตร จากนั้นนําไป spread บนอาหารเล้ียงเช้ือ นําไปเพาะเล้ียงไวจนเกิด
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โคโลนี และนําไป streak ใหไดโคโลนีเดี่ยว เก็บเปน stock เพื่อทดสอบตอไป ซ่ึงวิธีการทดสอบหา
สารตานจุลินทรียสามารถทําไดหลายวิธีไดแก 
 

1.  วิธีการ swab ทําโดยนําเชือ้แบคทีเรียซ่ึงคาดวาผลิตสารตานจุลินทรียไดมา swab บน
อาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช cork borer เจาะอาหารและยายไปวางบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเชื้อจุลินทรีย
ท่ีใชทดสอบเจริญอยู สวนใหญมักเปนเช้ือจลิุนทรียกอโรค และมีความตานทานปานกลางตอสาร
ตานจุลินทรีย เชน Staphylococcus aureus หรือ E. coli 
 

2. วิธีการ bioautograph โดยนําเช้ือท่ีศึกษาแลววามีการสรางสารตานจุลินทรียมาเพาะ 
เล้ียงและสกดัแยกสารตานจลิุนทรียออกจากเช้ือจุลินทรีย จากนั้นนํามาหยดใหเปนจดุ บนกระดาษ 
chromatography และนําไปใสในตูสําหรับ chromatography สารจะมีการแพรไปบนกระดาษพรอม
กับสารละลายดวยอัตราท่ีตางกัน และนํากระดาษ chromatography นี้ไปทําใหแหง จากน้ันวางบน
อาหารที่มีเช้ือทดสอบเจริญอยูโดยวางท้ิงไว 10-15 นาที แลวแยกกระดาษออก และนําอาหารเล้ียง
เช้ือไปเพาะเล้ียงตอขามคืนซ่ึงจะพบบริเวณใสเกดิข้ึนตรงกับตําแหนงของสารตานจุลินทรียบน 
chromatogram 
 
 3.  วิธีการ MIC (minimal inhibition concentration) เพื่อตรวจหาความเขมขนนอยท่ีสุด 
ท่ีมีผลยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียทดสอบ โดยเจือจางสารตานจุลินทรียในระดับความเขมขน
ตาง ๆ กันในอาหารเหลว และเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียทดสอบลงไป ในสภาวะท่ีเหมาะสม การเจริญ
จะเกิดข้ึนมากในอาหารเหลวท่ีมีความเขมขนของสารตานจุลินทรียต่ํากวาระดับท่ีสามารถยับยั้งการ
เจริญของเช้ือทดสอบได ซ่ึงจะเห็นวาขุนมาก สวนในอาหารเหลวท่ีมีสารตานจุลินทรียสูงกวาระดับ
ท่ียับยั้งการเจรญิของเช้ือทดสอบ อาหารจะมีลักษณะใส เนื่องจากไมมีการเจริญเกิดข้ึน เปรียบเทียบ
ผลท่ีเกิดข้ึน และความเขมขนในระดับตํ่าท่ีสุดท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีเรียกวา MIC 
 
 4.  วิธีการ gradient plate อาศัยการแพรของสารตานจุลินทรียจากท่ีมีความเขมขนสูงไปสู
บริเวณท่ีมีความเขมขนนอย ถาอาหารเล้ียงเช้ือนั้นมีจุลินทรียท่ีไวตอสารตานจุลินทรีย ก็จะพบ
บริเวณท่ีมีการยับยั้ง เม่ือความเขมขนมากกวาระดับ MIC ในจุลินทรียแตละชนิด ซ่ึงความแตกตาง
ของความเขมขนสามารถทําไดโดยเอียงจานอาหารใหเกดิมุมเล็กนอย และเติมอาหารท่ีมีสารตาน 
จุลินทรียผสมอยูลงไป รอจนอาหารแข็ง และวางกลับลงมาในแนวราบ จากนั้นเติมอาหารท่ีไมมีสาร
ตานจุลินทรียลงไปในปริมาตรท่ีเทากัน ท้ิงไวใหอาหารแข็งตัว streak เช้ือจุลินทรียท่ีทําใหเกิดโรคท่ี
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ตองการทดสอบ และทราบวาไวตอสารตานจุลินทรีย โดย streak จากบริเวณท่ีมีความเขมขนของ
สารตานจุลินทรียต่ําไปหาความเขมขนสูง นําไปบมสังเกตการเจริญเปรียบเทียบกัน  
 
 5.  วิธีการ diffusion การทดสอบวิธีนี้จะทําใหทราบวาสารตานจุลินทรียไวตอเช้ือท่ีทดสอบ
หรือไม โดยเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทดสอบ แลวนําสารตานจุลินทรียท่ีทราบความเขมขนหยดลงไป 
สังเกตและวัด inhibition zone รอบหลุมหรือกระดาษกรอง แลวนํามาแปลผลวาเช้ือไวหรือดื้อสาร
ตานจุลินทรีย (สายสมร, 2524; กมลชัย, 2547) 
 
สารตานจุลินทียท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสกุล Bacillus  

 
สารตานจุลินทรีย (antimicrobial substances) หมายถึง สารประกอบท่ีไดมาจากธรรมชาติ

ซ่ึงถูกสรางโดยจุลินทรีย และมีผลในการยบัยั้งการเจริญ หรือฆาส่ิงมีชีวิตอ่ืนท่ีความเจือจางสูง ๆ  
ไมรวมกรดอินทรีย เปอรออกไซด และแอลกอฮอล หรือเปนสารท่ีสังเคราะหข้ึนมา และมีผลตอ 
ตาน หรือทําลายเช้ือจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆโดยสารนั้นจะไมทําอันตรายตอเจาบาน (สายสมร, 2524; 
กมลชัย, 2547) สารตานจุลินทรียเปนสารท่ีผลิตในกระบวนการสังเคราะห ribosomal ซ่ึงสาร 
กลุมนี้จะเปนพวกแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) มีคุณสมบัติเปน proteinaceous antimicrobial 
substances มีรายงานคร้ังแรกเก่ียวกับสาร bacteriocin ช่ือ colicin ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย E. coli 
(Cascales et al., 2007; Adriouel et al., 2010) และมีการศึกษามากในกลุมของแบคทีเรียท่ีผลิตกรด
แลคติก (lactic acid bacteria) ซ่ึงนิยมใชเปน biopreservatives ในกลุมโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 
แบคทีเรียสามารถผลิตสารตานจุลินทรียได มีประมาณ 360 ชนิด และประมาณ 168 ชนิด ผลิตโดย
แบคทีเรียสกุล Bacillus (Berdy, 1974) สวนใหญเปนสารพวก peptide หรือ polypeptide (Katz and 
Demain, 1977) 
 
 สารตานจุลินทรียแบงออกตามแหลงท่ีมาไดเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ีไดจากส่ิงมีชีวิตตาม
ธรรมชาติ และกลุมท่ีสังเคราะหไดโดยกรรมวิธีทางเคมี โดยกลุมท่ีไดจากส่ิงมีชีวิตสวนใหญจะมี
แหลงท่ีอยูอาศัยบนบก เชน จุลินทรีย พืชช้ันสูง และสัตว Berdy (1989) รายงานวาสารตานจุลินทรีย
ท่ีไดจากส่ิงมีชีวิตมีอยูประมาณ 13,500 ชนิด และประมาณ 90 ชนิด ถูกนํามาใชทําเปนยารักษาโรค
ในปจจุบัน สวนสารตานจุลินทรียท่ีเหลือแมวายังไมสามารถนํามาใชเปนยาได แตกน็ํามาเปน
โมเลกุลตนแบบสําหรับสังเคราะหยารักษาโรคโดยใชกระบวนการทางเคมีแทน 
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การสังเคราะหสารตานจุลินทรียจากแบคทีเรีย Bacillus 
  
 สารตานจุลินทรียท่ีผลิตจากแบคทีเรียกลุม  Bacillus โดยสวนใหญเปนสารพวก 
polypeptide ท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลตํ่า และกลไกการสังเคราะหสามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ 
 

1.  การสังเคราะหโดยอาศัยไรโบโซม (ribosomal mechanism) เปนการสังเคราะหท่ีมีรหัส
ของยีนเปนตัวควบคุม มีการแปลรหัสโดย mRNA บนไรโบโซม ตัวอยางเชน subtilin ผลิตโดย  
B. subtilis ATCC 6633 มีรหัสยีนท่ีควบคุมการสังเคราะห peptide 56 residue subtilosin A ผลิตโดย
แบคทีเรีย B. subtilis 168 ประกอบดวยกรดอะมิโน 32 อนุมูล ท่ีมีโครงสรางเปนวง (Kleinkauf and 
Dohren, 1987) 
 

2.  การสังเคราะหโดยไมอาศัยไรโบโซม (non ribosomal mechanism) การสังเคราะหเกิด 
จากการควบคุมของระบบ multifunctional thiotemplate system โดยอาศัยการทํางานรวมกันของ
เอนไซมหลายชนิด เรียกวา multifunctional enzyme complex ตัวอยางของสารตานจุลินทรีย  
ไดแก gramicidin S synthetase, throcidine synthetase, bactracin synthetase เปนตน นอกจากนี้มี
การสังเคราะหสารตานจุลินทรียท่ีไมไดเกดิจากการควบคุมของระบบดังกลาว เชน mycosubtilin, 
surfactin และ bacilysin เปนตน (Kleinkauf and Dohren, 1987) 

 
การจําแนกสารตานจุลินทรีย 

 
สารตานจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมตาง ๆ ไดหลายแบบแลวแตหลักเกณฑท่ีใชใน

การจําแนกมีดงันี้ 
 
1.  จําแนกตามฤทธ์ิตอเช้ือจุลินทรีย แบงออกไดเปน 2 กลุมยอยตามลักษณะการทําลายหรือ

ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือจุลินทรีย คือ 
 
     1.1 สารท่ีมีผลไปยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย โดยจะมีผลทําใหเช้ือแบคทีเรียไม

สามารถเพ่ิมจํานวนได 
  
     1.2 สารท่ีมีผลไปทําลายหรือฆาเช้ือแบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียลดลงอยางรวดเร็ว 
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2.  จําแนกตามขอบเขตการออกฤทธ์ิของสารตานจุลินทรีย แบงไดเปน 3 กลุมใหญ ๆ คือ 
 
     2.1 ออกฤทธ์ิวงแคบ ตอเช้ือแบคทีเรียเพียงไมกี่ชนิด เฉพาะแกรมบวกหรือแกรมลบ

เพียงอยางใดอยางหนึ่ง  
 
     2.2 ออกฤทธ์ิระดับปานกลาง ตอเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบ 
 
    2.3 ออกฤทธ์ิกวาง ตอเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรมลบ เช้ือ rickettsiae เช้ือไวรัส

ขนาดใหญ ตลอดจนถึง protozoa และปรสิตบางชนิด 
 

 3.  จําแนกตามกลไกการออกฤทธ์ิ สารตานจุลินทรียแตละชนิดมีกลไกการออกฤทธ์ิ เพื่อท่ี 
จะทําใหแบคทีเรียหยุดการเจริญ โดยแบงไดเปน 5 กลุม คือ 
 

      3.1 ยับยั้งการสรางผนังเซลล ผนังเซลลของแบคทีเรียประกอบดวย peptidoglycan  
(N-acetyl-glucosamine และ N-acetylmuramine) ซ่ึงมี cross link ดวย 5’ glycine อยู กรดอะมิโน 
ท้ัง 4 คือ D/L-alanine, D-glutamine, L-lysine และ glycine ซ่ึง peptidoglycan มีเฉพาะในแบคทีเรีย
เทานั้น และเปนตําแหนงท่ีไวตอสารปฏิชีวนะ โดยสารปฏิชีวนะจะไปรบกวนการสังเคราะห 
peptidoglycan และทําลาย cross link ในโครงสรางสวนท่ีมีโมเลกุลใหญ ซ่ึงจะทําใหการเจริญหยุด
ลง และฆาเช้ือแบคทีเรีย การสังเคราะห peptidoglycan มีข้ันตอนดังนี้ข้ันแรก สังเคราะหสารเร่ิมตน 
uridine nucleotide 2 ตัว คือ UDP-acetylmuramyl-pentapeptide และ UDP-acetylglucosamine 
(UDP, uridine diphosphate) ซ่ึงเกิดใน cytoplasm  โดย nucleotide  เองไมไดเปนสวนของผนังเซลล 
เปนแตเพียงนาํโครงสรางหลักของผนังสวน acetylmuramic acid และ acetylglycosamine มา  
 

           ข้ันท่ีสอง สารต้ังตนท้ังสองตัวจะเช่ือมเขาดวยกนัเปนน้ําตาลเชิงประกอบ ท่ีมี 
peptide 5 ตัว ซ่ึงจะถูกลําเลียงผานเยื่อหุมเซลลไปยังผนังเซลล ในขณะท่ีมีการสรางในรูปท่ีนําโดย
ไขมันโมเลกุล เนื่องจากเยื่อหุมเซลลประกอบดวยไขมัน น้ําตาลเชิงประกอบท่ีมี peptide 5 ตัว แตไม
สามารถผานไดโดยตรง และข้ันสุดทาย ปฏิกิริยาจะเกดิในสวนของผนังเซลล เปนการเกิด cross 
links ของสาย peptidoglycan ทําใหไดสาย peptidoglycan ท่ีสมบูรณมีความแข็งแรงสามารถรองรับ
เยื่อหุมเซลลได การทํางานของสารตานจุลินทรียจะไปยบัยั้งข้ันตอนการสราง uridinediphospho-N-
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acetylmuramate ในการรวมตัวของ UDP-GlcNAc กับ phosphoenol pyruvate ทําใหการสราง UDP-
MurNAc หยุดชะงัก  
 

3.2 รบกวนหนาท่ีของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงเปนดานกั้นอันตรายใหกับสวน cytoplasm ทํา
หนาท่ีควบคุมการเขาและออกของสาร และเปนตําแหนงท่ีมีการสังเคราะหท้ังสวนประกอบของ
ผนังเซลล และสวนท่ีหุมภายนอกอ่ืน ๆ การท่ีเยื่อหุมเซลลทําหนาท่ีหลายอยางจึงเปนตําแหนงการ
ทําลายของสารหลายชนิด ซ่ึงการรบกวนหรือทําลายเยื่อหุมเซลลจะทําใหจุลินทรียตายในท่ีสุด  
 

              โดยสารตานจุลินทรียจะจับกนัอยางแนนกับสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล อาจจะ
เปนโปรตีน ซ่ึงสวนนี้จะไวตอสารตานจุลินทรีย  แมในความเขมขนท่ีต่ํามากก็จะทําใหเกิดการ
ทําลายหรือถูกทําลาย เนื่องจากความสามารถในการควบคุมการเขา-ออกของสารระหวางเซลล และ
สภาวะแวดลอมเสียไป การจบัตัวจะเร่ิมพบที่สวนประกอบของ cytoplasm ท่ีมีน้ําหนกัโมเลกุลตํ่า 
จะสะสมไอออนของโพแตสเซียมตานกับ gradient ของความเขมขน คือ ทําใหความเขมขนภายใน
เซลลสูงกวาส่ิงแวดลอม แตถาเยื่อหุมเซลลถูกทําลายอัตราการร่ัวของสารภายในเซลลจะสัมพันธกับ
ขนาดโมเลกุล โดยขนาดเล็กจะออกมาเร็ว และมีการร่ัวของสารอ่ืนออกมาอีก เชน nucleotide และ
กรดอะมิโนบางชนิด นอกจากน้ีการจับตัวแนนของสารตานจุลินทรียกับเยื่อหุมเซลล อาจชักนําให
เกิดการปลอยเอนไซมออกมายอยสลายโปรตีน และกรดนิวคลีอิก ซ่ึงทําใหเกิดการแตกสลายใน
ท่ีสุด   

 
3.3 ยับยั้งการสังเคราะหกรดนิวคลีอิก โดยจะไปยับยั้งการนํา thymine เขาจับกับ 

nucleotide ตัวอ่ืน ๆ ทําใหการสราง DNA ไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังขัดขวางการทํางานของ RNA 
polymerase ทําให RNA ไมสามารถไปจับคูกับ DNA การแยงจับกับเบสคูสม (complementary base 
pair) สงผลตอการสังเคราะห nucleotide โดยสราง base analogue หรืออนุพันธุเขาไปแทรกรวมตัว
เขาไปใน DNA แทนท่ี base เดิม สงผลใหเอนไซม DNA polymerase ท่ีตองใชในการ replication 
ไมสามารถทํางานได นอกจากนี้สารตานจลิุนทรียสามารถยึดจับกับ DNA ท้ังสองสายดวยปฏิกิริยา 
alkylation  ทําให DNA ไมแยกออกจากกนั 

                                                                                                                                                                           
4.  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน เซลลแบคทีเรียจะสรางโปรตีนตองอาศัยท้ังเอนไซม

ribosomal particles, mRNA, tRNA และกรดอะมิโน การสรางโปรตีนจะแบงเปน 2 ข้ันตอนใหญ ๆ
คือ 
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    4.1 transcription เปนข้ันตอนท่ีเกิดในนิวเคลียส โดยมีการถายทอดลักษณะทาง
พันธุกรรมจาก DNA มาให mRNA เพื่อใหมีการสรางโปรตีน 

  
4.2 translation เปนข้ันตอนท่ีเกดิข้ึนในสวนของ cytoplasm โดยขอมูลจาก mRNA  

จะทําหนาท่ีใหมีการสรางสายกรดอะมิโน เพื่อใหไดโปรตีนตามตองการ 
 

          การ transcription เปนการสงขอมูลจาก DNA ในนิวเคลียส ผานมากับ mRNA 
เพื่อใหมีการสรางโปรตีนในสวน cytoplasm โดยท่ี mRNA จะเลียนแบบมาจากสวนหนึ่งของสาย 
DNA จึงมีลําดับ nucleotide เหมือนกับลําดบั nucleotide ในสาย DNA สวนท่ีคัดลอกมาจะผาน
ออกมาอยูใน cytoplasm เพื่อใหมีการสรางโปรตีนในข้ันตอไป การ translation หรือการสราง
โปรตีน เกิดข้ึนในสวน ribosome โดยมีผลยับยั้งการสรางโปรตีน หรือทําใหสรางโปรตีนผิดไป ซ่ึง
ออกฤทธ์ิตอการสรางโปรตีนท่ีระดับไรโบโซม  
 

5.  รบกวนกระบวนการ เมตาบอลิซึม สารตานจุลินทรียอาจมีโครงสรางท่ีเกี่ยวของกบั
กระบวนการเมตาบอลิซึม จงึแยงจับกับเอนไซมท่ีเกี่ยวของได และการยับยั้งลักษณะนี้พบวา
สามารถฟนกลับสูสภาพเดิม เม่ือสารตานจุลินทรียสลายตัว สวนใหญจะรบกวนกระบวนการ  
เมตาบอลิซึม คือ การสังเคราะห tetrahydrofolate ซ่ึงเปนสารจําเปนของเซลลท่ีใชเปน cofactor ใน
การสังเคราะหกรดอะมิโน purine และ pyrimidine (สายสมร, 2524; มาลิน, 2540; กมลชัย, 2547) 

 
     Shoji (1978) ไดจําแนกสารตานจุลินทรียท่ีไดจากแบคทีเรียสกุล Bacillus สามารถแบง

ออกเปนกลุมไดดังนี ้
 

1.  แบงตามโครงสรางทางเคมีของสารตานจุลินทรีย ไดเปน 3 กลุมใหญ  
 

 1.1 กลุมท่ีมีโครงสรางทางเคมีเปนเสนตรง (linear peptide) ไดแก bacilysin,  
gramicidins, edeines และสารกลุม tridecaptin เชน tridecaptin A  
 

     1.2 กลุมท่ีมีโครงสรางทางเคมีเปนวง (cyclic peptides) ไดแก gramicidin S, tyrocidines, 
bacteriocin, mycobacillin, iturin A, mycosubtilin, bacillomycin L, polymyxins เชน polymyxin S1, 
polymyxin F, colistin และ curculin และกลุม octapeptin เชน EN-49, EN 333-25, Bu-1880,  
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TM-473, Y-8495 และ AB-1 
 
 1.3 กลุม peptide lactone ไดแก esperin, surfactin, brevistin, TL-119 และ A-3302-A 

 
2.  แบงออกตามกลไกการออกฤทธ์ิท่ีแตกตางกัน แมวาจะมีโครงสรางท่ีคลายคลึงกัน

สามารถแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก 
 
     2.1 ยับยั้งการสรางผนังเซลล ไดแก พวก cyclic peptides เชน bacitracin ซ่ึงมี 

ผลตอการสังเคราะห peptidoglycan ของ S. aureus และพวก linear peptides  
 

     2.2 ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยการขัดขวางกระบวนการสังเคราะห 
กรดนวิคลีอิก เชน edeines 
 

     2.3 ท่ีทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงโครงสราง หรือหนาท่ีของเยื่อหุมเซลล ไดแก  
พวก linear peptides หรือ cyclic peptides เชน tyrocidine และ gramicidin โดยทําใหสวนประกอบ          
ของเยื่อหุมเซลลผิดปกติ มีผลทําใหกรดอะมิโน ฟอสเฟตภายในเซลลแบคทีเรีย และไอออนตาง ๆ  
ท่ีเปน electrolyte ท่ีสําคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลผิดปกติ สงผลใหกระบวนการ
สรางพลังงานของเซลลหยุดชะงัก และเซลลหยุดการเจริญ (Wolin, 1979) กลุม polymyxins ท่ีมีกรด
ไขมันเปนสวนประกอบ โดยกรดไขมันจะแทรกเขาไปในเยื่อหุมเซลล ทําใหการเรียงตัวของสวน
ไขมันในเยื่อหุมเซลลผิดปกติ ทําใหเกิดการร่ัวไหลของสารออกนอกเซลล เปนผลใหกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมของเซลลผิดปกติ (มาลินี, 2525) 

