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 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากระบบทางเดินอาหารของคนและสตัว ทีส่ามารถ
ผลิตแบคเทอริโอซินได โดยวิธี direct plating จํานวน 26,765 โคโลนี พบวา มีโคโลนีที่เกิดวงใสตอเชื้อ
ทดสอบ จํานวน 66 ไอโซเลท เม่ือนํามาทดสอบฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งตอเชื้อทดสอบ โดย
วิธี well diffusion assay พบวา  แบคทีเรียไอโซเลท CF50, CF51 และ CF52  มีฤทธิก์ารยับยั้งตอ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่อยูในกลุมใกลเคยีง และแบคทเีรียกอโรคบางชนิดในอาหารได   แบคเทอริโอซินที่
ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถทนความรอนไดที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 
สามารถทนพีเอชไดในชวง 3.0-10.0 และกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินถูกทําลายไดโดยเอนไซม
ที่ยอยโปรตีน เชน proteinase k และ protease จากการศึกษาฤทธิ์การยับยัง้ตอทดสอบ และการทน
ความรอนของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท พบวา แบคทีเรยีไอโซเลท CF52 ใหผล
การทดสอบดีที่สุด เม่ือนําไปจําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชชุดทดสอบ API 50 CH และหาลําดับเบส
ของ DNA ในสวนของยีน 16S rRNA พบวา เปนแบคทีเรีย Lactobacillus  salivarius CF52  จากการ
ทดสอบหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  พบวา แบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่มีคากิจกรรม
การยั้บยั้งสูงสดุเทากับ 5,120 AU/ml ในอาหาร MRS สูตรดัดแปลง ซึง่ประกอบดวย maltose เขมขน 2.5 
% (w/v), peptone เขมขน 0.5 % (w/v), beef extract เขมขน 1.0 % (w/v), K2HPO4 เขมขน 0.1-0.2 % 
(w/v), MgSO4.7H2O เขมขน 1.0 % (w/v), CH3COONa เขมขน 0.5 % (w/v), (NH4)2C6H6O7 เขมขน 
0.2 % (w/v), MnSO4.H2O เขมขน 0.004 % (w/v) และ Tween 80 เขมขน  0.1 % (w/v) พีเอชเริ่มตน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.5 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง  ในสภาวะไร
ออกซิเจนและทําใหแบคเทอ-ริโอซินบริสุทธิ์บางสวนโดยตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และ gel 
filtration ทําให     แบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะสูงขึ้น 207 เทา และมีน้ําหนักโมเลกุล
โปรตีนประมาณ 3.5 kDa โดยวิธี 16.5 % Tris-Tricine-SDS-PAGE 
คําสําคัญ: แบคทีเรียกรดแลคติก แบคเทอริโอซิน ระบบทางเดินอาหาร 
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Abstract 
Project code  MRG4780015 
Project title  Production of bacteriocin by lactic acid bacteria in the intestinal tract 
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 The isolation of 26,765 colonies of lactic acid bacteria (LAB) from human and animal 
gastrointestinal tracts to test for their bacteriocidin production through direct plating, resulted to 
only 66 isolates which were able to produce bacteriocin. Later when these isolates were tested 
for the antimicrobial spectrum of bacteriocin against indicator strains using the well diffusion 
assay, it was found that CF50, CF51 and CF52 isolates were able to inhibit not only closely 
related LAB but also some food-borne pathogens. Bacteriocin produced by these three strains 
was found to be heat resistant at 121oC for 20 minutes and pH range of 3.0-10.0 but bacteriocin 
was also found to be inactivated by enzymes, proteinase k and protease. Based on the study of 
the antimicrobial spectrum of the bacteriocin and heat resistance of these isolates, results 
indicated that bacterial isolate CF52 gave the best findings and later, when tested for 
classification of bacterial strain by API 50 CH and of DNA base sequencing in terms of 16S 
rRNA, this isolate was identified as Lactobacillus salivarius CF52. Further study on media 
composition and suitable culture conditions for bacteriocin production, results showed that this 
Lb. salivarius CF52 displayed optimum bacterial inhibition activity (5,120 AU/ml) when cultured 
with modified MRS medium containing maltose (2.5%), peptone (0.5%), beef extract (1.0%) 
K2HPO4 (0.1-0.2%), MgSO47H2O (1.0%), Na-acetate (0.5%), (NH4)2C6H6O7 (0.2%), MnSO4H2O 
(0.004%) and Tween 80 (0.1%), with an initial pH of 6.5 and incubated anaerobically at 37oC for 
16 hours. In addition, when bacteriocin was partially purified using ammonium sulfate 
precipitation and gel filtration, results indicated a 270-fold increase of its specific activity and a 
molecular weight of about 3.5 kDa. 
Keywords: lactic acid bacteria, bacteriocin, gastrointestinal tract 
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Executive summary 
 
แบคทีเรียกรดแลคติก จํานวน 66 ไอโซเลท ซึ่งคัดแยกจากระบบทางเดินอาหารของคนและสตัว  

เม่ือนํามาทดสอบฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งตอเชื้อทดสอบ 36 ชนิด พบวา  แบคทีเรียไอโซ-
เลท CF50 CF51 และ CF52 มีฤทธิ์การยับยัง้ตอแบคทีเรยีกรดแลคติกทีอ่ยูในกลุมใกลเคียง และ
แบคทีเรียกอโรคบางชนิดได แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลท มีความเสถยีรตอความ
รอน  มีกิจกรรมการยับย้ังในชวงพีเอชกวาง และเอนไซมที่ยอยโปรตีนทําลายกิจกรรมการยับยั้งของ    
แบคเทอริโอซิน ซึ่งแสดงวา แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท เปนสารประกอบประภท
โปรตีน และพบวา แบคทเีรียไอโซเลท CF52 ผลิตแบคเทอริโอซินมีฤทธิ์การยบัยั้งตอทดสอบและทนตอ
ความรอนไดดีที่สุด เม่ือนําไปจําแนกชนิดของแบคทีเรยีในระดับสปชีส พบวาเปนแบคทีเรีย Lactobacillus  
salivarius CF52  จากการทดสอบหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 พบวา แบคทีเรียชนิดนี้ สามารถผลิตแบคเทอริโอซนิ
ที่มีคากิจกรรมการยั้บยั้งสูงสุดเทากับ 5,120 AU/ml ในอาหาร MRS สูตรดัดแปลง ซึ่งประกอบดวย 
maltose เขมขน 2.5 % (w/v), peptone เขมขน 0.5 % (w/v), beef extract เขมขน 1.0 % (w/v), 
K2HPO4 เขมขน 0.1-0.2 % (w/v), MgSO4.7H2O เขมขน 1.0 % (w/v), CH3COONa เขมขน 0.5 % 
(w/v), (NH4)2C6H6O7 เขมขน 0.2 % (w/v), MnSO4.H2O เขมขน 0.004 % (w/v) และ Tween 80 
เขมขน  0.1 % (w/v) พีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.5  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ชัว่โมง  ในสภาวะไรออกซิเจน และทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธิบ์างสวนโดยตกตะกอนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และ gel filtration ทําใหแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะสงูขึ้น 207 
เทา และเม่ือหานํ้าหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินดวยวิธี 16.5 % Tris-Tricine-SDS-PAGE พบวา    
แบคเทอริโอซินชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3.5 KDa 

จากผลการวจัิย พบวา แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  เปนที่นาสนใจอยางยิ่ง  หากไดมี
การศึกษาขอมูลตาง ๆ เพ่ิมเติม ซึ่งนาจะมีความเปนไปไดในการนําไปประยุกตใชเปนสารถนอมอาหาร 
หรือใชเปนเชือ้ตั้งตนในการผลิตอาหารหมัก หรือนําไปใชเปนโปไบโอติกในอาหารสัตว   ซึ่งจะชวย
สงเสริมสุขภาพสัตว  และชวยลดการเกิดโรคติดเชื้อในสัตวเศรษฐกิจ 
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แสดงสายพันธุแบคทีเรียทดสอบและสภาวะในการเลี้ยง 
ความเขมขนของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ 
จํานวนสวนโคโลนีที่เกิดวงใสเทียบกับจํานวนโคโลนีทัง้หมด 
ฤทธิ์การยับยัง้ของแบคเทอริโอซินตอเชื้อทดสอบ โดยวิธี   
well diffusion  assay 
ผลของพีเอชตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน โดยวิธี well 
diffusion assay โดย ใช  Lb. fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ 
ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธ ี
well diffusion assay โดย ใช  Lb. fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 
เปรียบเทียบกบั Lb. salivarius K7 
คุณสมบัติทางชีวเคมขีองแบคทีเรียไอโซเลท CF52  
ผลของแหลงคารบอนตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย  
Lb. salivarius CF52 
ผลของ maltose ที่ระดับความเขมตาง ๆ ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52   
ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย     
Lb. salivarius CF52   
ผลของการเตมิแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ตอการผลติแบคเทอริโอซิน 
ของแบคทีเรีย    Lb. salivarius CF52   
ผลความเขมขนของ  K2HPO4   ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย      
Lb. salivarius CF52   
ผลความเขมขนของ  MgSO4.7H2O ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรีย   Lb.  salivarius CF52    
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรีย  Lb.  salivarius CF52    
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ตาราง  (ตอ)                                                                                                       หนา 
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ผลของพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซิน ของ
แบคทีเรีย Lb.  salivarius CF52     
ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 
Lb.  salivarius CF52     
ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทเีรียที่มีตอการผลิต 
แบคเทอริโอซิน ของแบคทีเรีย Lactobacillus salivarius  CF52             
การทําใหแบคเทอริโอซินที่ผลติจากแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  
บริสุทธิบ์างสวน 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพ                                                                                                                หนา 
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14 
 

แสดงสวนประกอบของทอทางเดินอาหารของสัตว 
แสดงชนิดจุลินทรียประจําถิ่นของระบบทางเดินอาหารมนุษย 
แสดงลักษณะผลิตภัณฑทีไ่ดจากการหมักน้ําตาลกลูโคสของแบคทเีรียกรดแลคตกิ 
ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียไอโซเลท CF50, CF51 
และ CF52 ในการยับยั้ง Lb. fermentum  JCM 1173 โดยวิธี well diffusion assay 
แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ของสารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียไอโซเลท CF50, 
CF51 และ CF52 ในการยับยั้งเชื้อ Lb. fermentum  JCM 1173 โดยวิธี well 
diffusion assay 
ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน โดยวิธี well diffusion 
 assay โดยใช  Lb. fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ 
รูปรางและการติดสีแกรมของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ภายใตกลองจุลทรรศน  
แบบเลนสประกอบ  กําลังขยาย 1,000 เทา 
ผลการหมักคารบอนไฮเดรตของแบคทีเรยีไอโซเลท CF52   ดวย API 50 CH
ขนาดของ DNA ที่ไดจากการทํา PCR  ในสวนของยีน 16S rDNA ตําแหนงลําดับ
เบส  บริเวณ V1-V3ของแบคทีเรียไอโซเลท CF52  
ลําดับของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรยีไอโซเลทCF52 เกิดจากการนําลําดับเบส
ของ primer 27F และprimer 520Rไปเทียบกันในโปรแกรม BioEdit 
แบคทีเรียที่มีลําดับเบสในสวนยีน 16S rRNA คลายกับแบคทเีรียไอโซเลท CF52 
แหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินของของแบคทีเรีย 
Lb.   salivarius CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลของ maltose ที่ระดับความเขมตาง ๆ ตอการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย  
Lb. salivarius CF52ใน  อาหารเหลวสตูร MRS บมทีอุ่ณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius 
CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % 
(w/v) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
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ภาพ   (ตอ)                                                                                                       หนา    
 
15 
 
 
 
16 
 
 
 
 
17 
 
 
 
 
 
18 
   
 
19 
 
 
 
20 
 
 
 
21 
 

ผลของการเตมิแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ตอการผลติแบคเทอริโอซิน    ของ
แบคทีเรีย   Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีแหลงคารบอน
เปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลของความเขมขนของ  K2HPO4  ที่เหมาะสม ตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  ของ
แบคทีเรีย   Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสูตร MRS ประกอบดวย  
maltose เขมขน 2.5 % (w/v) เปนแหลงคารบอน และมี  peptone เขมขน     0.5 
%  (w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 1.0 % (w/v)  เปนแหลงไนโตรเจน บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลความเขมขนที่เหมาะสมของ  MgSO4.7H2O ตอการผลิตแบคเทอริโอซิน ของ
แบคทีเรีย Lb.  salivarius CF52   ในอาหารเหลวสตูร MRS ประกอบดวย  
maltose เขมขน 2.5 % (w/v) เปนแหลงคารบอน และมี  peptone  เขมขน 0.5% 
(w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 1.0% (w/v)  เปนแหลงไนโตรเจน และมี 
K2HPO4 เขมขน 1 กรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลของพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 
Lb.  salivarius CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  18  ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน   
ผลของอุณหภูมิตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทเีรีย Lb. salivarius  CF52  
ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนเทากับ  6.5  บมที่ อุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และ อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส 
ในสภาวะไรออกซิเจน 
ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทเีรียที่มีตอการผลิตแบคเทอริโอซิน ของ
แบคทีเรีย  Lactobacillus  salivarius CF52   ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีพีเอช
เริ่มตนเทากบั 6.5  บมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ชัว่โมง  ใน
สภาวะไรออกซิเจน 

ผลการแยกแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  โดยใชวิธี  
16.5 % Tricine-SDS-PAG 
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1 
 
2 
 
3 

แสดงปริมาณของสารละลายตาง ๆ ที่ใชสําหรับหาปริมาณโปรตีน
โดยวีธี    Lowry 
แสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรของ
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
มวลโมเลกลุของโปรตีนมาตรฐาน (Polypeptide SDS-PAGE 
standards) 
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ลําดับเบสของยีน16S rRNAของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ที่ไดจาก 
primer 27F 
ลําดับเบสของดีเอ็นเอของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรยี ไอโซเลท 
CF52   ที่ไดจาก primer  520R 
แสดงกราฟมาตรฐานสําหรบัหาปริมาณโปรตีนโดยวธิี Lowry 
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บทที่ 1 
บทนํา 
  

ความสําคัญของปญหา 
 
แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เปนสารประกอบประเภทโปรตีนที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย  และ

สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่อยูในกลุมเดียวกัน หรืออยูในกลุมใกลเคียงกันได   จึงมี
การนําสารแบคเทอริโอซินมาใชประโยชนในรูปของสารถนอมอาหารและสารตานทานจุลชีพ สารแบค-  
เทอริโอซินสรางจากเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด   แตงานวิจัยในปจจุบันมักใหความสนใจศึกษาสาร     
แบคเทอริโอซินที่สรางจากเชื้อแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกหรือแแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid 
bacteria; LAB)  ตัวอยางในเชื้อกลุมน้ีไดแก  lactobacilli, lactococci, pediococci, enterococci, 
carnobacterium และ leuconostocs เปนตน  เชื้อกลุมน้ีมีความสําคัญมากในปจจุบันทั้งในอาหารคนและ
อาหารสัตว สามารถผลิตกรดแลคติกที่มีประโยชนมากในอุตสาหกรรมหลาย ๆ ชนิด   และยังสามารถ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญหรือทําลายแบคทีเรียในกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกเอง   
หรือแบคทีเรียที่กอโรคในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว (Gilliand and Speck, 1977) และเม่ืออยู
ในลําไสสัตวยังอาจชวยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของสัตวไดอีกดวย  นอกจากนี้ปญหาการดื้อยา
ปฏิชีวนะของจุลินทรียทําใหมนุษยจําเปนตองหายาตานทานจุลชีพใหม ๆ เพ่ือทดแทนยาตานทานจุลชีพ
ชนิดเดิม  แบคเทอริโอซินซ่ึงเปน  antimicrobial  protein จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นับวามีศักยภาพสูง
ในการผลิตสารตานทานจุลชีพชนิดใหม   นอกเหนือจากความไดเปรียบทางดานความปลอดภัยเน่ืองจาก
ความเปนธรรมชาติแลว  การพัฒนาการผลิตในระบบอุตสาหกรรมโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพก็สามารถทํา
ไดโดยงาย (Hoover et al., 1993)  นักวิจัยสวนใหญศึกษาการสรางสารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรด
แลคติกที่แยกไดจากอาหารและผลิตภัณฑนมเปนสวนใหญ   เพ่ือมุงเนนในการนําเอาแบคเทอริโอซินไป
ประยุกตใชในการถนอมอาหาร  และมีสารแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดียวเทานั้น คือ ไนซิน (nisin) ที่
ไดรับการยอมรับวาปลอดภัย (Generally Recoognized As Safe; GRAS)  สามารถนําเอาไปประยุกตใช
เปนสารถนอมอาหารในระดับอุตสาหกรรมได  (Delves-Broughton et al., 1992)  งานวิจัยนี้จึงมุงเนน
ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลงใหม ๆ เชน ในระบบทางเดินอาหารเพื่อที่จะสามารถนําไปพัฒนาใช
เปนโปรไบโอติกในอาหารคนและสัตว (animal feed) ซึ่งจะชวยสงเสริมสุขภาพสัตว และชวยลดปญหา
การเกิดโรคติดเชื้อในสัตวเศรษฐกิจได   ผลงานวิจัยนี้จะเปนประโยชนตอกลุมประกอบการอาหารและ
กลุมเกษตรกรในการเพิ่มคุณภาพมาตรฐานของอาหารที่ใชบริโภคในประเทศและที่สงออก 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

  1. เพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทเีรยีกรดแลคติกจากระบบทางเดินอาหารที่สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินได 
  2. เพ่ือศึกษาความสามารถของสารแบคเทอริโอซินที่สกัดไดในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ      

    3. เพ่ือศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการผลิตและยบัยั้งเชื้อทดสอบของสารแบคเทอริโอซิน 
    4. เพ่ือศึกษาคุณสมบตัขิองสารแบคเทอริโอซินที่สกัดได 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลงใหม ๆ เชน ในระบบทางเดินอาหารของคนและ
สัตวเศรษฐกิจที่สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได   อาจนําไปสูแนวทางในการพัฒนายาตานจุลชีพและ
สารถนอมอาหารจากเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพและปลอดภัย     เปนขอมูลสําคัญสําหรับนักวิจัยใช
เปนสวนประกอบในการตัดสินใจที่จะนําเอาสารแบคเทอริโอซินไปใชประโยชนทั้งในดานทางการแพทย
และในระดับอุตสาหกรรมอยางเหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงสุดตอไป   ซึ่งจะเปนประโยชนตอกลุม
ผูประกอบการอาหารและกลุมเกษตรกรในการเพิ่มคุณภาพของอาหารที่ใชบริโภคในประเทศและสงออก    
นอกจากนี้การใชแบคทีเรียกรดแลคติกเปนโปรไบโอติกจะชวยสงเสริมคุณภาพสัตว และชวยลดปญหา
การเกิดโรคติดเชื้อในสัตวเศรษฐกิจได 
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บทที่ 2 
การตรวจเอกสาร 

 
ระบบทางเดนิอาหาร (Gastrointestinal tract) 
 

ระบบทางเดินอาหารมีลักษณะพิเศษที่เกีย่วของกับการยอยอาหาร (กระเพาะอาหารและสวน
ตนของลําไสเล็ก) ดูดซึมสารอาหาร (ลําไสเล็ก) และการเก็บรักษาน้ําและกักเกบ็ของเสีย (ลาํ ไสใหญ) 
เม่ือมนุษยหรือสัตวกินอาหารเขาไปในรางกาย  อาหารจะเคลื่อนทีผ่านระบบทางเดินอาหาร  ในขณะที่
อาหารเคลื่อนที่ผานระบบทางเดินอาหารสวนตาง ๆ จะเกิดการยอยอาหาร ทําใหโมเลกุลของอาหารมี
ขนาดเล็กลง จนกระทั่งสามารถดูดซึมผานเขาระบบเลอืด หรือระบบนํ้าเหลืองเพ่ือเขาสูตับ จากนั้นจึงถูก
สงไปในสวนตาง ๆ ของรางกายเพื่อใชประโยชนตอไป  (Tannock, 1995) 

 ระบบยอยอาหารของมนุษย หรือในสัตวเศรษฐกิจทกุชนิด ประกอบดวย อวัยวะยอยอาหารที่มี
ทอทางเดินอาหารที่มีลักษณะเปนทอยาว เริ่มตนตั้งแตชองปาก (mouth) และสิ้นสุดที่ชองทวาร (anus) 
นอกจากนี้ ยังมีสวนของอวยัวะทีช่วยในการยอยอาหารอื่น ๆ อีก เชน ตอมน้ําลาย ตับ และ  ตบัออน เปน
ตน โครงสรางพื้นฐานของทอทางเดินอาหารในสัตวทกุชนิด  ประกอบดวยผนัง 4 ชั้น คือ ชั้นเยื่อเมือก 
(mucous membrane หรือ mucosa) ชั้นใตเยื่อเมือก (submucosa) ชั้นกลามเน้ือ (muscularis externa) 
สวนใหญเปนสวนของกลามเน้ือเรียบ (smooth muscle) และชั้นเซโรซาหรือชั้นเยื่อบุผิวทอทางเดิน
อาหารดานนอก (serosa mambrane) แตละสวนของทอทางเดินอาหารมีโครงสรางพื้นฐานเหมือนกัน แต
มีความแตกตางกันที่ขนาดรูปรางและความหนาของผนังแตละชั้น  มนุษย โค สุกร และสตัวปก มีการ
พัฒนาทอทางเดินอาหารที่แตกตางกันไปตามลักษณะของอาหารที่สัตวกิน  ภาพ 1 แสดงสวนประกอบ
ของทอทางเดินอาหารของสัตว  โดยสัตวกระเพาะเดี่ยวทอทางเดินอาหารมีลักษณะเปนถุง  มีการขนสง
กรดเกลือและเอนไซมเปปซินใชในการยอยโปรตีนจะหลั่งเอนไซมจากตับออนและถุงน้ําดี เพ่ือยอยอาหาร
ในลําไสเล็ก (James, 2000) สัตวปกทางเดินอาหารจะมีกระเพาะพักสําหรับเก็บอาหาร มีกระเพาะแทหลั่ง
น้ํายอย และกึ๋นสําหรับบดอาหาร (สุโขทัยธรรมาธิราช, 2543) สัตวเคี้ยวเอ้ืองมี 4 กระเพาะ และมี
กระบวนการยอยอาหารพวกเยื่อใย โดยอาศัยน้ํายอยจากจุลินทรียในกระเพาะสวนหนา สวนในกระเพาะ 
อโบมาซัมและลําไสสามารถหลั่งน้ํายอย ซึ่งยอยอาหารคลายกับสัตวกระเพาะเดี่ยว โดยความจุของทอ
ทางเดินอาหารสัตวประเภทนี้จะแตกตางตามชนิดสัตว (James and Baker, 2003) 
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ภาพ  1  แสดงสวนประกอบของทอทางเดินอาหารของสัตว 
ที่มา:  James and Baker (2003)                                                                                                            
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จุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร (Microbial in the gastrointestinal tract) 

มนุษยหรือสัตวแรกเกิดจะไมมีหรือมีจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารนอยมาก แตการทีม่นุษย
หรือสัตวไดสมัผัสกับจุลินทรียในสิ่งแวดลอม อาหาร สิ่งปูรองนอน มูลสัตว ก็จะทําใหสตัวไดรับจุลินทรีย
ชนิดตาง ๆ เขาไปในทางเดินอาหาร ซึ่งจุลินทรียเหลานี้จะเจริญเตบิโตตอไปในระบบทางเดินอาหาร โดย
จุลินทรียชนิดตาง ๆ ที่อยูในระบบทางเดินอาหารจะดําเนินกิจกรรมเพื่อการเติบโตและเพิ่มปริมาณโดยใช
สารอาหารที่สัตวกินเขาไป เพียงระยะเวลาประมาณ 2-3 เดือนหลังจากที่สัตวคลอด ประชากรของจุลินท
รียในระบบทางเดินอาหารเริ่มมีความเสถยีร (Fanaro et al., 2003) และจุลินทรยีแตละชนิดมีแนวโนมที่
จะอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารเพิ่มมากขึ้น ซึ่งจะมีความแตกตางกันในแตละสิ่งมีชีวิต ขึ้นอยูกับ 
สิ่งแวดลอม อาหาร และปจจัยอ่ืน ๆ เปนสิ่งบงชี้ลักษณะจําเพาะของจุลินทรียชนิดนั้น ๆ ดังนั้น ในระบบ
ทางเดินอาหารมนุษยหรือสัตวแตละชนิดมีลักษณะพิเศษคือ มีทั้งจุลนิทรียชนิดที่เปน predominant และ 
subdominant อาศัยอยูในเยื่อเมือกของระบบทางเดินอาหารจํานวนมาก (Guarner, 2006)  สําหรับกลไก
การใชประโยชนของอาหารในลําไสเล็ก มีวิลไลทําหนาที่เปนตัวกรองและอนุญาตใหสารอาหารที่ยอย
สมบูรณ ผานเขากระแสเลือดไปเลี้ยงเซลลตาง ๆ ของรางกาย  ถาสมดุลยของจุลินทรียไมเหมาะสม หรือ
มีจุลินทรียกอโรคมาก   ซึ่งจะขับสารพษิออกมายึดเกาะวิลไล  เกิดภาวะทําใหวลิไลไมสามารถกรองเชื้อ
โรคได  ทําใหเขาไปในกระแสเลือดเกิดโรคตาง ๆ ขึ้น ตอมน้ําเหลืองในลําไสเปนสวนสําคัญตอการทํางาน
ในการปองกันการดูดซึมสารพิษ และแบคทีเรียเขาไปในระบบของรางกาย จุลินทรียทีเ่ปนประโยชนจะ
สามารถทําลายเชื้อโรคโดยตรง ซึ่งจุลินทรียในสําไสคนหรือสัตวแบงออกเปน  2 กลุม  คือ  กลุมแรกเปนจุ
ลินทรียที่มีประโยชน (beneficial microorganisms) ซึ่งจะยึดเกาะพื้นที่เยื่อเมือกในลําไสของสัตว สามารถ
ปองกันไมใหจุลินทรียที่กอโรคเจริญเตบิโต ไดแก กลุมแบคทีเรีย lactobacilli, bifidobacterium, bacilli, 
streptococci  และ กลุม yeast  เปนตน  และกลุมสองเปนจุลินทรยีที่กอโรค (pathogenic 
microorganisms) จะขับสารพิษออกมายึดเกาะวิลไล  ทําใหเกิดโรคในสัตว ซึง่สตัวจะมีอัตราการตาย
สูง  น้ําหนักลดลง  การใชประโยชนจากอาหารที่กินลดลง  การใหผลผลติต่ํา เกิดการสูญเสียทาง
เศรษฐกิจ ไดแก กลุมแบคทีเรีย  Coliforms,   Salmonella, Clostridia, Shigella และ Staphylococcus 
เปนตน (Hardy, 1975)        

