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บทคัดย่อ 

แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท RB01-SO ซ่ึงคดัแยกไดจ้ากตน้หอมดองสามารถสร้างสาร
ยบัยั้งเช้ือ Streptococcus suis อนัเป็นสาเหตุก่อให้โรคท่ีส าคญัต่อหมูและผูบ้ริโภค เม่ือจ าแนกสายพนัธ์ุ
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ปริมาตร การท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธี Cation-Exchange Chromatography และ RP-HPLC จาการทดลองพบวา่
มีแบคเทอริโอซินจ านวน 2 เปปไทด์ ได้แก่ RB01-SOA และ RB01-SOB ซ่ึงมีความเหมือนกับ 
Plantaricin Wα และ Plantaricin Wβ (มวลโมเลกุลเท่ากับ 3,222 และ 3,098 ดาลตัน ตามล าดับ)  
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ปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ในลาบหมูลงเหลือ 2.0 log CFU/g ภายในเวลา 120 นาที ในขณะท่ีการเติมผง
แบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิเบ้ืองตน้ความเขม้ขน้ 1,188,642 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัมสามารถ
ออกฤทธ์ิยบัยั้งเช้ือ S. suis P1/7 ในเลือดหมู เน้ือหมู และลาบหมูดิบจนต ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์
ภายในระยะเวลา 40, 60 และ 60 นาที ตามล าดบั 
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 Abstract 
Lactic acid bacteria RB01-SO, isolated from spring onion (Ton-Hom-Dong), produced 

antibacterial activity against Streptococcus suis which was an important foodborne pathogen causing 
serious disease in swine and consumers. The isolate RB01-SO was identified as Lactiplantibacillus 
plantarum by using MALDI-TOF MS analysis.  L. plantarum RB01-SO could produce the highest anti-
S. suis P1/7 activity about 400 AU/mL when cultured in MRS broth contained with 1% (w/v) NaCl 
(pH 7) and incubated at 30°C for 12 h. The bacteriocin was purified by a three-step purification 
procedure including 20 and 75% (w/v) ammonium sulfate precipitation, cation-exchange 
chromatography, and RP-HPLC. Two bacteriocins of RB01-SOA and RB01-SOB were similar with 
Plantaricin Wα and Plantaricin Wβ (molecular masses of 3,222 and 3,098 Da, respectively). Both 
bacteriocins were completely destroyed by proteolytic enzymes, but they were stable in organic 
solvents and surfactants. Moreover, bacteriocins RB01-SOA and RB01-SOB were stable at pH 2-12 
and at 80°C, 100°C, 121°C, and room temperatures. These bacteriocins showed broad inhibitory 
activities against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Additionally, the bacteriocins exhibited 
synergistic activity with the bactericidal inhibition mechanism of S. suis P1/7. However, the addition 
of crude bacteriocin powder at the concentration of 372,192 AU/300 g Larb-Moo-Dib was able to 
reduce the viability of S. suis P1/7 in Thai Spicy Minced Raw Pork (Larb-Moo-Dib) to 2.0 log  
CFU/g within 120 minutes, whereas the partial purified bacteriocin powder, 1,188,642 AU/300 g  
Larb-Moo-Dib, could reduce the viability of S. suis P1/7 bacteria in pork blood, pork meat, and Thai 
Spicy Minced Raw Pork to under the detection limit within 40, 60, and 60 min, respectively.  

(Total 135 pages) 
Keywords: Lactic acid bacteria, Bacteriocin, Purification, Streptococcus suis, Thai Spicy Minced  

Raw Pork
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

1.1 ที่มาและความส าคญัของปัญหา 
 

โรคไขหู้ดบัหรือโรคติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส เป็นโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย 
Streptococcus suis โดยเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีโดยปกติจะพบอยูใ่นระบบทางเดินหายใจของหมูและจะ
ก่อโรคต่อหมูเม่ือภูมิคุม้กันของหมูลดต ่าลง กล่าวคือเม่ือหมูอยู่ในสภาวะแวดลอ้มท่ีแออดั เครียด 
และร่างกายอ่อนแอ และจะสามารถแพร่เช้ือไปสู่หมูตวัอ่ืนในโรงเล้ียงเดียวกนัได ้รวมถึงสามารถ
แพร่เช้ือจากหมูสู่คนได ้โดยเม่ือผูป่้วยไดรั้บเช้ือน้ีแลว้จะมีอาการปวดศีรษะ ปวดเม่ือยตามตวั ไขสู้ง 
บางรายอาจติดเช้ือในกระแสเลือด และอาจรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิต ในกรณีบางรายท่ีรอดชีวิต ส่วน
ใหญ่มกัพบความผิดปกติตามมาในภายหลงั เช่น กลา้มเน้ืออ่อนแรง สูญเสียการทรงตัว รวมถึง
สูญเสียการไดย้นิจนถึงขั้นหูหนวกถาวร โดยการติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส ในคนนั้นมกัมีสาเหตุ
มาจากการติดเช้ือผ่านทางบาดแผล ทางเยือ่บุตา และการสัมผสัใกลชิ้ดกบัหมูท่ีติดโรค เช่น คนงานท่ี
ท างานในโรงเล้ียง โรงฆ่า และคนขายเน้ือหมู รวมถึงการบริโภคเน้ือหรือผลิตภณัฑจ์ากเน้ือหมูท่ีไม่
ผ่านการปรุงสุก ซ่ึงการติดเช้ือท่ีเกิดจากการบริโภคน้ีถือเป็นสาเหตุหลกัของการเกิดโรคติดเช้ือ 
สเตพ็โตคอ็กคสั ซูอิส โดยเฉพาะในประเทศไทยท่ีมีวฒันธรรมการบริโภคเน้ือและเลือดหมูดิบ หรือ
ก่ึงสุกก่ึงดิบ เช่น การบริโภคหลู้ ก้อย ลาบหมูดิบ รวมไปถึงหมูกระทะ ในระยะ 10 ปีท่ีผ่านมา 
ประเทศไทยพบอตัราการติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส สูงมากถึงประมาณ 200-350 คนต่อปี มีอตัรา
การเสียชีวิตสูงถึงประมาณร้อยละ 5-10 และอตัราการติดเช้ือน้ียงัไม่มีแนวโนม้ท่ีจะลดลง  
 