 
           สารตานจุลินทรียท่ีผลิตจากแบคทีเรียสกุล Bacillus สวนมากมฤีทธ์ิตอแบคทีเรีย 

แกรมบวกเปนสวนใหญ เชน gramicidin มีผลตอเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก, bacitracin มีผลตอ
แบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบรูปรางกลม, tyrocidine มีผลทั้งตอแกรมบวกและแกรม
ลบ อยางไรก็ตามสารตานจุลินทรียท่ีผลิตจากแบคทีเรียสกุล Bacillus บางชนิดมีฤทธ์ิตอตาน
แบคทีเรียแกรมลบไดเปนสวนใหญ โดยไมมีผลตอแบคทีเรียแกรมบวกเลย ไดแก polymyxin, 
colistin และ curculin บางชนิดมีฤทธ์ิเปนสารตานเช้ือรา โดยมีฤทธ์ิตอยีสตและรา ไดแก itrin A 
(Besson et al., 1987) และ mycosubtilin (Mukhopadhyay et al., 1986) เปนตน  
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 Bacteriocin ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแกรมบวก 
 
 แบคทีเรียแกรมบวกหลายสกุลมีความสามารถในการผลิต bacteriocin ได ซ่ึงมีลักษณะ
คลายกับสารตานจุลินทรียท่ีผลิตโดยพวก eukaryote โดยสวนมากจะเปน cationic, amphiphilic และ 
membrane permeabilizing มีขนาดประมาณชวง 2-6 กิโลดาลตัน (Heng et al., 2007) แบคทีเรียสกลุ 
Bacillus มีความสามารถในการผลิตสารตานจุลินทรียไดหลายชนิด โดยหน่ึงในนัน้คือ bacteriocin  
ซ่ึงเปนสารประกอบโปรตีน มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีความไวตอสารดังกลาวและไม
เปนพษิตอเซลลท่ีผลิต (De Vuyst and Vandamme, 1994) bacteriocin มีการคนพบคร้ังแรกในกลุม
ของ E.coli  
  
 Klaenhammer (1993) ไดแบงประเภทของ bacteriocin โดยพิจารณาจากโครงสรางพื้นฐาน
ของโมเลกุล มวลโมเลกุล รวมถึงคุณสมบัติดานอ่ืน ๆ เชน การทนตอความรอน ทําใหสามารถ
จัดแบง bacteriocin ออกไดเปน 4 กลุม คือ 
 

1.  กลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic) เปน bacteriocin มีลักษณะเปนสาย peptide 
ขนาดเล็ก ประกอบดวยจํานวนกรดอะมิโนระหวาง 19–38 โมเลกุล โดยท่ัวไปมนี้ําหนกัโมเลกุล 
นอยกวา 5,000 ดาลตัน มีชนิดของกรดอะมิโนท่ีแตกตางจากกรดอะมิโนท่ัวไป เชน 
dehydrobutyrine, dehydroalanine มีวงแหวนที่เกิดจากพันธะระหวางโมเลกุลของสารประกอบ
ซัลเฟอรภายในโมเลกุลท่ีเรียกวา lanthionine และ β-methyl lanthionine เปน bacteriocin ท่ีมี
คุณสมบัติในการทนตอความรอน ซ่ึง bacteriocin กลุมนี้แบงไดออกเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมยอย A  
peptide มีประจุบวกและมีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) มีโครงสรางเกลียว ยืดออกได เชน nisin 
และกลุมยอย B มีโครงสรางเปนกอนกลม ไมมีประจุทางไฟฟา เชน mersacidin (Cleveland et al., 
2001) 
 

2.  กลุม non lantibiotic ท่ีมีขนาดเล็กและทนความรอน เปน bacteriocin กลุมท่ีมีขนาด
โมเลกุลเล็กกวา 15,000 ดาลตัน และทนความรอนไดดีตั้งแต 100–121 องศาเซลเซียส สามารถแบง
ไดเปน 2 กลุมยอย ไดแก 

 
                  2.1 กลุม bacteriocin ท่ีสามารถยับยั้งการเจรญิของ Listeria sp. ไดดี ซ่ึงกลุมนี้ถูกสราง
ข้ึนในลักษณะท่ีเปนสาย peptide ตั้งตน (precursor peptide) ท่ียังไมสามารถทําลายเซลลเปาหมายได  
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แตจะถูกดัดแปลงโดยการตัดสาย peptide ในตําแหนงท่ีมีกรดอะมิโน glycine 2โมเลกุลติดกัน  
ไดเปนสาย peptide ท่ีสมบูรณและมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลเปาหมาย เชน pediocin PA-1,  
sakacin A, leucocin A 
 
                  2.2 กลุม bacteriocin ท่ีประกอบดวยสาย peptide 2 สายท่ีแตกตางกัน (two-peptide 
bacteriocin) และในการทําลายเซลลเปาหมายอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดตองอาศัยการทํางาน
รวมกันของสาย peptide ดังกลาว เชน lactococcins G และ F, lactacin F, plantaricin EF และ JK 
 

3.  กลุม non lantibiotic ท่ีมีขนาดใหญและไมทนความรอน มีขนาดของโมเลกุลใหญกวา 
15,000 ดาลตัน และไมทนความรอน เชน helveticins J และ V-1829, acidophilucin A, lactacins A 
และ B 
 

4.  กลุมท่ีรวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาดใหญกับสารอ่ืน ๆ เชน ไขมัน หรือ 
คารโบไฮเดรต เชน lactocin 27 
 
กลไกการออกฤทธิ์ของ bacteriocin  
 

การทําลายเซลลเปาหมายของ bacteriocin เกิดจากการที ่bacteriocin แตละโมเลกุลมารวม
กันทําใหเกดิเปนรูหรือชองวางบริเวณเยื่อหุมเซลลเปาหมาย ซ่ึงทําใหเกิดการเสียสมดุลของไอออน 
กรดอะมิโน และสารประกอบอนินทรียในกลุมฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญในการสราง
พลังงานของเซลล ข้ันตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะแตกตางกันไปตามชนิดของ 
bacteriocin เชน bacteriocin ในกลุม lantibiotic ท่ีสรางจาก Lactococcus lactis subsp. lactis พบวา
เปนสาย peptide ท่ีมีประจุสุทธิเปนบวกจะเขาจับกับเซลลของแบคทีเรียเปาหมายทําใหเยื่อหุมเซลล
ถูกรบกวน สงผลใหเกิดการร่ัวขององคประกอบภายในเซลลท่ีจําเปนตอการดํารงชีวติของเซลลออก
สูภายนอก  
 

ในกรณีท่ีเปนสปอรของแบคทีเรียพบวาเยือ่หุมเซลลจะถูกทําลายอยางรวดเร็ว ในระหวาง 
ท่ีสปอรเกิดการงอกออกมา สวนใน bacteriocin ท่ีมีขนาดเล็ก และทนความรอน เชน pediocin PA-
1, sakacin A พบวาในข้ันตอนแรกปลายดาน N-terminal ของโมเลกุล bacteriocin ซ่ึงมีประจุบวกจะ
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เขาจับสวนหัวของฟอสโฟลิปดท่ีเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมายซ่ึงมีประจุลบ โดยแรงทาง
ไฟฟาสถิตย (electrostatic binding) หลังจากนั้นปลายดาน C-terminal ในโมเลกุล bacteriocin 
ท่ีมีคุณสมบัติเปน hydrophobic จะทําปฏิกริิยากับหมูเอซิลของไขมันในเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดเปน 
รูท่ีเยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลของไอออนและสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล 
(Ennahar et al., 2000) นอกจากนี ้bacteriocin  เชน ไนซินท่ีความเขมขนสูง ๆ สามารถยับยั้งการ
สราง peptidoglycan ซ่ึงเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลลของ B. stearothermophilus 
และ E. coli ได (Davidson and Hoover, 1993) 
 
  โดย bacteriocin ยับยั้งการเจริญของเซลลเปาหมายท้ังแบบฆาทําลาย (bactericidal) และ
แบบท่ีทําใหเกดิการหยุดการเจริญของเซลล (bacteriostatic) ไดดวยดังเชนท่ีพบใน leuconocin S 
และการท่ี bacteriocin จะมีผลตอเซลลในลักษณะใดน้ันมักข้ึนอยูกับความบริสุทธ์ิและความเขมขน
ของ bacteriocin สภาพแวดลอมรวมถึงชนิดและปริมาณของเซลลเปาหมาย (De Vuyst and 
Vandamme, 1994) 
 

Galvez et al. (1993) รายงานการศึกษาเกี่ยวกับสารตานจุลินทรีย amoebicin A 12-A  
และ A 12-B ท่ีผลิตไดจาก Bacillus licheniformis A 12 พบวาสารดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 770 ดาลตัน สามารถยับยั้งการเจริญของ Naegleria fowleri, Saccharomyces 
heterogenicus และ Cryptococcus neoformans รวมท้ังสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา เชน 
Aspergillus niger และ Microsporum canis เปนตน  

 
Zheng and Slavik (1999) รายงานการศกึษาสารตานจุลินทรียท่ีผลิตจาก B. subtilis  

โดยใชเทคนิค ammonium sulfate precipitation ในการสกดัสารตานจุลินทรีย พบวามีน้าํหนัก
โมเลกุลประมาณ 3,400 ดาลตัน และมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus cereus 
และ Listeria monocytogenes  
 
 Cherif et al. (2001) ไดรายงานการวิเคราะหสารตานจุลินทรียจาก Bacillus thuringieusis 
BMG 1.7 ซ่ึงแยกไดจากดิน เปนสารกลุม bacteriocin ช่ือ thuricin 7 พบวาสามารถยับยั้งการ 
เจริญของแบคทีเรียแกรมบวกรวมท้ัง B. thuringiensis, B. cereus, L. monocytogenes และ   
Streptococcus pyogenes ได มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 11.6 กิโลดาลตัน และทนความรอนท่ี
อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส ไดนาน 30 นาที  
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Lee et al. (2001) ไดทําการศึกษาเกี่ยวสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก Bacillus polyfermenticus 
SCD พบวาเปนกลุมของ bacteriocin ท่ีมีช่ือวา polyfermenticin SCD มีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 
14.3 กิโลดาลตัน สารดังกลาวสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก เชน Bacillus subtilis IFO 
12113, Staphylococcus aureus KCCM 32359 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, 
Clostridium perfringens ATCC 3624 , Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus cereus TSA 37, 
Bacillus pumilis HTD-1, Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Micrococcus flavus ATCC 10240 ได 
และทนความรอนท่ีอุณหภมิู 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ได อีกท้ังยงัทน pH  ท่ี
ระหวาง 2.0-9.0 และทนตอการถูกยอยดวยเอนไซม protease, α-chymotrypsin, β-chymotrypsin,  
α-amylase, lipase และ trypsin 

 
 Pinchuk et al. (2001) ไดทําการศึกษาเกีย่วกบัสารตานจุลินทรียจากเช้ือแบคทีเรีย  
Bacillus subtilis 3 พบวาสามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที และทน
ตอ pH  ระหวาง 3.0-11.0 นอกจากนีย้ังทนตอการถูกยอยดวยเอนไซม pepsin, trypsin, proteinase K, 
lipase, α-amylase และ lysozyme ได และเม่ือทําการวิเคราะหโครงสรางพบวา ประกอบดวย 
amicoumacin A, B และ C ซ่ึงมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 400 ดาลตัน 
 
 Pattnaik et al. (2001) ไดรายงานการวิเคราะหสารตานจุลินทรียจาก Bacillus licheniformis  
26 L-10/3 RA โดยใชเทคนิค ammonium sulfate precipitation และ chromatrography ในการสกัด 
พบวาเปนสาร lichenin มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 1,400 ดาลตัน ลําดบักรดอะมิโนเปน 
ISLEICXIFHDN สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ได และทนตอ
การถูกยอยดวยเอนไซม α-chymotrypsin และ pronase E อีกท้ังสามารถเก็บไดนาน 16 วัน ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และสารดังกลาวมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย Streptococcus bovis SB3,   
Streptococcus bovis 26 และ Lactobacillus casei ED-108 เปนตน 
  
 Martirani et al. (2002) ไดรายงานถึงการศึกษาเกีย่วกับสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก  
B. licheniformis ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีเจริญไดท่ีอุณหภูมิสูง พบวาแบคทีเรียดังกลาวผลิตสารตาน 
จุลินทรียกลุม bacteriocin ช่ือ bacillocin 490 มีน้ําหนกัโมเลกุลนอยกวา 2 กิโลดาลตัน สามารถทน
ความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ไดนาน 3 ช่ัวโมง อีกท้ังยังทน pH  ท่ีระหวาง 3.5-11.0 เม่ือ
เก็บไวท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 12 เดือน และมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน 
Bacillus anthracis, Bacillus stearothermophilus และ Bacillus smithii  
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Stein et al. (2002) ไดรายงานการวิเคราะหสารตานจุลินทรียจาก Bacillus subtilis A 1/3 
โดยใชเทคนิค mass spectrometry ในการหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร พบวาเปนสาร bacteriocin 
กลุม lantibiotic ช่ือ ericin S และ ericin A ซ่ึงมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3,442 และ 2,986 ดาลตัน 
ตามลําดับ สามารถทนความรอน และทนการถูกยอยดวยเอนไซม protease  
 

Cladera-Olivera et al. (2004) ทําการศึกษาเกี่ยวกับการวิเคราะหสารตานจุลินทรียจาก  
Bacillus licheniformis สายพันธุ P 40 ท่ีแยกไดจาก Amazon basin พบวามีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย  
L. monocytogenes, B. cereus, A. hydrophila (clinical isolate), Aeromonas sp. และเช้ือแบคทีเรีย 
Streptococcus spp. สายพันธุกอโรค ได อีกท้ังยังสามารถทนตอความรอนท่ีอุณหภูมิ 60, 80 และ 
100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และทนตอการถูกยอยดวยเอนไซม trypsin, papain และ pronase E  

 
Korenblum et al. (2004) ไดรายงานการศกึษาเกีย่วสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก Bacillus 

subtilis LFE-1, Bacillus firmus H2O-1 และ Bacillus licheniformis T 6-5 ซ่ึงแยกไดจาก Brazilian 
oil reservoir พบวามีความสามารถในการยบัยั้งแบคทีเรียในกลุม sulphate reducing ทนตอการถูก
ยอยดวยเอนไซม pronase E, proteinase K, trypsin, RNase, chitinase, manosidase, α-galactosidase  
และ β-galactosidase ทนตอความรอนท่ีอุณหภูมิ 45, 65 และ 100 องศาเซลเซียส ไดนาน 45 และ 60 
นาที และทนตอ pH  ระหวาง 3.5-9.5 
  

Mendo et al. (2004) ทําการศึกษาเกี่ยวกับการวิเคราะหสารตานจุลินทรียจาก Bacillus 
licheniformis สายพันธุ I 89 จากแหลงธรรมชาติของน้ําพรุอนท่ีประเทศโปรตุเกส พบวาแบคทีเรีย
ดังกลาวสามารถผลิตสารตานจุลินทรียท่ีสามารถทนอุณหภูมิ 50 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 6 
ช่ัวโมงได และมีน้ําหนักโมเลกุล 3,249.7 ดาลตัน ทนการถูกยอยดวยเอนไซม proteolytic สามารถ
อยูในสภาพ pH  ท่ีระหวาง 3.5-8.0 และมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย เชน Bacillus 
subtilis ATCC 14593, Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538 และ 
S. aureus (hospital isolate) เปนตน 

 
Risoen et al. (2004) ไดทําการศึกษาเกีย่วสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก Bacillus cereus ATCC 

14579 พบวามีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 3.4 กิโลดาลตัน สามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ 
Micrococcus luteus ได ทนตอการถูกยอยดวยเอนไซม chymotrypsin, DNase, lysozyme, pronase 
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E, protease, proteinase K, RNase และ trypsin ทนตอความรอนท่ีอุณหภูมิ 25, 50, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และทนตอ pH  ระหวาง 2.0-9.0 ได 

 
Bizani et al. (2005) ไดรายงานการสกัดสารตานจุลินทรียจาก Bacillus cereus 8 A ซ่ึง 

แยกไดจากดินของ native woodlands ทางตอนใตของประเทศบราซิล ทําการสกัดโดยใชเทคนิค 
ammonium sulfate precipitation และ chromatrography พบวามีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 26  
กิโลดาลตัน ช่ือ cerein 8 A สารตานจุลินทรียสามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 60 และ 75 นาน 30 
นาที อีกท้ังยังยับยั้งการเจรญิของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก เชน Bacillus spp., Streptococcus spp. 
และ L. monocytogenes ได แตไมทนตอการถูกยอยดวยเอนไซมกลุม protease  

 
Kamoun et al. (2005) ไดรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการสกดัสารตานจุลินทรียจาก Bacillus 

thuringiensis subsp. kurstaki strain BUPM 4 โดยใชเทคนิค ammonium sulfate precipitation และ 
chromatrography ในการสกดัพบวาสารอยูในกลุม bacteriocin ช่ือ bacthuricin F 4 ซ่ึงสามารถทน
ตอความรอนท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ไดนาน 30 นาที  และยังทนตอ pH  ระหวาง 2.0-9.0 เม่ือ
เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง อีกทั้งยังสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย B. cereus, B. 
subtilis, S. aureus และ Klebsiella pneumonia เปนตน และสารดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุล 3,160.05 
ดาลตัน และลําดับกรดอะมิโนเปน DWTXWSXL  
 
 Wu et al. (2005) ไดรายงานการศึกษาเกี่ยวกับสารตานจุลินทรียจาก B. subtilis JM 4 ซ่ึง
แยกไดจากดินทําการจําแนกชนิดโดยวิธีชีวเคมี และ 16 S rDNA ทําการสกัดสารดังกลาวโดยใช
เทคนิค chromatrography พบวาเปนสาร subpeptin JM 4-A และ subpeptin JM 4-B มีน้ําหนกั
โมเลกุล 1,422.71 และ 1,422.65 ดาลตัน ตามลําดับ ซ่ึงวิเคราะหโดย mass spectrometry นอกจากนี้
ยังพบวาสารตานจุลินทรียจาก B. subtilis JM 4 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก เชน Bacillus 
cereus CGMCC 1.819, Bacillus megaterium CGMCC 1.941, Lactobacillus casei ATCC 2709, 
Micrococcus flavus NCIB 8166 และ Streptococcus faecalis CGMCC 1.130 เปนตน และแกรมลบ 
เชน Salmonella CMCC 50311 และ Shigella flexineri CMCC 51285 เปนตน อีกท้ังยงัทนตอการถูก
ยอยดวยเอนไซม pronase E, proteinase K, pepsin และ trypsin และสามารถทนอุณหภูมิ 100 และ 
120 องศาเซลเซียส ไดนาน 30 นาที อีกท้ังยงัทนตอ pH  ท่ีระหวาง 2.0-10.0 ได 
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Gray et al. (2006) ไดรายงานผลการศึกษาเก่ียวกับสารตานจุลินทรียของ Bacillus 
thuringiensis NEB 17 ทําการสกัดโดยใชเทคนิค chromatrography พบวาเปนสารกลุม bacteriocin 
ช่ือวา thuricin 17 ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจรญิของ B. thuringiensis, B. cereus และ E. coli ได มี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 3,162 ดาลตัน ทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
และทนตอ pH  ระหวาง 1.0-9.25 แตไมทนตอการยอยดวยเอนไซม proteinase K และ protease 
 

Lisboa et al. (2006) ไดทําการทดลองเกี่ยวสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก B. amyloliquefaciens 
ซ่ึงแยกไดจาก Briazilian Atlantic forest และพบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียท่ีกอโรค เชน  
L. monocytogenes, B. cereus, Serratia marcescens และ Pasteurella naemolytica ได อีกท้ังยังทน 
ตอความรอนท่ีอุณหภูมิ 10, 40, 60 และ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที และท่ีอุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส นาน 30, 40, 50 และ 60 นาที สามารถทน pH  ระหวาง 3.0-8.0 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ไดนาน 2 ช่ัวโมง และพบวาสารดงักลาวมีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 5,000 ดาลตัน 
 

Qiu et al. (2006) ไดทําการทดลองเกี่ยวสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก Bacillus subtilis สาย
พันธุ B-11 พบวาสามารถทนตอการถูกยอยดวยเอนไซม proteinase K, pepsin และ trypsin และทน
ความรอนท่ีอุณหภูมิ 60, 80, 100 และ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ได 

 
Motta et al. (2007) ไดรายงานการศึกษาสารตานจุลินทรียจาก Bacillus sp. P34 ท่ีแยกได

จาก Amazon basin โดยใชเทคนิค ammonium sulfate precipitation และ chromatrography พบวามี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 1,456 ดาลตนั มีฤทธ์ิยับยั้ง L. monocytogenes และสามารถทนอุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ไดอยางมีประสิทธิภาพ แตไมสามารถทนตอการถูกยอยดวย
เอนไซม proteolytic 
  