ปจจุบันความรูเกี่ยวกบัจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารคอนขางสมบูรณ  เริ่มจากพื้นฐาน
การศึกษาโดยทําการเพาะเลี้ยงและการศึกษาลําดับเบสดีเอ็นเอสวนยีน 16S rRNA ซึ่งสามารถแสดงถึง
ความหลากหลายของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารไดอยางชัดเจน  (Dethlefsen et al., 2006)   
จํานวนจุลินทรียในกระเพาะอาหารมีปริมาณนอย เน่ืองจากกระเพาะอาหารมีสภาวะความเปนกรดสูง   
ซึ่งมีจํานวนจุลินทรียมากทีสุ่ดประมาณ 104 CFU/ml ของน้ํายอยในกระเพาะอาหาร แบคทีเรียชนิด 
Helicobactor pylori เพียงชนิดเดียวที่อาศัยอยูตามเยื่อเมือกของกระเพาะอาหารมนุษย (Dethlefsen     
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et al., 2006)  แตในปจจุบนั จากการศึกษาลําดับเบสดีเอ็นเอสวนยีน 16S rRNA พบวา มีจํานวนจุลินท
รียที่หลงเหลือในกระเพาะอาหารประมาณ 128  ชนิด (Bik et al., 2006)  กลุมของ   จุลินทรียที่นาสนใจ
คือ กลุมแบคทีเรีย lactobacilli และกลุมแบคทีเรียชนดิใหม ๆ ที่ไดทําการจําแนกจากเนื้อเยื่อในกระเพาะ
อาหาร (Roos et al.,  2005)   การลําเลียงอาหารจากปากถึงลําไสเล็กในสวนไอเลียมในการยอยอาหาร  
ใชเวลานอยมากประมาณ 4-6 ชั่วโมง (Bourlioux et al., 2003) ซึ่งเปนปจจัยจํากัดสําหรับการสรางอาณา
นิคมของจุลินทรีย อยางไรก็ตาม จํานวนจุลินทรียในลําไสเล็กสวนเจจูนัม (jejunum) และในลําไสเล็กใน
สวนไอเลียม (ileum)  มีจํานวนจุลินทรียประมาณ 108 CFU/ml (Metchikoff, 1907)  สําหรับลําไสใหญ
เปนแหลงของจุลินทรียประจําถิ่นอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารมากที่สุด เน่ืองจากการลําเลียงอาหารใน
การยอยและดูดซึมอาหารในลําไสใหญใชเวลานานมากประมาณ 55 ชั่วโมง (Bourlioux et al., 2003) จึง
ทําใหมีจุลินทรียหลากหลายชนิดอาศัยอยูในลําไสใหญเปนจํานวนมากประมาณ 1011 - 1012 CFU/ml  
(Dethlefsen et al., 2006) ในภาพ  2  แสดงชนิดจุลินทรียประจําถิ่นของระบบทางเดินอาหารของมนุษย  
อยางไรก็ตาม แบคทีเรียทีอ่าศัยอยูระหวางลูเมน (lumen) และเยือ่เมือก (mucosal membrane) จะมี
ความแตกตางกัน (Zoetendal et al., 2002) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ  2  แสดงชนิดจุลินทรยีประจําถิ่นของระบบทางเดินอาหารของมนุษย 
ที่มา : Dethlefsen et al. (2006) 
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แบคทีเรียกรดแลคติก  (Lactic acid bacteria; LAB) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติก เปนแบคทีเรียกลุมหน่ึงที่มีความสามารถในการหมักน้ําตาลกลูโคส และ
สับสเตรทอื่น ๆ ที่ใชในอุตสาหกรรมการหมักอาหารเปนแหลงพลงังาน  และใหผลิตภัณฑหลักเปนกรด  
แลคติก (Snealth  et  al., 1986)  แบคทีเรียกลุมน้ีมีลักษณะทัว่ไปดังนี้คือ ติดสีแกรมบวก รูปรางมีทั้ง
แบบทอน  ทรงกลม และกึง่ทอนกึ่งทรงกลม ไมเคลื่อนที่  ไมสรางสปอร  ไมมีระบบ  ไซโตโครม ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส มีความตองการธาตุอาหารซับซอน และคอนขางอุดมสมบูรณ   ใชกรดอะมิโนเปน
แหลงไนโตรเจน ใชคารโบไฮเดรทเปนแหลงคารบอน เจริญไดในอาหารที่มีปจจัยการเจริญ  และวติามิน
หลายชนิด เชน biotin, riboflavin  และตองการสารอนินทรียในปริมาณคอนขางสูง เชน แมงกานีส 
แมกนีเซียม และ ฟอสฟอรัส  เปนตน    สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิแตกตางกนั และสามารถทนกรดได 
(Wood and Halzapfel, 1995)   แบคทีเรียกรดแลคติกเจริญภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนเล็กนอย จนถึง
สภาวะไรออกซิเจน สวนใหญเปนพวกไมกอโรค โดยธรรมชาติมักพบอยูทั่วไปโดยเฉพาะในอาหาร เชน 
ผลิตภัณฑนม เน้ือหมัก ไสกรอกเปรี้ยว ผักดอง หญาหมัก เครื่องดื่มตาง ๆ นอกจากนี้ ยังพบในพืช ชอง
คลอดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ลําไสเล็ก  และทางเดินหายใจของคนและสัตว (เอกชัย, 2536) 

 
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถแบงออกเปน 2 กลุมใหญ ๆ ตามลักษณะการใชอาหารและ   

ผลิตภัณฑทีไ่ดจากการหมัก (นภา, 2534) คือ 
1.โฮโมเฟอรเมนเตทีฟ (homofermentative) เปนกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกที่หมักกลูโคสแลวให

กรดแลคติกเปนสวนใหญ โดยทั่วไปประมาณรอยละ 85 หรือมากกวา ไมตองการไธอามีน (thiamine) ใน
การเจริญเติบโต   เจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  หรือ 15 องศาเซลเซียส สรางเอนไซมอัลโดเลส 
(aldolase) และเอนไซมเฮกโซมไอโซเมอเรส (hexose isomerase) และใช Emden-Meyerhof-Parnas 
(EMP) ทําใหไดกรดแลคตกิ  2 โมเลกุลตอกลูโคส 1 โมเลกุล ไดแก  Lactobacillus  sake,  Lb. 
acdophilus,  Pediococcus pentosaceus  และ  P. dextrincus เปนตน 

2. เฮทเทอโรเฟอรเมนเตทฟี (Heterofermentative)  เปนกลุมแบคทีเรียกรดแลคติกที่หมัก
กลูโคสใหกรดแลคติกประมาณรอยละ 50 นอกจากนี้ให กรดอะซิติก เอทานอล และคารบอนไดออกไซด 
โดยกระบวนการฟอสโฟคีโตเลส ไดแก Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb. plantarum  และ Lb. buchneri   
เปนตน ภาพ  3   แสดงลักษณะผลติภัณฑที่ไดจากการหมักน้ําตาลกลูโคสแบคทเีรียกรดแลคตกิ 

 
 

 
ภาพ  3   แสดงลักษณะผลติภัณฑที่ไดจากการหมักน้ําตาลกลูโคสของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่มา : Caplice and Fitzgerald (1999) 
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แบคทเีรียกรดแลคติกในระบบทางเดนิอาหาร 
   

 แบคทีเรียกรดแลคติกในระบบทางเดินอาหารมีความสัมพันธใกลชิดกับสุขภาพของคน และสัตว 
เพราะสามารถชวยปองกันการแขงขันและการแพรกระจายของแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร  
นอกจากนี้ ยังมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก (Oh et al., 2000) มีคําจํากัดความมากมายเกี่ยวกับโปรไบโอ
ติก  ซึ่งเกิดขึ้นครั้งแรกโดย Lilly and Stillwell (1965) อธิบายวาโปรไบโอติกเปนสารที่ผลิตจากโปรโตซัว
ชนิดหนึ่ง และสามารถกระตุนการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง ตอมา Parker (1974) อธิบายวา 
โปรไบโอติก คือ กลุมของจุลินทรียหรือสารที่เสริมในอาหารสัตว และมีประโยชนในอาหารสัตวและมี
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ประโยชนตอสัตว โดยจะไปมีผลกับจุลินทรียในลําไสของสัตว คําจํากัดความของ Parker บอกชัดเจน
เกี่ยวกับจุลินทรียและสารบางอยาง ซึ่งทําใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในลําไส คําจํากัดความใหมนี้เนนถึง
ความสําคัญของเซลลสิ่งมีชีวิตซ่ึงเปนองคประกอบที่ มีความสําคัญของการเปนโปรไบโอติกที่ มี
ประสิทธิภาพ ตอมาไดมีผูใหคําจํากัด ความเกี่ยวกับโปรไบโอติกมากมาย  ซึ่งในปจจุบันโปรไบโอติกไดมี
คําจํากัดความวา จุลินทรียที่มีชีวิตมีจํานวนพอเพียงที่จะสามารถเปลี่ยนแปลงจุลินทรียด้ังเดิม (โดยการฝง
หรือยึดเกาะ) ในชองทองของโฮสตและมีประโยชนตอสุขภาพของโฮสต (Schrezenmeir and De Vrese, 
2001)   นอกจากนี้ โปรไบโอติกยังไดรับการยอมรับจาก FAO/WHO โดยใหคําจํากัดความของ โปรไบโอ-
ติกวา จุลินทรียที่มีชีวิตซ่ึงเม่ือไดรับในปริมาณที่เพียงพอจะทําใหมีประโยชนตอสุขภาพรางกายที่มันเขา
ไปอาศัยอยู (FAO/WHO, 2001)  ในปจจุบันมีโปรไบโอติกจํานวนมากและหางายในอาหารหมัก 
โดยเฉพาะโยเกิรต แบคทีเรียกรดแลคติกเปนกลุมของจุลินทรียที่มีความหลากหลาย โดยไดรับการ
พิจารณาวามีประโยชนตอมนุษย เชน แบคทีเรียกรดแลคติกที่อาศัยอยูบริเวณของลําไสและที่ใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร กลุมของจุลินทรียโปรไบโอติก ไดแก Lactobacillus, Bifodobacterium, 
Streptococcus, Lactococcus และ Saccharomyces   เปนตน  (Fuller, 1992)   สวนใหญที่แบคทีเรีย
กรดแลคติกมักนํามาใชเสริมในการเลี้ยงสัตว เน่ืองจากมีคุณสมบัติครบตามเกณฑของโปรไบโอติกที่ดี 
ไดแก เปนจุลินทรียกลุมที่ไมกอโรค พบเปนแบคทีเรียประจําถิ่นในระบบทางเดินอาหารคนและสัตว 
สามารถเจริญเพ่ิมจํานวนไดดี และมีเมตาบอลิซึมในรางกายผูอาศัยสามารถทนกรดและเกลือนํ้าดีที่ความ
เขมขนสูง   สามารถเจริญอยูในระบบทางเดินอาหารและลําไสสัตวได  สรางกรดอินทรียและสารตานจุลิ
นทรียที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือกอโรคในลําไสได  เพ่ิมจํานวนและเพาะเลี้ยงไดงายที่
อุณหภูมิหอง  รวมทั้งทนตอสารปฏิชีวนะที่เสริมในอาหารสัตวได   โดยสามารถแยกสายพันธุของ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่ทนสารปฏิชีวนะไดจาก สุกร ไก และโค ที่ไดรับสารปฏิชีวนะ  (Nousianean and  
Setala, 1992)  
  
สารตานทานจุลชีพจากแบคทเีรียกรดแลคติก 
  
 แบคทีเรียกรดแลคติก มีบทบาทในกระบวนการหมักอาหาร  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุ
ลินทรียทีท่ําใหเนาเสียและจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรค ทาํใหผลิตภัณฑมีความปลอดภัยสูงขึ้น โดยปจจัยหลัก
ที่เกี่ยวของกับการยับย้ังคอื การสรางกรด ทําใหพีเอชลดต่ําลง ทําใหสภาวะแวดลอมไมเหมาะสมในการ
เจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน ซึ่งกรดอินทรียที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย คือ กรด
แลคติก และกรดอะซิติก นอกจากนี้ ยังมีสารประกอบอินทรียชนิดอ่ืน ๆ ที่เกิดขึ้น และมีผลในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน  สารที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลติขึ้นมีหลายชนิด ไดแก 
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1.  กรดอินทรีย (Organic acid) 
  
 กรดอินทรียที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกในกระบวนการหมัก ไดแก กรดแลคติก และกรด   
อะซิติก ซึ่งทาํใหพีเอชลดลงจนสามารถที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียบางชนิดได กรดออนที่มีพีเอชต่ํา 
สามารถยับยัง้การเจริญของจุลินทรียไดดีกวาพีเอชเปนกลาง  ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกแตละชนิดจะผลติ
กรดอะซิติกและโพรพิโอนิกในปริมาณนอย  และกรดทั้งสองชนิดมีคา pKa  สูงกวากรดแลคตกิ  ซึ่งทําให
ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียเพ่ิมขึน้เม่ือเปรียบเทียบกับกรดแลคติก (Davison,1990)  
กรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิกถูกนํามาใชเติมลงไปในอาหาร  แตไมไดผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
สวนใหญไดมาจากการสังเคราะหทางเคมี  อาหารหมักบางชนิด ตองอาศัยการทํางานรวมกันระหวาง
กรดอะซิติกกับกรดแลคติก เพ่ือทําใหประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียดีกวาใชชนิดใดชนิดหนึ่งเพียง
อยางเดียว (Rubin, 1978) เม่ือกรดอินทรียเขาไปภายในเซลลแบคทเีรียจะแตกตัวปลอยโปรตอนเขาไปใน
ไซโตพลาสซมึ ทําใหเกิดภาวะที่เปนกรด  มีผลยับยัง้กระบวนการเมตาบอลิซึมที่จําเปนตอการดํารงชีวิต
ของจุลินทรีย  ซึ่งมีผลทําใหจุลินทรียตาย (Fuller, 1989) มีรายงานวา แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถ
ยับยั้งจุลินทรยีกลุมที่กอโรคได โดยสวนใหญจะเปน Lactobacillus sake   ที่แยกไดจากผลิตภัณฑเน้ือ  
สามารถสรางกรดอินทรียมายับยั้งการเจริญของ Salmonella typhimurium และ Staphylococcus  
aureus ได  (Schillinger and Lucke, 1989)   
 
2.  ไฮโดรเจนเพอรออกไซด  (Hydrogen peroxide; H2O2) 

 
               เปนสารที่ไดจากกระบวนการเมตาบอลิซมึในระหวางการเจริญของ    Lactobacillus  
ซึ่งอาจเกิดไดหลายทางดังนี้ปฏิกิริยา             
 
Pyruvate + O2 + PO4

-3                                        Acetylphosphate + CO2 + H2O  
 
Lactate + O2                         Pyruvate + H2O2 

 
Lactate + O2           

               Pyruvate + H2O2 
 
NADH + H + O2                  NAD+H2O2 

  
 ไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่เกิดขึ้นในระหวางการเจริญของแบคทีเรีย  จะสะสมเพิ่มขึ้นในอาหาร 
เน่ืองจากไมมีเอนไซมคะตะเลสที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด   และเปนสารที่มี

pyruvate oxidase 

L-lactate oxidase    

D-lactate dehydrogenase          

NADH  oxidase                      
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สมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย    นอกจากนี้ ยังสามารถทําปฏิกิริยากับสารอื่นกลายเปนสารที่
มีผลในการยับย้ังจุลินทรียได     มีรายงานวา  ไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มีความเขมขน  0.12   มิลลิโมล
ตอลิตร  สามารถยับยั้งการเจริญของ  lactococci ไดรอยละ 51    และที่ความเขมขนมากกวา  1.5  มิลลิ
โมลตอลิตร  จะมีผลทําใหเซลลตาย (Ander, 1970)      ในสภาวะที่มีออกซิเจน  แบคทีเรียกรดแลคติกจะ
สามารถสรางไฮโดรเจนเพอรออกไซด    ซึ่งเปนตัวออกซิไดซที่รุนแรง  และมีผลตอเซลลแบคทีเรีย  โดย
หมู  sulfhydryl  ภายในโมเลกุลโปรตีนของเซลลและในชั้นไขมันที่เมมเบรมสามารถออกซิไดซได 
(Lindgren and Dobrogosz, 1990)  ทําใหโครงสรางของกรดนิวคลีอิกและโปรตีนในเซลลเปลี่ยนไปจนไม
สามารถทําหนาที่ไดปกติ     นอกจากนี้ไฮโดรเจนเพอรออกไซดยังสามารถรวมตัวกับสารประกอบอื่น  
เกิดเปนสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรียอ่ืนได    เชน  ในนํ้านมดิบ ไฮโดรเจนเพอรออกไซดจะ
รวมตัวกับไธโอไซนาไนต (thiocyanite; SCN-)  โดยเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดส (lactoperoxidase)  
เกิดเปนไฮโปไธโอไซยาไนต  (hypothiocyanite; OSCN-)   ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้ออ่ืนได  
(Banks et al., 1986) 
 
               SCN- + H2O2           

lactoperoxidase              OSCN- + H2O 
 

โครงสรางเมมเบรนของแบคทีเรียจะถูกทําลายหรือมีการเปลี่ยนแปลงได    เม่ือทําปฏิกิริยา
เปนไฮโปไธโอไซยาไนต  (Kamau et al., 1990)  โดย Ocana et al. (1999) ไดพบวา Lactobacillus  
crispatus F117 ที่แยกไดจากระบบสบืพันธุเพศหญิงสามารถสรางไฮโดรเจนเพอรออกไซดในระดับ สูง   
ซึ่งสามารถยับย้ังการเจริญของ  Staphylococcus  aureus ได 
 
3.  คารบอนไดออกไซด  (Carbon  dioxide; CO2)   
  
         สวนใหญคารบอนไดออกไซดจะเกิดจากกระบวนการหมักของน้ําตาลเฮกโซสใหเปนกรดแลคติก 
แบบ heterofermentative fermentation นอกจากนี้  วิถีเมตาบอลิซึมอ่ืน ๆ สามารถสราง
คารบอนไดออกไซดไดระหวางกระบวนการหมัก คารบอนไดออกไซดจะไปยับยั้งระบบเอนไซมของ
กระบวนการดีคารบอกซิลเลชั่น (decarboxylation)  (King and Nagel, 1975) และมีการสะสมของ
คารบอนไดออกไซดในชั้นไขมัน เปนสาเหตุใหคุณสมบัติในการซึมผานของสารเสียไป (Lindgren and 
Dobrogosz, 1990)  คารบอนไดออกไซดที่ความเขมขนสูง ๆ สามารถปองกันการเจริญของจุลินทรียบาง
ชนิดได 
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 4. ไดอะเซทลิ  (Diacetyl) 
 
 ไดอะเซทิลสังเคราะหขึ้นจากไพรูเวตที่เปนสารตัวกลาง (intermediate) แบคทีเรียกรดแลคติกที่
สามารถสรางไดอะซิทิล ไดแก Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus และ Streptococcus    (Jay, 
1982)  ไดอะเซทิลเปนสารที่ใหกลิ่นเฉพาะในผลิตภัณฑนมหมัก และมีคุณสมบัติในการยับย้ังจุลินทรีย
ดวย  สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ยีสต และรา ไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ  กลไกการยับยั้ง
ของไดอะเซติลคาดวา  เกิดจากการทําปฏิกิริยากับโปรตีนที่ยึดจับตรงตําแหนงกรดอะมิโนอารจีนีน   ที่
เปนองคประกอบในโปรตีน หรือเอนไซม (Ouwehand, 1998)  Kang and Fung (1999)  ไดศึกษาพบวา
ไดอะซิติลที่ความเขมขน 300  ppm  มีผลในการควบคุมการเจริญของจุลินทรีย  ที่กอโรค  คือ E. coli  
0157 : H7 และ Salmonella typhimurium ในระหวางการหมักเนื้อได    ไดอะเซทิล ไดรับการยอมรับวา
ปลอดภัย (GRAS) สามารถใชเปนสารกันบูดในอาหาร  แตก็มีขอจํากัดคือ  ตองใชปริมาณมากจึงจะมีผล
ในการถนอมอาหาร  และเนื่องจากมีกลิ่นที่รุนแรงจึงทําใหสามารถใชในอาหารไดเพียงบางชนิด 
 
5.  รูทีริน  (Reuterin) 
  
 รูทีรินเปนสารที่ไมใชโปรตีน น้ําหนักโมเลกุลต่ํา ละลายน้ําไดดีที่พีเอชเปนกลาง สรางจาก
แบคทีเรียพวก Lactobacillus reuteri รูทีรินสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด ทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ยีสต รา โปรโตซัว และจุลินทรยีที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ เชน 
Salmonella, Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida และ Trypanosoma  ดังนั้น จึง
อาจใชรูทีรินในการถนอมอาหารคนและอาหารสัตว โดยชวยลดจุลินทรียที่ทําใหเกดิโรคและที่ทําใหอาหาร
เสีย (Ouwehand, 1998) 
 
6.  แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
 
 คําจํากัดความของแบคเทอริโอซิน  
        แบคเทอริโอซินเปนสารประกอบประเภทโปรตีนโมเลกุลใหญ ที่ผลติจากแบคทเีรยีหลายชนิดทัง้
แกรมลบและแกรมบวก โดยแบคเทอรโิอซินที่ผลิตไดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่อยู
ในกลุมเดียวกนัหรือกลุมใกลเคียงได (Klaenhammer, 1988) แบคเทอริโอซินบางชนิดสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียที่กอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียบางชนิดได นอกจากนี้ ยังมีคําอธิบายคําจํากัด
ความของแบคเทอริโอซินเพิ่มเติมวา  แบคเทอริโอซินผลิตโดยแบคทีเรียหลาก หลายชนิด จากกลุมยีน 
heterogenous ของสารตานทานจุลชีพ ที่มีกลไกการผลิต กิจกรรมการยับยั้ง มวลโมเลกุลโปรตีน 
คุณสมบัติทางชีวเคมี และพันธุกรรมที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรียชนดินั้น ๆ (Klaenhammer, 
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1993) แบคเทอริโอซินที่มีความสําคญัในการนํามาใชเพ่ือถนอมอาหารและใชในการยับยั้งเชื้อกอโรคใน
อาหาร ไดแก nisin, acidophilin, bulgarican และ lacticins เปนตน (Nettles and Barefoot, 1993)    ซึ่ง
ปจจุบันมีแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดียวเทานั้นคือ nisin  ที่ไดรบัการยอมรับวาปลอดภัย (Generally 
Recognized as Safe ; GRAS) และสามารถนําเอาไปประยุกตใชเปนสารถนอมอาหารในระดับ
อุตสาหกรรมได  (Delvels-Broughton et  al., 1992) 
 

ระบบการตัง้ชื่อของแบคเทอริโอซิน  
  

การตั้งชื่อของแบคเทอริโอซินที่ผานมายังไมมีแบบแผนที่แนนอน โดยเริ่มแรกมีพ้ืนฐานการตั้งชือ่
ตามชื่อจีนสั  และเวลาตอมาไดตั้งชื่อตามชื่อสปชีสของสายพันธุที่ผลิตแบคเทอริโอซิน ชนิดนั้น ๆ  หรือ
อาจมีทั้งชื่อตามจีนัสและสปชีสก็ได    ตัวอยางการตั้งชื่อตามชื่อจีนัส ไดแก     แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย 
Enterococcus faecium ตัง้ชื่อเปน enterocin A  (Aymerich et al., 1996)  แบคเทอริโอซินที่ผลติโดย 
Lactobacillus sake ตั้งชื่อเปน lactocin S (Mortved et al., 1991)  และ  แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย 
Leuconostoc gelidum ตั้งชื่อเปน leucocin A-UAL 187  (Hastings et al., 1991) เปนตน ตวัอยางการ
ตั้งชื่อตามชื่อสปชีส ไดแก แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Lactobacillus helveticus  ตั้งชื่อเปน helveticin J 
(Joerger and Klaenhammer, 1986)  แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Lactobacillus acidophilus ตั้งชื่อเปน 
acidocin B (Leer  et al., 1995) และแบคเทอริโอซินที่ผลิต Staphylococcus epidermidis โดยตั้งชื่อเปน 
epidermin (Allgaier et al., 1986)   เปนตน  ในบางครั้งการเขียนชื่อแบคเทอริโอซินอาจมีโดยการเตมิ 
“ e “ ทายชื่อแบคเทอริโอซิน เชน staphylococcine (Fredericq, 1946), listeriocine (Tubylewicz, 1963) 
และ corycine (Krylova, 1969)  
             

 การจําแนกชนิดของแบคเทอริโอซิน 
 
แบคเทอริโอซินเปนสารประกอบโปรตีนทีส่ังเคราะหในไรโบโซมของแบคทีเรีย มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินท

รียชนิดอ่ืนที่อยูในกลุมใกลเคียงกัน คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินจะพิจารณาจาก ขนาด ความคงตัว การ
ดัดแปลงหลังผานการแปลรหัสทางพันธกุรรม และกลไกการทํางาน ซึ่งสามารถแบงแบคเทอริ-โอซินตาม
คุณสมบัติและโครงสรางพื้นฐานออกเปน 4  กลุมดวยกันดังนี้ (Klaenhammer, 1993 ;  Nes et al., 
1996)   
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             1.  Class I : Lantibiotic  
 
 เปนเปปไทดขนาดเล็กกวา  5 kDa ประกอบดวยกรดอะมิโนที่มีการดัดแปลงหลังจากการ

แปลรหัสพันธุกรรม (post translational)  กอนที่จะมีการสงออกมานอกเซลล   ซึ่งมีลักษณะแตกตาง
ออกไป  เชน lantionine, α-methyllanthionine, dehydroalanine, และ dehydrobutyrine เปนตน ซึ่งชื่อ 
lantionine  นี้ไดนําไปใชในการตั้งชื่อ  lantibiotics  ซึ่งเปนชื่อยอ lantionine ที่ประกอบดวยสายเปปไทด
ของยาปฏิชีวนะ (antibiotics)  ถึงแมวา lantibiotics จะมีความสัมพันธกับกลุมของยาปฏิชีวนะ เชน    
กรามิซิดิน (gramicidin) หรือ วาลิโนมัยซิน (valinomycin)  แตมีกระบวนการการสังเคราะหไรโบโซมที่
ชัดเจน ดังน้ัน จึงจัด lantibiotics อยูในกลุมแบคเทอริโอซิน ซึ่งกลุมน้ีแบงออกเปน 2 กลุมยอย  ตาม
ลักษณะโครงสรางทางเคมีและกิจกรรมการตอตานจุลินทรียคือ type A และ type B โดย lantibiotics 
ชนิด type A เปนเปปไทดสายยาวมีประจุบวก  ซึ่งจะทําใหเกิดรูรั่วเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียเปาหมายได  
ตัวอยางของแบคเทอริโอซินชนิดนี้ เชน nisin, lacticin 481 และอ่ืน ๆ เปนตน  สวน type B เปนเปปไทด
ที่มีลักษณะเปนทรงกลมมีประจุเปนลบหรือไมมีประจุเลย แบคเทอริโอซินในกลุมน้ีจะออกฤทธิ์ยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมที่จําเพาะเจาะจงของจุลินทรียเปาหมายได เชน mersacidin, ancovenin, cinnamycin 
และอ่ืน ๆ เปนตน (Chen and Hoover, 2003) 

 
2.  Class II : small  non – lantibiotic  
 
 เปนเปปไทดที่มีขนาดเล็กกวา 10 kDa  สายของเปปไทดประกอบดวยกรดอะมิโนชนิด non-

lanthionine มีความเสถียรตอความรอน โดยแบคเทอริโอซินในกลุมน้ีมีจํานวนและมีความหลากหลายมาก
ที่สุด ซึ่งสามารถแบงออกเปน 3 กลุมยอย (Klaenhammer, 1993) คือ  Class IIa ประกอบดวยเปปไทดที่
มีลักษณะเหมอืนกับ pediocin ในสายในสายเปปไทดที่ปลาย N มีลําดับกรดอะมิโนเปน Tyr-Gly-Asn-
Gly-Val-Xaa-Cys ซึ่งเปนกลุมที่ไดรับสนใจมากเนื่องจากสามารถยับยั้งกิจกรรมของ Listeria ได เชน 
pediocin PA1/AcH, enterocin A และอื่น ๆ เปนตน (Larsen et al.,1993) Class IIb ประกอบดวย     
แบคเทอริโอซินที่ตองการเปปไทด 2 ชนิดที่แตกตางกนั สําหรับใชในกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอ-
ซิน  เชน lactococcin G และ lactacin F  และ Class IIc ประกอบดวยเปปไทดหลากหลายชนิดที่
แตกตางจาก Class IIa และ Class IIb  รวมถึง sec-dependent ที่ขับออกมา เชน acidocin B และ 
divergicin A เปนตน 
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3.  Class III : large heat-labile proteins  
 
เปนเปปไทดที่มีขนาดใหญมากกวา 30 kDa ซึ่งไมเสถียรตอความรอน แบคเทอริโอซินกลุมน้ี

นักวิทยาศาสตรใหความสนใจในการศึกษานอยมาก เน่ืองจากไมทราบกลไกการทํางานที่แนชัด ตัวอยาง
แบคเทอริโอซินในกลุมน้ี  ไดแก acidophilucin A, caseicin 80, helvitcin J  และ lacticin A เปนตน 
(Chen and Hoover, 2003)  นอกจากนี้   อาจจะรวมถึงเอนไซมที่มีลักษณะทางกายภาพคลายกับ      
แบคเทอริโอซินอีกดวย 
 

4.  Class IV : complex bacteriocin  
 
เปนกลุมของแบคเทอริโอซินที่มีโครงสรางซับซอน   ตองการคารโบไฮเดรตหรือไขมันครึ่งหนึ่ง

สําหรับกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  แบคเทอริโอซินในกลุมนี้ไมไดถูกจําแนกในระดับทาง
ชีวเคมีอยางเพียงพอ   ซึ่งยังตองการขอมูลเพ่ิมเติมในการอธิบายความจํากัดความของกลุมนี้  ตัวอยาง
แบคเทอริโอซินในกลุมน้ี ไดแก  lactocin 27, leuconocin  และ pediocin AcH  เปนตน (Klaenhammer, 
1993) 
 

