
บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

                 แบคเทอรโิอซนิ  คือ  สารเปปไทด หรอืสารประกอบโปรตนีทีส่รางจากแบคทเีรยีม ี           
ประสิทธิภาพในการยังยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นที่มีสายพันธุใกลเคียงกับ
แบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินหรือสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนที่
มีความไวตอแบคเทอริโอซิน (Brink et. al., 1994)
           Lactobacillus  casei  ssp.  rhamnosus   SN 11   เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไม
สรางสปอรแยกไดจากอาหารประเภทสมฟก สามารถสรางแบคเทอริโอซินที่ทนความ
รอนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  45  นาที  และสามารถทนตอสภาวะเปน
กรดไดโดยยังคงมีกิจกรรมที่พีเอช 5   (ศิรินาถ หนูเอก, 2540)   จากคุณสมบัติและความ
สามารถตางๆ ประกอบกับในปจจุบันผูบริโภคหันมาใหความสําคัญและเอาใจใสในดาน
สุขภาพมากขึ้นและพยายามหลีกเลี่ยงอาหารที่มีการใชสารเคมีในการถนอมอาหารทําให                 
แบคเทอริโอซินถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหารมากยิ่ งขึ้น  และการผลิต                  
แบคเทอริโอซินเพื่อใหไดในปริมาณสูงจึงจําเปนมากตอการนําไปใช ซึ่งการผลิต            
แบคเทอริโอซินสามารถทําไดโดยการเลี้ยงแบคทีเรียแลกติกในอาหารที่มีองคประกอบ
ตางๆ ที่จําเปนครบถวน เชน  น้ําตาล  วิตามิน และแหลงไนโตรเจน  เปนตน  โดยทั่วไป
การใชอาหารสังเคราะหหรืออาหารสําเร็จรูปจะมีราคาคอนขางแพง ทําใหการผลิต       
แบคเทอริโอซินในระดับอุตสาหกรรมไมมีความคุมคาทางเศรษฐศาสตร
         ในการศึกษาเกี่ยวกับแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN 11 นอก
จากการศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซิน เชน ความสามารถในการยับยั้ง
แบคทีเรียอินดิเคเตอร  ความคงตัวของแบคเทอริโอซินตออุณหภูมิ  ความคงตัวตอพีเอช  
และความคงตัวตอเอนไซมยอยโปรตีน (ศิรินาถ  หนูเอก, 2540) ในน้ําหมักแลว  ภัทรพล 
จันทราภรณ (2543)  ไดศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตแบคเทอริโอซินโดย



ทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารดัดแปลงจากอาหาร MRS โดยใชน้ําตาล ซูโครส รอยละ 1 
และใชน้ํานึ่งปลาทูนาเจือจางรอยละ 50 แทนที่แหลงไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร MRS  
(Medium I) โดยพบวามีกิจกรรมการยับยั้งเปน  30  AU/ml เทากับในอาหาร MRS นอก
จากนี้นิติเนตร ขําทวี (2544) ไดทําการศึกษากลไกการทําลายแบคทีเรียอินดิเคเตอรของ
แบคเทอริโอซินที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน  จากการทดลองพบวาแบคเทอริโอซิน
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus  และ  Listeria murrayi  ซึ่งเปน
แบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวา Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ              โดย
แบคเทอริโอซินจะเขาไปมีผลตอผนังเซลลแบคทีเรียอินดิเคเตอร  โดยทําใหผนังเซลล
เกิดรูพรุน  บางสวนเกิดการฉีกขาดทําใหเกิดการสูญเสียสารประกอบภายในเซลลที่มี
ขนาดเล็กกวารูพรุน
           จากความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค การทนความรอน และทน
กรดต่ําได จึงเปนขอดีของแบคเทอริโอซินในการนําไปประยุกตใชในการแปรรูปเพื่อทด
แทนสารสังเคราะห นอมจิตต  ออนแกว (2544)  นําเอาแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ  L. 
casei ssp. rhamnosus  SN 11  ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนมาใชรวมกับระบบแลกโต
เปอรออกซิเดส ซึ่งเปนระบบปองกันการเจริญของจุลินทรียที่มีอยูในธรรมชาติที่พบใน
น้ํานมดิบ เพื่อเปนเทคโนโลยีรวม (Hurdle Technology) จากการทดลองพบวาการใช
เทคโนโลยีรวมสามารถใชในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และชวยในการยืดอายุการ
เก็บรักษานมดิบและผลิตภัณฑได
                 จากการทดลองที่ผานมาแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. rhamnosus  SN 
11 ที่นํามาทดสอบเปนแบคเทอริโอซินที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนโดยการเหวี่ยงแยก
เซลลออกแลวกรองผาน Ultrafiltration membrane และตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตเทานั้น  ซึ่งทําใหผลการทดลองที่ผานมาแสดงถึงประสิทธิภาพของ
แบคเทอริโอซินไดไมเต็มที่ ดังนั้นเพื่อความปลอดภัยของผูบริโภคและเพื่อใหเกิด
ประโยชนสูงสุดในการนําไปใชงาน การทดลองในครั้งนี้จึงเนนในดานเทคนิคการทํา
บริสุทธิ์สาร เพื่อใหทราบถึงคุณลักษณะและองคประกอบของสาร ตลอดจนสามารถ
จําแนกชนิดและประเภทของแบคเทอริโอซินที่ได เพื่อนํามาใชเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับ



การศึกษาในขั้นตอไป เชน การศึกษาในดานพันธุวิศวกรรม เพื่อการปรับปรุงและดัด
แปลงสายพันธุเพื่อเพิ่มผลิตผลของแบคเทอริโอซินใหไดปริมาณที่มากยิ่งขึ้นอีกดวย

ตรวจเอกสาร

1. แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin)
           แบคเทอริโอซินมีการคนพบตั้งแตป ค.ศ. 1925 โดย Gratia พบวา Escherichia
coli  φ สามารถยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli   V   โดยสรางสารที่ชื่อวา  colicin  
และสารตางๆ  อีก 17   ชนิด   ตอมามีการคนพบสารคลาย colicin ที่สรางจากแบคทีเรีย
แกรมบวกจึงรวบรวมสมมติฐานวาแบคเทอริโอซิน คือ สารเปปไทด หรือสารประกอบ
โปรตีนที่สรางจากแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการยังยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่น 
ที่มีสายพันธุใกลเคียงกับแบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินหรือสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนที่มีความไวตอแบคเทอริโอซิน
           Klaenhammer  (1988)  แบงแบคเทอริโอซินตามความสามารถในการยับยั้งเปน  2  
ชนิด คือ
           1. แบคเทอริโอซินที่มีผลในการยับยั้งในชวงแคบ (narrow inhibition spectrum)  
                 เปนแบคเทอริโอซินที่มีผลยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียในจีนัสเดียวกัน เชน  
lactocin 27 จากเชื้อ  Lactobacillus  helveticus  LP27  ยับยั้งเฉพาะ Lactobacilli   
diplococcin  จากเชื้อ  Lactococcus  lactis ssp. cremoris 346  ยับยั้งเฉพาะ Lactococci
หรือยับยั้งแบคทีเรียในจีนัสอื่นไดเล็กนอย  เชน lactacin F ยับยั้ง   Lactobacilli  และ 
Enterococcus  faecalis
           2.  แบคเทอริโอซินที่มีผลยับยั้งในชวงกวาง  (broad  inhibition  spectrum)
                 เปนแบคเทอริโอซินที่มีผลยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกอื่นๆ  เชน  ไนซิน จาก
เชื้อ Lactococcus  lactis  ssp. lactis   ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก   นอกจากนี้  pediocin  
AcH  จากเชื้อ Pediococcus acidilactici  ยับยั้ง  Pediococci   Lactobacilli   Leuconostocs   
Bacilli  Enterococci   Staphylococci  Listeriae  และ Clostridia



          Klaenhammer (1993) แบงแบคเทอริโอซินตามลักษณะโครงสราง  มวลโมเลกุล 
และความคงตัวตอความรอน  ไดเปน  4  ชนิด
         1.  lantibiotic เปนแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็ก  และมีกรดอะมิโนเปนองค
ประกอบประมาณ  19-37  โมเลกุล  ซึ่งเปนกรดอะมิโนชนิด α,β–unsaturated  ซึ่ง
ประกอบดวย  dehydroalanine  และ  dehydrobutyrine และกรดอะมิโนชนิด thioether 
ซึ่งประกอบดวย lanthionine และ  β-methyllanthionine โดยไมมีกรดอะมิโนชนิด       
วงแหวนเปนองคประกอบ มีพันธะ thioether 5  พันธะ  ทําใหมีความแตกตางจาก           
แบคเทอริโอซินชนิดอื่นๆ  แบงไดเปน  2  ชนิดยอยๆ    คือ
                   1.1  lantibiotic ชนิด A ซึ่งจะมีลักษณะโครงรางเปน screw-shaped มีมวล
โมเลกุลประมาณ 2,164-3,488  ดาลตัน  เชน  ไนซิน  จากเชื้อ Lactococcus  lactis  ssp. 
lactis และ  lactacin F  จากเชื้อ  Lactobacillus sake L45
                   1.2  lantibiotic ชนิด B ซึ่งจะมีลักษณะโครงรางเปน globular-shaped มีมวล
โมเลกุลประมาณ  1,959-2,014 ดาลตัน  เชน  ancovonin   จากเชื้อ  Streptomyces sp.
           2.  non-lantibiotic ขนาดเล็ก เปนแบคเทอริโอซินที่มีมวลโมเลกุลนอยกวา 15,000  
ดาลตัน  มีความคงตัวตอความรอนที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  มากกวา  30  นาที  
เชน   lactacin B จากเชื้อ Lactobacillus acidophilus N2 และ Lactobacillus  lactis ssp. 
cremolis 346 หรือที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  15  นาที  เชน  lactacin F  จากเชื้อ 
Lactobacillus acidophilus 11088
           3. non-lantibiotic ขนาดใหญเปนแบคเทอริโอซินที่มีมวลโมเลกุลมากกวา 15,000 
ดาลตัน  ไวตอความรอนที่อุณหภูมิ  60-100  องศาเซลเซียส  10-15  นาที  เชน caseicin 
80 จากเชื้อ  Lactobacillus  casei  B80
           4.   complex bacteriocin เปนแบคเทอริโอซินที่มีโครงสรางเปปไทดที่มีไขมัน
หรือคารโบไฮเดรตเกาะอยู    เชน   lactacin   27   จากเชื้อ   Lactobacillus    helveticus   
LP27     ซึ่งเปนแบคเทอริโอซิน  ชนิดไกลโคโปรตีน
           ความแตกตางของแบคเทอริโอซินกับสารปฏิชีวนะในการออกฤทธิ์ยับยั้ง  คือ           
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวกจะออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะกับแบคทีเรีย           
แกรมบวก และแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียแกรมลบจะออกฤทธิ์ยับยั้งเฉพาะกับ