จากสถานการณ์การปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีเกิดขึ้น ถึงแมจ้ะมีความพยายาม
และป้องกนัไม่ให้เกิดการปนเป้ือนของเช้ือ ทั้งการจดัการดา้นสุขาภิบาล การผลิต การขนส่ง และ
การจดัจ าหน่าย รวมถึงการใชย้าปฏิชีวนะเพื่อป้องกนัและลดการแพร่กระจายโรค ก็ยงัไม่เป็นผล ซ ้ า
ยงัก่อใหเ้กิดปัญหาร้ายแรงตามมาในอนาคต เช่น การด้ือต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ ท าให้ทางเลือกใน
การใชย้าปฏิชีวนะเพื่อรักษาน้อยลง เน่ืองจากยาท่ีเคยใช้อยู่ประสิทธิภาพในการรักษาลดลงหรือไม่
สามารถใช้รักษาต่อไปได ้รวมถึงเกิดการตกคา้งของยาปฏิชีวนะในเน้ือหมู โดยความปลอดภยัใน
อาหารถือเป็นเร่ืองท่ีส าคัญ เพื่อแก้ปัญหาดังกล่าว การใช้สารท่ีผลิตจากจุลินทรีย์เพื่อย ับยั้ ง



2 
 

 

เช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคถือเป็นวิธีการหน่ึงท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
แบคเทอริโอซิน ซ่ึงเป็นสารท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียกรดแลคติก เน่ืองจากมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัยา
ปฏิชีวนะ แต่มีความปลอดภัยมากกว่า โดยได้รับการยอมรับจากทั่วโลกว่ามีความปลอดภัย 

(Generally Recognized as Safe; GRAS) ไม่เป็นอนัตรายต่อร่างกาย เน่ืองจากสามารถถูกย่อยดว้ย
น ้ าย่อยในระบบทางเดินอาหารได ้อีกทั้งยงัมีคุณสมบติัออกฤทธ์ิท าลายเฉพาะเช้ือจุลินทรียบ์างชนิด
เท่านั้น ไม่ไดอ้อกฤทธ์ิท าลายทุกชนิด ส่งผลท าให้จุลินทรียช์นิดดียงัคงรอดชีวิต ในระบบทางเดิน
อาหาร  
 

จากคุณสมบติัดงักล่าวท าให้เกิดแนวคิดในการน าสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตได้
จากแบคทีเรียกรดแลคติก มาใชใ้นการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหารประเภทลาบท่ีปรุงจากเน้ือ
หมูดิบในรูปแบบผงคลุกลาบ เพื่อช่วยลดอนัตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการปนเป้ือนของจุลินทรียแ์ละ
พฒันาเป็นผลิตภณัฑผ์งคลุกลาบในอนาคตต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์งานวิจัย 
 

1.2.1 เพื่อคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารแบคเทอริโอซินจากผกัดองพื้นบา้นของ
ไทย 

1.2.2 เพื่อศึกษาหาสูตรอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธุ์ Lactiplantibacillus plantarum RB01-SO 

1.2.3 เพื่ อท าบ ริ สุท ธ์ิ และ ศึกษาคุณสมบัติของแบคเทอ ริโอซิน ท่ีผ ลิตจาก เ ช้ื อ  
Lactiplantibacillus plantarum RB01-SO 
 1.2.4 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการใชแ้บคเทอริโอซินในรูปแบบผงคลุกลาบและการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือ Streptococcus suis ในลาบหมูดิบ 
 



 

 

