
1. บทนํา

บทนําตนเรื่อง

การที่ปจจุบันผูบริโภคใหความสําคัญและสนใจเกี่ยวกับอาหารมากขึ้นทั้งดาน
การผลิต ความปลอดภัยจากเชื้อโรคและสารเคมีที่นํามาใชถนอมอาหาร ทําใหมีการ
ศึกษาและพัฒนาเกี่ยวกับการผลิต และมีการใชสารถนอมอาหาร (preservative) ที่ไดจาก
ธรรมชาติ กันมากขึ้น  ซึ่งวิธีการหนึ่งที่นิยมใชกันมาก คือ การใชเชื้อจุลินทรียหรือสาร
ยับยั้งที่จุลินทรียเหลานี้สรางขึ้นเพื่อยืดอายุอาหารใหเก็บไดนานขึ้นและเพิ่มความปลอด
ภัยใหผูบริโภคมากขึ้น   แบคทีเรียแลกติกเปนเชื้อที่ไดรับความสนใจอยางมาก เนื่องจาก
เปนแบคทีเรียที่มีความสําคัญในอาหารมายาวนาน โดยเฉพาะอยางยิ่งในอาหารหมักพื้น
เมือง โดยชวยใหรสชาติและลักษณะของอาหารหมักดีข้ึน ทั้งยังสามารถผลิตสารยับยั้ง
แบคทีเรียไดหลายชนิด เชน กรดอินทรีย  ไดอะซิทิล ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
คารบอนไดออกไซด  และแบคเทอริโอซิน  ในบรรดาสารยับยั้งเหลานี้แบคเทอริโอซิน
ไดรับความสนใจศึกษามาก เนื่องจากมีขอดีคือ เปนสารโปรตีนสามารถถูกยอยไดโดยน้ํา
ยอยในทางเดินอาหารมนุษย ไมเปนอันตรายตอรางกาย  ไมทําใหรสชาติของอาหาร
เปลี่ยนแปลง และใชไดงาย (Fiorentini et al., 2001)

การนําแบคทีเรียแลกติกมาใชนั้นอาจทําไดโดยการเติมเชื้อในอาหารขณะที่ทํา
การผลิตโดยตรง เชน การหมักผัก ผลไม เนื้อ นม หรือนําสารที่เชื้อผลิตไดมาใช เชน 
การเติมกรดอินทรียที่มีความเขมขนตางๆ ลงในอาหารพวกเนื้อสัตวเพื่อลดการปนเปอน
ของเชื้อ Escherichia coli  O157 : H7 (Cutter and Siragusa, 1994) การใช nisin  ซึ่งเปน
แบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดียวที่ไดรับอนุญาตใหใชในอาหาร จําหนายในรูปกึ่งบริสุทธิ์
โดยใชชื่อทางการคาวา Nisaplin (Soomro et al., 2002) ในอาหารประเภท ผลิตภัณฑ
นม และ อาหารกระปองตางๆ เนื้อสัตว  (Flores and Alegre, 2001; Elotmani and 
Assobhei, 2003) สวนแบคเทอริโอซินชนิดอื่นๆ นั้นยังอยูในระหวางการศึกษาและ
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พัฒนา ทั้งดานการผลิต คุณสมบัติตางๆ การนําไปใชประโยชน และการปรับปรุงสาย
พันธุแบคทีเรียที่ผลิต

อยางไรก็ตามการใชเชื้อแบคทีเรียแลกติกในอาหารโดยตรงหรือการนําสารยับยั้ง
ที่เชื้อผลิตไดมาใชยังมีปญหา กลาวคือ การใชเชื้อแบคทีเรียแลกติกเปนเชื้อเริ่มตนใน
อาหารตางๆนั้นเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมไดคอนขางมากทําใหผลผลิตแตละ
ครั้งมีคุณภาพไมสม่ําเสมอ (Mcmullen and stiles, 1996; Ryan et al., 1996)  การใชกรด
อินทรียหรือไฮโดรเจนเปอรออกไซดมีขอเสีย คือ บางครั้งทําใหรสชาติ กลิ่น สี ของ
อาหารบางชนิดเปลี่ยนแปลงไปไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค ทั้งยังมีขอจํากัดเรื่องระดับ
ความเขมขนที่ใชซึ่งตองไมมากเกินไป (Standard and Wood, 1983)  สวนขอจํากัดของ 
nisin คือออกฤทธิ์ไดดีเฉพาะในภาวะที่เปนกรดทําใหไมสามารถนําไปใชในอาหารที่มี 
pH เปนกลางหรือเปนดางได มีความสามารถในการซึมผานไมดีในอาหารที่มีสวน
ประกอบของน้ํานอย และไมสามารถทําลายเชื้อที่ผลิตเอนไซมยอยโปรตีนได (Gould, 
1996)

จากขอจํากัดดังกลาว จึงทําใหตองมีการศึกษาเพื่อพัฒนาคุณสมบัติของสารยับยั้ง
จากเชื้อแบคทีเรียแลกติก ที่จะมาชวยในการแกปญหาขอจํากัดของสารยับยั้งที่มีอยูใน
ปจจุบัน  โดยการศึกษาครั้งนี้ตองการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียแลกติกที่แยกได
จากอาหารหมักพื้นบานภาคใตของไทย ในการผลิตสารยับยั้งตางๆ ในสภาวะที่แตกตาง
กัน ความสามารถของสารในการทําลายเชื้อแบคทีเรียอ่ืน และสมบัติตางๆ ของสารยับยั้ง
ที่ผลิตไดเพื่อเปนแนวทางในการนําแบคทีเรียเหลานี้มาใชประโยชนดานอาหารตอไป

ตรวจเอกสาร

1. ลักษณะทั่วไปและความสําคัญของ Lactobacillus
1.1 ลักษณะทั่วไป

Lactobacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร รูปรางเปนแทงสั้นหรือ
แทงยาว (Hammes and Vogel, 1995) ไมเคลื่อนที่ ถามีการเคลื่อนที่จะใชแฟลกเจลลา
รอบตัว ไมสรางเอนไซม catalase แตอาจมีบางสายพันธุสลายเปอรออกไซด โดยใช
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เอนไซม pseudocatalase สวนใหญไมสรางสารสี ถาสรางจะมีสีเหลือง สม จนถึงสีแดง
อิฐ หรือสีสนิม ตองการอาหารในการเติบโตซับซอน อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเติบโต
โดยทั่วไป 30-40 °ซ pH ที่เหมาะสมโดยปกติ 5.5-5.8 หรือตํ่ากวา สวนใน pH ที่เปน
กลางหรือเริ่มเปนดางทําใหระยะแรกของการเติบโต (lag phase) ยาวขึ้นหรือการเติบโต
ลดลง แบคทีเรียพวกนี้พบในน้ํานม ผลิตภัณฑนม ผลิตภัณฑ เนื้อ น้ํา น้ําเสีย เบียร ไวน 
ผลไม   น้ําผลไม   ผักดอง มีเมตาบอลิซึมแบบ fermentative โดยการสรางกรดแลกติก
และสารอื่นๆ ออกมาเปนผลิตผลพลอยได  (Suskovic et al., 2001)

De Vuyst และ Vandamme (1994b) ไดแบง Lactobacillus ตามลักษณะการใช
และการสรางสารอาหารออกเปน 3 กลุมใหญๆ คือ

1. Obligately homofermentative lactobacilli  เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลกติกได
ประมาณ 90 %  จากกลูโคส แตไมเกิดแกส การใชน้ําตาลกลูโคสของแบคทีเรียกลุมนี้จะ
ใชโดยผาน Embden-Meyerhof-Parnas (EMB) pathway มีเอนไซมที่สําคัญไดแก 
fructose-1,6-biphosphate-aldolase แตจะไมมีเอนไซม phosphoketolase และไมสามารถ
หมักน้ําตาลกลูโคเนตและเพนโตส ไดแก Lactobacillus  acidophilus,  L.  delbruekii,   
L. helveticus,  L. jenseni,  L. amylovorus และ L.  ruminis

