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ผลและวิจารณผลการทดลอง

1.  การเจริญของเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11  ในอาหาร MRS
                 จากการศึกษาการเจริญของเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus SN 11  ในอาหาร  
MRS  โดยติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อเปนเวลา   48   ชั่วโมง  และทําการวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่  660   นาโนเมตร พรอมกับการติดตามการเปลี่ยนแปลงของคา  pH  และ      
กิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ใหผลดังภาพที่  3

ภาพที่ 3 กราฟแสดงการเจริญของเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus SN 11
ในอาหาร  MRS

Figure 3 Growth  of  L. casei ssp. rhamnosus SN 11  in MRS
     pH   OD 660 nm.       Bacteriocin activity (AU/ml)

                 การผลิตแบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียโดยสวนใหญจะมีความ
สัมพันธกับการเจริญของเชื้อ โดยการผลิตแบคเทอริโอซินจะสูงสุดในระยะ late log 
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phase  ไปจนถึงระยะ  early stationary phase  จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. 
rhamnosus SN 11  ในอาหารสําเร็จ  MRS  พบวาเชื้อจะเจริญอยางรวดเร็วใน  8  ชั่วโมง
แรก  หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลงและเขาสูระยะคงที่  โดยวัดการเจริญสูงสุดของ
เชื้อไดในชั่วโมง  18   โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus   (วัดโดยวิธี  agar well  
diffusion)   เทากับ  20 AU/ml. และมีคาพีเอชลดลงเปน  4.3  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของพี
เอชจะผกผันกับการเจริญของเชื้อ
                 และเมื่อเขาสูชั่วโมงที่ 36 ของการเจริญ พบวาการเจริญของเชื้อและ             
กิจกรรมการยับยั้งลดลงเปน  10  AU/ml  และมีคาพีเอชลดลงเปน 4.10  จากการทดลอง
ของภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  ในการศึกษาการเจริญของเชื้อ L. casei ssp. 
rhamnosus SN 11 ในอาหาร  MRS พบวาการเจริญของเชื้อจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วในชวง  
12  ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลง  โดยมีการเจริญสูงสุดอยูที่ 24  ชั่วโมง 
และมีการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นสูงสุดในชั่วโมงที่  16  โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเปน  
30  AU/ml   โดยกิจกรรมการยับยั้งที่เกิดขึ้นจะลดลงหลังจากเวลาผานไป  36  ชั่วโมง
เชนกัน
                 การลดลงของกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินหลังเซลลเจริญเขาสู
ระยะคงที่แลวเกิดเนื่องมาจากการยอยสลายแบคเทอริโอซินโดยเอนไซมยอยสลาย
โปรตีน (Proteolytic degradation)  Avonts   และคณะ   (2004)  กลาววาในระหวางที่เชื้อ
เกิดการไลซิส (lysis) จะปลดปลอยเอนไซมยอยสลายโปรตีนที่ไมมีความจําเพาะออกมา
ทําใหมีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายโปรตีนเพิ่มขึ้น โดยเอนไซมยอยสลายโปรตีน
เหลานี้จะเขาไปยอยสลายแบคเทอริโอซิน ทําใหปริมาณแบคเทอริโอซินลดลงในชวง
ปลายของการหมัก เชนเดียวกับการทดลองของ  Robert  และคณะ (1996) พบวากิจกรรม
ของเอนไซมโปรติเนสจะเพิ่มขึ้นพรอมกับการลดลงของปริมาณ  leuconosin  ซึ่งผลิต
จากเชื้อ Leuconostos  paramesenteroides  ปญหาการลดลงของปริมาณแบคเทอริโอซิน
นอกจากการถูกทําลายโดยเอนไซมยอยสลายโปรตีนแลว การลดลงของแบคเทอริโอซิน
อาจเกิดจากการดูดซับของแบคเทอริโอซินกับตัวเซลลทั้งที่มีชีวิตและไมมีชีวิต  โดยรวม
ถึงการดูดซับอยูกับโปรตีนที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้ออีกดวย  (Parente et. al., 1994)



                 สําหรับการเปลี่ยนแปลงของพีเอชที่เกิดขึ้นในระหวางการเจริญของเชื้อ         
L. casei ssp. rhamnosus SN 11 เกิดเนื่องจากเชื้อเปนแบคทีเรียแลกติกกลุม 
homofermentative  ซึ่งสามารถหมักน้ําตาลกลูโคสหรือน้ําตาลที่มีคารบอนหกตัวแลวให
กรดแลกติกประมาณรอยละ 85 - 95  ซึ่งกรดที่ผลิตขึ้นมีผลทําใหคาพีเอชของอาหารเลี้ยง
เชื้อลดลง จากการทดลองของ Ruiz-Barba และคณะ (1994) พบวาการลดลงของคาพีเอช
ในระหวางการหมักจะมีผลตอปริมาณแบคเทอริโอซินที่ได คือ เมื่อพีเอชลดลงถึงจุดๆ 
หนึ่งที่ใหคาความแรงของประจุ  (ionic strength) ที่เหมาะสม   จะทําใหผนังเซลลของ     
จุลินทรียสามารถขับแบคเทอริโอซินออกสูนอกเซลลไดดีข้ึน

2.  การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราว
                 ในการเจริญเติบโตและการผลิตแบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความสําคัญเปนอยางมาก โดยแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนเปนตัวสําคัญที่ใชควบคุมการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน
                 น้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนาเปนวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมและจาก
การเกษตร ที่ยังมีโปรตีนและน้ําตาลในปริมาณสูง อีกทั้งยังมีแรธาตุตางๆ เชน  
แมงกานีส  แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส และเหล็ก  (ตารางที่ 1 และ 2)  ที่จําเปนตอการเจริญ
ของแบคทีเรียแลกติก   ซี่งเมื่อวิเคราะหองคประกอบของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราว
ที่นํามาใชแทนแหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อแลว ไดองค
ประกอบเบื้องตนดังแสดงในตารางที่ 7

จากการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนในน้ํามะพราวแกพบวามีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดรอยละ 1.7 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซรอยละ 0.5 และมีปริมาณไนโตรเจน
เพียง รอยละ 0.1 จากการทดลองของ อวย เกตุสิงห (2497) และ Child (1974) พบ
วาในน้ํามะพราวออนจะมีน้ําตาลเฉลี่ยรอยละ 5.77 เมื่อเจริญเต็มที่จะมีน้ําตาล
เฉลี่ยลดลงเปนรอยละ 4.58  และเมื่อเปนมะพราวหาวจะมีน้ําตาลเฉลี่ยลดลงเปน
รอยละ 1.6 น้ําตาลที่พบสวนใหญจะเปนน้ําตาลกลูโครส และ ฟรุกโทรสใน
ปริมาณที่เทาๆ กัน โดยมีปริมาณไขมันและโปรตีนประมาณรอยละ 0.1



ตารางที่ 7      ผลการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
          Table 7 Chemical composition of coconut water and tuna condensate