บทที่ 2 
 

ทฤษฎีที่เกีย่วข้อง 
 

2.1 แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid Bacteria) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีรูปร่างเป็นท่อน (Rod Shape) หรือเป็น
ทรงกลม (Cocci Shape) ไม่สร้างสปอร์ (Non-Spore Forming) ไม่เคล่ือนท่ี (Non-Motile) ไม่สร้าง
เอนไซม์คะตาเลส (Catalase Negative) ทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรด สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนเพียงเล็กน้อย (Microaerophile) หรือบางสายพันธุ์สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีไม่มี
ออกซิเจน (Strictly Anaerobe) (Ringø et al., 2018) ตอ้งการธาตุอาหารท่ีซับซ้อนและเหมาะสมต่อ
การเจริญเติบโต โดยมีคาร์โบไฮเดรตซ่ึงใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานหลกั ร่วมกับ
กรดอะมิโน แร่ธาตุ วิตามิน และสารอนินทรียห์ลายชนิด (Saeed & Salam, 2013) รวมถึงสามารถ
ผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑ์หลกั หลงัจากกระบวนการหมักน ้ าตาล (Reis, Paula, Casarotti, & 
Penna, 2012) โดยสามารถจ าแนกแบคทีเรียท่ีสร้างกรดได้เป็น 2 กลุ่ม ตามผลิตภัณฑ์ท่ีสร้างขึ้น
ระหวา่งกระบวนการหมกั ไดแ้ก่ กลุ่ม Homofermentative และกลุ่ม Heterofermentative โดยในกลุ่ม
แรกแบคทีเ รียกรดแลคติกจะสร้างผลิตภัณฑ์ท่ี เ กิดจากการหมักและย่อยน ้ าตาล ได้เ ป็น 
กรดแลคติกร้อยละ 95 กรดอะซิติก (Acetic Acid) ร้อยละ 5 และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (Carbon 
Dioxide) อีกเล็กน้อย ส่วนกลุ่มท่ีสองนั้น แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติกไดร้้อยละ 
50 จากกระบวนการย่อยน ้ าตาล ส่วนท่ีเหลือจะเปล่ียนไปเป็นกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก (Formic 
Acid) เอทานอล (Ethanol) และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์(Pessione, 2012)  

 
แบคทีเรียกรดแลคติก จัดอยู่ใน Phylum Firmicutes จัดอยู่ใน Class Bacilli และ Order 

Latobacillales โดยแบ่งออกเป็น 6 วงศ ์38 จีนสั โดยจีนสัของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบโดยทัว่ไป 
ได้แ ก่  Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Lactococcus, 
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactosphaera, Melissococcus, Microbacterium, Oenococcus, 
Pediococcus, Propionibacterium, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus แ ล ะ  Weissella 
(Agriopoulou, Stamatelopoulou, Sachadyn-Król, & Varzakas, 2020; Djadouni & Kihal, 2012; 
Singh, 2018) จากรายงานของ Agriopoulou et al. (2020) พบว่าจีนัส Lactobacillus เป็นแบคทีเรีย



4 

 

 

กรดแลคติกท่ีพบมากท่ีสุด จ านวน 261 สปีชีส์ (ส ารวจเม่ือเดือนมีนาคม พ.ศ. 2563) ต่อมา 
Lactobacillus ได้รับการจัดกลุ่มใหม่ (Reclassification) โดยแบ่งออกเป็น 25 จีนัส  ได้แก่ กลุ่ม 
Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus และอีก  23 จีนัส  ใหม่  ได้แ ก่  Acetilactobacillus, 
Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, 
Companilactobacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, 
Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus, 
Levilactobacillus, Ligilactobacillus,  Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus, Loigolactobacilus, 
Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus และ Secundilactobacillus (Zheng et al., 2020)  

 
แบคทีเรียกรดแลคติกพบได้โดยทั่วไปทั้ งในผลิตภัณฑ์นม เน้ือสัตว์ ผกั และผลไม้ 

นอกจากน้ียงัสามารถพบไดใ้นเยือ่เมือกของระบบทางเดินหายใจ ล าไส้ และส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย
ของมนุษย์และสัตว์ รวมไปถึงในพืชน ้ าเสีย ดิน หรือมูลสัตว์ (Liu, Pang, Zhang, & Cai, 2014) 
ปัจจุบนัแบคทีเรียกรดแลคติกถูกน ามาใชอ้ย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากแบคทีเรีย
กรดแลคติกสามารถสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียป์นเป้ือนท่ีอาจเป็นอันตรายต่อสุขภาพของ
มนุษย ์ช่วยเพิ่มกล่ินรสเฉพาะตวัของผลิตภณัฑ์นั้น ๆ ร่วมถึงช่วยเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการ และยงั
ได้รับการยอมรับว่ามีความปลอดภัยต่อการบริโภค (Kheadr et al., 2010; Silva, C., Silva, S., & 
Ribeiro, 2018) ตวัอย่างผลิตภณัฑ์ท่ีใช้แบคทีเรียกรดแลคติกในการหมกั ไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์นม เช่น 
นมเปร้ียว โยเกิร์ต และชีส  โดยสายพันธุ์แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีนิยมใช้ในการผลิต ได้แก่  
Lactococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium และ Streptococcus (Leroy & De Vuyst, 2004; Settanni 
& Moschetti, 2010; Teshome, 2015; Zamfir et al., 2006) ผลิตภณัฑเ์น้ือสัตว ์เช่น แหนม ซาลามิ และ
ไส้กรอก มกัใชส้ายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแ้ก่ Lactobacillus และ Pediococcus (Ammor 
& Mayo, 2007; Mogensen et al., 2002; Talon & Leroy, 2011) ส่วนกลุ่มของผลิตภัณฑ์ปลาหมัก 
อาทิ ปลาส้ม น ้ าปลา มักนิยมใช้สายพันธุ์  Lactobacillus, Pediococcus, Tetragenococcus และ 