2. Facultatively heterofermentative lactobacilli แบคทีเรียกลุมนี้สามารถหมักทั้ง
น้ําตาลเฮกโซสและน้ําตาลเพนโตสไดผลผลิตเปนกรดแลกติกและ กรดอะซีติก           
มีเอนไซมที่เกี่ยวของคือ aldolase และ phosphoketolase ไดแก L. plantarum,                  
L.  pentosus.  L. casei,  L. sake และ  L. rhamnosus

3.  Obligately heterofermentative lactoacilli สามารถหมักน้ําตาลเฮกโซสไดโดย
ใช phosphogluconate pathway  สวนน้ําตาลเพนโตจะเขาสู pathway นี้เชนเดียวกัน ผล
ผลิตที่ไดคือ กรดแลกติก กรดอะซิติก แอลกอฮอล และกาซคารบอนไดออกไซด 
(Hammes and Vogell, 1995) ไดแก แบคทีเรีย L. brevis,  L. buchneri, L. bifermentans,  
L.  cinfusus และ L. hilgardii เปนตน

1.2 ความสําคัญ
Lactobacillus มีความเกี่ยวของกับมนุษยมาชานานไมเพียงแตในอาหารเทานั้น

แตพบวายังมีความสําคัญดานอื่นๆ ดวย สามารถสรุปความสําคัญไดดังนี้
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1. เพิ่มคุณภาพของอาหารหมัก เพราะความสามารถในการเปลี่ยน lactate ให
เปน กรดแลกติก จึงเปนเชื้อที่ชวยในการหมักพืชผัก ผลิตภัณฑนม เนื้อ และเครื่องดื่ม
ตางๆ (Tserovska et al., 2002) ทั้งยังสามารถผลิตสารที่ชวยเพิ่ม กลิ่น รส ใหอาหารหมัก
ไดดวย (Hugenholtz et al., 2000)

2. สรางสารยับยั้งแบคทีเรียอ่ืนๆ สารยับยั้งไดแก กรดอินทรีย คารบอน
ไดออกไซด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดอะซิทิล และแบคเทอริโอซิน ซึ่งมีการนําไปใช
ในอาหารอยางกวางขวาง (Ko and Ahn, 2000)

3.  ควบคุมสมดุลของเชื้อจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร (Suskovic et al., 
2001) โดยการ

     3.1 ผลิตกรดทําให pH ในทางเดินอาหารต่ําลง เชื้อกอโรคที่ชอบ pH เปน
กลางไมสามารถเจริญได และผลิตสารยับยั้ง ตางๆ มาทําลายเชื้อในทางเดินอาหารดวย

     3.2 แยงอาหารจากเชื้อกอโรค
     3.3 แยงที่จับกับแบคทีเรียกอโรคบนผนังทางเดินอาหาร

4. กระตุนระบบภูมิคุมกันของรางกาย มีรายงานวา การไดรับแบคทีเรียแลก      
ติกทางปาก สามารถกระตุนใหรางกายผลิต antibody ทั้ง local และ circulatory antibody, 
gamma interferon, macrophage และ natural killer cells (Herich and Levkut, 2002)

5. ชวยลดระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือด มีการศึกษาพบวา คนที่ดื่มนมที่มี 
Lactobacillus ในปริมาณมากระยะหนึ่งพบวาระดับโคเลสเตอรอลในกระแสเลือดลดลง 
กลไกการลดอาจเกิดจาก เชื้อมีการใชโคเลสเตอรอล โคเลสเตอรอลถูกดูดซับอยูที่ผนัง
เซลลของ Lactobacillus และเชื้อยับยั้งการจับของไขมันกับน้ําดี ทําใหไขมันถูกยอยได
นอยลง (Pereira and Gibson, 2002)

6.  ลดความเสี่ยงในการเปนมะเร็งในลําไส ซึ่งยังไมทราบกลไกที่แนชัด แตอาจ
เนื่องจากเชื้อไปมีผลในการเปลี่ยนแปลง metabolites ของแบคทีเรียอ่ืนๆ ในลําไส 
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางเคมีและกายภาพของลําไส จับและยอยสลายสารกอมะเร็งโดย
ตรง สรางสารที่ตอตานการเกิดกอนทูมและเซลลมะเร็ง พรอมทั้งกระตุนใหรางกายมี
ภูมิคุมกันตอสารกอมะเร็งเพิ่มมากขึ้น (Rafter, 2002)
2. แบคทีเรียกอโรคติดตอทางอาหาร
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แบคทีเรียที่ทําใหเปนโรคเนื่องจากการบริโภคอาหารที่มีแบคทีเรียเปนสาเหตุ
ซึ่งแบคทีเรียดังกลาว ไดแก

2.1  Staphylococcus  aureus (มัทนา, 2538)
ลักษณะ  เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร  เจริญที่อุณหภูมิ 6-46 °ซ

เจริญไดดีในอาหารที่มี pH   ตั้งแต 4.2–9.3 พบไดทั่วไปตามสวนตางๆ ของรางกาย เชน
จมูก ผิวหนัง แผล และสิว เปนตน ถาคนงานมีสุขลักษณะไมดีเชื้อจะปนเปอนเขาไปใน
ผลิตภัณฑอาหารมาก โดยเฉพาะในผลิตภัณฑแชแข็งพรอมบริโภค

อาการของโรค  เนื่องจากเชื้อนี้สามารถสรางสารพิษชนิด A, B, C, D และ E เมื่อ
บริโภคสารพิษดังกลาวเขาไปทําใหมีอาการปวดทอง คลื่นไส อาเจียนและทองเดิน 
อาการนี้จะหายไปเองภายหลังจากถายเอาเชื้อออกหมดแลว แตในรายที่เปนเด็กหรือผูที่
ออนแอพิษอาจรุนแรงและถึงแกชีวิตได

2.2 Salmonella (สุมาลี, 2535)
ลักษณะ  เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปแทง  ไมสรางสปอร สามารถยอยสลาย

กลูโคสไดกรดกับกาซ แตจะไมยอยแลกโตสหรือซูโครส พบในอาหารประเภทเนื้อสัตว 
สัตวปกและผลิตภัณฑ โดยเฉพาะอยางยิ่งถาทิ้งไวในอุณหภูมิหองเปนเวลานาน

อาการของโรค  โรคที่เกิดจากการบริโภคอาหารที่มี Salmonella เขาไปในรางกาย
ที่พบไดบอยที่สุดคือ โรคซาลโมเนลโลซิส นอกจากนี้คือ โรคไทฟอยด และพารา
ไทฟอยด

ซาลโมเนลโลซิส มีระยะฟกตัว 12–16 ชั่วโมง จะมีอาการคลื่นไส อาเจียน ปวด
ทอง ทองเสีย หนาวสั่น อุจจาระเปนน้ํามีสีเขียว ออนเพลีย มีไขปานกลาง

ไทฟอยด มีระยะฟกตัว 7-15 วัน มีอาการวิงเวียน ปวดหัว มีอาการไขเพิ่ม
ข้ึนตามลําดับ ปวดทอง ทองผูก หรือทองเสีย การอักเสบของเนื้อเยื่อในตอมน้ําเหลือง
บริเวณลําไสเล็ก ทําใหเกิดการเนาเปอย หรือเกิดการตกเลือดบริเวณดังกลาว ซึ่งอาจทํา
ใหถึงแกชีวิตได

พาราไทฟอยด จะมีอาการคลายกับเปนโรคไทฟอยดมากแตมีความรุนแรงนอย
กวา

  2.3  Escherichia  coli (วิลาวัณย, 2539)
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ลักษณะ  เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอนตรง เรียงตัวเดี่ยวๆ หรือเปนคู เคลื่อนที่
โดยใชแฟลกเจลลา หรือไมเคลื่อนที่ พบในนม ผัก และเนื้อ  กลุมที่ทําใหอาหารเปนพิษ
เรียกวา EEC (Enteropathogenic  E. coli)  ซึ่งแบงออกเปน 2 กลุมคือ

