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ผลและวิจารณผลการทดลอง

1.  การเจริญของเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11  ในอาหาร MRS
                 จากการศึกษาการเจริญของเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus SN 11  ในอาหาร  
MRS  โดยติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อเปนเวลา   48   ชั่วโมง  และทําการวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่  660   นาโนเมตร พรอมกับการติดตามการเปลี่ยนแปลงของคา  pH  และ      
กิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ  ใหผลดังภาพที่  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)

                 การผลิตแบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียโดยสวนใหญจะมีความ
สัมพันธกับการเจริญของเชื้อ โดยการผลิตแบคเทอริโอซินจะสูงสุดในระยะ late log 
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phase  ไปจนถึงระยะ  early stationary phase  จากการทดลองเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. 
rhamnosus SN 11  ในอาหารสําเร็จ  MRS  พบวาเชื้อจะเจริญอยางรวดเร็วใน  8  ชั่วโมง
แรก  หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลงและเขาสูระยะคงที่  โดยวัดการเจริญสูงสุดของ
เชื้อไดในชั่วโมง  18   โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus   (วัดโดยวิธี  agar well  
diffusion)   เทากับ  20 AU/ml. และมีคาพีเอชลดลงเปน  4.3  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของพี
เอชจะผกผันกับการเจริญของเชื้อ
                 และเมื่อเขาสูชั่วโมงที่ 36 ของการเจริญ พบวาการเจริญของเชื้อและ             
กิจกรรมการยับยั้งลดลงเปน  10  AU/ml  และมีคาพีเอชลดลงเปน 4.10  จากการทดลอง
ของภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  ในการศึกษาการเจริญของเชื้อ L. casei ssp. 
rhamnosus SN 11 ในอาหาร  MRS พบวาการเจริญของเชื้อจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วในชวง  
12  ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลง  โดยมีการเจริญสูงสุดอยูที่ 24  ชั่วโมง 
และมีการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นสูงสุดในชั่วโมงที่  16  โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเปน  
30  AU/ml   โดยกิจกรรมการยับยั้งที่เกิดขึ้นจะลดลงหลังจากเวลาผานไป  36  ชั่วโมง
เชนกัน
                 การลดลงของกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินหลังเซลลเจริญเขาสู
ระยะคงที่แลวเกิดเนื่องมาจากการยอยสลายแบคเทอริโอซินโดยเอนไซมยอยสลาย
โปรตีน (Proteolytic degradation)  Avonts   และคณะ   (2004)  กลาววาในระหวางที่เชื้อ
เกิดการไลซิส (lysis) จะปลดปลอยเอนไซมยอยสลายโปรตีนที่ไมมีความจําเพาะออกมา
ทําใหมีกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายโปรตีนเพิ่มขึ้น โดยเอนไซมยอยสลายโปรตีน
เหลานี้จะเขาไปยอยสลายแบคเทอริโอซิน ทําใหปริมาณแบคเทอริโอซินลดลงในชวง
ปลายของการหมัก เชนเดียวกับการทดลองของ  Robert  และคณะ (1996) พบวากิจกรรม
ของเอนไซมโปรติเนสจะเพิ่มขึ้นพรอมกับการลดลงของปริมาณ  leuconosin  ซึ่งผลิต
จากเชื้อ Leuconostos  paramesenteroides  ปญหาการลดลงของปริมาณแบคเทอริโอซิน
นอกจากการถูกทําลายโดยเอนไซมยอยสลายโปรตีนแลว การลดลงของแบคเทอริโอซิน
อาจเกิดจากการดูดซับของแบคเทอริโอซินกับตัวเซลลทั้งที่มีชีวิตและไมมีชีวิต  โดยรวม
ถึงการดูดซับอยูกับโปรตีนที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้ออีกดวย  (Parente et. al., 1994)



                 สําหรับการเปลี่ยนแปลงของพีเอชที่เกิดขึ้นในระหวางการเจริญของเชื้อ         
L. casei ssp. rhamnosus SN 11 เกิดเนื่องจากเชื้อเปนแบคทีเรียแลกติกกลุม 
homofermentative  ซึ่งสามารถหมักน้ําตาลกลูโคสหรือน้ําตาลที่มีคารบอนหกตัวแลวให
กรดแลกติกประมาณรอยละ 85 - 95  ซึ่งกรดที่ผลิตขึ้นมีผลทําใหคาพีเอชของอาหารเลี้ยง
เชื้อลดลง จากการทดลองของ Ruiz-Barba และคณะ (1994) พบวาการลดลงของคาพีเอช
ในระหวางการหมักจะมีผลตอปริมาณแบคเทอริโอซินที่ได คือ เมื่อพีเอชลดลงถึงจุดๆ 
หนึ่งที่ใหคาความแรงของประจุ  (ionic strength) ที่เหมาะสม   จะทําใหผนังเซลลของ     
จุลินทรียสามารถขับแบคเทอริโอซินออกสูนอกเซลลไดดีข้ึน

2.  การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราว
                 ในการเจริญเติบโตและการผลิตแบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย 
องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความสําคัญเปนอยางมาก โดยแหลงคารบอนและ
แหลงไนโตรเจนเปนตัวสําคัญที่ใชควบคุมการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน
                 น้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนาเปนวัสดุเศษเหลือจากอุตสาหกรรมและจาก
การเกษตร ที่ยังมีโปรตีนและน้ําตาลในปริมาณสูง อีกทั้งยังมีแรธาตุตางๆ เชน  
แมงกานีส  แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส และเหล็ก  (ตารางที่ 1 และ 2)  ที่จําเปนตอการเจริญ
ของแบคทีเรียแลกติก   ซี่งเมื่อวิเคราะหองคประกอบของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราว
ที่นํามาใชแทนแหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อแลว ไดองค
ประกอบเบื้องตนดังแสดงในตารางที่ 7

จากการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนในน้ํามะพราวแกพบวามีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดรอยละ 1.7 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซรอยละ 0.5 และมีปริมาณไนโตรเจน
เพียง รอยละ 0.1 จากการทดลองของ อวย เกตุสิงห (2497) และ Child (1974) พบ
วาในน้ํามะพราวออนจะมีน้ําตาลเฉลี่ยรอยละ 5.77 เมื่อเจริญเต็มที่จะมีน้ําตาล
เฉลี่ยลดลงเปนรอยละ 4.58  และเมื่อเปนมะพราวหาวจะมีน้ําตาลเฉลี่ยลดลงเปน
รอยละ 1.6 น้ําตาลที่พบสวนใหญจะเปนน้ําตาลกลูโครส และ ฟรุกโทรสใน
ปริมาณที่เทาๆ กัน โดยมีปริมาณไขมันและโปรตีนประมาณรอยละ 0.1