Staphylococcus  (Han et al., 2020; Kuda et al., 2012; Saithong, Panthavee, Boonyaratanakornkit, & 
Sikkhamondhol, 2010; Wakinaka et al., 2019) และผลิตภณัฑ์ในกลุ่มผกัดองเปร้ียว เช่น กิมจิ นิยม
ใช้แบคที เ รียสายพัน ธุ์  Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, และ  Weissella  
เป็นตน้ (Di Cagno, Coda, De Angelis, & Gobbetti, 2013; Lee et al., 2020)  
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2.2 การสร้างสารยับยั้งการเจริญของจุลนิทรีย์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างสารยงัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรคในอาหารได้
หลายชนิด ดว้ยเหตุน้ีแบคทีเรียกรดแลคติกจึงมีบทบาทส าคญัในดา้นการถนอมอาหารและการเพิ่ม
ความปลอดภัยในอาหาร  (Guimaraes, Abrunhosa, Pastrana, & Cerqueira, 2018) โดยสาร ท่ี มี
คุณสมบติัยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตขึ้น ไดแ้ก่   

 
2.2.1 กรดอนิทรีย์ (Organic Acid) 
 
แบคทีเรียกรดแลคติกจะเจริญและสร้างกรดอินทรีย์ ท่ีเป็นสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ 

(Secondary Metabolites) ได้หลายชนิด ได้แก่ กรดอะซิติก กรดแลคติก กรดซิตริก (Citric Acid)  
กรดซัคซินิก (Succinic Acid) และกรดโพรพิโอนิก (Propionic Acid) เป็นตน้ (Bangar, Suri, Trif, & 
Ozogul, 2022; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010) ซ่ึ ง จะ ส่ งผลท า ให้ค่ า  pH ของ 
ซับสเตรด (Substrate) ลดต ่าลง ทั้งน้ีเน่ืองจากกรดอินทรียเ์ป็นกรดอ่อนเม่ือแพร่เขา้สู่เยื่อหุ้มเซลล์
จุลินทรียแ์ลว้จะแตกตวัปล่อยโปรตอน (Proton) เขา้ไปในไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) แลว้จะท าให้
ภายในเซลลมี์สภาวะเป็นกรด จึงมีผลไปยบัยั้งกระบวนการเมตาบอลิซึม (Metabolism) ท่ีจ าเป็นต่อ
การด ารงชีวิตของจุลินทรียแ์ละมีผลยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียน์ั้น ๆ ได ้(Hauser, Thielmann, & 
Muranyi, 2016)  

 
2.2.2 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Hydrogen Peroxide) 
 
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดใ้นสภาวะท่ีมีออกซิเจน 

เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกจะไม่สร้างเอนไซมค์ะตาเลส โดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์น้ีเป็นพิษ
ต่อจุลินทรีย์ ซ่ึงจะท าหน้าท่ีเป็นสารตั้ งต้นในการเกิดซูเปอร์ออกไซด์แรดดิเคิล (Superoxide 
Radicals; O2) และไฮดรอกซิลแรดดิเคิล (Hydroxyl Radicals; OH-) ท่ีเป็นพิษต่อเซลล์ของจุลินทรีย ์
(Byczkowski & Gessner, 1988; Imlay, 2019) ดังนั้นเม่ือมีปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สะสม
เป็นจ านวนมากและจุลินทรียน์ั้นไม่สามารถผลิตเอนไซม์คะตาเลสมาท าลายได ้ก็จะส่งผลให้เซลล์
ของจุลินทรียถ์ูกท าลายในท่ีสุด (Virtanen, Pihlanto, Akkanen, & Korhonen, 2007) จากรายงานของ 
Dike and Sanni (2010) พบว่า ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีผลิตจากเช้ือ Lactobacillus casei สามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Aspergillus flavus และ Aspergillus niger ในอากิดี (Agidi) ซ่ึงเป็นอาหาร
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หมักจากธัญพืชของชาวแอฟริกัน นอกจากน้ีย ังพบว่าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีแบคทีเรีย 
กรดแลคติกสังเคราะห์ขึ้น สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสียของ
อาหารระหว่ างการ เก็บ รักษา ท่ี อุณหภู มิต ่ า ได้  ได้แ ก่  Alcaligenes, Shewanella, Brochotrix, 
Enterococcus, Lactobacillus และ Pseudomonas ไดอี้กดว้ย (Abbas, Luo, Zhu, Zou, & Tang, 2010; 
Ito et al., 2003) 

