
บทที่ 2

วัสดุ  อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

1. จุลินทรียและวิธีการเก็บรักษาเชื้อที่ใชในการศึกษา
1.1 จุลินทรียที่ใชผลิตแบคเทอริโอซิน

 Lactobacillus casei ssp. rhamnosus SN.11    ซึ่งแยกไดจากอาหารหมัก
ประเภทสมฟก (ศิรินาถ  หนูเอก, 2540)

1.2 จุลินทรียที่ใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน ไดแก
 Staphylococcus aureus Escherichia coli  Listeria monocytogenes  และ  Streptococcus 
lactis จากหองปฏิบัติการจุลินทรียผลิตผลเกษตร  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาห
กรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

1.3  การเก็บรักษาเชื้อ  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแตละชนิดที่ใชใหมีปริมาณ
เชื้อประมาณ  108 – 109  เซลลตอมิลลิลิตร  เติม 70% กลีเซอรอลลงไปผสมใหอยูในรูป
ของสารแขวนลอย นําไปเก็บในตูเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ  –80  องศาเซลเซียส
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ

2.1 อาหาร  De  Man  Rogusa Sharpe  (MRS)  (บริษัท  Difco)  และ Medium I
สําหรับเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus casei  ssp. rhamnosus SN 11  (ภัทรพล จันทราภรณ, 
2543) ประกอบดวย

Sucrose 10  กรัม
Tween  80 1.0 มิลลิลิตร
Ammonium  citrate 2.0 กรัม
Sodium  acetate 5.0 กรัม
Dipotassium  phosphate 2.0 กรัม
Distilled  water 500 มิลลิลิตร
น้ํานึ่งปลาทูนา 500 มิลลิลิตร



2.2 อาหาร Trypticase Soy Broth (TSB)  (บริษัท  Difco) สําหรับเลี้ยงเชื้อ
Staphylococcus  aureus

2.3 อาหาร  Nutrient  Agar  (NA) (บริษัท  Difco) สําหรับเทรองพื้นจานเพาะ
เชื้อในการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน  โดยวิธี  Agar  well  diffusion 
(ดัดแปลงจากวิธีของ Parente และ Hill, 1992)
3. วัสดุเศษเหลือ

3.1 น้ํานึ่งปลาทูนาจากบริษัทโชติวัฒนอุตสาหกรรมการผลิต อําเภอหาดใหญ
จังหวัดสงขลา

3.2 น้ํามะพราว  จากตลาดสด  อําเภอหาดใหญ   จังหวัดสงขลา

อุปกรณ
1. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  รุน U-2000  บริษัท  Hitachi, Ltd
2. เครื่องเขยา  รุน  GFL  3005  บริษัท  Gesellschaft fur Labortechnik mbH
3. เครื่องหมุนเหวี่ยง  รุน 5145C  บริษัท  Eppendorf, Ltd
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  รุน  himac  SCR 20B บริษัท Hitachi

Koki Co., Ltd
5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  รุน Cyber Scan pH 2500 บริษัท Eutech

Instruments,Ltd
6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  (water bath)  บริษัท Memmert  GmbH  CO.KG
7. ตูอบอากาศรอน (hot air oven) รุน  350 บริษัท Memmert  GmbH  CO.KG
8. ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow cabinet) รุน  Safe/Maxi Safe 2010                  

บริษัท Scientific  Promotion Co., Ltd
9. หมอนึ่งฆาเชื้อ  รุน  SS-325  บริษัท  Tommy, Ltd
10. เครื่องชั่ง  4  ตําแหนง รุน  BP 2100 S  บริษัท S.V. Medico CO., Ltd
11. เครื่อง Shaking incubator  รุน  VS-8480 SR-L  บริษัท S.V. Medico CO., Ltd
12. เครื่องแกวสําหรับวิเคราะหทางจุลินทรีย
13. ตูเก็บเชื้ออุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส



14. เครื่องปนผสม  (Vortex mixer)  รุน 1297  บริษัท  Lab-line Instruments
15. เครื่องระเหยแบบสูญญากาศ  (Evaporator)
16. เครื่องเก็บตัวอยางอัตโนมัติ  (Fraction collector)
17. คอลัมนสําหรับทําบริสุทธิ์สาร ไดแก