ตารางที่ 7      ผลการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
          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



และจากการวิเคราะหองคประกอบเบื้องตนในน้ํานึ่งปลาทูนาพบวามีปริมาณ
ไนโตรเจนอยูรอยละ 5.1  และหลังจากการเตรียมวัตถุดิบโดยการแยกโปรตีนและไขมัน
ออกพบวาปริมาณไนโตรเจนลดลงเหลือรอยละ 4.5 ในขณะที่ปริมาณเกลือในน้ํานึ่งปลา
ทูนามีประมาณรอยละ 0.2 จากการวิเคราะหองคประกอบดังกลาวพบวาสอดคลองกับ
การทดลองของ ภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  ซึง่ พบวามีปริมาณไนโตรเจนในน้ํานึ่งปลา
ทูนารอยละ 7.0  และเมื่อแยกโปรตีนและไขมันออกพบวายังมีปริมาณไนโตรเจนเหลือ
อีกรอยละ 4.0  (ตารางที่ 1) ซึ่งใกลเคียงกับอาหาร MRS  ที่มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
รอยละ  4.8

จากการทดลองเมื่อทราบองคประกอบของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
แลวจึงนํามาปรับสัดสวนเปนอาหารเลี้ยงเชื้อดัดแปลงสูตรตางๆ โดยแปลงสัด
สวนจากสูตรอาหาร MRS (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 2.5 และปริมาณคารบอน
รอยละ 2.0) และสูตรอาหารดัดแปลง Medium I ซึ่งมีการใชน้ําตาล ซูโครส 10 
กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนและใชน้ํานึ่งปลาเจือจางรอยละ 50 เปนแหลง
ไนโตรเจน (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 2.27 และปริมาณคารบอนรอยละ 1.84)

จากการทดลองของภัทรพล  จันทราภรณ (2543)  พบวาในการดัดแปลง
สูตรอาหาร MRS  มาเปนอาหารดัดแปลง  Medium I  สามารถใชน้ําตาล  ซูโครส  
ที่ระดับความเขมขนรอยละ 1-2  เปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อได  โดยไม
พบความแตกตางใดๆ  เกิดขึ้นในชวงความเขมขนของน้ําตาลระดับนี้  ดังนั้นใน
การปรับสัดสวนอาหารดัดแปลงจึงปรับสัดสวนใหมีปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาตอ
น้ํามะพราวที่เพิ่มขึ้น เปน  1 : 1 (Coco1)  1 : 2 (Coco2)  1 : 3 (Coco3) และ 1 : 4 
(Coco4) โดยมีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้น เปน  0.81, 1.41, 2.01 
และ 2.59 ตามลําดับ และปรับสัดสวนใหมีน้ํามะพราวตอน้ํานึ่งปลาทูนาที่เพิ่ม
ข้ึนเปน         1 : 2 (Tuna2)  1 : 3 (Tuna3) และ  1 : 4 (Tuna4) โดยมีอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนลดลงเปน 0.55, 0.42 และ 0.37 ตามลําดับ



3.  การเจริญของเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11  การผลิตแบคเทอริโอซินและการ
เปลี่ยนแปลงของพีเอชในอาหารที่ดัดแปลงที่ใชน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนาเปนสวน
ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ

ในการศึกษาและติดตามการเจริญของเชื้อ การผลิตแบคเทอริโอซิน และการ
เปลี่ยนแปลงพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดัดแปลงจากสูตรอาหาร Medium I  และอาหารทั้ง 
7 สูตร คือ Coco1 Coco2 Coco3 Coco4 Tuna2 Tuna3 และ Tuna4  เปรียบเทียบกับการ
เจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารสําเร็จ   MRS  เปนเวลา 48 ชั่วโมง (ดังภาพ
ที่ 4) จากการทดลองเมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารสูตรตางๆ ซึ่งวัดจาก
คาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร  จะพบวาเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus SN11 เจริญ
ไดดีที่สุดในอาหารสําเร็จ MRS ในขณะที่การเจริญของเชื้อในอาหารดัดแปลงสูตรตางๆ 
ที่ใชน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาเปนองคประกอบนั้นมีการเจริญแตกตางกัน โดยเชื้อ
สามารถเจริญไดในอาหารทุกๆ สูตรและเจริญไดดีในสูตรอาหารที่มีปริมาณน้ํามะพราว 
(Coco1  Coco2 และ Coco3)  และน้ํานึ่งปลาสูงขึ้น (Tuna2  และ Tuna4) แตอยางไรก็
ตามเมื่อเพิ่มปริมาณน้ํามะพราวในสูตรอาหาร Coco4 และเพิ่มปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาใน
สูตรอาหาร  Tuna4 เปน 4  เทา  จะทําใหการเจริญของเชื้อลดลง โดยรูปแบบการเจริญ
ของเชื้อในอาหารทุกสูตรยังเปนไปในรูปแบบเดียวกัน คือ เจริญอยางรวดเร็วในชั่วโมง
ที่ 8 หลังจากนั้นการเจริญจะเริ่มชาลงและเขาสูระยะคงที่

การผลิตแบคเทอริโอซินในอาหารแตละสูตรจะแตกตางกัน ข้ึนกับองคประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อพิจารณาสัดสวนของน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราวในสูตร
อาหารดัดแปลงจากอาหาร  MediumI ทั้ง  7  สูตร พบวาในสูตรอาหาร Coco1 Coco2  
Coco3 และ Coco4 มีปริมาณคารบอนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 1.85, 2.13, 2.27 และ 2.36 ตาม
ลําดับ โดยมีการใชน้ํานึ่งปลาทูนาทดแทนปริมาณไนโตรเจนในสูตรอาหาร โดยจะมี
ปริมาณไนโตรเจนลดลงเปนรอยละ 2.27, 1.51, 1.13 และ 0.91 ตามลําดับ ทําใหสัดสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเปน 0.81, 1.41, 2.01 และ 2.59 ตามลําดับ ในขณะที่สูตร
อาหาร Tuna2  Tuna3 และ Tuna4 จะเพิ่มปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาใหสูงขึ้นทําใหมีปริมาณ
ไนโตรเจนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ  2.72, 3.41 และ 3.63 ตามลําดับ  โดยมีปริมาณคารบอน
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ภาพที่ 4 การเจริญของเชื้อ  การเปลี่ยนแปลงพีเอช และกิจกรรมการยับยั้ง
ของเชื้อ Lactobacillus casei ssp. rhamnosus  SN11  ในอาหารสูตรตางๆ