 
2.2.3 คาร์บอนไดออกไซด์ 
 
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลิตภณัฑห์ลกัท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัของแบคทีเรียท่ีสร้าง

กรดแลคติกในกลุ่ม  Heterofermentative โดยคาร์บอนไดออกไซด์จะเข้าไปแทนท่ีโมเลกุลของ
ออกซิเจนท าใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ อนัส่งผลท าใหค้่า pH ทั้งภายในและภายนอกเซลลข์องจุลินทรีย์
ลดลง นอกจากน้ีคาร์บอนไดออกไซด์ยงัสามารถท าปฏิกิริยากบักรดอะมิโนและไขมนับนเยื่อหุ้ม
เซลล ์รวมถึงยงัยบัย ั้งการท างานของเอนไซม ์อนัมีผลยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีท าให้
อาหารเน่าเสียได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกท่ีเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิต ่า  
(Sharma, Modi, & Saxena, 2014; Szutowska, 2020) 

 
2.2.4 ไดอะซิทิล (Diacetyl) 
 
ไดอะซิทิลหรือ 2,3-Butanediol เกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึม โดยสังเคราะห์ขึ้นจาก

การเปล่ียนไพรูเวต (Pyruvate; CH3COCOO-)ไปเป็นไดอะซิทิล ในวฏัจกัรเครบส์ (Krebs Cycle) ของ
แบคทีเรียกรดแลคติกบางสปีชีส์ ไดแ้ก่ Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus และ 
Streptococcus (Gupta, C., Prakash, & Gupta, S., 2015) โดยไดอะซิทิลจะเขา้ไปท าปฏิกิริยากบัหมู่
อาร์จินีน (Arginine; Arg) ส่งผลรบกวนการใชอ้าร์จินีนของเซลลแ์บคทีเรียแกรมลบ อนัเป็นผลยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรีย จากรายงานของ da Silva Ferrari et al. (2016) พบว่า ปริมาณไดอะซิทิลท่ี
ความเขม้ขน้ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีผลในการยบัย ั้งยีสตแ์ละแบคทีเรียแกรมลบ โดยนิยมน า
ไดอะซิทิลไปใชป้ระโยชน์ในแง่ของการใชเ้ป็นสารท าความสะอาดภาชนะหรือเคร่ืองมือต่าง ๆ ใน
อุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากสามารถระเหยไดเ้ร็ว (Olaoye & Ntuen, 2011) 
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2.2.5 ริวเทอรีน (Reuterine) 
 
แบคทีเรียกรดแลคติกจะผลิตริวเทอรีนขึ้นในระยะ Stationary Phase ของการเจริญเติบโต 

โดยริวเทอรีนจะไปยบัยั้งกิจกรรมไรโบนิวคลีโอไทด์รีดกัเตส (Ribonucleotide Reductase) ส่งผลให้
ไม่เกิดการจบักนัของเอนไซมก์บัสารตั้งตน้ อนัเป็นผลให้เช้ือจุลินทรียไ์ม่สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ได้ โดยริวเทอรีนสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ทั้ งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
รวมทั้งยงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของยสีต ์รา และโปรโตซวัไดอี้กดว้ย (da Silva Ferrari et al., 2016) 

 
2.2.6 แบคเทอริโอซิน 
 
แบคเทอริโอซินเป็นสารท่ีมีโครงสร้างเป็นโปรตีน หรือโพลีเปปไทด์ (Polypeptides) ถูก

สังเคราะห์จากไรโบโซมระหวา่งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียอ่ืนท่ีมีสายพนัธุ์ใกลเ้คียงกนักบัสายพนัธุ์ของ
แบคทีเรียท่ีสร้างแบคเทอริโอซิน (Zacharof & Lovitt, 2012) นอกจากน้ีแบคเทอริโอซินยังมี
ความสามารถในการทนความต่อความร้อนและสามารถท างานไดใ้นช่วง pH ท่ีกวา้งกวา่ยาปฏิชีวนะ 
(Linares et al., 2017) ออกฤทธ์ิจ าเพาะกับเช้ือเป้าหมาย และมีความปลอดภัยมากกว่า เน่ืองจาก
สามารถถูกท าลายด้วย เอนไซม์ย่อยโปรตีน (Proteolytic Enzymes) อย่างไรก็ตามปัจจุบัน 
แบคเทอริโอซินท่ีอนุญาตให้น าไปใชใ้นอาหารและน าไปใชท้างการคา้ มีเพียง Nisin ท่ีสร้างจากเช้ือ 
Lactococcus lactis ซ่ึงจ าหน่ายภายใตช่ื้อ NisaplinTM และ Pediocin PA-1 ท่ีสร้างจากเช้ือ Pediococcus 
acidilactici ท่ีจ าหน่ายโดยใช้ช่ือ Alta 2341® (Papagianni & Anastasiadou, 2009; Perez, R., Perez, 
M., & Elegado, 2015) ทั้ ง น้ีในอนาคตอาจมีการพิจารณาอนุญาตให้น า  Enterocin AS-48 หรือ 
Lacticin 3147 มาใช้ในอาหารได้ (Alvarez-Sieiro, Montalban-Lopez, & Kuipers, 2016; Sánchez-
Hidalgo et al., 2011; Srinivas, Paul, Colin, & Ross, 2012) 
 