 Kayalvizhi and Gunasekaran (2008) ไดรายงานการศกึษาสารตานจุลินทรียจาก Bacillus 
licheniformis MKU 3 พบวามีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 1.5 กิโลดาลตัน มีความสามารถในการทน
ความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที และทนตอ pH  ระหวาง 3.0-10.0 อีกท้ังมี
ฤทธ์ิยับยั้ง Bacillus subtilis B 4219, Bacillus smithii NRS 173, Lactobacillus acidophilus B 4495 
และ Staphylococcus epidermidas B 4268  
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 Li et  al. (2009) ไดทําการศึกษาสารตานเชื้อราจากเช้ือ Bacillus subtilis สายพันธุ B 29 ท่ี
แยกไดจากดิน พบวามีน้ําหนกั 42.3 กิโลดาลตัน มีความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา 
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Fusarium moniliforme และ Scleroinia sclerotiorum ได 
  
 Ghanbari et al. (2009) ไดรายงานการศกึษาสารกลุม bacteriocin ท่ีผลิตโดย Bacillus 
cereus สายพันธุ RF 140 ซ่ึงแยกไดจาก Rutilus frisii kutum พบวาผลิตสาร bacteriocin ซ่ึงยับยั้ง
แบคทีเรีย L. monocytogenes, C. perfringens, Bacillus cereus ATCC 9634, B. coagulans และ
แบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ ได นอกจากนีย้ังทนตอสภาวะคา pH ระหวาง 4-9  
 
 Lee et al. (2010) ไดรายงานการคัดแยกเช้ือ Bacillus subtilis SC-8 จากอาหารหมักพวก 
soybean paste (cheonggukjang) พบวาสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย B. cereus และพบวาสารดังกลาว
เปนกลุมของ lipopeptide ซ่ึงมีความทนตออุณหภูมิสูงต้ังแต 60 องศาเซลเซียส ข้ึนไปได  
 

Abdel-Mohsein et al. (2011) ไดรายงานการแยกเช้ือ Bacillus licheniformis H 1 จาก cow 
manure compost พบวาเปนสารพวก bacteriocin-like substance ซ่ึงสามารถยับยั้งเช้ือ Listeria 
monocytogenes ATCC 19111 และทนตออุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส ไดนาน 60 นาที และทน pH  
ระหวาง 3-9    

 
ขอมูลขางตนจะเหน็ไดวาแบคทีเรียสกุล Bacillus มีความสามารถในการสรางสารตาน 

จุลินทรียไดหลากหลายชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 1 
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ตารางท่ี 1  แสดงช่ือ และนํ้าหนักโมเลกุลของสารตานจุลินทรียท่ีผลิตโดยแบคทเีรียสกุล Bacillus 
 

แบคทีเรีย สารตานจุลินทรีย น้ําหนกัโมเลกลุ 
(กิโลดาลตัน) 

อางอิง 

B. licheniformis A12 amoebicin A 12-A 
และ A 12-B 

 0.7 Galvez et al. (1993) 

B. subtilis  bacteriocin  3.4 Zheng and Slavik 
(1999) 

B. thuringieusis BMG 
1.7 

thuricin 7 11.6 Cherif et al. (2001) 

B.  polyfermenticus  
SCD 

polyfermenticin SCD 14.3 Lee et al. (2001) 

B. subtilis 3 bacteriocin 4 Pinchuk et al. (2001) 
B. licheniformis  
26L-10/3RA  

lichenin 1.4 Pattnaik et al. (2001) 

B. licheniformis             bacillocin 490 2 Martirani et al. 
(2002) 

B. subtilis A 1/3  ericin S, ericin A 3.4, 2.9 Stein et al. (2002) 
B. licheniformis 
สายพันธุ P 40   

bacteriocin  - Cladera-Olivera et al. 
(2004) 

B. licheniformis  
สายพันธุ I 89 

bacteriocin 3.2 Mendo et al. (2004) 

B. cereus ATCC 
14579 

bacteriocin  3.4 Risoen et al. (2004) 

B. cereus 8A                  cerein 8A                    26 Bizani et al. (2005) 
B. licheniformis 
สายพันธุ P 40   

bacteriocin  - Cladera-Olivera et al. 
(2004) 
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ตารางท่ี 1  (ตอ) 
 

แบคทีเรีย สารตานจุลินทรีย น้ําหนกัโมเลกลุ 
(กิโลดาลตัน) 

อางอิง 

B. licheniformis  
สายพันธุ I 89 

bacteriocin 3.2 Mendo et al. (2004) 

B. cereus ATCC 
14579 

bacteriocin  3.4 Risoen et al. (2004) 

B. subtilis JM 4  subpeptin JM4-A  1.4 Wu et al. (2005) 
B. thuringiensis 
NEB17  

thuricin 17   - Gray et al. (2006) 

B. amyloliquefaciens bacteriocin  5 Lisboa et al. (2006) 
B. subtilis สายพันธุ 
B-11   

bacteriocin  - Qiu et al. (2006) 

Bacillus sp. P34  bacteriocin               1.4 Motta et al. (2007) 
B. licheniformis 
MKU3   

bacteriocin             1.5  Kayalvizhi and  
Gunasekaran (2008) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 
 

การเพิ่มปริมาณยีนในหลอดทดลองโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส หรือเทคนิคพีซีอาร 
เปนวิธีการท่ีไดรับความนยิมนํามาใชในงานวิจยัทางดานพันธุวิศวกรรม ซ่ึงจุดเดนของเทคนิค
ดังกลาว สามารถยนระยะเวลา และลดข้ันตอนการทํางานในสวนของการเพ่ิมปริมาณยีน ซ่ึงจากเดิม
ท่ีตองตัดตอยนีเขากับ plasmid กอน แลวจึงเพิ่มปริมาณ plasmid ในเซลล หลังจากนัน้จึงแยกสกดั 
plasmid ออกจากเซลล และแยกยนีออกมาตามลําดับ และเทคนิคนี้สามารถชวยลดเวลาลง เนื่องจาก
ไมตองทําการโคลนนิ่ง (cloning) และ DNA ท่ีไดมีความบริสุทธ์ิเพียงพอ สําหรับใชในการทํางาน 
ในปจจุบันเทคนิคดังกลาวถูกนํามาใชประโยชนในงานวจิัยท้ังในรูปแบบพ้ืนฐาน และการประยุกต
ตามความเหมาะสม (Mullis, 1990) 
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การเพิ่มปริมาณ DNA ในหลอดทดลองโดยปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสตองประกอบดวย
(วิจารณ, 2535)  

 
1.   DNA ตนแบบ (DNA template) ใชไดท้ัง DNA ท่ีบริสุทธ์ิคุณภาพด ีและท่ีคุณภาพไมดี 

ซ่ึงไดมาจากการสกัดโดยตรงจากแหลงตาง ๆ เชน แบคทีเรีย พืช สัตว และตัวอยางเลือดตาง ๆ  
 
2.  oligonucleotide primer ท่ีนิยมใชจะมีขนาด 20-24 nucleotide มีองคประกอบของเบส  

G และ C อยูระหวาง 40-60% โดย primer ท้ัง 2 ชนิดท่ีใชรวมกันควรมีสวนประกอบของ G+C 
เทากัน และไมควรให primer ท้ัง 2 มีลําดับเบสเปนคูสมกัน (complementary base pair) เพราะจะจับ
กันเองไดเปนผลิตภัณฑท่ีไมตองการ 
 

3.  เอนไซม DNA polymerase ทําหนาท่ีในการเติม deoxyribonucleotide ตรงตําแหนง
ปลายดาน 3’ ของ DNA ซ่ึงตองมีคุณสมบัติในการทนอุณหภูมิสูง ซ่ึงปจจุบันใช Taq DNA 
polymerase 

 
4.  บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยา เปนบัฟเฟอรท่ีเหมาะสมสําหรับการทํางานของเอนไซม 

DNA polymerase 
 
5.  dNTP ประกอบดวย dATP, dTTP, dCTP และ dGTP ซ่ึงเปนสารท่ี DNA polymerase 

นํามาสรางเปน DNA สายใหม 
 
6.  แมกนีเซียมคลอไรด เปนสวนท่ีชวยเสริมการทํางานของ DNA polymerase  

และในปฏิกิริยา 1 รอบ จะประกอบดวยข้ันตอนดังตอไปนี้ 
 

     6.1 denaturation step เปนการทําให DNA ตนแบบที่เปนสายคู (double strand) แยก
ออกเปนสายเดี่ยว (single strand) ท่ีอุณหภมิู 90–95 องศาเซลเซียส 

 
     6.2 annealing step primer ท่ีสังเคราะหข้ึน จะจับกับ DNA ตนแบบเสนเดี่ยวท้ังสองเสน

ท่ีมีลําดับเบสคูสมกัน โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมประมาณ 40-60 องศาเซลเซียส 
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     6.3 extension step เปนข้ันตอนการนํา nucleotide ท่ีเหมาะสมเขามาตอท่ีปลาย 3’ OH 
ของ primer โดยการทํางานของเอนไซม Taq DNA polymerase ซ่ึงตองการอุณหภมิูประมาณ  
70-73 องศาเซลเซียส  
 
Chromatography 
 

 Chromatrography เปนเทคนิคในการแยกองคประกอบตาง ๆ ในของผสมท่ีอยูในสภาวะ
สมดุลระหวางเฟส 2 เฟสออกจากกัน โดยอาศัยความแตกตางของการกระจายตัว โดยโมเลกุลของ
ตัวถูกละลายในของผสมผานเขาไปใน column จะถูกพาออกจาก column ดวยเฟสเคลื่อนท่ี ในขณะ
ท่ีตัวถูกละลายเคล่ือนท่ีจะเกดิการกระจายตัว ระหวางเฟสเคล่ือนท่ีกับเฟสอยูกับท่ีไปพรอม ๆ กัน 
การแยกสารดวยเทคนิคนี้ข้ึนอยูกับเวลา ความสามารถในการดูดซับท่ีแตกตางกันของตัวละลายบน
ตัวกลางดดูซับ (เพ็ญแข, 2541; ชุติมา, 2546) ชนิดของเทคนิค chromatrography สามารถแบงได
หลายวิธี (ภาพท่ี 1) ดังนี ้ 

 
1.  แบงตามคุณสมบัติทางกายภาพ คือ การแบงตามลักษณะรูปแบบของวิธี 

chromatrography 
 

1.1 plane chromatography มีอยู 2 ประเภท คือ แยกแบบ partition มีกระดาษเปน

stationary phase แยกสารท่ี spot บนกระดาษ ในระบบปดท่ีอ่ิมตัวดวย mobile phase และอีก

ประเภทหนึ่ง คือ แยกแบบ adsorption เชน thin layer chromatography (TLC) ใชกระจกท่ีเคลือบ

ดวยตัวดูดซับเปน stationary phase หลักการอ่ืน ๆ เชนเดยีวกับ paper chromatography 

 

    1.2 column chromatography โดยเฟสของ stationary phase เปนเฟสท่ีบรรจุใน column 

และให mobile phase ไหลผาน column สารตาง ๆ จะถูกชะออกจาก column และความเร็วข้ึนกับ

สมบัติของสารน้ันที่กระทําตอ stationary phase หรือความสามารถในการละลายของสารใน mobile 

phase นิยมใช column chromatography กับระบบของ GC, GLC, LLC, LSC 
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2.  แบงตามเฟสเคล่ือนท่ี เฟสเคล่ือนท่ีมี 3 ชนิด คือ แกส ของเหลว และของไหล  
 

                 2.1 การใชเฟสเคล่ือนท่ีเปนแกส ทําใหเกิดวิธีวิเคราะหท่ีเรียกวา gas chromatography 

(GC) เปนเทคนิคสําหรับแยกสารตัวอยางท่ีเปนสารผสม โดยเปล่ียนสารผสมใหเปนไอท่ีอุณหภมิู

หนึ่ง แลวใหไอของสารเหลานั้นผานเขาไปยัง column ท่ีบรรจุดวยเฟสคงท่ี (stationary phase) โดย

อาศัยการพาไปของเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) หรือ carrier gas องคประกอบของสารผสมท่ีมี

ความสามารถในการเคล่ือนท่ีและการกระจายตัวผานเฟสคงท่ีตางกันจะแยกออกจากกัน วิธีการ

วิเคราะหมี 2 วิธี  คือ วิธีท่ีใชของเหลวเปนเฟสท่ีอยูกับท่ีเรียกวา gas-liquid chromatography (GLC) 

และวิธีท่ีใชของแข็งเปนเฟสท่ีอยูกับท่ีเรียกวา gas-solid chromatography (GSC) (แมน และอมร, 

2539) 

 

                 2.2 การใชเฟสเคล่ือนท่ีเปนของเหลว ทําใหเกดิวิธีวิเคราะหท่ีเรียกวา liquid 

chromatography (LC) เชน plane chromatography แตถาเฟสท่ีอยูกับท่ีเปนเฟสท่ีเปนของเหลวจะ

เรียกวา liquid-liquid chromatography (LLC) บางชนิดถาเฟสท่ีอยูกับท่ีเปนของแข็ง เรียกวา liquid-

solid chromatography (LSC) เชน column chromatography การทํา chromatography แบบนี้รูจักกัน

ดี และใชกันมาก สามารถใชไดกับเฟสท่ีอยูกับท่ีเปนของเหลว ซ่ึงเรียกวา LLC หรือท่ีเปนของแข็ง

ซ่ึงเรียกวา LSC  

 

2.3 การใชเฟสเคล่ือนท่ีเปนของไหลวิกฤติยิ่งยวด ทําใหเกิดวิธีวิเคราะหท่ีเรียกวา 
supercritical fluid chromatography (SFC) 
 
           3.  แบงตามกลไกของการแยกท่ีเกดิข้ึนใน column 
 
        3.1 การดูดซับ (adsorption) แยกสารโดยอาศัย polarity ท่ีแตกตางกัน ซ่ึง polarity ของสาร
จะข้ึนกับหมู function group และตําแหนงท่ีปรากฏในโมเลกุล ตองเปนสารท่ีละลายในสารละลาย
อินทรียได และไมแตกตัวเปนอิออน ใชแยก isomer ไดดี เชน thin layer chromatrography (TLC) 
โดยมากนยิมใช silica gel หรือ alumina เปน stationary phase 
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        3.2 การแบงสวน (partition) เปนการแยกโดยใชของเหลวท่ีเปน stationary phase เคลือบ
บนสารท่ี inert และ stationary phase และ mobile phase จะตองไมละลายซ่ึงกันและกนั ตัวอยางจะ
ละลายไปในระหวาง 2 เฟสนี้ จึงเรียก LLC วาเปน partition chromatography แตในทางปฏิบัติท้ัง 2 
เฟส จะมีการรวมกันอยูบาง ทําให stationary phase ลดนอยลงไป นอกจากนีก้ารเปล่ียนแปลง
สัดสวนของ mobile phase อุณหภูมิ และความดันเพียงเล็กนอย ก็ทําใหสมดุลเปล่ียนแปลงไป ไม
สามารถวิเคราะหแบบ gradient elution ได จึงทําใหเกิด bound phase chromatography (BPC) ข้ึน  
 
        3.3 การแลกเปล่ียนไอออน (ion exchange) อาศัยหลักการแยกสารท่ีแตกเปนประจุได การ
แยกจะข้ึนอยูกบั pH และ ionic strength ของ buffer ท่ีใชเปน mobile phase สวน stationary phase ท่ี
ทําหนาท่ีเปนตัวแลกเปล่ียนประจุ ถามีประจุบวก เรียก anion exchanger และถามีประจุลบ เรียก 
cation exchanger ประจุเหลานี้จะถูกทําใหหมดไปหรือหมดลง โดยการใช counter ion ท่ีมีประจุ
ตรงขาม เม่ือสารท่ีตองการวิเคราะหมีประจุเหมือนกับ counter ion จะเกดิการแลกเปล่ียนกับ 
counter ion สารท่ีมีประจุสูงกวา counter ion จะติดคางอยูใน column แตสารท่ีประจุนอยกวาจะถูก
ไลออกจาก column  
 
        3.4 การรอนขนาด (size exclusion) เปนการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของน้ําหนัก
โมเลกุล และรูปราง สามารถใชแยกโมเลกลุขนาดเล็ก (<2,000) ได ถาขนาดโมเลกุลของสารมีความ
แตกตางกันประมาณ 10% และใชตรวจสอบสารน้ําหนักโมเลกุลสูง ๆ (>2,000) ท่ีอยูในสารตัวอยาง
ไดงาย 
 

  3.5 การเกิดสัมพรรคภาพ (affinity) เทคนิคการแยกสารโดยอาศัยความสัมพรรคภาพหรือ
ความชอบกัน (affinity) ระหวางสารตัวอยางกับลิแกนด (ligand) ท่ีเช่ือมอยูกับ stationary phase การ
เช่ือม ligand กบั stationary phase มักจะใชแขน (spacer) ยื่นออกมาเล็กนอยเพื่อใหสารตัวอยางเขา
มาโอบลอมจับ ligand ไดสะดวกข้ึน affinity chromatography เปนเทคนิคการแยกสารท่ีให 
selectivity สูงมากเพราะมีการใช affinity ligand ท่ีจําเพาะเจาะจงกับ solute ท่ีสนใจ โดยอาศัย
ความสัมพันธระหวาง affinity ligand กับ solute ท่ีสนใจและ solute ตัวอ่ืนจะแยกออกมากอนเหลือ
แตตัวท่ีถูกยึดไวจะถูกชะออกมาได โดยการเปล่ียน condition เชน ความเปนกรด-ดางหรือการเติม
ตัวแยงจับ inhibitors (สุนันท, 2534; รัชนี, 2550) 
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ภาพท่ี 1 แสดงการจําแนกการวิเคราะหโดยวิธี chromatrography  
ท่ีมา: ชุติมา (2546) 
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ไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิง (Isoelectric focusing) 
 

Isoelectric focusing เปนเทคนิคท่ีใชแยกโมเลกุล เชน โปรตีน และ peptide โดยอาศยัความ
แตกตางของ isoelectric point หรือคา pI เทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการแยกสารสูงสามารถแยก
โมเลกุลใหญท่ีมีคา pI ตางกนัประมาณ 0.01-0.02 หนวย pH เม่ือใหสนามไฟฟากับตัวกลางคํ้าจุน
พวกเจล ampholyte ซ่ึงเตรียมมาจากสารผสมของสารท่ีเปนท้ังกรดและดาง โมเลกุลเล็ก ๆ จะทํา
หนาท่ีสรางเกรเดียนตของ pH แบบ linear เม่ือสารตัวอยางท่ีมีประจุหรือสารท่ีเปนท้ังกรดและดาง
เคล่ือนท่ีผานเกรเดียนตของ pH จะสูญเสียประจุไปจนกระท่ังถึง pH ของเกรเดียนตท่ีมีคาเทากับ pI 
ของมัน และจะสูญเสียประจอุยางสมบูรณหรือมีประจุสุทธิเปนศูนย ท่ีจุดนี้สารจะหยดุเคล่ือนท่ีและ
จะถูกสะสมหรือทําใหเขมขนเปนแถบแคบ ๆ  

 
ขอดีของเทคนิคไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิง  
 
1.  ใชสารเคมีไมมากชนิด เสร็จสมบูรณภายใน 2-3 ช่ัวโมง 
2.  ใหผลการแยกโปรตีนท่ีดมีาก สามารถแยกโปรตีนท่ีมีคา pI ตางกันเพียง 0.02 หนวย pH 

เทานั้นและไดแถบของโปรตีนคมชัด 
3.  สามารถหาคา pI ของโปรตีนไดโดยการวัด pH ในเกรเดียนตตรงตําแหนงของแถบ

โปรตีนท่ีปรากฏ 
4.  เนื่องจากโปรตีนเคล่ือนท่ีจากจุดตาง ๆ ในเกรเดียนตไปสูตําแหนง pI ของมัน ทําให

ตําแหนงท่ีหยอดสารตัวอยางไมสําคัญและสามารถใชสารตัวอยางท่ีเจอืจาง 
5.  การเคล่ือนท่ีของโมเลกุลจะหยุดท่ี pH = pI  ของแตละโมเลกุล จึงทําใหเทคนิคนี้ไม

ข้ึนกับเวลาและความตางศักยไฟฟาท่ีใช (อาภัสสรา, 2537) 
 
Electrophoresis 2 มิต ิ 

 
การทํา electrophoresis 1 มิติ ไมวาจะเปนการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของมวล

โมเลกุล ประจุสุทธิ หรือคา pI จะเกิดปญหาในการวิเคราะหผลจากแถบของโปรตีนข้ึนได เนื่องจาก
โปรตีนชนิดตางกัน แตมีการเคล่ือนท่ีเทากัน จึงมีการปรับปรุงการทํา electrophoresis เปน 2 มิติ 
โปรตีนทุกชนดิเคล่ือนท่ีในสนามไฟฟาดวยความเร็วข้ึนกับขนาด โครงรูป และประจุไฟฟา โปรตีน
สามารถถูกทําใหเปล่ียนแปลงได เมื่อมีสารท่ีมาทําลายสภาพธรรมชาติ ซ่ึงทําปฏิกิริยากับโปรตีน  
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วิธี 2 มิตินี้ไดถูกทําข้ึนเพื่อแยกโปรตีนผสมแตละชนดิออกจากกันโดยอาศัยความแตกตางของประจุ
สุทธิ หรือความแตกตางของคา pI นั่นคือทํา isoelectric focusing (IEF) แลวจึงทํามิติท่ี 2 คือ  
SDS-PAGE โดยอาศัยความแตกตางของมวลโมเลกุลของ polypeptide (อาภัสสรา, 2537) 
 