Figure 4 Growth  pH changes and bacteriocin activity of Lactobacillus
 casei ssp. rhamnosus  SN11
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ลดลงเปนรอยละ 1.51, 1.42  และ 1.34  ตามลําดับ โดยมีสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจน
ลดลงเปน 0.55, 0.42 และ 0.37 ตามลําดับ

จากความแตกตางขององคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลทําใหการผลิต        
แบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละสูตรมีความแตกตางกันไป โดยในสูตรอาหาร 
Coco1  เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 12  มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดเทากับ  20  AU/ml  ในชั่วโมง
ที่  20  และกิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะลดลงเปน  10 AU/ml  เมื่อเวลาผานไป              
24  ชั่วโมง  ซึ่งกิจกรรมการยับยั้งที่เกิดขึ้นในสูตรอาหาร Coco1 ใกลเคียงกับกิจ
กรรมการยับยั้งในสูตรอาหารสําเร็จ  MRS  เพียงแตระยะเวลาในการคงตัวของแบคเทอริ
โอซินในสูตรอาหาร Coco1  จะนอยกวาในสูตรอาหาร MRS (กิจกรรมการยับยั้งลดลง
เมื่อเวลาผานไป  36  ชั่วโมง)  ดังนั้นการลดลงของปริมาณแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร 
Coco1  จึงอาจเกิดจากการยอยสลายโดยเอนไซมยอยสลายโปรตีน และเกิดจากการดูด
ซับของแบคเทอริโอซินกับตัวเซลล และโปรตีนที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกันกับ
สูตรอาหาร MRS

สําหรับในสูตรอาหาร Coco2 Coco3 และ Coco4 เชื้อ L. casei ssp. rhamnosus
(SN11)  จะผลิตแบคเทอริโอซินเมื่อเขาสูชั่วโมงที่  16  โดยมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ  
10 AU/ml  และยังคงมีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก 
การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหารดัดแปลงทั้ง 3 สูตรนี้ จะเกิดชาและมีกิจกรรมการ
ยับยั้งต่ํากวาในสูตรอาหาร MRS เนื่องมาจากในสูตรอาหารมีการใชน้ํามะพราวแทนน้ํา
กลั่นในปริมาณมาก ทําใหปริมาณโปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาถูกเจือจางลง และทําใหเกิด
ความไมสมดุลของอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน (Vazques J.A. et. al., 2004) 
นอกจากนี้ในน้ํามะพราวยังมีปริมาณแรธาตุ เชน เหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส 
แมกนีเซียม และโปแตสเซียม (มีปริมาณสูงถึง  290  มิลลิกรัม) (ตารางที่ 2)  เปนองค
ประกอบ ซึ่งแรธาตุเหลานี้อาจเขาไปมีผลในการยับยั้งหรือขัดขวางการทํางานของเชื้อ 
ทําใหการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อเกิดไดนอยลง  อีกทั้งน้ํามะพราวที่นํามาใชในการ
ทดลองเปนน้ํามะพราวแก  ซึ่งจะมีปริมาณกรดซิตริกสูง (Campos et. al., 1996) ซึ่งจะเขา



ไปมีผลตอการเกิดออโตไลซีสของเชื้อ โดยการเกิดออโตไลซีสของเชื้อจะทําให         
แบคเทอริโอซินซึ่งเปนสารประกอบโปรตีนเกิดการเสียสภาพ (Kang และคณะ, 1998)
                 นอกจากนี้ในการทดลองเลี้ยงเชื้อในสูตรอาหาร   Tuna2  Tuna3  และ  Tuna4  
ยังใหผลการผลิตแบคเทอริโอซินแตกตางจากสูตรอาหารขางตน เนื่องจากในสูตรอาหาร
เหลานี้มีการใชน้ํานึ่งปลาทูนาเปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณ  2  3  และ  
4  เทา โดยมีปริมาณโปรตีนรอยละ 2.72, 3.45 และ 3.63 ตามลําดับ จากการทดลองพบวา
การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร  Tuna2  และ Tuna3 จะเกิดขึ้นตั้งแตชวงแรกของ
การเจริญของเชื้อ  โดยสามารถตรวจพบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินตั้งแตชั่ว
โมงที่ 8  โดยในสูตรอาหาร Tuna2  จะมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 10  AU/ml  จนถึงชั่ว
โมงที่  16  ในขณะที่การผลิตแบคเทอริโอซินในสูตรอาหาร Tuna3 สิ้นสุดที่ชั่วโมงที่  12  
และไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นในสูตรอาหาร  Tuna4 และ MediumI การลดลง
ของแบคเทอริโอซินอาจเปนผลมาจากปริมาณโปรตีนเหลืออยู เนื่องจากปริมาณโปรตีน
ที่เหลือหลังจากการเจริญของเชื้อเขาสูระยะ  stationary  อาจเปนพิษตอเซลล  และเรงการ
เกิดการไลซีสของเชื้อ  ซึ่งจะมีผลตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน  (Jung, et. al., 
1992) สอดคลองกับการทดลองของ  Chii-Cherng  และคณะ (1993)  ที่ศึกษาผลของ
ปริมาณยีสตสกัดรอยละ 0.5  1  2  3  และ  4  ในอาหารน้ําเวย  พบวาที่ปริมาณยีสตสกัด
รอยละ  2  จะใหการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุด  แตเมื่อเพิ่มปริมาณยีสตสกัดปริมาณการ
ผลิตแบคเทอริโอซินจะลดลงอยางรวดเร็วหลังจากเพิ่มถึงจุดสูงสุด  นอกจากปริมาณ
โปรตีนแลว ปริมาณน้ําตาลในสูตรอาหารก็มีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินเชนเดียวกัน  
จากการทดลองของ Ogunbanwo และคณะ (2003) พบวาการใชน้ําตาล          กลูโครสใน
ปริมาณมากไมไดชวยใหการผลิตแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้นแตกลับทําใหกิจกรรมของแบค
เทอริโอซินลดลงหรือไมพบกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเลย   สอดคลองกับการทดลอง
ของ Parente และคณะ  (1999) พบวาเมื่อใชกลูโครสที่ความเขมขนสูงๆ  (30 กรัมตอ
ลิตร)  จะทําใหการผลิตแบคเทอริโอซินลดลงเชนกัน ดังนั้นในการผลิตแบคเทอริโอซิน
ควรควบคุมปริมาณสารอาหารใหสมดุล เพราะปริมาณสารอาหารที่มากเกินพอและเหลือ
อยูจะไปยับยั้งการเจริญของเชื้อทําใหการเจริญของเชื้อลดลงและทําใหผลิตแบคเทอริโอ