17.1 Sephadex G-50 column ขนาด 1.5 X 20 cm.
17.2 Hitrap CM FF  column ขนาด  1 X 5 cm.
17.3 Lichrosorb RP-18  column
17.4 Resource RPC column

18. Peristaltic  pump   
19. เครื่อง  High Performance Liquid Chromatography รุน  Agilent 1100
20. เครื่อง  Fast Protein Liquid Chromatography รุน  FPLC system บริษัท

Pharmacia  biotech
21. เครื่อง  Protein sequencer  รุน  Procise 492 HT  บริษัท  Appiled Biosystems
22. เครื่อง  Liquid chromatography – Mass spectrometer LCT



วิธีการทดลอง

1. วิเคราะหองคประกอบเริ่มตนของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
โดยทําการวิเคราะห
1.1  คาพีเอช  วัดคาพีเอชของสารละลายโดยใชเครื่องวัดพีเอช
1.2  ปริมาณโปรตีนและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของน้ํานึ่งปลาทูนา

ตามวิธี  Kjeldahl  method  (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 2000)
1.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในน้ํามะพราว

โดยใชวิธี  Lane eynon and volumetric method  (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 2000)
1.4  ปริมาณเกลือในน้ํานึ่งปลาทูนา (A.O.A.C., 2000)

2. ศึกษาปริมาณแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยใชน้ําตาลในน้ํามะพราว
และโปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาเพื่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus  SN11

2.1    การเตรียมหัวเชื้อ
ถายเชื้อ  L.  casei   ssp.  rhamnosus  SN.11  จากหลอดเก็บเชื้อลงใน

อาหารเหลวปริมาตร  10  มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24  ชั่วโมง ถายเชื้อรอย
ละ 5  ลงในอาหารเหลวแตละชนิดปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีพีเอช 6.5 บมในตูบมแบบ
เขยาที่อัตราเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  แลว
ใชเปนเชื้อเริ่มตน

2.2  การเตรียมวัตถุดิบ
2.2.1 การเตรียมน้ํานึ่งปลาทูนา

                 นําน้ํานึ่งปลาทูนามากรองดวยผาขาวบางเพื่อกรองแยกตะกอน
ขนาดใหญออก  ใหความรอนน้ํานึ่งปลาทูนาที่อุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาทีเพื่อใหไขมันลอยขึ้นมาบนผิวหนาแลวต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  1  ชั่วโมง  หลังจาก
นั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  คืน ทําการตักไขมันที่ผิวหนาทิ้ง
ไป  ปรับพีเอชของน้ํานึ่งปลาทูนาใหเทากับ  6.5  หลังจากนั้นนําไปตกตะกอนโปรตีน



โดยใหความรอนที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียสเปนเวลา  15  นาที  แลวกรองแยก
ตะกอนออก  บรรจุขวด เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  (ดัดแปลงจาก ชุตินุช  สุจริต, 
2541 ; ภัทรพล จันทราภรณ, 2543)

2.2.2  การเตรียมน้ํามะพราว
                 นําน้ํามะพราวมากรองดวยผาขาวบาง  เพื่อแยกตะกอนขนาดใหญ
ออก ปรับพีเอชของน้ํามะพราวใหเทากับ  6.5  และนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  80  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที บรรจุขวด และเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

2.3  การเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11
ทําการศึกษาโดยการถายหัวเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11 ที่เตรียม

จากขอ 2 ปริมาตรรอยละ 5  ลงในอาหารทั้ง 9 สูตร  ดังนี้ คือ MRS  Medium I (M I)      
และสูตรอาหารดัดแปลงจากสูตรอาหาร M I ทั้ง  7  สูตร ไดแก Coco 1, Coco 2, Coco 3, 
Coco 4, Tuna 2, Tuna 3  และ Tuna 4 ที่มีการใชน้ํามะพราวทดแทนน้ําตาลและใช
โปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาแทนแหลงไนโตรเจน  โดยมีสัดสวนของน้ํานึ่งปลาทูนาและ
น้ํามะพราวเพิ่มขึ้นและลดลง  ดังแสดงในตารางที่ 5
                 ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสําเร็จ MRS ควบคูกับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตาง
เพื่อใชในการเปรียบเทียบ   นําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อควบคุม
อุณหภูมิแบบเขยา ใชความเร็ว 100 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางวัดการเจริญของเชื้อที่คาดูด
กลืนแสง (OD)  660  นาโนเมตร  คาพีเอช และ กิจกรรมการยับยั้งที่เวลา  0  6  12  18  24  
36   และ  48  ชั่วโมง
                 ทําการปรับพีเอชของน้ําหมักใหอยูที่ระดับ  6.5  กอนการทดสอบกิจ
กรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน     ทุกชุดการทดลองทําการทดลอง   2    ครั้ง  ครั้ง
ละ  3  ซ้ํา  และคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากกิจกรรมการยับยั้งของ
แบคเทอริโอซินในสูตรอาหารที่ใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด



ตารางที่  4 สูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11 ทั้ง 9 สูตร โดยดัดแปลงจากสูตรอาหาร Medium I
ใหมีปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราวในสัดสวนที่แตกตางกัน

Table 4 The 9 different media for cultivated L. casei ssp. rhamnosus  SN11  was modified from the formulation of
MRS medium and Medium I medium by vary the quanlity of tuna condensate and coconut water in different ratio

The different  mediaThe  composition
in  media MRS M I Coco 1 Coco 2 Coco 3 Coco 4 Tuna 2 Tuna 3 Tuna 4

Proteose peptone, Beef extract, Yeast extract (%)
N source (from tuna condensate (%))
C source (from coconut water (%))
Tween  80 (ml)
Ammonium  citrate (g)
Sodium  acetate (g)

25
-

20
1.0
2.0
5.0

-
22.70
18.45

1.0
2.0
5.0

-
22.70
18.50

1.0
2.0
5.0

-
15.12
21.33

1.0
2.0
5.0

-
11.35
22.75

1.0
2.0
5.0

-
9.08
23.60

1.0
2.0
5.0

-
27.24
15.10

1.0
2.0
5.0

-
34.05
14.25

1.0
2.0
5.0

-
36.32
13.40

1.0
2.0
5.0



ตารางที่  4 (ตอ)
Table 4 (Continute)

The different  mediaThe  composition
in  media MRS M I CW 1 CW 2 CW 3 CW 4 Tuna 2 Tuna 3 Tuna 4

Dipotassium phosphate (g)
Magnesium sulfate (g)
Manganses sulfate (g)
Distilled  water  (ml)
Tuna  condensate (ml)*
Coconut water  (ml)*

2.0
0.1
0.05

1,000
-
-

2.0
-
-

500
500

-

2.0
-
-
-

500
500

2.0
-
-
-

333
667

2.0
-
-
-

250
750

2.0
-
-
-

200
800

2.0
-
-
-

667
333

2.0
-
-
-

750
250

2.0
-
-
-

800
200

* Total volumn of tuna condensate and coconut water that were used for calculate % nitrogen and % carbon in each medium.



2.4  การทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
ทําการทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินโดยวิธี  agar    well

diffusion ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ  Parente  และ  Hill (1992)  โดยใชเชื้อ  
Staphylococcus aureus  เปนเชื้อทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในสวน
ใสของอาหารสูตรตางๆ ในขั้นตอนการผลิตและในขั้นตอนการทําบริสุทธิ์และใชเชื้อ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร  3  ชนิด  ไดแก  Staphylococcus aureus   Listeria monocytogenes  
และ Escherichia coli  O157 : H7  สําหรับทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อของ        
แบคเทอริโอซิน โดยมีวิธีการดังนี้

นําน้ําหมักจากการเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus casei ssp. rhamnosus SN 11  
มาปรับพีเอชใหไดเปน  6.5 ดวย  6 N NaOH และ 6 N HCl  นําไปเหวี่ยงแยกเซลลออก
ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  4,500  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  นาที  นําสวนใสมาใหความรอนที่อุณหภูมิ  75 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที  
แลววัดคากิจกรรมการยับยั้งตอมิลลิลิตรของสวนใส  ในหนวยของ  Arbitrary  Unit 
(AU/ml)  โดยเทอาหาร  TSA  ที่มีวุนรอยละ  0.75  ซึ่งมีปริมาณเชื้อ S.  aureus ประมาณ  
105 เซลลตอมิลลิลิตร  ทับบนอาหารแข็ง   NA  พักใหแหงเปนเวลา  1  ชั่วโมงในตูปลอด
เชื้อ  แลวทําการเจาะหลุมเสนผานศูนยกลางขนาด 0.6   มิลลิเมตร  หลังจากนั้นหยดสวน
ใสที่ไมเจือจางและที่ผานการเจือจางครั้งละ  2  เทาดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ  (serial 
twofold dilution)  ปริมาตร  200  ไมโครลิตร  ลงในหลุม บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง สังเกตแตละความเจือจางที่ทําใหเกิดวงใสแลวคํานวณกิจ
กรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน   ดังสูตร