Mass spectrometry 
 

Mass spectrometry เปนเทคนิคท่ีใชสําหรับการศึกษาเกีย่วกับโครงสรางและมวลของสาร 
โดยอาศัยหลักการทําใหโมเลกุลแตกตัวเปนไอออนดวยการใหโมเลกลุรับพลังงานท่ีมากพอจนทํา
ใหโมเลกุลนั้นเกิดการแตกตัวเปนไอออน ถาหากสารมีสถานะเปนของแข็งหรือของเหลวตองให
พลังงานแกสาร เพื่อใหสารเปล่ียนสถานะจากของแข็งหรือของเหลวไปเปนแกส แลวจึงยงิลํา
อิเล็กตรอนท่ีมีพลังงานสูงไปยังสาร เพื่อทําใหอิเล็กตรอนหลุดออกจากโมเลกุลของสาร เกิดเปน
อนุมูลยอย ๆ เม่ือไอออนบวกมีมวลตางกนั ผานเขาไปในสนามแมเหล็กท่ีมีความเขมขนสูง จะเกดิ
การเบ่ียงเบนไดนอยกวาไอออนท่ีมีคามวลตอประจุ (m/z) หรือ m/e ของไอออนท่ีเกิดจากการ
แตกหกัของโครงสรางของสารนอย ไอออนบวกเหลานีเ้ม่ือผานเคร่ืองตรวจหาไอออน จะถูกบันทึก
เปนอัตราสวนของมวลตอประจุ (m/z) สวนประกอบของเคร่ือง mass spectrometer ประกอบดวย 4 
สวนคือ สวนแรกระบบการใสตัวอยางเพ่ือทําใหกลายเปนไอ สวนท่ี 2 แหลงทําใหเกิดเปนไอออน 
สวนท่ี 3 วิธีการแยกไอออน และสวนสุดทาย ระบบการตรวจไอออน 
 

โดยสวนท่ีสําคัญเปนหัวใจหลักของเคร่ือง mass spectrometer อยูท่ีแหลงผลิตไอออน ซ่ึง
ทําใหหา mass spectrum ไดอยางรวดเร็ว วิธีการท่ีทําใหสารเกิดเปนไอออนเซชันไดมีดังนี ้
 

1.1 อิเล็กตรอนไอออไนเซชนั (electron-ionization, EI) วธีินี้เปนท่ีนยิมกันมาก โดยทําให
โมเลกุลของสารเปล่ียนเปนไอออนบวกดวยการชนกับอิเล็กตรอนท่ีมีพลังงานสูง โดยใชปน
อิเล็กตรอน ผลิตลําอิเล็กตรอนจากธาตุ rhenium หรือ tungsten ซ่ึงทําใหเปน filament บาง ๆ และ
รอนแดง อิเล็กตรอนจะถูกเรงและโฟกัสดวยการทําให filament นั้นมีศักยไฟฟาเปนลบ 70 V แต
เนื่องจากโมเลกุลท่ัวไปมีพนัธะ covalent จะตองใชพลังงานศักยท่ีทําใหเกิดเปนไอออนประมาณ 10 
eV ดังนั้นอิเล็กตรอนท่ีมีพลังงาน 70 eV จะทําใหอิเล็กตรอนหลุดออกไปจาก orbital เกิดเปน
ไอออนยอย ๆ ท่ีมีพลังงานภายในตาง ๆ กัน ซ่ึงข้ึนอยูกับพลังงานท่ีไดรับจากลําอิเล็กตรอน  เม่ือ
แหลงผลิตไอออนทํางานอยางสมํ่าเสมอจะทําใหไดไอออนบวกออกมาอยางสมํ่าเสมอ แตเทคนิคนี้
จะมีปญหาเกี่ยวกับการวัดมวลโมเลกุลของสารบางชนิด มีความยากตอการแยกสูตรโครงสรางของ
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สารท่ีมีไอโซเมอร และสารบางชนิดอาจเกิดการสลายตัวกอนท่ีจะเกิดไอออไนเซชัน เนื่องจากการ
ใชอุณหภูมิสูงในการใหเกิดไอออไนเซชัน นอกจากนี้ภายใตสภาวะของ EI โมเลกุลหลายชนิดไมมี
ไอออนโมเลกุลท่ีเสถียรหรือความอุดมสัมพัทธของไอออนโมเลกุลอาจจะมีนอย รวมท้ังได mass 
spectrum ท่ีซับซอนยากตอการแปล 

 
1.2 เคมิคัลไอออไนเซชัน (chemical ionization, CI) โดยการผสมตัวอยางเขากับแกส  

(มีเธน ไอโซบิวเทน และแอมโมเนีย) ท่ีจะทําปฏิกิริยาแลวผานของผสมนี้เขาไปในหองท่ีทําใหเกิด
ไอออน ดวยการใหชนกับลําอิเล็กตรอน ขอดีของวิธีการนี้ คือ ทําใหไดไอออนยอยท่ีเสถียร ทําให
รูปแบบการแตกตัวงายข้ึน mass spectrum ท่ีไดไมซับซอน  

 
1.3 field ionization (FI) หลักการ คือ การดึงอิเล็กตรอนจากสารตัวอยางในสภาวะท่ีเปนไอ 

โดยการผานไอของสารตัวอยางเขาไปในสนามไฟฟาท่ีมีศักย 108 V/cm ท่ีเกิดจากการปอน
ศักยไฟฟากําลังสูงเขาไป 10-20 kV ไอของสารตัวอยางอยูใกลกับแอโนด และอิเล็กตรอนจากไอ
ของสารตัวอยางจะถูกดึงเขาไปใน orbital ท่ีวาง จะไดไอออนโมเลกุลแลวถูกผลักดันไปยังแคโทด 
ซ่ึง mass spectrum ท่ีไดจะไมซับซอน ไดปริมาณไอออนโมเลกุลมาก แตความไวและกําลังแยกตํ่า 

 
1.4 field desorption (FD) จะมีหลักการพื้นฐานเหมือนวิธี FI แตตองใหอุณหภูมิท่ี emitter 

สูงกวาท่ีแคโทด วิธี FD จะใหไอออนโมเลกุล แตจะไมเห็นพีคสวนยอยท่ีเกดิจากการแตกหกัของ
ไอออนโมเลกุล ขอดีของวิธีการนี้ คือ ไดไอออนจํานวนมาก และ mass spectrum ไมซับซอน แตมี
ขอเสีย คือ สภาพไว และ resolution ต่ํา เทคนิคนี้เหมาะสําหรับสารซ่ึงไมระเหย และไมเสถียร เชน 
คารโบไฮเดรต  

 
1.5 fast atom bombardment (FAB) หลักการ คือ การระดมยิงสารตัวอยางท่ีเปนของแข็งซ่ึง

ละลายในเมทริกซ (เชน กลีเซอรอลหรือ diethanolamine) ดวยอะตอมที่มีพลังงานสูงหรือความเร็ว
สูงแลวทําใหสารตัวอยางถูกไอออไนซ วิธีการนี้เหมาะสมกับสารตัวอยางประเภทเกลือหรือสาร
ตัวอยางท่ีมีประจุหรือตัวอยางท่ีมีมวลโมเลกุลสูง  

 
1.6 spark source ionization (SSI) วิธีนี้จะใชกับสารอินทรียท่ีไมระเหยกลายเปนไอ เชน 

โลหะ แร หรือ เกลือ โดยผสมผงตัวอยางกบัแกรไฟตใสในหลอดท่ีทําหนาท่ีเปนแอโนด สวน
แคโทดเปนหลอดเปลา จากนั้นผานกระแสไฟฟาใหกับข้ัวไฟฟา ซ่ึงจะทําใหอะตอมของโลหะ
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กลายเปนไอออน mass spectrum ท่ีไดประกอบดวย peak ของธาตุหลัก ซ่ึงวิธีการนี้เหมาะสําหรับ
วิเคราะหธาตุปริมาณนอย มีความไวสูง สามารถตรวจหลายธาตุในขณะเดียวกัน 

 
1.7 secondary ion mass spectrometry (SIMS) โดยการระดมยิงผิวของสารตัวอยางดวย

ไอออนท่ีมีพลังงานสูง จะทําใหมีการหลุดของอนุมูลท่ีเปนกลาง หรือเปนไอออนลบหรือบวก ออก
จากผิวหนาของสารตัวอยาง อนุมูลท่ีหลุดออกมาอาจเปนอะตอมหรือกลุมยอยของสวนโมเลกุล วิธี 
SIMS จะนําเฉพาะไอออนบวกเขาสูสวนแยกมวลของไอออน 

 
1.8 matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) เปนวิธีการใหมในการทํา 

ไอออไนซ โดยใหขอมูลดานมวลโมเลกุลของสาร biopolymer ชนิดมีข้ัวไดอยางถูกตอง (มวล
โมเลกุลต้ังแตหลักพันถึงหลักแสนดาลตัน) หลักการ คือ ละลายสารตัวอยางในแอลกอฮอลท่ีผสม
กับวัสดุเมทริกซในปริมาณท่ีมากเกินพอท่ีสามารถดูดกลืนคล่ืนแสงไดดีมาก แลวนําสารตัวอยางเขา
หองไอออไนซ และยิงดวยลําแสงของเลเซอร เพื่อใหสารเกิดการระเหิดไดไอออน แลวเขาสูสวน
แยกมวลของไอออน 

 
1.9 electrospray ionization (ESI) เปนเทคนิคท่ีใชในการวิเคราะหสารชีวโมเลกุล เชน 

polymer โปรตีน และ oligonucleotide ซ่ึงมีมวลโมเลกุล 100,000 ดาลตัน หรือมากกวา หลักการ  
คือ อัดสารตัวอยางเขาไปในหลอดรูเล็กท่ีทําจากเหล็กกลาไรสนิม แลวฉีดเขาไปในสนามไฟฟา 
สารละลายจะถูกเปล่ียนเปนหยดของเหลวที่มีขนาดเล็ก แลวถูกระเหยเอาตัวทําละลายออก จะมี
ขนาดเล็กลงมีความหนาแนนของประจุท่ีผิวของหยดของเหลวเพิ่มขึน้ และมีการผลักประจุ หยด
ของเหลวจึงแตกออกไดไอออนโมเลกุลท่ีมีประจุและให peak แตกหกันอย 

 
1.10 plasma desorption (PD) หลักการคือ ติดต้ัง Cf-252 อยูระหวางสารตัวอยาง และ 

fission fragment detector เม่ือเกิดปฏิกิริยา fission จะไดสวนยอย 2 สวน โดยสวนหนึ่งวิ่งไปชนสาร
ตัวอยาง อีกสวนวิ่งไปท่ีตวัวดัสัญญาณ และเกดิการผลักไอออน และโฟตอน ออกจากสารตัวอยาง 
และตรวจวดัโดยใหขอมูลเปนพลัสอิเล็กทรอนิกสเทียบกับเวลาท่ีไอออนมากระทบตัววดัสัญญาณ 
  

จากขอมูลขางตนกระบวนการไอออไนซสามารถสรุปไดดังในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2  แสดงสรุปกระบวนการไอออไนซ 
 

Ionization method Type 
Analytical 

Sample 
Introduction 

Mass 
Range 

Method 
Highlights 

Electron Impact 
(EI) 

Relatively small 
volatile   

GC or liquid/   
 solid probe 

to 1,000 Da Hard method versatile  
provides structure 
info 

Chemical Ionization 
(CI) 

Relatively small 
volatile 

GC or liquid/ 
solid probe    

to 1,000 Da Soft method 
molecular 
ion peak 

Electrospray (ESI) Peptides 
Proteins  
Nonvolutile 

Liquid 
Chromatography 
or syringe 

to 200 kDa   Soft method ion often  
multiply charged 

Fast Atom 
Bombardment 
(FAB)   

Carbohydrates 
Organometallics 
Peptides 
Nonvolatile 

Sample mixed in 
viscous matrix 

to 6,000 Da Soft method but 
harder than ESI or 
MALDI 

Matrix Assisted 
Laser Desorption 
(MALDI)  

Peptides 
Proteins 
Nucleotide
  

Sample mixed in 
solid matrix      
mass  

to 500 kDa   Soft method very 
high 

ท่ีมา: นิพนธ และ คณิตา (2550) 
                      

อีกสวนท่ีสําคัญคือ สวนแยกมวลของไอออน (mass analyzer) โดยอาศัยอัตราสวนของ 
มวลตอประจุ จากการใชสนามแมเหล็กหรือสนามไฟฟา สวนวิเคราะหแยกมวลมีหลายชนิดไดแก 
 

1.1 magnetic analyzer คือ เม่ือไอออนซ่ึงมีมวล m และมีประจุ z เคล่ือนท่ีออกจาก 
แหลงกําเนิดไอออนผาน ion source slit จะเคล่ือนท่ีเปนแนวตรง และเขาไปในสวนบริเวณโคงท่ี
ขนาบดวยข้ัวแมเหล็กท่ีใหสนามแมเหล็กออกมา เพื่อทําหนาท่ีกระจายไอออนท่ีมี m/z ตางกันใหวิ่ง
เปนแนวโคงท่ีมีรัศมีตางกัน โดยไอออนทีมี่มวลมากจะเบี่ยงเบนนอย และไอออนท่ีมีมวลนอยจะ
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เบ่ียงเบนมาก ซ่ึงไอออนจะถูกโฟกัสตกลงท่ีจุดเดยีวกันและจะตรงผาน collector slit เขาสูตัว
ตรวจวดัสัญญาณและคาท่ีออกมาเปน mass spectrum ท่ี port ระหวางอัตราสวน m/z และความอุดม
ของไอออน  

 
1.2 electrostatic analyzer ไอออนเคล่ือนท่ีออกจากแหลงกําเนิดดวยพลังงานจลนท่ีตางกัน 

และเม่ือผานเขาไปในบริเวณสวนโคงท่ีประกอบดวยแผนโคงท่ีขนานกันสองแผน ซ่ึงมีความตาง
ศักย โดยแผนโคงแผนหนึ่งทําหนาท่ีเปนข้ัวบวก อีกแผนทําหนาท่ีเปนข้ัวลบ ไอออนท่ีมีพลังงาน
จลนสูงจะเบ่ียงเบนเพียงเล็กนอยจนชนกับข้ัวบวกและจะวิ่งชาลง สวนไอออนท่ีมีพลังงานจลนต่ํา
จะเบ่ียงเบนชนกับข้ัวลบและวิ่งชาลง รัศมีความโคงของไอออนจะข้ึนอยูกับความตางศักยเรง
ไอออนและความตางศักยของสนามไฟฟาโดยไมข้ึนอยูกับอัตราสวน m/z 

 
1.3 double-focusing (sector) analzer ประกอบดวย electrostatic analyzer และ magnetic 

analyzer ซ่ึงจะมีการโฟกัสไอออน 2 คร้ัง โดยท่ี electrostatic analyzer จะทําหนาท่ีโฟกัสดานเร็ว 
สวน magnetic analyzer จะทําหนาท่ีโฟกัสดานทิศทาง ไอออนท่ีถูกเรงดวยศักยและผานสนาม 
ไฟฟาท่ีมีศักยไฟฟาจะมีรัศมีความโคงเดยีวกัน และวิ่งไปในแนวเดียวกันโดยไมข้ึนอยูกับ m/z ของ
ไอออน เม่ือสนามไฟฟา E คงท่ีไอออนจะถูกโฟกัสใหเคล่ือนท่ีไปตามคาพลังงานจลน และจะวิ่งเขา
ไปในสนามแมเหล็ก เพื่อแยกมวลท่ีตางกนั ซ่ึงข้ึนกับการจัดเรียงตัวของ analyzer  

 
1.4 time-of-flight (TOF) เปนการแยกมวลโดยการวัดเวลาท่ีไอออนเคล่ือนท่ีจากแหลง 

กําเนิดไอออนไปยังตัววดัสัญญาณ โดยไอออนตาง ๆ จะเคล่ือนท่ีเปนแนวเสนตรงดวยความเร็วคงท่ี
ตามลําดับของมวลที่เพิ่มข้ึนจนมาถึงตัววัดสัญญาณ เพราะวาไอออนตาง ๆ มีพลังงานจลนเทากัน 
ดังนั้นความเร็วจึงข้ึนอยูกับมวล ไอออนท่ีมีมวลต่ําจะมาถึงท่ีตัววัดสัญญาณกอนไอออนท่ีมีมวลสูง
กวาและเกดิการแยกมวลตาม m/z  

 
1.5 quadrupole mass analyzer โดยการใหความตางศักยท้ังแบบกระแสตรงและกระแส 

สลับพรอม ๆ กันไปยังแทงโลหะกลมท้ังส่ีแทงท่ีประกอบอยู ทําใหเกิดสนามไฟฟาแมเหล็กท่ีไปทํา
ใหไอออนเกิดการส่ัน ทําใหลําไอออนผานศูนยกลางของแทงโลหะออกสูตัววดัสัญญาณ ไอออนท่ี
เหมาะสมจะมีการส่ันพอดีกบัสนามแมเหล็ก และผานเขาสูตัววัดสัญญาณ สวนไอออนท่ีมีการส่ัน
ไมตรงกับสนามไฟฟาแมเหล็กท่ีใหจะถูกกรองออก 
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1.6 ion trap analyzer เปนการแยกมวลของไอออนอีกแบบหนึ่งของ quadrupole ไอออน
จากแหลงกําเนิดไอออนเขาไปในตัวไอออนกักเก็บ ซ่ึงเก็บไวในสนาม quadrupole ซ่ึงเกิดจากการ
ใหความตางศักยจากความถ่ีคล่ืนวิทยุ แนววิถีของไอออนจะขึ้นอยูกับคาศักยไฟฟาและคา m/z ของ
ไอออน เม่ือเพ่ิมคาความตางศักยอยางรวดเร็วจะทําใหไอออนท่ีถูกกักเก็บไมเสถียรจงึออกจากสนาม
อยางรวดเร็ว 

 
1.7 fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) โดยอาศัยการกระตุนจากพลัส

ของความถ่ีวิทยุ ใหไอออนเขาไปอยูในสนามแมเหล็ก ไอออนท่ีถูกกระตุนจะเคล่ือนท่ีเปนแนว
วงกลม และพลัสของความถ่ีวิทยหุนึ่ง จะกระตุนไอออนท่ีมีคาเฉพาะ m/z หนึ่งคาดวย (แมน, 2539; 
นิพนธ และคณิตา, 2547; สมเดช, 2547; เย็นหทัย, 2549) 
 
ลําดับของกรดอะมิโนใน polypeptide และโปรตีน 

 
 Polymer ประกอบไปดวยกรดอะมิโน 2, 3 หรือมากกวา 10 หนวยข้ึนไป ซ่ึงจะเรียกวา 
dipeptide, tripeptide, oligomer หรือ polypeptide สวนโปรตีนจะประกอบไปดวย polypeptide 1 
โมเลกุล หรือมากกวานั้น polypeptide เปน polymer เสนตรง โดยท่ีปลายขางหนึ่งเปน amino acid 
residue ท่ีมีหมู –NH3  เหลืออยู สวนปลายอีกดานจะมี amino acid residue ท่ีมีหมู –CO2 เหลืออยู ท้ัง
สองหมูนี้จะเรียกวา N-terminal และ C-terminal ตามลําดับ การหาลําดับกรดอะมิโนใน polypeptide 
และโปรตีน จาํเปนจะตองหาน้ําหนกัของโมเลกุลดวย ซ่ึงมีหลายวิธี เชน วิธีทางเคมี light scattering, 
X-ray diffraction, ultracentrifugation, osmotic pressure เปนตน เม่ือทราบนํ้าหนกัแลว จึงทําการหา
ลําดับกรดอะมิโนท่ีมีอยูใน polypeptide หรือโปรตีนนั้น ๆ โดยจะตรวจสอบโครงสราง covalent 
structure หรือ primary structure (พันธะ amide) ถาเปน tripeptide ท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน
ตางกัน 3 ชนิด จะมีลําดับกรดอะมิโนท่ีเปนไปได 6 แบบ แตถาเปน tetrapeptide จะมีถึง 24 แบบ  

 
การหาลําดับของกรดอะมิโนใน peptide หรือโปรตีน จึงมีความสําคัญอยางมากตอ

การศึกษาความสัมพันธระหวางโครงสรางและหนาท่ีของโปรตีน การศึกษาลําดับกรดอะมิโนมี
หลักการท่ัว ๆ ไป คือ ทางปลายอะมิโนของโปรตีนหรือ peptide จะถูกติดฉลากดวยสารบางชนิด 
หลังจากนัน้พนัธะ peptide ท่ีนอกสุดจะถูกตัดทีละพันธะ กรดอะมิโนท่ีติดฉลากอยูกับสารจะถูก
ตรวจวดัโดยเทคนิค chromatrogrphy ทําใหทราบลําดับของกรดอะมิโนจากทางดานปลายอะมิโน 
ทีละลําดับกรดอะมิโน 
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Frederick Sanger เปนนกัวิทยาศาสตรคนแรกท่ีพบปฏิกิริยาท่ีปลายอะมิโน โดยพบวา 
fluorodinitrobenzene สามารถเกิดพันธะ covalent กับหมูอะมิโนท่ีปลายอะมิโนของ peptide หรือ
โปรตีน ตอมามีการใช dansyl chloride แทนโดยสารจะทําปฏิกิริยากับทางปลายอะมิโนของโปรตีน 
หรือ peptide ตอมา Pehr Victor Edmen ไดพัฒนาวิธีการติดฉลากกรดอะมิโนทางปลายอะมิโนของ
โปรตีน หรือ peptide และมีการตัดพันธะ peptide ทีละพันธะ ท่ีเรียกวา “Edmen degradation” 
(สมปอง, 2550) 
 