ซินไดนอยจนถึงไมผลิตแบคเทอริโอซินออกมาเลย (Dave R.I. et. al., 1997 and 
Vazques  J.A. et. al., 2004)   

นอกจากปริมาณน้ําตาลที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ ชนิดของน้ําตาลที่ เปน               
องคประกอบในอาหารสูตรตางๆ ก็อาจมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซิน จากการทดลอง
ของ Dave และคณะ  (1997)  พบวาการใชอาหารสําเร็จ  MRS  ที่มีการเปลี่ยนชนิดของ
น้ําตาล (กลูโครส  ฟรุกโทรส  แมนโนส แลกโทส  ซูโครส  มอลโทส  ราฟฟโนส และ 
เซลโลไบโอส)  เชื้อ L. acidophilus (LA-1) สามารถเจริญไดในอาหารทุกสูตร แตจะ
เจริญชาในอาหารที่ใชน้ําตาลแมนโนส  และราฟฟโนส แตจากการทดลองถึงแมวาใน
อาหารสําเร็จ  MRS  จะใชน้ําตาลเดกโทรสเปนองคประกอบ ในขณะที่สูตรอาหารที่
เหลือใชน้ําตาล  ซูโครส และน้ําตาลจากน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาเปนองคประกอบ    
ไมมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN11 เพราะน้ําตาล
จากน้ํามะพราวโดยสวนใหญเปนน้ําตาลฟรุกโทรส และกลูโครส  ซึ่งเปนน้ําตาลโมเลกุล
เดี่ยวเชนเดียวกับน้ําตาลเดกโทรส  ดังนั้นผลของแหลงคารบอนที่ใชในอาหารจึงนาจะมา
จากการเพิ่มหรือลดลงของปริมาณน้ําตาลมากกวาจะเปนผลมาจากชนิดของน้ําตาลที่ใช

ในสวนของการเปลี่ยนแปลงของพีเอชในอาหารแตละสูตร เมื่อพิจารณาที่ชั่วโมง
ที่ 24 ซึ่งเปนชวง  late stationary phase พบวาในอาหาร MRS  Medium I  Coco1  Coco2  
Coco3  Coco4  Tuna2  Tuna3 และ Tuna4 มีคาพีเอชเปน 3.98  4.94  4.23  4.15  4.17 
4.20  4.20  4.20  และ 4.40  ตามลําดับ  จากการทดลองของภัทรพล  จันทราภรณ  (2543)  
พบวาเมื่อควบคุมพีเอชในการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus                 
SN 11 ใหมีคาพีเอชสุดทายเทากับ 4.5 จะใหปริมาณการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดที่ชั่ว
โมงที่  16  และยังใหกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นเปน 60  AU/ml  แสดงใหเห็นวาการควบ
คุมพีเอชในระหวางการหมักใหเหมาะสมตอการผลิต แบคเทอริโอซินของเชื้อแตละชนิด
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                         
แบคเทอริโอซินจากเชื้อแตละชนิดจะมีคาพีเอชที่เหมาะสมของมันตอการเปลี่ยนรูปของ
แบคเทอริโอซินจากรูป  inactive  เปน  active  ในขั้นตอนการ  prostranslation  และจาก
การทดลองของ Tom  และคณะ 1998  พบวากิจกรรมสูงสุดของ  plantaricin ที่ผลิตจาก



เชื้อ L. plantarum 423  จะเกิดขึ้นเมื่อพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเปน 4 ซึ่งการเพิ่มขึ้น
ของกิจกรรมของแบคเทอริโอซินเกิดขึ้นจากการปลดปลอยเปปไทดที่ยึดเกาะอยูกับผนัง
เซลลของเชื้อซึ่งเหมือนกับการทดลองของ Hurst และ  Dring (1968) ที่พบวาไนซินจะ
ถูกดูดซับอยูกับผนังเซลลของเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis เมื่อพีเอชเทากับ 6.8 
และกิจกรรมของไนซินจะเพิ่มขึ้นรอยละ 80 เมื่อปรับ พีเอชใหต่ํากวา  6  ในขณะที่การ
ผลิต pediocin AcH  จะถูกดูดซับอยูกับผนังเซลลที่พีเอช 6.0-5.5  และจะมีการปลดปลอย
อยางสมบูรณที่พีเอชเปน 1.5  (Yang et.al., 1992)

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

SN11  โดยทําการเพาะเลี้ยงเชื้อเปนเวลา  18-20  ชั่วโมง (ชวง  late  log  phase)  พบวามี
คากิจกรรมการยับยั้งเปน  20  AU/ml.  ปรับพีเอชของสารละลายเปน  3  เพื่อลดและปอง
กันการดูดซับของแบคเทอริโอซินกับผนังเซลล (Blom et.al., 1991)  จากนั้นนําเอาสาร
ละลายที่ไดไปเหวี่ยงแยกเซลลออกที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ               4  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาที  นําสวนใสที่ไดหลังจากการกําจัดตัวเซลลไปใหความ
รอนที่อุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  เพื่อยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม
โปรตีเอส จากการทดลองพบวากิจกรรมการยับยั้งยังคงเทากับสวนใสหลังแยกเซลลออก  
(20 AU/ml.)  จากนั้นทําการแยกโปรตีนโมเลกุลใหญออกจากน้ําหมัก โดยนําสารละลาย
ที่ไดมากรองผาน Ultrafiltration ซึ่งมีขนาดแผนกรอง  100  กิโลดาลตัน พบวาชวยใหสี
ของน้ําหมักจางลงและไมพบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในสวนที่ไมผาน
แผนกรอง  แตในสวนที่ผานแผนกรองกิจกรรมการยับยั้งยังคงเดิม  แสดงวาแบคเทอริโอ
ซินที่ไดมีขนาดโมเลกุลต่ํากวา  100  กิโลดาลตัน