Coconut water Tuna condensate
Composition Before separated protein and

macro molecule
After separated protein

and macro molecule
Before separated
protein and lipid

After separated
protein and lipid

pH
Nitrogen  (%)
Salt  (%)
Reducing sugar  (%)
Total sugar  (%)

6.2
5.12
0.23
NA
NA

6.5
4.54
0.19
NA
NA

5.50
0.11
NA
0.56
1.71

6.52
0.10
NA
0.53
1.69

 NA = Not  Available



และจากการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนในน้ํานึ่งปลาทูนาพบวามีปริมาณ
ไนโตรเจนอยูรอยละ 5.1  และหลังจากการเตรียมวัตถุดิบโดยการแยกโปรตีนและไขมัน
ออกพบวาปริมาณไนโตรเจนลดลงเหลือรอยละ 4.5 ในขณะที่ปริมาณเกลือในน้ํานึ่งปลา
ทูนามีประมาณรอยละ 0.2 จากการวิเคราะหองคประกอบดังกลาวพบวาสอดคลองกับ
การทดลองของ ภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  ซึง่ พบวามีปริมาณไนโตรเจนในน้ํานึ่งปลา
ทูนารอยละ 7.0  และเมื่อแยกโปรตีนและไขมันออกพบวายังมีปริมาณไนโตรเจนเหลือ
อีกรอยละ 4.0  (ตารางที่ 1) ซึ่งใกลเคียงกับอาหาร MRS  ที่มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
รอยละ  4.8

จากการทดลองเมื่อทราบองคประกอบของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
แลวจึงนํามาปรับสัดสวนเปนอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปลงสูตรตางๆ โดยแปลงสัด
สวนจากสูตรอาหาร MRS (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 2.5 และปริมาณคารบอน
รอยละ 2.0) และสูตรอาหารดัดแปลง Medium I ซึ่งมีการใชน้ําตาล ซูโครส 10 
กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและใชน้ํานึ่งปลาเจือจางรอยละ 50 เปนแหลง
ไนโตรเจน (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 2.27 และปริมาณคารบอนรอยละ 1.84)

จากการทดลองของภัทรพล  จันทราภรณ (2543)  พบวาในการดัดแปลง
สูตรอาหาร MRS  มาเปนอาหารดัดแปลง  Medium I  สามารถใชน้ําตาล  ซูโครส  
ที่ระดับความเขมขนรอยละ 1-2  เปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อได  โดยไม
พบความแตกตางใดๆ  เกิดขึ้นในชวงความเขมขนของน้ําตาลระดับนี้  ดังนั้นใน
การปรับสัดสวนอาหารดัดแปลงจึงปรับสัดสวนใหมีปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาตอ
น้ํามะพราวที่เพิ่มขึ้น เปน  1 : 1 (Coco1)  1 : 2 (Coco2)  1 : 3 (Coco3) และ 1 : 4 
(Coco4) โดยมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้น เปน  0.81, 1.41, 2.01 
และ 2.59 ตามลําดับ และปรับสัดสวนใหมีน้ํามะพราวตอน้ํานึ่งปลาทูนาที่เพิ่ม
ข้ึนเปน         1 : 2 (Tuna2)  1 : 3 (Tuna3) และ  1 : 4 (Tuna4) โดยมีอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนลดลงเปน 0.55, 0.42 และ 0.37 ตามลําดับ



3.  การเจริญของเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11  การผลิตแบคเทอริโอซินและการ
เปลี่ยนแปลงของพีเอชในอาหารที่ดัดแปลงที่ใชน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนาเปนสวน
ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ

ในการศึกษาและติดตามการเจริญของเชื้อ การผลิตแบคเทอริโอซิน และการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตรอาหาร Medium I  และอาหารทั้ง 
7 สูตร คือ Coco1 Coco2 Coco3 Coco4 Tuna2 Tuna3 และ Tuna4  เปรียบเทียบกับการ
เจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารสําเร็จ   MRS  เปนเวลา 48 ชั่วโมง (ดังภาพ
ที่ 4) จากการทดลองเมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารสูตรตางๆ ซึ่งวัดจาก
คาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร  จะพบวาเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus SN11 เจริญ
ไดดีที่สุดในอาหารสําเร็จ MRS ในขณะที่การเจริญของเชื้อในอาหารดัดแปลงสูตรตางๆ 
ที่ใชน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาเปนองคประกอบนั้นมีการเจริญแตกตางกัน โดยเชื้อ
สามารถเจริญไดในอาหารทุกๆ สูตรและเจริญไดดีในสูตรอาหารที่มีปริมาณน้ํามะพราว 
(Coco1  Coco2 และ Coco3)  และน้ํานึ่งปลาสูงขึ้น (Tuna2  และ Tuna4) แตอยางไรก็
ตามเมื่อเพิ่มปริมาณน้ํามะพราวในสูตรอาหาร Coco4 และเพิ่มปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาใน
สูตรอาหาร  Tuna4 เปน 4  เทา  จะทําใหการเจริญของเชื้อลดลง โดยรูปแบบการเจริญ
ของเชื้อในอาหารทุกสูตรยังเปนไปในรูปแบบเดียวกัน คือ เจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมง
ที่ 8 หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลงและเขาสูระยะคงที่

การผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารแตละสูตรจะแตกตางกัน ข้ึนกับองคประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อพิจารณาสัดสวนของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราวในสูตร
อาหารดัดแปลงจากอาหาร  MediumI ทั้ง  7  สูตร พบวาในสูตรอาหาร Coco1 Coco2  
Coco3 และ Coco4 มีปริมาณคารบอนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 1.85, 2.13, 2.27 และ 2.36 ตาม
ลําดับ โดยมีการใชน้ํานึ่งปลาทูนาทดแทนปริมาณไนโตรเจนในสูตรอาหาร โดยจะมี
ปริมาณไนโตรเจนลดลงเปนรอยละ 2.27, 1.51, 1.13 และ 0.91 ตามลําดับ ทําใหสัดสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเปน 0.81, 1.41, 2.01 และ 2.59 ตามลําดับ ในขณะที่สูตร
อาหาร Tuna2  Tuna3 และ Tuna4 จะเพิ่มปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาใหสูงขึ้นทําใหมีปริมาณ
ไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ  2.72, 3.41 และ 3.63 ตามลําดับ  โดยมีปริมาณคารบอน
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ภาพที่ 4 การเจริญของเชื้อ  การเปลี่ยนแปลงพีเอช และกิจกรรมการยับยั้ง
ของเชื้อ Lactobacillus casei ssp. rhamnosus  SN11  ในอาหารสูตรตางๆ

Figure 4 Growth  pH changes and bacteriocin activity of Lactobacillus
 casei ssp. rhamnosus  SN11
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ลดลงเปนรอยละ 1.51, 1.42  และ 1.34  ตามลําดับ โดยมีสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจน
ลดลงเปน 0.55, 0.42 และ 0.37 ตามลําดับ

จากความแตกตางขององคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลทําใหการผลิต        
แบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรมีความแตกตางกันไป โดยในสูตรอาหาร 
Coco1  เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 12  มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดเทากับ  20  AU/ml  ในชั่วโมง
ที่  20  และกิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะลดลงเปน  10 AU/ml  เมื่อเวลาผานไป              
24  ชั่วโมง  ซึ่งกิจกรรมการยับยั้งที่เกิดขึ้นในสูตรอาหาร Coco1 ใกลเคียงกับกิจ
กรรมการยับยั้งในสูตรอาหารสําเร็จ  MRS  เพียงแตระยะเวลาในการคงตัวของแบคเทอริ
โอซินในสูตรอาหาร Coco1  จะนอยกวาในสูตรอาหาร MRS (กิจกรรมการยับยั้งลดลง
เมื่อเวลาผานไป  36  ชั่วโมง)  ดังนั้นการลดลงของปริมาณแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร 
Coco1  จึงอาจเกิดจากการยอยสลายโดยเอนไซมยอยสลายโปรตีน และเกิดจากการดูด
ซับของแบคเทอริโอซินกับตัวเซลล และโปรตีนที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกันกับ
สูตรอาหาร MRS

สําหรับในสูตรอาหาร Coco2 Coco3 และ Coco4 เชื้อ L. casei ssp. rhamnosus
(SN11)  จะผลิตแบคเทอริโอซินเมื่อเขาสูชั่วโมงที่  16  โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ  
10 AU/ml  และยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 
การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหารดัดแปลงทั้ง 3 สูตรนี้ จะเกิดชาและมีกิจกรรมการ
ยับยั้งต่ํากวาในสูตรอาหาร MRS เนื่องมาจากในสูตรอาหารมีการใชน้ํามะพราวแทนน้ํา
กลั่นในปริมาณมาก ทําใหปริมาณโปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาถูกเจือจางลง และทําใหเกิด
ความไมสมดุลของอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน (Vazques J.A. et. al., 2004) 
นอกจากนี้ในน้ํามะพราวยังมีปริมาณแรธาตุ เชน เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส 
แมกนีเซียม และโปแตสเซียม (มีปริมาณสูงถึง  290  มิลลิกรัม) (ตารางที่ 2)  เปนองค
ประกอบ ซึ่งแรธาตุเหลานี้อาจเขาไปมีผลในการยับยั้งหรือขัดขวางการทํางานของเชื้อ 
ทําใหการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อเกิดไดนอยลง  อีกทั้งน้ํามะพราวที่นํามาใชในการ
ทดลองเปนน้ํามะพราวแก  ซึ่งจะมีปริมาณกรดซิตริกสูง (Campos et. al., 1996) ซึ่งจะเขา



ไปมีผลตอการเกิดออโตไลซีสของเชื้อ โดยการเกิดออโตไลซีสของเชื้อจะทําให         
แบคเทอริโอซินซึ่งเปนสารประกอบโปรตีนเกิดการเสียสภาพ (Kang และคณะ, 1998)
                 นอกจากนี้ในการทดลองเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหาร   Tuna2  Tuna3  และ  Tuna4  
ยังใหผลการผลิตแบคเทอริโอซินแตกตางจากสูตรอาหารขางตน เนื่องจากในสูตรอาหาร
เหลานี้มีการใชน้ํานึ่งปลาทูนาเปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณ  2  3  และ  
4  เทา โดยมีปริมาณโปรตีนรอยละ 2.72, 3.45 และ 3.63 ตามลําดับ จากการทดลองพบวา
การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร  Tuna2  และ Tuna3 จะเกิดขึ้นตั้งแตชวงแรกของ
การเจริญของเชื้อ  โดยสามารถตรวจพบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินตั้งแตชั่ว
โมงที่ 8  โดยในสูตรอาหาร Tuna2  จะมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 10  AU/ml  จนถึงชั่ว
โมงที่  16  ในขณะที่การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร Tuna3 สิ้นสุดที่ชั่วโมงที่  12  
และไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นในสูตรอาหาร  Tuna4 และ MediumI การลดลง
ของแบคเทอริโอซินอาจเปนผลมาจากปริมาณโปรตีนเหลืออยู เนื่องจากปริมาณโปรตีน
ที่เหลือหลังจากการเจริญของเชื้อเขาสูระยะ  stationary  อาจเปนพิษตอเซลล  และเรงการ
เกิดการไลซีสของเชื้อ  ซึ่งจะมีผลตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน  (Jung, et. al., 
1992) สอดคลองกับการทดลองของ  Chii-Cherng  และคณะ (1993)  ที่ศึกษาผลของ
ปริมาณยีสตสกัดรอยละ 0.5  1  2  3  และ  4  ในอาหารน้ําเวย  พบวาที่ปริมาณยีสตสกัด
รอยละ  2  จะใหการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุด  แตเมื่อเพิ่มปริมาณยีสตสกัดปริมาณการ
ผลิตแบคเทอริโอซินจะลดลงอยางรวดเร็วหลังจากเพิ่มถึงจุดสูงสุด  นอกจากปริมาณ
โปรตีนแลว ปริมาณน้ําตาลในสูตรอาหารก็มีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินเชนเดียวกัน  
จากการทดลองของ Ogunbanwo และคณะ (2003) พบวาการใชน้ําตาล          กลูโครสใน
ปริมาณมากไมไดชวยใหการผลิตแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นแตกลับทําใหกิจกรรมของแบค
เทอริโอซินลดลงหรือไมพบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเลย   สอดคลองกับการทดลอง
ของ Parente และคณะ  (1999) พบวาเมื่อใชกลูโครสที่ความเขมขนสูงๆ  (30 กรัมตอ
ลิตร)  จะทําใหการผลิตแบคเทอริโอซินลดลงเชนกัน ดังนั้นในการผลิตแบคเทอริโอซิน
ควรควบคุมปริมาณสารอาหารใหสมดุล เพราะปริมาณสารอาหารที่มากเกินพอและเหลือ
อยูจะไปยับยั้งการเจริญของเชื้อทําใหการเจริญของเชื้อลดลงและทําใหผลิตแบคเทอริโอ



ซินไดนอยจนถึงไมผลิตแบคเทอริโอซินออกมาเลย (Dave R.I. et. al., 1997 and 
Vazques  J.A. et. al., 2004)   

นอกจากปริมาณน้ําตาลที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิดของน้ําตาลที่ เปน               
องคประกอบในอาหารสูตรตางๆ ก็อาจมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซิน จากการทดลอง
ของ Dave และคณะ  (1997)  พบวาการใชอาหารสําเร็จ  MRS  ที่มีการเปลี่ยนชนิดของ
น้ําตาล (กลูโครส  ฟรุกโทรส  แมนโนส แลกโทส  ซูโครส  มอลโทส  ราฟฟโนส และ 
เซลโลไบโอส)  เชื้อ L. acidophilus (LA-1) สามารถเจริญไดในอาหารทุกสูตร แตจะ
เจริญชาในอาหารที่ใชน้ําตาลแมนโนส  และราฟฟโนส แตจากการทดลองถึงแมวาใน
อาหารสําเร็จ  MRS  จะใชน้ําตาลเดกโทรสเปนองคประกอบ ในขณะที่สูตรอาหารที่
เหลือใชน้ําตาล  ซูโครส และน้ําตาลจากน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาเปนองคประกอบ    
ไมมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN11 เพราะน้ําตาล
จากน้ํามะพราวโดยสวนใหญเปนน้ําตาลฟรุกโทรส และกลูโครส  ซึ่งเปนน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวเชนเดียวกับน้ําตาลเดกโทรส  ดังนั้นผลของแหลงคารบอนที่ใชในอาหารจึงนาจะมา
จากการเพิ่มหรือลดลงของปริมาณน้ําตาลมากกวาจะเปนผลมาจากชนิดของน้ําตาลที่ใช