2.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการสร้างสารยับยั้งจุลนิทรีย์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะแวดล้อมการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกมี
ความส าคัญต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน จากการศึกษาพบว่าแบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบ
โปรตีนท่ีแบคทีเรียสร้างขึ้น โดยอาจมีปริมาณเพิ่มขึ้นตามการเจริญของแบคทีเรียผูผ้ลิต เช่น จาก
การศึกษาของ Mirhosseini and Emtiazi (2011) พบว่าการผลิต Enterocin A จาก Enterococcus 
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faecium สายพนัธุ์ a2, a5, a17 และ a19 สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีใชเ้นยแข็ง 70 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึง
เป็นแหล่งคาร์บอน แต่ไม่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้ทวา่เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีใชเ้นยแขง็ 70 
มิลลิกรัมต่อลิตร ผสมกบัยีสตส์กดั 10 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าเช้ือสามารถผลิต
แบคเทอริโอซินไดสู้งสุด ส่วนอุณหภูมินั้นมีบทบาทส าคญัในการผลิตแบคเทอริโอซินเช่นกนั จาก
การศึกษาพบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติก  อาจไม่ใช่อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตแบคเทอริโอซิน (Abbasiliasi et al., 2017) เช่น อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือ L. curvatus LTH 1174 คือ 34.5 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน มีค่าประมาณ 20-27 องศาเซลเซียส (Messens, Verluyten, Leroy, &  
De Vuyst, 2003) เช่นเดียวกับเช้ือ L. acidophilus AA11 ซ่ึงเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน คือ 30 องศาเซลเซียส (Abo-
Amer, 2011)  

 
แบคทีเ รียกรดแลคติกสามารถทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรด สามารถเจริญ และผลิต 

แบคเทอริโอซินไดใ้นช่วงของค่า pH ท่ีกวา้งกว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืน โดยจะแตกต่างกนัไปขึ้นอยู่กบั
สายพันธุ์และกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย ซ่ึงค่า  pH ท่ี เหมาะสมกับการผลิต 
แบคเทอริโอซินมักอยู่ในช่วง  pH 5.5-6.0 (Iyapparaj et al., 2013) อาทิ L. plantarum PM4 และ  
L. plantarum AMA-K สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้มากท่ีสุด เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีค่า pH  
เท่ากบั 5.5 (Elyass, Shigidi, Attitalla, & Mahdi, 2017; Todorov, 2008) ในขณะท่ี L. plantarum LF1 
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้มากท่ีสุดเม่ือเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่า pH เท่ากบั 6.5 (Jie, Liu, 
Zhang, & Xie, 2016) 

 

2.4 แบคเทอริโอซิน 
 
แบคเทอริโอซินถูกค้นพบโดย Gratia เม่ือปี ค.ศ. 1925 โดยพบว่า Escherichia coli Ø 

สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli V โดยสารท่ีมีช่ือว่า Colicin ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นโปรตีนและ
สารอ่ืน ๆ อีก 17 ชนิด ต่อมามีการคน้พบสารท่ีมีคุณสมบัติคลา้ย Colicin ซ่ึงสร้างจากแบคทีเรีย 
แกรมบวก จึงเกิดเป็นสมมติฐานท่ีว่า แบคเทอริโอซิน คือ สารเปปไทด์ หรือสารประกอบโปรตีน ท่ี
สร้างขึ้นจากแบคทีเรีย มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียชนิดอ่ืนท่ีมีสายพนัธุ์
ใกล้เคียงกับแบคทีเรียท่ีสร้างแบคเทอริโอซิน  หรือแบคทีเรียสายพันธุ์ อ่ืนท่ีมีความไวต่อ 
แบคเทอริโอซิน (Gratia, 1925; Negash & Tsehai, 2020; Zacharof & Lovitt, 2012) 
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2.4.1 การจ าแนกประเภทของแบคเทอริโอซิน 
 
การจ าแนกแบคเทอริโอซินมกัอาศยัหลกัเกณฑท่ี์แตกต่างกนั โดยอาจพิจารณาจากลกัษณะ

โครงสร้างของกรดอะมิโน คุณสมบติัทางชีวเคมี มวลโมเลกุล รวมถึงกลไกการออกฤทธ์ิ (Zouhir, 
Hammami, Fliss, & Hamida, 2010) โดยการจ าแนกประเภทของแบคเทอริโอซินท่ีใชก้นัทัว่โลกคร้ัง
แรกก าหนดขึ้นโดย Klaenhammer (1993) และมีการปรับเปล่ียนเร่ือยมา เน่ืองจากมีการค้นพบ 
แบคเทอริโอซินชนิดใหม่เพิ่มมากขึ้น ล่าสุดจากรายงานของ  Alvarez-Sieiro et al. (2016) และ Choi, 
Holzapfel, and Todorov (2022) ไดมี้การรายงานการจดัจ าแนกกลุ่มแบคเทอริโอซินใหม่ โดยมีการ
จ าแนกกลุ่มแบคเทอริโอซินไดเ้ป็น ดงัน้ี 