4.1  การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
                 ทําการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน                   
2  ระดับ  คือที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ  40  และรอยละ  80  โดยทําการกวนผสมใหเขา
กันดวยเครื่องกวนผสมที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามา



เหวี่ยงแยกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000 รอบตอนาที  ที่ อุณหภูมิ                         
4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  จากการทดลองพบกิจกรรมการยับยั้งหลังจากตก
ตะกอนที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ 40 ในสวนตะกอนเทากับ  10 AU/ml. และในสวนใส
มีคากิจกรรมการยับยั้งเปน  20 AU/ml.  โดยมีปริมาณโปรตีนเปน  9.52  มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร  และ  11.52  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ทําการตกตะกอนตอที่ระดับเกลืออ่ิมตัว
รอยละ  80  โดยกวนผสมใหเขากันที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  
นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  นาที  จะพบตะกอนเกิดขึ้น  2  สวน   คือ  ลอยอยูบนผิวและตกตะกอนอยูที่กน
หลอด การเกิดตะกอนแบบนี้มักพบมากในการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย  เชน  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)  ทําการเก็บรวบรวมตะกอนทั้งสองสวนเขาดวยกัน ละลาย
ตะกอนโดยใชสารละลาย  0.2  โมลาร อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช 3 จากผลการทดลองไม
พบกิจกรรมการยับยั้งในสวนใสแตพบกิจกรรมการยับยั้งในสวนตะกอนเทากับ  80 
AU/ml.  และมีปริมาณโปรตีนเทากับ  19.02  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
                 หลังจากการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขนรอยละ 80 
แลวนํามากําจัดเกลือโดยการใชวิธีไดอะไลซิส นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดบรรจุ
ในถุงไดอะไลซิสซึ่งมีขนาดโมเลกุลผาน  3,500  ดาลตัน  แชในสารละลาย 0.2  โมลาร 
อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช  3  ทิ้งคางคืนไวที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  โดยทําการเปลี่ยน
บัฟเฟอร 2  ครั้ง  ทําการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของสารละลายภายในถุงไดอะไลซิส
พบวามีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ 80 AU/ml.  และมีปริมาณโปรตีนเทากับ  17.52  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   จากนั้นนําไปทําใหเขมขนขึ้นโดยใชสาร  CMC หรือ  
Carboxymethylcellulose เปนตัวดูดซับโดยทําการดูดซับน้ําออกใหปริมาตรของสาร
ละลายลดลง  4  เทา  จากการทดลองพบวามีกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นเปน  160 AU/ml.  
และมีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้น  7  เทา  (แสดงในตารางที่ 8)



4.2  Gel-filtration  Chromatography
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน  (Sephadex G-50 ขนาด 1.5 X 20 cm.)
โดยใชสารละลาย  0.2 โมลาร  อะซิ เตดบัฟเฟอร  พีเอช  3 เติมสารละลาย                         
แบคเทอริโอซินทั้งหมดลงในคอลัมน ครั้งละ 5 มิลลิลิตร  ชะดวยสารละลาย 0.2  โมลาร 
อะซิเตดบัฟเฟอร  พีเอช  3  ที่อัตราเร็ว  1  มิลลิลิตรตอนาที  เก็บแยกสวนที่ไดครั้งละ  3  
มิลลิลิตร  จากการทดลองใหผลดังภาพที่ 5
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ภาพที่ 5  กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแตละสวนที่แยกได
จากคอลัมน

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

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

จากภาพที่ 5 ทําการเก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมการยับยั้ง  (Fraction no. 9 - 22) 
แลวนําไปทําใหเขมขนขึ้นโดยการระเหยภายใตสูญญากาศ  ที่อุณหภูมิ  50  องศา
เซลเซียส  พบวากิจกรรมการยับยั้งเทากับ  800 AU/ml.  และมีคากิจกรรมการยับยั้ง



จําเพาะเพิ่มขึ้นเปน  40  เทา โดยมีปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 35 ทั้งนี้เนื่องมาจาก
เทคนิคโครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่นเปนเทคนิคที่ใชในการแยกสารตามขนาด
โมเลกุล  ดังนั้นสารที่มีขนาดโมเลกุลแตกตางไปจากสารที่เราตองการจึงถูกกําจัดออกไป
นอกจากนี้การทําโครมาโทกราฟโดยวิธีนี้ยังใชในการกําจัดเกลือออกจากสารตัวอยางทํา
ใหความบริสุทธิ์ของสารที่ตองการเพิ่มขึ้นและชวยเพิ่มปริมาณผลิตผล

4.3  Cation-exchange Chromatography
                 นําสารที่แยกไดจากขอ 4.2  ทั้งหมดมาเติมลงในคอลัมน  Hitrap  CM FF  
ขนาด 1 X 5  มิลลิลิตร ที่ผานการปรับสภาพสมดุลของคอลัมนโดยสารละลายอะซิเตด
บัฟเฟอร  เขมขน 0.2 โมลาร  พีเอช  3 โดยเติมตัวอยางครั้งละ 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นใช
บัฟเฟอรชนิดเดียวกันที่มีความเขมขนของ Sodium  chloride (NaCl) เพิ่มขึ้นตั้งแต 0.05 
โมลาร  0.1 โมลาร 0.15  โมลาร และ  0.2  โมลาร ตามลําดับ เก็บแตละสวนที่แยกได
สวนละ 1  มิลลิลิตร  ที่อัตราเร็ว  0.5  มิลลิลิตรตอนาที ไดอะไลซิสแยกเกลือออกและนํา
แตละสวนไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง พบวามีคากิจกรรมการยับยั้งเทากับ  400  
AU/ml.  และใหคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นเปน  100  เทา  แตปริมาณผลิตผลที่
ไดลดลงเหลือเพียงรอยละ 8 จากการทดลองของ Benoit  และคณะ (1997)  หลังจากการ
ทําบริสุทธิ์  Brevicin 27  จากเชื้อ      L. brevis SB27 โดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบ
แลกเปลี่ยนประจุ  พบวาปริมาณผลิตผลลดลงเหลือเพียงรอยละ  0.34  ทั้งนี้เนื่องมาจาก
การสูญเสียแบคเทอริโอซินในระหวางขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ ซึ่งอาจเกิดเนื่องมาจากการ
ดูดซับระหวางสารที่ตองการกับตัวเจล  แตถึงอยางไรก็ตามในขั้นตอนการทดสอบกิจ
กรรมการยับยั้งจะเก็บรวบรวมเฉพาะสวนที่มีคากิจกรรมการยับยั้งสูง ทําใหบางสวนที่มี
กิจกรรมการยับยั้งเพียงเล็กนอยสูญเสียไปเชนกัน