ในสวนของการเปลี่ยนแปลงของพีเอชในอาหารแตละสูตร เมื่อพิจารณาที่ชั่วโมง
ที่ 24 ซึ่งเปนชวง  late stationary phase พบวาในอาหาร MRS  Medium I  Coco1  Coco2  
Coco3  Coco4  Tuna2  Tuna3 และ Tuna4 มีคาพีเอชเปน 3.98  4.94  4.23  4.15  4.17 
4.20  4.20  4.20  และ 4.40  ตามลําดับ  จากการทดลองของภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  
พบวาเมื่อควบคุมพีเอชในการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus                 
SN 11 ใหมีคาพีเอชสุดทายเทากับ 4.5 จะใหปริมาณการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดที่ชั่ว
โมงที่  16  และยังใหกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นเปน 60  AU/ml  แสดงใหเห็นวาการควบ
คุมพีเอชในระหวางการหมักใหเหมาะสมตอการผลิต แบคเทอริโอซินของเชื้อแตละชนิด
เ ป นป จ จั ยหนึ่ ง ที่ จําเ ป นต อ ก า รผลิ ต แบค เทอริ โ อซิ น  เ พ ร า ะ ในก า รผลิ ต                         
แบคเทอริโอซินจากเชื้อแตละชนิดจะมีคาพีเอชที่เหมาะสมของมันตอการเปลี่ยนรูปของ
แบคเทอริโอซินจากรูป  inactive  เปน  active  ในขั้นตอนการ  prostranslation  และจาก
การทดลองของ Tom  และคณะ 1998  พบวากิจกรรมสูงสุดของ  plantaricin ที่ผลิตจาก



เชื้อ L. plantarum 423  จะเกิดขึ้นเมื่อพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเปน 4 ซึ่งการเพิ่มขึ้น
ของกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นจากการปลดปลอยเปปไทดที่ยึดเกาะอยูกับผนัง
เซลลของเชื้อซึ่งเหมือนกับการทดลองของ Hurst และ  Dring (1968) ที่พบวาไนซินจะ
ถูกดูดซับอยูกับผนังเซลลของเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis เมื่อพีเอชเทากับ 6.8 
และกิจกรรมของไนซินจะเพิ่มขึ้นรอยละ 80 เมื่อปรับ พีเอชใหต่ํากวา  6  ในขณะที่การ
ผลิต pediocin AcH  จะถูกดูดซับอยูกับผนังเซลลที่พีเอช 6.0-5.5  และจะมีการปลดปลอย
อยางสมบูรณที่พีเอชเปน 1.5  (Yang et.al., 1992)

4.  การทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ  Lactobacillus  casei  ssp. rhamnosus SN11
จากการศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus

SN11  โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  18-20  ชั่วโมง (ชวง  late  log  phase)  พบวามี
คากิจกรรมการยับยั้งเปน  20  AU/ml.  ปรับพีเอชของสารละลายเปน  3  เพื่อลดและปอง
กันการดูดซับของแบคเทอริโอซินกับผนังเซลล (Blom et.al., 1991)  จากนั้นนําเอาสาร
ละลายที่ไดไปเหวี่ยงแยกเซลลออกที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ               4  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาที  นําสวนใสที่ไดหลังจากการกําจัดตัวเซลลไปใหความ
รอนที่อุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  เพื่อยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม
โปรตีเอส จากการทดลองพบวากิจกรรมการยับยั้งยังคงเทากับสวนใสหลังแยกเซลลออก  
(20 AU/ml.)  จากนั้นทําการแยกโปรตีนโมเลกุลใหญออกจากน้ําหมัก โดยนําสารละลาย
ที่ไดมากรองผาน Ultrafiltration ซึ่งมีขนาดแผนกรอง  100  กิโลดาลตัน พบวาชวยใหสี
ของน้ําหมักจางลงและไมพบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในสวนที่ไมผาน
แผนกรอง  แตในสวนที่ผานแผนกรองกิจกรรมการยับยั้งยังคงเดิม  แสดงวาแบคเทอริโอ
ซินที่ไดมีขนาดโมเลกุลต่ํากวา  100  กิโลดาลตัน

4.1  การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
                 ทําการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน                   
2  ระดับ  คือที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ  40  และรอยละ  80  โดยทําการกวนผสมใหเขา
กันดวยเครื่องกวนผสมที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามา



เหวี่ยงแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000 รอบตอนาที  ที่ อุณหภูมิ                         
4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  จากการทดลองพบกิจกรรมการยับยั้งหลังจากตก
ตะกอนที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ 40 ในสวนตะกอนเทากับ  10 AU/ml. และในสวนใส
มีคากิจกรรมการยับยั้งเปน  20 AU/ml.  โดยมีปริมาณโปรตีนเปน  9.52  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร  และ  11.52  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ทําการตกตะกอนตอที่ระดับเกลืออ่ิมตัว
รอยละ  80  โดยกวนผสมใหเขากันที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  นาที  จะพบตะกอนเกิดขึ้น  2  สวน   คือ  ลอยอยูบนผิวและตกตะกอนอยูที่กน
หลอด การเกิดตะกอนแบบนี้มักพบมากในการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย  เชน  Lactacin F  
จากเชื้อ  L.  acidophilus 11088  (Muriana et.al., 1991b) Brevicin  27 จากเชื้อ L. brevis
SB27 (Benoit et.al., 1997) และการทําบริสุทธิ์  Lactocin S จากเชื้อ  L. sake L45 
(Mortvedt et.al., 1991)  ทําการเก็บรวบรวมตะกอนทั้งสองสวนเขาดวยกัน ละลาย
ตะกอนโดยใชสารละลาย  0.2  โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช 3 จากผลการทดลองไม
พบกิจกรรมการยับยั้งในสวนใสแตพบกิจกรรมการยับยั้งในสวนตะกอนเทากับ  80 
AU/ml.  และมีปริมาณโปรตีนเทากับ  19.02  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
                 หลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนรอยละ 80 
แลวนํามากําจัดเกลือโดยการใชวิธีไดอะไลซิส นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดบรรจุ
ในถุงไดอะไลซิสซึ่งมีขนาดโมเลกุลผาน  3,500  ดาลตัน  แชในสารละลาย 0.2  โมลาร 
อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช  3  ทิ้งคางคืนไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  โดยทําการเปลี่ยน
บัฟเฟอร 2  ครั้ง  ทําการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของสารละลายภายในถุงไดอะไลซิส
พบวามีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 80 AU/ml.  และมีปริมาณโปรตีนเทากับ  17.52  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   จากนั้นนําไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใชสาร  CMC หรือ  
Carboxymethylcellulose เปนตัวดูดซับโดยทําการดูดซับน้ําออกใหปริมาตรของสาร
ละลายลดลง  4  เทา  จากการทดลองพบวามีกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นเปน  160 AU/ml.  
และมีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้น  7  เทา  (แสดงในตารางที่ 8)