แบคทีเรียแกรมลบ ในขณะที่สารปฏิชีวนะ  คือ  สารที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตทั้ง  procaryotes  
และ  eucaryotes  ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งสิ่งมีชีวิตทั้ง  procaryotes  และ eucaryotes โดยที่ระดับ
ความเขมขนต่ํา และจะไมยับยั้งตัวมันเองและการใชสารปฎิชีวนะสามารถใชไดเฉพาะ
การรักษาโรคเทานั้น และหากใชติดตอกันเปนเวลานานจะทําใหแบคทีเรียในลําไส
เปลี่ยนแปลงทั้งยังมีผลตอการดื้อยาของแบคทีเรียอีกดวย (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล  
และคณะ, 2539)

2. การทํางานของแบคเทอริโอซิน
แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียตางชนิดกันจะมีคุณสมบัติตางกัน                 ความ

สามารถในการยับยั้งหรือการทําลายจะแตกตางกันดวย  สําหรับกลไกการออกฤทธิ์ของ
แบคเทอริโอซินชนิดตางๆ  พอจะแบงไดดังนี้
            1.  ยับยั้งการสรางผนังเซลล  ซึ่งเปนสวนที่อยูนอกสุดของเซลล  มีความแข็งแรง
ทําหนาที่ปองกันสิ่งที่อยูในเซลล  สําหรับแบคทีเรียผนังเซลลเปนสวนสําคัญที่ใชในการ
จําแนกแบคทีเรียเปนแกรมบวก แกรมลบ
            โครงสรางพื้นฐานของแบคทีเรียทั้ง 2 พวก ที่ตางกัน คือ  peptidoglycan  (อาจ
เรียกวา glycopeptide  หรือ  mucopeptide หรือ murein)  พวกแกรมบวกมีสวนนี้หนา
มาก  ในแกรมลบจะบางกวา  และแกรมลบจะมีสวนของ  lipopolysaccharide  หุมอีกชั้น
หนึ่ง  peptidoglycan  ของแบคทีเรียทั้งหลายจะมีโครงสรางหลักเปน  polysaccharide ซึ่ง
สลับกันระหวาง N-acetylglucosamine (GlcNAC) และ N-acetylmuramate (MurNAC)  
แตมี  side chain  แตกตางกันไปบาง   (วิลาวัณย  เจริญจิระตระกูล, 2533)

แบคเทอริโอซินจะไปยับยั้งการสราง  peptidoglycan  ซึ่งสงผลใหหยุดการสราง
ผนังเซลล เนื่องจากผนังเซลลมีความสําคัญมากหากถูกทําลายหรือสรางไมสมบูรณ
แบคทีเรียจะตายได  แบคเทอริโอซินพวกนี้จึงจัดเปน  bacteriocidal
           2.  รบกวนหนาที่ของเยื่อหุมเซลล  ซึ่งเปนสวนที่ถัดจากผนังเซลลเขามา  หนาที่
ของเยื่อหุมเซลลทั่วไป  คือ  osmotic  barrier  ที่ชวยปองกันไมใหสารตางๆ  เขาหรือออก
จากเซลลงายเกินไป  อีกหนาที่หนึ่งเกี่ยวของกับระบบขนสงเพื่อนําสารเขา – ออก เซลล 
โดยมีผลตอ  Proton  motive  force   ของเยื่อหุมเซลล  ทําใหความสมดุลของ  K+  ของ



เซลลเปลี่ยนแปลงไป  โดยมีการผานเขาไปในเซลลมากขึ้นและเกิดการสะสมทําใหแรง
ดันในเซลลไมสมดุล  เซลลจะแตกและตายในที่สุด

ภาพที่ 1 แสดงกลไกการทําลายแบคทีเรียอินดิเคเตอรของโมเลกุลของ
แบคเทอริโอซิน

Figure 1 Mode of action of bacteriocin
source  :  Murina และคณะ  (1996)

Hoover  และคณะ (1993)  พบวา  การทําลายแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยใชไนซิน
เกิดจากการการที่เยื่อหุมเซลลดูดซับ (adsorption) ไนซินไปยังตามดวยการทําลาย             
กิจกรรม (inactivation) ของ sulphydryl  groups  และจากภาพที่ 1  แสดงกลไกการ
ทําลายแบคทีเรียอินดิเคเตอรของโมเลกุลของแบคเทอริโอซินที่มีโครงสรางแบบ   α-
helical  หรือ  β-sheet  ซึ่งจะทําใหเกิด poration  complex ในเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดการ
ฉีกขาด และสูญเสียความสามารถในการควบคุมการผานเขาออกของสารตางๆ มีผลทํา
ใหเซลลแบคทีเรียที่ไวตอแบค เทอริโอซิน ถูกทําลายได (Murina, 1996)
 3.  ยับยั้งการสรางกรดนิวคลีอิก  กรดนิวคลีอิกมี  2  ชนิด  คือ  deoxyribonucleic  
acid (DNA)  และ  ribonucleic acid (RNA)  ในการเจริญและแบงตัวของเซลลข้ึนกับการ



สังเคราะหDNA  ซึ่งเปนสารพันธุกรรม  แต RNA  มีความจําเปนสําหรับเซลลเพราะเปน
แมพิมพในการสังเคราะหโปรตีนและเอนไซม

4.  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน  กระบวนการสังเคราะหโปรตีนไดจากการแปร
รหัสบน  mRNA  หรือเรียกวา  ข้ันตอน translation กระบวนการนี้เกิดขึ้นใน  ribosome 
สําหรับ ribosome ของแบคทีเรียจะเปนชนิด  70S (ประกอบดวย  2  หนวยยอย  คือ  30S  
และ  50S) การยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน  จะเกิดจากแบคเทอริโอซินที่มีโครงสราง
แบบ aminoglycoside คือมี amino  sugar ในโมเลกุลทําใหเกิดพันธะ  glycocidic ซึ่งมี
ความสามารถจับกับ 30S  ribosomal  subunit ทําใหไปยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนและ
ลดความสามารถในการขนสงรหัสทางพันธุกรรม  นอกจากนี้ยังทําใหการอานรหัสใน
การสราง  mRNA ผิดพลาด  เพราะบางตําแหนงถูกบดบัง  สงผลใหความสามารถในการ
สรางโปรตีนที่เปนเอนไซมผิดพลาด  เมื่อไมมีเอนไซมการทํางานของเซลลจะผิดปกติไป  
ในกระบวนการสังเคราะหโปรตีนหลายขั้นตอนที่แบคเทอริโอซินยับยั้งไดนั้น  สามารถ
กลับสูสภาพเดิมไดเมื่อลดความเขมขนลง ดวยเหตุนี้แบคเทอริโอซินที่ออกฤทธิ์ยับยั้ง
การสังเคราะหโปรตีนสวนใหญเปน  bacteriostatic

5.  รบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึม    กระบวนการเมตาบอลิซึมสามารถกลับ
เขา  สูสภาพเดิมไดเมื่อปริมาณแบคเทอริโอซินลดลง  ดังนั้น  แบคเทอริโอซินพวกนี้จึง
จัดเปน bacteriostatic

สารแบคเทอริโอซินจากแบคที เรียแลกติกที่แยกไดจากแหลงตางๆ  มี               
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นๆ ได Lewus และคณะ (1991) 
ทําการแยกแบคทีเรียแลกติกที่สรางแบคเทอริโอซินจากเนื้อวัวพบวาสารแบคเทอริโอซิน
ที่แยกไดสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค และเจริญที่อุณหภูมิต่ํา  ไดแก 
Listeria  monocytogenes  4  สายพันธุ Aeromonas  hydrophila  2  สายพันธุ 
Staphylococcus  aureus   2  สายพันธุ  ในขณะที่ Okereke และ  Montville (1991) 
ทดสอบการใชสารแบคเทอริโอซินที่ไดจากแบคทีเรียแลกติก 23 สายพันธุ จากอาหาร
หมัก  พบวา  Pediococcus  pentosaceus  ATCC 43200  P. pentosaceus ATCC 43201
Lactobacillus lactis  ssp. lactis ATCC 11454  L. acidophilus N2  และ L. plantarum 
BN สามารถยับยั้ง  Clostridium botulinum  ได  11  สายพันธุ



Voughan  และคณะ (1994)  ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสีย  และทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ โดยนํา
แบคทีเรียแลกติกที่แยกไดประมาณ  1,000  ไอโซเลต  มาทดสอบความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร  ไดแก  Staphylococcus  aureus  Listeria  
innoca  Pseudomonas  fragi  และ Lactobacillus  bulgaricus    ผลการทดลองพบวา 
สวนใหญยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอรได  1  ชนิด  มีเพียงบางชนิดเทานั้นที่
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดมากกวา 1  ชนิด

Brink และคณะ (1994) ทําการแยกเชื้อจากอาหารหมักหลายประเภทพบ 
Lactobacillus Salivaricus   M7  และ  L.  acidophilus  M46   ที่สามารถผลิตสาร             
แบคเทอริโอซิน salivacin B ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria  monocytogenes
ได ในขณะที่ acidocin B สามารถยับยั้งเชื้อ Clostridium sporogenes  ได

Ming  และคณะ (1997) ศึกษาการใชแบคเทอริโอซิน  nisin   และ  pediocin  จาก
แบคทีเรียแลกติก  Lactobacillus  lactis 7962  และ Pediococcus  acidilactici  K  ตาม
ลําดับ โดยนําไปประยุกตใชในการเคลือบฟลมบรรจุอาหารประเภทเนื้อสัตวทั้งที่ผาน
การแปรรูปแลวและเนื้อสด  พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria  monocytogenes 
ในผลิตภัณฑดังกลาวได นอกจากนี้ Hone และคณะ (1998) ทําการศึกษา  pediocin PA-1  
ซึ่งไดจาก Pediococcus  acidilactici และLactococcin  จากเชื้อ Lactobacillus  lactis ssp. 
diacetylactis  NW4 ซึ่งจัดเปนแบคเทอริโอซินกลุม  non-lantionine  (Jack  et al., 1995; 
Klanehammer, 1993) พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria  monocytogenes  ซึ่ง
เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิและพีเอชตํ่าได