              แหลงของแบคเทอริโอซิน 
 

    แบคเทอริโอซินเปนสารประกอบประเภทโปรตีนโมเลกุลใหญ ที่ผลิตจากแบคทีเรียหลายชนิด
ทั้งแกรมลบและแกรมบวก โดยแบคเทอริโอซินที่ผลิตไดสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่
อยูในกลุมเดียวกันหรือกลุมใกลเคียงได (Klaenhammer, 1988)  ปจจุบันแบคเทอริโอซินที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกไดรับความสนใจอยางมาก เน่ืองจากไดรับการยอมรับวาปลอดภัยและมีศักยภาพ
เปนสารถนอมอาหารตามธรรมชาตินอกจากนี้แลวยังชวยสงเสริมสุขภาพโดยมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก
ไดอีกดวย  (Montville and Winkowskin, 1997) แบคเทอริโอซินสวนใหญแยกมาจากแบคทีเรียกรด    
แลคติกที่ใชเปนเชื้อตนหรือปนเปอนในอาหารหลากหลายชนิด เชน ผลิตภัณฑเน้ือ ผัก และนม เพ่ือนําไป
ประยุกตใชเปนสารถนอมอาหาร ตัวอยางแบคทีเรียกรดแลคติก ที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน ไดแก 
pediococci (pediocins), lactobacilli (lactocin, plantocin, sakacin , lactocin, reutericin, brevicin, 
caseicinc และ gasseridin), enterococci (enterococcin), carnobacterium (carnocin), leuconostocs 
(mesenterocins) และ lactococci (nisin, displococcin, lactostrepcin, lactococcin) (Kim, 1993; 
Klaenhammer, 1988; Brock et al., 1963) เปนตน 
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              การสังเคราะหแบคเทอริโอซนิ 
  
              แบคเทอริโอซินเปนสารประเภทโปรตีนทีส่ังเคราะหในไรโบโซมของแบคทีเรีย การผลิต     
แบคเทอริโอซินถูกควบคุมโดยกลุมยีนที่อยูรวมกัน และควบคุมรวมกนัเปนลักษณะของโอเปอรอน  
(operon) โอเปอรอนสําหรับผลิตแบคเทอริโอซินชนิด Lantibiotic จะประกอบดวยยีนคูเหมือน 
(homologous) ที่ถูกสรางเปนกลุมยีนหลาย ๆ ยีน (Cleveland et al., 2001)   ลักษณะดังกลาวสวนใหญ
เปนแบคเทอริโอซินที่อยูใน Class Ia และจากการศึกษาเมื่อเร็ว ๆ นี้ พบวา กลุมยนีที่อยูรวมกันที่มีความ
สมบูรณอยูใน Class Ib คือ mersadicin (Altena et al., 2000)  กลุมยีนที่สังเคราะหแบคเทอริโอซินอาจ
ตั้งอยูบนโครโมโซม เชน subtilin และ mersacidin หรืออาจตั้งอยูบนพลาสมิด เชน divergicin A และ 
sakacin A หรือบางชนิดอาจตั้งอยูบนทรานโพซอน เชน nisin และ lacticin 481    ซึ่งกลุมยีนจะถูกแปล
รหัสเปนโปรตนี  และจะมีการดัดแปลงโครงสรางอยูในรูปแบบที่แอคตีฟ (active form)  กอนที่จะมีการ
สงออกมานอกเซลล (Klein et al., 1992)  สําหรับแบคเทอริโอซินในกลุม non-lantibiotic เชน pediocin 
และ sakacin มียีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหแบคเทอริโอซินที่มีลักษณะเชนเดียวกับแบคเทอริโอซิน
ชนิด lantibiotic แตไมมีการดัดแปลงโครงสรางโปรตีนกอนสงออกมานอกเซลล จากการศึกษายีนของ 
plantaricin  พบวา รหัสยนีเปนมัลติแบคเทอริโอซินรวมกับการขนสงและระบบการบังคับ อยางไรก็ตาม
แบคเทอริโอซินมีระบบคุมกนัตัวเอง (Diep et al., 1996) 
 
            กิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
 

แบคเทอริโอซิน จัดเปนสารประกอบเปปไทด  ที่สามารถซึมผานเย่ือของเซลลจุลินทรีย     
เปาหมายได   ทําใหเกิดรูรั่วของเยื่อเซลล    และเกิดการรั่วไหลขององคประกอบเซลลติดตามมา    จึงทํา
ใหสามารถยับยั้งการเจริญหรือเกิดการตายของจุลินทรียเปาหมายได  ซึ่งการเกิดอันตรกิริยาระหวาง   
แบคเทอริโอซินกับเยื่อเซลลมีหลายขั้นตอน     กอใหเกิดสารคอมแพล็กที่เปนสาเหตุของสภาพการณ
ดังกลาวได  (สาโรจน, 2547)   กลไกการทํางานของแบคเทอริโอซินไดสรางภาวะที่ไมสมดุลของไอออน
ใหเกิดขึ้นในเซลลของจุลินทรียเปาหมาย    ซึ่งทําใหเซลลตองสูญเสียสมดุลศักย ไฟฟาและเกรเดียนต 
ความเปนกรดดางไป     โดยแบคเทอริโอซินแตละชนิดจะใหผลกระทบโดยตรงตอความตางศักยและ/หรือ
เกรเดียนตพีเอช ตางกัน ทําใหกิจกรรมการยับยั้งเซลลจุลินทรียเปาหมายแตกตาง เชน  nisin  มีกิจกรรม
ยับยั้งแบบกวาง  คือสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด  และยับยั้งการงอกของสปอร 
Bacillus spp. และ Clostridium spp. ในขณะที่ lactococcin A  มีกิจกรรมยับยั้งแบบแคบ คือสามารถ
ยับยั้งกลุมแบคทีเรีย  lactococcal เทานั้น (Grooss and Morell, 1971)  ดังน้ัน แบคเทอริโอซินจึงเปน
สารที่มีความสามารถในยับย้ังจุลินทรียเปาหมายไดอยางจําเพาะเจาะจง   
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           การผลิตแบคเทอริโอซิน  (Production of bacterocins) 
 
 การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแตละชนิด เพ่ือใหไดผลผลติเพ่ิมมากขึ้น มักมีปจจัยที่

สําคัญหลายชนิดที่เกี่ยวของในการผลิตแบคเทอริโอซิน ไดแก องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
สภาวะตาง ๆ ในการเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย (Kim et al., 2006)  แบคทีเรียหลายชนิดที่ไมปรากฏปจจัยและ
สภาวะที่เหมาะสมในการผลติแบคเทอริโอซินอยางชัดเจน  จึงมีความจําเปนตองทําการศึกษาทดลองหา
ปจจัยและสภาวะที่เหมาะสม ในการชวยเพิ่มผลผลติแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย ไดแก 

 
           1.  สวนประกอบของอาหารในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  

  แบคทีเรียตองการสารอาหารเพื่อนําไปใชในการเจริญเติบโตของเซลลและผลิตสารบางชนิด  
ดังน้ัน อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชเลี้ยงแบคทีเรียจึงมีความสําคัญมาก แบคทีเรียแตละชนิดมีความตองการ
สารอาหารแตกตางกัน ไดแก  แหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน แรธาตุ และวิตามิน (Li et al., 2002)   
ดังน้ัน ในการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพ่ือใหไดผลผลิตเพ่ิมขึ้น  จึงมีความจําเปนอยางยิ่ง  ในการหา
สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแตละชนิด   
ตัวอยางรายงานผลของสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  เชน  การผลิต    
แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย  S. mutans  โดยทําการเติม yeast extract  เขมขนเทากับ    2.0 % (w/v) 
เพ่ือเปนแหลงไนโตรเจนลงไปในอาหารเหลวสูตร trypticase  พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริ-
โอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งเพิ่มมากขึ้น (Rogers, 1972)  เชนเดียวกับการผลิต microcin GO5 จาก
แบคทีเรีย  Micococcus sp. GO5 โดยใชอาหารเหลวสูตร MRS ที่มีสวนประกอบคือ  sucrose เขมขน 
2.0 % (w/v) เปนแหลงคารบอน,   tryptone เขมขน  0.5 % (w/v)  รวมกับ yeast extract  เขมขนเทากับ 
1.0 % (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน, K2HPO4 เขมขน 20-50 กรัมตอลิตร เปนแหลงฟอสเฟตอนินทรีย และ  
MgSO47H2O เขมขน 5  กรัมตอลิตร  เปนแหลงแมกนีเซียมอนินทรีย  พบวาแบคทีเรียสามารถผลิต   
แบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้น 16 เทา  ม่ือเทียบกับการใชอาหารเหลวสูตร MRS ปกติ    
นอกจากนี้ ยังมีรายงานเกี่ยวกับการผลิต  butyricin 7423 ในอาหารสูตรกึ่งดัดแปลง  ผลผลิตเพ่ิมขึ้นจะ
อยูกับจํานวนเคซีนที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ  (Clarke  et  al., 1975)    
          
  2.  สภาวะในการเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย 
    การเปลี่ยนแปลงสภาวะในการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย เชน อุณหภูมิ เวลา การเตมิอากาศ  และ 
พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ จะมีผลตอการผลผลติและกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  ซึ่งโดยทั่วไป 
แลว อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียมักจะเปนอุณหภูมิเดียวกับอุณหภูมิ ที่เหมาะสมตอ
การผลิตแบคเทอริโอซิน การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูงมาก ๆ อาจจะทําใหความรอนไปทําลาย 
แบคเทอริโอซินที่ผลิตขึ้น  และบางครั้งอาจจะทําใหเสยีสภาพไมสามารถคืนสูสภาพเดิมได (Dajani and 
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Taube, 1974)    แตจากการรายงานที่ผานมาการสูญเสียกิจกรรมการยับยั้ง  อันเนื่องจากพันธุกรรมของ
การผลิตแบคเทอริโอซินสายพันธนั้น ๆ  สวนปจจัยที่สงผลกระทบตอการผลติแบคเทอริโอซินที่เห็นได
ชัดเจน คือ พีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งมีความสําคัญมากตอการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรีย เนื่องจากมีผลตอการรวมตวัหรือการดูดซึมของแบคเทอริโอซินกลับเขาไปในเซลล และการ
ยอยสลายของแบคเทอริโอซินโดยเอนไซมกลุมโปรตีเอส  (Parente et al.,1994 )  นอกจากนี้ ระยะเวลา
ในแตละชวงการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  จะมีการผลิตแบคเทอริโอซินออกมาแตกตางกัน ดังนั้น ระยะเวลา
ในการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย เพ่ือผลิตแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด นับวาเปนปจจัยสําคัญ 
Schlegel and Slade (1973)  ไดมีการศึกษาผลผลติของ  streptococcin STH  พบวา ผลผลติสูงสุดอยู
ในชวง exponential ของการเจริญของแบคทีเรีย  หลังจากนั้นผลผลติคอย ๆ ลดลงกอนเขาสูชวง 
staionary ซึ่งแตกตางกับ streptococcin AFF22 ที่มีการเริ่มผลิตในชวงปลายของ logarithmic และจะ
คอย ๆ ลดลงอยางชา ๆ ในชวง prolonged ของการเพาะเลีย้ง   ในทาํนองเดียวกันของผลผลติ 
staphylococcin C55  เริ่มในชวง  logarithmic จนถึงชวงที่สูงสุดใชเวลาบมประมาณ 24-48 ชั่วโมง  
ตอมาผลผลติจะคอย ๆ ลดลง  (Dajani and Wannamak, 1969)    

 
              การทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์ 
 
 การผลิตแบคเทอริโอซินสวนใหญไดมาจากการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย ดังนั้น แบคทีเรียจะผลิต   
แบคเทอริโอซินปลอยออกมาจากเซลล ซึ่งจะละลายปนอยูกับอาหารเลี้ยงเชื้อหรือเซลลแบคทีเรยี  สําหรับ
การนําเอาแบคเทอริโอซินไปใชประโยชนในดานตางๆ จึงมีความจําเปนที่จะตองทําใหแบคเทอริโอซิน 
บริสุทธิเ์พ่ือความเหมาะสมในการใชประโยชนในดานนั้นๆ ซึ่งการทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์มีหลายวธีี
ดวยกัน วิธีที่นยิมสวนใหญขัน้ตอนแรกมักจะทําการตกตะกอนโปรตนีดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต   
เพ่ือทําใหแบคเทอริโอซินมีความเขมขนเพ่ิมขึ้น  จากนั้นนําแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธี
ตางๆ ไดแก cation exchange chromatography, hydrophobic interaction chromatography และ 
Reverse-phase high performance liguid chromatography (Nes et al., 1996)  ซึ่งการเลือกวิธีการทํา
แบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์  ขึ้นอยูกับความเหมาะสมในการนําไปใชประโยชนดวย 
 

การประยุกตใชแบคเทอรโิอซินในอาหาร 
 

ผูบริโภคมีความวิตกกังวลเกี่ยวกับอันตราย  ที่สงผลกระทบตอสุขภาพรางกาย    เน่ืองมาจากใน
ปจจุบัน มีการเติมสารเคมีลงไปในอาหารเพิ่มมากขึ้น เพ่ือใชในการถนอมอาหาร เชน ไนเตรท 
โพแทสเซียมโซเบท  และกรดอินทรียอ่ืน ๆ  ซึ่งสารเหลานี้เม่ือสะสมอยูในรางกายในปริมาณมาก ๆ จะ
สงผลเสียตอรางกาย  ดังนั้น ผูบริโภคเริ่มมีความสนใจการถนอมอาหารที่มาจากสารธรรมชาติเพ่ือ
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ทดแทนสารเคมี   ดังน้ัน จึงมีการกระตุนใหมีการศึกษาวิจัยสารธรรมชาติที่ผลิตโดยเมตาบอลิซึมของ
แบคทีเรีย  ที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียได   
โดยเฉพาะแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก   ซึ่งไดรับความสนใจอยางมาก     เน่ืองจาก
แบคทีเรียกรดแลคติก  หรือสารเมตาโบไลตที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย กรดแลคติกมีความปลอดภัย  และ
ไดรับการยอมรับจากผูบริโภคโดยจะมีความไดเปรียบในดานของความเปนธรรมชาติ   และนอกจากนั้น
ยังชวยสงเสริมคุณภาพโดยมีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกไดอีกดวย  (Montville and Winkowskin, 1997)  
 
 แบคทเีรียกรดแลคติกที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดจากระบบทางเดินอาหาร 

 
  Booth และ คณะ (1977) คัดแยกแบคทีเรีย จีนัส Bacteroides ที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่
แยกจากอุจจาระมนุษย  พบวา แบคทีเรียไอโซเลท T1-1 มีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
สูงสุด  เม่ือนําไปจําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยวธิ ี RNA homology พบวา เปนแบคทีเรีย B. 
thetaiotaomicron แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อสายพันธุนี้ มีความเสถียรในชวงพีเอชที่กวางคือ  1.0-
12.0   และสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ    121  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 15 นาที  ถูกทําใหเสีย
สภาพโดยเอนไซมที่ยอยโปรตีนบางชนดิ คือ trypsin และ pronase  และแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย B. thetaiotaomicron  มีมวลโมเลกุลโปรตีนประมาณ  30 KDa  ซึ่งแบคทีเรียเริ่มผลติแบคเทอ-
ริโอซินในชวง logarithmic phase ของการเจริญของแบคทีเรีย  และจะหยุดผลิตแบคเทอริโอซินในชวง 
stationary ของการเจริญของแบคทีเรีย   ตอมาในป ค.ศ. 2000  Robredo and Torres ไดคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกทีส่ามารถผลิตแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารสัตว หมู สุนัข แมว จํานวน 
29 ไอโซเลท มาทดสอบกับเชื้อทดสอบ  ซึ่งที่เปนแบคทีเรียกอโรคในมนุษยและแบคทเีรียกรดแลคติกที่
แยกมาจากมูลสัตว จํานวน 52 ชนิด พบวา เปนแบคทเีรีย  Lb. salivaius  ที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน
ได จํานวน  11 ไอโซเลทจากทั้งหมด    18 ไอโซเลท ซึ่งแยกจากมูลวัว   คิดเปน  61 เปอรเซ็นต ของ
แบคทีเรียสายพันธุอ่ืนที่ไมสามารถผลิต แบคเทอริโอซิน และ พบวา  แบคทีเรยีไอโซเลท X13 มีคา
กิจกรรมการยับย้ังตอเชื้อทดสอบดีที่สุด คือ สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบจํานวน 11 ชนิด ไดแก 
Staphylococcus aureus,  S .epidermidi,  Listeria murrayi,  Lb. salivarius,  Lb. fermentum,   Lb. 
paracasei,   Pediococcus acidilactici  และ P. pentosaceus  ดังนั้น แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย  Lb. salivarius ไอโซเลท X13 เปนที่นาสนใจอยางยิ่งสําหรับการนําไปประยุกตใชเปนสาร
ถนอมอาหาร ในป ค.ศ. 2004 Arici และ คณะ ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก จีนัส 
Lactobacillus ที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดจากอุจจาระเด็กทั้งหมด 21 ไอโซเลท ซึ่งเปนแบคทีเรีย  
Lb. rhamnosus จํานวน 7 ไอโซเลท แบคทีเรีย Lb. paracasei spp. จํานวน 4  ไอโซเลท  Lb. 
fermentum จํานวน 4 ไอโซเลท  Lb. buchneri จํานวน  2  ไอโซเลท และ Lb. brevis   จํานวน  1  ไอโซ-
เลท และ Lactobacillus spp. จํานวน  2  ไอโซเลท   เพ่ือทดสอบการผลิตกรด  การทนตอยาปฏิชีวนะ  
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การผลิตไฮโดรเจนเปอรออกไซด และหาคากิจกรรมยับยั้งตอเชื้อทดสอบที่กอโรคบางชนิด โดยวิธี well 
diffusion assay พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินยับยั้งเชื้อทดสอบดังนี้ B. cereus FMC19,  
E. coli   ATCC 25922,    S. aureus  ATCC 2392 และ Y. enterocolitica  ATCC 1501 แบคทีเรียบาง
ไอโซเลทที่ทําการคัดแยกผลิตแบคเทอริโอซินที่มีคากิจกรรมยับยั้งแบบกวาง ซึ่งมีศักยภาพเปนเชื้อตั้งตน
ในการผลิตอาหารหมัก   และเปนสายพันธุที่ใชเปนโปรไบโอตกิไดอีกดวย ตอมาใน ค.ศ. 2006  
Pilasombut และ คณะ ไดทําการแยกแบคทีเรียกรดแลคติก จีนัส Lactobacillus ที่สามารถผลติแบคเทอ-
ริโอซินไดจากลําไสไกในฟารมของประเทศไทย โดยใชวธิีทดสอบหากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริ
โอซินดวยวิธ ี spot-on-lawn พบวา แบคทีเรียกรดแลคติก Lb. salivaius K7 ที่จําแนกโดยใชวีธีทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีและหาลําดับเบส DNA ในสวนของยีน 16S rDNA  ซึ่งแบคเทอริโอซินที่ผลติจาก
แบคทีเรีย Lb. salivaius K7 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบที่เปนแบคทเีรียแกรมบวก ไดแก  แบคทีเรีย B. 
coagulans,   Leu. mesenterides และ Lb. sakei  เปนตน แตไมสามารถยบัยั้งแบคทเีรยีแกรมลบ      
แบคเทอริโอซินชนิดนี้ เสยีสภาพกิจกรรมการยับยั้งโดยเอนไซมในกลุมที่ยอยโปรตีน เชน trypsin, 
proteinase K และ pepsin  เปนตน มีความเสถียรตอความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
15 นาที และมีความเสถียรตอพีเอชที่กวางคือ 3.0-10.0 มีมวลโมเลกุลโปรตีนประมาณ 4331.70 Da โดย
ใชเทคนิค ESI mass spectrometry  และตอมาใน ค.ศ. 2007 Strompfova และ Laukova  ทําการจําแนก
ชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก จีนัส Enterococci ที่สามารถผลติแบคเทอริโอซินไดจากระบบทางเดิน
อาหารไก จํานวน 17 ไอโซเลท มาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งตอเชื้อทดสอบ 20 ชนิด โดยวิธี agar 
diffusion พบวา ไอโซเลท EF55, EF3S1, EF2S3, EF2S1 และ EFH31 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได 
และจําแนกชนิดของแบคทเีรียทั้ง 5 ไอโซเลทโดยวธิี PCR พบวา เปนแบคทเีรีย    E. faecium  และ 
พบวา แบคทเีรียไอโซเลท EF55  มีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินสูงสุดเทากับ 200 AU/ml  
และมีฤทธิ์ยบัยั้งทั้งแบคทีเรยีแกรมลบและแกรมบวก นอกจากนี้ แบคเทอริโอซินยังเสียสภาพโดยเอนไซม
ยอยโปรตีน ไดแก protease, trypsin, alpha-chymotrypsin  และ pepsin นอกจากนี้ มีความเสถียรตอ
ความรอนที่อุณหภูมิ  60, 80  และ 100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20,10 และ10 นาที ตามลําดับ  และมี
ความคงทนตอพีเอชแบบกวาง คือ  พีเอช 3.0-9.0  เม่ือนําแบคทีเรยีไอโซเลท EF55 มาทําการเพาะเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่แตกตางกัน 5 ชนิด คือ  อาหารสูตร MRS  อาหารสูตร BHI  อาหารสูตร TSY  
อาหารสูตร TH และอาหารสูตร NB บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ในสภาวะไร
ออกซิเจน พบวา แบคทีเรยีสามารถผลติแบคเทอริโอซินในอาหารสูตร MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนเปน 6.0-7.0 
ใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสดุ และแบคเทอริโอซินชนิดนี้มีมวลโมเลกลุโปรตีนประมาณ 10 KDa  
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กรอบแนวความคิด 
  
 เน่ืองจากในปจจุบันมีการใชสารปฏิชีวนะผสมในอาหารสัตวเพ่ือเรงการเจริญเติบโต และการเติม
สารเคมีลงไปในอาหาร เพ่ือเปนสารถนอมอาหารเพิ่มมากขึ้น ซึ่งสารเหลานี้เม่ือสะสมอยูในรางกาย
ปริมาณมาก ๆ จะเปนอันตรายตอรางกาย  ผูบริโภคมีความวติกกังวลเกีย่วกบัอันตรายที่อาจสงผลเสียตอ
สุขภาพ   ดังนั้น มีการศึกษาหาสารอื่นมาทดแทนสารปฏิชีวนะและสารเคมีเพ่ิมมากขึ้น  สารธรรมชาตทิี่
ผลิตโดยเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียกรดแลคติกไดรับความสนใจอยางมาก เน่ือง 
จากเชื้อกลุมน้ีมีความสําคญัทั้งในอาหารคนและอาหารสัตว  ซึง่สามารถผลิตกรดแลคติกทีมี่ประโยชน
มากในอุตสาหกรรมหลาย ๆ ชนิด   และยังสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ หรือ
ทําลายแบคทเีรียในกลุมแลคติกเอง หรือแบคทีเรียที่กอโรคในระบบทางเดินอาหารของคนและสตัว  และ
เม่ืออยูในลําไสสัตวชวยเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตของสัตวไดอีกดวย  นอกจากนี้ปญหาการดื้อยา
ปฏิชีวนะของจุลินทรียทาํใหมนุษยจําเปนตองหายาตานทานจุลชีพใหมๆ เพ่ือทดแทนยาตานทานจุลชีพ
ชนิดเดิม แบคเทอริโอซินซ่ึงเปน antimicrobial  protein  จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นับวามีศักยภาพสูงใน
การผลิตสารตานทานจุลชีพชนิดใหม นอกเหนือจากความไดเปรียบทางดานความปลอดภัยเนื่องจาก
ความเปนธรรมชาติแลว การพัฒนาการผลิตในระบบอุตสาหกรรมโดยใชเทคโนโลยีชวีภาพก็สามารถทํา
ไดโดยงายซึ่งนักวิจัยสวนใหญศึกษาการผลิตแบคเทอริโอซิจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดจากอาหาร
และผลติภัณฑนม เพ่ือมุงเนนนําไปเปนสารถนอมอาหาร ประกอบกับการศึกษาการผลิตแบคเทอริโอซิน
จากเแบคทีเรยีกรดแลคติกในระบบทางเดินอาหารยังมีนอย   ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุงเนนศึกษาแบคเทอร-ิ
โอซินจากแหลงใหม ๆ คือ ระบบทางเดนิอาหารของคนและสัตว เพ่ือสามารถนําไปพัฒนาใชเปนโปรไบ-
โอติกในอาหารคนและอาหารสัตว  ซึ่งจะชวยสงเสริมสขุภาพสัตวและลดปญหาการเกิดโรคติดเชื้อในสัตว
เศรษฐกิจได 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
อุปกรณการทดลอง 
 
1.   ตัวอยางที่ใชในการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก 
      1.1  อุจจาระมนุษยจากนักศึกษาเพศหญิงและชายในมหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 7 ตัวอยาง 
      1.2  ตัวอยางมูลไกจากหมูบานตาง ๆ ในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 8 ตัวอยาง 
      1.3  ตัวอยางมูลโคจากฟารมโคในบริเวณใกลเคยีงกับมหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 3 ตัวอยาง 
      1.4  ตัวอยางมูลสุกรจากฟารมสุกรมหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 7 ตัวอยาง 
 
2.  แบคทีเรียที่ใชเปนเชือ้ทดสอบ (indicator strains) 

2.1 Lactobacillus casei  JCM 1134 2.19 Staphylococcus aureus TISTR 517 
2.2 Lactobacillus fermentum JCM 1173 2.20 Listeria monocytogenes DMST 1327 
2.3 Lactobacillus delbrueckii JCM 1012 2.21 Listeria monocytogenes DMST 2871 
2.4 Lactobacillus gallinarum JCM 2011 2.22 Listeria monocytogenes DMST 1783 
2.5 Lactobacillus crispatus JCM 5810 2.23 Listeria monocytogenes DMST 4553 
2.6 Lactobacillus pentosus JCM 1558 2.24 Listeria murrayi DMST 4564 
2.7 Lactobacillus agilis JCM 1187 2.25 Streptococcus agalactiae DMST 11366 
2.8 Lactobacillus thermotolerans JCM 11425 2.26 Streptococcus dysgalactiaeDMTS10953 
2.9 Lactobacillus mucosae  DMST 13345 2.27 Helicobacter pylori DMST 20165 
2.10 Enterococcus avium JCM 8722 2.28 Escherichia coli MJU 
2.11 Enterococcus durans JCM 8725 2.29 Escherichia coli DMST 12743 
2.12 Enterococcus gallinarum JCM 8728 2. 30 Enterobacter aerogenes MJU 
2.13 Enterococcus faecium MJU 92 2.31 Serratia marcescens MJU 
2.14 Pediococcus pentosaceus MJU 78 2.32 Salmonella typhimurium TISTR 292 
2.15 Pediococcus acidilactici MJU  2.33 Salmonella choleraesuis DMST 8014 
2.16 Bacillus subtilis TISTR 008 2.34 Salmonella enteritidis DMST 15676 
2.17 Bacillus cereus MJU 2.35 Vibrio cholerae DMST 2873 
2.18 Micrococcus  luteus  MJU 2.36 Vibrio parahaemolyticus  DMST5665 
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3.  อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก) 
       3.1  อาหารเหลวสตูร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)   (Criterion, USA)      
      3.2  อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว สตูร De Man, Rogosa and Sharpe  (0.7 % agar)   (Criterion, USA)      
      3.3  อาหารแข็งสูตร De Man, Rogosa and Sharpe (1.5 % agar) (Criterion, USA)      
      3.4  อาหารเหลวสตูร Brain Heart Infusion (BHI)  (Scharlau, Spain)                                     
      3.5  อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสตูร Brain Heart Infusion (0.7 % agar)  (Scharlau, Spain)                                   
      3.6  อาหารแข็งสูตร Brain Heart Infusion  (1.5 % agar) (Scharlau, Spain)        
 