กลุมที่ 1 เปนสายพันธุที่ผลิตเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) 2 แบบคือ ทน
ความรอนและไมทนความรอน จะเกิดอาการหลังจากกินอาหารเปนเวลา 8-44 ชั่วโมง 
โดยเฉลี่ย 26 ชั่วโมง ทําใหเกิดอาการทองรวง อุจจาระเปนน้ําซาวขาว อาเจียน คลาย
อหิวาตกโรค

กลุมที่ 2 เปนสายพันธุที่สรางไซโตทอกซิน (cytotoxin)  อาการจะเกิดขึ้นหลัง
จากรับประทานอาหารที่มีแบคทีเรียเหลานี้เขาไป  8-24  ชั่วโมงโดยเฉลี่ย 11 ชั่วโมง 
พวกนี้เจริญในลําไสใหญ รุกรานหรือแทรกเขาไปในเซลลเยื่อบุผิวลําไสใหญ ทําใหเกิด
อาการของโรค คือ มีไข  หนาวสั่น  ปวดศรีษะ  ปวดทอง  ทองรวง ถายอุจจาระเปนน้ํา 
อาการคลายโรคบิด

 2.4   Micrococcus  luteus  (วิลาวัณย, 2539)
ลักษณะ เปนเซลลรูปกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5-3.5 ไมโครเมตร ติดสี    

แกรมบวก ตองการออกซิเจนในการเติบโต อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเติบโต 25-35 °ซ
ทนเกลือสูงถึง 5 %   สามารถสรางสารสีเหลืองเมื่อเติบโตบนอาหารทําใหผิวหนาอาหาร
เปลี่ยนสีไป พบไดทั่วไปในดิน น้ําจืด ผิวหนังคนและสัตวอ่ืนๆ

3. การสรางสารยับยั้งของ Lactobacillus
จากที่กลาวมาขางตน แบคทีเรีย Lactobacillus สามารถยับยั้งเชื้อชนิดอื่นๆ ได

โดยการสรางสารยับยั้งตางๆ แลวปลอยออกมานอกเซลล ซึ่งสารเหลานี้ไดแก
3.1  กรดอินทรีย

ไดแก  กรดแลกติก  และกรดอะซีติก ซึ่งเปนผลพลอยไดจากการใชสารอาหาร
ของเชื้อแบคทีเรียแลกติก การยับยั้งมีความสัมพันธกับความสามารถในการละลายของ
กรดเหลานี้ในรูป non-dissociated form ที่สามารถผานเซลลเมมเบรนเขาไปทําให        
ไซโตพลาสซึมของเซลลเปาหมายมีสภาพเปนกรด รบกวนระบบขนสงพลังงานและการ
ขนสงสารอาหารเขาสูเซลล ทําใหเซลลตายได (Goncalves et al., 1997; Dorsa et al.,
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1997;Tamblyn and Conner, 1997) แตเชื้อรา ยีสต หรือแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดได
เกือบทั้งหมดจะทนตอการถูกทําลายโดยกรดและสามารถมีชีวิตอยูในสภาวะที่  pH ต่ํา 
(De Vuyst and Vandamme, 1994b)

3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)
เนื่องจากแบคทีเรีย  Lactobacillus ไมสามารถสรางเอนไซม catalase ซึ่งทําหนา

ที่เรงปฏิกิริยาเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหเปนน้ํา จึงทําใหไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดที่เชื้อนี้สรางขึ้นถูกสะสมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ และมีผลในการยับยั้งจุลินทรีย
ชนิดอื่นๆ (Daeschel, 1989)

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอาจออกฤทธิ์ยับยั้งหรือ ทําลายเชื้อแบคทีเรียก็ไดข้ึนอยู
กับ ความเขมขนของไฮโดรเจนเปอรออกไซด สายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย และปจจัยแวด
ลอมอื่นๆ เชน อุณหภูมิ ความเปนกรดดางของอาหาร โดยเมื่อมีไฮโดรเจนเปอรออกไซด
แพรอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวมีแสงสวางหรือออกซิเจนมาเปนตัวกระตุนไฮโดรเจน
เปอรออกไซดจะกลายเปนสารอันตราย เชน hydroxyl  radicle ซึ่งเปนสาร   ออกซิแดนซ
ที่รุนแรง สามารถทําลาย กรดนิวคลีอิก โปรตีน และและชีวโมเลกุลอ่ืนๆของสิ่งมีชีวิตได 
(Juven and Pierson, 1996; Ocana et al., 1999) นอกจากนี้ยังพบวาสามารถทําใหระบบ
ตางๆ ภายในเซลลมีการเปลี่ยนแปลงโดยยับยั้งขบวนการขนสงสาร ขบวนการหายใจ
และการเจริญเติบโตของเชื้อไดอีกดวย (Wofson and Sumner, 1994)

 Ocana และคณะ (1999) พบวาเมื่อนําสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ L. crispatus 
F117 ซึ่งแยกไดจากชองคลอดสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus ซึ่งเปนเชื้อที่มี toxic shock 
syndrome toxin 1 (TSST-1) ที่ทําใหเกิด toxic shock syndrome ในผูหญิงที่ใชผาอนามัย
แบบสอดไดแตไมยับยั้งเชื้อกอโรคทางเดินปสสาวะชนิดอื่นๆ คือ Enterococcus sp., 
Group B Streptococcus sp., Streptococcus  agalactiae ATCC 1022., E. coli, Klebsiella 
และ Candida  ซึ่งการยับยั้งที่เกิดขึ้นเปนผลจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดสามารถ
ทดสอบไดโดยการเติมเอนไซม catalase ลงใน culture broth พบวาไมมีการยับยั้งเกิดขึ้น

 3.3  อะซีทัลดีไฮด (Acetyldehyde)
เปนสารที่ไดจากกระบวนการยอยคารโบไฮเดรตของแบคทีเรียแลกติก มีจํานวน

เพียงเล็กนอยซึ่งจะมีผลตอกลิ่นของอาหาร และยังมีผลยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดดวย พบ
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วาอะซีทัลดีไฮดที่ผลิตจากแบคทีเรียแลกติกที่ความเขมขน 10-100 ppm สามารถยับยั้ง
เชื้อ E. coli, S.  aureus และ S. typhimurium ได (De Vuyst and Vandamme,  1994b)

3.4 ไดอะซิทิล (Diacetyl)
เปนสารที่เกิดจากการใชซิเตรทของแบคทีเรียแลกติกบางชนิด ในนมหรือหางนม

ซึ่งมีซิเตรทเปนองคประกอบเกิดขึ้นทั้งการหมักแบบมีและไมมีอากาศ มีความสําคัญใน
การเพิ่ม กลิ่น รส ที่ดีใหอาหาร มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ยีสต
และรามากกวาแบคทีเรียแกรมบวก โดยไดอะซิทิลจะไปรบกวนการใช arginine ของเชื้อ
แกรมลบ ตัวอยางเชื้อที่ถูกยับยั้งไดโดยไดอะซิทิล เชน  E. coli, S. anatum, Aeromonas 
hydrophila และ Yersinia enterocolitica (De Vuyst and Vandamme, 1994b)

   3.5 คารบอนไดออกไซด (CO2)
เกิดจากการหมักน้ําตาล hexose โดย heterofermentative lactobacilli   (De Vuyst 

and Vandamme, 1994b) มีผลตอรสชาติ กลิ่น และเนื้อสัมผัสของอาหารหมัก สวนการ
ยับยั้งจุลินทรียนั้นจะออกฤทธิ์ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยการเขาแทนที่โมเลกุลของ
ออกซิเจนทําใหเกิดการทําลายผนังเซลล คารบอนไดออกไซดในรูป dissociated form จะ
ไปดึงสวนประกอบของเซลลหรือเยื่อหุมเซลลทําใหเยื่อหุมเซลลหรือออแกเนลลมีโครง
รางที่เปลี่ยนไปทําใหคารบอนไดออกไซดสามารถเขาสูเซลล ไดทําให pH ภายในเซลล
ของแบคทีเรียลดลงจนวิกฤติ และสามารถทําใหเซลลแตกไดเนื่องจากความดันภายใน
เซลลลดลงอยางรวดเร็ว ปจจัยสําคัญที่มีผลตอการทําลายเซลลแบคทีเรียคือ ความเขมขน
ของคารบอนไดออกไซด (Desmazeaud, 1996; Shimoda et al., 1998)

