
บทที่ 4

สรุปผลการทดลอง

1.  การใชน้ํามะพราวและน้ํานึ่งปลาทูนาเปนแหลงคารบอน และไนโตรเจนใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ  L. casei ssp. rhamnosus SN11 เชื้อ
สามารถเจริญไดในอาหารทุกสูตร แตจะเจริญไดดีที่สุดในอาหารสําเร็จ MRS โดยใหคา
กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus เปน  20 AU/ml. ตั้งแตชั่วโมงที่  16  ถึง  24  ซึ่งเปนชวง  
late log phase  ถึงระยะ  early stationary phase   ในขณะที่สูตรอาหารดัดแปลงที่มีการใช
ปริมาณน้ํามะพราวเพิ่มขึ้นเปน  1 : 1  (Coco1)  1 : 2 (Coco2)  1 : 3 (Coco3) และ 1 : 4 
(Coco4)  มีกิจกรรมการยับยั้งเปน  10 AU/ml. โดยที่เชื้อเริ่มผลิตแบคเทอริโอซินตั้งแต
ชั่วโมงที่ 16  ตลอดจนสิ้นสุดการทดลองที่  48  ชั่วโมง  และในสูตรอาหาร  Tuna 2  และ 
Tuna 3  ที่มีการใชน้ํานึ่งปลาทูนาเพิ่มขึ้น  2  และ  3  เทา จะใหคากิจกรรมการยับยั้งเทา
กับ 10 AU/ml. โดยจะตรวจพบกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินตั้งแตชวงแรกของ
การเจริญ และไมพบกิจกรรมการยับยั้งหลังจากชั่วโมงที่ 16  และไมพบกิจกรรมการ
ยับยั้งใดๆ ในสูตรอาหาร Medium I   และ  Tuna 4

2. จากการทดลองพบวาปจจัยที่สําคัญในการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ                
L. casei ssp. rhamnosus SN11  คือ ปริมาณองคประกอบตางๆ ของสารในอาหารเลี้ยง
เชื้อ  เชน  ปริมาณน้ําตาล  ปริมาณโปรตีน  และปริมาณแรธาตุที่มีอยูในวัตถุดิบ โดยแบค
เทอริโอซินผลิตไดดีในสูตรอาหารสําเร็จ MRS ที่มีสัดสวนปริมาณไนโตรเจนรอยละ  25  
และมีปริมาณคารบอนรอยละ 20  โดยเมื่อปรับปริมาณสัดสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อใหมี
ปริมาณไนโตรเจนเพิ่มขึ้นในสูตรอาหารดัดแปลง  Tuna 2 (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 
27.24), Tuna 3 (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 34.05) และ Tuna 4 (ปริมาณไนโตรเจนรอย
ละ 36.32) และเมื่อลดปริมาณไนโตรเจนลงในสูตรอาหารดัดแปลง Coco 2 (ปริมาณ
ไนโตรเจนรอยละ 15.12), Coco 3 (ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 11.35)  และ Coco 4 
(ปริมาณไนโตรเจนรอยละ 9.08) จะทําใหกิจกรรมการยับยั้งของแบคเทอริโอซินที่ไดลด



ลง  ทั้งนี้เนื่องมาจากปริมาณสารอาหารที่มากเกินพอ  เขาไปมีผลในการยับยั้งการเจริญ
และการสรางแบคเทอริโอซิน

3. สําหรับสูตรอาหารดัดแปลง Coco 1  ที่มีการปรับสัดสวนน้ํานึ่งปลาทูนาตอน้ํา
มะพราวเปน  1 ตอ 1  มีปริมาณไนโตรเจนในสูตรอาหารรอยละ  22.70  และมีปริมาณ
คารบอนในสูตรอาหารรอยละ  18.50  ใหคากิจกรรมการยับยั้งเชื้อ  S. aureus  ของ            
แบคเทอริโอซินเทากับ  20  AU/ml  ในชั่วโมงที่  20  ซึ่งใกลเคียงกับสูตรอาหารสําเร็จ  
MRS  เนื่องจากปริมาณสัดสวนของคารบอนและไนโตรเจนในสูตรอาหารใกลเคียงกัน  
ดังนั้นจึงสามารถนําน้ํานึ่งปลาทูนาและน้ํามะพราว  ซึ่งเปนวัสดุเศษเหลือทางการเกษตร
มาใชในการพัฒนาสูตรอาหารเพื่อการผลิตแบคเทอริโอซินจากเชื้อ L. casei ssp. 
rhamnosus SN 11 ได

4. การทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินจากเชื้อ L.  casei ssp. rhamnosus SN11  
สามารถทําไดโดยใชข้ันตอนการทําบริสุทธิ์  4  ข้ันตอน  คือ การตกตะกอนโปรตีนดวย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  gel-filtration chromatography cation-exchange 
chromatography  และ  reverse phase high performance liquid chromatography  โดย       
แบคเทอริโอซินที่ไดมีกิจกรรมการยับยั้งเปน  100  AU/ml  และมีคากิจกรรมการยับยั้ง
จําเพาะเพิ่มขึ้นเปน  300  เทา แตผลิตผลสวนใหญจะสูญเสียไปในขั้นตอนของการตก
ตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตทําใหเมื่อสิ้นสุดขั้นตอนการทําบริสุทธิ์มี
ปริมาณผลิตผลที่ไดเหลือเพียงรอยละ  0.25