4.  สารเคมี (ภาคผนวก ข)     
      4.1 สารเคมีที่ใชสําหรบัปรับพีเอช                              
             4.1.1 สารละลาย  NaOH  ความเขมขน  5.0 นอรมอล  (Merck, Germany) 
             4.1.2 สารละลาย HCl ความเขมขน  5.0 นอรมอล  (Merck, Germany) 
      4.2  สารเคมีที่ใชทดสอบกิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 
             4.2.1  เอนไซม  proteinase K   (Sigma, USA) 
               4.2.2  เอนไซม protease     (Sigma, USA) 
             4.2.3  เอนไซม catalase    (Sigma, USA) 
             4.2.4 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3  % ที่ทําการเจือจางกับน้ํา ในอัตราสวน 1:16 
       4.3 สารเคมีที่ใชในการจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก โดยวิธีการหาลําดับเบสของ DNA ในสวนของ  
            ยีน 16S   rDNA 
             4.3.1 ชุดสกัด DNA สําเร็จรูป (Isoplant DNA extraction kit No.314-02731) (Nippon Gene,    
                     Japan)   
             4.3.2  เอนไซม RNase (Nippon Gene, Japan)  
             4.3.3  Absolute ethanol  และ 70 % ethanol  (Merck, Germany) 
             4.3.4  27F (forward primer) 5, -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3, (Operon, Germany) 
             4.3.5  520R (reverse primer) 5, -ACCGCGGCKGCTGGC- 3, (Operon, Germany) 
             4.3.6  Master mix (Eppendorf, USA) 
             4.3.7  ชุดทํา PCR product ใหบริสุทธิ์ (TaKaRa SUPRECTM  -PCR) (Takara, Japan) 
             4.3.8  O, GeneRulerTM 100 bp DNA ladder (Fermentas LIFE SCIENCES,USA) 
             4.3.9  loading dye (Fermentas LIFE SCIENCES,USA) 
               4.3.10  ผงวุนอะกาโรส (agarose) 
             4.3.11 TE buffer (พีเอช 8.0) 
             4.3.12  1X TAE buffer 
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             4.3.12  สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (EtBr) 
     4.4  สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
              4.4.1 สารละลาย A :  Na2 CO3  ความเขมขน   2.0 % (w/v)  (Fisher chemical, UK) 
                                         NaHO  ความเขมขน 0.5 โมลาร  (Merck, Germany)                   
              4.4.2  สารละลาย B : CuSO45H2O ความเขมขน   2.0 %  (w/v)   (Carlo erba, France) 

                                              Na-K-tartrate  ความเขมขน 1.0 %  (w/v)   (Carlo erba, France)                  
           4.4.3  สารละลาย C :  สารละลาย A  ปริมาตร 50.0 มิลลิลติร และสารละลาย B                    
                                        ปริมาตร   1.0 มิลลิลติร 

              4.4.4  สารละลาย  D : Folin ciocateus phenol reagent (Merck, Germany)                   
              4.4.5  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Bovine Serum Albumin; BSA) (Fluka, Switzerland) 
              4.4.6  แอมโมเนียมซัลเฟต   (Merck, Germany)                   
     4.5  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโปรตีน 
             4.5.1  SDS (Sodium dodecyl sulphate) ความเขมขน 10 % (w/v)  (Fisher chemicals, UK) 
               4.5.2  Coomassie R-250 ความเขมขน 5 % (w/v)  (Bio-rad,USA) 
             4.5.3  Tris base  (Univar, Australia) (Univar, Australia) 
             4.5.4  Tricine  (Bio-rad, USA) (Bio-rad, USA) 
             4.5.5   ß-mercaptoethanol  (Bio-rad, USA) 
             4.5.6   Ammonium persulfate ความเขมขน 10 % (w/v) (Bio-rad, USA) 
             4.5.7  Glycerol ความเขมขน 87 % (w/v) และ Glycerol ความเขมขน 10 % (w/v) (Univar,                      
             4.5.8  Glycerol ความเขมขน 10 % (w/v) 
             4.5.9   เจลสําเรจ็รูป Ready GelR Precast Gels ( ฺBIO-RAD) 
             4.5.10  เมทานอล ความเขมขน 40 % (v/v) (Merck, Germany)                     
             4.5.11  กรดอะซิติก ความเขมขน 10 % (v/v) (Merck, Germany)                   
             4.5.12  Polypeptide SDS-PAGE standard (molecular weight marker) (Bio-rad, USA) 
 
5. เครื่องมือ 
     5.1   เครือ่งวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)    ยี่หอ Metrohm 
     5.2    ตูถายเชื้อ (laminar flow)   ยี่หอ Microflow  รุน Advanced  Bio Safety  Cabinet Class II 
     5.3    เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง (microcentrifuge)    ยี่หอ  Sanyo รุน Harrier 
     5.4    เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge)  ยี่หอ HETTICH รุน EBA 12R 
     5.5    ตูบมเชื้อ (incubator)   ยี่หอ  Binder 
     5.6    ตูอบเครื่องแกว (hot air over)    ยี่หอ Binder 
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     5.7    กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ (compound microscopy)  ยี่หอ  Olympus 
     5.8    เครื่อง  Microwave  ยี่หอ Sharp 
     5.9    เครื่อง PCR Sprint Thermal Cycler ยี่หอ Thermo hybrid รุน Spint 
     5.10  เครือ่งชั่ง 2 ตําแหนง (analytical balance) ยี่หอ OHAUS 
     5.11  เครือ่งชั่ง 4 ตําแหนง (microbalance) ยี่หอ Metler Toledo  
     5.12  เครือ่งแยกตัวอยาง DNA (gel-eletrophopresis) ยี่หอ  Bio-rad 
     5.13 เครื่องแยกตัวอยางโปรตีนดวยกระแสไฟฟา (SDS-PAGE apparatus)  ยี่หอ  Bio-rad 
     5.14  เครือ่งสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)  ยี่หอ Genesys 20 
     5.15  เครือ่งสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)    ยี่หอ Perkin-Elmer   รุน OGENE 
     5.16  เครือ่ง Transluminator  ยี่หอ Bio-rad 
     5.17  หมอนึ่งความดัน (autoclave)  ยี่หอ Pressure sterilizer Model No. 1941X 
     5.18  ตูเย็นเก็บสารเคมี (refrigerator)  ยี่หอ Mitsubishi  
     5.19  ตูแชแข็ง (deep freezer)  – 80 องศาเซลเซียส  ยี่หอ Sanyo 
 
6. อุปกรณและเครื่องแกวอ่ืน ๆ 
     6.1 บีกเกอร (beaker)  ขนาด 250 และ 1,000 มิลลิลติร 
     6.2  ขวดรูปชมพู (flask)  ขนาด 125, 250 และ500 มิลลิลติร 
     6.3  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 และ 500 มิลลิลติร 
     6.4  หลอดทดลอง (tube) ขนาด 16 x 150  มิลลิเมตร 
     6.5  กระบอกตวง (measuring cylinder) ขนาด 100 และ 1, 000 มิลลิลติร 
     6.6  ไมโครปเปต  (micropipette) ขนาด 0-20, 20-200  และ 100-1, 000 มิลลิลติร 
     6.7  หวงถายเชื้อ (loop) 
     6.8  จานอาหารเลี้ยงเชือ้ (petri dish) 
     6.9   ตะเกียงแอลกอฮอล 
     6.10  ตวักรองชนิดไนลอน (nylon syringe filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
     6.11  Centri-sep columns (Applied Biosystems, USA) 
     6.12  Anaerobic jar 
     6.13  สําลี 
     6.14  ถุงพลาสติก 
     6.15  ชอนตักสาร 
     6.16  ขวดเก็บสารเคม ี
     6.17  ไมโครปเปตทิฟ 



26 

 

วีธีการทดลอง 
 

1.   การแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหารของ
คนและสัตว 

           
       1.1  การเก็บตัวอยาง 
                ทําการเก็บตัวอยาง 4 แหลง คือ ตัวอยางอุจจาระมนุษยจากนักศกึษาเพศหญิงและชายใน
มหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 7 ตวัอยาง  ตัวอยางมูลไกจากอําเภอสันทรายในจังหวัดเชียงใหม จํานวน 8 
ตัวอยาง  ตัวอยางมูลโคจากฟารมโคในบริเวณใกลเคยีงกับมหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน  3  ตัวอยาง  และ
ตัวอยางมูลสกุรจากฟารมสุกรมหาวิทยาลัยแมโจ จํานวน 7 ตัวอยาง  โดยทําการเก็บตวัอยางใสในหลอด
พลาสติกที่ปราศจากเชื้อขนาด 16 X 150 มิลลิเมตร และเก็บรกัษาทีอุ่ณหภูมิ  - 20  องศาเซลเซียส  เพ่ือ
รอการแยกแบคทีเรียตอไป 
 
         1.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินขั้นตน 
                นําตัวอยางที่เก็บไดมาทําการแยกแบคทีเรียกรดแลตตกิ ที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดใน
หองปฏิบัติการ โดยใชวิธี the direct plating  (Noonpakdee et al., 2003) ขั้นตอนแรกทําการเพิ่มจํานวน 
(enrichment) แบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลวสตูร MRS กอน โดยการนําตัวอยางไปเลี้ยงในอาหาร
เหลวสตูร MRS  บมไวทีอุ่ณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส เปนเวลา  18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
(anaerobic) หลังจากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรียเจริญมาเจือจางตามลําดับ (serial dilution) ดวย
น้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ  เลือกระดับความเจือจางที่เหมาะสม 2 ระดับ มาเกลี่ยเชื้อ (spread) บนอาหาร
แข็งสูตร MRS  ที่มีกลูโคส เขมขน  0.2 % (w/v) นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน  แบคทีเรียกรดแลคตกิจะเจริญเปนโคโลนีเด่ียวบนผิวหนาอาหารแข็งสูตร 
MRS  จากนั้นเททับดวยอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสตูร MRS (0.7 % agar)   ที่มีเชื้อทดสอบแตละชนิดผสม
อยู มีคาดูดกลืนแสงเทากับ  0.5  ที่ความยาวคลื่น  660 นาโนเมตร ผสมอยูที่ความเขมขน 0.1% (v/v) 
โดยการทดลองนี้ใชเชื้อทดสอบทั้งสิ้น  4  ชนิด คือ Lactobacillus  fermentum JCM 1173, 
Lactobacillus casei  JCM 1134, Enterococcus durans JCM 8725 และ Pediococcus pentosaceus 
MJU 78 จากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิ  37   องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง ในสภาพไร
ออกซิเจน จากนั้นสังเกตดลูักษณะวงใส (clear zone) ที่เกิดขึ้นรอบ ๆ โคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติก  แลว
นําโคโลนีที่เกดิวงใสไปทําใหบริสุทธิ ์
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 1.3  การทําเชื้อใหบริสุทธิแ์ละการเก็บรกัษาเชื้อ 
     เลือกโคโลนีแบคทีเรียที่เกิดวงใสมาขีด (streak) ลงบนอาหารแข็งสูตร MRS เพื่อใหไดโคโลนี

เด่ียว (single colony) จากนั้นนําแบคทเีรียที่มีลักษณะโคโลนีเด่ียวไปเพาะลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MRS 
ซึ่งบรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 5 มิลลิลติร บมไวที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24  
ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นนําแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมาปนเหวี่ยง แยกตะกอน
เซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชือ้ และละลายตะกอนเซลลที่ไดดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ  จากนั้นเก็บเชื้อ
บริสุทธิใ์นกลซีอลรอล  20 % (v/v)  ที่อุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียส  เพื่อใชในการทดสอบในขั้นตอน
ตอไป (Niamsup et al., 2003) 
 
2.  การทดสอบฤทธิ์ของสารแบคเทอริโอซินในการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบ  
      2.1   การเตรียมตวัอยางเพ่ือทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  ดัดแปลงจากวิธีการ 
              ของ  Schillinger and Lucke (1989) 
               เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่เกิดวงใสที่แยกไดจากขอ 1.3 ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่
บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลลิิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ใน
สภาวะไรออกซิเจน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกเอาสวนใส (supernatant) ที่ได  มาทําการปรับคาพีเอชใหไดเทากับ 6.5 
ดวยสารละลาย NaOH เขมขน 5 นอรมอล เพ่ือลดอิทธิพลที่เกิดจากกรดอินทรียตาง ๆ ที่แบคทีเรียผลติ
ขึ้น และทําการเติมเอนไซมคะตะเลสใหไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร เพ่ือลด
อิทธิพลทีเ่กิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงไปในตวัอยาง จากนั้นนํามากรองดวยชุดกรองชนิดไนลอน 
(nylon syringe filter) ที่มีขนาดรูประมาณ 0.2 ไมโครเมตร และเก็บของเหลวใสที่ไดจากการกรองไวใน
หลอด microcentrifuge ทีป่ราศจากเชื้อ  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส   เพ่ือทําการ
ทดสอบขั้นตอไป 

 
2.2  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ (Indicator bacterial strian) 
 
   แบคทีเรียทดสอบจํานวนทัง้สิ้น 36 ชนิด ไดแก แบคทีเรียทดสอบทีก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร  
และแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียมีทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ดังแสดงในตาราง  1 
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ตาราง 1 แสดงสายพันธุแบคทีเรียทดสอบและสภาวะในการเพาะเลีย้ง 
 

เชื้อทดสอบ แกรม อาหาร สภาวะการเพาะเลี้ยง 

Lactobacillus  casei  JCM 1134 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  fermentum JCM 1173 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  delbrueckii JCM 1012 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  gallinarum JCM 2011 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  crispatus JCM 5810 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  pentosus JCM 1558 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  agilis JCM 1187 + MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  thermotolerans JCM 
11425 

+ MRS 37 oC, anaerobic 

Lactobacillus  mucosae  DMST 13345 + MRS 37 oC, anaerobic 

Enterococcus  avium JCM 8722 + MRS 37 oC, anaerobic 
Enterococcus  durans JCM 8725 + MRS 37 oC, anaerobic 

Enterococcus  gallinarum JCM 8728 + MRS 37 oC, anaerobic 

Enterococcus  faecium MJU 92 + MRS 37 oC, anaerobic 

Pediococcus  pentosaceus MJU 78 + MRS 37 oC, anaerobic 

Pediococcus   acidilactici MJU No.1 + MRS 37 oC, anaerobic 

Bacillus subtilis TISTR 008 + BHI 37 oC, anaerobic 

Bacillus  cereus MJU + BHI 37 oC, anaerobic 

Micrococcus  luteus  MJU + BHI 37 oC, anaerobic 
Staphylococcus  aureus TISTR 517 + BHI 37 oC, anaerobic 

Listeria  monocytogenes DMST 1327 + BHI 37 oC, anaerobic 
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ตาราง  1  สายพันธุแบคทีเรียทดสอบและสภาวะในการเพาะเลี้ยง (ตอ)  
 

เชื้อทดสอบ แกรม อาหาร สภาวะการเพาะเลี้ยง 

Listeria monocytogenes DMST 2871 + BHI 37 oC, anaerobic 
Listeria monocytogenes DMST 1783 + BHI 37 oC, anaerobic 
Listeria monocytogenes DMST 1783 + BHI 37 oC, anaerobic 
Listeria monocytogenes DMST 4553 + BHI 37 oC, anaerobic 
Listeria  murrayi DMST 4564 + BHI 37 oC, anaerobic 
Streptococcus  agalactiae DMST 11366 + BHI 37 oC, aerobic 
Streptococcus dysgalactiae DMTS 
10953 

+ BHI 37 oC, aerobic 

Helicobacter  pylori DMST 20165 + BHI 37 oC, anaerobic 
Escherichia  coli MJU - BHI 37 oC, aerobic 
Escherichia coli DMST 12743 - BHI 37 oC, aerobic 

Enterobacter  aerogenes MJU - BHI 37 oC, aerobic 
Serratia  marcescens MJU - BHI 37 oC, aerobic 

Salmonella  typhimurium TISTR 292 - BHI 37 oC, aerobic 
Salmonella  choleraesuis DMST 8014 - BHI 37 oC, aerobic 

Salmonella  enteritidis DMST 15676 - BHI 37 oC, aerobic 
Vibrio cholerae DMST 2873 - BHI 37 oC, aerobic 

Vibrio parahaemolyticus  DMST 5665 - BHI 37 oC, aerobic 

 
      2.3  การทดสอบฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ 
             นําแบคทีเรียกรดแลคติกทีค่ัดเลือกดวยวิธ ี direct plating มาทดสอบหาคากิจกรรมการยับยั้ง
ตอแบคทเีรียทดสอบจํานวน 36 ชนิด ไดแก แบคทีเรียทดสอบที่กอโรคในระบบทางเดินอาหาร  และ
แบคทีเรียที่ทาํใหอาหารเนาเสีย โดยวิธี well diffusion assay  (ดัดแปลงจากวิธกีารของ Schillinger and 
Lucke, 1989) ดังนี้คือ นําจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอาหารแข็งสูตร MRS  หรืออาจเปนอาหารแข็งสูตร BHI 
(ขึ้นกับชนิดของเชื้อทดสอบที่ใช)  มาเททับดวยอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสตูร MRS (0.7% agar) หรืออาหาร
กึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร BHI  (0.7% agar) และมีเชื้อทดสอบแตสายพนัธุที่ผสมอยูความเขมขน   0.1 % (v/v)    
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จากนั้นทําการเจาะหลุมบนอาหารดวย cork borer ซึ่งมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 5 มิลลิเมตร และ
หยอดอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสูตร MRS (0.7% agar) ลงไปเล็กนอยเพื่อรองกนหลุม จากนั้นนําของเหลว
ใสที่เตรียมไวขางตนตามขอ 2.1 หยอดลงไปในหลุมปริมาตร  50 ไมโครลิตร ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
เขมขน  3.0 %  ที่ทําการเจือจางกับน้ํา ในอัตราสวน 1:16  เปน positive control  และอาหารเหลวสตูร 
MRS เปน negative control  จากนั้นนําจานอาหารเลี้ยงเชื้อไปบมที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 18-24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไรออกซเิจน สังเกตดูวงใสที่เกิดขึ้น วัดคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอ-
ริโอซินตอเชื้อทดสอบตามขนาดวงใส (Noonpakdee et al., 2003) เม่ือนําแบคทีเรียมาทดสอบฤทธิ์ของ
แบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจริญตอเชื้อทดสอบ จํานวน 36 ชนิด จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
กิจกรรมการยับย้ังตอเชื้อทดสอบมากที่สุด จํานวน 3 ไอโซเลท  มาทําการหาคากิจกรรมการยับยั้งตอเชื้อ
ทดสอบซ้ําอีกครั้งหนึ่ง เพ่ือนําผลมาเปรียบเทียบใชในการคัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลทที่มีคากิจกรรมการ
ยับยั้งตอเชื้อทดสอบดีที่สุด  เพ่ือนําไปทดสอบในขั้นตอนตอไป  
 
3. ลักษณะความคงตัวของแบคเทอริโอซิน            
        3.1 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
              การศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน ดัดแปลงจากวธิีการของ  
Oh et al.  (2000)  โดยเพาะเลี้ยงแบคทเีรียไอโซเลท CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS  บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่งโมง ในสภาวะไรออกซิเจน  เตรียมตัวอยางของแบคเทอริโอซินตาม
ขั้นตอนขอ 2.1 จากนั้นนําแบคเทอริโอซินมาทดสอบคุณสมบัติการทนตอความรอน โดยนําไปแชไวใน
อางน้ําที่อุณหภูมิ  65, 95  และ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  40, 20 และ 20 นาที ตามลําดับ นํา    
แบคเทอริโอซินมาทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ ครั้งละ 2 เทา ตามลําดับ (two fold dilution) 
(1:1, 1:2, 1:4 , 1:8, 1:16, 1:32 และ 1:64) จากนั้นนําไปทดสอบหาคากิจกรรมยับยั้งของแบคเทอริโอซนิ
ดวยวธิี well diffusion assay โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ 
 
 3.2  ผลของพเีอชตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
              การศึกษาผลของพีเอชตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน       ดัดแปลงจากวิธีการของ   
 Oh  et  al.  (2000) โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS  ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนนาน 18 ชั่วโมงในสภาวะไรออกซิเจน จากน้ันปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 
5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  4   องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที  นําสวนใสทีไ่ดมาการปรับคา     
พีเอชดวยสารละลาย  NaOH และสารละลาย  HCl  ความเขมขน 5 นอรมอล ใหมีคาเทากับ  3.0, 4.0, 
5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นปรับ
คาพีเอชของแบคเทอริโอซินใหเปน 6.5 และเติมเอนไซมคะตะเลสใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลติร นํามากรองผานชุดกรองชนิดไนลอน ที่มีขนาดรู  0.2 ไมโครเมตร แลวทําการเจือ
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จางดวยน้ํากลัน่ที่ปราศจากเชื้อครั้งละ 2 เทา ตามลําดับ จากนั้นนําไปทดสอบคากิจกรรมยับยั้งของ     
แบคเทอริโอซินที่เหลืออยูดวยวธิี  well diffusion assay โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อ
ทดสอบ 
              
        3.3 ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
             การศึกษาผลของเอนไซมตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน ดัดแปลงจากวธิีการของ 
Noonpakdee et al. (2003) โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคตกิไอโซเลท CF52 ในอาหารเหลวสตูร 
MRS broth บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่งโมง ในสภาวะไรออกซิเจน  เตรียม
ตัวอยางของแบคเทอริโอซินตามขั้นตอนขอ 2.1 จากนั้นนําแบคเทอริโอซินมาเติมเอนไซม  proteinase K  
และ protease ลงไป  ใหมีความเขมขนเทากับ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร จากนั้นนําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวนาํไปใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
เพ่ือยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม  แลวทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ ครั้งละ 2 เทา ตามลําดับ 
จากนั้นนําไปทดสอบหาคากิจกรรมยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่เหลืออยู  ดวยวิธ ี well diffusion assay  
โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ 
 
4. การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 
    4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยาและทางสรีรวิทยา 
 4.1.1  ศึกษา รูปราง  การติดสีแกรม และการจัดเรียงตัวของเซลล   

   นําแบคทีเรยีบริสุทธิ์ไอโซเลท CF52  อายุ 18-24 ชั่วโมง มาเกลี่ย (smear) บนสไลด ปลอยให
แหงในอากาศ นําสไลดผานเปลวไฟไปมา 2-3 ครั้ง เพ่ือตรึงเซลลใหติดกับสไลดแนนขึ้น  จากน้ันทําการ
ยอมแบบแกรม (Gram’s staining)  โดยหยด  crystal violet ใหทวมรอยเชื้อที่เกลี่ยไว นาน  1 นาที เทสี
ทิ้ง  ลางออกดวยน้ําประปาเบา ๆ  หยดสารละลายไอโอดีนลงไป  ทิ้งไวนาน 1 นาที ลางออกดวย
น้ําประปา จากนั้นลางสี crystal violet ดวย acetone alcohol เปนเวลา 5-10 วนิาที  ลางออกดวยน้ําอีก
ครั้งหนึ่ง  ยอมทับดวยสี safranin เปนเวลา 1 นาที จากนั้นเทสีทิง้พรอมกับลางสีออกดวยน้ําเบา ๆ  ซบั
สไลดใหแหง  จากนั้นนําสไลดไปสองภายใตกลองจุลทรรศน บันทกึลักษณะ รูปราง  การติดสีแกรม  การ
จัดเรียงตัวของเซลล  
          
       4.1.2  การทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส 
                นําแบคทีเรียไอโซเลท CF52  ไปขีดลงบนอาหารแข็งสูตร MRS  บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง เลือกแบคทีเรียที่เจริญเปนลักษณะโคโลนีเด่ียว มาเกลี่ยลงบนสไลดที่
สะอาด จากนั้นผสมดวยสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 3.0 % (w/v) ใหทวมรอยเชื้อที่
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เกลี่ยไว สังเกตปฏิกิริยาการเกิดฟองหลังจากหยดสารละลาย   ผลการทดสอบใหผลบวกจะเกิดฟองกาซ
ขึ้น  สวนผลลบไมเกิดฟองกาซ 
       4.1.3  การทดสอบความสามารถในการสรางกาซ 
                นําแบคทีเรียไอโซเลท CF52  มาเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MRS broth ที่บรรจุในหลอดทดลอง 
ปริมาตร 5 มิลลิลติร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง นําหวงเขี่ยเชือ้ (loop) มา
ลนไฟจนรอนแดง  จากน้ันนําไปจุมลงไปในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีแบคทีเรียเจริญอยู  สังเกต
ปฏกิิริยาการเกิดฟองกาซในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ผลการทดสอบใหผลบวกจะเกิดฟองกาซจํานวนมากใน
อาหารเชื้อ  สวนผลลบไมเกิดฟองกาซในอาหารเชื้อ 
 
        4.1.4  การศึกษาผลของอุณหภูมิ พีเอช และความเขมขนของ NaCl ตอการเจริญของแบคทีเรีย 
                  ที่คัดเลือกได 
                 ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียที่อุณหภูมิแตกตางกัน โดยเพาะเลี้ยงแบคทเีรียไอโซเลท 
CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS  ที่บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 5  มิลลลิติร  บมที่อุณหภูมิ  30, 37, 
45 และ 50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกิดขึน้  
               ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอชเริ่มตนเปนกรดและดาง โดยนํา
แบคทีเรียไอโซเลท CF52 มาเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีคาพีเอชเริ่มตน เทากับ  4.5 และ 9.6 บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เกิดขึ้น  
               
             การทดสอบการเจริญของแบคทีเรียที่มีความเขมขนของ NaCl ทีแ่ตกตางกัน โดยทําการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท CF 52 ในอาหารเหลวสูตร MRS ประกอบดวย NaCl  ที่มีความเขมขน 1.0, 
2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.5 และ 18.0 % (w/v)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง สังเกต
ความขุนของอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เกิดขึ้น  
 
      4.2  การทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีโดยชุดทดสอบ API 50 CH (Biomerieux) 
              นําแบคทีเรียไอโซเลท CF52  มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MRS  ปริมาตร 5 มิลลลิิตร  บม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นนําอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อเจริญอยู ไปปน
เหวี่ยงเพ่ือแยกสวนใสออกจากเซลล เทสวนใสทิ้ง และลางเซลลดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นนํา
เซลลไปละลายดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร 2 มิลลิลติร หยดสารละลายเซลลที่ไดลงในน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยนับจํานวนหยดที่เติมลงไป จนไดความขุนของสารละลายเซลล
แบคทีเรียเทากับ 2 เทาของ McFarland  แลวใชสารละลายเซลลปริมาตรเปน 2 เทาของจํานวนที่หยดที่
เติมลงไปมาผสมกับอาหาร API 50 CHL  นําอาหารที่มีสารละลายเซลลผสมอยูหยดลงในหลอดเล็ก ๆ 
บนแผน strip  จากนั้นหยดน้ํามัน (mineral oil) ทับผิวหนา  เพื่อใหแบคทีเรียอยูในสภาวะไรออกซิเจน 
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นําแผน strip  นี้ไปวางในกลองบม (incubation box) ที่มีการเติมนํ้ากลั่นลงไปประมาณ 5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และอานผลหลังจากการบม เปนเวลา 
24 และ 48 ชัว่โมง  ถาแบคทีเรียสามารถหมักน้ําตาลชนิดนั้นได อาหารเลี้ยงเชื้อที่อยูในหลอดเล็ก ๆ จะ
เปลี่ยนสีจากสีมวงเปนสีเหลือง ยกเวนหลอดที่ 25 จากสีมวงเปลีย่นเปนสีดํา เนื่องจากพีเอชของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลง    บันทึกผลการทดลองเพื่อนําไปวิเคราะหผลในเวบ็ไซด  API webTM  
(http: //apiweb.biomerieux.com) 
 
      4.3 การหาลําดับเบสของ DNA ในสวนยีน 16S rRNA 
            4.3.1 การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย 
             เพาะเลี้ยงแบคทเีรียไอโซเลท CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่บรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 
5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่งโมง ในสภาวะไรอากาศ เก็บเกี่ยวเซลลโดย
การนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที (rpm)  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2  
นาที   เทสวนใสทิ้ง นําตะกอนเซลลแบคทีเรียที่ไดมาทําการสกัด  DNA โดยใชชุดสกัด DNA สําเร็จรูป 
(Isoplant DNA extraction kit)  โดยเติม solution I ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันโดยเขยา
ดวย vortex เปนเวลา 1-2  นาที จากนั้นเติม solution II ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใช 
vortex เปนเวลา 5-6 นาที  แลวนํามาบมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นเติม solution III  ปริมาณ 150 ไมโครลิตร และผสมใหเขากันโดยใช 
vortex ปนเวลา 1-2 นาที  จากนั้นนําไปแชในน้ําแขง็  เปนเวลา  15 นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 
15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที จากนั้นใชไมโครปเปตดูดสวนใส
สวนบนออกมาปริมาตร 300 ไมโครลิตร มาใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม  เติม absolute 
ethanol  ปริมาตร 1.2 มิลลิลติร จากนั้นนําไปแชน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที แลวปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 
15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที เท absolute ethanol ทิ้งใหหมด  
แลวเติม ethanol เขมขน 70 % ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นผสมใหเขากัน แลวนําไปปนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 นาที เท ethanol ทิ้ง  เปดฝา
ทิ้งไวให ethanol ระเหยออกใหหมด แลวเติม TE buffer (pH 8.0)  ปริมาตร  50 ไมโครลิตร จากน้ันเติม 
RNase ปริมาตร 1 ไมโครลติร เพ่ือทําลาย RNA ที่อาจปนเปอนมา  นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  ซึ่งจะได genomic DNA แลวทําการวัดความเขมขนของ genomic 
DNA โดยใชเครื่องวิซิเบลิสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร เพ่ือใชคํานวณความ
เขมขน genomic DNA ตามสูตรดังนี้  
 