วิธีการหาลําดบัของกรดอะมิโนท่ีใชกับสารตานจุลินทรียมี 2 วิธี  
 
1.  การวิเคราะหกรดอะมิโนท่ีปลายท้ัง 2 ขาง มี 2 วิธี คือ 
 
     1.1 วิธีของ Sanger (Sanger method) โดยใช 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (DNFB) มาทํา

ปฏิกิริยากับ polypeptide ในสารละลายที่เปบเบสจะเกดิปฏิกิริยา nucleophilic aromatic substitution 
เกิดข้ึนกับปลายของ polypeptide ในดานท่ีเปน N-terminal residue โดยหมู 2,4-dinitrophenyl จะไป
เกาะอยูท่ีอะตอมไนโตรเจน หลังจากท่ีทําการแยกกรดอะมิโน จะสามารถตรวจสอบวาท่ีปลายเปน
กรดอะมิโนประเภทไหน  

 
      1.2 วิธีของ Edmen degradation วิธีนี้จะเอาปลาย N-terminal ออกเทานั้น โดยท้ิงสวนท่ี

เหลือไว และ label หมูอะมิโนของ N-terminal ดวย phenyl isothiocyanate และเติมกรดลงไป 
เพื่อให N-terminal เกิดการจัดเรียงตัวใหมไดสารประกอบ phenylthiohydation เปนผลิตภัณฑ และ
นําไปทดสอบ โดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน phenylthiohydation ท่ีเตรียมไดจากกรดอะมิโน
ตาง ๆ สวน polypeptide ท่ีเหลือจากการทํา Edmen degradation ในครั้งแรก จะนําไปยอยสลายตัว
คร้ังตอ ๆ ไปไดอีก และสามารถทําไดอยางอัตโนมัติโดยเคร่ืองท่ีเรียกวา sequenator วิธีนี้กรดอะมิ
โนจะถูกพิสูจนทราบเปนลําดับตามท่ีถูกเอาออกมาจาก polypeptide ซ่ึงสามารถใชกับ polypeptide 
ท่ีประกอบดวยกรดอะมิโนมากถึง 60 หนวย สําหรับ C-terminal สามารถพิสูจนโดยใชเอนไซม 
carboxypeptidase โดยจะยอยพันธะ amine ของ amino acid residue ท่ีมี –COOH อิสระอยูเทานั้น 
และเกดิกรดอะมิโนอิสระ แตเอนไซมนี้จะ hydrolyze ไปอยางตอเนื่อง จึงตองติดตามกรดอะมิโนท่ี
หลุดออกมาเปนฟงกชันของเวลา 
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2.  การ hydrolysis บางสวน วิธีนี้จะใชกรด หรือเอนไซม เชน trypsin, chymotrypsin ชวย
ยอยโมเลกุลของ polypeptide หรือโปรตีนกอน หลังจากนั้นจึงทําการวเิคราะหตอโดยใชวิธีของ 
Sanger หรือ Edmen และการยอยดวยเอนไซม carboxypeptidase ตอไป หลังจากท่ีเราไดขอมูลของ
สวนยอย ๆ จึงนํามาตอเปนโมเลกุลใหญ ๆ เพื่อใหไดโครงสรางของ polypeptide ขอดีของวิธีนี้ คือ 
ชวยแกปญหากรณีปลายดาน N-terminal ถูก block   
 
 ประโยชนของการหาลําดับกรดอะมิโน 
 

1.  ใชเปรียบเทียบกับลําดับของกรดอะมิโนลําดับอ่ืน ๆ ท่ีมีอยู 
2.  การเปรียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนชนิดเดียวกนัในตางสายพันธุ จะใหขอมูล

เกี่ยวกับสายววิัฒนาการ 
3.  ลําดับกรดอะมิโนสามารถคนหาการมีอยูของ internal repeats 
4.  ลําดับกรดอะมิโนจะเปนตัวควบคุมและบอกการทํางานทุกอยางของโปรตีน 
5.  ขอมูลของลําดับกรดอะมิโนจะใชในการเตรียม antibody จําเพาะสําหรับโปรตีน 
6.  การทราบขอมูลของลําดับกรดอะมิโนทําหสามารถสราง DNA probe ของโปรตีนชนิด

นั้น 
 
การศึกษาลําดบักรดอะมิโนดวยเทคนิค mass spectrophotometry เปนเคร่ืองมือท่ีสามารถ

ใชวัดหานํ้าหนักโมเลกุลตอประจุของไอออน และยังใหขอมูลของลักษณะของโครงสรางของ
โปรตีนไดโดยอาศัย tandem mass spectrometer ซ่ึงทําไดโดยการทําใหโมเลกุลโปรตีนถูกตัดเปน
เสนเล็ก ๆ ภายในเคร่ืองวดัแลวตรวจวัดน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนสายส้ัน ๆ ท่ีได นํามา
เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน โดยเทคนิคนี้ยังสามารถนําไปประยกุตใชอีกหลาย ๆ งาน เชน  
งานดานเทคโนโลยี ชีวภาพ ดานเภสัชกรรม ดานการวินจิฉัยโรค ดานสภาพภูมิศาสตร เปนตน 
(สมปอง, 2550) 
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อุปกรณและวิธีการ 

อุปกรณ 

 
1.  เช้ือแบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง 
     1.1 เช้ือแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 
     1.2 เช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคในสัตวน้ํา ไดแก Streptococcus agalactiae ABRCS 01 และ 

Aeromonas hydrophila ABRCA 01 
     1.3 เช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย ไดแก Staphylococcus aureus 

ATCC 12600, Escherichia coli JM 109 และ Listeria innocua ATCC 33090  
     1.4 เช้ือแบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน ๆ ไดแก Micrococcus luteus IFO 12708,         

Bacillus circulans JCM 2504 และ Bacillus coagulans JCM 2257    
   

2.  อาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชในการทดลอง 
 2.1 Nutrient agar (NA) และ nutrient broth (NB) ; Himedia 

  2.2 Tryptic soy broth (TSB) และ tryptic soy agar (TSA) ; Himedia 
 2.3 Brain heart infusion broth (BHIB) และ brain heart infusion agar (BHIA) ; 

Himedia 
 
 3.  อุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการแบคทีเรีย 

 3.1 เคร่ืองปนเหวีย่งแยกสาร ; Kubota 5800, Kubota  
 3.2 เคร่ือง Spectrophotometer ; Biomate 3, Thermo Scientific 
 3.3 หมอนึ่งฆาเช้ือ ; Hirayama HA-300 M, Pegasus Scientific Inc. 
 3.4 ตูควบคุมอุณหภูมิ ; Vision; VS-8480 SFN, Integra Medsciences. Pvt. LTD 
 3.5 ตูบมเช้ือ ; Memmert  
 3.6 เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง ; Mettler PJ 400, Mettler-Toledo, Heightstown 
 3.7 เคร่ืองแกวท่ีจําเปน เชน หลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร แทงแกวรูปตัวแอล 
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 4. สารเคมีสําหรับการ purification สารตานจุลินทรีย  
         4.1 amberlite XAD-16 ; Sigma  
   4.2 2-propanol ; Sigma 
      4.3 acetonitrile ; Fisher 
     4.4 trifluoroacetic acid (TFA) ; Merck 
         4.5 เคร่ือง high performance liquid chromatography ; Variance Prostar 800 

    4.6 เคร่ือง mass spectrophotometer ; Bruker Daltonics, Billerica 
 
5.  เอนไซม 
     5.1 เอนไซมโปรติเนส เค (proteinase K) ; Sigma 
     5.2 เอนไซมโปรติเอส (protease) ; Sigma 

  5.3 เอนไซมทริปซิน (trypsin) ; Sigma 
  5.4 เอนไซมไลเปส (lipase) ; Sigma 
  5.5 เอนไซมอะไมเลส (amylase) ; Sigma 
  5.6 เอนไซมอัลฟา-ไคโมทริปซิน (α-chymotrypsin) ; Sigma 

 
6.  อุปกรณและสารเคมีเกี่ยวกับการวิเคราะหหาลําดับ nucleotide  

           6.1 QIA quick PCR purification kit ; Qiagen 

     6.2 Mag extractor plasmid kit ; Promega 

     6.3 Taq DNA polymerase ; Promega  
     6.4 p-Gem-T ; Promega  
 
7.  อุปกรณและสารเคมีเกี่ยวกับการวิเคราะห two dimensional gel electrophoresis 

      7.1 2 D clean-up kit ; Amersham Biosciences 
                   7.2 immobiline™ DryStrip, pH 3-10 (7 เซนติเมตร) ; Amersham Biosciences 

     7.3 IPG Buffer, pH 3-10 ; Amersham Biosciences 
     7.4 immobiline dry strip cover fluid ; Amersham Biosciences  
     7.5 Bradford solution ; Bio-Rad 
     7.6 dithiothreitol (DTT) ; Sigma 
     7.7 bromophenol blue ; Sigma 
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     7.8 acrylamide ; Bio-Rad 
     7.9 N,N'-methylenebisacrylamide ; Bio-Rad 
     7.10 sodium dodecyl sulfate ; Bio-Rad 
     7.11 NNN'N'-Tetrametyletylenediamine (TEMED) ; Bio-Rad 

                   7.12 ammonium persulfate (APS) ; Bio-Rad 
                   7.13 Glycine ; Bio-Rad 
                   7.14 Tris ; Bio-Rad 
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วิธีการทดลอง 
 
1.  การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 โดยการศึกษาลําดับเบสในบางสวน    

ของ 16 S rDNA โดยดดัแปลงจากวิธีการของ Marmur (1961) ; Kawasaki et al. (1993) และ 

Yamada et al. (2000) 
 
นําแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 ท่ีไดจากงานวิจยัเร่ืองการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ

แบคทีเรียท่ีแยกไดจากบอเล้ียงปลาในการยับยั้งเช้ือ Streptococcus agalactiae ท่ีกอโรคในปลานิล 
(O. niloticus) (สุปราณ,ี 2550; สุปราณี และ คณะ, 2550) มาเล้ียงในอาหาร TSA เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการแยก DNA ออกจากเซลล โดยเข่ียโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus 
สายพันธุ B-1 มาทําละลายในสารละลาย TE บัฟเฟอร ปริมาตร 360 ไมโครลิตร แลวเติม lysozyme 
ลงไปเล็กนอย หลังจากนัน้นาํไปบมท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนัน้เติม 10% 
SDS 40 ไมโครลิตร และนําไปบมท่ี 55 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เม่ือครบเวลานําไปเติม phenol: 
chloroform: isoamylalcohol (อัตราสวน 25: 24: 1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลว
นําไปปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 13,000 rpm นาน 15 นาที และนําสารละลายท่ีไดไปเติม 
chloroform: isoamylalcohol (อัตราสวน 24: 1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีก
คร้ังท่ีความเร็วรอบ 13,000 rpm นาน 15 นาที หลังจากนัน้เติม 3 M sodium acetate ปริมาตร 1/10 
เทาของปริมาตรสารในหลอด และเติม ethanol เย็นลงไปประมาณ 2 เทาของปริมาตรสารในหลอด 
นํา DNA ท่ีไดไปทําใหแหง แลวนําไปละลายในนํ้ากล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 100ไมโครลิตร ตามวิธี
ของ Marmur (1961) และทําใหช้ินสวน DNA เปาหมายที่ไดใหบริสุทธ์ิข้ึนโดยใชชุดสําเร็จรูป QIA 
quick จากนั้นทําการเพ่ิมจํานวนช้ินสวน DNA เปาหมาย โดยใชปฏิกริิยา Polymerase Chain 
Reaction (PCR) โดยใชเคร่ืองควบคุมแบบอัตโนมัติและใช primer 1 คู คือ  20 F forward primer  
(5’ GAG TTT GAT CCT GC TCA G 3’) และ 1500 R reward prime (5’ GTT ACC TTG TTA 
CGA CTT 3’) โดยกําหนดโปรแกรมของเครื่องควบคุมการเพ่ิมจํานวนช้ิน DNA แบบอัตโนมัติ คือ 
(1) การทําใหสาย DNA แยกเปน DNA สายเดีย่วท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที 
จํานวน 1 รอบ (2) ปฏิกิริยาตอเนื่องท่ีเรียงตามลําดับดังตอไปนี ้จํานวน 25 รอบ ไดแก การแยกสาย 
DNA ใหเปน DNA สายเดี่ยว (denaturation) ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที การเขา
จับกันของ DNA primer กับ DNA เปาหมาย (primer annealing) ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 นาที และการตอขยายเสน DNA primer (primer extension) ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที (3) อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบ และทําการตรวจ 
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สอบผลิตภัณฑ PCR ท่ีไดโดยใช agarose gel electrophoresis จากนั้นวเิคราะหลําดับเบสของ PCR 
product ท่ีได (1,500 base pairs) โดยใชเคร่ือง DNA Engine Dyad® Thermal Cycler (Bio-Rad 
Laboratories) ตามวิธีของ  Kawasaki et al. (1993); Yamada et al. (2000) และทําการเปรียบเทียบ
กับฐานขอมูล โดยใชฐานขอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI), 
National Institutes of Health ประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อจัดจําแนกชนดิของ Bacillus สายพันธุ B-1 
ท่ีนํามาศึกษา  
 

2.  การทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 ในการสรางสารตานจุลินทรีย 
   

การศึกษาความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียทดสอบชนิดตาง ๆ ของเช้ือ Bacillus  
สายพันธุ B-1 ท่ีคัดแยกได โดยใชสายพันธุแบคทีเรียทดสอบ 3 กลุม ไดแก 
 

1.  กลุมเช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคในสัตวน้ํา ไดแก S. agalactiae ABRCS 01 และ  
A. hydrophila ABRCA 01  

 
2.  กลุมเช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย ไดแก S. aureus ATCC 12600, 

E. coli JM 109 และ L. innocua ATCC 33090  
 

3.  กลุมเช้ือแบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน ๆ ไดแก M. luteus IFO 12708, B. circulans JCM 
2504 และ B. coagulans JCM 2257 โดยใชวิธีการตาง ๆ ดังนี ้
  

2.1 วิธี direct method (Schillinger and Lucke, 1989) โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย ทดสอบทั้ง 8 
ชนิด ในอาหาร TSB ใหอยูชวงระยะ log (log phase) ซ่ึงมีเซลลประมาณ 107

 เซลลตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ TSB+วุน 0.75% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเทลง
บนหนาอาหารเล้ียงเช้ือ TSA โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 บนอาหาร TSA และ
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเช้ือแบคทีเรีย Bacillus สาย
พันธุ B-1 spot ลงไปบนอาหาร TSA ท่ีเตรียมไว แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิซ่ึงเหมาะสมสําหรับการ
เจริญของแบคทีเรียทดสอบแตละชนิด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจดูบริเวณสวนใสรอบ ๆ  บริเวณท่ี
จุดเช้ือ Bacillus สายพันธุ B-1 ลงไปซ่ึงหากสังเกตเห็นสวนใสแสดงใหเห็นวา Bacillus สายพันธุ B-
1 มีการสรางสารออกมายับยัง้การเจริญของเช้ือแบคทีเรียทดสอบได  
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2.2 วิธี agar well diffusion (Mayr-Harting et al., 1972; Cintas et al., 1995) โดยทําการเล้ียง
เช้ือ Bacillus สายพันธุ B-1 ในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB  ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4-5 วนั 
หลังจากนัน้นาํอาหารเล้ียงเชื้อมาแยกเซลลออกจากนํ้าเล้ียงเช้ือดวยเคร่ืองปนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 
14,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แยกเอาน้ําเล้ียงเช้ือสวนใส (supernatant) 
มาทําใหปลอดเช้ือ (sterile) โดยการกรองผานแผนเยื่อกรอง (membrane) ท่ีมีรูพรุนขนาด 0.22 
ไมโครเมตร น้ําเล้ียงเช้ือท่ีไดจะมีสภาวะเปนกลางและปลอดเชื้อ (cell-free neutralized supernatant 
หรือเรียกยอวา CFNS) จากข้ันตอนท่ีผานมาไปวัดคากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย (antimicrobial 
activity) กับแบคทีเรียทดสอบ โดยเตรียมเช้ือแบคทีเรียทดสอบใหอยูในชวงระยะ log (log phase) 
ซ่ึงมีเซลลประมาณ 107

 เซลลตอมิลลิลิตร ในอาหาร TSB และนําแบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB+วุน 0.75% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเทลงบนหนา
อาหารเล้ียงเช้ือ TSA แลวเจาะหลุมดวย cork borer แลวดดู CFNS มาทําการเจือจางกบัน้ํากล่ัน
ปลอดเช้ือ คร้ังละ 2 เทา ใน microtiter plate และเรียกวิธีการดังกลาววา “critical dilution assay” 
และนําตัวอยางท่ีไดมาหยดลงในหลุมท่ีเตรียมไว หลุมละ 50 ไมโครลิตร เกบ็ท่ีอุณหภมิู 4  
องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง ทําการตรวจ
ผลโดยสังเกตจากการเกิดบริเวณสวนใสท่ีความเจือจางตาง ๆ และใชสวนกลับของคาความเจือจาง
สูงสุดของ CFNS ซ่ึงยังสามารถสังเกตเห็นบริเวณใสที่เกดิจากการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบไปคูณดวย 1,000 แลวหารดวยปรมิาตรของ CFNS ท่ีหยดลงไป คือ 50 ไมโครลิตร ซ่ึงคา
แฟกเตอรท่ีไดเทากับ 20 ดังเชนในภาพท่ี 2 และคากิจกรรมท่ีไดออกมาเปนหนวยยูนิตตอมิลลิลิตร 
(AU ml-1) เปนการแสดงใหเห็นวาใน CFNS มีสารตานจุลินทรียอยูจริง  
 

 
 
ภาพท่ี 2  แสดงการศึกษากิจกรรมของสารตานจุลินทรียใน CFNS ดวยวิธี critical dilution assay 
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3.  การศึกษาคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก Bacillus สายพันธุ B-1  
 
3.1 การทนตอเอนไซมตาง ๆ โดยนํา CFNS มาทดสอบกับเอนไซมชนิดตาง ๆ ไดแก  

α-chymotrypsin, proteinase K, lipase, amylase, protease และ trypsin ท่ีความเขมขนสุดทายของ
เอนไซมเทากบั 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
ภายใตสภาวะ pH ท่ีเหมาะสมของเอนไซมแตละชนดิ หลังจากครบเวลาที่กําหนด ทําการหยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมโดยการนําไปตมในน้ําเดือด เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นนําไปวัดคากจิกรรม
ของสารตานจุลินทรียท่ีเหลืออยูดวยวิธี critical dilution assay โดยใช L. innocua ATCC 33090 เปน
แบคทีเรียทดสอบ เนื่องจากเปนเช้ือท่ีมีความไวตอสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก Bacillus สายพันธุ 
B-1 สูงท่ีสุด โดยแบคทีเรียทดสอบดังกลาวจะถูกใชในการวัดคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียใน
ข้ันตอ ๆ ไป 

 
3.2 การทนความรอน โดยนํา CFNS มาใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในอาง

น้ําเดือดเปนเวลา 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 นาที และท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
โดยใชหมอนึง่ความดันไอ เม่ือครบเวลาทําใหเย็นลงอยางรวดเร็วดวยน้าํแข็ง หลังจากนั้นนําไปวัด
คากิจกรรมท่ีเหลืออยูของสารตานจุลินทรีย 
 
 3.3 การศึกษาความคงตัวของสารตานจุลินทรีย ภายใตสภาวะท่ีมี pH ตาง ๆ นํา CFNS มา
ปรับ pH ใหเปน 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 ดวยสารละลาย 5 M NaOH หรือ HCl 
แบงทําการทดลองในทุก pH ออกเปน 2 ชุด โดยนําชุดการทดลองแรกไปใหความรอนในน้ําเดือดท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที สวนชุดการทดลองท่ี 2 นําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําหลอดทดลองในแตละชุดมาวัดคากิจกรรมของสารยับยั้ง 
จุลินทรียท่ีเหลืออยู โดยกอนการทดสอบใหปรับ pH ของ CFNS ใหเปน 6.5 
 
 3.4 การศึกษาความคงตัวของสารตานจุลินทรีย ภายใตสภาวะท่ีมี NaCl เขมขนตาง ๆ โดย
ผสม NaCl ท่ีปราศจากเช้ือลงใน CFNS ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 3, 6, 9, 12 และ 15% (โดย
น้ําหนกัตอปริมาตร) นําหลอดทดลองไปเกบ็ไวท่ีอุณหภูมิ 4  และ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการวัดคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียท่ีเหลืออยู  
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4.  การทําสารตานจุลินทรียใหเปนสารบริสุทธ์ิ โดยดัดแปลงจากวิธีของ Pinchuk et al. (2001) ; 

Oscariz et al. (2006) และ Atsushi et al. (2008)  
 