 
2.4.1.1 ก ลุ่ ม  I: Ribosomally Produced and Post-Translationally Modified 

Peptides (RiPPs) 
แบคเทอริโอซินท่ีอยู่ในกลุ่มน้ีโดยทั่วไปจะเป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงโครงสร้างของโปรตีนหลังกระบวนการแปลรหัส มีมวลโมเลกุลน้อยกว่า 10  
กิโลดาลตนั และทนความร้อน นอกจากน้ียงัเกิดการเปล่ียนแปลงของเอนไซมร์ะหวา่งการสังเคราะห์
ทางชีวภาพ ท าให้สายเปปไทด์ท่ีได้มีโครงสร้างของกรดอะมิโนท่ีผิดปกติไป ได้แก่ กรดอะมิโน 
Lanthionine (Lan), β-methyllanthionine (MeLan), Dehydroalanine (Dha), Dehydrobutyrine (Dhb) 
และ Labyrinthine ส่งผลท าให้โครงสร้าง และคุณสมบัติของแบคเทอริโอซินเปล่ียนแปลงไป 
(Arnison et al., 2013) โดยแบคเทอริโอซินในกลุ่ม I ยงัถูกแบ่งย่อยออกเป็นอีก 6 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม
ย่อย Ia หรือ Lantibiotics แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีประกอบด้วยเปปไทด์ท่ีมีกรดอะมิโนท่ี
ผิดปกติไป  เ ช่น  Lanthionine และ /หรือ  (Methyl)Lanthionine (Arnison et al., 2013)  ตัวอย่ า ง 
แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีได้แก่ Nisin ท่ีผลิตโดยเช้ือ Lactococcus lactis (Lubelski, Rink, 
Khusainov, Moll, & Kuipers, 2008) กลุ่มยอ่ย Ib หรือ Head-to-Tail Circular Peptides หรือ Cyclized 
Peptides โครงสร้างแบคเทอริโอซินของกลุ่มย่อยน้ีจะมีลักษณะต่อกันเป็นวงกลม ตัวอย่าง 
แบคเทอริโอซินในกลุ่ม Ib ได้แก่ Enterocin AS-48 (Cebrián et al., 2015; Cruz, Ramos, Melo, & 
Martinez-Salazar, 2013) กลุ่มย่อย Ic หรือ Sactipeptides หรือเรียกอีกช่ือหน่ึงว่า Sactibiotics (เม่ือมี
ฤทธ์ิย ับยั้งแบคทีเรีย) แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีโครงสร้างจะประกอบด้วยหมู่ก  ามะถัน 
(Sulphur) ท่ีมาเกาะท่ีต าแหน่งแอลฟาคาร์บอน (α-carbon) แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ี ได้แก่  
Streptolysin S ท่ีสร้างจากเช้ือ Streptococcus (Murphy et al., 2011; Nizet et al., 2000) กลุ่มย่อย Id 
หรือ Linear Azol(in)e-Containing Peptides (LAPs) แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีจะเป็นเปปไทด์ท่ี
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เ กิดจากการร่วมกันของวงแหวนเฮเทอโรไซคลิก (Heterocyclic Rings) ของ Thiazole และ 

(Methyl)oxazole (Melby, Nard, & Mitchell, 2011) แบคเทอริโอซินในกลุ่มยอ่ยน้ีไดแ้ก่ Subtilosin A 
ท่ีสร้างจากเช้ือ Bacillus subtilis (Kawulka et al., 2003; Maqueda et al., 2008)  กลุ่มย่อย Ie หรือ 
Glycocins เป็นแบคเทอริโอซินท่ีในโครงสร้างพบ Glycosylated แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ี 
ได้แ ก่  Glycocin F ท่ีส ร้ างจาก  Lactobacillus plantarum โดยโครงส ร้างของ  Glycocin F จะ
ประกอบดว้ยเกลียวแอลฟา (Alpha Helices) สองตวั ท่ีเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไดซัลไฟด์ (Disulfide 
Bond) (Arnison et al., 2013; Venugopal et al., 2011)  และกลุ่มย่อย  If หรือ  Lasso Peptides เ ป็น 
เปปไทด์ท่ีเช่ือมกนัด้วยพนัธะเอไมด์ (Amide Bond) ระหว่างกรดอะมิโนตวัแรกของสายเปปไทด์
หลกัและมีประจุลบตกคา้งในต าแหน่ง +7 ถึง +9 และจะสร้างวงแหวนท่ีโอบรับส่วนเชิงเส้นท่ีปลาย 
C ของสายโพลีเปปไทด์ (Arnison et al., 2013; Hegemann, Zimmermann, Xie, & Marahiel, 2015) 
แบคเทอริโอซินในกลุ่มยอ่ยน้ี ไดแ้ก่ Microcin J25 ท่ีสร้างจากเช้ือ E. coli (Yan et al., 2012) 