ตารางที่ 8 ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์โดยใชการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตรวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟฟ 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  เปนขั้นตอนสุดทายในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ
L.  casei  ssp. rhamnosus SN11 จากการทําบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน  RP-18 (Lichrosorb 
RP18) โดยมีบัฟเฟอร A  (สารละลาย TFA รอยละ 0.1  ใน สารละลาย Acetonitrile รอย
ละ  99.8)  และบัฟเฟอร B  (สารละลาย TFA รอยละ 0.1 ในน้ํากลั่น)  เปนตัวชะ  โดย
ปรับใหมีอัตราการไหลเทากับ  0.9 มิลลิลิตรตอนาที
                 จากการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ ง เชื้ อแบคที เรี ย อินดิ เค เตอรของ                    
แบคเทอริโอซิน  พบวาพีคที่ออกมา ณ นาทีที่ 2.49 เปนพีคของแบคเทอริโอซิน และสาร
แบคเทอริโอซินที่ตองการ จะออกมาพรอมกับสารละลาย  Acetonitrile  รอยละ 70  (ภาพ
ที่ 6)

ภาพที่ 6 โครมาโทแกรมของแบคเทอริโอซินที่ไดจากการทํา RP-HPLC
โดยใชคอลัมน RP-18 (Lichrosorb RP18)

Figure 6 RP-18 HPLC  (Lichrosorb RP18 )Chromatogram of bacteriocin

Time (min)

% Acetonitrile
80 %

Active peak



จากลักษณะของพีคดังกลาวทําใหเราทราบถึงคุณสมบัติการเปน  Hydrophobic  
ของสารซึ่งพบวามีแบคเทอริโอซินหลายชนิดที่ผลิตจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย  เชน  
Lactocin S จากเชื้อ L. sake L45  (Mortvedt et.al., 1991) และ Bozacin 14 จากเชื้อ 
Lactococcus  lactis subsp. lactis B14  (Ivanova et.al., 2000)  แสดงคุณสมบัติการเปน 
Hydrophobic  สูง

จากพีคของแบคเทอริโอซินที่ไดจากการทําบริสุทธิ์โดยใชคอลัมน  RP-18  
(Lichrosorb RP18) พบวาลักษณะของพีคที่ไดยังไมแยกออกจากกัน  จึงทําการเก็บแยก
แตละสวนและนําไปผานคอลัมน  RP-18 (Lichrosorb RP18) อีกครั้ง  โดยใชบัฟเฟอร A 
และ B ซึ่งมีปริมาตรของบัฟเฟอรและอัตราการไหลของตัวชะเทากับการทดลองในครั้ง
แรก จากการทดลองพบวาพีคที่ไดมีลักษณะเปนพีคเดี่ยว (ภาพที่  7)  เมื่อเก็บสวนที่ได
ไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนและทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  พบ
วามีคากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นจากเดิมเปน  300  เทา   (ตารางที่  8 )

ภาพที่ 7 ลักษณะพีคที่ไดจากการทํารีโครมาโทกราฟโดยใชคอลัมน
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  รวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟ

จากการศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei  ssp. rhamnosus
SN11 โดยวิธีการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในขอที่ 4 พบวา
ปริมาณผลิตผลที่ไดสวนใหญสูญเสียไปในชวงของการตกตะกอน โดยพบวาหลังจาก
ผานขั้นตอนอัลตราฟวเตชั่นขนาด  100 กิโลดาลตัน  จะมีปริมาณผลิตผลรอยละ 75  และ
เมื่อตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับเกลืออ่ิมตัว  รอยละ 40-80  
พบวาปริมาณผลิตผลลดลงเหลือเพียงรอยละ 16  และเมื่อสิ้นสุดขั้นตอนการทําบริสุทธิ์
โดยใช เทคนิคโครมาโทกราฟพบวาแบคเทอริโอซินที่ไดมีลักษณะความเปน  
hydrophobicity  สูง

การนํา Amberlite XAD-4  ซึ่งมีโครงสรางเปนอะโรมาติกโพลีเมอร ไมละลายน้ํา 
มีพ้ืนที่ในการดูดซับสูง และสามารถดูดซับพวก  hydrophobic โมเลกุลจากสารละลายที่
มีข้ัว มาใชสําหรับดูดซับแบคเทอริโอซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะชวยลดการสูญเสีย  เพิ่ม
ปริมาณผลิตผลและลดขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ได

จากการทําบริสุทธิ์โดยการเติม Amberlite XAD-4 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อและกวน
เปนเวลา 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส แลวกรองเอา  Amberlite XAD-4 ที่ดูด
ซับโปรตีนมาบรรจุในคอลัมน ลางดวยน้ํากลั่นแลวชะตัวสารละลายผสมระหวาง 
methanol : น้ํากลั่น  พบวาการชะดวยสารละลายผสมในอัตราสวน  1 : 1  ไมสามารถชะ
แบคเทอริโอซิน ออกมาจากตัวดูดซับได  แตหลังจากการชะดวย methanol : 0.1 HCl   
ในอัตราสวน  9 : 1  พบวาสามารถชะเอาแบคเทอริโอซิน ออกมาจาก Amberlite ไดดี  
โดยใหคากิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเปน  80  AU/ml.  โดยมีกิจกรรมการ
ยับยั้งจําเพาะเปน  3.35  และมีปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 120 (ตารางที่ 9) จาก
การทดลองของ Tolonen  และคณะ (2003)  ในการทดสอบประสิทธิภาพการดูดซับ                 
ไนซินของสารดูดซับหลายชนิด ไดแก  Streamline DEAE Streamline SP Streamline 
phenyl  Amberlite XAD-4  และ  Kieselguhr  พบวาปริมาณไนซินที่เหลืออยูในบัฟเฟอร
ที่ใช Amberlite XAD-4  เปนตัวดูดซับมีนอยกวา  100 IU/ml.  ในขณะที่สารดูดซับตัว