4.2  Gel-filtration  Chromatography
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน  (Sephadex G-50 ขนาด 1.5 X 20 cm.)
โดยใชสารละลาย  0.2 โมลาร  อะซิ เตดบัฟเฟอร  พีเอช  3 เติมสารละลาย                         
แบคเทอริโอซินทั้งหมดลงในคอลัมน ครั้งละ 5 มิลลิลิตร  ชะดวยสารละลาย 0.2  โมลาร 
อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช  3  ที่อัตราเร็ว  1  มิลลิลิตรตอนาที  เก็บแยกสวนที่ไดครั้งละ  3  
มิลลิลิตร  จากการทดลองใหผลดังภาพที่ 5
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ภาพที่ 5  กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแตละสวนที่แยกได
จากคอลัมน

Figure 5 Elution profile obtained from passing bacteriocin through gel filtration
chromatography

                                     - - - -    OD  280  nm. Diameter of clear zone

จากภาพที่ 5 ทําการเก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมการยับยั้ง  (Fraction no. 9 - 22) 
แลวนําไปทําใหเขมขนขึ้นโดยการระเหยภายใตสูญญากาศ  ที่อุณหภูมิ  50  องศา
เซลเซียส  พบวากิจกรรมการยับยั้งเทากับ  800 AU/ml.  และมีคากิจกรรมการยับยั้ง



จําเพาะเพิ่มขึ้นเปน  40  เทา โดยมีปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 35 ทั้งนี้เนื่องมาจาก
เทคนิคโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นเปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารตามขนาด
โมเลกุล  ดังนั้นสารที่มีขนาดโมเลกุลแตกตางไปจากสารที่เราตองการจึงถูกกําจัดออกไป
นอกจากนี้การทําโครมาโทกราฟโดยวิธีนี้ยังใชในการกําจัดเกลือออกจากสารตัวอยางทํา
ใหความบริสุทธิ์ของสารที่ตองการเพิ่มขึ้นและชวยเพิ่มปริมาณผลิตผล

4.3  Cation-exchange Chromatography
                 นําสารที่แยกไดจากขอ 4.2  ทั้งหมดมาเติมลงในคอลัมน  Hitrap  CM FF  
ขนาด 1 X 5  มิลลิลิตร ที่ผานการปรับสภาพสมดุลของคอลัมนโดยสารละลายอะซิเตด
บัฟเฟอร  เขมขน 0.2 โมลาร  พีเอช  3 โดยเติมตัวอยางครั้งละ 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นใช
บัฟเฟอรชนิดเดียวกันที่มีความเขมขนของ Sodium  chloride (NaCl) เพิ่มขึ้นตั้งแต 0.05 
โมลาร  0.1 โมลาร 0.15  โมลาร และ  0.2  โมลาร ตามลําดับ เก็บแตละสวนที่แยกได
สวนละ 1  มิลลิลิตร  ที่อัตราเร็ว  0.5  มิลลิลิตรตอนาที ไดอะไลซิสแยกเกลือออกและนํา
แตละสวนไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง พบวามีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ  400  
AU/ml.  และใหคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นเปน  100  เทา  แตปริมาณผลิตผลที่
ไดลดลงเหลือเพียงรอยละ 8 จากการทดลองของ Benoit  และคณะ (1997)  หลังจากการ
ทําบริสุทธิ์  Brevicin 27  จากเชื้อ      L. brevis SB27 โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ
แลกเปลี่ยนประจุ  พบวาปริมาณผลิตผลลดลงเหลือเพียงรอยละ  0.34  ทั้งนี้เนื่องมาจาก
การสูญเสียแบคเทอริโอซินในระหวางขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ ซึ่งอาจเกิดเนื่องมาจากการ
ดูดซับระหวางสารที่ตองการกับตัวเจล  แตถึงอยางไรก็ตามในขั้นตอนการทดสอบกิจ
กรรมการยับยั้งจะเก็บรวบรวมเฉพาะสวนที่มีคากิจกรรมการยับยั้งสูง ทําใหบางสวนที่มี
กิจกรรมการยับยั้งเพียงเล็กนอยสูญเสียไปเชนกัน



ตารางที่ 8 ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์โดยใชการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตรวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟฟ และ
กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ  S. aureus  ของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus  SN11

Table 8  Purification  of  bacteriocin  from L. casei ssp. rhamnosus SN11 by ammoniumsulfate (AS) precipitation and
chromatography technique

Purification steps Volume
(ml.)

Bacteriocin
activity

(AU/ml.)

Total activity
(AU)

Protein
(mg/ml.)

Specific
activity

(AU/mg)

Increasing in
specific
activity

Yield
(%)

- Cell-free supernatant
- Ultrafiltration 100 Kda.
- Crude from AS precipitate  40-80%
 - Dialysis
- After concentrated by CMC
- Gel-filtration Chromatography
- Cation-exchange Chromatography
- RP-HPLC

4,000
3,000
160
160
40
35
16
2

20
20
80
80

160
800
400
100

80,000
60,000
12,800
12,800
6,400

28,000
6,400
200

18.02
18.52
19.02
17.52
22.07
18.77
3.42
0.27

1.11
1.08
4.21
4.57
7.26
42.62

116.96
370.37

1
0.97
3.79
4.12
6.55
38.39

105.36
333.67

100
75
16
16
8
35
8

0.25



4.4  Reverse-phase High Performance Liquid Chromatography
  (RP- HPLC)

                 RP-HPLC  เปนขั้นตอนสุดทายในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ
L.  casei  ssp. rhamnosus SN11 จากการทําบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน  RP-18 (Lichrosorb 
RP18) โดยมีบัฟเฟอร A  (สารละลาย TFA รอยละ 0.1  ใน สารละลาย Acetonitrile รอย
ละ  99.8)  และบัฟเฟอร B  (สารละลาย TFA รอยละ 0.1 ในน้ํากลั่น)  เปนตัวชะ  โดย
ปรับใหมีอัตราการไหลเทากับ  0.9 มิลลิลิตรตอนาที
                 จากการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ ง เชื้ อแบคที เรี ย อินดิ เค เตอรของ                    
แบคเทอริโอซิน  พบวาพีคที่ออกมา ณ นาทีที่ 2.49 เปนพีคของแบคเทอริโอซิน และสาร
แบคเทอริโอซินที่ตองการ จะออกมาพรอมกับสารละลาย  Acetonitrile  รอยละ 70  (ภาพ
ที่ 6)

ภาพที่ 6 โครมาโทแกรมของแบคเทอริโอซินที่ไดจากการทํา RP-HPLC
โดยใชคอลัมน RP-18 (Lichrosorb RP18)