กิจกรรมการยับยั้ง (AU/ml)        =      1000 µl  X  A
                 Bµl

A   =   คาเฉลี่ยระหวางการเจือจางสุดทายที่ทําใหเกิดวงใสกับการเจือจาง
ถัดไป

B   =   ปริมาตรสวนใสที่หยดลงในหลุม  หรือที่หยดบนอาหาร



3.  การศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11
3.1  การเตรียมแบคเทอริโอซิน

                เตรียมหัวเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2.1 นําหัวเชื้อที่ไดรอยละ 5  ใสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MRS  ปริมาตร  4  ลิตร  ที่มีพีเอช  6.5  บมในตูบมแบบเขยาที่
อัตราเร็ว  100  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18 – 20  ชั่วโมง  
หลังจากนั้นปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  3  ดวย  6 N  NaOH  และ  6 N HCl  
(Blom et. al., 2001) นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา  20  นาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนใสที่ไดไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  เพื่อกําจัดเอนไซมโปรตีเอส  (Protease 
enzyme)

3.2  การศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน
นําสวนที่ไดจากการเตรียมแบคเทอริโอซินไปกรองผานอัลตราฟวเตชั่นข

นาด 100 กิโลดาลตัน เพื่อกําจัดโมเลกุลขนาดใหญกวา 100 กิโลดาลตันออก นําสวนที่
ผานเมมเบรนไปตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (นอมจิตต ออนแกว,
2544)

3.3 การตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
                 ทําการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  2  ระดับ                
(นอมจิตต  ออนแกว, 2544) โดยตกตะกอนที่ความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
รอยละ 40 ทําการกวนผสมที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  30  นาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส นําสวนใสที่ไดไปตกตะกอนตอที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ 80 โดยทําการกวน
ผสมที่อุณหภูมิ     4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา  30  นาที ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนที่ได
ดวยสารละลาย     อะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2  โมลาร  พีเอช  3 ทําการแยกเกลือออก
โดยการไดอะไลซิส  นําสารละลายแบคเทอริโอซินบรรจุในถุงไดอะไลซิสขนาด  3.5  
กิโลดาลตัน  ผูกถุงใหแนนและแชในสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2 โมลาร      
พีเอช 3  โดยมีสัดสวนสารละลายในถุง  1  สวนตอสารละลายบัฟเฟอร  50  สวน  ทิ้งคาง



คืนที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  โดยกวนสารละลายบัฟเฟอรตลอดเวลาดวยเครื่องกวน
ผสม  และเปลี่ยนบัฟเฟอร  2  ครั้ง (Matijasic et. al., 1998)  จากนั้นนําสารละลายที่อยูใน
ถุงไปทําใหเขมขนขึ้น  ดวยสารคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส  (carboxymethylcellulose : 
CMC)
                 นําเอาสารละลายที่แยกไดมาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
โดยการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร  วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method 
และคํานวณปริมาณแบคเทอริโอซินที่แยกได โดยกําหนดใหกิจกรรมการยับยั้งของสวน
ใสหลังแยกเซลลออกไปเปนรอยเปอรเซนต

3.4  เจลฟวเตชั่นโครมาโทกราฟ  (Gel-filtration  Chromatography)
                 ทําการปรับสมดุลคอลัมน  (Sephadex  G-50  column  ขนาด 1.5 X 20 cm.) 
ดวยสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3  นําเอาสารละลาย     
แบคเทอริโอซินที่ไดจากขอ 3.1  ปริมาณ   5  มิลลิลิตร  เติมลงในคอลัมน  หลังจากนั้น
ชะดวยสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2 โมลาร พีเอช 3  โดยมีอัตราการไหลของ
ตัวชะ 1  มิลลิลิตรตอนาที เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดดวยเครื่อง
เก็บแยกสวนอัตโนมัติ (Fraction collector) หลอดละ 3 มิลลิลิตร นํามาทดสอบ            
กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Lowry’s Method เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินและ
นําไปทําใหเขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ใหปริมาตรของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง (ดัดแปลงวิธีของ Muriana and Klaenhammer, 
1990)