อ่ืนๆ  มีปริมาณไนซินเหลืออยูสูงถึง  900-1,000  IU/ml. (ปริมาณไนซินเริ่มตนเทากับ 
1,000 IU/ml.) จากการทดลองแสดงวา Amberlite XAD-4  มีความสามารถในการดูดซับ
ไนซินไดดีกวาสารดูดซับตัวอ่ืนๆ
                 แบคเทอริโอซินที่ถูกชะออกจาก Amberlite XAD-4  แลวจะถูกนํามาทํา
บริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟแบบผันกลับ หลังจากการปรับสภาพสมดุลของ
คอลัมน  (Resource RPC) ดวยสารละลาย  Acetonitrile รอยละ 50 พบวาแบคเทอริโอซิน
ถูกชะออกมาพรอมกับสารละลาย Acetonitrile รอยละ 60 ในนาทีที่ 3.25 (ภาพที่ 8) และ
ใหกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรเปน 320 AU/ml. โดยมีกิจกรรมการยับยั้งทั้ง
หมดเทากับ 1,600 AU และมีกิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้นประมาณ  60 เทา โดยมีปริมาณ
ผลิตผลเทากับรอยละ 8  ดังแสดงในตารางที่ 9

ภาพที่  8 โครมาโทแกรมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินโดยใช
คอลัมนชนิด  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  เปนตัวดูดซับ  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. การปรับปรุงเทคนิคท่ีใชในการทําบริสุทธิ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและปริมาณผลิตผล
ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11

จากการทดลองศึกษาหาวิธีการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus SN 11 โดยใชเทคนิคตางๆ รวมกัน  ไดแก การตกตะกอนโปรตีนโดยใช
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตรวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟฟ  พบวาวิธีการดังกลาวทําให
เกิดการสูญเสียแบคเทอริโอซินในปริมาณสูง และตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณมาก
จึงจะไดแบคเทอริโอซินออกมาซึ่งมีผลตอตนทุนการผลิต

สําหรับการใช Amberlite XAD-4  ในการดูดซับแบคเทอริโอซินออกจากน้ําหมัก
หลังจากการแยกเซลลและใหความรอน พบวาชวยเพิ่มความเขมขนของแบคเทอริโอซิน
ได โดยไมตองใชน้ําหมักปริมาณมาก และยังชวยลดขั้นตอนในการทําบริสุทธิ์ไดอีกดวย
แตอยางไรก็ตามปริมาณแบคเทอริโอซินที่ไดสุดทายยังต่ํา  จึงทําการปรับปรุงวิธีการทํา
บริสุทธิ์เพื่อเพิ่มปริมาณแบคเทอริโอซิน จากการปรับปรุงเทคนิคที่ใชในการทําบริสุทธิ์
โดยการใช Amberlite XAD-4  เจลฟวเตชั่นโครมาโทรกราฟฟและโครมาโทกราฟฟ
แบบผันกลับรวมกัน  พบวาหลังการใช Amberlite XAD-4  ในการดูดซับและระเหย
เมธานอลออก ยังคงมีปริมาณผลิตผลเหลืออยูรอยละ 80  หลังจากนั้นเมื่อนําไปผาน
คอลัมนเจลฟวเตชั่น  พบวาแบคเทอริโอซินมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น  ทั้งนี้เนื่องมาจาก
เทคนิคดังกลาวสามารถกําจัดโปรตีนที่ไมตองการออกไปได  ทําใหกิจกรรมการยับยั้งทั้ง
หมดเพิ่มขึ้นเปน  25,600  AU และมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นเปน 20 เทา ทําใหมี
ปริมาณผลิตผลเพิ่มขึ้นรอยละ128 (ตารางที่10)
 เมื่อนํามาทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโทกราฟฟแบบผันกลับโดยใช 
Acetonitrile  และน้ํา เปนตัวชะ  พบวาแบคเทอริโอซินถูกชะออกมาพรอมกับสารละลาย
Acetonitrile  รอยละ 70  ในนาทีที่ 3.28  (ดังภาพที่ 10) โดยแบคเทอริโอซินที่ไดมีคากิจ
กรรมการยับยั้งจําเพาะทั้งหมดเปน  1,600 AU  และมีกิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้น
60 เทา โดยยังมีปริมาณผลิตผลสูงถึงรอยละ 32  (ตารางที่ 10)  และเมื่อนํา active peak ที่
ไดไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยใชวิธี  SDS-PAGE  พบวาใหลักษณะเปนแบนเดี่ยว 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  ของแบคเทอริโอซินที่ผานการ
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 โครมาโทแกรมที่ไดจากการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินโดยการปรับปรุง
เทคนิคการทําบริสุทธิ์

Figure 10 Chromatogram obtained from the improve technique for purify
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ตารางที่ 10 การปรับปรุงเทคนิคที่ใชในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ 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.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei  ssp. rhamnosus
(SN11)

7.1  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี SDS-PAGE
                 จากการทดลองวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ            
L.  casei  ssp. rhamnosus SN11 โดยใชเทคนิค  SDS-PAGE  ซึ่งทําการเตรียมเจล           
2  ชนิด คือ  Stacking gel รอยละ 4  และ  Separating gel  รอยละ 17 โดยมีโปรตีน       
มาตรฐานขนาด 2.5-45  กิโลดาลตัน  เปนโปรตีนเปรียบเทียบน้ําหนักโมเลกุลของ      
แบคเทอริโอซิน  จากการทดลองใหผลดังภาพที่   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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จากการทดลองเมื่อเปรียบเทียบแถบโปรตีนของแบคเทอริโอซินที่ไดจากเชื้อ
L. casei  ssp. rhamnosus  (SN11)   กับแถบน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (ภาค
ผนวก ข) พบวาแบคเทอริโอซินที่ไดมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  3,975  ดาลตัน

7.2 การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี  EMS
                 จากการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยใชเทคนิค Direct mass (Electrospray 
Positive Ionisation : ESI+) โดยใชเครื่อง Liquid chromatography-Mass spectrometer  
พบวาแบคเทอริโอซินมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ  3,454  ดาลตัน  (แสดงในภาพที่ 12)