5. การใช Amberlite  XAD-4  เปนตัวดูดซับรวมกับเทคนิคโครมาโทกราฟ
สามารถลดการสูญเสียและลดขั้นตอนในการทําบริสุทธิ์ได  โดยมีข้ันตอนดังนี้ คือ ดูด
ซับดวย  Amberlite XAD-4   สกัดโดยใช  Methanol  และแยกดวย  RP-FPLC  จากการ
ทดลองทําใหไดแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่มีคากิจกรรมการยับยั้งเปน  320  AU/ml  มีคา
กิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้น  60  เทา  และมีปริมาณผลิตผลรอยละ 2  เมื่อสิ้นสุดขั้นตอน
การทําบริสุทธิ์ โดยมีปริมาตรแบคเทอริโอซินเริ่มตนเทากับ 1,000 มิลลิลิตร

6. การปรับปรุงเทคนิคในการทําบริสุทธิ์แบคเทอริโอซินเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
และปริมาณผลิตผลของแบคเทอริโอซิน  สามารถใหผลิตผลเพิ่มขึ้นเปนรอยละ  32  มีคา



กิจกรรมการยับยั้งเพิ่มขึ้น  60  เทา และใหคากิจกรรมการยับยั้งเปน  320  AU/ml  โดย
เมื่อนําไปทดสอบความบริสุทธิ์โดยวิธี  SDS-PAGE  ไดเปนแบนเดี่ยวชัดเจน

7.  แบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ที่ผลิตโดยเชื้อ L.  casei ssp. rhamnosus  SN11  มีน้ํา
หนักโมเลกุลประมาณ  3,975  ดาลตัน  จากการวิเคราะหโดยใชวิธี SDS-PAGE  และมี
น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 3,454 ดาลตัน เมื่อวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสารโดยใช
เทคนิค EMS

8.ในการศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียของแบคเทอริโอซิน บริสุทธิ์  
พบวาการเตรียมแบคเทอริโอซินที่ความเขมขน  0.8  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (256 AU/ml) 
และ  1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (320 AU/ml)  สามารถลดปริมาณเชื้อ  S. aureus   ลงได  2  
log CFU/ml และเมื่อทดสอบกิจกรรมการยับยั้งกับเชื้อ  E. coli  และ  Strep. lactis  พบวา
สามารถลดปริมาณเชื้อทั้งสองชนิดลงได  1 log CFU/ml  และไมสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ  L. monocytogenes  ได

9. ในการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซิน (1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)ตอ
อุณหภูมิโดยใชเชื้อ S. aureus   E. coli   Strep. lactis  และ L. monocytogenes  เปน
แบคทีเรียอินดิ เคเตอรในการทดสอบกิจกรรมการยับยั้ง จากการทดลองพบวา                    
แบคเทอริโอซินสามารถทนความรอนที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที
ได โดยยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ S. aureus  E. coli และ  Strep. lactis   เทากับ  320  
AU/ml   20 AU/ml และ 160 AU/ml   ตามลําดับ  และทนความรอนที่อุณหภูมิ  100  
องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  และ  60  นาที  และที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  15  นาที  ไดโดยมีคากิจกรรมการยับยั้งเชื้อ  S. aureus   E. coli  และ  Strep. lactis  
ลดลงเปน  160  AU/ml   20 AU/ml  และ  80 AU/ml ตามลําดับ  โดยแบคเทอริโอซินที่
ทดสอบไมมีผลใดๆ  ตอการเจริญของเชื้อ   L. monocytogenes

10. จากการทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอพีเอช  โดยทําการปรับ
สภาวะใหมีพีเอชเปน  1  ถึง  14  พบวาแบคเทอริโอซินสามารถทนพีเอชไดในชวงกวาง  
โดยแบคเทอริโอซินยังคงมีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อ    S. aureus   E. coli และ  Strep. lactis  
ที่พีเอช  2  ถึง  8  และเมื่อทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินตอเอนไซมยอย
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โปรตีน  พบวาแบคเทอริโอซินถูกทําลายไดโดยเอนไซมยอยสลายโปรตีน Trypsin           
α-Chrymotrypsin  และ  Proteinase K

11.  จากการศึกษาสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์  ทําใหทราบวา
แบคเทอริโอซินที่ผลิตไดโดยเชื้อ   L.  casei ssp. rhamnosus  SN11  เปนโปรตีนทนรอน
และทนพีเอชไดในชวงกวาง แตสามารถถูกทําลายไดโดยเอนไซมยอยโปรตีน  จากความ
สามารถเหลานี้ถือเปนขอดีของแบคเทอริโอซิน เพราะสามารถนําแบคเทอริโอซินที่ได
ไปใชเปนสารปองกันการเสื่อมเสียในอุตสาหกรรมที่ใชความรอนและใชสภาวะที่เปน
กรดในการแปรรูปได