3.5   Cation-exchange  chromatography
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน (Hitrap CM FF  ขนาด  1 X 5 cm.)
โดยใชสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3 (start buffer) 
ปริมาตร 5 เทาของปริมาตรคอลัมน  โดยมีอัตราการไหลของตัวชะ 0.5  มิลลิลิตรตอนาที  
จากนั้นชะคอลัมนดวยสารละลายนําเอาสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2  
โมลาร   พีเอช  3  ที่มีโซเดียมคลอไรด  ความเขมขน  1 โมลาร   นําแบคเทอริโอซินที่ได
จากขอ  3.2  เติมลงในคอลัมน หลังจากนั้นชะดวยใชสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความ



เขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3 ที่มีการทํา  stepwises gradient ของโซเดียมคลอไรดความเขม
ขน 0.05 – 0.2 โมลาร อัตราการไหลของตัวชะ 0.5  มิลลิลิตรตอนาที (ดัดแปลงวิธีของ
Benoit et. al., 1997)
                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมนดวยเครื่องเก็บ
แยกสวนสารละลายอัตโนมัติ  (fraction collector) หลอดละ 1  มิลลิลิตร นํามาทดสอบ
กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method  เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินและ
นําไปกําจัดเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซีสขามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําให       
เขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศ  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใหปริมาตร
ของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง

3.6    Reverse-phase  high  performance  liquid chromatography  (RP-HPLC)
                 เตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ
                 -  บัฟเฟอร  A  ประกอบดวย   trifluoroacetic  acid (TFA)  รอยละ 1
ในน้ํากลั่น
                 -  บัฟเฟอร  B ประกอบดวย  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8
                 ปรับสภาพสมดุลของคอลัมน (Lichrosorb RP18) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 
A  รอยละ 50 นําเอาสารละลายที่เก็บรวบรวมไดจากขอ 3.3 มาเติมในคอลัมน แลวชะ
คอลัมนดวยบัฟเฟอร A  และบัฟเฟอร  B  ในอัตราสวนตางๆ  ดังแสดงในตารางที่ 7  
โดยปรับอัตราการไหลของตัวชะเปน  0.9  มิลลิลิตรตอนาที (ดัดแปลงวิธีของ  Benoit et. 
al., 1997)
                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมนดวยเครื่องเก็บ
แยกสวนสารละลายอัตโนมัติ  (fraction collector) หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร และนํามา
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method



ตารางที่  5 อัตราสวนของบัฟเฟอร A และบัฟเฟอร B ที่ใชในการชะแบคเทอริโอซิน
ที่เวลาตางๆ

Table 5 Time table of eluent (buffer A and buffer B) for purify bacteriocin

Time (min) Buffer A Buffer B
0 – 2
2 – 3
3 – 10

50
20
20

50
80
80

                 Buffer  A  : 0.1%  trifluoroacetic  acid in water
                 Buffer  B  : 0.1%  trifluoroacetic  acid in 99.8% acetonitrile

4. การศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินโดยการใช  Amberlite  XAD-4 ควบคูกับ
การใชเทคนิคโครมาโทกราฟ  (ดัดแปลงวิธีของ Green et. al., 1997)
                 นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ผานการเตรียมตามวิธีการในขอที่ 2 มากวน
ผสมกับ Amberlite XAD-4 (Amberlite  XAD-4 3  กรัมตอสารละลาย 100  มิลลิลิตร)    
ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามากรองผานกระดาษกรอง 
แลวนําเอา Amberlite  ที่ไดจากการกรองไปบรรจุลงในคอลัมน  ลางดวยน้ํากลั่นปริมาตร  
5  เทาของปริมาตรของคอลัมน
                 หลังจากนั้นชะดวยสารละลายเมทธานอลตอน้ํากลั่น ในอัตราสวน  1 : 1  โดย
ใชสารละลายปริมาตร  3  เทาของปริมาตรของคอลัมน  จากนั้นชะคอลัมนดวยสาร
ละลายกรดไฮโดรคลอลิก ความเขมขน  0.1  โมลาร  ในสารละลายเมทธานอล อัตรา
สวน  1 : 9  ปริมาตร  3  เทาของปริมาตรของคอลัมน นําเอาสารละลายที่แยกไดในแตละ
สวนไประเหยเมทธานอลออกที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  จากนั้นนํามาละลายในสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  นําสารละลายที่ไดไป



ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry
                 นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมา
โทกราฟแบบผันกลับ (Reverse phasechromatography) โดยเตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่
ใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ
 -  บัฟเฟอร  A  ประกอบดวย   trifluoroacetic  acid (TFA)  รอยละ 1 ในน้ํากลั่น

-  บัฟเฟอร  B ประกอบดวย  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน  (Resource RPC) ดวยบัฟเฟอร A รอยละ 
50  เติมสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดลงในคอลัมน  และเริ่มชะคอลัมนดวยบัฟเฟอร  
A  รอยละ 50  (บัฟเฟอร B  รอยละ 50 ) โดยเพิ่มปริมาณบัฟเฟอร ใหเปนบัฟเฟอร B 
อยางเดียว  ในนาทีที่  10  ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่  6 อัตราสวนของบัฟเฟอร A และบัฟเฟอร B ที่ใชในการชะ
แบคเทอริโอซินออกจากคอลัมน Resource RPC  ที่เวลาตางๆ

Table 6 Time table of eluent (buffer A and buffer B) for elute bacteriocin from
Resource RPC column

Time (min) Buffer A Buffer B
0
10

50
0

50
100

                 Buffer  A  : 0.1%  trifluoroacetic  acid in water
                 Buffer  B  : 0.1%  trifluoroacetic  acid in 99.8% acetonitrile



                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมน และนํามา
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry

5.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์
     5.1  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี SDS-polyacylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE)
                 นําเอาแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 4 มาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย
ใชวิธี SDS-polyacylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ  
Laemmli (1970) เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Rainbow coloured protein 
molecular weight marker) ซึ่งมีชวงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน  คือ  2.5  ถึง 45           
กิโลดาลตัน  ประกอบดวยโปรตีน  7 ชนิด คือ Ovalbumin, Carbonic anhydrase,  
Trypsin inhibitor,   Lysozyme,   Aprotinin,   Isulin (b) chain  และ Isulin (a) chain มีน้ํา
หนักโมเลกุลเทากับ  45  30  20.1  14.3  6.5  3.5 และ 2.5  กิโลดาลตัน  ตามลําดับ
                 แบงแผนเจลที่ไดเปน  2  สวน  สวนแรกนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของ
สารแบคเทอริโอซิน โดยนําแผนเจลที่ไดแชในน้ํากลั่นฆาเชื้อ แลวนําไปวางบนอาหาร
แข็ง NA   หลังจากนั้นเททับดวยอาหารกึ่งแข็ง  TSA ปริมาตร  7  มิลลิลิตร  ที่มีปริมาณ
เชื้อ S.  aureus 105  CFU/ml  ลงบนแผนเจลที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  NA  นําไปบมที่
อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ชั่วโมง  สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นซึ่งแสดงถึงผล
การยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
                 นําแผนเจลสวนที่สองมาทําการยอมแถบโปรตีนโดยแชในสารละลายสี  
Coomassie  brilliant  blue R250 ไวขามคืน  และลางแผนเจลดวยสารละลายผสม       
(เมทธานอลรอยละ 40 และกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 10 ปริมาตรตอปริมาตร)  คํานวณ 
หาน้ําหนักโมเลกุลของสารโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีน (ภาคผนวก ข)



5.2  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี  Electrospray mass 
spectrometry (EMS)
                  นําตัวอยางสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดจากขอ 4 มาวิเคราะหน้ําหนัก
โมเลกุลโดยใชเทคนิค Direct mass (Electrospray Positive Ionisation : ESI+) โดยใช
เครื่อง Liquid chromatography-Mass spectrometer

6. การปรับปรุงเทคนิคท่ีใชในการทําบริสุทธิ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและปริมาณผลิตผล
ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus SN 11

นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ผานการเตรียมตามวิธีการในขอที่ 2 มากวนผสม
กับ Amberlite XAD-4  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง    และนํามาก
รองผานกระดาษกรอง แลวนําไปบรรจุลงในคอลัมน  ลางดวยน้ํากลั่นปริมาตร  5  เทา
ของปริมาตรของคอลัมน  และชะดวยสารละลายตางๆ  ตามวิธีการในขอที่ 5 จากนั้นนํา
มาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  นําสาร
ละลายที่ไดไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry

นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโท
กราฟแบบเจลฟวเตชั่น  โดยทําการปรับสมดุลคอลัมน  (Sephadex  G-50  column  ขนาด 
1.5 X 20 cm.) ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  
นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดจากการดูดซับดวย  Amberlite XAD-4  เติมลงใน
คอลัมน  หลังจากนั้นชะดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน  0.5 โมลาร พีเอช  
6.5  โดยมีอัตราการไหลของตัวชะ 1  มิลลิลิตรตอนาที    เก็บสารละลายแบคเทอริโอซิน
แตละสวนที่แยกไดดวยเครื่องเก็บแยกสวนอัตโนมัติ (Fraction collector) หลอดละ 3 
มิลลิลิตร นํามาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน 
และวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry’s Method เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินและนําไปทําใหเขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ใหปริมาตรของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง (ดัดแปลงวิธีของ Muriana 
and Klaenhammer, 1990)



หลังจากนั้นนําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิค
โครมาโทกราฟแบบผันกลับ (Reverse phasechromatography) ตามวิธีการในขอที่ 5 โดย
เตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ trifluoroacetic acid (TFA) รอยละ 
1 ในน้ํากลั่น  และ  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8

7.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ท่ีผลิตไดจากเชื้อ                 
L. casei ssp. rhamnosus SN 11
                 นําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์  (ขอ 4) มาศึกษาคุณสมบัติ
ตางๆ  ดังนี้
                 7.1  การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อกอโรคของแบคเทอริโอซิน
                   เพาะเลี้ยงแบคทีเรียอินดิเคเตอร 4  ชนิด คือ Staphylococcus aureus  
Listeria  monocytogenes   Streptococcus lactis   และ Escherichia coli  O157 : H7 ใน
อาหารเหลว TSB  ใหมีปริมาณเชื้อ 105 เซลลตอมิลลิลิตร เติมแบคเทอริโอซินที่ผานการ
ทําบริสุทธิ์  (1.0  มิลลิกรัม เทากับ 320 AU/ml)  ที่ความเขมขนตางๆ คือ   0.2   0.4  0.6  
0.8  และ  1.0   มิลลิกรัมตอมิลลิตร  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่ว
โมง      
                 ทําการ   pour  plate  เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรแตละชนิดบนอาหารแข็ง  
TSA  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบ
เทียบกับปริมาณเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรในตัวอยางควบคุมที่ไมมีการเติม         แบคเท
อริโอซิน (ดัดแปลงวิธีจากนิติเนตร ขําทวี, 2544)

7.2   ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                ศึกษาผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินโดย
ดัดแปลงวิธีจาก Pilet et. al., 1995 อางโดย ศิรินาถ หนูเอก, 2542 โดยนําแบคเทอริโอซิน 
บริสุทธิ์ในปริมาณที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได (จากขอ 7.1) มาผสมกับเอนไซมยอย
โปรตีน ไดแก proteinase K  trypsin  α-chymotrypsin และ catalase โดยใหความเขมขน
สุดทายของเอนไซมเปน 0.1  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 45 นาที นําสวนใสหลังการยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีนไปทดสอบ               



กิจกรรมการยั้บยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง 4 ชนิด โดยใชเอนไซมยอยโปรตีนที่ไมมีสาร                  
แบคเทอริโอซิน  เปนชุดควบคุม

7.3   ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                 ทําการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตออุณหภูมิ (ดัดแปลงจาก
Mathieu  et  al. , 1993)  โดยนําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ทราบความเขมขนจากขอ 5.1 
ละลายในสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร  ความเขมขน 0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  แลวนําไป
ใหความรอนที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  100  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  30  และ  60  นาที  และที่  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   ทําใหเย็น
โดยทันที และนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่เหลืออยูกับ
แบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  ชนิด

7.4   ผลของพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                 ทําการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอพีเอช  (ดัดแปลงจาก
Oh et  al., 2000)  โดยนําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ทราบความเขมขนจากขอ 5.1 มาปรับ
พีเอชเปน  1.0  ถึง 14   ดวยสารละลาย  6 N NaOH/HCl  บมไวที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นปรับพีเอชใหเปนกลาง (พีเอช 6.5) แลวนําสวน
ใสที่ไดหลังจากการปรับพีเอชมาทดสอบกิจกรรมการยั้บยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  
ชนิด


