
บทที่ 2

วัสดุ  อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุ

1. จุลินทรียและวิธีการเก็บรักษาเชื้อที่ใชในการศึกษา
1.1 จุลินทรียที่ใชผลิตแบคเทอริโอซิน

 Lactobacillus casei ssp. rhamnosus SN.11    ซึ่งแยกไดจากอาหารหมัก
ประเภทสมฟก (ศิรินาถ  หนูเอก, 2540)

1.2 จุลินทรียที่ใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน ไดแก
 Staphylococcus aureus Escherichia coli  Listeria monocytogenes  และ  Streptococcus 
lactis จากหองปฏิบัติการจุลินทรียผลิตผลเกษตร  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาห
กรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

1.3  การเก็บรักษาเชื้อ  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียแตละชนิดที่ใชใหมีปริมาณ
เชื้อประมาณ  108 – 109  เซลลตอมิลลิลิตร  เติม 70% กลีเซอรอลลงไปผสมใหอยูในรูป
ของสารแขวนลอย นําไปเก็บในตูเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ  –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) ประกอบดวย

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
น้ํานึ่งปลาทูนา 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 น้ํานึ่งปลาทูนาจากบริษัทโชติวัฒนอุตสาหกรรมการผลิต อําเภอหาดใหญ
จังหวัดสงขลา

3.2 น้ํามะพราว  จากตลาดสด  อําเภอหาดใหญ   จังหวัดสงขลา

อุปกรณ
1. เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร  รุน U-2000  บริษัท  Hitachi, Ltd
2. เครื่องเขยา  รุน  GFL  3005  บริษัท  Gesellschaft fur Labortechnik mbH
3. เครื่องหมุนเหวี่ยง  รุน 5145C  บริษัท  Eppendorf, Ltd
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  รุน  himac  SCR 20B บริษัท Hitachi

Koki Co., Ltd
5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง  รุน Cyber Scan pH 2500 บริษัท Eutech

Instruments,Ltd
6. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  (water bath)  บริษัท Memmert  GmbH  CO.KG
7. ตูอบอากาศรอน (hot air oven) รุน  350 บริษัท Memmert  GmbH  CO.KG
8. ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow cabinet) รุน  Safe/Maxi Safe 2010                  

บริษัท Scientific  Promotion Co., Ltd
9. หมอนึ่งฆาเชื้อ  รุน  SS-325  บริษัท  Tommy, Ltd
10. เครื่องชั่ง  4  ตําแหนง รุน  BP 2100 S  บริษัท S.V. Medico CO., Ltd
11. เครื่อง Shaking incubator  รุน  VS-8480 SR-L  บริษัท S.V. Medico CO., Ltd
12. เครื่องแกวสําหรับวิเคราะหทางจุลินทรีย
13. ตูเก็บเชื้ออุณหภูมิ  -20  องศาเซลเซียส



14. เครื่องปนผสม  (Vortex mixer)  รุน 1297  บริษัท  Lab-line Instruments
15. เครื่องระเหยแบบสูญญากาศ  (Evaporator)
16. เครื่องเก็บตัวอยางอัตโนมัติ  (Fraction collector)
17. คอลัมนสําหรับทําบริสุทธิ์สาร ไดแก

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 รุน  Agilent 1100
20. เครื่อง  Fast Protein Liquid Chromatography รุน  FPLC system บริษัท

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



วิธีการทดลอง

1. วิเคราะหองคประกอบเริ่มตนของน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนา
โดยทําการวิเคราะห
1.1  คาพีเอช  วัดคาพีเอชของสารละลายโดยใชเครื่องวัดพีเอช
1.2  ปริมาณโปรตีนและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของน้ํานึ่งปลาทูนา

ตามวิธี  Kjeldahl  method  (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 2000)
1.3 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในน้ํามะพราว

โดยใชวิธี  Lane eynon and volumetric method  (ดัดแปลงจาก A.O.A.C., 2000)
1.4  ปริมาณเกลือในน้ํานึ่งปลาทูนา (A.O.A.C., 2000)

2. ศึกษาปริมาณแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมโดยใชน้ําตาลในน้ํามะพราว
และโปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาเพื่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp.
rhamnosus  SN11

2.1    การเตรียมหัวเชื้อ
ถายเชื้อ  L.  casei   ssp.  rhamnosus  SN.11  จากหลอดเก็บเชื้อลงใน

อาหารเหลวปริมาตร  10  มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24  ชั่วโมง ถายเชื้อรอย
ละ 5  ลงในอาหารเหลวแตละชนิดปริมาตร 200 มิลลิลิตร ที่มีพีเอช 6.5 บมในตูบมแบบ
เขยาที่อัตราเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  แลว
ใชเปนเชื้อเริ่มตน

2.2  การเตรียมวัตถุดิบ
2.2.1 การเตรียมน้ํานึ่งปลาทูนา

                 นําน้ํานึ่งปลาทูนามากรองดวยผาขาวบางเพื่อกรองแยกตะกอน
ขนาดใหญออก  ใหความรอนน้ํานึ่งปลาทูนาที่อุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาทีเพื่อใหไขมันลอยขึ้นมาบนผิวหนาแลวต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง  1  ชั่วโมง  หลังจาก
นั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  คืน ทําการตักไขมันที่ผิวหนาทิ้ง
ไป  ปรับพีเอชของน้ํานึ่งปลาทูนาใหเทากับ  6.5  หลังจากนั้นนําไปตกตะกอนโปรตีน



โดยใหความรอนที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียสเปนเวลา  15  นาที  แลวกรองแยก
ตะกอนออก  บรรจุขวด เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส  (ดัดแปลงจาก ชุตินุช  สุจริต, 
2541 ; ภัทรพล จันทราภรณ, 2543)

2.2.2  การเตรียมน้ํามะพราว
                 นําน้ํามะพราวมากรองดวยผาขาวบาง  เพื่อแยกตะกอนขนาดใหญ
ออก ปรับพีเอชของน้ํามะพราวใหเทากับ  6.5  และนําไปใหความรอนที่อุณหภูมิ  80  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที บรรจุขวด และเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส

2.3  การเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11
ทําการศึกษาโดยการถายหัวเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11 ที่เตรียม

จากขอ 2 ปริมาตรรอยละ 5  ลงในอาหารทั้ง 9 สูตร  ดังนี้ คือ MRS  Medium I (M I)      
และสูตรอาหารดัดแปลงจากสูตรอาหาร M I ทั้ง  7  สูตร ไดแก Coco 1, Coco 2, Coco 3, 
Coco 4, Tuna 2, Tuna 3  และ Tuna 4 ที่มีการใชน้ํามะพราวทดแทนน้ําตาลและใช
โปรตีนในน้ํานึ่งปลาทูนาแทนแหลงไนโตรเจน  โดยมีสัดสวนของน้ํานึ่งปลาทูนาและ
น้ํามะพราวเพิ่มขึ้นและลดลง  ดังแสดงในตารางที่ 5
                 ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารสําเร็จ MRS ควบคูกับอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตาง
เพื่อใชในการเปรียบเทียบ   นําไปบมที่อุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส ในตูบมเชื้อควบคุม
อุณหภูมิแบบเขยา ใชความเร็ว 100 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางวัดการเจริญของเชื้อที่คาดูด
กลืนแสง (OD)  660  นาโนเมตร  คาพีเอช และ กิจกรรมการยับยั้งที่เวลา  0  6  12  18  24  
36   และ  48  ชั่วโมง
                 ทําการปรับพีเอชของน้ําหมักใหอยูที่ระดับ  6.5  กอนการทดสอบกิจ
กรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน     ทุกชุดการทดลองทําการทดลอง   2    ครั้ง  ครั้ง
ละ  3  ซ้ํา  และคัดเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสม โดยพิจารณาจากกิจกรรมการยับยั้งของ
แบคเทอริโอซินในสูตรอาหารที่ใหคากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด



ตารางที่  4 สูตรอาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN11 ทั้ง 9 สูตร โดยดัดแปลงจากสูตรอาหาร Medium I
ใหมีปริมาณน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราวในสัดสวนที่แตกตางกัน

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 (ตอ)
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)  โดยใชเชื้อ  
Staphylococcus aureus  เปนเชื้อทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินในสวน
ใสของอาหารสูตรตางๆ ในขั้นตอนการผลิตและในขั้นตอนการทําบริสุทธิ์และใชเชื้อ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร  3  ชนิด  ไดแก  Staphylococcus aureus   Listeria monocytogenes  
และ Escherichia coli  O157 : H7  สําหรับทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อของ        
แบคเทอริโอซิน โดยมีวิธีการดังนี้

นําน้ําหมักจากการเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus casei ssp. rhamnosus SN 11  
มาปรับพีเอชใหไดเปน  6.5 ดวย  6 N NaOH และ 6 N HCl  นําไปเหวี่ยงแยกเซลลออก
ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  4,500  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  30  นาที  นําสวนใสมาใหความรอนที่อุณหภูมิ  75 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที  
แลววัดคากิจกรรมการยับยั้งตอมิลลิลิตรของสวนใส  ในหนวยของ  Arbitrary  Unit 
(AU/ml)  โดยเทอาหาร  TSA  ที่มีวุนรอยละ  0.75  ซึ่งมีปริมาณเชื้อ S.  aureus ประมาณ  
105 เซลลตอมิลลิลิตร  ทับบนอาหารแข็ง   NA  พักใหแหงเปนเวลา  1  ชั่วโมงในตูปลอด
เชื้อ  แลวทําการเจาะหลุมเสนผานศูนยกลางขนาด 0.6   มิลลิเมตร  หลังจากนั้นหยดสวน
ใสที่ไมเจือจางและที่ผานการเจือจางครั้งละ  2  เทาดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ  (serial 
twofold dilution)  ปริมาตร  200  ไมโครลิตร  ลงในหลุม บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง สังเกตแตละความเจือจางที่ทําใหเกิดวงใสแลวคํานวณกิจ
กรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน   ดังสูตร

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

A   =   คาเฉลี่ยระหวางการเจือจางสุดทายที่ทําใหเกิดวงใสกับการเจือจาง
ถัดไป

B   =   ปริมาตรสวนใสที่หยดลงในหลุม  หรือที่หยดบนอาหาร



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

                เตรียมหัวเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2.1 นําหัวเชื้อที่ไดรอยละ 5  ใสใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  MRS  ปริมาตร  4  ลิตร  ที่มีพีเอช  6.5  บมในตูบมแบบเขยาที่
อัตราเร็ว  100  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  18 – 20  ชั่วโมง  
หลังจากนั้นปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  3  ดวย  6 N  NaOH  และ  6 N HCl  
(Blom et. al., 2001) นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกที่ความเร็ว 6,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา  20  นาที  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นําสวนใสที่ไดไปใหความรอนที่
อุณหภูมิ  75  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  เพื่อกําจัดเอนไซมโปรตีเอส  (Protease 
enzyme)

3.2  การศึกษาการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน
นําสวนที่ไดจากการเตรียมแบคเทอริโอซินไปกรองผานอัลตราฟวเตชั่นข

นาด 100 กิโลดาลตัน เพื่อกําจัดโมเลกุลขนาดใหญกวา 100 กิโลดาลตันออก นําสวนที่
ผานเมมเบรนไปตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (นอมจิตต ออนแกว,
2544)

3.3 การตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
                 ทําการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  2  ระดับ                
(นอมจิตต  ออนแกว, 2544) โดยตกตะกอนที่ความเขมขนของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
รอยละ 40 ทําการกวนผสมที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  นําไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  10,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  30  นาที  ที่อุณหภูมิ  4  องศา
เซลเซียส นําสวนใสที่ไดไปตกตะกอนตอที่ระดับเกลืออ่ิมตัวรอยละ 80 โดยทําการกวน
ผสมที่อุณหภูมิ     4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที เปนเวลา  30  นาที ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนที่ได
ดวยสารละลาย     อะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2  โมลาร  พีเอช  3 ทําการแยกเกลือออก
โดยการไดอะไลซิส  นําสารละลายแบคเทอริโอซินบรรจุในถุงไดอะไลซิสขนาด  3.5  
กิโลดาลตัน  ผูกถุงใหแนนและแชในสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2 โมลาร      
พีเอช 3  โดยมีสัดสวนสารละลายในถุง  1  สวนตอสารละลายบัฟเฟอร  50  สวน  ทิ้งคาง