ภาพที่  12 โครมาโทแกรมที่ไดจาการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน
โดยวิธี  EMS

Figure 12 Molecular  weight  of  bacteriocin  from  electrospray  direct  mass
spectrometry



7.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ท่ีผลิตไดจากเชื้อ
L. casei ssp. rhamnosus  SN11

7.1  ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งจุลินทรียของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์
                 จากการศึกษาหาประสิทธิภาพการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน เปนเวลา  12 ชั่ว
โมง แลวนําไป pour plate นับจํานวนโคโลนี  พบวาในการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง
เชื้อ  S. aureus  ของแบคเทอริโอซินที่ความเขมขน  0.8  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (256 
AU/ml) และ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (320 AU/ml) สามารถลดปริมาณเชื้อลงได  2  log 
CFU/ml  ในขณะที่เมื่อทดสอบกิจกรรมการยับยั้งกับเชื้อ  E. coli    และ  Strep.  lactis   
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus (SN11)  สามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
อินดิเคเตอรทั้ง  2  ชนิดได  1 log CFU/ml และไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆ กับการ
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งกับเชื้อ  L.  monocytogenes  (ดังภาพที่ 13)  จากการทดลอง
ของ นิติเนตร ขําทวี (2544) พบวาแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus 
(SN11) ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนสามารถยับยั้งการเจริญของ S. aureus  ซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวา  E. coli  ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ และมีลักษณะคลายกับ
แบคเทอริโอซินหลายชนิด  เชน  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)  เปนตน



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    ผลของเอนไซมยอยโปรตีน   อุณหภูมิ   และพีเอชตอความคงตัวของ
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus (SN11)

                 ทําการเตรียมแบคเทอริโอซินเริ่มตนใหมีคาความเขมขนเริ่มตนเปน  1.0
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (320 AU/ml) สําหรับการทดสอบผลของเอนไซมยอยโปรตีน
อุณหภูมิ   และพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
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   จากการศึกษาผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  โดยการนําแบคเทอริโอซินไปผสมกับ
เอนไซมชนิดตางๆ  ซึ่งไดแก Trypsin  α-Chrymotrypsin  และ  Proteinase K  กอนนํา
แบคเทอริโอซินไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย               
อินดิเคเตอร  พบวาแบคเทอริโอซินจะสูญเสียกิจกรรมโดยเอนไซม Trypsin                
α-Chrymotrypsin   และ Proteinase K  โดยยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus  E. 
coli   และ  Strep.  lactis   เปน  320 AU/ml   20 AU/ml   และ  80 AU/ml  และไมมีผล
ใดๆ  ตอการเจริญของเชื้อ  L.  monocytogenes  (ดังแสดงในตารางที่ 11) ซึ่งแสดงวาสาร
ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์เปนแบคเทอริโอซิน ซึ่งสามารถถูกยอยสลายไดโดยโปรติเอส
                 และจากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  ชนิด  โดยการนําแบคเทอริโอซิน  1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  (320  AU/ml.) ไปใหความรอนที่อุณหภูมิตางๆ  ดังนี้  คือ             
ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  และ 60  นาที  และที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  กอนนํา
ไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  พบวา       
แบคเทอริโอซินสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  30  นาที 
ไดโดยยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus เปน  320  AU/ml  ในขณะที่เมื่อเพิ่ม
อุณหภูมิเปน  100  องศาเซลเซียส  และ  121  องศาเซลเซียส  กิจกรรมการยับยั้งของ       
แบคเทอริโอซินจะลดลงเปน  160  AU/ml.  นอกจากนี้เมื่อนําแบคเทอริโอซินไป
ทดสอบกับเชื้อ  E. coli   และ  Strep.  lactis  พบวาแบคเทอริโอซินยังคงมีกิจกรรมการ
ยับยั้งเปน  20 AU/ml  และ 160 AU/ml ตามลําดับ โดยแบคเทอริโอซินไมมีผลใดๆ  ตอ
การเจริญของเชื้อ  L.  monocytogenes (ดังแสดงในตารางที่ 11)
                 จากการศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินจากเชื้อ           
L. casei ssp. rhamnosus  SN11  โดยการปรับสภาวะของแบคเทอริโอซินใหมีพีเอชต้ัง
แต  1  ถึง  14  แลวปรับพีเอชใหเปนกลางกอนนําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  พบวาแบคเทอริโอซินยังคงมีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร S. aureus    E. coli   และ  Strep.  lactis           



ได  หลังจากที่ถูกปรับสภาวะใหมีพีเอชต้ังแต  2 ถึง  8 แตความสามารถของ                 
แบคเทอริโอซินจะสูญหายไปหลังจากที่ปรับพีเอชใหสูงขึ้นเปน  9  ถึง  14 (ดังแสดงใน
ตารางที่ 11)
                 การที่แบคเทอริโอซินจากเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus  SN11  สามารถถูก
ทําลายไดโดยเอนไซมยอยโปรตีนและสามารถทนตอความรอนได  แสดงวา                 
แบคเทอริโอซินดังกลาวเปนโปรตีนที่ทนความรอน และมีความแข็งแรงของพันธะสูง 
ซึ่งขึ้นอยูกับการยึดเกาะกันของโมเลกุลของกรดอะมิโน และปริมาณไกลซีนที่มีอยูใน
โมเลกุล (Lee et. al., 1999) นอกจากนี้แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus  SN11  ยังมีคุณสมบัติในการคงสภาพไดดีในชวงพีเอชที่คอนขางกวาง ซึ่ง
สอดคลองกับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียหลายสายพันธุ เชน      
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
                 ความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอเอนไซมยอยสลายโปรตีนจะตองต่ํา ซึ่ง
เปนตัวบงชี้ถึงการเปนแบคเทอริโอซิน ที่สามารถถูกยอยสลายดวยโปรติเอส ในขณะที่
อุณหภูมิ และพีเอช เปนคุณสมบัติที่ดีของแบคเทอริโอซิน เพราะสามารถนําไปประยุกต
ใชกับอุตสาหกรรมอาหารที่ใชความรอนและสภาวะที่เปนกรดต่ําในการแปรรูปได



ตารางที่ 11 ผลของเอนไซมยอยโปรตีน  อุณหภูมิ  และพีเอชตอความคง
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