McAuliffe และคณะ (1998) ทําการศึกษา  lactacin  3147 ซึ่งเปนแบคเทอริโอซิน
จากเชื้อ Lactobacillus  lactis  ssp. lactis DPC 3147  ที่แยกไดจากเมล็ด Irish kefir พบวา 
lactacin 3147  จัดเปนแบคเทอริโอซินชนิดที่มีความสามารถในการยับยั้งในชวงกวาง  
(broad spectrum)  และมีความคงตัวตอความรอน  สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria  
monocytogenes     Lactobacillus  lactis  และ  Bacillus   subtilis  ไดถึงแมจะใชที่ความ
เขมขนต่ํา  ซึ่งมีลักษณะคลายกับไนซิน  นอกจากนี้ Ryan  และคณะ (1998) นํา               
lactacin 3147 ไปใชในการยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคเตานมอักเสบที่ปนเปอนใน



น้ํานม แทนการใชสารปฏิชีวนะ พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus 
aureus    Streptocoocus agalactiae และ Streptocoocus uberis นอกจากนี้ Oumer และ
คณะ (2001) ทําการแยกแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก 6 สายพันธุ คือ nisin A                
nisin Z    lactacin 481   enterocin AS-48    และ  novel  plantacin    พบวาสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียพวก  mesophilic  ได  เชน แบคทีเรียกอโรคที่เจริญบนเนื้อแข็ง

3.   แบคทีเรีย Lactobacillus  casei  ssp.  rhamnosus  SN 11 และแบคเทอริโอซินที่สราง
                 L.  casei  ssp.  rhamnosus   SN 11   เปนแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลรูปราง
เปนทอน  ไมสรางสปอร  เปนพวก  Homofermentative แยกไดจากอาหารประเภทสม
ฟก  สามารถเจริญและสรางสารยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดดีเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว  
MRS  พีเอชเริ่มตนของอาหารอยูที่ระดับ  5.5 สามารถเจริญและผลิตแบคเทอริโอซินได
ทั้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ 35  องศาเซลเซียส  แบคเทอริโอซินที่เชื้อ  L.  casei 
ssp. rhamnosus   SN 11  สรางขึ้นสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ  90   องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  45  นาที   และสามารถทนตอสภาวะเปนกรดไดโดยยังคงมีกิจกรรมที่พีเอช 5 
แบคเทอริโอซินที่ผลิตขึ้นจะถูกทําลายกิจกรรมการยับยั้งไดดวยเอนไซม Pronase-E   
Proteinase-K   Trypsin  และ   α-Chymotrypsin  แตทนตอเอนไซม  Catalase   และจาก
การทดลองเมื่อนําเชื้อ   L.  casei  ssp.  rhamnosus   SN 11   มาเพาะเลี้ยงรวมกับ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร ไดแก Staphylococcus aureus    Lactobacillus  sake   Escherichia 
coli   Escherichia coli O157 : H7  Lactobacillus plantarum  Listeria monocytogen O18   
และ Carnobacterium  sp. M 114-25  ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอช  5.5  เปนเวลา            
18  ชั่วโมง  พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดสูงถึงรอยละ 89-99 (ศิรินาถ  
หนูเอก,  2540)
                 ภัทรพล  จันทราภรณ  (2543) ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิต                         
แบคเทอริโอซินโดยเชื้อ  L.  casei  ssp.  rhamnosus   SN 11  ที่ถูกตรึง  จากการทดลอง
ไดศึกษาการแทนแหลงคารบอนและไนโตรเจนในอาหาร  MRS  ดวยวัสดุราคาถูกและ
ผลขององคประกอบอื่นๆ ตอการผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อเปนการทดแทนอาหาร
สังเคราะหที่มีราคาสูง นอกจากนี้ยังอาศัยเทคนิคการตรึงจุลินทรียเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ



ในการผลิต โดยจากการทดลองแทนแหลงตางๆ ในอาหาร  MRS  โดยใชซูโครสแทน
แหลงคารบอนและน้ํานึ่งปลาทูนาที่ผานการแยกไขมันและตกตะกอนโปรตีนเจือจาง
แทนแหลงไนโตรเจน   จะไดเปนอาหาร  Medium I   ที่มีสวนประกอบ  ดังนี้

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

โดยมีพีเอชเริ่มตนเปน   5.5   โดยสูตรอาหารดังกลาวทําใหเชื้อมีการเจริญและ
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดในปริมาณเทากับอาหาร MRS สูตรปกติ โดยวัด                
กิจกรรมการยับยั้งได 30  AU/ml.  ที่ชั่วโมงที่  24   นอกจากนี้ยังพบวาการเลือกวิธีตรึง
เชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus  SN11   โดยวิธีการดูดซับบน  sintered  glasses ที่ผานการ
เคลือบดวย  polyethynemine  (PEN)  สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดเทากับการหมัก
โดยเซลลอิสระและวัดคากิจกรรมการยับยั้งได  30  AU/ml

นอมจิตต   ออนแกว  (2543)   ไดศึกษาผลของการใชแบคเทอริโอซินและระบบ
แลกโตเปอรออกซิเดสรวมกันในเทคโนโลยีรวม  (Hurdle  Technology)  ในการผลิตนม
พาสเจอรไรส เพื่อใชยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย  เพื่อชวยยืดอายุการเก็บรักษานมดิบ
และผลิตภัณฑ โดยเตรียมแบคเทอริโอซินจากอาหารที่เลี้ยงเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus
SN11 โดยการเหวี่ยงแยกเซลลออกที่  4,500  X  g  เปนเวลา  30  นาที่  ที่อุณหภูมิ  4  
องศาเซลเซียส  แลวกรองผาน  Ultrafiltration  ขนาด  100   กิโลดาลตัน  ตกตะกอน
โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแบบ  2  ระดับ  ที่ระดับความเขมขนรอยละ 40  
และ  80  พบวาเมื่อตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตรอยละ  80  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  กิจกรรมการยับยั้งในสวนตะกอนที่ไดสูงขึ้นเปน  160 
AU/ml  หลังจากนั้นกรองผาน  Ultrafiltration  ขนาด  10   กิโลดาลตัน เพื่อกําจัดเกลือ
ออกไปโดยการใชวิธีไดอะไลซีส ถุงไดอะไลซีสที่ใชมีขนาดโมเลกุลผาน  3,500 ดาลตัน  



แบคเทอริโอซินที่ไดมีขนาดโมเลกุลอยูในชวง  3,500-10,000    ดาลตัน  และพบวาหลัง
จากทําแหงโดยการ Freeze dry จะสามารถเพิ่มความเขมขนของแบคเทอริโอซินได  
14.22  เทา   และจะไดแบคเทอริโอซินที่มีกิจกรรมการยับยั้ง  320  AU/mg  เมื่อนํามาใช
กับผลิตภัณฑนม  พบวาปริมาณการใชแบคเทอริโอซินที่เหมาะสมกับนมดิบ  คือ  80  
AU/ml  โดยสามารถยับยั้งจุลินทรียทั้งหมดในนมดิบที่เก็บที่อุณหภูมิหองได  6  ชั่วโมง  
และที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ได  6  วัน  นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ  Bacillus  cereus  จํานวน  105  CFU/ml  ที่เติมลงในนมดิบที่เก็บที่อุณหภูมิหองได
นาน  6  ชั่วโมง  และที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ได  6  วัน  โดยพบวาความคงตัวของ
กิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่อุณหภูมิหองลดลงเหลือ 10  AU/ml  ในชั่วโมง
ที่  24  แตที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  กิจกรรมการยับยั้งลดลงเหลือ  40  AU/ml  ในวัน
ที่  15  ของการเก็บ

จากการศึกษาการใชแบคเทอริโอซินรวมกับการกระตุนระบบแลกโตเปอร          
ออกซิเดส (ระบบของการควบคุมและยับยั้งแบคทีเรียในน้ํานมที่มีอยูแลวตามธรรมชาติ)          
ในนมดิบพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทั้งหมดและเชื้อ   B.  cereus  ไดนาน
กวาการใชแบคเทอริโอซินหรือการกระตุนระบบแลกโตเปอรออกซิเดสอยางใดอยาง
หนึ่งเพียงอยางเดียว และยังพบวาการกระตุนระบบแลกโตเปอรออกซิเดสกอนเติม                   
แบคเทอริโอซินเปนเวลา  2  ชั่วโมง  มีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียดีกวาการเติม
แบคเทอริโอซินกอนการกระตุนและพรอมกับการกระตุนระบบแลกโตเปอรออกซิเดส

นิติเนตร  ขําทวี  (2544)   ศึกษาการทําลายเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร  Escherichia 
coli  Staphylococcus  aureus  และ  Listeria  murrayi  DMS 4580 ของแบคเทอริโอซิน
จาก  L.  casei ssp. rhamnosus  SN11   พบวาแบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียอินดิเคเตอร    S. aureus  และ L. murrayi  ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวกไดดี
กวา Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ โดยจะเขาไปมีผลตอผนังเซลล
แบคทีเรียอินดิเคเตอร ทําใหผนังเซลลเกิดรูพรุน  บางสวนเกิดการฉีกขาดทําใหเกิดการ
สูญเสียสารประกอบภายในเซลลที่มีขนาดเล็กกวารูพรุนและเกิดการสูญเสีย          โป
แตสเซียมอิออนออกมานอกเซลลและรบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล  โดยจะมีผล
ตอการสังเคราะห  ATP  ทําใหปริมาณ  ATP ภายในเซลลลดลง แตเมื่อเวลาผานไปเซลล



แบคที เ รี ย อินดิ เ ค เตอรที่ เ กิ ดการบาด เจ็บสามารถซอมแซมตั ว เองได จึ งจั ด                       
แบคเทอริโอซินชนิดนี้เปน  Bacteriostatic  

4.  ปจจัยท่ีตองคํานึงถึงในการผลิตแบคเทอริโอซิน
ในการผลิตแบคเทอริโอซิน อาหารเลี้ยงเชื้อควรมีสารอาหารที่จําเปนอยาง