คืนที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  โดยกวนสารละลายบัฟเฟอรตลอดเวลาดวยเครื่องกวน
ผสม  และเปลี่ยนบัฟเฟอร  2  ครั้ง (Matijasic et. al., 1998)  จากนั้นนําสารละลายที่อยูใน
ถุงไปทําใหเขมขนขึ้น  ดวยสารคารบอกซีเมทธิลเซลลูโลส  (carboxymethylcellulose : 
CMC)
                 นําเอาสารละลายที่แยกไดมาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
โดยการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอร  วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method 
และคํานวณปริมาณแบคเทอริโอซินที่แยกได โดยกําหนดใหกิจกรรมการยับยั้งของสวน
ใสหลังแยกเซลลออกไปเปนรอยเปอรเซนต

3.4  เจลฟวเตชั่นโครมาโทกราฟ  (Gel-filtration  Chromatography)
                 ทําการปรับสมดุลคอลัมน  (Sephadex  G-50  column  ขนาด 1.5 X 20 cm.) 
ดวยสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3  นําเอาสารละลาย     
แบคเทอริโอซินที่ไดจากขอ 3.1  ปริมาณ   5  มิลลิลิตร  เติมลงในคอลัมน  หลังจากนั้น
ชะดวยสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร เขมขน  0.2 โมลาร พีเอช 3  โดยมีอัตราการไหลของ
ตัวชะ 1  มิลลิลิตรตอนาที เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดดวยเครื่อง
เก็บแยกสวนอัตโนมัติ (Fraction collector) หลอดละ 3 มิลลิลิตร นํามาทดสอบ            
กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี Lowry’s Method เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินและ
นําไปทําใหเขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ใหปริมาตรของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง (ดัดแปลงวิธีของ Muriana and Klaenhammer, 
1990)

3.5   Cation-exchange  chromatography
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน (Hitrap CM FF  ขนาด  1 X 5 cm.)
โดยใชสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3 (start buffer) 
ปริมาตร 5 เทาของปริมาตรคอลัมน  โดยมีอัตราการไหลของตัวชะ 0.5  มิลลิลิตรตอนาที  
จากนั้นชะคอลัมนดวยสารละลายนําเอาสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2  
โมลาร   พีเอช  3  ที่มีโซเดียมคลอไรด  ความเขมขน  1 โมลาร   นําแบคเทอริโอซินที่ได
จากขอ  3.2  เติมลงในคอลัมน หลังจากนั้นชะดวยใชสารละลายอะซิเตดบัฟเฟอร ความ



เขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 3 ที่มีการทํา  stepwises gradient ของโซเดียมคลอไรดความเขม
ขน 0.05 – 0.2 โมลาร อัตราการไหลของตัวชะ 0.5  มิลลิลิตรตอนาที (ดัดแปลงวิธีของ
Benoit et. al., 1997)
                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมนดวยเครื่องเก็บ
แยกสวนสารละลายอัตโนมัติ  (fraction collector) หลอดละ 1  มิลลิลิตร นํามาทดสอบ
กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะหปริมาณ
โปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method  เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของแบคเทอริโอซินและ
นําไปกําจัดเกลือออกโดยวิธีไดอะไลซีสขามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําให       
เขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศ  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใหปริมาตร
ของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง

3.6    Reverse-phase  high  performance  liquid chromatography  (RP-HPLC)
                 เตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่จะใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ
                 -  บัฟเฟอร  A  ประกอบดวย   trifluoroacetic  acid (TFA)  รอยละ 1
ในน้ํากลั่น
                 -  บัฟเฟอร  B ประกอบดวย  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8
                 ปรับสภาพสมดุลของคอลัมน (Lichrosorb RP18) โดยใชสารละลายบัฟเฟอร 
A  รอยละ 50 นําเอาสารละลายที่เก็บรวบรวมไดจากขอ 3.3 มาเติมในคอลัมน แลวชะ
คอลัมนดวยบัฟเฟอร A  และบัฟเฟอร  B  ในอัตราสวนตางๆ  ดังแสดงในตารางที่ 7  
โดยปรับอัตราการไหลของตัวชะเปน  0.9  มิลลิลิตรตอนาที (ดัดแปลงวิธีของ  Benoit et. 
al., 1997)
                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมนดวยเครื่องเก็บ
แยกสวนสารละลายอัตโนมัติ  (fraction collector) หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร และนํามา
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry’s Method



ตารางที่  5 อัตราสวนของบัฟเฟอร A และบัฟเฟอร B ที่ใชในการชะแบคเทอริโอซิน
ที่เวลาตางๆ

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 ควบคูกับ
การใชเทคนิคโครมาโทกราฟ  (ดัดแปลงวิธีของ Green et. al., 1997)
                 นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ผานการเตรียมตามวิธีการในขอที่ 2 มากวน
ผสมกับ Amberlite XAD-4 (Amberlite  XAD-4 3  กรัมตอสารละลาย 100  มิลลิลิตร)    
ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามากรองผานกระดาษกรอง 
แลวนําเอา Amberlite  ที่ไดจากการกรองไปบรรจุลงในคอลัมน  ลางดวยน้ํากลั่นปริมาตร  
5  เทาของปริมาตรของคอลัมน
                 หลังจากนั้นชะดวยสารละลายเมทธานอลตอน้ํากลั่น ในอัตราสวน  1 : 1  โดย
ใชสารละลายปริมาตร  3  เทาของปริมาตรของคอลัมน  จากนั้นชะคอลัมนดวยสาร
ละลายกรดไฮโดรคลอลิก ความเขมขน  0.1  โมลาร  ในสารละลายเมทธานอล อัตรา
สวน  1 : 9  ปริมาตร  3  เทาของปริมาตรของคอลัมน นําเอาสารละลายที่แยกไดในแตละ
สวนไประเหยเมทธานอลออกที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  จากนั้นนํามาละลายในสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  นําสารละลายที่ไดไป



ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry
                 นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมา
โทกราฟแบบผันกลับ (Reverse phasechromatography) โดยเตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่
ใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ
 -  บัฟเฟอร  A  ประกอบดวย   trifluoroacetic  acid (TFA)  รอยละ 1 ในน้ํากลั่น

-  บัฟเฟอร  B ประกอบดวย  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8
                 ทําการปรับสภาพสมดุลของคอลัมน  (Resource RPC) ดวยบัฟเฟอร A รอยละ 
50  เติมสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดลงในคอลัมน  และเริ่มชะคอลัมนดวยบัฟเฟอร  
A  รอยละ 50  (บัฟเฟอร B  รอยละ 50 ) โดยเพิ่มปริมาณบัฟเฟอร ใหเปนบัฟเฟอร B 
อยางเดียว  ในนาทีที่  10  ดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่  6 อัตราสวนของบัฟเฟอร A และบัฟเฟอร B ที่ใชในการชะ
แบคเทอริโอซินออกจากคอลัมน Resource RPC  ที่เวลาตางๆ

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



                 เก็บสารละลายแบคเทอริโอซินแตละสวนที่แยกไดจากคอลัมน และนํามา
ทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และวิเคราะห
ปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry

5.  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์
     5.1  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี SDS-polyacylamide 
gel electrophoresis (SDS-PAGE)
                 นําเอาแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ไดจากขอ 4 มาวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดย
ใชวิธี SDS-polyacylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ซึ่งดัดแปลงจากวิธีของ  
Laemmli (1970) เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Rainbow coloured protein 
molecular weight marker) ซึ่งมีชวงน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน  คือ  2.5  ถึง 45           
กิโลดาลตัน  ประกอบดวยโปรตีน  7 ชนิด คือ Ovalbumin, Carbonic anhydrase,  
Trypsin inhibitor,   Lysozyme,   Aprotinin,   Isulin (b) chain  และ Isulin (a) chain มีน้ํา
หนักโมเลกุลเทากับ  45  30  20.1  14.3  6.5  3.5 และ 2.5  กิโลดาลตัน  ตามลําดับ
                 แบงแผนเจลที่ไดเปน  2  สวน  สวนแรกนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของ
สารแบคเทอริโอซิน โดยนําแผนเจลที่ไดแชในน้ํากลั่นฆาเชื้อ แลวนําไปวางบนอาหาร
แข็ง NA   หลังจากนั้นเททับดวยอาหารกึ่งแข็ง  TSA ปริมาตร  7  มิลลิลิตร  ที่มีปริมาณ
เชื้อ S.  aureus 105  CFU/ml  ลงบนแผนเจลที่อยูบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  NA  นําไปบมที่
อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ชั่วโมง  สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นซึ่งแสดงถึงผล
การยับยั้งของแบคเทอริโอซิน
                 นําแผนเจลสวนที่สองมาทําการยอมแถบโปรตีนโดยแชในสารละลายสี  
Coomassie  brilliant  blue R250 ไวขามคืน  และลางแผนเจลดวยสารละลายผสม       
(เมทธานอลรอยละ 40 และกรดอะซิติกเขมขนรอยละ 10 ปริมาตรตอปริมาตร)  คํานวณ 
หาน้ําหนักโมเลกุลของสารโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานน้ําหนักโมเลกุลของ
โปรตีน (ภาคผนวก ข)



5.2  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินโดยวิธี  Electrospray mass 
spectrometry (EMS)
                  นําตัวอยางสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดจากขอ 4 มาวิเคราะหน้ําหนัก
โมเลกุลโดยใชเทคนิค Direct mass (Electrospray Positive Ionisation : ESI+) โดยใช
เครื่อง Liquid chromatography-Mass spectrometer

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

นําสารละลายแบคเทอริโอซินที่ผานการเตรียมตามวิธีการในขอที่ 2 มากวนผสม
กับ Amberlite XAD-4  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง    และนํามาก
รองผานกระดาษกรอง แลวนําไปบรรจุลงในคอลัมน  ลางดวยน้ํากลั่นปริมาตร  5  เทา
ของปริมาตรของคอลัมน  และชะดวยสารละลายตางๆ  ตามวิธีการในขอที่ 5 จากนั้นนํา
มาละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  นําสาร
ละลายที่ไดไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน และ
วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Lowry

นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิคโครมาโท
กราฟแบบเจลฟวเตชั่น  โดยทําการปรับสมดุลคอลัมน  (Sephadex  G-50  column  ขนาด 
1.5 X 20 cm.) ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  ความเขมขน  0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  
นําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดจากการดูดซับดวย  Amberlite XAD-4  เติมลงใน
คอลัมน  หลังจากนั้นชะดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน  0.5 โมลาร พีเอช  
6.5  โดยมีอัตราการไหลของตัวชะ 1  มิลลิลิตรตอนาที    เก็บสารละลายแบคเทอริโอซิน
แตละสวนที่แยกไดดวยเครื่องเก็บแยกสวนอัตโนมัติ (Fraction collector) หลอดละ 3 
มิลลิลิตร นํามาทดสอบกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคเทอริโอซิน 
และวิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยวิธี Lowry’s Method เก็บรวบรวมสวนที่มีกิจกรรมของ
แบคเทอริโอซินและนําไปทําใหเขมขนโดยการระเหยภายใตระบบสูญญากาศที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ใหปริมาตรของสารละลายลดลงครึ่งหนึ่ง (ดัดแปลงวิธีของ Muriana 
and Klaenhammer, 1990)