Figure 6 RP-18 HPLC  (Lichrosorb RP18 )Chromatogram of bacteriocin
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จากลักษณะของพีคดังกลาวทําใหเราทราบถึงคุณสมบัติการเปน  Hydrophobic  
ของสารซึ่งพบวามีแบคเทอริโอซินหลายชนิดที่ผลิตจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย  เชน  
Lactocin S จากเชื้อ L. sake L45  (Mortvedt et.al., 1991) และ Bozacin 14 จากเชื้อ 
Lactococcus  lactis subsp. lactis B14  (Ivanova et.al., 2000)  แสดงคุณสมบัติการเปน 
Hydrophobic  สูง

จากพีคของแบคเทอริโอซินที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน  RP-18  
(Lichrosorb RP18) พบวาลักษณะของพีคที่ไดยังไมแยกออกจากกัน  จึงทําการเก็บแยก
แตละสวนและนําไปผานคอลัมน  RP-18 (Lichrosorb RP18) อีกครั้ง  โดยใชบัฟเฟอร A 
และ B ซึ่งมีปริมาตรของบัฟเฟอรและอัตราการไหลของตัวชะเทากับการทดลองในครั้ง
แรก จากการทดลองพบวาพีคที่ไดมีลักษณะเปนพีคเดี่ยว (ภาพที่  7)  เมื่อเก็บสวนที่ได
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนและทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  พบ
วามีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นจากเดิมเปน  300  เทา   (ตารางที่  8 )

ภาพที่ 7 ลักษณะพีคที่ไดจากการทํารีโครมาโทกราฟโดยใชคอลัมน
RP-18  (Lichrosorb RP18)

Figure 7          Rechromatogram peak from RP-18 HPLC (Lichrosorb RP18)
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5.  การทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus SN11  โดยใช 
Amberlite XAD-4  รวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟ

จากการศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus
SN11 โดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในขอที่ 4 พบวา
ปริมาณผลิตผลที่ไดสวนใหญสูญเสียไปในชวงของการตกตะกอน โดยพบวาหลังจาก
ผานขั้นตอนอัลตราฟวเตชั่นขนาด  100 กิโลดาลตัน  จะมีปริมาณผลิตผลรอยละ 75  และ
เมื่อตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับเกลืออ่ิมตัว  รอยละ 40-80  
พบวาปริมาณผลิตผลลดลงเหลือเพียงรอยละ 16  และเมื่อสิ้นสุดขั้นตอนการทําบริสุทธิ์
โดยใช เทคนิคโครมาโทกราฟพบวาแบคเทอริโอซินที่ไดมีลักษณะความเปน  
hydrophobicity  สูง

การนํา Amberlite XAD-4  ซึ่งมีโครงสรางเปนอะโรมาติกโพลีเมอร ไมละลายน้ํา 
มีพ้ืนที่ในการดูดซับสูง และสามารถดูดซับพวก  hydrophobic โมเลกุลจากสารละลายที่
มีข้ัว มาใชสําหรับดูดซับแบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะชวยลดการสูญเสีย  เพิ่ม
ปริมาณผลิตผลและลดขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ได

จากการทําบริสุทธิ์โดยการเติม Amberlite XAD-4 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อและกวน
เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส แลวกรองเอา  Amberlite XAD-4 ที่ดูด
ซับโปรตีนมาบรรจุในคอลัมน ลางดวยน้ํากลั่นแลวชะตัวสารละลายผสมระหวาง 
methanol : น้ํากลั่น  พบวาการชะดวยสารละลายผสมในอัตราสวน  1 : 1  ไมสามารถชะ
แบคเทอริโอซิน ออกมาจากตัวดูดซับได  แตหลังจากการชะดวย methanol : 0.1 HCl   
ในอัตราสวน  9 : 1  พบวาสามารถชะเอาแบคเทอริโอซิน ออกมาจาก Amberlite ไดดี  
โดยใหคากิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเปน  80  AU/ml.  โดยมีกิจกรรมการ
ยับยั้งจําเพาะเปน  3.35  และมีปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 120 (ตารางที่ 9) จาก
การทดลองของ Tolonen  และคณะ (2003)  ในการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ                 
ไนซินของสารดูดซับหลายชนิด ไดแก  Streamline DEAE Streamline SP Streamline 
phenyl  Amberlite XAD-4  และ  Kieselguhr  พบวาปริมาณไนซินที่เหลืออยูในบัฟเฟอร
ที่ใช Amberlite XAD-4  เปนตัวดูดซับมีนอยกวา  100 IU/ml.  ในขณะที่สารดูดซับตัว



อ่ืนๆ  มีปริมาณไนซินเหลืออยูสูงถึง  900-1,000  IU/ml. (ปริมาณไนซินเริ่มตนเทากับ 
1,000 IU/ml.) จากการทดลองแสดงวา Amberlite XAD-4  มีความสามารถในการดูดซับ
ไนซินไดดีกวาสารดูดซับตัวอ่ืนๆ
                 แบคเทอริโอซินที่ถูกชะออกจาก Amberlite XAD-4  แลวจะถูกนํามาทํา
บริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบผันกลับ หลังจากการปรับสภาพสมดุลของ
คอลัมน  (Resource RPC) ดวยสารละลาย  Acetonitrile รอยละ 50 พบวาแบคเทอริโอซิน
ถูกชะออกมาพรอมกับสารละลาย Acetonitrile รอยละ 60 ในนาทีที่ 3.25 (ภาพที่ 8) และ
ใหกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเปน 320 AU/ml. โดยมีกิจกรรมการยับยั้งทั้ง
หมดเทากับ 1,600 AU และมีกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นประมาณ  60 เทา โดยมีปริมาณ
ผลิตผลเทากับรอยละ 8  ดังแสดงในตารางที่ 9

ภาพที่  8 โครมาโทแกรมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินโดยใช
คอลัมนชนิด  Resource RPC

Figure 8 Chromatogram obtained from Resource RPC- FPLC

Active peak

Time (min)

AU % acetonitrile

60 % acetonitrile

100 % acetonitrile

50 % acetonitrile



ตารางที่ 9 ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์โดยใช Amberlite XAD-4  เปนตัวดูดซับ  และกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ
S. aureus  ของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus  SN11

Table 9 Purification  of  bacteriocin  from L.  casei  ssp. rhamnosus  SN11 by Amberlite XAD-4

Purification steps Volume
(ml.)

Activity
(AU/ml.)

Total activity
(AU)

Protein
(mg/ml.)