3.6 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin)
แบคเทอริโอซิน เปนสารยับยั้งอีกชนิดหนึ่งที่ผลิตโดยเชื้อ Lactobacillus  นอก

เหนือจากสารยับยั้งตางๆ ที่กลาวมาแลวขางตน Tagg และคณะ (1976) เปนผูเริ่มตนใน
การกําหนดลักษณะของแบคเทอริโอซินไว 6 ขอ คือ

1. เปนสารโปรตีน จึงสามารถทําลายไดโดยเอนไซมยอยโปรตีน
2. ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) และทําลายแบคทีเรีย (bactericidal)

ได
3. มีบริเวณจําเพาะ (specific binding site) ในการจับกับแบคทีเรียกอโรคตางๆ
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4. ยีนที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินโดยสวนใหญจะพบวาอยูบริเวณ
พลาสมิด

5. แบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินออกมานอกเซลลจะทําใหเซลลตายแตมีแบค
ทีเรียบางชนิดที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินในระยะ log ดังนั้นจึงไมมีการตายของเซลล

6. แบคเทอริโอซินออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียที่มีความสัมพันธใกลชิดกันเทานั้น
Klaenhammer (1993) ไดแบงกลุมแบคเทอริโอซินออกเปน 4 กลุมคือ
กลุมที่ 1 Lantibiotic มีขนาดเล็กเปนสายเปปไทดที่มีมวลโมเลกุลนอยกวา 5 kDa 

ตางจากแบคเทอริโอซินอื่นๆ คือประกอบดวย didehydro amino acids และ thioether 
amino acid สามารถแยกออกไดเปนกลุมยอยจากลักษณะโครงสรางที่เปนรูปวงแหวน 
ดังนี้

1.1. มีรูปรางเปนเกลียว มีมวลโมเลกุล 2,164-3,488 dalton และมีประจุบวก 2-7
ประจุ

1.2. ลักษณะรูปรางเปนกอนกลม มีมวลโมเลกุล 1,954-2,041  dalton อาจมีประจุ
เปนลบ ไดแก nisin และ lactocin 481

กลุมที่ 2 แบคเทอริโอซินขนาดเล็กเชนกัน แตสวนใหญรูปรางกลม มวลโมเลกุล
นอยกวา 10 kDa สายเปปไทดจะไมมีกรดอะมิโนกลุมกลุม lantibiotic สามารถทนความ
รอนไดปานกลาง (80 °ซ) ถึงมาก (120 °ซ) ไดแก diplococcin, lactococcin A และ 
lactococcin F

กลุมที่ 3 แบคเทอริโอซินที่มีขนาดใหญ มวลโมเลกุลมากกวา 30 kDa เปน
โปรตีนที่ทนความรอน ไดแก helveticin J และ caseicin 80

กลุมที่ 4 เปนแบคเทอริโอซินที่มีความซับซอน ประกอบดวยโปรตีน ไขมัน และ
คารโบไฮเดรต ไดแก plantaricin S และ lactocin 27

สําหรับแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อกลุม Lactobacilli สวนใหญอยูในกลุมที่ 2 
(Bogovic-Matijasic et al., 1998) มีเพียงไมกี่ชนิดเทานั้นที่จัดอยูในกลุมที่ 1 เชน lactocin 
S และ plantaricin C (Mortvedt-Abildgaard et al., 1995; Gonzalez et al., 1994)
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nisin เปนแบคเทอริโอซินชนิดแรกและเดียวที่มีการผลิตระดับอุตสาหกรรมและ
ไดรับอนุญาตใหใชเปนสาร preservative ในอาหารไดเปนครั้งแรกเมื่อป 1928 และใน
ปจจุบันมีการอนุญาตใหนํามาใชในประเทศตางๆ มากกวา 40 ประเทศ โดยนํามาใชใน
รูปของ nisin กึ่งบริสุทธิ์ (Parente and Ricciardi, 1999) การที่ nisin ไดรับการอนุญาต
จากองคอนามัยโลก  (World Health Organization :WHO) ใหใชเปนสารกันเสียใน
อาหารไดเนื่องจากมีคุณสมบัติคือ ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนา
เสียไดหลายชนิด มีความคงตัวที่ pH เปนกรด ทนตอความรอนไดสูง และถูกยอยไดโดย
เอนไซมยอยโปรตีนในทางเดินอาหารของมนุษย (Kato  et al.,1994)

nisin อาจอยูในรูปของ nisin A หรือ nisin Z แลวแตสายพันธุของเชื้อที่ผลิต  
nisin A มีน้ําหนักโมเลกุล 3,354 dalton ประกอบดวย กรดอะมิโนที่เชื่อมตอกันเปนสาย
เปปไทดทั้งหมด 34 ตัว ในจํานวนนี้มีกรดอะมิโนพิเศษที่ไมพบในสายเปปไทดโดยทั่ว
ไปอยูดวย ไดแก  lanthionine 1 ตัว β-methyllanthionine 4  ตัว  2-dehydro alanine 1 ตัว 
สวน nisin Z มีกรดอะมิโนตางจาก nisin A เพียงตําแหนงเดียว คือ มี asparagine แทนที่ 
histidine  ในตําแหนงที่ 27 (De Vuyst and Vandamme, 1994a)

ตอมาการศึกษาเกี่ยวกับแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติกไดพัฒนาขึ้นเรื่อยๆ 
โดยสวนใหญแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lactobacillus  จะมีสมบัติบางประการคลายกับ
แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากกลุมแบคทีเรียแลกติกโดยสวนใหญ คือ เปนสารพวกโปรตีน 
ไวตอเอนไซมยอยโปรตีนตางๆ และทนความรอน (ตารางที่ 1)
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ตารางที่  1  ชนิดและสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ
Lactobacillus

แบคเทอริโอซิน คุณสมบัติ เอกสารอางอิง
Lactocin B เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Barefoot and

Klaenhammer  (1983)
Lakacin A เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Schllinger and Lucke

(1989)
Plantaricin 149 เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Kato  et  al., (1994)
Plantaricin S เปนสาร glycolipoprotein, ทนความรอน Jimenez-Diaz  et al.,

(1993)
Plantaricin LC 74 เปนสารโปรตีน Rekhif  et al.,(1994)
Plantaricin UG1 เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Enan  et al., (1996)
Pediocin AcH เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Ennahar  et al.,(1996)
Sakacin P เปนสารโปรตีน Eijsink  et al., (1996)
Sactocin A เปนสารโปรตีน Contreras  et al.,(1997)
Fermencin B เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Yan and Lee (1997)
Acidocin A, B เปนสารโปรตีน, ทนความรอน Bogovic-Matijasic  et al.,

(1998)

  การออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินที่ผลิตจาก Lactobacillus โดยสวนใหญจะออก
ฤทธิ์ฆาแบคทีเรีย (bactericidal) ตัวอยางแบคเทอริโอซินดังกลาว ไดแก lactacin B 
(Barefoot et al., 1994)  plantaricin 149 (Kato et al., 1994)  plantaricin C (Gonzalez  
et al., 1994),  plantaricin UG1 (Enan et al., 1996)  acidocin B (Bogovic - Matijasic           
et al.,1998) แตยังมีแบคเทอริโอซินสวนนอยที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
(bacteriostatic)ไดแก plantaricin LC74 (Rekhif et al., 1994) และแบคเทอริโอซินซึ่ง
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ผลิตจากเชื้อ L. helvesticus CNRZ450   ซึ่งสวนใหญพบวาการออกฤทธิ์จะจําเพาะใน
กลุมของแบคทีเรียแกรมบวกที่มีความสัมพันธใกลชิดกัน เนื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกมี
ชั้นของผนังเซลล (cell wall) ซึ่งมีเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) เปนสวนประกอบ
หลักเชื่อมตอกันดวยพันธะเปปไทดลักษณะเปนรางแห ทําใหแบคเทอริโอซินเขาไปสู
ชั้นเซลลเมมเบรน (cytoplasmic membrane) ไดงาย ในชั้นนี้ประกอบดวยสารพวก
ฟอสโฟไลปด (phospholipid) ซึ่งแบงออกเปน 2 สวนคือ กรดไขมันและหมูฟอสเฟต 
โดยหมูฟอสเฟตทําใหบริเวณเมมเบรนมีประจุลบ ในขณะที่แบคเทอริโอซินโดยสวน
ใหญพบวามีประจุเปนบวก ทําใหเกิดการจับกันของประจุลบและประจุบวกโดย 
electrostatic attractions ทําใหหนาที่ของชั้นเมมเบรนเปลี่ยนแปลงไป มีการสูญเสียความ
สามารถในการควบคุมการซึมผานของสารตางๆ รบกวนการขนสงสารที่ตองอาศัยพลัง
งาน ทําใหเกิดรูบนเซลลเมมเบรน ของเหลวตางๆที่เปนสวนประกอบภายในเซลลเมมเบ
รน และสารตางๆ เชนกรดอะมิโน จะไหลออกมานอกเซลล ทําใหเซลลตาย (Okereke 
and Montville, 1992;  Jack  et al., 1995;  Muriana, 1996)

มีการศึกษาการออกฤทธิ์ของ lactacin B ซึ่งเปนแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยเชื้อ 
L. johnsonii VPI11088 ตอเชื้ออินดิเคเตอรคือ L. delbrueckii, L. johnsonii  และ           
E. feacalis พบวา lactacin B สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลเปาหมายมีการสูญเสีย K+  ออก
นอกเซลล มีการเกิด depolarization ของเซลลเมมเบรน ทําใหมีรูเกิดขึ้น เกิด hydrolysis 
ของ ATP สงผลใหมีการรั่วออกของ inorganic phosphate ทําให ATPในเซลลเสียสมดุล
และเซลลตายในที่สุด (Barefoot  et al., 1994)

นอกจากนี้พบวาการทําลายเซลลแบคที่เรียเปาหมายของแบคเทอริโอซินบางชนิด
นั้น มีทั้งที่ทําใหเซลลตายโดยมีการแตก (lysis) และไมมีการแตกของเซลล ถามีการแตก
ของเซลลเกิดขึ้นพบวา คาการดูดกลืนแสงของเซลลลดลง แตถาคาการดูดกลืนแสงไมลด
ลงแสดงวาเซลลตายโดยไมมีการแตกของเซลล การแตกและไมแตกของเซลลเปาหมายมี
กลไก primary effects เหมือนกันคือ แบคเทอริโอซินจะทําใหเกิดรูที่เซลลเมมเบรนดังที่
กลาวมาขางตน แตจากนั้นจะมี secondary effects ที่แตกตางกันคือ การทําลายเซลลโดย
ไมแตกนั้น แบคเทอริโอซินจะทําใหมีการยับยั้งการสังเคราะห DNA และ RNA ของ
เซลล แตการทําลายโดยมีการแตกของเซลลนั้น สันนิษฐานวา secondary effect ทําให
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เกิดการกระตุนระบบ autolytic system ภายในเซลลแบคทีเรียใหทํางาน ซึ่งกลไกนี้จะ
ทําลายเซลลไดภายในเวลาอันรวดเร็วกวาการทําลายโดยยับยั้งการสังเคราะห DNA และ 
RNA (Gonzalez  et al., 1994)

สวนแบคทีเรียแกรมลบ มี divalent cations ที่ outer membrane ทําใหชั้น
lipopolysaccharide มีความแข็งแรงมากขึ้นจากการที่สามารถลด electrostatic repulsion
และเพิ่ม lipopolysaccharide-lipopolysaccharide association ทําใหสวน outer membrane
มีความแข็งแรงและเปนพื้นฐานสําคัญที่จะไมยอมใหโมเลกุลของสารตางๆ ผานไดงาย
แตถาใชแบคเทอริโอซินรวมกับการเติมสารบางอยาง ไดแก  surfactants, chelators และ
adjuvants จะ ทําใหแบคเทอริโอซินทําลายเชื้อแบคทีเรียแกรมลบได ซึ่ง Stevens และ
คณะ (1992) พบวาการเติมสาร EDTA จะทําใหเชื้อ S. typhimurium ซึ่งเปนแบคทีเรียแก
รมลบมีการเปลี่ยนแปลงสวน core oligosaccharide ใน lipopolysaccharide ของชั้น outer
membrane จึงยอมใหสารตางๆ รวมทั้งแบคเทอริโอซินผานเขาสูเซลลได และบริเวณที่
แบคเทอริโอซินผานเขาไปทําลายคือ เซลลเมมเบรนเชนเดียวกับแบคทีเรียแกรมบวก

เชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอรตางชนิด (species) ตางสกุล (genus) กันจะมีความไว 
(sentitive) ตอแบคเทอริโอซินตางกันแมจะอยูในสภาวะเดียวกัน และแบคทีเรียชนิดเดียว
กันแตเจริญอยูในสภาวะตางกัน ก็จะมีความไวตอแบคเทอริโอซินตางกันดวย (Bennik et 
al., 1997)

การศึกษาการสรางสารยับยั้งที่เปนโปรตีนของแบคทีเรียแลกติก ที่มีการจํากัดผล
ของกรดอินทรียและไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้น Barefoot and Klaenhammer (1983) 
พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. acidophilus ภายใตสภาวะที่มีการจํากัดผลของกรดอินทรียและ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด จะทําใหมีการผลิตสารยับยั้งบางชนิดขึ้นมา เรียกวา lactocin B 
ซึ่งมีผลในการยับยั้ง L. leichmannii, L. lactis, L. bulgaricus  และ L. helveticus

 Shillinger และ Lucke (1989) ทําการแยก Lactobacillus  จากเนื้อไดทั้งหมด 221 
สายพันธุ นํามาทดสอบการยับยั้งภายใตสภาวะดังกลาวขางตน พบวาเชื้อทั้งหมด 23 สาย
พันธุ คือ L. sake 19 สายพันธุ L. plantarum 3 สายพันธุ และ L. curvatus  1 สายพันธุ 
สามารถยับยั้งการเจริญของ Lactobacillus กลุมอื่นๆ ได แตเมื่อนํา culture broth มาทํา
การทดสอบการยับยั้งโดยวิธี  agar well diffusion assay ปรากฏวามีเชื้อ L. sake เพียง 6 
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สายพันธุที่สามารถออกฤทธิ์ยับยั้งตอเชื้อแบคทีเรีย หลังจากนั้นนํา L. sake เพียง 1 สาย
พันธุมาศึกษาการออกฤทธิ์ พบวาสารที่หลั่งออกมาจะออกฤทธิ์ตอตานแบคทีเรียแลกติก
และ L. monocytogenes สารดังกลาวเปนโปรตีนออกฤทธิ์ทําลายแบคทีเรีย มีขอบเขตการ
ยับยั้งแคบและชื่อวา sakacin A

Lewus และ Montville (1992) รายงานวา plantaricin BN, bavaricin MN และ 
pediocin ที่ผลิตโดย  L. plantarum BN,   L. bavaricus  MN และ P. pentosaceus 43200 
ตามลําดับ  เปนแบคเทอริโอซินที่ออกฤทธิ์ทําลายเชื้อ  C. botul inum  และ                         
L. monocytogenes

Jimenez-Diaz และคณะ (1993) ทําการแยก L. plantarum LPCO10 จากการหมัก
มะกอกเขียว พบวาสามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่เรียกวา  plantaricin S  ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกได

Rekhif และคณะ (1994) ศึกษาพบวา plantaricin LC74 ที่ผลิตจาก L. plantarum
LC74 สามารถยับยั้ง mesophilic lactobacilli ไดแก L. plantarum, L. brevis และ                  
L. buchneri ในปเดียวกันมีรายงานวา Gonzalez และคณะ (1994) พบวา L. plantarum
LL44 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่มีศักยภาพในการยับยั้งไดดี ซึ่งประกอบดวยสาย
เปปไทดขนาด 3.5 kDa สามารถทําลายแบคทีเรียอ่ืนๆได เรียกชื่อแบคเทอริโอซินนี้วา 
plantaricin C

Ennahar และคณะ (1996) สามารถแยกเชื้อ L. plantarum WHE92 ที่สราง 
pediocin AcH มีผลยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Lactobacillus, Enterococcus, 
Streptococcus และ Bacillus

Thompson และคณะ (1996) พบวา L. heveticus สายพันธุ CNRZ 450 ผลิต
แบคเทอริโอซินที่คลายกับ helveticin J ซึ่งผลิตจาก L. heveticus NCFB 481 โดย
แบคเทอริโอซินดังกลาวสามารถยับยั้ง homofermentative lactobacilli ได

Yan และ Lee (1997) พบวา L. fermentum สามารถผลิต แบคเทอริโอซิน   
fermencin B ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก L. brevis, L. plantarum                   
L. pentosus,   L. pentosus,   L. delbruekii,   L. helveticus และ  M. luteus
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Bogovic-Matijisic และคณะ (1998) พบวา L. acidophilus LF221 ผลิตแบคเทอริ
โอซิน อยางนอย 2 ชนิด ไดแก  acidocin A และ acidocin B ซึ่งจะออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียไดแก B. cereus, Clostridium sp., 
Listeria innocua, S. aureus และ Streptococcus sp.

4. ปจจัยท่ีมีผลตอการสรางสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus
ในการสรางสารยับยั้งของเชื้อ Lactobacillus ตองอาศัยปจจัยหลายๆ อยางที่แตก

ตางกันออกไป โดยสวนใหญที่มีการศึกษาสามารถสรุปไดดังนี้
4.1  สายพันธุของเชื้อ

พบวาเชื้อชนิดเดียวกันแตตางสายพันธุกันจะสามารถผลิตแบคเทอริโอซินชนิด
เดียวกันไดในปริมาณที่แตกตางกัน เชน เชื้อ L. lactis สายพันธุตางๆ ที่ผลิต nisin       
(De Vuyst and Vandamme, 1994a)

4.2  pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ
4.2.1  pH เริ่มตน
pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการสรางสารยับยั้ง แบคทีเรียแลกติกตาง

ชนิดกันจะมี pH ที่เหมาะสมในการผลิตตางกัน เชน Lewus และ Montville (1992) ราย
งานวา L. plantarum BN ผลิต plantaricin BN และ L. bavaricus จะผลิต bavaricin MN 
เมื่อ pH เริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.9 และ 6.5 ตามลําดับ  L. plantarum UG1 จะ
ผลิต plantaricin UG1 ไดสูงสุดที่ pH 6.5 เชนเดียวกับกับ bavaricin MN

4.2.2 pH สุดทาย
     รายงานสวนใหญพบวาการผลิตแบคเทอริโอซิน จะมีปริมาณสูงขึ้นเมื่ออาหาร

เลี้ยงเชื้อมีสภาพเปนกรด โดย Kelly และคณะ (1996)  กลาววา plantaricin KW30 จะ
ผลิตแบคเทอริโอซินไดมากภายใตสภาวะที่มีความเปนกรด (pH 4.5) และมีจํานวนเซลล
แบคทีเรียสูงสุด สวนที่ระดับ pH 5.0 ซึ่ง เหมาะสมสําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินหลาย
ชนิด ไดแก acidocin J1229,  lactocin S และ plantaricin 149 (Tahara and Kanatoni, 
1996; Mortvedt-Abildgaard et al. 1995; Kato et al., 1994)   Matsusaki และคณะ (1996)  
พบวาเชื้อ L.  lactis subsp. lactis สายพันธุ IO-1 ผลิต nisinไดมากที่สุดที่  pH 5.5   เมื่อใช 
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glucose media แตเมื่อใช xylose media จะผลิตไดมากที่สุดที่ pH 6.0 อยางไรก็ตาม มี
แบคทีเรียแลกติกจํานวนมากที่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสูงในอาหารที่มีระดับ pH 
กวาง เชน plantaricin S และ T, pediocin AcH และ fermencin B จะถูกผลิตไดสูงที่ระดับ 
pH ในชวง 3-7, 4-6 และ 3-8  ตามลําดับ (Jimenez-Diaz et al., 1993; Ennahar  et al., 
1996; Yan and Lee, 1997)

4.3  ชนิดและสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดและปริมาณของแหลงคารบอนและไนโตรเจน รวมทั้ง cations สารลดแรง

ตึงผิว และสารยับยั้งตางๆ มีผลอยางมากตอการผลิตแบคเทอริโอซิน (Parente and 
Ricciardi, 1999)  โดยสวนใหญพบวาอาหารที่นิยมใชเลี้ยงแบคทีเรียแลกติกในการผลิต
สารยับยั้งคืออาหาร MRS ( de Man Rogosa and Sharpe) โดย

Spelhaug และ Harlander (1989) ไดทําการเลี้ยงเชื้อ L. lactis และ P. pentosaceus
ในอาหาร 3 ชนิด ไดแก M17-glu, BHI (Brain Heart Infusion) และ MRS พบวาเชื้อ
สามารถสรางสารยับยั้งไดมากที่สุดในอาหาร MRS

Kelly และคณะ (1996) พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ L. plantarum ในอาหาร Elliker broth 
และ อาหาร TYT30 เชื้อสามารถเจริญไดดีแตผลิตแบคเทอริโอซิน plantaricin KW30 ได
นอยกวาในอาหาร MRS แลวยังพบวาเชื้อสามารถใชน้ําตาลกาแลกโตส แลกโตส และ
ซอบิทอล แทนน้ําตาลกลูโคสไดโดยไมทําใหการผลิตแบคเทอริโอซินลดลง

Bogovic-Matijisic และคณะ (1998) รายงานวาการเลี้ยงเชื้อในอาหารแข็ง MRS 
จะมีการผลิตแบคเทอริโอซินและกรดแลกติกไดสูงกวาในอาหารแข็ง M17

อยางไรก็ตามนอกจากอาหาร MRS แลว Thompson และคณะ (1996) รายงานวา
เมื่อเลี้ยงเชื้อ L. helveticus CNRZ450 ใน skim milk เชื้อสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได
มากกวาเมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS นอกจากนี้ Yang และ Ray (1994) ไดทําการศึกษา
อาหารชนิดอื่นๆ ที่มีสวนประกอบไมซับซอนในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติก ทําใหคน
พบวา TGE (Trypticase Glucose Yeast Extract) เปนอาหารที่ทําใหเชื้อสามารถผลิตแบค
เทอริโอซินไดสูงเชนกัน

สําหรับผลของสวนประกอบในอาหารนั้นพบวาเชื้อจะผลิตสารยับยั้งไดดีถาใน
อาหารประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสมากกวาที่เปนซูโครส, ไซโลสหรือกาแลกโตส
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(Matsusaki et al.,1996., Biswas et al., 1991)  แต Parente และ Ricciardi (1999) กลาววา
การผลิตแบคเทอริโอซิน enterocin 1146 จากเชื้อ Enterococcus faecium เมื่อใชน้ําตาล
ซูโครสดีกวากลูโคส สวนฟรุกโตสกับแลกโตสนั้นใหผลผลิตมวลเซลลเทากับซูโครส 
แตผลิต enterocin 1146 นอยกวา