ครบถวนเพื่อที่จะสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดในปริมาณสูงสุด ไมขัดขวางตอการ
ปลดปลอยแบคเทอริโอซินออกจากตัวเซลล และอาหารเลี้ยงเชื้อตองไมมีผลตอแบคทีเรีย
ที่ใชในการทดสอบ  (Tagg et al., 1976)  ดังนั้นจึงมีปจจัยที่ตองคํานึงถึงในการผลิต    
แบคเทอริโอซิน ดังตอไปนี้

4.1  ชนิดของจุลินทรีย
แบคเทอริโอซินสามารถผลิตไดจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียหลายสาย

พันธุ  การสังเคราะหแบคเทอริโอซินจะตองประกอบดวยกระบวนการถอดรหัส 
(Transcription)  และกระบวนการแปลรหัส (Translation)  เพื่อถอดรหัสทางพันธุกรรม
จากยีนสําหรับแบคเทอริโอซิน โดยยีนสําหรับแบคเทอริโอซินอาจเปนยีนที่อยูใน    
พลาสมิด (Plasmid)  หรือเปนยีนที่อยูในโครโมโซม (Chromosome)  ก็ได  Yang และ 
Ray  (1994)  พบวาไนซิน  และ  Leuconisin Lcm 1 สามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลาย
สายพันธุ  ในขณะที่  Pediocin AcH  ผลิตไดจากบางสายพันธุเทานั้น  Devuyst (1994) 
ทําการคัดแยกเชื้อ  Lactobacillus  lactis  พบวามี  21  สายพันธุที่สามารถผลิตไนซินได  
โดยปริมาณไนซินที่ผลิตไดมีตั้งแต  1 – 1886  IU/ml  และพบวาการผลิตไนซินไมมี
ความสัมพันธกับปริมาณ nis ยีนในกระบวนการถอดรหัสหรือกระบวนการแปลรหัส 
โดยความแตกตางของสายพันธุจะขึ้นกับการแสดงออกของยีนตและกิจกรรมของ
เอนไซม   รวมถึงระบบอิมมูนิตี้  (Immunity)  ของไนซิน   Quiao   และคณะ  (1997 อาง
โดย Parente และ Ricciardi, 1999)   พบวาการแสดงออกของ nisin  resistance มีผลตอ
การผลิตไนซิน  จากสายพันธุ  LAC 48  ซึ่งเปนสายพันธุดัดแปลงของ  Lc. lactis NS  ซึ่ง
จะใหการผลิตที่ดีกวาสายพันธุเดิม  ถึงแมวาการแสดงออกของ  ยีนตจะเหมือนกันก็ตาม  
การเพิ่ม nisin  resistance  โดยการชักนําพลาสมิดที่มีระบบอิมมูนจะชวยเพิ่มปริมาณการ
ผลิต  และเรงการเจริญเติบโตใหเร็วข้ึนเมื่อเทียบกับสายพันธุเดิม



4.2  องคประกอบตางๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ในการผลิตแบคเทอริโอซินจะตองคํานึงถึงแหลงและปริมาณคารบอน

ปริมาณไนโตรเจนและปริมาณฟอตเฟส  ตลอดจนปริมาณสารยับยั้งและสารลดแรงตึง
ผิวตางๆ ที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ

แบคเทอริโอซินสามารถผลิตไดในอาหารที่มีแหลงคารบอนตางๆ  กัน
การผลิต  Nisin Z  จากเชื้อ  Lc. lactis  IO-1 สามารถผลิตไดโดยใชน้ําตาล  กลูโครส  
ซูโครส  และ  xylose เปนแหลงคารบอน  โดยการใชน้ําตาล กลูโครส จะใหผลดีที่สุด 
(4000 IU/ml) เมื่อเปรียบเทียบกับการใชน้ําตาล  xylose (3000 IU/ml)  (Matsusaki และ
คณะ 1996 )

Biswas  และคณะ (1991)  ทําการทดลองผลิต Pediocin  AcH  ในอาหาร
ที่มีการใชน้ําตาลตางกันเปนแหลงคารบอน  พบวาน้ําตาลกลูโครส ใหผลการผลิตดีที่สุด
ตามดวยซูโครส   ไซโลส และกาแลกโทรส   แตในกรณีของ Enterocin  1146  การใชน้ํา
ตาล  ซูโครสเปนแหลงคารบอนกลับใหผลการผลิตที่ดีกวาการใชน้ําตาลกลูโครส ใน
ขณะที่การใชฟรุกโทรส หรือแลกโทสในการผลิต  จะใหอัตราการเจริญเทากับซูโครส 
และกลูโครส  แตจะใหผลผลิตแบคเทอริโอซินในปริมาณต่ํา (Parente and Ricciardi, 
1994b)

ในการผลิตแบคเทอริโอซินโดยใชการหมักแบบกะแบบควบคุมอุณหภูมิ
พบวาการเจริญของเชื้อและการผลิตแบคเทอริโอซินขึ้นอยูกับปริมาณคารโบไฮเดรตเริ่ม
ตน  จากการทดลองของ  Devuyst  และ  Vandamme (1992)  พบวาเมื่อใชซูโครส   30  
กรัมตอลิตร  จะใหปริมาณไนซินสูงสุดและเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโครสเปน      40 
กรัมตอลิตร  ปริมาณไนซินที่ไดจะลดลงเปน  10.9  มิลลิกรัมตอกรัม  แสดงวาแหลง
คารบอน มีผลตอการสังเคราะหหรือมีผลตอกิจกรรมของ Prenisin-modifying เอนไซม 
โดยซับสเตรตที่ใชและผลิตภัณฑที่ไดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อและลดการผลิต 
Enterocin 1146 ไดเชนกัน (Parente และคณะ 1997)  ในการผลิต  amylovorin  L471  
พบวากิจกรรมการยับยั้งสูงสุดที่ไดไมไดเกิดจากการเพิ่มปริมาณ  กลูโครส  (20-60 กรัม
ตอลิตร)  แตในทางตรงกันขามการใชน้ําตาล กลูโครส ในปริมาณสูงกลับทําใหเกิดการ
สลายตัวของแบคเทอริโอซินดวยเชนกัน



นอกจากแหลงคารบอนที่มีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินแลว  แหลง
ไนโตรเจนก็มีผลมากตอการผลิตเชนกัน  Kim  และคณะ (1997)  พบวา  ปริมาณการ
ผลิตไนซินจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจน  ถึงแมวาอัตราการเจริญของเชื้อจะ
ลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนก็ตาม นอกจากนี้ยังพบวาชนิดของแหลงไนโตรเจนก็มี
ผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินเชนกัน  De Vuyst และ  Vandamme (1993)   ทําการ
ทดลองเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจน  (10  กรัมตอลิตร)  ในการผลิตไนซิน  พบ
วาการใช cotton-seed meal  จะใหผลผลิตดีที่สุด  (2500 IU/ml) ในขณะที่การใช  yeast 
extract  และ fish meal ก็ใหผลผลิตสูงเชนกัน (นอยกวา 2000 IU/ml) ในการผลิตแบคเท
อริโอซินจากเชื้อ        Lc. lactis subsp. lactis ATCC 11454 ใน  filtered  stillage-based 
medium  เปรียบเทียบกับอาหาร LTB  พบวาปริมาณไนซิน  ใน  filtered  stillage-based 
medium   สูงกวาในอาหาร  LTB

สารอนินทรียตางๆ  ทั้ง  anions  (สารประกอบฟอตเฟส) และ  cations
จําพวกแมกนีเซียม (Mg2+) และ แคลเซี่ยม (Ca2+)  ก็มีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินเชน
กัน  แตทั้งนี้จะขึ้นกับชนิดและสายพันธุของจุลินทรียดวย  จากการทดลองของ  Devuyst  
และ  Vandamme (1993)  พบวาฟอสเฟตชวยเพ่ิมปริมาณการผลิตไนซินจากเชื้อ   Lc. 
lactis  subsp. lactis  NIZO 22186   โดยการใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพีเอช 6.8 จะใหผลการ
ผลิตดีที่สุด แตจะไมมีผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินจากสายพันธุ   Lc. lactis  IO-1  
(Matsusaki  et.al., 1996)
                แมกนีเซียม (Mg2+) สามารถเพิ่มการผลิต Pediocin AcH (Biswas et. al., 
1991) และชวยเพิ่มการผลิตและลดการเกาะตัวกันของไนซิน  จากเชื้อ   Lc. lactis  subsp. 
lactis ATCC 11454 (Mcghrous et. al., 1992) แตไมสามารถเพิ่มการผลิตไนซิน  จากเชื้อ             
Lc. lactis  IO-1 ได (Matsusaki  et.al., 1996)  นอกจากนี้การเติม  CaCl2  ปริมาณ  0.1 
โมลตอลิตร  ยังชวยเพิ่มปริมาณ   nisin  Z   แตไมมีผลใดๆ  ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ
หรือการผลิต  lactate  จากน้ําตาลไซโลส  และกลูโครส  ในการผลิตแบบกะที่มีการควบ
คุมพีเอช
                 Tween 80  สามารถสงเสริมการผลิตไดในแบคเทอริโอซินบางชนิด  ถึง
แมวา Tween 80 จะมีคุณสมบัติในการปองกันการดูดซับบนพื้นผิว แตจะสามารถเพิ่ม



ประสิทธิภาพในการผลิตได Biswas และคณะ (1995) พบวาอาหารที่มีกลูโครส  เปน
แหลงคารบอนและมีการเติม  tween  80  และ Mg2+ ใหปริมาณมวลชีวภาพและปริมาณ
การผลิต  pediocin ACH จากเชื้อ Pediococcus  acidilactici  สูงสุดและยังชวยเพิ่มการ
ผลิต  Lactocin S  (Mortvede-Abildgaard et al.,1995) และ  Amylovorin L 471                 
(De  Vuyst  et al., 1996)  อีกดวย  สารเหลานี้จะเขาไปมีผลตอการแสดงออกของยีนต  
ชวยปองกันการเกาะรวมกันของแบคเทอริโอซินและยังชวยเพิ่มผลิตผลภายใตสภาวะ
ควบคุมตางๆ  ได

 4.3  สภาวะที่ใชในการหมัก
อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการเจริญและการผลิต         

แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก Rammelsberg  และ  Dadler (1990) ศึกษาผลของ
อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงตอการผลิต caseicin 80  จากเชื้อ Lactobacillus  casei  B80  ที่
อุณหภูมิ  15  20  25  และ  30   องศาเซลเซียส  พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
สามารถผลิต caseicin 80 ไดสูงสุด  ในขณะที่  Graciela  และคณะ  (1995)   ศึกษาการ
ผลิต  lactocin 705  จากเชื้อ  L. casei  CRL705  พบวาที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  ให
คากิจกรรมการยับยั้งสูงสุด
                 ภัทรพล   จันทราภรณ  (2543) ทําการศึกษาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การเพาะเลี้ยงตอการเจริญของเชือ้ บนตวัดดูซบั    และการผลติแบคเทอรโิอซนิจากเชือ้        
L. casei ssp. rhamnosus  SN11 โดยทําการบมที่อุณหภูมิหอง  ถึง  อุณหภูมิ  60  องศา
เซลเซียส    พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมแกการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน  คือ ที่
อุณหภูมิหอง (30 องศาเซลเซียส)  และอุณหภูมิ 35  องศาเซลเซียส   สามารถวัดกิจ
กรรมการยับยั้งสูงสุดไดที่ชั่วโมงที่ 20
                De Vuyst  และ Vandamme  (1995)  ไดศึกษาผลของอุณหภูมิในการผลิต
ไนซิน จากเชื้อ  Lactococcus  lactis  พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมเทากับ  28-30 องศา
เซลเซียส  ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ  Matsusaki  และคณะ (1996)  พบวาการผลิต
ไนซิน จากเชื้อ Lactococcus lactis 10-1 ใหกิจกรรมการผลิตแบคเทอริโอซินสูงสุดที่
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อใน



ขณะที่การผลิตกรดแลกติกจากเชื้อชนิดเดียวกันจะใหปริมาณสูงสุดที่อุณหภูมิ  37  องศา
เซลเซียส  (Ishisaki and Ohta, 1989)
                 คาพีเอชเริ่มตน  และสุดทายของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการเจริญ  
การผลิตและความเสถียรของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก Barefoot และ  
Klaenhammer (1983)  พบวา Lactobacillus  acidophilus  N2  สามารถผลิต  lactacin B 
ไดมากขึ้นเมื่อมีการเพิ่มพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก  5.9  เปน  7.0  และการผลิตจะลด
ลงเมื่อพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อตํ่ากวา 5.9 ตรงกันขามกับการทดลองของ  
Joerger และ Klaenhammer (1986)  พบวา Lactobacillus  helveticus  481 ผลิต 
helveticin J ไดสูงสุดเมื่อพีเอชเริ่มตนของอาหารเทากับ  5.5
                De  Vuyst และ Vandamme (1992) ไดศึกษาการผลิตไนซินจากเชื้อ  
Lactococcus  lactis  ssp.  lactis  NIZO 221656  ในอาหารที่มีการควบคุมพีเอชเทากับ  
6.8  และไมมีการควบคุมพีเอช  พบวาปริมาณไนซินสูงสุดที่ผลิตไดจะเทากัน  โดยใน
การทดลองที่มีการควบคุมพีเอชปริมาณไนซิน  ที่ผลิตไดสูงสุดเทากับ  1800  IU/ml  ที่
ชั่วโมงที่ 8  ในการเจริญชวงปลาย  log  phase  และหลังจากนั้นปริมาณการผลิตจะคงที่  
แตในการทดลองที่ไมมีการควบคุมพีเอชปริมาณการผลิตจะลดลงทันทีเมื่อการผลิตเกิด
ข้ึนสูงสุด ที่เวลาเดียวกัน Yang และ Ray (1994) ศึกษาเปรียบเทียบการผลิต              ไน
ซินจากเชื้อ  Lactococcus  lactis  ในอาหาร TGE  และ TGE buffer  พบวาปริมาณไนซิน
ในอาหาร TGE buffer จะสูงกวาในอาหาร  TGE  อันเปนผลมาจากคาพีเอชในอาหาร 
TGE ระหวางการหมักจะลดลงต่ําจนเกินคาพีเอชที่เหมาะสมตอข้ันตอนการเปลี่ยนรูป
จาก inactive nisin  มาอยูในรูป  active nisin
                 Kaiser และ Montville  (1993)  ศึกษาการผลิต bavaricin จากเชื้อ
Lactobacillus  bavaricin ในอาหาร  APT ที่มีการควบคุมพีเอชตลอดการหมักเปน  6.0  
และ  6.5  พบวา  ที่พีเอช  6.0  ใหปริมาณการผลิตสูงสุดเมื่อเชื้อเจริญถึงชวงปลาย log  
phase และจะคงที่ตลอดการหมัก  ที่พีเอช  5.5  ปริมาณการผลิตจะเกิดขึ้นเพียงเล็กนอย  
แตที่พีเอช  6.5  ปริมาณสูงสุดที่ผลิตจะเทากับที่พีเอช  6.0  แตหลังจากที่จุดสูงสุดการผลิ
ตจะลดลงอยางรวดเร็ว  ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับผลการทดลองของ  Parente 
และ Hill  (1992)  ซึ่งศึกษาการผลิต  enterocin 1146  จากเชื้อ  Enterococcus faecium  



DPC1146 ในการผลิตแบบกะ  โดยศึกษาการควบคุมพีเอชตลอดการหมักเปน  5.0  5.5  
6.0  และ  6.5  พบวาการควบคุมพีเอชเปน  5.5  ใหการผลิต  enterocin  1146  ตอน้ําหนัก
เซลลสูงสุด   นอกจากนี้ที่พีเอช   5.5   แบคเทอริโอซินที่ผลิตไดมีการดูดซับกับอาหาร
หรือตัวเซลลและเกิดการเสื่อมสลายสูงกวาที่คาพีเอชอื่น ในขณะที่คาพีเอชระหวาง  6.0-
6.5  เชื้อจะมีการเจริญเติบโตดีที่สุด
                 Graciela  และคณะ  (1995)  ศึกษาผลของพีเอชเริ่มตนของอาหารตอการ
ผลิต lactocin 705  จากเชื้อ  Lactobacillus  casei  CRL705 พบวา  เมื่อทําการหมักใน
อาหาร  MRS  ที่มีพีเอชเริ่มตนเทากับ  6.5-7.5  โดยไมมีการควบคุมพีเอช  ใหการผลิต 
lactocin 705  สูงสุด  และเมื่อ   พีเอชเริ่มตนสูงหรือตํ่ากวานี้การผลิตจะลดลง
                 Baker   และคณะ  (1996)  ศึกษาผลการควบคุมพีเอชเทากับ  6.0  6.5  
7.0  และ 7.5 ในการผลิต     leuconocin  S    จากเชื้อ  Leuconostoc  mesenteroides  OX  
พบวาเมื่อทําการควบคุม   พีเอชเทากับ  7.0  เชื้อจะมีการเจริญเติบโตดีที่สุด  แตเมื่อทํา
การควบคุมพีเอชเทากับ  6.5  จะใหการผลิต leuconocin S  สูงสุด
                 ภัทรพล จันทราภรณ (2542) ทําการศึกษาผลของพีเอชตอการผลิต                
แบคเทอริโอซินจากเชื้อ  Lactobacillus casei ssp. rhamnosus  SN11     ในถังหมัก
ขนาด  3  ลิตร โดยใชอาหาร  medium I  และมีพีเอชเริ่มตนเทากับ  5.5  พบวาเมื่อ           
พีเอชลดลงเปน  4.5  แลวทําการควบคุมพีเอชที่คานี้ไว เชื้อมีการเจรญิดทีีส่ดุโดยมนี้าํหนกั
เซลลแหงเทากบั  3.48   กรมัตอลติร ปรมิาณน้าํตาลทัง้หมดลดลงอยางรวดเรว็ตัง้แต    12    ชัว่โมง
แรกของการหมกั และมกีารผลติแบคเทอรโิอซนิสงูสดุโดยวดักจิกรรมการยบัยัง้ไดเทากบั  60   
AU/ml    ทีช่ัว่โมงที ่  16

5.  การผลิตแบคเทอริโอซินโดยใชแหลงสารอาหารที่เปนวัสดุเศษเหลือ
                โดยทั่วไปการผลิตแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกจะใชตนทุนคอนขาง
สูงเนื่องจากอาหารสําเร็จที่ใชมีราคาคอนขางสูง ดังนั้นในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม
จําเปนตองศึกษาหาแหลงของสารอาหารที่มีราคาถูกมาใชในการผลิต  แตทั้งนี้ตองคํานึง
ถึงปริมาณสารอาหารตางๆ  ที่จําเปนตอการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อวา
มีครบถวนหรือไม  และในสารอาหารนั้นตองไมมีสารพิษที่เปนอันตรายตอเชื้อ  และจะ