Specific
activity

(AU/mg)

Increasing in
specific activity

Yield
(%)

- Cell-free  supernatant
- Washed amberlite with distill water
- Eluted amberlite with  methanol :
water  (1:1)
- Eluted amberlite with methanol : 0.1
HCl (9:1)
- Evaporation
- Reverse phases FPLC (Resource RPC)

1,000
3,000
500

300

30
5

20
0
0

80

320
320

20,000
0
0

24,000

9,600
1,600

18.52
3.77

16.02

21.52

29.02
4.92

1.11
0
0

3.72

11.03
65.04

1
0
0

3.35

9.94
58.59

100
0
0

120

48
8



6. การปรับปรุงเทคนิคท่ีใชในการทําบริสุทธิ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและปริมาณผลิตผล
ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11

จากการทดลองศึกษาหาวิธีการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus SN 11 โดยใชเทคนิคตางๆ รวมกัน  ไดแก การตกตะกอนโปรตีนโดยใช
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตรวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟฟ  พบวาวิธีการดังกลาวทําให
เกิดการสูญเสียแบคเทอริโอซินในปริมาณสูง และตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณมาก
จึงจะไดแบคเทอริโอซินออกมาซึ่งมีผลตอตนทุนการผลิต

สําหรับการใช Amberlite XAD-4  ในการดูดซับแบคเทอริโอซินออกจากน้ําหมัก
หลังจากการแยกเซลลและใหความรอน พบวาชวยเพิ่มความเขมขนของแบคเทอริโอซิน
ได โดยไมตองใชน้ําหมักปริมาณมาก และยังชวยลดขั้นตอนในการทําบริสุทธิ์ไดอีกดวย
แตอยางไรก็ตามปริมาณแบคเทอริโอซินที่ไดสุดทายยังต่ํา  จึงทําการปรับปรุงวิธีการทํา
บริสุทธิ์เพื่อเพิ่มปริมาณแบคเทอริโอซิน จากการปรับปรุงเทคนิคที่ใชในการทําบริสุทธิ์
โดยการใช Amberlite XAD-4  เจลฟวเตชั่นโครมาโทรกราฟฟและโครมาโทกราฟฟ
แบบผันกลับรวมกัน  พบวาหลังการใช Amberlite XAD-4  ในการดูดซับและระเหย
เมธานอลออก ยังคงมีปริมาณผลิตผลเหลืออยูรอยละ 80  หลังจากนั้นเมื่อนําไปผาน
คอลัมนเจลฟวเตชั่น  พบวาแบคเทอริโอซินมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น  ทั้งนี้เนื่องมาจาก
เทคนิคดังกลาวสามารถกําจัดโปรตีนที่ไมตองการออกไปได  ทําใหกิจกรรมการยับยั้งทั้ง
หมดเพิ่มขึ้นเปน  25,600  AU และมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นเปน 20 เทา ทําใหมี
ปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นรอยละ128 (ตารางที่10)
 เมื่อนํามาทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟฟแบบผันกลับโดยใช 
Acetonitrile  และน้ํา เปนตัวชะ  พบวาแบคเทอริโอซินถูกชะออกมาพรอมกับสารละลาย
Acetonitrile  รอยละ 70  ในนาทีที่ 3.28  (ดังภาพที่ 10) โดยแบคเทอริโอซินที่ไดมีคากิจ
กรรมการยับยั้งจําเพาะทั้งหมดเปน  1,600 AU  และมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้น
60 เทา โดยยังมีปริมาณผลิตผลสูงถึงรอยละ 32  (ตารางที่ 10)  และเมื่อนํา active peak ที่
ไดไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยใชวิธี  SDS-PAGE  พบวาใหลักษณะเปนแบนเดี่ยว ดัง
ภาพที่ 9



20.1 K
14.3 K
6.5 K
3.5 K

45 K
30.1 K

2.5 K

ภาพที่  9 ลักษณะแบนของ active fraction  ของแบคเทอริโอซินที่ผานการ
ทําบริสุทธิ์

Figure 9 Bands of bacteriocin active fraction from purify tecnique improving
Lane A, B and C are a bacteriocin from purify tecnique improving

ภาพที่  10 โครมาโทแกรมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินโดยการปรับปรุง
เทคนิคการทําบริสุทธิ์

Figure 10 Chromatogram obtained from the improve technique for purify
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ตารางที่ 10 การปรับปรุงเทคนิคที่ใชในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus   SN11  และกิจกรรมการ
ยับยั้งเชื้อ  S. aureus  ของแบคเทอริโอซินที่ได

Table 10 Improve of purify technique of  bacteriocin  and bacteriocin activity  from L.  casei  ssp. rhamnosus  SN11

Purification steps Volume
(ml.)

Activity
(AU/ml.)

Total activity
(AU)

Protein
(mg/ml.)

Specific
activity

(AU/mg)

Increasing in
specific activity

Yield
(%)

- Cell-free  supernatant
- Bacteriocin adsorpted by Amberlite
XAD-4
- Gel-filtration Chromatography
- Reverse phases FPLC (Resource RPC)

1,000
50

40
10

20
320

640
640

20,000
16,000

25,600
6,400

19.12
32.02

28.42
10.27

1.05
9.99

22.52
62.62

1
9.51

21.45
59.64

100
80

128
32



7.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus
(SN11)

7.1  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี SDS-PAGE
                 จากการทดลองวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ            
L.  casei  ssp. rhamnosus SN11 โดยใชเทคนิค  SDS-PAGE  ซึ่งทําการเตรียมเจล           
2  ชนิด คือ  Stacking gel รอยละ 4  และ  Separating gel  รอยละ 17 โดยมีโปรตีน       
มาตรฐานขนาด 2.5-45  กิโลดาลตัน  เปนโปรตีนเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของ      
แบคเทอริโอซิน  จากการทดลองใหผลดังภาพที่   11

        lane A          lane B

ภาพที่ 11 น้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus
SN11

Figure 11 Molecular weight of bacteriocin from L.  casei  ssp. rhamnosus  SN11
Lane A = standard protein
Lane B = Bacteriocin sample from Resource RPC column
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จากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของแบคเทอริโอซินที่ไดจากเชื้อ
L. casei  ssp. rhamnosus  (SN11)   กับแถบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (ภาค
ผนวก ข) พบวาแบคเทอริโอซินที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  3,975  ดาลตัน

7.2 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี  EMS
                 จากการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยใชเทคนิค Direct mass (Electrospray 
Positive Ionisation : ESI+) โดยใชเครื่อง Liquid chromatography-Mass spectrometer  
พบวาแบคเทอริโอซินมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ  3,454  ดาลตัน  (แสดงในภาพที่ 12)

ภาพที่  12 โครมาโทแกรมที่ไดจาการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน
โดยวิธี  EMS

Figure 12 Molecular  weight  of  bacteriocin  from  electrospray  direct  mass
spectrometry



7.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ท่ีผลิตไดจากเชื้อ
L. casei ssp. rhamnosus  SN11