               ความเขมขน DNA (นาโนกรัมตอไมโครลิตร)  =   A260 x 50 x dilution factor 
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      4.3.2  การเพิ่มปริมาณ DNA ของยีน 16S rRNA โดยวิธี Polymerase chain reation (PCR)   
  นํา genomic DNA ที่สกัดไดจากแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท CF52 จากขอ 4.3.1 มาทําการ

เพ่ิมปริมาณในสวนของยีน 16S rRNA  โดยใช universal primer ซึ่งมี primer 2 ชนิด คือ 27F (forward 
primer) มีลําดับเบสดังน้ี 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 520R (reverse primer) มีลําดับ
เบสดังนี้ 5’-ACCGCGGCKGCTGGC-3’ (Operon, Germany) ซึ่งตรงกับลาํดับเบสทีต่ําแหนง V1-V3 

(ประมาณ 500 คูเบส) ทําการเตรียมปฎิกริยาสําหรับการทํา PCR ใหมีปริมาตรสุดทาย 50 ไมโครลิตร  
ซึ่งในแตละปฏิกิริยาประกอบดวย mastermix ปริมาตร  20 ไมโครลิตร (Mg 1.5  มิลลิโมลาร, dNTPs  
200 ไมโครโมลาร, Taq DNA polymerase 1.25 U),   primer 27F  ปริมาตร  2 ไมโครลิตร (ความ
เขมขน 10 พิโกโมลาร), primer 520R ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (ความเขมขน 10   พิโกโมลาร), genomic 
DNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (ความเขมขน 20 นาโนกรัมตอโมโครลิตร) เติมน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 20 
ไมโครลิตร ผสมสวนประกอบตาง ๆ ใหเขากัน จากนั้นทําการเพิ่มปริมาณโดยใช PCR Sprint Thermal 
Cycler (ยี่หอ Thermohybrid รุน  Sprint) โดยตั้งโปรแกรมในการทํางานดังนี้ 
                                  
                                   Initial denaturetion     94 องศาเซลเซียส        5 นาที 
                                   Denaturation              94 องศาเซลเซียส        1 นาที 
          25 รอบ               Annealing                  56 องศาเซลเซียส        1 นาที 
                                   Extenstion                  72 องศาเซลเซียส        1 นาที 
                                   Terminating               72 องศาเซลเซียส        5 นาที 
                                   Hold                           4 องศาเซลเซยีส          จนกวาจะใช 
    
 
    4.3.3  การทํา PCR product ใหบริสุทธิ ์

 เม่ือเพ่ิมปริมาณ DNA ของยีน 16S rRNA โดยวิธ ี Polymerase chain reation (PCR) แลว 
จากนั้นทํา PCR product ใหบริสุทธิ์  โดยใชชุด TaKaRa SUPRECTM – PCR, Japan  มีขั้นตอนดังนี้   
ปเปต PCR product ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และ TE buffer (พีเอช 8.0) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส
ลงในคอลัมน นําคอลัมนใสลงในหลอดใสลงในหลอด microcentrifuge แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 
4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําของเหลวทีอ่ยูในหลอด microcentrifuge ทิ้ง   เติม TE buffer 
(พีเอช  8.0) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  ผสมใหเขากันโดยการใชไมโครปเปตดูดขึน้ลง และ
ทําการขูด DNA ที่คางอยูบนเยื่อกรอง (filter) ในคอลัมนใหหลุดออกมา  คว่ําคอลัมนในหลอด 
microcentrifuge หลอดใหม  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ซึ่งจะได 
PCR product บริสุทธิท์ี่มีปริมาตร   20 ไมโครลิตร 
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     4.3.4  ตรวจสอบขนาด DNA ภายใตสนามไฟฟาโดยผานตัวกลางชนิดวุน (Agarose)                                        
 นํา PCR product บริสทุธิ์ที่ไดมาตรวจสอบขนาด DNA ภายใตสนามไฟฟาโดยผานตัวกลาง

ชนิดวุน ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้  เตรียม agarose gel ที่มีความเขมขน 1.5 % (w/v) จากนั้นวางเจลที่มีหลุมที่
ปลายดานหนึ่งลงในเครื่อง run gel เทสารละลาย  1X TAE buffer ลงไปใหทวมเจล เตรียม DNA 
ตัวอยาง ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมกับ  loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นํา DNA ตัวอยางที่ผสม 
loading dye ปริมาตร 5 ไมโครลิตร แลวนําหยอดลงในหลุมบนเจล โดยใช O, GeneRulerTM 100 bp 
DNA ladder (Fermentas LIFE SCIENCES,USA) เปน DNA marker ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (ความ
เขมขน 0.1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) จากนั้นปดฝาเครื่อง ตั้งคากระแสไฟฟา 100 โวลต ใชเวลา
ประมาณ 20 นาที  นําเจลไปยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด (EtBr) เปนเวลา 15 นาที ลางดวยน้ํากลั่น เปน
เวลา 10 นาท ีจากนั้นนําเจลไปสองดูแถบ DNA ภายใตแสง UV  ดวยเครื่อง Transluminator  
              
     4.3.5  การหาลําดับเบส DNA   
               เม่ือทราบขนาดของ DNA  และการเพิ่มปรมิาณ DNA  สวนของยีน 16S rRNA โดยไมมีสิ่ง
ปนเปอนแลว   จึงนํา PCR product บริสุทธิ์สวนที่เหลือไปทําการหาลําดับเบสของยีน 16S rRNA โดย
หนวยบริการชีวภาพ (BSU) ชั้น 5 อาคารสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ 
(สวทช)   จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดไปเทียบความคลายกับฐานขอมูลใน GenBank  โดยใชโปรแกรม 
BLAST เวบ็ไซดของ The National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซึ่งจะทําใหทราบชนิดของจุลินทรีย 
 
5. การศึกษาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
       
       5.1  ศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน (ดัดแปลงจากวีธ ี
              การของ Kim et al., 2006) 
              เตรียมอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีสวนประกอบของแหลงคารบอนแตกตางกัน 7 ชนิด คือ 
glucose, lactose, dextrin, fructose, maltose, sucrose  และ sorbitol  ความเขมขม 2.0 % (w/v) บรรจุ
ในหลอดทดลอง  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปเพาะเลีย้งแบคทีเรีย Lactobacillus salivarius 
CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเริ่มตน เทากับ 0.2 % (v/v) แตละการทดลองทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นวัดคาการ
เจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และนําไปเตรียมเปน
ตัวอยางของแบคเทอริโอซินตามวิธขีอ 2.1 เพ่ือนําไปหาคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธี 
well diffusion assay  โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ  เลือกชนิดของแหลง
คารบอนที่มีความเหมาะสมที่มีคากิจกรรมการยับยั้งมากที่สุด เพ่ือใชในการทดลองในขั้นตอนตอไป  
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5.2 ศึกษาหาความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน (ดัดแปลงจากวีธ ี
     การของ Kim et al., 2006)  

  นําแหลงคารบอนที่มีความเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินจากขอ 5.1 มาหาระดับความ
เขมขนของชนิดแหลงคารบอนที่ความเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน โดยทําการเตรียมอาหารเหลว
สูตร MRS  ที่มีสวนประกอบของชนิดของแหลงคารบอนที่ระดับความเขมขนแตกตางกัน คือ 0, 0.5, 1.0, 
1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 % (w/v) บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลติร  นําไปเพาะเลี้ยง 
Lb. salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเร่ิมตน เทากบั 0.2 % (v/v) แตละการทดลองทําการ
ทดลอง 3 ซ้ํา  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนนาน 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นวัด
คาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร  และนําไปเตรียม
เปนตวัอยางของแบคเทอริโอซินตามวิธขีอ 2.1 เพ่ือนําไปหาคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอรโิอซินโดย
วิธ ี well diffusion assay  โดยใช Lb. fermentum  JCM 1173  เปนเชือ้ทดสอบ  เลอืกระดบัความเขมขน
ของแหลงคารบอนที่มีความเหมาะสมที่มีคากิจกรรมการยับยั้งมากทีสุ่ด   เพ่ือใชในการทดลองในขั้นตอน
ตอไป  
  

5.3   ศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  
  (ดัดแปลงจากวีธีการของ Kim et al., 2006)   
 ทําการเตรียมอาหารเหลวสูตร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  และ

มีแหลงไนโตรเจนแตกตางกนั 8 ชนิด คือ beef extract, peptone, skim milk, urea, NH4Cl, tryptone, 
ammonnium sulfate และ yeast extract เขมขน 1.0 % (w/v)   บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 
มิลลิลติร  จากนั้นเพาะเลี้ยง Lb.  salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชือ้เริ่มตน เทากับ 0.2 % 
(v/v) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน แตละการทดลองทํา
การทดลอง 3 ซ้ํา จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทเีรียโดยการวดัคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660   
นาโนเมตร และนําไปเตรียมเปนตัวอยางของแบคเทอรโิอซินตามวิธขีอ 2.1 เพ่ือนําไปหาคากิจกรรมการ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซิน โดยใชวธิ ีwell diffusion assay โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อ
ทดสอบ  เลือกแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  จํานวน 4 ชนิด  เพ่ือหา
สวนผสมของแหลงไนโตรเจนในขั้นตอนตอไป  
 

5.4   การทดสอบหาสวนผสมของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลติแบคเทอริโอซิน  
  (ดัดแปลงจากวีธีการของ Kim et al., 2006)   
ทําการเตรียมอาหารเหลวสตูร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  และ

มีแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ คือ peptone, tryptone,  beef extract และ yeast extract โดยเติมความ
เขมขนของแหลงไนโตรเจนแตละชนิดแสดงดังตาราง 2 บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลลิิตร  
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จากนั้นไปเลี้ยงเพาะเลี้ยง Lb.  salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเริ่มตนเทากบั 0.2 % (v/v) 
แตละการทดลองทําการทดลอง 3 ซ้ํา  บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เปนนาน 18 ชั่วโมง ในสภาวะ
ไรออกซิเจน จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 660        
นาโนเมตร และนําไปเตรียมเปนตัวอยางของแบคเทอรโิอซินตามวิธขีอ 2.1 เพ่ือนําไปหาคากิจกรรมการ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธ ี well diffusion assay โดยใช Lb. fermentum JCM 1173  เปนเชื้อ
ทดสอบ  เลือกแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมที่มีคากิจกรรมการยับยั้งมากที่สุด   เพื่อใชในการ
ทดลองในขั้นตอนตอไป 
 
ตาราง  2   ความเขมขันทีเ่หมาะสมของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  
    

หลอดที่                               แหลงไนโตรเจน 

1 Not added 

2 0.5 % PP 

3 1.0 % PP 

4 0.5 % PP + 0.5 % TP 

5 0.5 % PP + 1.0 % TP 

6 0.5 % PP + 0.5 % YE 

7 0.5 % PP + 1.0 % YE 

8 0.5 % PP + 0.5 % BE 

9 0.5 % PP + 1.0 % BE 

10 0.5 % PP + 1.0 % TP + 0.5 % YE 

11 0.5 % PP + 0.5 % BE + 0.5 % YE 

12 0.5 % PP + 0.5 % TP + 0.5 % BE 

13 0.5 % PP + 0.5 % TP + 0.5 % YE 

14 0.5 % PP + 0.5 % TP + 0.5 % YE + 0.5 % BE 

หมายเหตุ :  PP (peptone),  TP (tryptone),    BE (beef extract)  และ YE  (yeast extract) 
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      5.5   การทดสอบหาระดับความเขมขนที่เหมาะของฟอสเฟสตอการผลิตแบคเทอริโอซิน      
             (ดัดแปลงจากวธีีการของ Kim et al., 2006)   

ทําการเตรียมอาหารเหลวสตูร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  มี 
peptone เขมขน 0.5 % (w/v)  และ  beef extract เขมขน 1.0 % (w/v)   เปนแหลงไนโตรเจน และมี 
K2HPO4 ที่มีระดับความเขมขนตาง ๆ คือ 0, 1.0, 2.0 , 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 และ 30.0 กรัมตอ
ลิตร เปนแหลงฟอสเฟส บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  
Lb. salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเริม่ตนเทากับ 0.2 % (v/v) แตละการทดลองทําการ
ทดลอง 3 ซ้ํา  บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทีเรีย  โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร และคา
กิจกรรมการยับย้ังของแบคเทอริโอซินที่ผลิตขึ้นโดยใชวธิ ี well diffusion assay  โดยใช Lb.  fermentum 
JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ  

 
5.5   การทดสอบหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมของแมกนีเซียมซัลเฟตตอการผลิตแบคเทอริโอซิน    

  (ดัดแปลงจากวีธีการของ Kim et al., 2006)   
ทําการเตรียมอาหารเหลวสตูร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  มี 

peptone เขมขน 0.5 % (w/v)  และ  beef extract เขมขน 1.0 % (w/v)   เปนแหลงไนโตรเจน และมี 
K2HPO4   เขมขน  0.1 % (w/v) เปนแหลงฟอสเฟส  และมี MgSO4·7H2O ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 
คือ 0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 7.0, 10.0 กรัมตอลิตร เปนแหลงแมกนีเซียม  บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Lb.  salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเริ่มตน
เทากับ 0.2 % (v/v)  แตละการทดลองทําการทดลอง 3 ซ้ํา  บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เปนนาน 
18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตขึน้โดยวิธ ี  well diffusion 
assay  โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ   
 
6.  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในเพาะเลีย้งแบคทีเรียตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
      6.1  การศึกษาพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  
            (ดัดแปลงจากวีธกีารของ Todorov and dicks, 2005)        
             ทําการเตรียมอาหารเหลวสตูร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  มี 
peptone เขมขน 0.5 % (w/v)  และ  beef extract เขมขน 1.0 % (w/v)   เปนแหลงไนโตรเจน และมี 
K2HPO4   เขมขน  0.1 % (w/v) เปนแหลงฟอสเฟส  และมี MgSO4·7H2O เขมขน 1.0 % (w/v) ซึ่งเปน
อาหารสูตรดังแปลงที่มีเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน โดยทําการปรับคา pH เริ่มตนของอาหารที่ 
พีเอชตาง ๆ คือ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ตามลําดับ บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
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จากนั้นไปเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Lb.   salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชือ้เริ่มตนเทากบั 0.2 % 
(v/v) แตละการทดลองทําการทดลอง  3  ซ้ํา บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลานาน 18 ชั่วโมง 
ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตร และคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตขึ้นโดยวธิ ีwell diffusion assay โดย
ใช  Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชือ้ทดสอบ   
 
       6.2  การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน   
            (ดัดแปลงจากวีธกีารของ Kim et al., 2006)   

 ทําการเตรียมอาหารเหลวสูตร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v)  มี 
peptone เขมขน 0.5 % (w/v)  และ  beef extract เขมขน 1.0 % (w/v)   เปนแหลงไนโตรเจน และมี 
K2HPO4   เขมขน  0.1 % (w/v) เปนแหลงฟอสเฟส  และมี MgSO4·7H2O เขมขน 1.0 % (w/v) โดยทํา
การปรับคาพีเอชเร่ิมตนของอาหารเทากับ 6.5  บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 5 มิลลิลติร  จากนั้นนําไป
เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  Lb.  salivarius CF52  โดยใชความเขมขนของเชื้อเริ่มตนเทากับ 0.2 % (v/v) แตละ
การทดลองทดลอง  3   ซ้ํา บมที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 12, 15 และ 18 
ชั่วโมง ตามลาํดับ ในสภาวะไรออกซิเจน จากนั้นวัดคาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลติขึ้น โดยวิธ ี  well 
diffusion assay โดยใช Lb.  fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ  

 
     6.3  การศึกษาผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มีตอการผลิตแบคเทอริโอซิน    
           (ดัดแปลงจากวิธกีารของ Noonpakdee et al., 2003) 
           ทําการเตรียมอาหารเหลวสตูร MRS สูตรดัดแปลงที่มีความเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ทําการปรับพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ  6.5  บรรจุในหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลติร  
จํานวนทั้งสิ้น 36 หลอด จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย Lb.  salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของ
เชื้อเริ่มตนเทากับ 0.2 % (v/v) โดยทําการบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ในสภาวะไรออกซิเจน ทํา
การสุมเก็บตวัอยาง   ทุก ๆ 2 ชั่วโมง จํานวนครั้งละ 3 ซ้ํา จนครบชัว่โมงที่ 24 ของการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรีย จากน้ันวัดคาการเจริญของแบคทีเรียโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโน
เมตร และคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตขึ้นโดยวิธ ี  well diffusion assay โดยใช Lb.  
fermentum JCM 1173  เปนเชื้อทดสอบ  
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7. การทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิบางสวน 
     7.1   การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
            เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 ในสูตรทีเ่หมาะสมจากการทดลองทั้งหมด จากนั้น
นําไปปนเหวีย่งเพ่ือแยกสวนใสออกจากเซลล ดวยความเร็ว  5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4  องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  นําของเหลวใสมาทําการปรับคาพีเอชเทากับ 6.5  แยกของเหลวใสสวน
หนึ่งออกมา ปริมาตร 1 มิลลิลติร เพ่ือนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธ ี well 
diffusion assay และวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวีธ ี Lowry et al. (1951) นําของเหลวใสที่เหลือไป
ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยคอย ๆ เติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตทีละนอยลงใน
ของเหลวใส จํานวน 472 กรัมตอลิตร (70 % saturation)  กวนทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 30 นาท ี จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 30 นาที  เพื่อแยกตะกอนโปรตีนออกจากของเหลวใส  นําตะกอนโปรตีนที่ไดซึ่งมีลกัษณะสีน้ําตาล
เขม มาละลายในโพแทสเซยีมฟอสเฟตบพัเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร ที่มีคาพีเอชเทากับ 6.5 ปริมาตร 6  
มิลลิลติร แบงสารละลายโปรตีนออกมา ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของ  
แบคเทอริโอซินโดยวิธ ีwell diffusion assay และวิเคราะหปริมาณโปรตีน นําสารละลายโปรตีนที่เหลือไป
ทําการแยกเกลือออกจากสารละลายในขัน้ตอนตอ ไป   
 
      7.2  ทําการแยกเกลือออกจากสารละลายแบคเทอริโอซินโดยผานกระบวนการ gel filtration 
             นําสารละลายโปรตีนไปทําการแยกเกลือออก  โดยผานกระบวนการ gel filtration ซ่ึงมีขั้น 
ตอนดังนี้คือ ทําการเติมนํ้าบริสุทธิท์ี่ปราศจากอิออน (deionized water) ปริมาตร 0.80 มิลลลิิตร  ลงใน
คอลัมน Centri – sep  จํานวน 20 คอลมัน ซึ่งภายในคอลัมนมีเจลบรรจุอยู  ทําการผสมสวนของเจลกับ
น้ําใหเขากัน เจลจะฟองตัวเต็มคอลมัน ทําการไลฟองอากาศภายในเจลออกใหหมด ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา  2 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 2,400 รอบตอนาที   ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เพ่ือไลน้ําออกจากเจล จะไดเจลที่มีผิวหนาตดัเฉียง จากนั้นทําการ
หยดสารละลายแบคเทอริโอซินลงไปบนผวิหนาเจลในแตละคอลัมน ปริมาตร 75 ไมโครลิตร นาํคอลัมน
ไปวางบนหลอด microcentrifuge tube แลวนําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 2,400 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ไดสารละลายแบคเทอริโอซิน ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  จากนั้นหาคา
กิจกรรมการยับย้ังของแบคเทอริโอซิน  และวเิคราะหปริมาณโปรตีน  นําสวนสารละลายแบคเทอริโอซินที่
เหลือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  เพื่อนําไปวิเคราะหหามวลโมเลกุลโปรตีนในขั้นตอน
ตอไป 
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      7.3 การแยกสารแบคเทอริโอซินโดยวิธี tricine sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel         
electrophoresis (Tricine-SDS-PAGE) 
นําตัวอยางสารแบคเทอริโอซินมาทําการวิเคราะหหามวลโมเลกลุโปรตีน โดยวิธ ี16.5 % Tricine-

SDS-PAGE  ซึ่งใชเจลสําเร็จรูป Ready Gel
® Precast Gels ( ฺBIO-RAD)  กอนใชทําการตัดเทปกาวสีดํา

ตามยาวแลวดึงออก  จากนั้นดึงซี่หวีออกจากแผนเจลอยางระมัดระวัง ลางหลุมเจลดวยน้ําปราศจาก      
อิออน  จากนั้นประกอบแผนเจลกับชุด SDS-PAGE ( ฺBIO-RAD)  แลวเทสารละลาย running buffer ลง
ไป  แลวนําตวัอยางแบตเทอริโอซินผสมกับ sample buffer   ในอัตราสวน  1 : 1 ผสมใหเขากัน นําไปให
ความรอนในน้ําเดือดประมาณ 5 นาที กอนที่นําไปหยดในชองบนเจล ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ
โปรตีนมาตรฐาน (Polypeptide SDS-PAGE standard) ปริมาตร 10 ไมโครลติร หยดในชองบนเจล  
จากนั้นทําการแยกตัวอยางดวยอิเล็กโตรโฟรีซิส  โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต  เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
จากนั้นแบงเจลออกเปน 2 สวน คือ เจลสวนแรกทําการตรึงตวัอยางดวย สารละลาย destaining  เปน
เวลา 30 นาที ตอมายอม  Coomassie blue stain  และลางออกดวย destaining  เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
สังเกตแถบโปรตีน  จากนั้นนําไปเก็บรักษาในกลเีซอรอล เขมขน 10.0 % (v/v) และเจลสวนทีส่องทําการ
ตรึงตวัอยางดวยสารละลาย destaining  เปนเวลา 30 นาที  ลางดวยน้ําปราศจากอิออนคร้ังละ 30 นาที 
จํานวน 4 ครั้ง   จากนั้นยายเจลสวนที่สองไวในจานเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ทําการเททับดวยอาหารกึ่งแข็ง
กึ่งเหลวสตูร MRS (0.7 % agar) ที่มีเชือ้ทดสอบผสมอยู 0.1 % (v/v) บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
18-24 ชัว่โมง สังเกตบริเวณที่เกิดวงใส  จากนั้นนําเจลสวนแรกและสวนทีส่องเทียบหามวลโมเลกลุ     
แบคเทอริโอซิน โดยทําการเทียบตําแหนงจุดศูนยกลางการเกิดวงใสของเจลสวนที่สอง ตรงกับตําแหนง
ของแถบโปรตีนใดในสวนของเจลสวนแรก ทําใหทราบมวลโมเลกุลโปรตีนของแบคเทอริโอซินชนิดนี้ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
1.   การแยกแบคทเีรียกรดแลคติกเบือ้งตนที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดิน 
       อาหารของคนและสตัว 
        ผลการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว  ที่สามารถผลิต       
แบคเทอริโอซิน โดยทําการเก็บตัวอยางจากอุจจาระคนและมูลสัตวชนิดตาง ๆ เชน มูลโค มูลไก และ มูล
สุกร จํานวนทั้งสิ้น  25  ตัวอยาง โดยวิธี  direct plating แสดงผลดังภาพ 4 จากแบคทีเรียบนอาหารแข็ง
สูตร MRS  ทั้งสิ้นจํานวน 26,765 โคโลนี  พบวา มีโคโลนีที่เกิดวงใสตอเชื้อทดสอบจํานวน 66 โคโลนี 
(คิดเปน 0.25 % เทียบกับจํานวนโคโลนีทั้งหมด) โดยพบผลบวกตอเชื้อแบคทีเรียทดสอบ Lactobacillus 
fermentum JCM 1173, Lactobacillus casei  JCM 1134, Enterococcus durans JCM 8725 และ 
Pediococcus pentosaceus MJU 78 จํานวน 27, 11, 12 และ 16 โคโลนี ตามลําดับ แสดงผลดังตาราง 3   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพ  4    ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดจากระบบทางเดินอาหาร บนอาหารแข็งสูตร  
     MRS ที่มีวงใสตอเชื้อทดสอบโดยวิธี direct plating ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ตาราง  3  จํานวนสวนโคโลนีที่เกิดวงใสเทียบกับจํานวนโคโลนีทั้งหมด 
            

จํานวนโคโลนทีี่เกิดวงใสตอแบคทีเรียทดสอบ 
Lb. fermentum Lb. casei E. faecium P. pentosaceus แหลง

ตัวอยาง 

จํานวน
โคโลนี
ทั้งหมด JCM 1173 JCM 1134 JCM 8725 MJU 78 

มนุษย 7,251 - 3 5 8 
ไก 11,113 9 - - 4 

โค 697 16 7 5 1 
สุกร 7,704 2 1 2 3 

ทั้งหมด 26,765 27 11 12 16 
% 100 จํานวนทั้งสิ้น 66 โคโลนี  (0.25 %*) 

* % คํานวณจากจํานวนโคโลนีที่เกิดวงใสตอเชื้อทดสอบเทียบกับจํานวนโคโลนีทัง้หมด x 100 
 
2.  การทดสอบฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งการเจรญิของแบคทเีรียทดสอบ  
           เม่ือนําแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 66 ไอโซเลท ที่เกิดวงใสตอเชื้อทดสอบ มาทดสอบฤทธิ์การ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซินตอเชื้อทดสอบ จํานวน 36 ชนิด โดยวิธี  well diffusion assay พบวา 
แบคทีเรียไอโซเลท CF50, CF51 และ CF52 ซึ่งแยกมาจากตัวอยางมูลโค มีฤทธิย์ับยั้งการเจรญิของเชื้อ
ทดสอบได 11 ชนิด ดังภาพ 5 และ ตาราง 4  แสดงการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งของแบคเทอรโิอซิน โดย
พบวา มีฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียกรดแลคตกิในกลุมใกลเคียงกัน เชน Lb. fermentum JCM 1173 และ         
E. durans JCM 8725 เปนตน และแบคทีเรียแกรมบวกกอโรคบางชนิด เชน L. monocytogenes DMST 
1327 และ B. cereus MJU เปนตน ซึ่งสอดคลองกับงานทดลองของ Oh et al. (2000) ที่ไดทดสอบฤทธิ์
การยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lb. acidophilus 30SC พบวา สามารถยับยั้งแบคทีเรียกรด   
แลคติกชนิดอ่ืนในกลุมเดียวกันหรือกลุมใกลเคียงกัน รวมทั้งแบคทีเรียกอโรคแกรมบวกบางชนดิได แตไม
สามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ อยางไรก็ตาม จากรายงานผลวิจัยที่ผานมา พบวา แบคเทอริโอซินบาง
ชนิดมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทเีรียแกรมลบได เชน Enterocin 012 ผลิตโดยเชื้อ E. gallinarum ทีแ่ยกมาจาก
ลําไสนกกระจอกเทศ    มีฤทธิ์การยบัยั้งแบคทีเรียแกรมลบ คือ Clostridium perfringens,  E. coli  
OVI9476, Pseudomonas  aeruginosa OVI2770  และ S. typhimurium OVI2812  (Jennes et al., 
2000) ซึ่ง    แบคเทอริโอซินแตละชนิด มีฤทธิใ์นการยับยั้งตอแบคทีเรียเปาหมายตางกัน 
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ภาพ  5   ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียไอโซเลท CF50,  CF51 และ       
             CF52 ในการยับยั้ง Lb. fermentum JCM 1173 โดยวิธี well diffusion assay 
 
ตาราง  4   ฤทธิ์การยับยั้งของแบคเทอรโิอซินตอเชื้อทดสอบโดยวธิี  well diffusion assay 
     

ฤทธิ์การยับยัง้ของแบคเทอริโอซินตอเชื้อทดสอบ เชื้อทดสอบ 
CF50 CF51 CF52 

Lb.  fermentum JCM 1173 +++ +++ +++ 
E. durans JCM 8725 ++        ++ ++ 
E. gallinarum JCM 8728 ++ ++ +++ 
E. faecium MJU 92 +++ +++ +++ 
P. pentosaceus MJU 78 ++ +++ +++  
L. monocytogenes DMST 1327 + ++ +++ 
L. monocytogenes DMST 1783 + ++ ++ 
L. monocytogenes DMST 2871 ++ ++ ++ 
L. monocytogenes DMST 4553 ++ ++ ++ 
B. cereus MJU ++ ++ ++ 
M.  luteus MJU +++ +++ +++ 
หมายเหตุ : Inhibition zone (mm):  +++ (11-15); ++ (6-10) ; + (1-5) ; -  (no inhibition) 
 