4.1 แยกสารตานจุลินทรีย ออกจาก CFNS โดยใช  amberlite XAD-16 น้ําหนกั 20 กรัม ใส
ลงใน CFNS 1 ลิตร จากนั้นนําไปทําใหเกดิการกระจายตัวสมํ่าเสมอดวยเคร่ืองเขยาท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เม่ือครบกําหนดแยก amberlite XAD-16 ออกจาก CFNS แลวลาง
ดวยน้ํากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นลางดวย ethanol ความเขมขน 40% ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 
หลังจากนัน้เติม 2-propanol ความเขมขน 70% ลงไปปริมาตร 100 มิลลิลิตร  แลวนําไประเหย 
เพื่อใหแอลกอฮอลออกไปดวยเคร่ืองระเหยสารละลายแบบหมุนเหวีย่ง จนเหลือปริมาตรรวม
ประมาณ 5 มิลลิลิตร  

 
4.2 การทําใหเปนสารบริสุทธ์ิดวยเคร่ือง high performance liquid chromatography 

(HPLC) นําสารตานจุลินทรียท่ีไดจากข้ันตน ผานเขาไปใน BDS hypersil C18 reverse-phase column 
(thermo scientific) ท่ีผานการทําใหเกดิสภาวะสมดุลดวยสารละลาย acetonitrile ท่ีมี 0.1% TFA 
ผสมอยู และตอกับเคร่ือง HPLC ดวยอัตราความเร็วประมาณ 1 มิลลิลิตรตอนาที หลังจากนั้นแยก
สารตานจุลินทรียออกจาก column ดวยสารละลายผสมระหวาง acetronotrile ท่ีมี 0.1% TFA  และมี
การเปล่ียนแปลงความเขมขนของ acetronotrile อยางตอเนื่องจาก 15 ถึง 70% ภายในเวลา 30 นาที 
ดวยอัตราเร็ว 1 มิลลิลิตรตอนาที ทําการตรวจวดัโปรตีนท่ีถูกแยกออกมาจาก column ดวย 
photodiode array detector ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร และเก็บสารละลายท่ีถูกแยกออกมา เพื่อ
ตรวจวดัคากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย เพื่อเปรียบเทียบกับ chromatogram ท่ีบันทกึไดจากเคร่ือง 
HPLC และนําสารละลายในหลอดทดลองที่พบคากิจกรรมในแตละชวงเวลามาผาน column อีกคร้ัง
ตามวิธีการท่ีกลาวในขางตน 
 
5. ศึกษาคา isoelectric point ขององคประกอบของโปรตนีโดยใชเทคนิค two dimensional gel     
    electrophoresis (2 D PAGE) 
 

เตรียมสารตานจุลินทรียท่ีไดจากขอ 4  ดวย 2 D clean-up kit และวเิคราะหปริมาณโปรตีน
โดยวิธี Bradford (1976) เพื่อปรับใหปริมาณโปรตีนเทากบั 10-62 ไมโครกรัม เพื่อใชแยกตามคา pI 
(isoelectric point) บน immobiline dry strip ท่ีชวง pH 3-10 ใน rehydration buffer ชวง pH 3-10 
โดยต้ังคาเคร่ือง ettan IPGphor ให rehydration นาน 12 ช่ัวโมง ท่ี 20 องศาเซลเซียส ข้ันท่ี 1 ความ
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ตางศักย 250 โวลตตอช่ัวโมง นาน 30 นาที ข้ันท่ี 2 ความตางศักย 500โวลตตอช่ัวโมง นาน 30 นาที
และข้ันท่ี 3 ความตางศักย 7,500 โวลตตอช่ัวโมง นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที เม่ือครบข้ันตอน แช 
immobiline drystrip ใน equilibration buffer ท่ีมี dithiothreitol นาน 10 นาที และเปล่ียนมาแชใน 
equilibration buffer ท่ีมี iodoacetamide นาน 10 นาท ีนํา immobiline dry strip ไปแยกโปรตีนตาม
น้ําหนกัโมเลกลุบน SDS-PAGE (stacking gel 17.5% acrylamide) ใช marker เปนโปรตีนมาตรฐาน 
ใชกระแสไฟฟา 10 มิลลิแอมแปรและความตางศักย 300 โวลต นาน 15 นาทีและเปล่ียน เปน
กระแสไฟฟา 20 มิลลิแอมแปรและความตางศักย 300 โวลต นาน 1 ช่ัวโมง 30 นาที นําแผนเจลท่ีได
ยอมดวย coomassie brilliant blue R-250 นาน 12 ช่ัวโมง แลวลางเจลจนเหน็จุดโปรตีนชัดเจน 
 
6.  วิเคราะหหา mass spectrum และน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนโดยเทคนิค MALDI-TOF 
 

นําจุดโปรตีนของสารตานจุลินทรียท่ีถูกคัดเลือกไปวเิคราะหดวย MALDI-TOF (Bruker 
Daltonics, Billerica, USA) ท่ีหนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงชาติ อุทยานวิทยาศาสตรแหงชาติ จังหวัดปทุมธาน ี
 
7.  วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนคิ LC-MS/MS และเปรียบเทียบชนดิโปรตีนโดยใช

ฐานขอมูลโปรตีน 
 
นําแถบโปรตีนของสารตานจุลินทรียจาก 2 D PAGE ไปวิเคราะหดวยเคร่ือง LC-MS/MS 

(thermo electron corporation) ท่ีหนวยบรกิารชีวภาพ (Bioservice Units) ศูนยพันธุวศิวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ อุทยานวิทยาศาสตรแหงชาติ จังหวดัปทุมธานี ขอมูล mass 
spectrometry spectrum ของโปรตีนท่ีไดนาํไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโปรตีนใน MASCOT 

 
 
 
 
 
 

 



 
                                                                                                        
 

46

ผลและวิจารณการทดลอง 

 
1.  การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 โดยการศึกษาลําดับเบสบางสวนของ 

16 S rDNA 
 
 จากการศึกษาลําดับเบสในสวน 16 S rDNA ของ Bacillus สายพันธุ B-1 และนําไป
เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 16 S rDNA ของส่ิงมีชีวิตตาง  ๆ  ท่ีมีการศึกษาไวแลว ในฐานขอมูลของ 
national center for biotechnology information (NCBI), national institutes of health ประเทศ
สหรัฐอเมริกา พบวา Bacillus สายพันธุ B-1 มีลําดับเบสบนสวนของ 16 S rDNA เหมือน 
(homology) กับ B. subtilis ถึง 99% ดังแสดงในภาพท่ี 3 นอกจากนี้ความเหมือนของ     ลําดับ 
nucleotide ของยีน 16 S rDNA ระหวางแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 และ B. subtilis 
WD 23 มีความใกลชิดกนัมาก สามารถนํามาใชประเมินความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรีย
ได และคุณสมบัตินี้สามารถนํามาศึกษารูปแบบ phylogenetic treeได ดังแสดงในภาพท่ี 4 
  
Query  2     GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGC  61 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  14    GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGC  73 
 
Query  62    TTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGNAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA  121 
             |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  74    TTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTG-AGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGA  132 
 
Query  122   CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCA  181 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  133   CTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCA  192 
 
Query  182   AACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG  241 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  193   AACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG  252 
 
Query  242   GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC  301 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  253   GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC  312 
 
Query  302   ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA  361 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  313   ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA  372 
 
Query  362   TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGC  421 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  373   TGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGC  432 
 
Query  422   TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAAC  481 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  433   TCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAAC  492 
 
Query  482   CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG  541 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  493   CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG  552 
 

ภาพท่ี 3  การเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16 S rDNA ของ  Bacillus สายพันธุ B-1 และ B. subtilis 
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Query  542   TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC  601 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  553   TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC  612 
 
Query  602   CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG  661 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  613   CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG  672 
 
Query  662   GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG  721 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  673   GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG  732 
 
Query  722   ACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT  781 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  733   ACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT  792 
 
Query  782   ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA  841 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  793   ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTA  852 
 
Query  842   GTGCTGCAGCTAACGCAT-AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC  900 
             |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  853   GTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTC  912 
 
Query  901   ANAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC  960 
             | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  913   AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC  972 
 
Query  961   GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCG  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  973   GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCG  1032 
 
Query  1021  GGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1033  GGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA  1092 
 
Query  1081  AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAG  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1093  AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAG  1152 
 
Query  1141  GTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1153  GTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA  1212 
 
Query  1201  TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTT  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1213  TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTT  1272 
 
Query  1261  AAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1273  AAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAA  1332 
 
Query  1321  GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1333  GCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT  1392 
 
Query  1381  ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1393  ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT  1452 
 
Query  1441  AGGAGCCAGCCGCCTAATGTGGGACAGATGATTGGGGTGAGTC  1483 
             |||||||||||||| || |||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  1453  AGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC  1496 

 
ภาพท่ี 3  (ตอ)  
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ภาพท่ี  4  phylogenetic tree แสดงความสัมพันธระหวาง Bacillus สายพันธุ B-1 กับแบคทีเรียสกุล 

Bacillus สายพันธุตาง ๆ ท่ีไดมีการจดัจําแนกไวแลว  
 
 rRNA เปน RNA ท่ีมีการสรางมากท่ีสุดในเซลล มีโครงสรางเปนทุติยภมิูของ RNA ท่ีไม
แปลรหัส แตมีหนาท่ีสําคัญในการทํางานเพื่อสังเคราะหโปรตีน รวมกบัไรโบโซมอลโปรตีน ซ่ึง
เปนโปรตีนจําเพาะ ยีน 16 S rDNA ในแบคทีเรียแกรมบวกจะมีลําดับ nucleotide เปน UUUAA 
UUCG (Stackebrandt et al., 1991) การจัดจาํแนกสกุลของเช้ือแบคทีเรียมีหลายวิธีเหมอืน เชนใน
แบคทีเรียชนดิอ่ืน ๆ เชน อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา วิธีการทางชีวเคมี ซ่ึงวิธีการดังกลาวจะ
แปรผันกับโครงสรางทางเคมีของเซลลในเวลานั้น และยงัสามารถแปรผันตามสภาพแวดลอม จึงมี
การพัฒนาวิธีการจําแนกชนดิของแบคทีเรียข้ึน เชน การทํา DNA-DNA hybridization และการ
วิเคราะหลําดบัเบสของยนี 16 S rDNA เปนตน ซ่ึงเปนท่ีนิยมในปจจุบัน เนื่องจากไมแปรผันตอ
ส่ิงแวดลอม ยนี rDNA ถูกนํามาใชการศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิตเปนอยางมาก โดยยีน
เหลานี้จะเหมือนกันในส่ิงมีชีวิตท่ีมีววิัฒนาการใกลเคียงกัน โดยยีนกลุมนี้จะประกอบดวยยีน 3 ยีน 
ทํางานเปนระบบ operon ซ่ึงใน B. subtilis มี 10 operons จึงมีการใชประโยชนจากยีนนี้ โดยการ
สราง primer เพื่อเพ่ิมปริมาณของยีนโดยใชเทคนิค PCR และนําลําดับเบสท่ีได เปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล ซ่ึงสามารถชวยในการจัดจําแนกแบคทีเรียในระดับชนิดได นอกจากยีนสวนนี้ลําดับเบส
ในสวนของยนี 23 S และ 5 S rDNA ก็สามารถนํามาใชไดเชนเดียวกนั (ปราการ, 2547; Pernodet  
et al., 1989) 
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2.  การทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ B-1 ในการสรางสารตานจุลินทรีย 
 

จากผลการทดสอบความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ B-1 ในการยบัยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบชนิดตาง ๆ โดยใชวธีิ direct method พบวา B. subtilis สายพันธุ B-1 มีความสามารถในการ
สรางสารยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดหลายชนิด โดยสังเกตเห็นไดจากบริเวณโซนใสรอบ ๆ จุดท่ี
ปลูกเช้ือ (spot) ซ่ึงเจริญอยูบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีถูกเกลี่ยผิวหนาดวยแบคทีเรียทดสอบชนิด 
ตาง ๆ ดงัผลการทดลองท่ีแสดงในตารางท่ี 3 หลังจากนัน้นํา  B. subtilis สายพันธุ B-1 มาทดสอบ 
การสรางสารตานจุลินทรียในอาหารเล้ียงเชื้อเหลวดวยวธีิ agar well diffusion method ซ่ึงไดผลดัง
แสดงในตารางท่ี 4  
 
ตารางท่ี 3  การทดสอบความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ B-1 ในการสรางสารตานจุลินทรีย 
                  ทดสอบชนิดตาง ๆ โดยวิธี direct method 
 
แบคทีเรียทดสอบ  สภาวะการเล้ียงเช้ือ ผลการยับยั้ง 
1.  แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย 
S. aureus ATCC 12600  
E. coli JM 109   
L. innocua ATCC 33090    

 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 
TSA (37 องศาเซลเซียส
TSA (37 องศาเซลเซียส) 

 
+ve 
-ve 
+ve 

2.  แบคทีเรียกลุมท่ีทําใหเกดิโรคในสัตวน้ํา  
S. agalactiae ABRCS 01  
A. hydrophila ABRCA 01 

 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 

 
+ve 
+ve 

3.  แบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน ๆ  
M. luteus IFO 12708  
B. circulans JCM 2504  
B. coagulans JCM 2257  

 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 
TSA (37 องศาเซลเซียส) 

 
+ve 
+ve 
+ve 

หมายเหตุ +ve เกิดบริเวณโซนใส 
    -ve ไมเกดิบริเวณโซนใส 
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ตารางท่ี 4 คากิจกรรมของสารตานจุลินทรียใน CFNS ของ B. subtilis สายพันธุ B-1 ในการยับยั้ง
แบคทีเรียทดสอบชนิดตาง ๆ  

 
แบคทีเรียทดสอบ  คากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย (AU ml-1) a 
1.  แบคทีเรียกอโรคและทําใหอาหารเนาเสีย 
L. innocua ATCC 33090    
S. aureus ATCC 12600  

 
320 
20 

2.  แบคทีเรียกลุมท่ีทําใหเกดิโรคในสัตวน้ํา  
S. agalactiae ABRCS 01  
A. hydrophila ABRCA 01 

 
20 
20 

3.  แบคทีเรียทดสอบชนิดอ่ืน ๆ  
M. luteus IFO 12708  
B. circulans JCM 2504  
B. coagulans JCM 2257  

 
20 
40 
80 

a คากิจกรรมท่ีเหลืออยูของสารตานจุลินทรียซ่ึงตรวจวัดดวยวิธี critical dilution method และใช  
L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 

ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Zheng and Slavik (1999) ซ่ึงใชสารตาน 
จุลินทรียท่ีผลิตไดจาก B. subtilis ในการยบัยั้งการเจริญของ B. cereus ATCC 14893,  
S. aureus ATCC 6538, Salmonella typhimurium ATCC 14028, E. coli O157: H7 ATCC 43888, 
Yersinia enterocolitica ATCC 27729 และ L.  innocua ได เชนเดยีวกับรายงานของ Ouoba et al. 
(2006)  ซ่ึงพบวาสารตานจุลินทรียจาก B. subtilis ซ่ึงคัดแยกไดจากการหมัก African locust bean 
สามารถยับยั้งการเจริญของ M. luteus A1, B. cereus A4, B. cereus A10, E. coli A13, S. aureus 
A11 และ S. aureus A12 ได Bronwyn et al. (2006) พบวาสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก B. subtilis 168 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียสกุล Bacillus ไดหลายชนิด เชน B. subtilis, B. licheniformis,  
B. amyloliquefaciens และ B. atrophaeus Xie et al. (2009) ไดคัดแยกสาร bacteriocin จากแบคทีเรีย 
B. subtilis LFB 112 จากสัตวเล้ียงพบวาสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท้ังแกรมบวก และแกรมลบได
หลายชนิด ไดแก E. coli, S. pullorum, S. aureus, B. cereus และเช้ือรา เปนตน Li et al. (2009) ได
รายงานการศกึษาสารตานจลิุนทรียจากเช้ือ B. subtilis สายพันธุ B 29 พบวาสามารถยับยั้งการเจรญิ
ของเช้ือรา เชน F. oxyporum, F. moniliforme, R. hizoctonia solani และ S. sclerotiorum จากขอมูล
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ขางตนจะเห็นไดวาสารตานจุลินทรียท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสกุล Bacillus ซ่ึงสังเคราะหจากไรโบโซม
จะมีฤทธ์ิการยบัยั้งแคบและเปนพิษกับแบคทีเรียท่ีมีความสัมพันธใกลเคียงกัน (อรอนงค, 2550) 
 

3.  การศึกษาคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1  
 
     3.1 การทนตอเอนไซมชนิดตาง ๆ 
 

จากผลการทดลองนําสารตานจุลินทรียท่ีผลิตจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 ซ่ึงอยูใน CFNS
ไปยอยดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ พบวาใหผลดังในตารางท่ี 5 โดยเอนไซม protease, proteinase K 
และ trypsin สามารถลดคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียตอแบคทีเรียทดสอบลงเหลือ 25% สวน
เอนไซม α-chymotrypsin สามารถลดคากิจกรรมลงเหลือ 12% สวนเอนไซมท่ีไมสามารถยอยสาร
ตานจลินทรียได ซ่ึงไดแก เอนไซม amylase และ lipase ไมสามารถลดคากิจกรรมของสารตาน 
จุลินทรียใน CFNS ได เม่ือใช L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 
ตารางท่ี 5  ผลของเอนไซมชนิดตาง ๆ ตอกิจกรรมของสารตานจุลินทรียในน้ําเล้ียงเช้ือท่ีมีสภาวะ 

เปนกลางและปลอดเช้ือ (CFNS) ของ B. subtilis สายพันธุ B-1 
 

เอนไซม คากิจกรรมของสาร 
ตานจุลินทรีย (AU ml-1) a 

เปอรเซ็นตของคา 
กิจกรรมท่ีลดลง 

ชุดควบคุม (control) 320 100 
อัลฟา-ไคโมทริปซิน  
(α-chymotrypsin) 

40 12 

โปรติเอส (protease)  80 25 
โปรติเนส เค (proteinase K) 80 25 
ทริปซิน (trypsin) 80 25 
อะไมเลส (amylase) 320 0 
ไลเปส (lipase) 320 0 

a คากิจกรรมท่ีเหลืออยูของสารตานจุลินทรียซ่ึงตรวจวัดดวยวิธี critical dilution method และใช  

L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
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จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาสารตานจุลินทรียท่ีผลิตจาก B. subtilis สายพันธุ B-1  
ซ่ึงอยูใน CFNS ถูกยอยดวยเอนไซมชนิดตาง ๆ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับรายงานของ Oguntoyinbo  
et al. (2007) ซ่ึงศึกษาคุณลักษณะของสารตานจุลินทรีย ซ่ึงผลิตจาก B. subtilis ท่ีคัดแยกไดจาก
อาหาร okpehe และพบวาสารดังกลาวถูกยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีน เชนเดยีวกับการศึกษาของ 
Qi-qin et al. (2007) ท่ีพบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B 11 ถูกยอยดวย
เอนไซมยอยโปรตีน ซ่ึงจากคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียท่ีถูกยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีนทําให
สามารถยืนยันไดวาสารดังกลาวมีคุณสมบัติเปนโปรตีน โดยเอนไซม trypsin เปนเอนไซมประเภท 
serine proteinase มีความสามารถในการตดัสาย peptide บริเวณหมู คารบอกซิลของกรดอะมิโม 
lysine และ arginine residue เชนเดยีวกับเอนไซม α–chymotrypsin แตตางกันท่ีตําแหนงการตัด
บริเวณหมูคารบอกซิลของกรดอะมิโน tyrosine, tryptophan และ alanine เพราะกรดอะมิโนเหลานี้
มีโครงสรางเปน aromatic ring  ท่ีเหมาะตอการเขาจับบริเวณ “ hydrophobic pocket”  ของเอนไซม 
นอกจากนี้ยังตัดของ leucine, methionine และ glutamine residue เอนไซม proteinase K ท่ีใชในการ
ทดลอง เปนกลุมของ serine protease มีจุดตัดอยูท่ีหมูคารบอกซิลของกรดอะมิโนท่ีมีโครงสรางเปน 
aliphatic และกรดอะมิโนท่ีเปนพวก aromatic ซ่ึงถูก block ดวย alpha amino เอนไซม protease เปน
เอนไซมพวก proteinase ท่ีมีคุณสมบัติเปน proteolysis สามารถ hydrolysis พันธะ peptide  
 
  3.2 การทนตอความรอน 
 
 จากการทดลองนําสารตานจลิุนทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 ซ่ึงอยูใน CFNS 
ไปทดสอบความสามารถในการทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลาตาง ๆ และท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที พบวาไดผลดังแสดงในตารางท่ี 6 โดยคากิจกรรม
ของสารตานจุลินทรียใน CFNS ไมลดลงไปจากเดิมเม่ือผานการใหความรอนท่ีอุณหภูมิตาง ๆ คา
กิจกรรมของสารตานจุลินทรียคงเทาเดิมคือ 100% แตเม่ือใหความรอนสูงข้ึนท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จะไมพบคากจิกรรมของสารตานจุลินทรียเหลืออยู  
  
 จากผลการทดลองท่ีไดพบวาสอดคลองกับรายงานการศึกษาของ Pinchuk et al. (2001)  
ซ่ึงพบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis 3 สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส ไดนาน 60 นาที เชนเดียวกับ Korenblum et al. (2004) ซ่ึงไดรายงานวาสารตานจุลินทรียท่ี
ผลิตโดย B. subtilis LFE-1 สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 42, 65 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 60 
นาทีได แตไมสามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ตารางท่ี 6  ผลของการใหความรอนตอกิจกรรมของสารตานจุลินทรียในน้ําเล้ียงเช้ือท่ีมีสภาวะเปน 
กลางและปลอดเช้ือ (CFNS) ของ B. subtilis สายพันธุ B-1  
  