7.1  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งจุลินทรียของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์
                 จากการศึกษาหาประสิทธิภาพการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน เปนเวลา  12 ชั่ว
โมง แลวนําไป pour plate นับจํานวนโคโลนี  พบวาในการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง
เชื้อ  S. aureus  ของแบคเทอริโอซินที่ความเขมขน  0.8  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (256 
AU/ml) และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (320 AU/ml) สามารถลดปริมาณเชื้อลงได  2  log 
CFU/ml  ในขณะที่เมื่อทดสอบกิจกรรมการยับยั้งกับเชื้อ  E. coli    และ  Strep.  lactis   
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus (SN11)  สามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
อินดิเคเตอรทั้ง  2  ชนิดได  1 log CFU/ml และไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆ กับการ
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งกับเชื้อ  L.  monocytogenes  (ดังภาพที่ 13)  จากการทดลอง
ของ นิติเนตร ขําทวี (2544) พบวาแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus 
(SN11) ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus  ซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวา  E. coli  ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ และมีลักษณะคลายกับ
แบคเทอริโอซินหลายชนิด  เชน  แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ  Lactobacillus 
acidophilus  LF221  (Bogovic-Matijasic และ Rogelj, 1998)  แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย
เชื้อ  Pediococcus  damnosus  NCRB1832 (Green et.al., 1997)  และแบคเทอริโอซินที่
ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus  plantarum  KW30 (Kelly et.al., 1996)  เปนตน



ภาพที่ 15 ผลการทดสอบหาประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร
ของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus (SN11)
Inhibition  of  bacteriocin  to  4  bacteria indicator

     Bacteria indicator   (log CFU/ml)              Bacteria  indicator after  12  hour
          Bacteriocin conc.  0.2 mg/ml                       Bacteriocin conc. 0.4 mg/ml

     Bacteriocin conc.  0.6 mg/ml                        Bacteriocin conc. 0.8 mg/ml
     Bacteriocin conc.  1.0  mg/ml

4.1    ผลของเอนไซมยอยโปรตีน   อุณหภูมิ   และพีเอชตอความคงตัวของ
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus (SN11)

                 ทําการเตรียมแบคเทอริโอซินเริ่มตนใหมีคาความเขมขนเริ่มตนเปน  1.0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (320 AU/ml) สําหรับการทดสอบผลของเอนไซมยอยโปรตีน
อุณหภูมิ   และพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
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   จากการศึกษาผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  โดยการนําแบคเทอริโอซินไปผสมกับ
เอนไซมชนิดตางๆ  ซึ่งไดแก Trypsin  α-Chrymotrypsin  และ  Proteinase K  กอนนํา
แบคเทอริโอซินไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย               
อินดิเคเตอร  พบวาแบคเทอริโอซินจะสูญเสียกิจกรรมโดยเอนไซม Trypsin                
α-Chrymotrypsin   และ Proteinase K  โดยยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus  E. 
coli   และ  Strep.  lactis   เปน  320 AU/ml   20 AU/ml   และ  80 AU/ml  และไมมีผล
ใดๆ  ตอการเจริญของเชื้อ  L.  monocytogenes  (ดังแสดงในตารางที่ 11) ซึ่งแสดงวาสาร
ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์เปนแบคเทอริโอซิน ซึ่งสามารถถูกยอยสลายไดโดยโปรติเอส
                 และจากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  ชนิด  โดยการนําแบคเทอริโอซิน  1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  (320  AU/ml.) ไปใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ  ดังนี้  คือ             
ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  และ 60  นาที  และที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  กอนนํา
ไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  พบวา       
แบคเทอริโอซินสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  30  นาที 
ไดโดยยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus เปน  320  AU/ml  ในขณะที่เมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิเปน  100  องศาเซลเซียส  และ  121  องศาเซลเซียส  กิจกรรมการยับยั้งของ       
แบคเทอริโอซินจะลดลงเปน  160  AU/ml.  นอกจากนี้เมื่อนําแบคเทอริโอซินไป
ทดสอบกับเชื้อ  E. coli   และ  Strep.  lactis  พบวาแบคเทอริโอซินยังคงมีกิจกรรมการ
ยับยั้งเปน  20 AU/ml  และ 160 AU/ml ตามลําดับ โดยแบคเทอริโอซินไมมีผลใดๆ  ตอ
การเจริญของเชื้อ  L.  monocytogenes (ดังแสดงในตารางที่ 11)
                 จากการศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ           
L. casei ssp. rhamnosus  SN11  โดยการปรับสภาวะของแบคเทอริโอซินใหมีพีเอชต้ัง
แต  1  ถึง  14  แลวปรับพีเอชใหเปนกลางกอนนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  พบวาแบคเทอริโอซินยังคงมีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร S. aureus    E. coli   และ  Strep.  lactis           



ได  หลังจากที่ถูกปรับสภาวะใหมีพีเอชต้ังแต  2 ถึง  8 แตความสามารถของ                 
แบคเทอริโอซินจะสูญหายไปหลังจากที่ปรับพีเอชใหสูงขึ้นเปน  9  ถึง  14 (ดังแสดงใน
ตารางที่ 11)
                 การที่แบคเทอริโอซินจากเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus  SN11  สามารถถูก
ทําลายไดโดยเอนไซมยอยโปรตีนและสามารถทนตอความรอนได  แสดงวา                 
แบคเทอริโอซินดังกลาวเปนโปรตีนที่ทนความรอน และมีความแข็งแรงของพันธะสูง 
ซึ่งขึ้นอยูกับการยึดเกาะกันของโมเลกุลของกรดอะมิโน และปริมาณไกลซีนที่มีอยูใน
โมเลกุล (Lee et. al., 1999) นอกจากนี้แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus  SN11  ยังมีคุณสมบัติในการคงสภาพไดดีในชวงพีเอชที่คอนขางกวาง ซึ่ง
สอดคลองกับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียหลายสายพันธุ เชน      
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ Lactobacillus  acidophilus 30 SC (Oh et. al., 2000) และ  
Bozacin  14  จากเชื้อ Lactococcus  lactis  subsp. lactis B 14  (Ivanova et. al., 2000) จะ
คงตัวที่    พีเอชต้ังแต  3  ถึง  10
                 ความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอเอนไซมยอยสลายโปรตีนจะตองต่ํา ซึ่ง
เปนตัวบงชี้ถึงการเปนแบคเทอริโอซิน ที่สามารถถูกยอยสลายดวยโปรติเอส ในขณะที่
อุณหภูมิ และพีเอช เปนคุณสมบัติที่ดีของแบคเทอริโอซิน เพราะสามารถนําไปประยุกต
ใชกับอุตสาหกรรมอาหารที่ใชความรอนและสภาวะที่เปนกรดต่ําในการแปรรูปได



ตารางที่ 11 ผลของเอนไซมยอยโปรตีน  อุณหภูมิ  และพีเอชตอความคง
ตัวของแบคเทอริโอซิน จากเชื้อ   L. casei ssp. rhamnosus SN 11

Table 11 Effect  of  temperature  pH  and  proteolytic enzyme for bacteriocin
activity

Residue activity (AU/ml)
Charecterization

S. aureus L. monocytogenes E. coli Strep. lactis

Enzyme
   Control
   Trypsin
   α-Chrymotrypsin
   Proteinase K

0
40
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

0
0
0
0

Temperature
   Untreat
   60  oC 30 min

100 oC 30 min
100  oC 60 min

   121 oC 30 min

320
320
160
160
160

0
0
0
0
0

20
20
20
0
0

160
160
80
80
80

pH
      pH  1
      pH 2-5
      pH 6-8
      pH 9-14

0
320
40
0

0
0
0
0

0
20
20
0

0
160
40
0

Control  =  Treated with individual enzyme