ตองมีปริมาณที่มากพอและสามารถจัดหาไดงาย  ตัวอยางการนําสารที่มีราคาถูกมาใชใน
การผลิตแบคเทอริโอซิน  เชน
                 De  Vuyst  และคณะ  (1990)  ศึกษาการผลิตไนซินจากเชื้อ  Lactococcus  
lactis  ssp.  lactis  ในอาหาร  cotton  seed  meal  ความเขมขนรอยละ  3  พบวาจะใหการ
ผลิตไนซิน  2500  IU/ml.  Hugenholtz  และ De  Veer (1991,  อางโดย  De  Vuyst   และ  
Vandamme,  1994)  ศึกษาการผลิตไนซินจากเชื้อ  Lactococcus  lactis  ssp.  lactis  
NIZO 22186   ในอาหาร  milk  medium  และ  whey  medium  จะใหการผลิตไนซิน  13  
และ  8  มิลลิกรัมตอลิตร   ตามลําดับ
                 Chii-Cherng  และคณะ  (1993)  ศึกษาการผลิต   pediocin  PO2  จากเชื้อ  
Pediococcus  acidilactici  PO2  ในน้ําเวย   พบวาจะไมมีการผลิตแบคเทอริโอซิน  แต
เมื่อเติมยีสตสกัดรอยละ  2  และ  tween  80  รอยละ  1  จะใหปริมาณการผลิต  pediocin  
PO2  เทากับในอาหาร  MRS  ซึ่งใหผลเชนเดียวกับการผลิต  lactocin  705  จากเชื้อ  
Lactobacillus  casei  CRL 705  (Graciela  et  al., 1995)
                 Daba และคณะ (1993)  ศึกษาการผลิต  mesenterocin 5 จากเชื้อ  Leuconostoc  
mesenteroides   ในน้ําเวย  พบวาไมมีการผลิต  และเมื่อเลี้ยงในอาหาร  whey  permeate  
จะใหการผลิตเพียงเล็กนอย  แตเมื่อเติมยีสตสกัดรอยละ  2   และ  tween  80  รอยละ  1  
จะใหการผลิต  mesenterocin 5  เปนกึ่งหนึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับอาหาร   MRS
                 Hsieh และคณะ  (1996) ศึกษาการผลิต   propionicin จากเชื้อ   
Propionibacterium  thoenii  พบวาในอาหารที่ประกอบดวยโมลาส  (beet  mplasses)  
รอยละ  12.5  และน้ําแชขาวโพด  (corn  steep  liquor)  รอยละ  9  ในอัตราสวน  3 : 1  
จะใหการผลิตแบคเทอริโอซินมากกวาอาหารมาตรฐานถึง  5  เทา
                 Tom  และคณะ (1998) ศึกษาผลของการใชน้ําแชขาวโพด เนื้อสกัด  ยีสตสกัด  
และเปปโตน เปนแหลงไนโตรเจนในอาหาร MRS ตอการเจริญและการผลิต  plantaricin 
243  โดย  Lactobacillus  plantarun 243  พบวาเชื้อมีการเจริญไมแตกตางกัน   แตการ
ผลิต   plantaricin 243  ในอาหารที่มีน้ําแชขาวโพดเปนแหลงไนโตรเจนจะใหปริมาณต่ํา
สุด ทั้งนี้อาจเปนเพราะในน้ําแชขาวโพดมีกรดอะมิโนที่จําเปนตอการผลิตนอย



ภัทรพล จันทราภรณ (2543) ทาํการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต                         
แบคเทอรโิอซินจากเชื้อ   Lactobacillus casei ssp. rhamnosus  (SN11)  โดยใชกากน้ําตาล  
และ ซูโครส แทนที่ กลูโครส และใชน้ํานึ่งปลาทูนาแทนไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร  
MRS  จากการศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งปลาทูนา  พบวามีองคประกอบดัง
แสดงในตารางที่  1

โดยจากการวิเคราะหองคประกอบตางๆ  พบวามีปริมาณไนโตรเจนรอยละ  7.0  
เมื่อแยกโปรตีนออกพบวายังมีปริมาณไนโตรเจนเหลืออีกรอยละ  4.0  ใกลเคียงกับใน
อาหาร  MRS  ที่มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดรอยละ  4.8   และจากการทดลองหาสภาวะ
ที่เหมาะสมพบวาการใชซูโครสรอยละ 1  เปนแหลงคารบอน  และการใชน้ํานึ่งปลาทูนา
เจือจาง รอยละ 50  เปนแหลงไนโตรเจน  (Medium I)  เชื้อมีการเจริญสูงสุด   และพบวา
การไมเติมแมงกานีสซัลเฟตและแมกนีเซียมซัลเฟตในอาหาร  Medium I  ไมมีผลตอการ
เจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน  แตอยางไรก็ตามเมื่อไมเติมสารประกอบบัฟเฟอร    
(แอมโมเนียมอะซีเตท  โซเดียมซิเตรท  และ  ไดโพตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต)  และ  
tween 80  จะทําใหการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินลดลง

แหลงอาหารราคาถูกที่มีความเปนไปไดสําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินอีกชนิด
หนึ่ง  คือ น้ํามะพราว เนื่องจากในน้ํามะพราวมีปริมาณสารอาหารตางๆ มากมายที่         
จุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตและใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อในการผลิต     
น้ําสมสายชูและวุนมะพราว ดังแสดงในตารางที่  2



ตารางที่  1 องคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งปลาทูนา
Table 1 Chemical composition of tuna condensate

Composition Before separated
protein and lipid

After separated
protein and lipid

pH
COD (mg/l)
Total solid (mg/l)
Colloides (mg/l)
Ash (mg/l)
Protein (%)
Oil and grease (%)
Total sugar (%)
Megnesium (mg/l)
Manganis (mg/l)
Phosphorus (mg/l)
Iron (mg/l)

5.8
116,573
83,450
7,760
3.10
7.0
2.1
18

 NA
NA
NA
NA

4.5
90,000
68,450
5,840
2.44
4.0
1.0 
18

0.07
63.66
45.05
6.89

Source  :   ภัทรพล    จันทราภรณ   (2543)
NA  :  Not  Available



ตารางที่  2 องคประกอบตางๆ  ในน้ํามะพราว
Table 2 The chemical composition of coconut water

Chemical composition Green coconut water Mature coconut water
Total solids (%) 5.4 6.5
Reducing sugars (%) 0.2 4.4
Minerals (%) 0.5 0.6
Protein  (%) 0.1 0.01
Fat  (%) 0.1 0.01
Acidity  (mg) 60.0 120.0
pH 5.2 4.5
Potassium  (mg) 247 290
Sodium  (mg) 48 42
Calcium  (mg) 40 44
Magnesium  (mg) 15 10
Phosphorous (mg) 6.3 9.2
Iron  µg 79 106
Copper µg 26 26

Source  :  Krishnankutty (1987)

6.  การทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากแลกติกแอสิดแบคทีเรีย
นอกจากแบคเทอริโอซิน  ซึ่งเปนสารประกอบโปรตีนที่สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้ออ่ืนๆ  ไดแลว   สารประกอบที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียหรือจุลินทรีย
ชนิดอื่นๆ ที่ผลิตโดยแบคทีเรียแลกติกมีดังนี้  (Dasechel, 1989)

1. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide : H2O2) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
สามารถทําปฏิกิริยากับสารอื่นไดเพื่อสรางสารยับยั้ง  โดยแบคทีเรียแลกติกสามารถทํา



ปฏิกิริยากับ  endogenous thiocyanate  ซึ่งเรงปฏิกิริยาโดย  lactoperoxidase  เกิดเปนผลิต
ภัณฑ  Intermediary oxidation  ซึ่งสามารถยับยั้งจุลินทรียได  ขบวนการดังกลาว  เรียกวา  
lactoperoxidase  antibacterial ซึ่งสามารถนําไปใชยืดอายุการเก็บรักษานมสดไดโดยไม
ตองแชตูเย็น

2.  ไดอะซีทิล  (Diacetyl or 2,3-butanedione) เปนผลจากการยอยสารอาหารจาก
แลกติกแอสิดแบคทีเรียบางสปชีส  เปนสารใหกลิ่น  butter aroma  ในผลิตภัณฑนมหมัก  
และยังมีคุณสมบัติยับยั้งจุลินทรีย  แตตองใชในปริมาณมาก  และทําใหมีกลิ่นรบกวน

3.  รูเทอรรีน  (Reuterin)  เปนสารโมเลกุลต่ําที่ไมใชโปรตีนสามารถละลายไดดี
ที่พีเอชเปนกลาง  สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  ยีสต  รา  รวมทั้งโปร
โตซัว  จึงสามารํานําไปใชในการถนอมอาหารเพื่อลดจํานวนจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค  
และทําใหอาหารเนาเสีย

4.  ไมโครเกรด  (Micrograd)  สามารถตอตานแบคทีเรียแกรมลบ  ยีสตและรา  
แตไมตอตานแบคทีเรียแกรมบวก  ประกอบดวย  กรดโพรพิโอนิก  กรดอะซิติก  และ
กรดแลกติก

เนื่องจากแบคเทอริโอซินเปนสารประกอบโปรตีน  ดังนั้นเทคนิคหรือข้ันตอน
การทําบริสุทธิ์จึงอาศัยเทคนิคพื้นฐานในการทําบริสุทธิ์โปรตีนทั่วไป โดยวิธีการทํา
บริสุทธิ์แบคเทอริโอซินเพื่อแยกเอาสารที่ไมตองการออกจะมีหลากหลายขึ้นกับชนิด 
ขนาด  และองคประกอบตางๆ  ของแบคเทอริโอซิน

6.1  การหมุนเหวี่ยงหรือการเซนตริฟวจ  (Centrifugation)
            ในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินการหมุนเหวี่ยงหรือการเซนตริฟวจ
เปนวิธีการที่ใชในการแยกเซลลออกจากน้ําหมัก  และใชในการแยกตะกอนโปรตีนจาก
การตกตะกอนโดยใชแอมโมเนียมซัลเฟตออกจากน้ําหมัก  (Verna et. Al., 1997)  เชน  
ในการทําบริสุทธิ์  Acidocin D20079 จากเชื้อ  Lactobacillus acidophilus  DSM 20079  
(Deras et. al., 2005)  และการทําบริสุทธิ์บางสวนของแบคเทอริโอซิน  จากเชื้อ  
Lactobacillus  casei ssp. rhamnosus SN 11  (นอมจิตต  ออนแกว, 2544) โดยเทคนิคการ
หมุนเหวี่ยงหรือการเซนตริฟวจจะอาศัยหลักการเซดิเมนท   (Sedimentation) ภายใตแรง
เหวี่ยงหรือแรงหนีศูนยกลาง อัตราการตกตะกอนของสารจะมีคามากนอยข้ึนอยูกับ



ขนาดน้ําหนักโมเลกุล และความอัดแนนของโมเลกุลหรืออนุภาค โมเลกุลหรืออนุภาค
ขนาดใหญมีความหนาแนนสูงจะเคลื่อนออกจากศูนยกลางดวยความเร็วสูงกวาโมเลกุล
หรืออนุภาคขนาดเล็ก  ดังนั้นสารที่มีความหนาแนนสูงหรือมีขนาดโมเลกุลใหญจะตก
ตะกอนกอน  (อาภัสสรา  ชมิดท, 2537)