 

H2 O 2 

อาหารเหลว 
MRS 

CF52 
CF50 

CF51 
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3. การศึกษาลักษณะความคงตวัของแบคเทอริโอซิน 
     3.1 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
          ทําการทดสอบผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน โดยนําแบคเทอริโอซินที่
ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท CF50, CF51 และCF52 มาทดสอบคุณสมบัติการทนความรอน 
3 ระดับ คือ ที่อุณหภูมิ 65, 95 และ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา  40, 20 และ 20  นาที  ตามลําดับ
พบวา     แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถทนความรอนไดทั้ง 3 
อุณหภูมิ ซึ่งจะเห็นไดวา เม่ือใหความรอนที่อุณหภูมิสูงขึ้นเรื่อย ๆ กจิกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
มีคาลดลงตามลําดับ และแบคเทอริโอซินสามารถทนความรอนไดที่ระดับอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 20 นาที  ซึ่งมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 80 AU/ml แสดงผลดังภาพ 6  จะเห็นไดวา        
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 3 ไอโซเลท มีความสามารถทนความรอนไดดี ซึ่ง
สอดคลองกับงานทดลองของ Oh et al. (2000) ที่รายงานวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lb. acidophilus 
30SC มีความสามารถทนความรอนที่ไดที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา  20 นาที เชนเดียวกนั 
แบคเทอริโอซินที่สามารถทนความรอนไดดีสวนใหญเปนแบคเทอรโิอซินที่อยูใน Class IIa และ Class IIb 
เชน leucocin A, mesentericin Y105 และ pediocin AcH (Sablon et al., 2000) เน่ืองจากแบคเทอริ
โอซินมีโครงสรางที่ซับซอนคือ ประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (hydrophobic region) อยูภายในโครงสราง  
และมีไกลซีนที่เชื่อมตอดวยพันธะที่แข็งแรง (s-s  bridge) อยูในโครงสรางของเปปไทด  (N-terminal) 
ปริมาณมาก จึงไมถูกทําลายไดงายดวยความรอน  (Cleveland et al., 2001) แบคเทอริโอซินที่ผลติโดย
แบคทีเรียกรด แลคติกทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถทนความรอนไดดี นาจะสามารถนําไประยุกตใชในอาหาร
ที่ผานกระบวนการความรอนสูง ๆ โดยไมทําใหแบคเทอริโอซินเสียสภาพ 
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ภาพ 6  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธี well diffusion assay โดยใช 
          Lb. fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ   
             (  )ไมใหความรอน, (  ) 65 OC/40 นาที, (       ) 95 OC/20 นาที และ (  ) 121 OC/20 นาที 

      CF50               CF51              CF52 

              แบคทีเรียกรดแลคติก 
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     3.2  ผลของพีเอชตอคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
           จากการศึกษาผลของพีเอชตอคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน โดยนําแบคเทอริโอซิน 
ที่ผลติจากแบคทีเรียไอโซเลท CF50,  CF51 และ CF52  มาทําการปรับพีเอชใหมีความแตก ตางกันคือ  
3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0  บมที่อุณหภูมิ 3 7  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20 นาที และ
ปรับพีเอชกลบัคืนเปน 6.5 และเติมเอนไซมคะตะเลส นํามากรองผานชุดกรองชนิดไนลอน จากนั้นนําไป
ทดสอบคากิจกรรมยับย้ังของแบคเทอริโอซินที่เหลืออยูโดยวธิี well diffusion assay โดยใช  Lb. 
fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ พบวา แบคเทอริโอซินที่ผลติจากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท มี
ความคงทนตอพีเอชแบบกวาง ตั้งแต 3.0-10.0  โดยคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินจะมีความ
เสถียรที่พีเอช 5.0-6.0  แตเม่ือพีเอชทีมี่ความเปนกรดมากขึ้น (พีเอช 3.0-4.0 ) กิจกรรมการยับยั้งของ 
แบคเทอริโอซินจะมีคาลดลง แตจะลดลงนอยกวาชวงพีเอชที่เปนดาง (พีเอช 8.0-10.0)  แสดงผลดัง
ตาราง 5 แบคเทอรโิอซินสวนใหญจะมีความเสถียรที่พีเอชเปนกรด และคากิจกรรมการยับยั้งของ       
แบคเทอริโอซินจะลดลง เม่ือพีเอชมีความเปนดางมาก ๆ (Hill, 1995) เน่ืองจากแบคเทอริโอซินมี
โครงสรางโปรตีนทตุิยภูมิ ความเปนดางไปทําลายโครงสรางสวนนี้ ทาํใหกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอ-
ริโอซินมีคาลดลง (Osmanagaoglu et al., 1998) แบคเทอริโอซินที่มีความคงทนตอพีเอชแบบกวาง และ
มีความเสถียรชวงพีเอชเปนกรดไดจากแบคทีเรียทั้ง  3 ไอโซเลท ในการทดลองนี้ นาจะสามารถนําไป
ประยุกตใชเปนสารในอาหารที่ในกระบวนผลิตอาหารหมักซึ่งมีคาพีเอชเปนกรด เชน นมเปรี้ยว แหนม 
ผักดอง เปนตน ซึ่งนาจะยับย้ังแบคทีเรียกอโรคไดดี แตอยางไรก็ตามมีแบคเทอริโอซินบางชนิดมีกิจกรรม
การยับยั้งสูงสดุอยูในชวงพีเอชเปนเปนดาง ซึ่งงานทดลองของ Pilasombut et al. (2006)  พบวา       
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lb. salivarius K7 ที่แยกมาจากลําไสไก  กิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอร-ิ
โอซินมีความเสถียรที่พีเอชเปนกรด  แตคากิจรรมการยับยั้งสูงสุดอยูในชวงพีเอช  8.0-10.0  นาจะ
สามารถนําไปประยุกตใชเปนโปรไบโอติก เน่ืองจากสามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่ทนตอสภาวะความเปน
กรดในกระเพาะอาหารได  และทนตอสภาวะความเปนดางในลําไสเลก็ 
 
      3.3 ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอกจิกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
            จากการศึกษาเอนไซมตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  โดยนําสวนใสที่ไดมาจากการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท CF50, CF51 และ CF52  มาปรับพีเอชเปน 6.5 และเติมเอนไซมคะตะเลส  
กอนนํามาทดสอบกับ proteinase K และ protease    พบวา แบคเทอริโอซินที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท เสียสภาพดวยเอนไซมที่ยอยโปรตีนทั้ง 2 ชนิด คือ proteinase K และ 
protease  แสดงดังตาราง 6 แสดงวา กิจกรรมการยับยั้งตอเชื้อทดสอบเกิดจากสารประเภทโปรตีน หรือ
แบคเทอริโอซิน ไมใชเกิดจากสารอื่น เชน กรดอินทรีย และไฮโดรเจนเปอรออกไซด เน่ืองจากถูกกําจัดไป
โดยการปรับพีเอชใหเปนกลาง เพ่ือกําจัดอิทธิพลจากกรดอินทรีย และเติมเอนไซมคะตะเลสเพื่อกําจัด
อิทธิพลจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซึ่งสอดคลองกับงานทดลองของ Jennes et al. (2000)  คือ 
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Enterocin 012 ผลติโดยแบคทีเรีย E. gallinarum ที่แยกมาจากลําไสนกกระจอกเทศ  ถูกทําใหเสียสภาพ
โดยเอนไซม proteinase  K,  α-chymotrypsin, trypsin และ pepsin แตไมทําใหเสียสภาพโดย 
lysozyme 
 
ตาราง 5  ผลของพีเอชตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธี well diffusion assay โดย 
              ใช  Lb. fermentum  JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ 

       

คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml)  
พีเอช CF50          CF51 CF52 
3.0 80 160 160 

4.0 160 160 160 

5.0 320 320 320 

6.0 320 320 320 

7.0 160 160 160 

8.0 80 160 160 

9.0 80 80 80 

10.0 80 80 80 

  
ตาราง 6   ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธี well  diffusion   
              assay โดยใช  Lb. fermentum JCM 1173 เปนเชื้อทดสอบ 
        

คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml) เอนไซม 

CF50          CF51 CF52 

Proteinase K 0 0 0 

protease 0 0 0 

 
           จากผลการศึกษาฤทธิ์ในการยบัยั้งตอเชื้อทดสอบ และความคงตวัของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย
แบคทีเรียไอโซเลท CF50,  CF51 และ CF52   พบวา  แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทเีรยีไอโซเลท  
CF52  มีฤทธิใ์นการยบัยั้งการเจริญตอเชื้อทดสอบ และมีความสามารถในการทนความรอนไดดีกวา    



48 

 

แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียไอโซเลท CF50 และ CF51 ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกแบคทีเรีย
ไอโซเลท CF52 ไปจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรีย โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา
เบื้องตน คุณสมบัติทางชวีเคมีโดยใชชุดทดสอบ API 50 CH (Biomèrieux) และหาลําดับเบสของ DNA 
ในสวนยีน 16S rRNA  
 
4. การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 
     4.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา  
            นําแบคทีเรียไอโซเลท CF52  มาเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งสูตร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศา- 
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน  เพื่อศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารแข็งสูตร 
MRS ของแบคทีเรียไอโซเลท CF52  พบวา มีโคโลนีขนาดเล็ก  ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีประมาณ  
1-2 มิลลิเมตร โคโลนีมีสีขาว  ขอบโคโลนีเรียบ และโคโลนีมีผิวหนาเกลี้ยง เม่ือนํามายอมสีแบบแกรมแลว
สองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา  พบวา ติดสีแกรมบวก มีรูปรางทอน การจัดเรียงตัวเปน
เซลเดี่ยวและอยูเปนคู (ภาพ 7) และจากการศึกษาลกัษณะทางสรรีวิทยา พบวา ไมสรางกาช ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส  เม่ือนําแบคทีเรียไอโซเลท CF52  มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่
อุณหภูมิ   30, 37, 45 และ 50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวา แบคทีเรียสามารถเจริญได
ในอาหารเหลวสูตร MRS บมที่อุณหภูมิ 30, 37  และ 45 องศา-เซลเซียส  แตไมเจริญทีอุ่ณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เม่ือนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสตูร MRS ประกอบดวยโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
เขมขน 1.0-5.0 %, 6.5 % และ 18.0 % พบวา แบคทีเรียสามารถเจริญในอาหารเหลวสูตร MRS 
ประกอบดวย NaCl เขมขน 1.0-5.0 % สามารถเจริญในอาหารที่ประกอบดวย NaCl เขนขน 6.5 % และ 
18.0 %  และ พบวา แบคทีเรียสามารถเจริญในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยง
เชื้อเทากับ 4.5 และ 9.6 ผลการทดลองดังตาราง 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 7  รูปรางและการติดสแีกรมของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ภายใตกลองจุลทรรศนแบบเลนส 
           ประกอบ   กําลังขยาย 1,000 เทา 
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ตาราง 7  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 เปรียบเทยีบกบั 
             Lb. salivarius K7 
      

ผลการทดสอบ 

 Lb. salivarius K7* ไอโซเลท CF52 

          ยอมแกรม แกรมบวก แกรมบวก 

          รูปราง ทอนสั้น ทอนสั้น 

          การจัดเรียงตัว เด่ียว/คู เด่ียว/คู 

          การผลิตกาซ - - 

          เอนไซมคะตะเลส - - 

          การเจริญของเซลล   

          อุณหภูมิ    5-15oC - NT 

                         30 oC + + 

                         37 oC + + 

                         45 oC + + 

                         50 oC - - 

           NaCl       1.0-5.0% + + 

                         6.5 % - - 

                         18.0% - - 

           pH 4.5 + + 

           pH 9.6 + + 

* ที่มา : Pilasombut et al. (2006)  
 
หมายเหตุ :   +   หมายถึง ผลการทดสอบใหผลบวก  

     -   หมายถึง ผลการทดสอบใหผลลบ 
     -   NT หมายถึง ไมไดทําการทดสอบ 

 

             การทดสอบ 
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  จากการศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาและสรีรวิทยาเบื้องตนของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 พบวา 
เปนแบคทเีรียแกรมบวก มีรูปรางเปนทอน ไมผลิตเอนไซมคะตะเลส  เจริญไดโดยไมตองการอากาศใน
การเจริญ   สามารถเจริญไดในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีคาพีเอช  4.5 และ 9.6  สามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิระหวาง 30-45 องศาเซลเซยีส  และสามารถเจริญไดใน NaCl ที่มีความเขมขน  5.0 %  ซึ่งมี
ลักษณะคลายกับ  Lb. salivarius  K และปรียบเทียบลักษณะพื้นฐานตามคูมือ Bergey’s manual of 
determinative  bacteriology แลวนําไปศึกษาคุณสมบัติทางชวีเคมีโดยชุดทดสอบ API 50 CH  ตอไป 
   
       4.2  ผลการทดสอบคณุสมบัติทางชวีเคมีโดยชุดทดสอบ API 50 CH  

จากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีโดยใชชุดทดสอบแบบสําเร็จ ซึ่งเปนวิธทีี่งาย สะดวก และ
รวดเร็ว ในการจําแนกแบคทีเรีย  ซึ่งแบคทีเรียไอโซเลท CF52 มีลักษณะคลายแบคทีเรียกรดแลคติกใน
กลุม Lactobacillus จึงเลือกใชชุดทดสอบ API 50 CHL  ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีโดยชุด
ทดสอบ API 50 CHL เพ่ือจําแนกแบคทีเรียไอโซเลท CF52   พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ API 50 CHL 
หลอดที่ใหเปนผลบวก เปลีย่นสีอาหารจากสีมวงเปนเหลืองมีทั้งหมด  16 หลอด คือ หลอดที่ 10,  11, 12, 
13, 18, 19, 22, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 และ 35  และหลอดที่เปลี่ยนสีมวงเปนสดํีา       คือ 
หลอดที่ 25  แสดงดังภาพ 8 พบวา  แบคทีเรียไอโซเลท CF52 สามารถหมักน้ําตาลได 17 ชนิดคือ 
galactose,  glucose,  fructose, mannose,  sorbitol,  N-Acetyl-glucosamine, arbutin, esculin,  
salicin,  cellobiose, maltose, lactose,  melibiose, sucrose,  trehalose,  insulin และ raffinose 
แสดงผลดังตาราง 8 จากน้ันนําผลการทดลองไปวิเคราะหโดยใชโปรแกรม API webTM (http://apiweb. 
biomerieux.com) พบวา คุณสมบัติในการหมักน้ําตาลที่ไดมีความคลายกับแบคทีเรีย Lb. salivarius ถึง 
99.9 เปอรเซ็นต ดังนั้น จึงสรุปวา แบคทเีรียไอโซเลท CF52 เปนแบคทีเรีย Lb. salivarius จากนั้นทําการ
ยืนยันผลการจําแนกอีกครั้งดวยการหาลาํดับเบสของ DNA ในสวนยีน 16S rRNA 
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ภาพ  8   ผลการหมักคารบอนไฮเดรตของแบคทีเรียไอโซเลท CF52   ดวย API 50 CH 
 
ตาราง  8  คุณสมบัติทางชวีเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท CF52  
 

คุณสมบัติทาง
ชีวเคม ี

ชนิดน้ําตาล 

Fermentable 
sugar 

Galactose  Glucose  Fructose  Mannose   Sorbitol   N-Acetyl-Glucosamine 
Arbutin       Esculin    Salicin    Cellobiose     Maltose     Lactose     Melibiose  
Sucrose  Trehalose   Insulin   Raffinose 

Non-
Fermentable 

sugar 

Glycerol   Erythritol    D-ArAbinose   L-Arabinose    Ribose     D-Xylose   
L-Xylose  Adonitol  β-Methyl-Xyloside   Melezitose   Starch  Glycogen    Xylitol  
Gentiobiose  D-Turanose D- Lyxose   D-Tagatose   D- Fucose     L-Fucose   
D-Arabitol  L-Arabitol   2-Keto-Gluconnate   5-Keto-Gluconnate 
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       4.3  การหาลําดับเบสของ DNA ในสวนยีน 16S rRNA 
  จากการนําเทคนิคทางดานชีววิทยาโมเลกุล โดยการหาลําดับเบสในสวนยีน 16S rRNA โดย
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 18  ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน นําไปสกัด DNA โดยใชชุดสกัด  DNA สําเร็จรูป  จากนั้นนํา 
Genomic DNA ความเขมขนประมาณ  20  นาโนกรัมตอไมโครลิตร มาทํา PCR  เพ่ือเพ่ิมปริมาณลําดับ
เบส DNA ในสวนยีน 16S rRNA ที่ลําดับเบสในตําแหนง  V1-V3 โดยใช universal  primer 2 ชนิด คือ 
27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 520R (5’-ACCGCGGCKGCTGGC-3’)  และทํา 
PCR product ใหบริสทุธิ์  โดยใชชุด TaKaRa SUPRECTM – PCR  จากนั้นตรวจสอบขนาดของชิ้น DNA  
พบวา มีขนาดประมาณ  500  คูเบส    แสดงผลดังภาพ  9  จากนั้นนํา PCR product ไปหาลําดับเบส 
DNA ในสวนยีน 16S rRNA โดยหนวยบริการชวีภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีชวีภาพแหงชาติ  แลวนําลําดับเบสของยนี 16S rRNA ไปเทียบกันในโปรแกรม BioEdit  
แสดงดังภาพ 10 และนําไปเทียบความคลายจากฐานขอมูลลําดับเบสใน GenBank โดยใช BLASTn ของ  
The National  Center  for  Biotechnolgy Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nil.gov/) พบวา 
แบคทีเรียไอโซเลท CF52 มีลําดับเบส DNA ในสวนของยีน 16S rRNA ที่คลายกับ  Lb. salivarius 99.2 
เปอรเซ็นต  (accession no. DQ444477) แสดงดังภาพ 11 ดังนั้น จึงสรุปไดวา แบคทีเรียกรดแลคติกไอ
โซเลท CF52 เปน Lb. salivarius ในการทดลองนี้ กําหนดชื่อแบคทีเรียไอโซเลท CF52 เปน Lb. 
salivarius  CF 52 
                                                                              1     2 
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ภาพ  9   ขนาดของ DNA ที่ไดจากการทํา PCR  ในสวนของยีน 16S rDNA ตําแหนงลําดับเบสบริเวณ 
    V1-V3ของแบคทีเรียไอโซเลท CF52  
หมายเหตุ :   Lane 1  คือ   DNA  Marker (O’GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder ) 
                 Lane 2  คือ   ผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR 
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5’TACCGCGGCGGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGACNTGCTGGTTAGATACCGTCATCGAATGAACAGTTAC
TCTCACTCGGTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCT
CCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAG
TCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATCACCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACT
AGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATAGCAGAACCATCTTTCATCTAAGGATCATGCGATCCTTA
GAGATATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTTTTAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCA
CCCGTCCGCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCGGTGTAAGAAAGTTTCGTTCGACTTGCATGT
ATTAGGCACGCCGCCA3’ 
 
ภาพ  10   ลําดับของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท CF52  เกิดจากการนําลําดับเบสของ   
              primer 27F และ primer 520R ไปเทียบกนัในโปรแกรม BioEdit 
 
Gb/DQ444477/Lactobacillus salivarius 16S ribosomal RNA gene, partial sequence   
Length=1527   Score = 981 bits (495),  Expect = 0.0   Identities = 514/518 (99.2 %),    
Gaps = 2/518 (0 %)  Strand=Plus/Minus 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ  11  แบคทีเรียที่มีลําดับเบสในสวนยีน 16S rRNA คลายกับแบคทีเรียไอโซเลท CF52 
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5.  ผลการศึกษาสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซนิ 
      5.1 ผลการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสม 
            จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS มีสวนประกอบของ
แหลงคารบอนที่แตกตางกัน 7 ชนิด คือ glucose, lactose, dextrin, fructose, maltose, sucrose  และ 
sorbitol  ความเขมขม 2.0 % (w/v) แทน glucose นําไปบมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน พบวา แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 สามารถเจริญไดดีในอาหารเหลว
สูตร MRS ที่มี glucose, lactose, dextrin, fructose, maltose, sucrose  และ sorbitol เปนแหลงคารบอน  
ดังนั้น แหลงคารบอนจํานวนทั้ง 7 ชนิดนี้ถือไดวามีความเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย แต
แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดในอาหารเหลว
สูตร MRS ที่มี maltose หรือ/และ sorbitol เปนแหลงคารบอน  โดยมีคามีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 
426.67 AU/ml  เม่ือใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืน ๆ คือ glucose, lactose, dextrin, sucrose และ fructose 
ซึ่งมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 213.33, 320.00, 160.00, 133.33 และ 266.66 AU/ml ตามลาํดับ และ
ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่ไมมีแหลงคารบอน แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  สามารถผลิตแบคเทอร-ิ
โอซินไดนอยมาก โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 13.33 AU/ml แสดงดังตาราง 9 และภาพ 12 ดังนั้น 
maltose หรือ sorbitol เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. 
salivarius CF52 แตเม่ือคํานึงในเชิงเศรษฐศาสตร พบวา เม่ือใช maltose เปนแหลงคารบอนมีตนทุนต่ํา
กวา  ซึ่ง Toddorov et al. (2004) มีรายงานผลการทดลองหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิต     
แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย Lb. plantarum ST13BR พบวา maltose ใหคากิจกรรมการยับยั้งของ   
แบคเทอริโอซินสูงสุด โดยคากิจกรรมการยับยั้งเทากบั 6,4000 AU/ml และตอมา Toddorov and Dicks 
(2006) มีรายงานการผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย Lb. plantarum ST23LD โดยใช maltose เปน
แหลงคารบอน ทําใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงถึง 12,800 AU/ml  ดังนั้น ในการทดลองนี้จึงเลือกใช 
maltose  เปนแหลงคารบอนเพื่อใชในการศึกษาในขัน้ตอนตอไป 
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ตาราง  9  แหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ทีมี่ผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius  
              CF52 
      

แหลงคารบอน 
(2 % w/v) 

คาดูดกลืนแสง 
(OD660nm) 

คากิจกรรมการยับยั้ง* 
(AU/ml) 

not added 0.229 13.33 
glucose 4.961 213.33 
lactose 3.984 320.00 
dextrin 4.508 160.00 
sucrose 4.649 133.33 
fructose 3.808 266.66 
maltose 5.038 426.67 
sorbitol 4.958 426.67 

  หมายเหตุ :  * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา  
 

 
 
ภาพ 12  แหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลติแบคเทอริโอซินของของแบคทีเรีย Lb.   salivarius 
            CF52 ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมงใน 

สภาวะไรออกซิเจน 
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      5.2 ผลการศึกษาความเขมขนของ maltose ที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย     
             Lb. salivarius CF52                          
             จากการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่มี maltose   
เปนแหลงคารบอนที่มีความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 % (w/v)   
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน พบวา เม่ือเพ่ิมความเขนขน
ของ maltose ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ระดับความเขมขนของ maltose 0.5-2.5 % (w/v) สงผลให
แบคทีเรียมีการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งสูงขึ้น แตเม่ือเพ่ิมความเขมขน
ของ maltose ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทีร่ะดับความเขมขน 3.0-4.0 % (w/v) จะเห็นไดวา   แบคทีเรีย Lb. 
salivarius CF52 มีการเจริญและมีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินลดลงตามลําดบั และ 
maltose ที่ระดับความเขมขน 2.5 % (w/v) แบคทีเรยีมีการเจริญและผลติแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรม
ยับยั้งดีที่สุด คือ มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เทากบั 5.301 และมีกิจกรรมการ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซินเทากับ 533.33 AU/ml ตามลําดับ  ผลการทดลองแสดงในตาราง 10 และ ภาพ 
13  จากผลการทดลองนี้ พบวา maltose ที่ระดับความเขมขน 2.5 % (w/v) เปนความเขมขนที่มีความ
เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 มีรายงานการศึกษาผลของ
ความเขนขนของ maltose ที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน ไดแกการผลิตแบคเทอริโอซินผลิตจาก
แบคทีเรีย Lb. plantarum ST13BR พบวา maltose ที่ระดับความเขมขน  0-0.5 % (w/v) สงผลให
แบคทีเรียไมสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได  maltose ที่ระดับความเขมขน 2.0-3.0 % (w/v) ใหคา
กิจกรรมการยับย้ังของแบคเทอริโอซินสูงสุด โดยคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 6,400 AU/ml  แตเม่ือทํา
การเพิ่ม maltose ระดับความเขมขน 4.0 % ลงไปในอาหารเลี้ยงเชือ้  สงผลใหคากิจกรรมการยับยั้งของ
แบคเทอริโอซินลดลงเหลือ 3,200 AU/ml (Todorov et al., 2004) จากรายงานที่ผานมา การอธิบายถึงผล
ของความเขมขนของ maltose ตอการผลิตแบคเทอริโอซินยังมีนอย  แตอาจสันนิษฐานไดวา  มีสวน
เกี่ยวของกับการแสดงออกของยีนที่ผลิตแบคเทอริโอซินดวย ดังนั้น การทดลองนี้ทําการเลือก  maltose 
ที่ระดับความเขมขน 2.5 % (w/v) เปนแหลงคารบอนเพ่ือทําการทดลองในขั้นตอนตอไป 
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ตาราง 10   ผลของ maltose ที่ระดับความเขมตาง ๆ ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย       
                   Lb. salivarius CF52   
      

ความเขมขนของ คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* 

maltose (% w/v) (OD660) (AU/ml) 
0.0 0.246 13.33 
0.5 0.855 133.33 
1.0 2.782 133.33 
1.5 4.839 160.00 
2.0 5.284 426.67 
2.5 5.301 533.33 
3.0 5.281 213.33 
3.5 5.278 213.33 
4.0 5.258 160.00 

    หมายเหตุ : * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 
 

 
ภาพ 13   ผลของ  maltose  ที่ระดับความเขมตาง ๆ  ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. 

salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
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5.3  ผลการศกึษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
         จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่มีแหลงคารบอน
เปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v) และมีแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน 8 ชนิด คือ  beef extract, 
peptone, skim milk, urea, NH4Cl, tryptone, ammonnium sulfate และ yeast extract เขมขน 1.0 % 
(w/v)  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน พบวา แบคทีเรีย
สามารถเจริญไดดีในอาหารที่มี peptone, beef extract, tryptone และ yeast extract เปนแหลง
ไนโตรเจน  จะเห็นไดวา อาหารเหลวสูตร MRS ที่มี yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน  แบคทีเรีย
สามารถเจริญไดดีที่สุด แตแบคทีเรียสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุดใน
อาหารที่มี peptone เปนแหลงไนโตรเจน  โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินเทากับ 1,280 
AU/ml รองลงมาคือ tryptone, yeast extract และ beef extract โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอ-
ริโอซิน เทากับ 1,066.67, 746.67  และ 533.33 AU/ml ตามลําดับ สวนแหลงไนโตรเจนชนิดอ่ืน ๆ คือ 
skim milk,  urea,  ammonium chloride และ ammonium sulfate สงผลใหแบคทีเรียผลิตแบคเทอ-       
ริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งนอยมาก แสดงดังตาราง 11 และภาพ 14 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา 
แบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  สามารถใชแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียและสามารถผลิตแบคเทอ-
ริโอซินไดดีกวาแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอนินทรีย  ซึ่งจากการทดลองนี้ พบวา yeast extract เปนแหลง
ไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย แตสงผลใหมีการผลิตแบคเทอริโอซินนอยกวา
การใช peptone ซึ่ง peptone เปนแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมมากที่สุดตอการผลิตแบคเทอริโอ- 
ซินของแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ซึ่งมีรายงานการใช peptone เปนแหลงไนโตรเจนทําให
แบคทีเรีย Lb. plantarum 423 สามารถเพิ่มผลผลิต plantaricin 423 ได (Verellen et al., 1998)   และ
สามารถเพิ่มผลผลิตแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรีย Lactococcus lactis มากขึ้น (Li  et  al., 2002) 
นอกจากนี้  Todorov et al. (2004) รายงานวา การใชแหลงไนโตรเจนหลาย ๆ ชนิดรวมเขาดวยกัน  จะ
ชวยสงเสริมการเจริญของแบคทีเรีย  และแบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ิมมากขึ้นมากกวาการ
ใชแหลงไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว  
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ตาราง 11  ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย   Lb. salivarius CF52   
      