สําหรับผลของ anion ไดแก ฟอสเฟต และ cations ไดแก Mg2+  และ Ca2+ พบวามี
ผลตอการผลิตแบคเทอริโอซินแตมักขึ้นอยูกับสายพันธุของเชื้อแตละชนิดดวย โดย  
Biswas และคณะ (1991) พบวา Mg2+  สามารถทําใหการผลิตแบคเทอริโอซิน pediocin 
AcH เพิ่มขึ้นได เชนเดียวกับ Meghrous  และคณะ (1992) พบวา Mg2+ สามารถเพิ่มการ
ผลิต nisin  จากเชื้อ L. lactis subsp. lactis. ATCC 11454 และลดการดูดซับ nisin สูผิว
เซลลที่ผลิตไดอยางมีนัยสําคัญ แต Matsusaki และคณะ (1996) รายงานวา เมื่อเลี้ยง       
L. lactis subsp. lactis. IO-1 ดวยการหมักแบบครั้งคราว ที่มีการควบคุม pH โดยการใช
น้ําตาลกลูโคส และไซโลสเปนแหลงคารบอนนั้น การเติม Mg2+ ไมทําใหเชื้อผลิต nisin 
ไดเพิ่มขึ้น แตการเติม CaCl2  0.1 โมลลาร/ลิตรสามารถกระตุนใหเชื้อมีการผลิต nisin ได
มากขึ้นโดยไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโตและการผลิตแลกเตทแตอยางใด

นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว เชน tween 80 มีผลกระตุนการผลิตแบคเทอริโอซิน
ในเชื้อบางชนิดได (Parente and Hill, 1992; Daba et al., 1993; Matsusaki et al., 1996) 
โดย tween 80 ทําใหแรงตึงผิวบริเวณผิวเซลลแบคทีเรียลดลงการนําสารอาหารเขาสู
เซลลเกิดขึ้นไดดีและชวยปองกันไมใหแบคเทอริโอซินที่ผลิตออกมาเกาะอยูกับผิว
ภาชนะที่ใชเลี้ยงจึงทําใหสามารถตรวจพบปริมาณแบคเทอริโอซินใน culture broth ที่ได
จากการเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้น

สวนการเติมสารที่ทําใหเกิดภาวะกดดันตอเชื้อที่เลี้ยง  จากการศึกษาของ 
Mortvedt-Abildgaard และคณะ (1995) พบวาเมื่อมีการเติมเอทธานอล ลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ 1 %  จะทําใหการผลิต lactosin S เพิ่มขึ้น โดยสันนิษฐานวาไปมีผลกระตุนการ
แสดงออกของยีนที่ควบคุมการผลิตแบคเทอริโอซิน และชวยปองกันมิใหแบคเทอริโอ
ซินที่หลั่งออกมานอกเซลลเกาะกลุมกัน

4.4  อุณหภูมิในการบมเชื้อ
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สวนใหญอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแลกติกจะเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินดวย และพบวาแบคทีเรียแตละชนิดจะ
เจริญและผลิตแบคเทอริโอซินที่อุณหภูมิในการบมที่แตกตางกัน (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2   อุณหภูมิที่เหมาะสมในการบมเชื้อ Lactobacillus เพื่อการผลิตแบคเทอริโอ
ซินชนิดตางๆ

แบคเทอริโอซิน   อุณหภูมิ เอกสารอางอิง
       (oซ)

Brevicin 286 20 Conventry  et al., (1996)
Plantaricin UG1 25 – 30 Enan  et al., (1996)
Plantaricin BN 15 Lewus and Montvil (1992)
Bavaricin 30 Lewus and Montvill (1992)
Lactocin S 30 Mortvedt-Abildgaard et al., (1995)

4.5  ระยะการเจริญของเชื้อ
การผลิตสารยับยั้งของแบคทีเรียแลกติก อาจจะสัมพันธกับระยะการเจริญของ

เชื้อหรือไมก็ได กลาวคือ เชื้อบางชนิดสามารถสรางสารยับยั้งไดเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่
เชื้อเพิ่มจํานวนมากขึ้น (Yang and Ray, 1994) แตเชื้อบางชนิดก็ไมเปนไปตามนี้คืออาจ
ผลิตสารยับยั้งไดมากเมื่ออยูในระยะที่การเติบโตคงที่ และเชื้อบางชนิดสามารถผลิตสาร
ยับยั้งไดทุกระยะของการเลี้ยง

จากการศึกษาของ Desai และ Sheth (1997) พบวาอัตราการผลิตกรดของเชื้อ 6 
สายพันธุ ไดแก L. lactis BM–12,  P. pentocaceus BM–13, L. brevis BP–14,                
L. plantarum BM–15, Leuconostoc mesenteroides BM – 16  และ  L. mesenteroides
BM –17 จะสูงสุดเมื่อบมไวเปนเวลา 4 – 5 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาที่เชื้อเริ่มเจริญเขาสูระยะ 
log
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Biswas และคณะ (1991) พบวา P. acidilactici H จะเจริญและเริ่มผลิตกรดไดใน
อัตราสูงสุดเมื่อบมไวเปนเวลา 4-8 ชั่วโมง สวน pediocin AcH จะผลิตในชวงเวลา 8-16  
ชั่วโมง พบวาการสรางกรดจะเกิดขึ้นในชวงตนของการเจริญ แตสรางแบคเทอริโอซิน
จะเกิดขึ้นหลังจากที่มีการผลิตกรดแลว จึงถือวาเปน secondary metabolite จากการศึกษา
พบวา Lactobacillus  มีการผลิตแบคเทอริโอซินไดสูงสุดในระยะตางกัน คือ ระยะ log 
ไดแก plantaricin S, plantaricin 149, brevicin 286,  และ fermencin B (Jimenez-Diaz et 
al., 1993; Kato et al., 1994; Conventry, 1996; Yan and Lee, 1997) ระยะ log จนถึง 
early stationary ไดแก plantaricin UG1 (Enan et al., 1996) และระยะ stationary ไดแก 
plantaricin KW30, plantaricin T (Kelly et al., 1996; Jimenez-Diaz  et  al., 1993)

5. วิธีการผลิตและการตรวจสอบการสรางแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก
5.1 การผลิตโดยเลี้ยงเชื้อบนอาหารวุนแข็ง

สวนใหญใชในการศึกษาเพื่อตรวจหาวาเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ตองการศึกษามี
ความสามารถในการสรางสารยับยั้งหรือไม นิยมใชวิธีการหยดเชื้อแบคทีเรียแลกติก    
ลงบนอาหารวุนแข็ง นําไปบม จากนั้นนําอาหารวุนหลอมเหลวที่มีเชื้ออินดิเคเตอรผสม
อยูเททับลงบนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียแลกติกวางใหวุนแข็งนําไปบมแลววัดวงใสที่
เกิดขึ้น แตอยางไรก็ตามนอกจากแบคทีเรียแลกติกจะผลิตแบคเทอริโอซินแลวยังผลิต
สารอื่น ไดแก กรดอินทรียตางๆ เชน กรดแลกติก กรดอะซีติก และสารยับยั้งอื่นๆ เชน
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดซึ่งสารเหลานี้มีความสามารถในการยับยั้งเชื้ออินดิเคเตอรได
ดวย ซึ่งจะเปนปญหาโดยเฉพาะการใชเชื้ออินดิเคเตอรที่ไมใชเชื้อแบคทีเรียแลกติกเนื่อง
จากเชื้อแบคทีเรียอ่ืนจะไวตอกรดมากกวาเชื้ออินดิเคเตอรที่เปนแบคทีเรียแลกติกดวยกัน

การแกปญหาที่เกิดจากสารยับยั้งอื่นที่ไมใชแบคเทอริโอซิน เชนการจํากัดผลจาก
กรดโดยการปรับสภาพความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลดปริมาณของ
คารโบไฮเดรตในอาหารเลี้ยงเชื้อ   หรือใชเชื้ออินดิเคเตอรที่ไมถูกทําลายโดยกรด ขจัด
ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยการเติมเอนไซม catalase ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(Muriana and Luchansky, 1993)
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โดยทั่วไปแลวสามารถสังเกตเห็นฤทธิ์ในการยับยั้งของเชื้อที่ผลิตแบคเทอริโอ
ซินเมื่อเลี้ยงในอาหารแข็งไดงายกวาการเลี้ยงในอาหารเหลวเนื่องจากเห็นวงใสที่เกิด
จากการยับยั้งไดดวยตาเปลารอบๆโคโลนีของเชื้อที่ผลิต และสามารถทดสอบหาเชื้อที่
สรางสารยับยั้งไดหลายชนิดในเวลาเดียวกัน