6.2  อัลตราฟวเตชั่น  (Ultrafiltration)  
                อัลตราฟวเตชั่นเปนอีกวิธีหนึ่งที่ใชแยกสารที่มีมวลโมเลกุลตํ่าออกจาก
สารที่มีโมเลกุลสูงและเปนวิธีที่ทําใหสารละลายโมเลกุลใหญมีความเขมขนขึ้น  ภายใต
สภาวะที่ใชแรงดันเหนือสารละลาย  โดยตัวทําละลายและตัวถูกละลายขนาดเล็กๆ  ใน
สารละลายจะถูกดันผานเยื่อกึ่งซึมได ทําใหตัวทําละลายและตัวถูกละลายถูกกําจัดออก
จากสารโมเลกุลใหญอยางรวดเร็วและทําใหสารละลายโมเลกุลใหญมีความเขมขนมาก
ข้ึน      (อาภัสสรา ชมิดท, 2537)  Holo และคณะ (1991)  ไดเพิ่มความเขมขนของ                        
แบคเทอริโอซินที่แยกไดจาก  Lactobacillus  acidophilus  LF221  โดยการนําน้ําหมักที่
ไดหลังจากแยกเซลลออกแลวมากรองดวยกระดาษกรอง  โดยมีขนาด  10  กิโลดาลตัน  
สามารถเพิ่มความเขมขนของแบคเทอริโอซินได  20  เทา

6.3  การตกตะกอนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  (Ammoniumsulfate 
Precipitate)

การตกตะกอนเปนวิธีหนึ่งที่จะแยกโปรตีนออกมาโดยอาศัยคุณสมบัติใน
การละลายของโปรตีน  สารละลายที่ใชในการตกตะกอนอาจเปนตัวทําละลายอินทรีย  
เชน  แอลกอฮอล อีเทอร  อะซีโตน  หรือสารละลายเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  การเติม
เกลือลงไปในปริมาณเล็กนอยเพื่อทําใหโปรตีนละลายไดดียิ่งขึ้น  เพราะเกลือจะเกาะกับ
โปรตีนแลวรวมกับน้ําไดดี  กระบวนการนี้  เรียกวา  Salting in  ในขณะเดียวกันการเติม
เกลือในปริมาณที่มากเพื่อใหโปรตีนตกตะกอนเรียกวา  Salting out (Klaenhammer et. 
al., 1993)

การตกตะกอนแบคเทอริโอซินสวนใหญมักใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
เนื่องจาก เปนการเพิ่มการไมละลายระหวางโปรตีนกับโปรตีน (hydrophobic protein-
protein interaction) การมีทั้งสวนที่ละลายน้ําไดและไมได  จะทําใหโปรตีนจําเพาะตก
ตะกอนในชวงความเขมขนเกลือในชวงแคบ เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตมีความสามารถ



ในการละลายสูง (70.6 กรัม/ลิตร)  และมีไอออนที่มีประจุ 4 ประจุ/โมเลกุล สารละลาย
อ่ิมตัวมีความหนืดและความหนาแนนต่ํา ทําใหแยกตะกอนออกไดงายโดยการหมุน
เหวี่ยง  การตกตะกอนดวยวิธีนี้จะตองทําที่อุณหภูมิต่ําเพื่อปองกันการสูญเสียสภาพ
ธรรมชาติของโปรตีน จากความรอนที่ถูกปลอยออกมาในระหวางการผสมสารละลาย

ตะกอนโปรตีนที่ไดจากการเหวี่ยงแยก  จะมีความบริสุทธิ์เล็กนอย
จําเปนตองผานกระบวนการอื่นตอไป  Lee  และคณะ (1999)  ไดทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอ
ซินจาก  Lactococcus  lactis  ssp. lactis H-S59 ซึ่งแยกไดจากกิมจิ  โดยการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตรอยละ  75  และกําจัดเกลือออกโดยการ ไดอะไลซีสขาม
คืน  พบวากิจกรรมการยับยั้งจําเพาะเพิ่มขึ้นจาก  4.3  เทา  เปน  5.3  เทา  และความ
บริสุทธิ์ของแบคเทอริโอซินเพิ่มขึ้น  1.2  เทา

Matijasic  และคณะ  (1998)  แยกแบคเทอริโอซิน  2  ชนิด  คือ
Acidocin LF221 A  และ  Acidocin LF221 B  ไดจาก  Lactobacillus  acidophilus  LF 
221  โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟตปริมาณ  300 กรัมตอลิตร  เก็บเกี่ยว                      
แบคเทอริโอซินไดรอยละ  80  แต  Holo  และคณะ (1991)  ไดทําบริสุทธิ์  Lactococcin 
A  จาก  Lactococcus  lactis ssp. cremoris  โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต
ปริมาณ  280  กรัมตอลิตร  เก็บเกี่ยวแบคเทอริโอซินไดรอยละ  87

6.4  ไดอะไลซิส  (Dialysis)
ไดอะไลซิสเปนวิธีการแยกโมเลกุลชนิดตางๆ ออกจากกัน โดยอาศัย

ความแตกตางของขนาดโมเลกุล ในการแยกโปรตีนออกจากสารโมเลกุลเล็กๆ ดวยถุง
ไดอะไลซิส  (dialysis bag)  ซึ่งเปน semipermeable  membrane ที่มีรูพรุนจะยอมใหสาร
โมเลกุลเล็กๆ  เชน  เกลือ  แพรผานเขาออกเมมเบรนไดและโมเลกุลที่มีขนาดใหญกวา
เสนผานศูนยกลางของรูพรุนจะคงอยูภายในถุงไดอะไลซิส  เยื่อหรือเมมเบรนกึ่งซึมไดที่
นิยมใช  ไดแก  เซลโลเฟน (cellophane)  หรือเซลลูโลสอะซิเตด (cellulose acetate)  
และไนโตรเซลลูโลส  (nitrocellulose)
                นอกจากจะใชในการแยกโมเลกุลตางๆ  ออกจากกันแลว  วิธีนี้ยังใชใน
การทําใหสารละลายมีความเขมขนขึ้น  เมื่อใสสารโมเลกุลใหญลงในถุงไดอะไลซิส  
แลวใชสารดูดความชื้น  เชน  โพลีเอธิลีนไกลคอล (polyethylene glycol)  หรือ คารบอก



ซีเมทธีลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose) ซึ่งไมสามารถผานเขาออกรูพรุนของ            
เมมเบรนได  น้ําที่อยูภายในถุงไดอะไลซิสจะถูกดูดดวยพอลิเมอรเหลานี้ทําใหสาร
ละลายโมเลกุลใหญมีความเขมขนขึ้น

6.5  โครมาโทกราฟแบบคอลัมน  (Column  chromatography)
เปนวิธีการที่ใชในการแยกสาร  เชน  โปรตีน  โดยการผานสารละลาย

โปรตีนผสมเขาไปในคอลัมนที่บรรจุดวยตัวกลางหรือเมทริกซ (matrix)  ที่เปนของแข็ง
มีรูพรุน  อาศัยคุณสมบัติของโปรตีนที่มีความแตกตางกันที่ขนาดประจุและความ
สามารถที่จะจับกับหมูเคมีที่เฉพาะบนตัวกลางนี้  ทําใหโปรตีนชนิดตางๆ  แยกออกจาก
กันและสามารถเก็บโปรตีนแตละชนิดไดที่ปลายสุดของคอลัมน (อาภัสสรา ชมิดท,
2537)
            ในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินนิยมนําเทคนิคทางโครมาโทกราฟมา
ชวยในการแยกสาร  โดยการเลือกใชคอลัมนจะขึ้นกับคุณลักษณะ  ชนิด  และขนาดของ     
แบคเทอริโอซิน  ซึ่งเทคนิคโครมาโทกราฟแบบคอลัมนนี้สามารถแบงเปนหลายชนิด
ตามความแตกตางของตัวกลางที่ใชบรรจุในคอลัมน
             6.5.1 โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ  (Ion-exchange
chromatography)  เปนวิธีที่ใชแยกสารที่มีประจุโดยอาศัยหลักของกี่ดูดซับแบบผันกลับ
ได (reversible adsorption)  ไอออนในสารละลายจะแทนที่กับไอออนอื่นที่มีประจุชนิด
เดียวกันที่จับกับหมูที่มีประจุบนตัวกลางแลกเปลี่ยนไอออนดวยแรงทางไฟฟา
(electrostatic force)

6.5.2  โครมาโทกราฟแบบเจลฟวเตชั่น  (Gel-filtration  chromatography)
เปนวิธีการแยกพวกโมเลกุลใหญ  เชน  โปรตีนใหบริสุทธิ์โดยอาศัยความแตกตางของ
มวลโมเลกุล  มีขอดี  คือ  สามารถแยกสารที่ไมเสถียรได  สูญเสียสารนอย  ไดผลดี  ใช
เวลานอยและอุปกรณที่ใชราคาคอนขางถูก วิธีนี้คอลัมนถูกบรรจุดวยเจล  เจลทําหนาที่
เปนตะแกรงรอนโมเลกุลประกอบดวยโพลิเมอรที่เชื่อมโยงกันเปนตาขายรางแห  มีคุณ
สมบัติเฉื่อยไมทําปฏิกิริยากับสารที่กําลังวิเคราะหและไมมีประจุ  ชองวางในรูพรุนของ
เจลที่มีของเหลวแทรกตัวอยูจะเปนปริมาตรของเจลเกือบทั้งหมด



                 เทคนิคเจลฟวเตชั่นนิยมใชในการกําจักเกลือออกจากสารละลายโปรตีน        
ตัวอยางเชนเมื่อตกตะกอนโปรตีนโดยใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  การกําจัดเกลือชนิด
นี้ออกจากสารละลายโปรตีน  ทําไดโดยละลายตะกอนโปรตีนในสารละลายบัฟเฟอรที่
เหมาะสมปริมาตรนอยที่สุดแลวปลอยสารละลายนี้ลงในคอลัมนที่บรรจุดวยเจลที่มีรู
พรุนขนาดเล็กกวาโมเลกุลของโปรตีน  เมื่อชะลางคอลัมนดวยบัฟเฟอร  โปรตีนจะออก
จากคอลัมนกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  การกําจัดเกลือชนิดนี้ใชเซฟาเดก G-25 
medium  สามารถกําจัดเกลือไดอยางมีประสิทธิภาพ