แหลงไนโตรเจน คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* 

(1% w/v) (OD660) (AU/ml) 

not added 0.209 13.33 
beef extract 1.965 533.33 
peptone 4.686 1,280.00 
skim milk 0.700 13.33 

urea 0.355 26.67 
ammonium chloride 0.405 33.33 

tryptone 2.555 1,066.67 

ammonium sulfate 0.333 26.67 
yeast extract 5.236 746.67 

หมายเหตุ :  * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 
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ภาพ  14    ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ใน
อาหารเหลวสตูร MRS ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 % (w/v) บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 18 ชัว่โมง ในสภาวะไรออกซิเจน 

Gr
ow

th
 (O

D 
66

0n
m

) 

Ba
cte

rio
cin

 a
cti

vit
y 

(A
U/

m
l) 

Nitrogen source 



60 

 

   5. 4   ผลการศึกษาของการเติมแหลงไนโตรเจนชนดิตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
            ผลการศึกษาของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเพาะเลี้ยง
แบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 2.5 
% (w/v) และมีการรวมแหลงไนโตรเจน 4 ชนิดเขาดวยกัน คือ peptone, tryptone, yeast extract และ 
beef extract โดยมีความเขมขนของแหลงไนโตรเจนแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 2  บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน พบวา การเติมแหลงไนโตรเจนหลาย ๆ ชนิด
โดยมี peptone เปนแหลงไนโตรเจนหลัก สงผลใหการเจริญของแบคทีเรียมีแนวโนมสูงขึ้นมากกวาการใช
แหลงไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว โดยแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  สามารถเจริญไดดีที่สุด  ในอาหารที่
เติม peptone  เขมขน 0.5 % (w/v), tryptone เขมขน 1.0 % (w/v), yeast extract เขมขน 0.5 % (w/v) 
และ beef extract เขมขน 0.5 % (w/v) ผสมเขาดวยกันเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ แต
แบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุด ทีมี่ peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) 
รวมกับ beef extract เขมขน 1.0 % (w/v) หรือ peptone  เขมขน 0.5 % (w/v), trytone เขมขน 1.0 % 
(w/v) และ yeast extract เขมขน 0.5 % (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งของ     
แบคเทอริโอซินเทากับ 1,706.67 AU/ml  ดังตาราง 12 และ ภาพ 15  การทดลองนี้ทําการเลือกอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มี peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 1.0 % (w/v) เปนแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อใชในการทดลองขั้นตอนตอไป เน่ืองจากประกอบ 
ดวยแหลงไนโตรเจนเพียง 2 ชนิด  แตสามารถผลติแบคเทอริโอซินที่มีคากิจกรรมการยับยั้งไดเทากับ
แหลงไนโตรเจน 3 ชนิด ซึ่งชวยประหยดัตนทุนในการทดลองขั้นตอนตอไป 
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ตาราง 12   ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ตอการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb.   
                   salivarius CF52   
       

คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับย้ัง* หลอดที ่ แหลงไนโตรเจน 
(OD 660nm) (AU/ml) 

1 Not added 0.201 13.33 
2 0.5 % PP 3.828 533.33 
3 1.0 % PP 5.041 1,280.00 
4 0.5 % PP+0.5 % TP 4.841 1,066.67 
5 0.5 % PP+1.0 % TP 4.594 640.00 
6 0.5 % PP+0.5 % YE 5.066 640.00 
7 0.5 % PP+1.0 % YE 5.125 853.33 
8 0.5 % PP+0.5 % BE 4.596 1,280.00 
9 0.5 % PP+1.0 % BE 4.802 1,706.67 
10 0.5 % PP+1.0 % TP+0.5 % YE 4.412 1,706.67 
11 0.5 % PP+0.5 % BE+0.5 % YE 5.052 320.00 
12 0.5 %  PP+0.5 % TP+0.5 % BE 4.505 320.00 
13 0.5 % PP+0.5 % TP+0.5 % YE 5.131 320.00 
14 0.5 % PP+1.0 %TP+0.5 %YE+0.5 %BE 5.885 320.00 

หมายเหตุ :  PP :  peptone,  TP :  tryptone,    BE : beef extract  และ YE : yeast extract 
                * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉล่ียในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 
ภาพ  15  ผลของการเติมแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. 
             salivarius CF52   ในอาหารเหลวสตูร MRS  ที่มีแหลงคารบอนเปน  maltose เขมขน  
             2.5 % (w/v)  บมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง  ในสภาวะไรออกซิเจน  
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     5.5  ผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของฟอสเฟตอนินทรีย (inorganic phosphate)  ตอการ            
           ผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52   

ผลการศึกษาความเขมขนของฟอสเฟตอนินทรียตอการผลิตแบคเทอริโอซิน โดยทําการเพาะ 
เลี้ยงแบคทีเรยี  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสูตร MRS ที่มีแหลงคารบอนเปน maltose เขมขน 
2.5 % (w/v) มี peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) และ beef extract เขมขน 1.0 % (w/v) เปนแหลง
ไนโตรเจน  และมี K2HPO4 ที่มีระดับความเขมขนตาง ๆ คือ 0, 1.0, 2.0 , 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 
และ 30.0 กรัมตอลิตร เปนแหลงฟอสเฟส  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ใน
สภาวะไรออกซิเจน พบวาเม่ือเพ่ิมความเขมขน K2HPO4 ที่ระดับความเขมขน 1.0-5.0 กรัมตอลิตร ไม
สามารถชวยใหแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  เจริญเพิ่มมากขึ้น แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนสูงขึน้เรื่อย ๆ 
ที่ระดับหน่ึง (ความเขมขน 10.0-30.0 กรัมตอลิตร) จะสงผลยั้บย้ังการเจริญของผลิตแบคเทอริโอซินลดลง
เชนกัน แบคทีเรียผลติแบคเทอริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุดที่ความเขมขน 1.0-2.0 กรัมตอลิตร 
โดยมีคากิจกรรมการยับย้ังของแบคเทอริโอซินเทากับ 1,706.67 AU/ml เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ 
K2HPO4 ที่ระดับสูงขึ้นคือความเขนขน 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 และ 30.0 กรัมตอลิตร สงผลใหการผลิต
แบคเทอริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งลดลง โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินเทากับ  
1,280, 1,280, 640, 320, 320 และ 320 AU/ml   ตามลําดับ    ดังตาราง 13 และภาพ 16 ซึ่งมีรายงานที่
เกี่ยวกับผลของฟอสเฟตอนินทรียตอการผลิตแบคเทอริโอซินมากมาย เชน K2HPO4 เขมขน 5 และ 10 
กรัมตอลิตร สงผลใหแบคทีเรีย Lb. plantarum ผลิตแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสดุ 
(Todorov and Dicks, 2004) และ Enan  et al. (1996) มีรายงานวา K2HPO4 เขมขน 7 กรัมตอลิตร 
สงผลใหแบคทีเรีย Lb. plantarum UG1 ใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด นอกจากนี้ ยังมีรายงานผล
เกี่ยวกับการเปรียบเทยีบฟอสเฟสอนินทรียที่อยูในรูปตางกันตอการผลิตแบคเทอริโอซิน เชน  K2HPO4 
สามารถกระตุนใหแบคทีเรยี Lb. plantarum UG1 ผลิตแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงกวา 
K2HPO4 ที่ความเขมขนเทากัน (Todorov et al., 2004) ในการทดลองนี้ทําการเลือก K2HPO4 เขมขน 
1.0-2.0 กรัมตอลิตร เพ่ือใชในการทดลองขั้นตอไป 
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ตาราง 13  ผลความเขมขนของ K2HPO4   ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52   

      

ความเขมขนของ   คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* 

K2HPO4 (กรัมตอลิตร) (OD660) (AU/ml) 
Not added 3.995 320.00 

1.0 4.567 1,706.67 
2.0 4.635 1,706.67 
5.0 4.597 1,280.00 
10.0 4.278 1,280.00 
15.0 3.712 640.00 
20.0 3.642 320.00 
25.0 3.061 320.00 
30.0 2.321 320.00 

     
 หมายเหตุ :  * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 
 

 
ภาพ 16 ผลของความเขมขนของ  K2HPO4  ทีเ่หมาะสม ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย                      

Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS ประกอบดวย  maltose เขมขน 2.5 %(w/v) 
เปนแหลงคารบอน และมี  peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 1.0 % 
(w/v)  เปนแหลงไนโตรเจน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชัว่โมง ในสภาวะไร
ออกซิเจน 
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    5.6   ผลของแมกนีเซียมซัลเฟตทีค่วามเขมขนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  
           ผลการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของแมกนีเซียมซัลเฟตตอการผลิตแบคเทอริโอซิน โดย
การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS ประกอบดวย maltose ที่มี 
เขมขน  2.5 % (w/v) แหลงคารบอนเปน มี peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 
1.0 % (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน  และ K2HPO4 เขมขน 1 กรัมตอลิตร เปนแหลงฟอสเฟส  และมี 
MgSO4·7H2O ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ คือ  0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 7.0 และ 10.0 กรัมตอลิตร เปนแหลง
แมกนีเซียม  บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชัว่โมง ในสภาวะไรออกซิเจน พบวา  เม่ือ
เพ่ิมความเขมขนของแมกนีเซียม ที่ความเขมขน 0.1, 0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตร สงผลใหแบคทีเรียมีการ
เจริญสูงขึ้นเลก็นอย  แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนของแมกนีเซียมสูงขึ้นเร่ือย ๆ ที่ระดบัความเขมขน 5.0, 7.0 
และ 10.0 กรัมตอลิตร สงผลใหแบคทีเรยีมีการเจริญลดลงตามลําดบั แตแบคทเีรียสามารถผลติแบคเทอ-
ริโอซินมีคากิจกรรมการยับย้ังเพ่ิมมากขึ้น เม่ือเพ่ิมความเขนเขนของแมกนีเนียมสูงขึ้นเรื่อยๆ สงผลให
การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียเพ่ิมมากขึ้นดวย โดยคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุดของแบคเทอร-ิ
โอซินมีคาเทากับ 3,413 AU/ml (แมกนีเซียมความเขมขน 10 กรัมตอลิตร) ดังตาราง  14 และภาพ 17 
ผลการทดลองนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Kim et al. (2006) เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ MgSO4·7H2O ลง
ไปในอาหารเลี้ยงเชื้อมากขึน้ สงผลใหแบคทีเรีย Micrococcus sp. ผลติแบคเทอริโอซินชนิด 
micrococcus GO5 เพ่ิมขึ้น และ MgSO4·7H2O เขมขน  5-10 กรัมตอลิตร  สงผลใหแบคทีเรียผลิต     
แบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับย้ังสูงสุด โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากบั 4,096 AU/ml  
นอกจากนี้  Li et al. (2002) รายงานวา MgSO4·7H2O เขมขน 2 กรัมตอลิตร สงผลใหแบคทีเรีย 
Lactococcus lactis ผลติแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด จากผลการทดลองนี้ จึงเลือก 
MgSO4·7H2O เขมขน 10 กรัมตอลิตร เพ่ือใชในการทดลองขั้นตอนตอไป 
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ตาราง  14     ผลความเขมขนของ  MgSO4.7H2O ตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย                
                      Lb.  salivarius CF52     
      

 MgSO4. 7H2O คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* 

(กรัมตอลิตร) (OD660) (AU/ml) 

Not added 4.595 106.67 

0.1 5.227 1,280.00 

0.5 5.534 1,280.00 

1 5.744 1,706.67 

5 4.659 1,706.67 

7 4.454 2,133.33 

10 4.607 3,413.00 

    หมายเหตุ :  * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 
ภาพ  17  ผลของ  MgSO4.7H2O ที่ความเขนขนที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย  

Lb.  salivarius CF52    ในอาหารเหลวสูตร MRS ประกอบดวย  maltose เขมขน 2.5 % 
(w/v) เปนแหลงคารบอน และมี  peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) รวมกับ beef extract 
เขมขน 1.0 % (w/v)  เปนแหลงไนโตรเจน และมี K2HPO4 เขมขน 1 กรัมตอลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน 
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จากการทดลองเพื่อหาองคประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินจาก
แบคทีเรีย   Lb.  salivarius CF52    สามารถสรุปองคประกอบตาง ๆ ของอาหารเลี้ยงที่เหมาะสม ดัง
ตารางที่ 15 
 
ตาราง  15   องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 
                  Lb.  salivarius CF52     

      

Composition MRS (%) Modified MRS (%) 
Glucose 2.0 - 
Maltose  - 2.5 
Peptone 1.0 0.5 
Yeast extract 0.5 - 
Beef extract 1.0 1.0 
K2HPO4 0.2 0.1-0.2 
MgSO4.7H2O 0.002 1.0 
 + 0.5 % CH3COONa, 0.2 % (NH4)2C6H6O7, 0.004 % MnSO4.H2O, 0.1 % Tween 80 
Activity (AU/ml) 320 3,413 

 
6.  ผลของสภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 
    Lb.  salivarius CF52     
      6.1   ผลของพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
              จากผลการศึกษาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซิน โดยทําการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  Lb. salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS ประกอบดวย maltose ที่มีความ
เขมขน 2.5 % (w/v) เปนแหลงคารบอน มี peptone  เขมขน 0.5 % (w/v) รวมกับ beef extract เขมขน 
1.0 % (w/v) เปนแหลงไนโตรเจน มี K2HPO4 เขมขน 0.1 % (w/v) เปนแหลงฟอสเฟส  มี MgSO4·7H2O 
ความเขมขน 1.0 % (w/v)  เปนแหลงแมกนีเซียม  บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 
ชั่วโมง  ในสภาวะไรออกซิเจน  พบวา แบคทีเรยีสามารถเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อทีพี่เอชเริ่มตน
เทากับ 4.5-7.0 และเจริญไดดีที่สุดที่พีเอชเริ่มตนเทากับ 7 แตแบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินให
คากิจกรรมการยับยั้งมากทีสุ่ดที่พีเอชเริ่มตนเทากบั 6.5 และ 7.0 โดยมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 
4,266.67 AU/ml  สวนอาหารเลี้ยงเชื้อที่พีเอชเริ่มตนอ่ืน ๆ คือ 4.5, 5.0 และ 6.0 โดยมีคากิจกรรมการ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซินคือ 40, 106.67, 1,280 และ 2,560 AU/ml  ตามลําดับ  ดังตาราง 16 และภาพ 
18  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา   อาหารเลี้ยงเชื้อที่พีเอชเริม่ตนมีความเปนกรดมากและความเปน
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ดางมาก สงผลทําใหแบคทเีรีย Lb. salivarius CF52  ผลิตแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการยับยั้งลดลง 
และอาหารเลีย้งเชื้อที่พีเอชเริ่มตนเปนกรดออนหรือเปนกลางมีความเหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
มีรายงานเกี่ยวกับผลของพีเอชเริ่มตนอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซิน ที่สอดคลองกับผลการ
ทดลองนี้มากมาย เชน การผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย Lb. plantarum ST23MS โดยใชอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.5 มีผลทําใหแบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมการ
ยับยั้งสูงสุด โดยคากิจกรรมการยับย้ังเทากับ 2,930 AU/ml  (Todorov and Dicks, 2006)  
  
ตาราง  16   ผลของพีเอชเร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 
                Lb.  salivarius CF52     
      

คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* พีเอชเริ่มตนของ 
อาหารเลี้ยงเชือ้ (OD660) (AU/ml) 

4.5 3.272 40.00 
5.0 3.715 106.67 
5.5 4.383 1280.00 
6.0 4.630 2,560.00 
6.5 4.695 4,266.67 
7.0 4.705 4,266.67 

หมายเหตุ :  * ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 

 
ภาพ  18    ผลของพีเอชเริม่ตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย 

                  Lb.  salivarius CF52  ในอาหารเหลวสตูร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา    
                      18  ชั่วโมง ในสภาวะไรออกซิเจน   
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 6.2  ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb.  salivarius CF52     
        จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย  Lb.  salivarius CF52  ในอาหารเหลวสูตร MRS ดัดแปลง โดยมี
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน  และปรับอาหารเลี้ยงเชื้อใหมี   
พีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.5 บมที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส  โดยแตละอุณหภูมิบมเปนเวลา 
12, 15 และ 18 ชั่วโมง  พบวา แบคทีเรียเจริญเติบโตไดดีที่สุดคืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บมเปน
เวลา 15-18 ชั่วโมง ใหคากิจกรรมการยับยั้งการยับยั้งของแบคเทอริโอซินสูงสุด อุณหภูมิ 30 และ 45 
องศาเซลเซียส บมเปนเวลา 18 ชั่วโมง ใหคากิจกรรมการยับย้ังกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
สูงสุด  เม่ือเปรียบเทียบทั้ง 3 อุณหภูมิ พบวา ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใหคากิจกรรมการยับยั้งเชื้อ
ทดสอบที่สูงสุด คือ 4,266.67 (AU/ml) แสดงดังตาราง 17 และ ภาพ 19  จากการทดลองนี้ พบวา 
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญจะเปนอุณหภูมิเดียวกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ซึ่งใหผลเชนเดียวกับการผลิต  lactocin A (Parent et al., 1994)  enterocin 1146 (Parent and 
Ricciandi, 1999) amylovorin 1471 (De Vuyst et al., 1996) และ nisin Z (Matsusaki et al., 1996) 
 
ตาราง 17   ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb.  salivarius CF52     
              

บม 12 ชั่วโมง บม 15 ชั่วโมง บม 18 ชั่วโมง อุณหภูมิ 

A* B* A* B* A* B* 

30 1.352 2133.33 1.972 2,560.00 2.55 3,413.33 

37 3.687 3,413.33 4.216 4,266.67 4.632 4,266.67 

45 2.388 1,706.67 2.99 2133.33 3.402 2,560.00 

 
หมายเหตุ :    A* =   คาดูดกลืนแสง (OD660)     B*  =  คากิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml) 
                      *  =   ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลี่ยในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 
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                                             Culture  time (h) 
 
ภาพ 19 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทเีรีย Lb. salivarius CF52  ใน                    

อาหารเหลวสตูร MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนเทากับ  6.5  บมที่  ( , ) อุณหภูมิ  30   องศา
เซลเซียส  ( , ) อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  และ  ( , )   อุณหภูมิ  45 องศา
เซลเซียส  ในสภาวะไรออกซิเจน   

 
      6.3  ผลของระยะเวลาในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียที่มีตอการผลติแบคเทอริโอซิน 
 จากการเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย  Lb.  salivarius CF52    ในอาหารเหลวสูตร MRS ดัดแปลง โดย
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซิน และมีพีเอชเริ่มตนเทากับ  6.5  
โดยบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  ในสภาวะไรออกซิเจน ทําการเก็บตวัอยางทุก ๆ  2  ชั่วโมง จน
ครบชัว่โมงที่  24  ของการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย   พบวา แบคเทอรโิอซินเริ่มมีการผลิตออกมาในชั่วโมงที่ 
2 ของการเจริญของแบคทีเรีย (lag phase) หลังจากนั้นการผลิตแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ 
ตามลําดับ หลังจากชั่วโมงที่ 10  ของการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย (log phase) คากิจกรรมการยับยั้งของแบ
คเทอริโอซินเพิ่มอยางรวดเร็ว และในชัว่โมงที่ 16 ของการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย (early stationary phase)  
พบวา แบคทีเรียผลิตแบคเทอริโอซินใหมีคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด โดยคากิจกรรมการยับยั้งของ     
แบคเทอริโอซินเทากับ 5,120.00 AU/ml หลังจากนั้นกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินมีคาลดลง
ตามลําดับ  แสดงดังตาราง 18 และ ภาพ 20 ซึ่งมีรายงานมากมายเกี่ยวกับ ผลของระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มีตอการผลิตแบคเทอริโอซิน เชน Schlegel and  Slade (1973)  ไดมีการศึกษา
ผลผลติของ streptococcin AFF22  พบวา  แบคทเีรียผลิตแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดอยู
ในชวง log phase ของการเจริญของแบคทีเรีย  หลังจากนั้นผลผลติคอย ๆ ลดลงกอนเขาสูชวง 
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stationary phase ซึ่งแตกตางกับ streptococcin AFF22 ที่มีการเริ่มผลิตในชวงปลายของ log phase 
และจะคอย ๆ ลดลงอยางชา ๆ ในชวง stationary phase  ของการเพาะเลี้ยง  Lachowicz (1965)  ได
ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงผลผลิตของ staphtlococcin A-1262a  บนอาหารแข็ง พบวาคากิจกรรม
การยับยั้งของแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นหลังจากการบมเปนเวลา 8 ชั่วโมง และเม่ือทําการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียนาน 18-24 ชั่วโมง พบวา ใหคากิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินสูงสุด  หลังจากนั้นคอย 
ๆ ลดลงตามลําดับ  นอกจากนี้ Noonpakdee et al. (2003) รายงานผลการศึกษาผลผลติของ nisin จาก
แบคทีเรีย  Lactococcus  lactis WNC20 พบวา แบคทีเรียผลติแบคเทอริโอซินใหคากิจกรรมยับยั้งสูงสุด
ในชวง early stationary ของการเจริญของแบคทีเรีย และคากิจกรรมการยับยั้งคอย ๆ ลดลงตามลําดบั   
Parente et al. (1994) ไดอธิบายการสญูเสียกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน เม่ือทําการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียเปนระยะเวลานานมาก สิ่งเหลานี้อาจขึ้นอยูกับความจําเพาะของแบคเทอริโอซินในการสูญเสีย
กิจกรรมการยับย้ัง หรือการถูกยอยโดยเอนไซม หรือ คุณสมบัติในการดูดซึมของบคเทอริโอซินของเซลล
ผูผลิต  
 
ตาราง 18  ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มีตอการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. 

salivarius CF52                               
      

เวลาในการบมเชื้อแบคทีเรยี คาดูดกลืนแสง คากิจกรรมการยับยั้ง* 
(ชั่วโมง) (OD660) (AU/ml) 

0 0.01 0.00 
2 0.22 20.00 
4 0.415 53.33 
6 0.812 160.00 
8 1.589 640.00 
10 2.213 2,133.33 
12 3.585 3,413.33 
14 3.833 4,266.67 
16 4.254 5,120.00 
18 4.499 4,266.67 
20 4.501 4,266.67 
22 4.502 2,560.00 
24 4.245 533.33 

หมายเหตุ :  *ขอมูลที่ไดมาจากหาคาเฉลีย่ในการทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา 
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ภาพ  20   ผลของระยะเวลาในการเพาะเลีย้งแบคทีเรียที่มีตอการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทเีรีย  Lb. 

salivarius CF52     ในอาหารเหลวสตูร MRS ที่มีพีเอชเริ่มตนเทากับ  6.5  บมทีอุ่ณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส   เปนเวลา  24  ชั่วโมง  ในสภาวะไรออกซิเจน   

                       
7. ผลการทําแบคเทอริโอซินที่ผลติจากแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  ใหบริสุทธิ์บางสวน 

จากการเพาะเลี้ยงแบคทเีรีย Lb. salivarius CF52 โดยใชความเขมขนของเชื้อเริ่มตนเทากบั 0.2 
% (v/v) ในอาหารเหลวสตูร MRS สูตรดัดแปลง ที่มีความเหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซิน  ปริมาตร 
500 มิลลลิิตร มีพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  6.5  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา   16  ชั่วโมง  ในสภาวะไรออกซิเจน นําไปปนเหวี่ยงเพ่ือแยกสวนใสออกจากเซลล 
ดวยความเรว็  5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นนําของเหลว
ใสมาทําการปรับคาพีเอชเปน 6.5  พบวา แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 มีการผลิต แบคเทอ-ริโอซินมี
คากิจกรรมการยับยั้งเทากบั 1,280 AU/ml  มีปริมาณโปรตีนทั้งหมดเทากับ  1,988 มิลลิกรัม และมีคา
กิจกรรมการยับย้ังจําเพาะเทากับ 321.93 AU/mg จากนั้นนําของเหลวใสที่เหลือไปตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  จํานวน 472 กรัมตอลิตร (70 % NH4SO4 saturation)  กวนทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาที  เพ่ือแยกตะกอนโปรตีนออกจากของเหลวใส  นําตะกอนโปรตีนที่ได
ซึ่งมีลักษณะสนี้ําตาลเขม มาละลายในโพแทสเซียมฟอสเฟตบัพเฟอรเขมขน 0.05 โมลาร  ปริมาตร 6  
มิลลิลติร  พบวา แบคเทอริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งเพ่ิมขึ้นเปน 40,960 AU/ml  มีปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด 59.04  มิลลิกรัม และมีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเทากับ 4162.6 AU/mg  ดังนั้น ขั้นตอนการ
ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตทําใหแบคเทอริโอซินมีความบริสทุธิ์เพ่ิมขึ้นเปน 12.93 
เทา การตกตะกอนโปรตนีดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต เปนวธิีที่งายในการทําให  แบคเทอริโอซิน
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เขมขนเพิ่มขึน้  ซึ่ง  Mao และคณะ (2001)  ไดรายงานวา  การทําแบคเทอริโอซินใหบริสุทธิ์ดวยวธิีนี้
สามารถทําให lacticin FS 92  มีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะสูงขึ้นเปน 40 เทา และจากนั้นนําแบคเทอริ
โอซินมาทําใหบริสุทธิเ์พ่ิมขึ้น โดยนํามาผานคอลัมน CENTRI-SEP (Gel filtration) เพ่ือทําการแยกเกลือ
และองคประกอบอ่ืน ๆ ออกจากแบคเทอริโอซิน พบวา แบคเทอริโอซินมีคากิจกรรมการยับยั้งเทากบั 
5,4613 AU/ml  มีปริมาณโปรตีนทั้งหมด 4.896 มิลลิกรัม   และมีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเทากับ 
66,927.69 AU/mg ขั้นตอนการแยกเกลอืและสารประกอบอื่น ๆ ออกจากแบคเทอริโอซิน ทําให  แบ
คเทอริโอซินมีความบริสทุธิ์เพ่ิมขึ้นเปน 207.89 เทา ดังตาราง 19 วธิีการแยกเกลอืและองคประกอบอ่ืน ๆ 
ออกจากแบคเทอริโอซิน มีหลายวธิีดวยกัน เชน การใชถุงไดอะไลซิส (dialysis) ที่มีขนาด cut-off  
เทากับ 1 kDa, cation exchange chromatography, hydrophobic interaction  chromatography และ 
reverse-phace high performance liquid chromatography (Nes et al, 1996) 
 
ตาราง 19  การทําใหแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทเีรีย Lb. salivarius CF52 บริสุทธิบ์างสวน  
              

 
Step  

Volume 
(ml) 

Activity 
(AU/ml) 

Total 
activity 
(AU) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(AU/mg) 

Fold of 
purification 

(fold) 

 I. Culture          
    supernatant 

500 1,280 64,000 1,988 321.93 1 

II.  Ammoniun          
    sufate precipitation 

6 40,960 245,760 59.04 4,162.60 12.93 

III. Gel filtration 6 54,613 327,678 4.896 66,927.69 207.89 

 
8.   การแยกสารแบคเทอริโอซินโดยวธีิ tricine sodium dodecyl suphate polyacrylamide gel     

electrophoresis (Tricine-SDS-PAGE) 
    จากการนําตัวอยางแบคเทอริโอซินที่ผานกระบวนการ gel filtration มาทําการวิเคราะหหามวล