หลังจากนั้นนําเอาสารละลายแบคเทอริโอซินที่ไดไปทําบริสุทธิ์ตอโดยใชเทคนิค
โครมาโทกราฟแบบผันกลับ (Reverse phasechromatography) ตามวิธีการในขอที่ 5 โดย
เตรียมสารละลายบัฟเฟอรที่ใชเปนตัวชะ  2  ชนิด  คือ trifluoroacetic acid (TFA) รอยละ 
1 ในน้ํากลั่น  และ  TFA  รอยละ 0.1 ใน  acetonitrile  รอยละ 99.8

7.  การศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ท่ีผลิตไดจากเชื้อ                 
L. casei ssp. rhamnosus SN 11
                 นําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ไดจากการทําบริสุทธิ์  (ขอ 4) มาศึกษาคุณสมบัติ
ตางๆ  ดังนี้
                 7.1  การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อกอโรคของแบคเทอริโอซิน
                   เพาะเลี้ยงแบคทีเรียอินดิเคเตอร 4  ชนิด คือ Staphylococcus aureus  
Listeria  monocytogenes   Streptococcus lactis   และ Escherichia coli  O157 : H7 ใน
อาหารเหลว TSB  ใหมีปริมาณเชื้อ 105 เซลลตอมิลลิลิตร เติมแบคเทอริโอซินที่ผานการ
ทําบริสุทธิ์  (1.0  มิลลิกรัม เทากับ 320 AU/ml)  ที่ความเขมขนตางๆ คือ   0.2   0.4  0.6  
0.8  และ  1.0   มิลลิกรัมตอมิลลิตร  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่ว
โมง      
                 ทําการ   pour  plate  เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรแตละชนิดบนอาหารแข็ง  
TSA  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส เปนเวลา  24  ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีเปรียบ
เทียบกับปริมาณเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรในตัวอยางควบคุมที่ไมมีการเติม         แบคเท
อริโอซิน (ดัดแปลงวิธีจากนิติเนตร ขําทวี, 2544)

7.2   ผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                ศึกษาผลของเอนไซมยอยโปรตีนตอความคงตัวของแบคเทอริโอซินโดย
ดัดแปลงวิธีจาก Pilet et. al., 1995 อางโดย ศิรินาถ หนูเอก, 2542 โดยนําแบคเทอริโอซิน 
บริสุทธิ์ในปริมาณที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได (จากขอ 7.1) มาผสมกับเอนไซมยอย
โปรตีน ไดแก proteinase K  trypsin  α-chymotrypsin และ catalase โดยใหความเขมขน
สุดทายของเอนไซมเปน 0.1  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 45 นาที นําสวนใสหลังการยอยดวยเอนไซมยอยโปรตีนไปทดสอบ               



กิจกรรมการยั้บยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง 4 ชนิด โดยใชเอนไซมยอยโปรตีนที่ไมมีสาร                  
แบคเทอริโอซิน  เปนชุดควบคุม

7.3   ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                 ทําการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตออุณหภูมิ (ดัดแปลงจาก
Mathieu  et  al. , 1993)  โดยนําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ทราบความเขมขนจากขอ 5.1 
ละลายในสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร  ความเขมขน 0.5  โมลาร  พีเอช  6.5  แลวนําไป
ใหความรอนที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที  100  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  30  และ  60  นาที  และที่  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   ทําใหเย็น
โดยทันที และนําไปทดสอบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่เหลืออยูกับ
แบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  ชนิด

7.4   ผลของพีเอชตอความคงตัวของแบคเทอริโอซิน
                 ทําการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอพีเอช  (ดัดแปลงจาก
Oh et  al., 2000)  โดยนําแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ทราบความเขมขนจากขอ 5.1 มาปรับ
พีเอชเปน  1.0  ถึง 14   ดวยสารละลาย  6 N NaOH/HCl  บมไวที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที หลังจากนั้นปรับพีเอชใหเปนกลาง (พีเอช 6.5) แลวนําสวน
ใสที่ไดหลังจากการปรับพีเอชมาทดสอบกิจกรรมการยั้บยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง  4  
ชนิด