6.5.3  โครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High performance 
liquid chromatography : HPLC) การแยกและการวิเคราะหสารดวยวิธีนี้อาศัยหลักของ
การดูดซับ การแลกเปลี่ยนไอออน และขนาด วิธีนี้ใชคอลัมนขนาดเล็กแตมีความยาว
บรรจุดวยตัวกลางที่ทําดวยแกวหรือพลาสติกที่เคลือบดวยตัวทําละลายอยูกับที่เปนชั้น
บางๆ สวนตัวทําละลายเคลื่อนที่เปนระบบตัวทําละลายที่ถูกดันใหเขาสูคอลัมนที่บรรจุ
ดวยตัวกลางอยางแนน  สารละลายที่ตองการวิเคราะหถูกผานไปในคอลัมน  แลวผานตัว
ทําละลายเคลื่อนที่ดวรแรงดันสูง ซึ่งทําใหลดเวลาการแยกและการวิเคราะหสารอยาง
มาก การตรวจสอบสารละลายที่ออกจากคอลัมนทําไดโดยอาศันการวัดการดูดกลืนแสง
ในชวงอัลตราไวโอเลตดรรชนีหักเห  (refractive index)  หรือการวัดฟลูออเรสเซนซ
                 ขอดีของเทคนิค  HPLC  คือสามารถแยกสารไดภายในเวลานอยกวา  1  
ชั่วโมง  มีประสิทธิภาพสูงสามารถตรวจสอบปริมาณสารที่นอยกวา  picomole  ได  แต
ขอเสียคือราคาคอนขางสูง

6.5.4 โครมาโทกราฟแบบ Reverse-phase (Reverse-phase chromatography : 
RPC) เปนชนิดหนึ่งของโครมาโทกราฟแบบการแบงละลาย  (liquid-liquid partition 
chromatography)   ตัวทําละลายอยูกับที่ประกอบดวยของเหลวที่นอนโพลาร  (non 
polar)  ที่เคลือบอยูบนของแข็งที่เฉื่อย  และตัวทําละลายเคลื่อนที่เปนของเหลวที่มีความ
เปนโพลารมากกวา  เทคนิคนี้ใชแยกสารพวกนอนโพลาร  เชน  ลิปด  และมีประสิทธิ
ภาพในการแยกสารพวกโพลาร  เชน  โอลิโกนิวคลีโอไทด  (Oligonucleotide) อีกดวย



ตารางที่ 3 ตัวอยางขั้นตอนการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน
Table 3 Purification  steps  of some bacteriocin

Microorganism Bacteriocin Purification steps MW.
(Da)

Reference

Lactobacillus  brevis
SB27

Staphylococcus aureus
UT0007

Lactobacillus acidophilus
LF221

Brevicin 27

Staphylococcin
BacR1

Acidocin
LF221A  and

LF 221 B

- Ammonium sulphate precipitate
- Cation exchange chromatography
- Hydrophobic interaction chromatography
- Reverse-phase HPLC
- Ammonium sulphate precipitate
- Cation exchange chromatography
- C4 Reverse-phase chromatography
- Ammonium sulphate precipitate
- Ion exchange chromatography
- Hydrophobic interaction chromatography
- Reverse-phase HPLC

5,200

3,338

3,500  and 5,000

Benoit et. al., 1997

Crupper et. al.,1997

Bogovic-Matijasic
et. al.,1998



ตารางที่ 3  (ตอ) ตัวอยางขั้นตอนการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน
Table 3 (Continue) Purification  steps  of some bacteriocin

Microorganism Bacteriocin Purification steps MW.
 (Da)

Reference

Lactococcus  lactis subsp.
lactis B14

Lactococcus lactis MMFII

Pediococcus pentosaceus
ACCEL
Propionibacterium thoenii
447

Bozacin 14

Lactococcin
MMFII

Pediocin
ACCEL

Thoeniicin 447

- Ammonium sulphate precipitate
- Sep-pack 18 cartridges
- Reverse-phase HPLC
- Ammonium sulphate precipitate
- Cation exchange chromatography
- Sep-pack chromatography
- Reverse-phase chromatography
- Cell adsorption – desorption
- Superose 12 FPLC
- Ammonium sulphate precipitate
- SP-Sepharose cation exchange  chromatography

6,200

4,142.6

17,500

6,000

Ivanova et. al. ,2000

Ferchichi et. al.,2001

Chien  et. al.,2004

Van der Merwe
 et.al., 2004



7.   การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสาร
                 7.1  อิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ  SDS-PAGE  (Sodiumdodecylsulphate-
polyacrylamide-gel  electrophoresis : SDS-PAGE)
                เปนวิธีที่ดีที่สุดวิธีหนึ่งในการแยกและเตรียมสารที่มีประจุใหบริสุทธิ์  นอก
จากนี้ยังใชในการพิสูจนความบริสุทธิ์ของสารละลาย  โดยอาศัยหลักที่วาสารที่มีประจุ
ไฟฟาจะเคลื่อนที่ไปในสนามไฟฟา  โดยเคลื่อนที่ไปยังขั้วไฟฟาที่มีประจุตรงขามกัน 
และโมเลกุลขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาโมเลกุลขนาดใหญที่มีประจุเทากัน
                 โซเดียมโดดิซิลซัลเฟต  (sodium dodecyl  sulphate : SDS) เปนสารละลายที่มี
แอนไอออนิกดีเทอรเจนท (anionic  detergent)  ชนิดหนึ่งที่มีประจุลบ  โดย  SDS  จะจับ
กับโปรตีนตรงบริเวณที่เปนไฮโดรโฟบิก (Hydrophobic) ของโมเลกุลทําใหโปรตีน
คลายการขดมวนออกเปนสายยาวที่มีรูปรางเปนแทง  และทําใหโมเลกุลของโปรตีนเปน
อิสระจากการรวมตัวกันกับโปรตีนอื่นๆหรือกับไขมันตัวกลางที่ใชคํ้าจุน  (inert  matrix)
                 เมื่อโปรตีนถูกจับดวย  SDS  ที่มีประจุลบ  จะทําใหโปรตีนมีประจุลบดวย  
และการจับของโมเลกุลโปรตีนกับ  SDS  จะเปนอัตราสวนที่คงที่  (1  โมเลกุลของ  SDS  
ตอทุกๆ กรดอะมิโน  2  ตัว  หรือ  1.42  กรัม  SDS/กรัมโปรตีน) เมื่อใหสนามไฟฟา  
โปรตีนแตละชนิดจะเคลื่อนที่เขาหาขั้วบวก  แตจะแยกออกจากกันโดยอาศัยความแตก
ตางของขนาดของโมเลกุลหรือน้ําหนักโมเลกุล  วิธีนี้ใชในการหาน้ําหนักโมเลกุลโดย
ประมาณของสายโพลีเพปไทดเชนเดียวกับหนวยยอยของโปรตีน และเปนวิธีที่ใหผลเร็ว
มีประสิทธิภาพในการแยกสูง  การทําอิเล็กโทรโฟรีซิสและการยอมสามารถทําเสร็จภาย
ใน 1 วัน  โปรตีนที่แยกออกจากกันสามารถหาตําแหนงไดโดยการยอมสี             ถา
โปรตีนมีความเขมขนประมาณ  0.1  ไมโครกรัม   สามารถใหแถบที่ชัดเมื่อยอมดวย     
โคแมสซีบลู  (Coomassie Brilliant Blue)  ถาความเขมขนของโปรตีนต่ํากวา  10                  
นาโนกรัม  ตองใชการยอมดวยวิธีการยอมดวยซิลเวอร  (silver  staining) (อาภัสสรา 
ชมิดท, 2537)

7.2  แมสสเปกโทรเมตรี  (Mass Spectrometry)
เปนเทคนิคการตรวจสอบโครงสรางและมวลโมเลกุลของสารประกอบ  

โดยอาศัยหลักการทําใหโมเลกุลของสารแตกตัวเปนไอออนและไอออนที่เกิดขึ้นจะถูก



วัดตามอัตราสวนของมวลตอประจุของไอออนนั้นๆ การวิเคราะหดวยเทคนิคแมสสเปก
โทเมตรี  สารตัวอยางจะสูญเสียไปแตขอดีของเทคนิคนี้  คือ  มีความไว  (Sensitivity) ใน
การวัดสูงทําใหใชสารตัวอยางปริมาณนอยมาก (พิมพจิต  ดามพวัรณ และ วัชรินทร รุกข
ไชยศิริกุล, 2548)
                 ในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของแบคเทอริโอซินนิยมใชวิธีอิเล็กโทร           
โฟรีซิสแบบ  SDS-PAGE  ในการวิเคราะหเนื่องจากเปนวิธีที่งาย  และรวดเร็ว แตอาจ
เปนปญหาสําหรับแบคเทอริโอซินบางชนิด เชน ในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของ  
leucocin A-UAL 187 (Hasting et. al., 1991)   Mesenteriocin Y105 (Piard et. al., 1992) 
และ Lactobin A (Contreras et. al., 1997) โดยวิธี  SDS-PAGE หลังจากการยอมสีดวย
สารละลาย Coomassei brilliant blue จะเกิดเปนแถบโปรตีนที่กระจายตัวกวาง (ดังภาพที่  
4)  เนื่องมาจากแบคเทอริโอซินมีขนาดเล็ก และมีคุณสมบัติการเปน Hydrophobic ทําให
แบคเทอริโอซินกระจายออกจากแผนเจลได    ในขณะที่แบคเทอริโอซินบางชนิดไม
สามารถมองเห็นแถบโปรตีนเลย  จากปญหาเหลานี้ทําใหไมสามารถวิเคราะหน้ําหนัก
โมเลกุลของแบคเทอริโอซินได  เพื่อแกปญหาดังกลาวจึงมีการใชสียอมตัวอ่ืน  เชน  
silver stain  มาใชหรือใชวิธีการแชแผนเจลลงในสารละลาย  formaldehyde  เพื่อเพิ่ม
ความไวในการติดสีของแถบโปรตีน  (Verna et. al., 1997)  หรือใชเทคนิคอื่นในการ
วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุล  เชน  ในการทําบริสุทธิ์  Lactobin A  จากเชื้อ  
Lactobacillus amylovorus LMG P-13139 ซึ่งเกิดปญหาในการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุล
โดยวิธี  SDS-PAGE  จึงนําเทคนิค Electrospray mass spectrometry (EMS) มาชวยใน
การวิเคราะห  (Contreras et. al., 1997)  นอกจากนี้  Benoit  และคณะ (1997)  ยังใช
เทคนิค EMS  เพื่อชวยในการยืนยันผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลจากวิธี  SDS-PAGE  
อีกดวย



ภาพที่  2 ลักษณะการกระจายตัวของแบคเทอริโอซินในการวิเคราะหหาน้ําหนัก
โมเลกุลของสาร

Figure 2 Bacteriocins appear to diffuse out of the polyacrylamide gel during the
staining

Source :  Contreras และคณะ (1997)
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