โมเลกุลโปรตนี โดยการทําอิเล็กโตรโฟรีซีสบนเจลสําเร็จรูป Ready Gel® Precast Gels ( ฺBIO-RAD)  
ประกอบดวย 16.5 % Tricine-SDS polyacrylamide gel  ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  
จากนั้นแบงเจลออกเปน 2 สวน คือ เจลสวนแรกทําการตรึงตวัอยางดวย สารละลาย destaining  เปน
เวลา 30 นาที ตอมายอม  Coomassie blue stain  และลางออกดวย destaining  เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
พบวา เกิดแถบโปรตีน 1 แถบ   และเจลสวนที่สองทาํการตรึงตวัอยางดวยสารละลาย destaining  เปน
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เวลา 30 นาที  ลางดวยน้ําปราศจากอิออนคร้ังละ 30 นาที จํานวน 4 ครั้ง  เพ่ือนําไปทดสอบหาบริเวณ
การยับยั้งของแบคเทอริโอซิน พบวาบริเวณทีเ่กิดการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบเกิดขึ้นตรงตําแหนง
เดียวกับที่เกิดแถบโปรตีนของเจลสวนแรก แสดงวา แบคเทอริโอซินชนิดนี้มีมวลโมเลกุลโปรตนีประมาณ 
3.5 kDa ดังภาพ 21  ซึ่งผลการทดลองนี้ใหผลเชนเดียวกับ Oh et al. (2000) วิเคราะหมวลโมเลกลุ
โปรตีนของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรีย Lb. acidophilus 30SC โดยวิธ ี  16.5 %  Tricine-SDS-
PAGE  พบวา มีมวลโมเลกุลโปรตีนของแบคเทอริโอซินเทากับ 3.5 kDa  แบคเทอริโอซินชนิดนี้อาจจัด
อยูใน Class IIa เนื่องจากมีขนาดโมเลกุลโปรตีนขนาดเล็ก สามารถทนความรอนไดที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  โดยเฉพาะมีคากิจกรรมยับยั้งแบคทีเรียกลุม literial เปนหลัก ซึง่มีรายงาน
เกี่ยวกับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทเีรีย Lb. salivarius เชน bacteriocin OR7 ผลิตจากแบคทเีรยี Lb. 
salivarius มีมวลโมเลกลุประมาณ 6 kDa  สามารถทนความรอนไดดี  มีความจําเพาะในการยับยั้ง
แบคทีเรียกลุม literial  ซึ่งถูกจัดอยูใน Class IIa (Stern et al., 2006) นอกจากนี้ salivarisin B ผลิตจาก
แบคทีเรีย Lb. salivarius M7     ถูกจัดอยูใน Class IIa  เชนเดียวกนั  (Cataloluk and Gurakan, 2003) 
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ภาพ  21  ผลการแยกแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทเีรีย Lb. salivarius CF52  โดยวิธี  16.5 % 

Tricine-SDS-PAGE 
               Lane A               โปรตีนมาตรฐาน 
               Lane B และ C      แถบแบคเทอริโอซินที่ยอมดวยสี Coomassie brilliant blue  
               Lane D และ E      บริเวณเกิด clear zone  การยับยั้งของแบคเทอรโิอซินตอ 
                                        Lb.  fermentum JCM 1173      
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
แบคทีเรียกรดแลคติก จํานวน 66 ไอโซเลท ซึ่งคัดแยกจากระบบทางเดินอาหารของคนและสตัว  

เม่ือนํามาทดสอบฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในการยับยั้งตอเชื้อทดสอบ 36 ชนิด พบวา  แบคทีเรียไอโซ-
เลท CF50, CF51 และ CF52 มีฤทธิ์การยับยัง้ตอแบคทีเรยีกรดแลคติกทีอ่ยูในกลุมใกลเคียง และ
แบคทีเรียกอโรคบางชนิดได แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลท มีความเสถยีรตอความ
รอน  มีกิจกรรมการยบัย้ังในชวงพีเอชกวาง และเอนไซมที่ยอยโปรตีนทําลายกิจกรรมการยับยั้งของ    
แบคเทอริโอซิน ซึ่งแสดงวาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท เปนสารประกอบประภท
โปรตีน และพบวา แบคทเีรียไอโซเลท CF52 ผลติแบคเทอริโอซินมีฤทธิ์การยบัยั้งตอทดสอบและทนตอ
ความรอนไดดีที่สุด เม่ือนําไปจําแนกชนิดของแบคทีเรยีในระดับสปชีสพบวาเปนแบคทีเรีย Lactobacillus  
salivarius CF52  จากการทดสอบหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย Lb. salivarius CF52 พบวา แบคทเีรยีชนิดนี้ สามารถผลิตแบคเทอริโอซนิ
ที่มีคากิจกรรมการยั้บยั้งสูงสุดเทากับ 5,120 AU/ml ในอาหาร MRS สูตรดัดแปลง ซึ่งประกอบดวย 
maltose เขมขน 2.5 % (w/v), peptone เขมขน 0.5 % (w/v), beef extract เขมขน 1.0 % (w/v), 
K2HPO4 เขมขน 0.1-0.2 % (w/v), MgSO4.7H2O เขมขน 1.0 % (w/v), CH3COONa เขมขน 0.5 % 
(w/v), (NH4)2C6H6O7 เขมขน 0.2 % (w/v), MnSO4.H2O เขมขน 0.004 % (w/v) และ Tween 80 
เขมขน  0.1 % (w/v) พีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.5  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 16 ชัว่โมง  ในสภาวะไรออกซิเจน และทําใหแบคเทอริโอซินบริสุทธิบ์างสวนโดยตกตะกอนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และ gel filtration ทําใหแบคเทอริโอซินมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะสงูขึ้น 207 
เทา และเม่ือหาน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินดวยวิธี 16.5 % Tris-Tricine-SDS-PAGE พบวา    
แบคเทอริโอซินชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3.5 KDa 

จากผลการวจัิย พบวา แบคทีเรีย Lb. salivarius CF52  เปนทีน่าสนใจอยางยิ่ง  หากไดมี
การศึกษาขอมูลตาง ๆ เพ่ิมเติม ซึ่งนาจะมีความเปนไปไดในการนําไปประยุกตใชเปนสารถนอมอาหาร 
หรือใชเปนเชือ้ตั้งตนในการผลิตอาหารหมัก หรือนําไปใชเปนโปไบโอติกในอาหารสัตว   ซึ่งจะชวย
สงเสริมสุขภาพสัตว  และชวยลดการเกิดโรคติดเชื้อในสัตวเศรษฐกิจ 
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ขอเสนอแนะ 
  

จากผลการทดลอง พบวา  แบคทีเรยี Lb. salivarius CF52  สามารถผลติแบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งแบคทีเรียแลคติกในกลุมใกลเคียงกัน และแบคทีเรียที่กอโรคในอาหารบางชนิดได ซึ่งคา
กิจกรรมการยับย้ังแบคเทอริโอซินไมคอยสูงมากนัก  แตเม่ือหาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและ
สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินแลว   ทําใหกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินสูงขึ้น
คอนขางมาก  หากนําเอาแบคเทอริโอซินชนิดนี้ไปใชประโยชนจริงควรทําการศกึษาขอมูลเพิม่เติมเกี่ยว 
กับสภาวะแวดลอม ในการนําไปใชประโยชนในดานตาง ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของกิจกรรมการยับยั้ง
ของแบคเทอรโิอซิน หรือลดสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสม ซึ่งทําลายกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอร-ิ
โอซินใหลดลง และจากการทดลอง พบวาแบคทีเรียชนิดนี้ผลิตแบคเทอริโอซินที่มีมวลโมเลกุลขนาด 3.5 
kDa  แตยังไมทราบชนิดของแบคเทอริโอซินที่แบคทีเรียผลิตขึ้นมา   ดังนั้นจึงควรทําการทําลองเพ่ิมเติม 
เพ่ือหาโครงสรางของโปรตีน  ลําดับของกรดอะมิโนของแบคเทอริโอซิน และบริเวณยีนที่ผลติแบคเทอร-ิ
โอซิน ซึ่งเปนประโยชนในการจะนําเอาแบคเทอริโอซินชนิดนี้ไปใชไดจริง 

 
Output ที่ไดจากโครงการ 
 1. เสนอผลงานระดับนานาชาติ จํานวน 1 เรื่อง และเสนอผลงานระดับชาติ จํานวน 1 เรื่อง   
              (ภาคผนวก ฉ) 
 2. กําลังดําเนินการเขียนผลงานวิจัยเพ่ือตพิีมพลงในวารสารทางวิชาการที่ สกว. ยอมรับ  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

 1.   อาหารเหลวสตูร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)   อาหารสําเร็จรูปของบริษัท Criterion 
      สวนประกอบมีดังนี้ 

Meat peptone 
Beef extract 
Yeast extract 
Glucose 
Tween 80 
Soduim acetrate  
Dipotassium  phosphate 
Ammonium citrate 
Magnesium sulfate 
Manganese sulfate 
น้ํากลั่น 

10.0   กรัม 
10.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
20.0   กรัม 
  1.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
0. 01  กรัม 
0.05   กรัม 
1,000   มิลลลิิตร 

  
 ชั่งอาหาร  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)   อาหารสําเร็จรูป จํานวน 55  กรัม ผสมและ
ละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลลิติร ใหเขากัน จากนั้นนําไปใสในหลอดขนาด 16 x 50 มิลลลิิตร 
ปริมาตรหลอดละ 5 มิลลลิติร  แลวนํานําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15  นาที  
 
2. อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว De Man, Rogosa and Sharpe สูตร (0.7% agar)  อาหารสําเร็จรูปของ 
       บริษัท Criterion 
        สวนประกอบมีดังนี้ 

Meat peptone 
Beef extract 
Yeast extract 
Glucose 
Tween 80 
Soduim acetrate  

10.0   กรัม 
10.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
20.0   กรัม 
  1.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
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Dipotassium  phosphate 
Ammonium citrate 
Magnesium sulfate 
Manganese sulfate 
ผงวุน                                                     
น้ํากลั่น 
 

  2.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
 0. 01   กรัม 
0.05   กรัม 
 7. 0   กรัม 
1,000  มิลลิลติร 

ชั่งอาหาร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)   อาหารสําเร็จรูป จํานวน 55 กรัม และเติมผง
วุน จํานวน 7  กรัม   ผสมและละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลติร ใหเขากัน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 

 
3. อาหารแข็งสูตร De Man, Rogosa and Sharpe (1.5 % agar) อาหารสําเร็จรูปของบริษัท Criterion 
         สวนประกอบมีดังนี้ 

Meat peptone 
Beef extract 
Yeast extract 
Glucose 
Tween 80 
Soduim acetrate  
Dipotassium  phosphate 
Ammonium citrate 
Magnesium sulfate 
Manganese sulfate 
ผงวุน                                                     
น้ํากลั่น 

10.0   กรัม 
10.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
20.0   กรัม 
  1.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
 0. 01  กรัม 
  0.05  กรัม 
 15. 0  กรัม 
1,000   มิลลลิิตร 

 
ชั่งอาหาร De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)   อาหารสําเร็จรูป จํานวน 55 กรัม และเติมผง

วุน จํานวน 15 กรัม   ผสมและละลายในน้ํากลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลติร ใหเขากัน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 
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4.  อาหารเหลวสตูร Brain Heart Infusion (BHI) อาหารสําเร็จรูปของบริษัท Scharlau,  
    สวนประกอบมีดังนี้                                                        

Brain extract 
Heart extract 
Peptone 
Dextrose 
Sodium  chloride 
Disodium  phosphate 
น้ํากลั่น 

12.5   กรัม 
9.8   กรัม 
10.0   กรัม 
2.0   กรัม 
5.0   กรัม 
2.5   กรัม 
1,000 มิลลิลติร 

  
 ชั่งอาหาร Brain Heart Infusion อาหารสําเร็จรูป จํานวน 37.0 กรัม  ผสมและละลายในน้ํากลั่น
ปริมาตร 1,000 มิลลลิิตร ใหเขากัน จากนั้นนําไปใสในหลอดขนาด 16 x 50 มิลลิลิตร ปริมาตรหลอดละ 5 
มิลลิลติร  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 
15 นาที  
 
 5. อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลวสตูร Brain Heart Infusion (0.7 % agar) อาหารสําเร็จรูปของบริษัท  Scharlau 
         สวนประกอบมีดังนี้                                                        

Brain extract 
Heart extract 
Peptone 
Dextrose 
Sodium  chloride 
Disodium  phosphate 
ผงวุน                                                     
น้ํากลั่น 

12.5   กรัม 
  9.8   กรัม 
10.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
  2.5   กรัม 
  7.0   กรัม 
1,000   มิลลลิิตร 

 
ชั่งอาหาร Brain Heart Infusion อาหารสําเร็จรูป จํานวน 37.0 กรัม  และเติมผงวุน จํานวน 7 

กรัม   ผสมและละลายในน้าํกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ใหเขากนั  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 
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6.  อาหารแข็งสูตร Brain Heart Infusion  (1.5 % agar)  อาหารสําเร็จรูปของบรษิัท Scharlau 
     สวนประกอบมีดังนี้                                                        

Brain extract 
Heart extract 
Peptone 
Dextrose 
Sodium  chloride 
Disodium  phosphate 
ผงวุน                                                     
น้ํากลั่น 

12.5   กรัม 
  9.8   กรัม 
10.0   กรัม 
  2.0   กรัม 
  5.0   กรัม 
  2.5   กรัม 
15.0   กรัม 
1,000 มิลลิลติร 

 
ชั่งอาหาร Brain Heart Infusion อาหารสําเร็จรูป จํานวน 37.0 กรัม  และเติมผงวุน จํานวน 15 

กรัม   ผสมและละลายในน้าํกลั่น ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ใหเขากนั  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
สารเคมีที่ใชสําหรับปรับพีเอช 
 
1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน  5.0 นอรมอล 
 ทําการชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด  (Mw = 40 กรัมตอลติร) ของบรษิทั Merck  จํานวน 20 กรัม 
ละลายดวยน้ํากลั่นจนสารละลายหมด  แลวปรบัดวยปริมาตรใหไดเทากับ 100 มิลลิลติร  เก็บไวในขวดสี
ชา 
 
2. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน  5.0 นอรมอล   
 ปเปตสารละลายกรดไฮโดรคลอริกจาก stock ที่มีความเขมขน 37%  (v/v) ปริมาตร 41.46  
มิลลิลติร  มาละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลติร ดวยขวดปรบัปริมาตร  เก็บไวในขวด
สีชา 
 
สารเคมีที่ใชทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน 
 
1.  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3  % เจือจางดวยน้ํา ในอัตราสวน 1:16 
 ทําการปเปตไฮโดรเจนเปอรออกไซด 3 % ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นทําการเจือจาง แบบ 
two–fold ตามลําดับ ในหลอด microcentrifuge  จนไดอัตราสวนเปน 1:16  เก็บไวทดสอบกจิกรรมการ
ยับยั้งของแบคเทอริโอซินซ่ึงใชเปน  positive control 
 
2. เอนไซมตาง ๆ เชน proteinase K แ ละ protease  
 นําเอนไซมแตละชนิด มาทําการละลายดวยน้ํากลั่นทีป่ราศเชื้อ ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1 
มิลลิกรัมตอมิลลิลติร เกบ็ไวในหลอด  microcentrifuge  พรอมใชงาน 
 
สารเคมีที่ใชในการจําแนกแบคทีเรียโดยวิธีการหาลําดับของ DNA ในสวนของยีน 16S   rDNA 
1.  เอทานอล ความเขมขน 70 % (v/v) 
 เตรียมเอทานอล ความเขมขน 70 % (v/v) ปริมาตร 100 มิลลิลติร จากเอทานอลเกรดวิเคราะห 
ความเขมขน 95 % (v/v) โดยทําการคํานวณจากสูตรดังนี้ 
                                                     C1V1       =       C2V2 
                                                   70 x 100     =      95 x V2 
                                                        V2         =      73.68     
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ดังนั้นทําการปเปตเอทานอล ความเขมขน 95 % (v/v) ปริมาตร เทากับ 7 มิลลิลติร ละลายดวย
น้ํากลั่น ทําการปรับปริมาตรเทากับ 100 มิลลิลติร ดวยขวดปรับปริมาตร 
2. สารละลาย TE buffer (พีเอช 8.5) ประกอบสารตาง ๆ ดังนี้ 
                              Tris base                    10   mM 
                              EDTA                         1   mM 

 
ชั่งสาร  Tris base  จํานวน  0.12  กรัม และสาร EDTA  จํานวน  0.0372  กรัม ละลายดวย

น้ํากลั่นแลวปรับปริมมาตรใหไดเทากับ 100 มิลลิลติร ดวยขวดปรับปริมาตร จากนั้นนําไปปรับพี-เอชให
ไดเทากับ 8.5 ดวยกรดไฮโดรคลอริก แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 15 นาท ี
 
3. สารละลาย  TAE buffer ความเขมขน  1X 
 เตรียมสารละลาย  TAE buffer ความเขมขน  1X จาก  TAE buffer ความเขมขน  50X  ซึ่งมีวิธี
เตรียมดังนี้  
                TAE buffer  ความเขมขน  50X  มีสวนประกอบดังนี้ 
                      Tris base                                  242   กรัม          
                      Glacial acetic acid                     57.1   มิลลลิติร 
                      0.5M  EDTA (พีเอช  8.0)              100  มิลลลิติร 
 
              ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสดุทายเทากับ 1,000 มิลลลิิตร จากนั้นทําการเตรียม 
TAE buffer  ความเขมขน  1X  ปริมาตร 500  มิลลิลิตร  โดยคํานวณจากสูตรดังนี้ 
                                                       C1V1       =       C2V2 
                                                    1 x 500        =       50x V2 
                                                         V2          =       10 
                   ดังนั้น ตองปเปต  TAE buffer  ความเขมขน  50X ปริมาตร 10 มิลลิลติร มาละลายดวย
น้ํากลั่นและปรับปริมาตรใหไดเปน 500  มิลลิลติร   
 
4.  เตรียม 1.5 % (w/v) agarose gel  
                  ทําการชั่งผงวุนอะกาโรส สําหรับทํา electrophoresis  จํานวน 1.5 กรัม   ละลายใน TAE 
buffer มีความเขมขนเทากบั  1X ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปหลอมใหละลายดวยเครื่อง  Microwave   
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5. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด 
 ทําการผสมสารละลายเอธิเดียมโบรไมดสําเร็จรูป  ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ในน้ํากลั่นปริมาตร 50 
มิลลิลติร 
 
สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

การหาปริมาณโปรตีนโดยวิธขีอง  Lowry และ คณะ (1951)  เตรียมสารเคมีดังนี้ 
 
1. สารละลาย A  
  ประกอบดวย Na2CO3 ความเขมขน 2.0 % (w/v) ในสารละลาย NaOH ที่มีความเขมขน 0.1 

โมลาร  โดยชั่ง NaOH จํานวน 0.4 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหไดเทากับ 100 มิลลิลติร 
จากนั้นชั่ง Na2CO3  จํานวน 2.0 กรัม ใสลงไปคนใหละลายจนเขากันดี 

2. สารละลาย B 
  ประกอบดวย CuSO4 .5H2O ความเขมขน 0.5 % (w/v)  ละลายใน Na-K-tartrate ที่มีความ

เขมขน 1 % (w/v)  โดยชั่ง Na-K-tartrate  จํานวน 1.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น แลวปรบัปริมาตรใหได
เทากับ 100.0 มิลลิลติร จากนั้นชั่ง CuSO4 .5H2O จํานวน  0.5 กรัมใสลงไปคนใหละลายจนเขากันดี 
           3. สารละลาย C  

 ประกอบดวยสารละลาย A ปริมาตร 50.0 มิลลิลติร และผสมกับสารละลาย  B  ปริมาตร 1.0  
มิลลิลติร 

4. สารละลาย D   
   ประกอบดวย Folin ciocateus phenol reagent ละลายในน้ํากลั่นในอัตราสวน 1: 1 

 
สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหมวลโมเลกุลโปรตีน 
1. Sample buffer ประกอบดวย 

            Deionized water                                      5.0 มิลลิลติร 
            1.0 M Tris-HCl, pH 6.8                             1.0 มิลลิลติร 
            87 % Glycerol                                        2.4 มิลลิลติร 
            10 % SDS                                            1.0  มิลลิลติร 
            0.5 % Coomassie G-250                          0.4 มิลลิลติร 
            B-mercaptoethnol                                   0.2 มิลลลิติร 
            Total                                                   10.0 มิลลิลติร 
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วิธีการเตรยีม 
ปเปตนํ้าปราศจากอิออน (Deionized water)  ปริมาตร 5.0  มิลลิลิตร ,  1.0 M Tris-HCl  (pH 

เทากับ 6.8) ปริมาตร  1.0 มิลลลิิตร, 87 % Glycerol ปริมาตร 2.4 มิลลิลติร ,   10 % SDS ปริมาตร  1.0 
มิลลิลติร, 0.5 % Coomassie G-250 ปริมาตร 0.4   มิลลิลติร ใสในบีกเกอรละลายใหเขากัน  กอน
นําไปใชเติม  B-mercaptoethnol  0.2  มิลลิลติร 
 
2.  Running buffer (0.1M tris, 0.1M tricine, 0.1 % SDS)   ประกอบดวย 
            Tris base                                                6.055 กรัม 
            Tricine                                                   8.960 กรัม 
            SDS                                                      0.500 กรัม 
            Deionized water                                         500 มิลลิลติร 
 
วิธีการเตรยีม 
 ชั่งสาร Tris base  จํานวน 6.055 กรัม และสาร  Tricine จํานวน  8.960  กรัม ละลายในน้ํา
ปราศจากอิออน (Deionized water) ผสมใหเขากัน  จากนั้นปรับปริมาตรใหไดเทากับ 500  มิลลิลติร แลว
นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  
 
3.  Coomassie blue staining solution  
             Coomassie blue                                   0.1 % (w/v) 
             Methanol                                             40 % (v/v) 
             Acetic acid                                         10 %  (v/v) 
             Deionized water                                    125   มิลลลิิตร 
 
วิธีการเตรยีม   

ตวง Methanol เกรดวิเคราะห ความเขมขน 40 % (v/v) ปริมาตร  100  มิลลิลติร และตวง 
Acetic  acid  ความเขมขน 10 % (v/v) ปริมาตร  25   มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน  จากน้ันเติมสาร 
Coomassie blue จํานวน 0.25 กรัม   แลวทําการปรับปริมาตรโดยละลายในน้ําปราศจากอิออน 
(Deionized water)  ใหไดปริมาตรเทากับ   250  มิลลิลติร  
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4. Destaining solution    
             Methanol                                                  40 % (v/v)                                                             
            Acetic acid                                                10 % (v/v) 
            Deionized water                                       250  มิลลิลติร 
 
วิธีการเตรยีม 

ตวง Methanol  เกรดวิเคราะห ความเขมขน 40 % (v/v) ปริมาตร  200  มิลลิลติร และตวง 
Acetic  acid  ความเขมขน 10 % (v/v) ปริมาตร  50  มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน แลวทําการปรบัปริมาตร
โดยละลายในน้ําปราศจากอิออน (Deionized water)  ใหไดปริมาตรเทากับ   500  มิลลิลติร  
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ภาคผนวก ค 
ลําดับเบสของ DNA ในสวนของยนี 16S   rRNA 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5’ACTGGCGGCGTGCCTATCATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAATGCTTGCATTCA
CCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTAAAAGAAGGG
GATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGCATGATCCTTAGATGA
AAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAACTAGTTGGTGGGGTAAC
GGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGA
GACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTC
TGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGA
AGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTATCTAACCAGCANGTCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCCGCCGCGGTA3’ 

 
ภาพภาคผนวก  1   ลําดับเบสของยีน16S rRNAของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ที่ไดจาก primer 27F 
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5’GGNCTGCTGGTTNATCCGTCATCGAATGAACAGTTACTCTCACTCGGTGTTCTTCTCTAACA
ACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTC
CATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAAT
GTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATCACCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCA
ACTAGTTAATACGCCGCGGGTCCATCTAAAAGCGATAGCAGAACCATCTTTCATCTAAGGATC
ATGCGATCCTTAGAGATATACGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCTTCTTTTAGGC
AGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCAACTTCTTACGGTGAATGCAAGCATTCG
GTGTAAGAAAGTTTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGNTCGTCCTG 
AGCCAGGATCAAACT3’ 
 
ภาพภาคผนวก  2   ลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท CF52 ที่ไดจาก primer  520R 
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ภาคผนวก ง 

กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน 
 

การทํากราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน 
การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน 
เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA (bovine serum abumin) ความเขมขน 20 ไมโครกรัม

ตอมิลลิลติร โดยชั่ง  BSA 0.002 กรัม ละลายในน้าํกลั่นจนเขากนัดี ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
นํามาเตรียมเปนสารละลายโปรตีนมาตรฐานความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 
และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลติร (ดังตารางภาคผนวก 1) จากนั้นเติมสารละลาย C ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร 
ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที แลวเตมิสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลติร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  30 
นาที นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectronic โดยเทียบกับ blank 
(ดังตารางภาคผนวก 2) สรางกราฟมาตรฐานเพื่อใชหาปริมาณโปรตีน โดยการสรางกราฟระหวางคา
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 750 นาโนเมตร กับความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน (ภาพภาคผนวก 
3) 
  
 การเตรียมปริมาณโปรตนีจากสารละลายแบคเทอริโอซิน 

ทําโดยนําสารละลายแบคเทอริโอซิน 0.05 มิลลิลติร มาละลายในน้าํกลั่น ใหไดมีปริมาตรเทากบั 
1.0 มิลลิลติร จากนั้นเติมสารละลายจากนั้นเติมสารละลาย C และ D เชนเดียวกบัการเตรียมสารละลาย
โปรตีนมาตรฐานขางตน วดัคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร แลวทําการหาความเขมขนของโปรตีนใน
สารละลาย   แบคเทอริโอซินโดยอานคาจากกราฟมาตรฐาน 
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ตารางภาคผนวก 1  แสดงปริมาณของสารละลายตาง ๆ ที่ใชสําหรบัหาปริมาณโปรตีนโดยวีธี  Lowry 
         

สารละลาย       
แบคเทอริโอซิน 

น้ํากลั่น 
ที่เติม 

 
หลอดทดลอง 

สารละลาย  
BSA มาตรฐาน  

(ml) (ml) (ml) 

ความเขมขนของโปรตีน 
 (ug/ml) 

Blank - - 1 0 

1 0.1 - 0.9 20 

2 0.2 - 0.8 40 

3 0.3 - 0.7 60 

4 0.4 - 0.6 80 

5 0.5 - 0.5 100 

6 0.6 - 0.4 120 

7 0.7 - 0.3 140 

8 0.8 - 0.2 160 

9 0.9 - 0.1 180 

10 1 - 0 200 

 bacteriocin    - 0.5 0.95 - 
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 ตารางภาคผนวก  2   คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรของสารละลายโปรตีน 
มาตรฐาน 

   

ความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 750 นาโนเมตร 

0 0.000 

20 0.023 

40 0.046 

60 0.070 

80 0.085 

100 0.100 

120 0.121 

140 0.143 

160 0.162 

180 0.180 

200 0.203 
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ภาพภาคผนวก 3  แสดงกราฟมาตรฐานสําหรับหาปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry 
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ภาคผนวก จ 

มวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน 
(Polypeptide SDS-PAGE standards) 

 
 

ตารางภาคผนวก 3   มวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (Polypeptide SDS-PAGE standards) 
    

Poly peptide Molecular weigh (Daltons) 

Triosephosphate isomerase 26,625 

Myoylobin 16,950 

α-lactabumin 14,437 

Aprotinin 6,512 

Insulin b chain, Oxidized 3,496 

Bacitracin5 1,423 
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Bacteriocin production from lactic acid bacteria in the gastrointestinal tract 

 
Piyanuch Boonkumklao1, Wandee Ketkaew1, Atsushi Yokota2 and  

Apinya Assavanig3 
 

1Department of Biology, Faculty of Science, Maejo University, Sansai, Chiang Mai 50290, 
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2Laboratory of Microbial Resources and Ecology, Graduate School of Agriculture,  
Hokkaido University, Sapporo 060-8589, Japan 

3Department of Biotechnology, Faculty of Science, Mahidol University, Rama VI Rd.,  
Bangkok 10400, Thailand 

 
  
 Bacteriocins produced by lactic acid bacteria (LAB) have been the subject of 
considerable researches and industrial interest due to their potential as food biopreservatives. 
There has been very little research on the occurrence of bacteriocin production among LAB in 
the gastrointestinal (GI) tract.  The microbial populations of the GI tract include a very dense 
bacterial population.  The extent of bacterial diversity in the GI tract is still not completely 
defined, but estimates of diversity have increased dramatically over the last decades. The 
objective of this study was to detect bacteriocin production in LAB isolated from human and 
animal GI tract in order to determine their inhibitory spectrum to other LAB and pathogens.  
 At present, one hundred and seventy isolates of LAB, obtained from human and animal 
GI tract, have been examined for their ability to produce bacteriocins. Three isolates showed 
antagonism against at least one of the indicatior strains, by the well diffusion assay. These 
strains were identified by 16S rDNA sequencing as Enterococcus faecium (from human), 
Weisella confusa and Lactobacillus salivarius (from duck). Of these isolates, only one 
designated Enterococcus faecium HF84 from human feces stably secreted inhibitory substance 
into culture broth. It produces an inhibitory compound, which reach its maximum activity at 
the beginning of the stationary phase of growth. This bacteriocin has a proteinaceous nature, is 
stable over a broad range of pH, and shows a bactericidal action against Enterococcus durans 
JCM 8725. 
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