5.2 การผลิตโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว
แมวาการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติกในอาหารวุนแข็งจะสามารถมองเห็นไดชัดแต

การศึกษาคุณสมบัติและการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อทําไดยากกวาใน
อาหารเหลว สภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อเปนปจจัยสําคัญที่มีอิทธิพลอยางยิ่งตอการผลิต
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียแลกติก จึงมีการพยายามศึกษาวิจัยถึงสภาวะที่ทําใหเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผลิตแบคเทอริโอซินใหไดมากที่สุดทั้งชนิดและสวนประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ การเติมสารตางๆลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยง
เชื้อ อุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ (Hoover and Harlander, 1993) ซึ่งปจจัย
เหลานี้สําคัญมากโดยเฉพาะเมื่อผลิตในระดับ large scale (Wilaipan et al., 2002)

Muriana และ Luchansky (1993) ไดสรุปวิธีการที่ใชในการทดสอบการสรางสาร
แบคเทอริโอซินไดอีกหลายวิธีดังแสดงในตารางที่ 3
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ตารางที่  3  วิธีการตรวจสอบการสรางแบคเทอริโอซิน

สวนที่ใชทดสอบ        วิธีการดําเนินการ
สารละลายสวนใส 1.  Spot-on-lawn test ( spot test ) หยด culture broth ที่มีการปรับ

pH และกรองแลวลงบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีแบคทีเรียอินดิเค
เตอร

2. Agar well diffusion เติม culture broth ที่มีการปรับ pH และกรอง
แลวลงในหลุมของจานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอินดิเคเตอร

3. Activity   assay หยด culture broth ที่มีความเขมขนแตกตาง
กันลงบนจานเพาะเชื้อที่มีแบคทีเรียอินดิเคเตอร

4. Microtiter plate assay เติม culture broth ที่มีความเขมขนแตก
ตางกันลงในหลุมของ microtiter plates   แลวใสแบคทีเรีย
อินดิเคเตอรจํานวนเทากันทุกหลุม  อานผลการยับยั้งดวย  
microplate reader

โคโลนีของเชื้อ 1. Flip plate method  เลี้ยงเชื้อบนจานอาหารแข็งแลวพลิกกลับ
อาหารใหไปอยูดานฝาจานแลวเททับดวยแบคทีเรีย อินดิเคเตอร

2. Sandwich overlay  เลี้ยงเชื้อในจานอาหารแข็งใหมีความเขมขน
เชื้อระดับตางๆ ราดทับดวยอาหารบมเชื้อจนเติบโตแลวเททับ
ดวยแบคทีเรียอินดิเคเตอร

3.  Lutri-plate เลี้ยงเชื้อบนจานอาหารดานหนึ่ง สวนอีกดานราดทับ
ดวยแบคทีเรียอินดิเคเตอร



22

6.  การนําแบคทีเรีย Lactobacillus และสารที่เชื้อสรางขึ้นไปใชในอาหาร
มีการนํา Lactobacillus มาใชในอาหารเปนเวลานานแลว โดยสวนใหญถือไดวา

เปน biopreservative ในอาหารซึ่งอาจจะนําตัวเชื้อมาใชในลักษณะเปนเชื้อเริ่มตนใน
อาหารหมักตางๆ หรือนําสารยับยั้งที่เชื้อผลิตไดไปใชในอาหารก็ได  การนําเชื้อเหลานี้
มาใชโดยตรงมีความสําคัญมากในอาหารหมักทั้งพืช สัตว ผลิตภัณฑนมตางๆ นอกจาก
จะชวยใหสามารถเก็บรักษาอาหารไดนานแลวยังชวยใหเพิ่มมูลคาและเพิ่ม รส กลิ่น สี 
ของอาหารดวย (McMullen and Stile, 1996) ความสําคัญของแบคทีเรียเหลานี้ เนื่องจาก
สามารถผลิตกรดซึ่งทําให pH ของสิ่งแวดลอมลดลง เชื้ออ่ืนที่เจริญไดเฉพาะใน pH เปน
กลางก็ไมสามารถเจริญปนเปอนได นอกจากนี้ยังสรางสารยับยั้งอื่น ไดแก ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด คารบอนไดออกไซด ไดอะซิทิล และแบคเทอริโอซิน ไดดวย

Desai และ Sheth (1997) นําแบคทีเรียแลกติก 6 สายพันธุไดแก  L. lactis BM-12,  
L.  brevis BM-14, L.  plantarum BM-15,  P.  pentocaceus BM-13,    L.  mesenteroides 
BM-16 และ L.  mesenteroides BM-17 มาใชเปนเชื้อเริ่มตนในการทําผักดองพบวา 
สามารถเก็บผักดองที่อุณหภูมิ 28-30 °ซ ไดนานถึง 2 เดือน

Kato และคณะ (1999) นําเชื้อ L.lactis subsp. lactic IFO12007 nisin มาเปนเชื้อ
เริ่มตนในการผลิตถั่วหมัก พบวาสามารถยับยั้งการเติบโตของเชื้อ B. subtilis ที่ปนเปอน
ภายหลังไดอยางสมบูรณและยังมีคุณสมบัติที่ดีอีกหลายประการไดแก สามารถเจริญเติบ
โตไดอยางรวดเร็วและผลิตสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคไดโดยไมยับยั้งการเจริญเติบ
โตของเชื้อรา Aspergillus oryzae ซึ่งจําเปนในการผลิตถั่วหมัก ไมทําให pH   ของถั่ว
หมักลดลงมากจนเกินไป และไมเปนเชื้อกอโรค

Fiorentini และคณะ (2001) ทําการทดสอบพบวา culture broth ที่ไดจากการเลี้ยง
เชื้อ L. plantarum BN ในอาหาร sugar cane molasses broth สามารถลดจํานวนเชื้อ 
psychrotrophic  และ mesophilic  ที่ปนเปอนในเนื้อวัวได

Pol และคณะ (2001) พบวา เมื่อใช nisin รวมกับ Pulse-Electro-Field สามารถ
ทําลายเชื้อ B. cereus ในขณะงอกจาก spore ได
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Caridi (2003) พบวา เชื้อ L. paracasei  และ L. curvatus ที่แยกไดจากเนยแข็ง
สามารถสรางสารยับยั้งที่มีคุณสมบัติคลายแบคเทอริโอซินและสามารถยับยั้งเชื้อ E. coli
ได

ปจจุบันแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียเหลานี้ไดรับความสนใจศึกษาคน
ควาเพิ่มขึ้นมากดวยเหตุผลดังกลาวขางตน แตอยางไรก็ตามในหองปฏิบัติการพบวา ยังมี
ปจจัยหลายอยางที่มีอิทธิพลตอการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินในอาหารเชน สวน
ประกอบของอาหาร ความสามารถในการแพรของแบคเทอริโอซินในอาหาร ชนิดของ
แบคทีเรียในอาหาร ความเปนกรดดางของอาหารและอุณหภูมิที่ใชในการเก็บรักษา
อาหารนั้น

วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการสรางสารยับยั้งของแบคทีเรีย Lactobacillus  ที่
แยกไดจากอาหารหมักพื้นบานไทย

2. เพื่อศึกษาลักษณะของสารยับยั้งของแบคทีเรีย Lactobacillus
3. เพื่อศึกษาลักษณะบางประการของสารยับยั้งกึ่งบริสุทธิ์ที่ผลิตจากแบคทีเรีย 

Lactobacillus
4. เพื่อศึกษาการผลิตสารยับยั้งของแบคทีเรีย Lactobacillus โดยการหมักแบบ batch
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