สภาวะการทดลอง คากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย (AU ml-1) a 
ชุดควบคุม 320 

5 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
10 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
15 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
20 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
30 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
40 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
50 นาที ท่ี 100 องศาเซลเซียส 320 
15 นาที ท่ี 121 องศาเซลเซียส 0 

a คากิจกรรมท่ีเหลือของสารตานจุลินทรียหลังจากผานการใหความรอนซ่ึงตรวจวดัดวยวิธี  
critical dilution method และใช L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 
 นอกจากนี้การวิจัยท่ีผานมายงัพบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจากแบคทีเรียสกุล Bacillus 
อีกหลายชนดิสามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิตาง ๆ ได เชน รายงานของ Cladera-Olivera et al. 
(2004) ซ่ึงศึกษาเกีย่วกับสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. licheniformis สายพันธุ P 40 และพบวา
สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 60, 80 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ได รงวมถึงรายงาน
การศึกษาขอสอดคลองกับ Risoen et al. (2004) ซ่ึงรายงานวาถึงการทนความรอนของสารตาน 
จุลินทรียท่ีสรางจาก B. cereus ทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 25, 50, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 
10 นาที ได ซ่ึงคุณสมบัติในการทนความรอนของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจากแบคทีเรียสกุล 
Bacillus นี้เปนความรอนในระดับท่ีใชในอุตสาหกรรมได 
 
3.3 การทนตอความเปนกรด-ดาง 

 
จากผลการทดลองพบวาเม่ือเก็บสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 

ภายใตสภาวะ pH ระหวาง 2.0–10.0 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง คากิจกรรม
ของสารตานจุลินทรียไมมีการเปล่ียนแปลง คือยังคงจะเหลืออยูสูงสุด (320 AU ml-1) แตเม่ือเก็บสาร
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ตานจุลินทรียไวในสภาวะท่ีมี pH ระหวาง 2-10 ท่ีอุณหภมิู 100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที คา
กิจกรรมของสารตานจุลินทรียจะเหลืออยูแตกตางกันไป โดยจะพบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก  
B. subtilis สายพันธุ B-1 ภายใตสภาวะ pH เทากับ 2.0 และ 3.0 มีคากจิกรรมของสารตาน 
จุลินทรียเหลือเทากับ 20 AU ml-1 และภายใตสภาวะ pH เทากับ 4.0, 5.0 และ 6.0 ซ่ึงมีคากิจกรรม
ของสารตานจุลินทรียเหลือเทากับ 80 AU ml-1  และคาความคงตัวของสารตานจุลินทรียจะลดลง
เทากับ 40  AU ml-1 เม่ือมีสภาวะ pH เทากับ 7.0  และ 8.0 ในขณะท่ีคากิจกรรมของสารตาน 
จุลินทรียจะสูญเสียหมดไปท่ีความเปน pH เทากับ 9.0 และ 10.0 ดังผลการทดลองท่ีไดแสดงใน
ตารางท่ี 7 

 
จากผลการวิจยัท่ีผานมาพบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจากแบคทีเรียสกุล Bacillus มี

ความสามารถในการทนตอ pH แตกตางกนั เชน การศกึษาของ Pinchuk et al. (2001) พบวาสาร
ตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis 3 ทน pH ไดดีในชวงระหวาง 3.0-10.0 โดยท่ีคากิจกรรมของ
สารตานจุลินทรียไมมีการเปล่ียนแปลงเม่ือเปรียบ เทียบกับชุดควบคุม แตจะลดลงเหลือประมาณ 
10% เม่ืออยูภายใตสภาวะท่ีมี pH เทากับ 11.0 Lee et al. (2001) ซ่ึงพบวาคากิจกรรมของสารตาน 
จุลินทรียจาก B. polyfermenticus จะคงท่ีเม่ืออยูในชวง pH ระหวาง 2.0-9.0 รายงานของ Risoen et 
al. (2004) พบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. cereus มีความสามารถทนตอ pH ในชวง 2.0-5.0 
โดยท่ีคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียไมลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และคากิจกรรมของ
สารตานจุลินทรียจะลดลงเมื่อ pH เปล่ียนเปน 7.0 เชนเดยีวกับรายงานของ Wu et al. (2005) ซ่ึง
พบวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis JM 4 สามารถทน pH ไดดี ในชวงระหวาง 2.0-8.0  
แตคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียจะลดลงเม่ือ pH เทากับ 10.0 Oguntoyinbo et al. (2007) ได
ทําการศึกษาสารตานจุลินทรียท่ีสรางโดย B. subtilis ซ่ึงคัดแยกไดจากอาหาร okpehe และพบวาคา
กิจกรรมของสารตานจุลินทรียในชวง pH ระหวาง 2.0-6.0 จะไมลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม และพบวาคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียจะลดลงเม่ือ pH เพิ่มข้ึนระหวาง 7.0-10.0   
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ตารางท่ี 7  การคงตัวของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 ภายใตสภาวะท่ีมี      
pH ตาง ๆ 

   
pH คากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย (AU ml-1) a 

     4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง     100 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 
2.0 320 20 
3.0 320 20 
4.0 320 80 
5.0 320 80 
6.0 320 80 
7.0 320 40 
8.0 320 40 
9.0 320 0 
10.0 320 0 

a คากิจกรรมท่ีเหลือของสารตานจุลินทรียท่ีเหลือซ่ึงตรวจวัดดวยวิธี critical dilution method และใช 
L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 
3.4 การทนตอ NaCl 
 

จากผลการทดลองท่ีแสดงในตารางท่ี 8 เม่ือเก็บรักษาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก  
B. subtilis สายพันธุ B-1 ท่ีอุณหภูมิต่ํา (4 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะท่ีมี 
NaCl ระหวาง 3-15% พบวาคากิจกรรมของสารตานจุลินทรียท่ีภายใตสภาวะท่ีมี NaCl เทากับ 3, 6, 
9, 12 และ 15% มีคาเทากับชุดควบคุม (320 AU ml-1) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาสารตาน 
จุลินทรียท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงพบวาคากจิกรรมของสารตานจุลินทรียจะ
ลดลงประมาณ 75% เม่ืออยูภายใตสภาวะที่มี NaCl เทากับ 3, 6, 9, 12 และ 15% โดยคากิจกรรมจะ
เหลือเทากับ 80 AU ml-1   

 
จากการทดลองเห็นไดวาสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 มี

ความสามารถในคงตัวภายใตสภาวะของ NaCl ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ ท้ังท่ีอุณหภูมิต่ํา และ
อุณหภูมิหอง ซ่ึงแสดงใหเหน็ถึงประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียท่ีสามารถนําไปประยุกตใชใน
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อุตสาหกรรมตาง ๆ เชน ในอุตสาหกรรมอาหารสัตวน้ํา การเพาะเล้ียงสัตวน้ํา หรืออุตสาหกรรม
อาหารอื่น ๆ เปนตน 
 
ตารางท่ี 8  การคงตัวของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจาก B. subtilis สายพันธุ B-1 ภายใตสภาวะของ  

  NaCl ท่ีระดับความเขมขนตาง ๆ  
 

NaCl (%: W/V)    คากิจกรรมของสารตานจุลินทรีย (AU ml-1) a 
4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง 

3 320 80 
6 320 80 
9 320 80 
12 320 80 
15 320 80 

a คากิจกรรมท่ีเหลือของสารตานจุลินทรียซ่ึงตรวจวดัดวยวิธี critical dilution method และใช  
L. innocua ATCC 33090 เปนแบคทีเรียทดสอบ 
 
4.  การทําสารตานจุลินทรียใหเปนสารบริสุทธ์ิโดยดัดแปลงจากวิธีของ Pinchuk et al. (2001) ; 

Oscariz et al. (2006) และ Atsushi et al. (2008) 
   

จากการทดลองเม่ือฉีดสารท่ีสกัดไดผานเขาไปใน column ท่ีตอกับเคร่ือง HPLC พบวามี 
fraction ท่ีสนใจประมาณ 6 fraction ออกมาท่ีเวลา ประมาณ 7.713, 11.481, 13.000, 15.000, 22.000 
และ 30.221 นาที (ภาพท่ี 5) จากนั้นนํา fraction ท่ีนาสนใจมาทําการทดสอบกับ L. innocua ATCC 
33090 พบวา fraction ท่ี 6 คือ ท่ีเวลาประมาณ 30.221 นาที มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือทดสอบ 
L. innocua ATCC 33090 ได ตามภาพท่ี 5 

 
จากการทดลองแยกสารตานจุลินทรีย โดยใชเทคนิค chromatrography พบวาสารในกลุม

ดังกลาวเปนสารประเภทมีข้ัวนอย เนื่องจากชวงเวลาท่ีออกมาอัตราสวนของ A (acetonitrile ผสม
กับ 0.1 % TFA) : B (น้ําผสม 0.1 % TFA) เทากับ 63:37 แสดงวาสารตานจุลินทรียสามารถละลาย
ใน acetonitrile ไดดีกวาในน้ํา และพบวาเม่ือนําสารตานจุลินทรีย B1-1 มาทําการผาน column อีก
คร้ังพบวาสารออกมาท่ีชวงเวลาประมาณ 22 นาที และคากิจกรรมของสารเพ่ิมข้ึนเปน 51,200  
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AU ml-1 จากเดิม 320 AU ml-1  ตามภาพท่ี 6 ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Stein et al. (2004) ใช
เทคนิค chromatrography แยกสารตานจุลินทรีย subtilosin ออกจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis โดย
ใชเคร่ือง HPLC ตอกับ column C18 reversed-phase และใช mobile phase เปน actetonitrile ผสมกับ 
TFA พบวาสารออกมาท่ีชวงเวลาประมาณ 20 และ 22 นาที 

 
ภาพท่ี 5  mass spectrum ของสารตานจุลินทรียท่ีผานการดูดซับสารดวย amberlite ท่ีไดจาก  

 B. subtilis B-1 และนํามาใชแยกโดยใชเทคนิค chromatrography 
 

 
ภาพท่ี 6 mass spectrum ของสารตานจุลินทรีย B1-1 และนํามาแยก refractionโดยใชเทคนิค 

chromatrography 
 

B1-1 

B1-1 
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เทคนิค HPLC เปนการวเิคราะหสารเชิงคุณภาพ และปริมาณ มีการนําไปใชวิเคราะหกลุม
สารตานจุลินทรีย โดยสามารถตรวจวิเคราะหไดแมมีสารอยูในปริมาณท่ีต่ํา ๆ ไดในระดับ
ไมโครกรัม ถึงพิโคกรัม ซ่ึงมีหลายการทดลองเก่ียวกับสารตานจุลินทรียท่ีนําเทคนิค HPLC มาใช
ในการเพิ่มความบริสุทธ์ิของสาร เชน Bechard et al. (1998) ใชเทคนิค HPLC เพื่อแยกสาร 
lipoprotein ท่ีผลิตโดย B. subtilis โดยใช column C18 reversed-phase และ mobile phase เปน 
acetonitrile 1% acetic acid และสารดังกลาวออกมาท่ีเวลาประมาณ 7.58 นาที Ahern et al. (2003) 
ใชเทคนิค HPLC เพื่อแยกสาร thuricin 439 จากเช้ือแบคทีเรีย B. thuringiensis สายพันธุ B 439 โดย
ใช column C18 reversed-phase โดยใช condition เปนแบบ gradient และ mobile phase เปน 
acetonitrile/น้ํา พบวาสารดังกลาวออกมาท่ีชวงเวลา 60 และ 65 นาที Das et al. (2008) และ 
Mukherjee et al. (2009) ใชเทคนิค HPLC และ high performance thin layer chromatography 
(HPTLC) ในการทําใหสารตานจุลินทรีย กลุม biosurfactants จากเช้ือ B. circulans บริสุทธ์ิข้ึน
ตามลําดับ  
 
5.  วิเคราะหหา mass spectrum และน้ําหนกัโมเลกุลของโปรตีนโดยเทคนิค MALDI-TOF 

 
จากผลการทดลองดังภาพท่ี 7 เม่ือนําสารตานจุลินทรียท่ีไดจากเคร่ือง HPLC มาผานเคร่ือง 

MALDI-TOF สําหรับวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลของสาร พบไอออนมวลตอประจุ (m/z) คือ 
3,398.050 ดาลตัน  

 
ภาพท่ี 7 mass spectrum จากเคร่ือง MALDI-TOF ของสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก B. subtilis สาย

พันธุ B-1  
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ผลการศึกษาคร้ังนี้สอดคลองกับ Stein et al. (2004) ไดศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสารตาน 
จุลินทรีย 2 ชนิด คือ subtilin ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633 และ subtilosin A จาก  
B. subtilis สายพันธุ 168 โดยเทคนิค mass spectrometry  แบบ MALDI-TOF พบวาสาร subtilin มี
น้ําหนกัโมเลกลุ 3,3319.4 และสาร subtilosin A มีน้ําหนกัโมเลกุล 3,419.4 ดาลตัน เชนเดียวกับใน
การทดลองของ Shelburne et al. (2007) ไดศึกษาน้ําหนักโมเลกุลของสารตานจุลินทรีย subtilosin 
A จาก B. subtilis ATCC 6633 โดยสารดังกลาวออกฤทธ์ิยับยั้งท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
โดยใชเทคนิค mass spectrometry วิธี MALDI-TOF พบวาสารดังกลาวมีน้ําหนักโมเลกุล 3,400.7 
ดาลตัน ซ่ึงเม่ือเทียบกับสารตานจุลินทรียท่ีผลิตโดย B. subtilis สายพันธุ B-1 จากการศึกษาคร้ังนี้
พบวามีน้ําหนกัโมเลกุลใกลเคียงกันกับสาร subtilosin A ท่ีผลิตโดย B. subtilis ATCC 6633 

 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาท่ีเกีย่วเนื่องกับสารตานจุลินทรีย โดยการนําเทคนิค mass 

spectrometry มาใชในการวิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุล เชน Ahern et al. (2003) ศึกษาเกี่ยวกับ
น้ําหนกัโมเลกลุของสารในกลุม bacteriocin  ช่ือ thuricin 439 A และ thuricin 439 B พบวามี
น้ําหนกั 2,919.9 และ 2,803.8 ดาลตัน ตามลําดับ โดยใชเทคนิค mass spectrophometry และสาร
ดังกลาวผลิตจาก B. thuringiensis สายพันธุ B 439 การทดลองของ Svetoch et al. (2005) ศึกษา
เกี่ยวกับสารในกลุม bacteriocin จาก B. circulans NRRL B-30644 และ Paenibacillus polymyxa 
NRRL B-30507 และ P. polymyxa NRRL B-30509 ท่ีไดจากส่ิงแวดลอมและอวยัวะภายในตาง ๆ 
ของสัตวปก ซ่ึงสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียกอโรคท่ีสําคัญในไก Campylobacter jejuni จากนัน้
วิเคราะหศึกษาเกี่ยวกับน้ําหนักโมเลกุลของสารดวยเทคนิค mass spectrometry วีธี MALDI-TOF 
พบวา B. circulans NRRLB-30644 ผลิตสาร SRCAM 37 ขนาด 3,214 ดาลตัน P. polymyxa 
NRRLB-30507 ผลิตสาร SRCAM 602 ขนาด 3,864 ดาลตัน และ P. polymyxa NRRLB-30509 ผลิต
สาร SRCAM 1580 ขนาด 3,486 ดาลตัน ตามลําดับ  
 

Kamoun et al. (2005) ไดศึกษาสาร bacteriocin ช่ือ bacthurin F 4 ท่ีไดจากเช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki สายพันธุ BUPM 4 ท่ีคัดแยกไดจาก Tunisia soil litter โดย 
ใชเทคนิค mass spectrometry  วิธี MALDI-TOF เพื่อทําการหาน้ําหนกัโมเลกุล พบวาสารมีน้ําหนัก 
3,160.05 ดาลตัน Wu et al. (2005) ไดศึกษาเกีย่วกับสารตานจุลินทรียท่ีไดจาก B. subtilis JM 4  
แยกไดจากตัวอยางดินในกรุงปกกิ่ง ประเทศจีน ท่ีมีความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย 
Micrococcus flavus NCIB 8166 พบสารตานจุลินทรีย 2 ชนิด คือ subpeptin JM4-A ขนาด 1,422.71 
ดาลตัน และ subpeptin JM4-B มีน้ําหนกัโมเลกุลขนาด 1,422.65 ดาลตัน และวิเคราะหดวยเทคนิค 
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mass spectrometry  วิธี MALDI-TOF คลายกับงานทดลองของ Gray et al. (2006) ไดทําการศึกษา
เกี่ยวกับสารตานจุลินทรียกลุม bacteriocin  ท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย B. thuringiensis NEB 17 โดย
ศึกษาสาร thuricin 17 พบวามีน้ําหนกัโมเลกุล 3,061 ดาลตัน ดวยวิธี MALDI-TOF สอดคลองกับ
Sirtori et al. (2006) ไดทําการศึกษากับสาร antimicrobial peptide กลุม bacteriocin  ซ่ึงผลิตจากเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus sp. P 45 ท่ีไดจาก Amazon basin fish (Piaractus mesopotamicus) ดวยวิธี 
MALDI-TOF ในการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุล พบวามีน้าํหนัก 1,450 ดาลตัน 
 

สอดคลองกับการทดลองของ Motta et al. (2007) ท่ีใชเทคนิคเดียวกนันี ้ในการวิเคราะห
สารตานจุลินทรียจากเช้ือ Bacillus sp. P34 ท่ีไดจาก Amazon basin และมีความสามารถยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรีย L. monocytogenes พบวามีน้ําหนักโมเลกุลขนาด 1,456 ดาลตัน Dischinger et al. (2009) 
ศึกษาเกี่ยวกับน้ําหนกัโมเลกลุของสารตานจุลินทรียในกลุม lantiotic ช่ือ lichenicidin จากเช้ือ  
B. licheniformis DSM13 ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียกลุมแกรมบวก โดยใชวธีิ MALDI-TOF พบ  
lic α และ lic β มีน้ําหนกัโมเลกุล 3,020.6 และ 3,250.6 ดาลตัน  
 

นอกจากวิธี MALDI-TOF แลวยังมีวิธีการอ่ืนท่ีนํามาใชในการวิเคราะหสารตานจุลินทรีย 
เชน Teo and Tan (2005) ไดทําการแยกสารตานจุลินทรียจากแบคทีเรีย B. subtilis PB 6 ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย Clostridium perfringens ATCC 13124 จากนั้นนํามาวิเคราะหหาน้ําหนกัของ
สารโดยใชเทคนิค mass spectrometry  โดยวิธี electrospray ionization พบวามีขนาดอยูในชวง  
960-983 ดาลตัน เชนเดียวกบัการทดลองของ Aunpad and Na-Bangchang (2007) ไดศึกษาเกี่ยวกับ
แบคทีเรีย B. pumilus สายพันธุ WAPB 4 ซ่ึงผลิตสาร pumilicin 4 มีฤทธ์ิเปน anti-MRSA และ  
anti-VRE (vancomycin-resistant Enterococcus faecalis) จากนั้นทําการศึกษาเกี่ยวกับน้ําหนกั
โมเลกุลของสารดังกลาวพบวามีขนาด 1,994.62 ดาลตัน ดวยเทคนิค mass spectrometry วิธี  
LC-MS/MS  

 
ปจจุบันเทคนคิ mass spectrometry เปนท่ีนิยมนํามาใชในการวิเคราะหหาน้ําหนกัโมเลกุล

ของสารตานจุลินทรีย ซ่ึงเปนการวิเคราะหโดยอาศยัการแตกตัวของโมเลกุล เม่ือถูกอิเล็กตรอนจาก
แหลงพลังงานพุงชนทําใหแตกเปนไอออน แลวแยกไอออนและสวนแยกยอย ออกตามคามวลตอ
ประจุ จึงมีความแมนยําสูง อีกท้ังยังใชปริมาณสารตัวอยางในการวิเคราะหนอย และรวดเร็ว (Zendo 
et al., 2008) การเกิดไอออไนเซชั่นหรือการทําใหไดประจุบวกมีหลายวธีิ ไดแก electron impact 
(EI), chemical ionization (CI), electrospray (ESI), fast atom bombardment (FAB) และ matrix 
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assisted laser desorption (MALDI) เปนตน แตวิธี MALDI เหมาะสมกบัสารในกลุมpeptide 
โปรตีน และ nucleotide ท่ีมีขนาดตั้งแตหลักพันถึงหลักแสนดาลตัน 

 
 6.   ศึกษาคา isoelectric point ขององคประกอบของสารตานจุลินทรียโดยใชเทคนิค two 

dimensional gel electrophoresis 
 
 เม่ือนําสารตานจุลินทรียท่ีไดจากข้ันตอนท่ี 4 มาแยกดวยดวยเทคนิค 2 D PAGE พบจุด
โปรตีนท้ัง 5 จุดดวยกนั ไดแก spot 1, spot 2, spot 3, spot 4 และ spot 5 ซ่ึงมีคา pI เทากับ 3, 5, 5.5, 
6 และ 5 โดยตําแหนงปรากฏใกลเคียงกับน้าํหนักโมเลกุลเทากับ 4 กิโลดาลตันตามภาพท่ี 8 และเม่ือ
พิจารณาตามหลักของคา pI พบวา spot 1 นาจะมีสวนประกอบของกรดอะมิโน asparatic acid หรือ 
glutamic acid เปนองคประกอบในสวน side chain, spot 2 นาจะมีสวนประกอบของกรดอะมิโน 
cysteine เปนองคประกอบในสวน side chain spot 3 นาจะมีสวนประกอบของกรดอะมิโน glycine, 
isoleucine หรือ leucine  เปนองคประกอบในสวน side chain, spot 4 นาจะมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโน proline  เปนองคประกอบในสวน side chain และ spot 5 นาจะมีสวนประกอบของ
กรดอะมิโน cysteine เปนองคประกอบในสวน side chain คลายกับ spot 2 จากผลการทดลองคา pI 
ของกรดอะมิโนแตละชนิดแบงตามความแตกตางของโซกิ่ง (branced chain) สามารถแบงไดเปน 3 
กลุม คือ กลุมท่ี 1 กรดอะมิโนท่ีเปนกลาง จะมีโซกิ่งเปน hydrocarbon (aliphatic หรือ aromatic), 
กลุมท่ี 2 กรดอะมิโนท่ีเปนกรด มีโซกิ่งเปนหมู carboxylic group (-COOH) และกลุมสุดทาย 
กรดอะมิโนท่ีเปนเบส มีโซกิ่งเปนหมูอะมิโน (-NHR) 
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pH=pI 

 
ภาพท่ี 8  จุดโปรตีน spot 1, spot 2, spot 3, spot 4 และ spot 5 ซ่ึงมีคา pI เทากับ 3, 5, 5.5, 6 และ 5  

ตามลําดับ ท่ีไดจากการแยกดวยเทคนิค 2D-PAGE ในชวง pI 3 ถึง 10  
 

คา isoelectric point เปนคาเฉพาะตัวของกรดอะมิโนแตละชนิด และเปนคา pH ของ
สารละลายกรดอะมิโนท่ีมีประสุทธิเปนศูนย และกรดอะมิโนจะไมมีการวิ่งไปท่ีข้ัวไฟฟาใด ซ่ึงมีคา 
pI ของกรดอะมิโนแตละชนดิเปนดังนี้ คือ alanine (Ala, A) มีคา pI เทากับ 6.0, asparagine (Asn, N) 
มีคา pI เทากับ 5.4, cysteine (Cys, C) มีคา pI เทากับ 5.0,  glutamine (Gln,Q) มีคา pI เทากับ 5.7, 
glycine (Gly, G) มีคา pI เทากับ 6.0, isoleucine (Ile, I) มีคา pI เทากับ 6.0, leucine (Leu, L) มีคา pI 
เทากับ 6.0, methionine (Met, M) มีคา pI เทากับ 5.7, phenylalanine (Phe, F) มีคา pI เทากับ 5.9, 
proline (Pro, P) มีคา pI เทากับ 6.3, serine (Ser, S) มีคา pI เทากับ 105, thereonine (Thr, T) มีคา pI 
เทากับ 5.6, tryptophan (Trp, W) มีคา pI เทากับ 5.9,  tyrosine (Tyr, Y) มีคา pI เทากับ 5.7, valine 
(Val, V) มีคา pI เทากับ 6.0, aspartic acid (Asp, D) มีคา pI เทากับ 3.0, glutamic acid (Glu, E) มีคา 
pI เทากับ 3.2, arginine (Arg, R) มีคา pI เทากับ 10.8, histidine (His, H) มีคา pI เทากับ 7.6, lysine 
(Lys, K) มีคา pI เทากับ 9.7 ดวยเหตนุี้จึงใชวิธีการวิเคราะหหาชนิดของกรดอะมิโนโดยเทคนิคนี้
รวมกับการแยกดวยไฟฟา (electrophoresis) ท่ีเรียกวา two dimensional gel electrophoresis มีหลาย
งานทดลองท่ีนําเทคนิคดังกลาวมาใช เชน งานทดลองของ Zheng and Slavik (1999) วิเคราะหหาคา 
pI ของสาร bacteriocin จากเช้ือ B. subtilis พบวามีคาประมาณ 4.7  Moyne et al. (2001) วิเคราะห
หาคา pI ของสาร bacillomycin D จาก B. subtilis AU 195 พบวามีคาประมาณ 4.5 Svetoch et al. 

kDa 
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(2004) ใชเทคนิคดังกลาวในการหาคา pI ของสาร bacteriocin จาก B. circulans และ P. polymyxa 
พบวามีคา 4.8 และ 7.2 ตามลําดับ Riazi et al. (2009) วิเคราะหหาคา pI ของ lactosporin จาก 
B. coagulans ATCC 7050 พบวามีคาระหวาง 3.5-4.0 Li et al. (2009) วิเคราะหหาคา pI ของ 
antifungal protein จาก B. subtilis สายพันธุ B 29 พบวามีคาเทากับ 5.9 โดยใชวิธี isoelectric 
focusing  

 
7.  วิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนโดยเทคนคิ LC-MS/MS และเปรียบเทียบชนดิโปรตีนโดยใช   

ฐานขอมูลโปรตีน 
 
 เม่ือสงตัวอยางโปรตีนท่ีไดจาก 2D-PAGE ในแถบโปรตีนน้ําหนกัโมเลกลุประมาณเทากับ 
4 กิโลดาลตัน เพื่อวิเคราะหหาลําดับกรดอะมิโนดวยเทคนิค LC-MS/MS ได mass spectrum ของ
โปรตีน spot 1 ดังภาพท่ี 9 ซ่ึงไดเปนลําดับกรดอะมิโนดังนี้ AETVAYEDLLAGGGMAGA 
KEAGK, spot 2 ดังภาพท่ี 10 ซ่ึงไดเปนลําดบักรดอะมิโนดังนี ้QISSITPDME ITTILKGGM, spot 3 
ดังภาพท่ี 11 ไดเปนลําดับกรดอะมิโนดังนี้ QAVRNIVK, spot 4 ดังภาพท่ี 12 ไดเปนลําดับกรดอะมิ
โนดังนี้ AETVAYEDLLAGGGMAGAKEAGK, spot 5 ดังภาพท่ี 12 ไดเปนลําดับกรดอะมิโนดังนี้ 
GTVCSPFALFAVLENTGEKLK และสรุปไดดังตารางท่ี 9 
 

 
ภาพท่ี 9  mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 1 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเทคนิค 

LC-MS/MS  
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ภาพท่ี 10  mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 2 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเทคนคิ 

LC-MS/MS  
 
 

 
ภาพท่ี 11  mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 3 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเทคนคิ 

LC-MS/MS  
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ภาพท่ี 12  mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 4 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเทคนคิ 

LC-MS/MS  
 

 
ภาพท่ี 13  mass spectrum ของแถบโปรตีน spot 5 จาก 2D-PAGE ท่ีไดจากการวิเคราะหโดยเทคนคิ 

LC-MS/MS  
 

จากการวิเคราะหชนดิของโปรตีน โดยใชเคร่ือง LC-MS/MS ไดผลลัพธออกมาเปน peptide 
mass fingerprint (PMF) และนําผลที่ไดไปคนหาในฐานขอมูลของ MSDB โดยโปรแกรม
MASCOT พบวา โปรตีนท่ีคนหาทั้งหมดนัน้มีคา MOWSE score ไมถึง 65 ซ่ึงยังไมสามารถจําแนก
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ไดชัดเจนวาเปนโปรตีนชนิดใดในฐานขอมูล และชนิดของขอมูลท่ีไดนัน้มี 2 ชุด ท่ีเกีย่วของกับสาร
ตานจุลินทรีย คือ กลุมสาร mycosubtilin และ lipopeptide แตคา MOWSE score ของสารท้ัง 2 ชนิด
ยังตํ่ากวา 65 และเม่ือทําการคัดเลือก m/z peak ของ PMF ท่ีมี intensity สูงสุดมาแตกเปนอนุพันธ 
พบวาคา MOWSE score ไมถึง 65 รวมท้ังคา pI น้ําหนกัโมเลกุล และวิธีการดังกลาวจะสามารถ
นํามาใชไดก็ตอเม่ือมีฐานขอมูลท่ีเพียงพอ ดังตารางท่ี 9 
 

เทคนิค mass spectrometry จึงถูกนํามาใชในการหาลําดับกรดอะมิโนของสารในกลุม
โปรตีน เชน สารตานจุลินทรีย รวมกับวิธีการ hydrolysis polypeptide บางสวน และเทียบขอมูลท่ี
ไดกับฐานขอมูล และพบวาวิธีดังกลาวใหประสิทธิภาพสูงและรวดเร็ว โดย Leenders et al. (1999) 
ไดทดลองนําเทคนิค MALDI-TOF/MS เขามาหาสาร secondary metabolite จําพวกโปรตีน ท่ีผลิต
โดย B. subtilis ท้ังหมด 6 สายพันธุ โดยสารท่ีหาแบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมแรกเปนกลุมของสาร
ประเภท small hydrophilic และ antifungal peptides เชน bacilysin และ rhizocticins กลุมท่ี 2 สาร
ประเภท amphiphilic, lipoprotide, antibiotics antifungal เชน surfactin, fengycin, iturin family 
(iturin, mycosubtilin และ bacillomycin) และกลุมสุดทายเปนสารพวก antibacterial และ 
polypeptide antibiotic เชน lantibiotic group (subtilin)  และ subtilosin เชนเดยีวกับ Marx et al. 
(2001) ใชเทคนิค MALDI-TOFMS ในการศึกษาโครงสรางของสาร subtilosin A ท่ีผลิตโดย
แบคทีเรีย B. subtilis พบวาสาร subtilosin A เปนพวก macrocyclic peptide ซ่ึงประกอบไปดวย
กรดอะมิโน 35 ตัว มีน้ําหนกัโมเลกุล 3,399.7 ดาลตัน และทําการหาโครงสรางของสารดังกลาวรวม
ดวยโดยใชเทคนิค H-NMR Gray et al. (2006) ศึกษาวิเคราะห proteomic ของสาร bacteriocin  ช่ือ 
thuricin ท่ีผลิตโดย Bacillus thuringiensis NEB 17 โดยใชเทคนิค MALDI-QTOF MS/MS รวมกับ
วิธี Edmen degradation พบวามีลําดับกรดอะมิโนดานปลาย N-terminal เปน DWTXWSXL 
เชนเดยีวกับ Li et al. (2009) วิเคราะหสาร antifungal protein B 29 I โดยใชเคร่ือง ESI-
QUADRUPOLE-OA-TOF และเปรียบเทยีบขอมูลของ PMF ท่ีไดจากฐานขอมูล MASCOT ได
ลําดับกรดอะมิโนเปน 3 กลุม คือ KTHVLEDEFK, KGYQTGDFGAYLH และ RTYEVAEE 
SPVLGL  
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ตารางที่ 9  แสดงคาที่คนหาโดย  Peptide Mass Fingerprint (PMF) จาก spot ทั้ง 5 จุด 
 
เลขที่จุด โปรตีน accession no. คาการคนหาโดย PeptideMass Fingerprint (PMF) 

MOWSE score Protein match  Peptide 
1 gi 16081144 36 GTP-dependent nucleic acid-binding protein EngD AETVAYEDLLAGGGMAGAKEAGK 
 gi 16078647 33 Putative dihydroxyacetone /glyceraldehyde kinase GDFMGILNGTIIGTSENQLSAAK 
2 gi 1075928 42 Transcription activator bmrR QISSITPDMEITTILKGGMR  
 gi 16080196 33 C-S lyase LSDPSVTLFILCNPHNPSGR 
3 gi 16081144 

gi 75489094 
52 
32 

GTP-dependent nucleic acid-binding protein EngD  
Mycosubtilin synthetase subunit A 

AETVAYEDLLAGGGMAGAKEAGK   
QAVRNIVK 

4 gi 16081144 59 GTP-dependent nucleic acid-binding protein EngD AETVAYEDLLAGGGMAGAKEAGK 
 gi 1381682 44 Orf1  ASEELKTTFIAGGPSMDVVEK 
5 gi 16081144 27 lipoprotein for biofilm formation             GTVCSPFALFAVLENTGEKLK 
 gi 16081144 52 GTP-dependent nucleic acid-binding protein EngD AETVAYEDLLAGGGMAGAKEAGK  
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Kim et al. (2009) ศึกษาสาร surfactin ท่ีผลิตโดย B.  polyfermenticus KJS-2 โดยใชเคร่ือง 
ESI Q-TOF MS เพื่อหาลําดับอะมิโนของสาร พบวาประกอบดวย Gln-Leu-Leu-Leu-Val-Asp-Leu-
Leu ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของ lipopeptide ท่ีช่ือ surfactin นอกจากนี้เทคนิค mass spectrometry 
ถูกนํามาพัฒนาใชในวิเคราะหสาร bacteriocin  หรือ lantibiotic ท่ีผลิตโดยแบคทเีรีย อยาง
หลากหลายรูปแบบ เชน ใช whole-cell ของแบคทีเรีย ดังในการทดลองของ Stein (2008) และใน
การทดลองของ Zendo  et al. (2008) ใช supernatant จากแบคทีเรีย  
 
 นอกจากนี้วิธี Edmen degradation มีการนํามาใชสําหรับหาลําดับกรดอะมิโนของสารตาน 
จุลินทรียเชนกนั โดยทดลองของ Pattnaik et  al. (2001) นํามาใชหาลําดับกรดอะมิโนของสาร 
lichenin ท่ีผลิตโดย B. licheniformis พบวามีลําดับกรดอะมิโนเปน ISLEICXIFHDN Ahern et al. 
(2003) ศึกษาสาร thuricin 439 A และ B ท่ีผลิตโดย B. thuringiensis พบวามีลําดับกรดอะมิโนเปน 
GWVAXVGAXGTVVLASGGVV เชนเดียวกับ Kamoun et al. (2005) ศึกษาสาร bacthuricin จาก 
B. thuringiensis พบวามีลําดบัอะมิโนเปน DWTXWSXL การทดลองของ Oscariz et al. (2006) 
ศึกษาสาร cerein 7 จาก B. cereus Bc 7 พบลําดับกรดอะมิโนดังนี ้N-Gly-Trp-Gly-Asp-Val-Leu  
(7 A) และ N-Gly-Try-Trp-Asn-Ser-Trp-Gly-Lys (7 B)  
  
 ปจจุบันการศึกษาเกีย่วกับโปรตีนกลุมสารตานจุลินทรียมีการนําเทคนคิอ่ืนเขามาใชรวม 
เพื่อศึกษาถึงโครงสรางของสาร เชน nuclear magnetic  resonance spectroscopy (NMR) เปน
การศึกษาโครงสรางโปรตีนโดยอาศัยสเปกตรัม (สมปอง, 2550)  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย Bacillus สายพันธุ B-1 โดยการศึกษาจากลําดับเบสของ 
16S rDNA พบวาเปนเช้ือ B. subtilis สายพันธุ B-1   
 

2.  การทดสอบประสิทธิภาพของสารตานจุลินทรียจากเช้ือ B. subtilis สายพันธุ B-1 ในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียกอโรคสัตวน้ํา และเช้ืออ่ืน ๆ พบวาสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีกอโรคในสัตว
น้ําได และเช้ืออ่ืน ๆ ยกเวน E. coli  

 
3.  การศึกษาคุณสมบัติของสารตานจุลินทรียท่ีสรางจากเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 

B-1 พบวาสามารถทนความรอน ทน pH ทนเกลือ เหมาะสําหรับนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม
ได 

 
4.  การทําใหสารตานจุลินทรียใหเปนสารบริสุทธ์ิ และการศึกษาคุณสมบัติทางเคมี เชน 

น้ําหนกัโมเลกลุ ลําดับกรดอะมิโน พบวามีน้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 3,398 ดาลตัน และมีลําดับ
กรดอะมิโนใกลเคียงกับ mycosubtilin และ lipopeptide เม่ือเทียบฐานขอมูลจาก Mascot search 
results 

 
ขอเสนอแนะ 

 
ควรมีการนําสารตานจุลินทรียแบบ partial purification ผสมกับอาหารสําเร็จรูป และนําไป

ประยุกตใชในสัตวน้ํา โดยเฉพาะในการเพาะเล้ียงปลานิล พรอมท้ังศึกษาเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกัน
การเจริญเติบโต รวมท้ังผลท่ีมีตออัตราการรอดตายและของสัตวน้ําดวย คาใชจายสําหรับการ
ทําอาหารท่ีผสมดวยสารตานจุลินทรีย จะเร่ิมตนท่ีประมาณ 50 บาท/ 1 ลิตร 
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ตารางผนวกท่ี 1  ความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (X) กับ
ปริมาณเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ B-1 

 
absorbance จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร(Y) ln Y 

0.03 9.2x106 16.034 
0.06 18.x107 16.705 
0.09 3.2x107 17.281 
0.12 5.6x107 17.840 
0.15 8.2x107 18.222 

 

 
 
ภาพผนวกท่ี 1  standard curve ของความสัมพันธระหวางคาความดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 

นาโนเมตร และปริมาณเช้ือ B. subtilis สายพันธุ B-1 
 
 ln (Y)= 18.367X+15.564 
       Y = จํานวนเซลลแบคทีเรีย /มิลลิตร 
       X = คา absorbance ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
       r2 = คา Coefficient of Determinative = 0.9912 
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อาหารท่ีใชในการเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย 
 
1.  Brain heart infusion (BHI) 
 Brain heart infusion  37  กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 
 
2.  Plate count agar (PCA) 

Tryptone      5 กรัม/ลิตร 
 Yeast extract   2.5  กรัม/ลิตร  

Glucose        1 กรัม/ลิตร  
Agar      15 กรัม/ลิตร  
Water      1,000  มิลลิลิตร 

 
3.  Tryptic soy agar (TSA) 

Tryptone   5  กรัม/ลิตร 
  Peptone    5  กรัม/ลิตร 

Nacl    5  กรัม/ลิตร 
Agar    15  กรัม/ลิตร 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
 

4. Tryptic soy broth (TSB) 
Tryptone   5  กรัม/ลิตร 
Peptone    5  กรัม/ลิตร 
NaCl    5 กรัม/ลิตร 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
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สารเคมีสําหรับ 2 D PAGE 
 
1.  Rehydration solution 

Urea     12  กรัม 
CHAPS    1  กรัม 
DTT     70 มิลลิกรัม 
IPG buffer pH 3-10   500 ไมโครลิตร 
Bromophenol blue   1% w/v  
Water    25  มิลลิลิตร  
 

2.  1% Bromophenol blue stock solution 
Bromophenol blue   100  มิลลิกรัม 
Tris-base    60 มิลลิกรัม 
Water    10  มิลลิลิตร  

 
3.  SDS equilibration buffer 

Tris-HCl, pH 8.8   10 มิลลิลิตร 
Urea     72.07 กรัม 
Glycerol    87%  v/v   
SDS    4  กรัม 
Bromophenol blue   1%  w/v   

         Water    200  มิลลิลิตร 
 

4.  1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 
Tris-base    181.6  กรัม  
Water    1000  มิลลิลิตร  
ปรับคา pH ดวยกรด 5 M HCl ใหไดคา pH 8.8  
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5.  Acrylamide stock solution (30% T, 2.6% C monomer stock solution) 
Acrylamide    60  กรัม 
N,N’-methylenebisacrylamide  1.6  กรัม 
Water     200  มิลลิลิตร  

 
6.  10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)  5  กรัม  
Water    50  มิลลิลิตร 

 
7.  10% Ammonium persulfate (APS)  

Ammonium persulfate (APS)  0.1  กรัม  
Water    1  มิลลิลิตร 

 
8.  SDS electrophoresis buffer 

Tris-base     30.3  กรัม 
Glycine    144  กรัม 
SDS         10  กรัม 
Water      10  ลิตร 
 

9. 17.5% Acrylamide gel 
Acrylamide  stock  4.5  มิลลิลิตร 
4 x Tris-HCl, pH 8.8   2.0  มิลลิลิตร 
10% APS    26.6  ไมโครลิตร 
Water     1.39  มิลลิลิตร 
TEMED     6  ไมโครลิตร 

 
10.  Gel fixing solution 1 

Ethanol    50  มิลลิลิตร 
Acetic acid   10 มิลลิลิตร 
Water    100    มิลลิลิตร  
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12.  Gel fixing solution 2 
Ethanol    90  มิลลิลิตร 
Water    300 มิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 

ช่ือ   นางสาวสุปราณี พึ่งแพง 
เกิดวันท่ี   1 กันยายน 2525 
สถานท่ีเกิด  อําเภอหวัหนิ จังหวดัประจวบคีรีขันธ 
ประวัติการศึกษา  วท. บ. (ประมง) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
   วท. ม. (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร 
ตําแหนงปจจบัุน  นักวจิัยศูนยวิจยัธุรกิจเพาะเล้ียงสัตวน้ํา 
ผลงานดีเดน  
1.  ปญหาพิเศษ กุงแผน รับรางวัลรองชนะเลิศโครงการเกษตรกูชาติ งานเกษตรแหงชาติประจําป
2547 
 
ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการ 
1.  สุปราณี พึ่งแพง, กังสดาลย บุญปราบ, สุริยัน ธัญกิจจานุกิจ, นนทวิทย อารียชน และประพนัธ
ศักดิ์ ศรีษะภูมิ.  2550.  การศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากบอเล้ียงปลาในการ
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