 
2.4.1.2 กลุ่ม II: Unmodified Bacteriocins 
แบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ีจะไม่มีการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างท่ีผิดปกติ

หลังจากกระบวนการแปลรหัส เป็นแบคเทอริโอซินท่ีทีมวลโมเลกุลน้อยกว่า 10 กิโลดาลตัน 
(Alvarez-Sieiro et al., 2016) โดยแบคเทอริโอซินในกลุ่ม II ยงัสามารถแบ่งออกได้เป็นอีก 4 กลุ่ม
ยอ่ย ไดแ้ก่ กลุ่มยอ่ย IIa หรือ Pediocin-Like Bacteriocins แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีจะมีลกัษณะ
คลา้ย Pediocin มีกรดอะมิโนเป็นองคป์ระกอบประมาณ 35-50 โมเลกุล โดยสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ Listeria spp. ได้เป็นอย่างดี ตัวอย่างแบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีได้แก่ Pediocin PA-1 
(Kjos, Nes, & Diep, 2009) กลุ่มยอ่ย IIb หรือ Two-Peptide Bacteriocins แบคเทอริโอซินในกลุ่มยอ่ย
น้ีเป็นแบคเทอริโอซินท่ีโครงสร้างประกอบด้วยเปปไทด์ 2 ชนิด ท่ีท างานเสริมฤทธ์ิกัน กล่าวคือ 
หากมีเพียงเปปไทด์ตวัใดตวัหน่ึงจะไม่แสดงกิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือหรือความสามารถในการยบัย ั้ง
เช้ือจะลดลง ตวัอย่างแบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีไดแ้ก่ Lactococcin G, Lactacin F, Plantaricin S 
และ Plantaricin W เ ป็นต้น (Balciunas et al., 2013)  กลุ่มย่อย IIc หรือ Leaderless Bacteriocins  
แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีจะไม่มี Leader Peptides กล่าวคือ แบคเทอริโอซินซ่ึงถูกสังเคราะห์
เป็นเปปไทด์  จะสามารถออกฤทธ์ิได้โดยไม่จ า เป็นต้องมีล าดับตัวน า ท่ีปลาย N ตัวอย่าง 
แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ี ได้แก่ Lacticin Q (Perez, Zendo, & Sonomoto, 2022) และกลุ่มย่อย 
IId หรือ Non-Pediocin-Like หรือ Single-Peptide Bacteriocins แบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยน้ีจะมี
ล าดับกรดอะมิโนท่ีแตกต่างจากแบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อยอ่ืน ๆ คือ ไม่มีการเปล่ียนแปลงของ
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โครงสร้าง แบคเทอริโอซินมีโครงสร้างเป็นเส้นตรง และไม่ใช่ Pediocin ยกตวัอยา่งเช่น Lactococcin 
972, Lactococcin A และ Enterocin B (Franz, Van Belkum, Holzapfel, Abriouel, & Gálvez, 2007) 

 
2.4.2 กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน 
 

2.4.2.1 การออกฤทธ์ิรบกวนการสร้างผนงัเซลล ์ 
แบคเทอริโอซินในกลุ่ม Lantibiotic โดยเฉพาะอย่างยิ่ง  Nisin รวมไปถึง 

แบคเทอริโอซินบางชนิดใน กลุ่ม II สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการท างานของ Lipid II ของเซลล์
แบคทีเรียเป้าหมาย (Bierbaum & Sahl, 2009; Breukink & de Kruijff, 2006) ส่งผลให้เกิดการยบัย ั้ง
การสังเคราะห์เพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) ของแบคทีเรียเป้าหมาย (รูปท่ี 2.1) เน่ืองจาก  
Lipid II ท าหน้าท่ีเป็นตัวกลางส าคัญในกลไกการสังเคราะห์เพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) 
ภายในเซลลข์องแบคทีเรีย (Piper, Draper, Cotter, Ross, & Hill, 2009) ส่งผลให้แบคทีเรียเป้าหมาย
หยุดการสร้างผนงัเซลล์และเม่ือผนงัเซลลข์องแบคทีเรียไม่สมบูรณ์หรือถูกท าลายลง ความสามารถ
ในการปกป้องส่ิงท่ีอยู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรียจะลดลงไปด้วย จึงท าให้แบคทีเรียนั้นตายได้ 
(Barreteau et al., 2009) 

                                                  

 
 

รูปท่ี 2.1 ภาพแสดงกลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินต่อเซลลแ์บคทีเรียแกรมบวก 
ท่ีมา: Cotter, Ross, & Hill, 2013                   
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2.4.2.2 การออกฤทธ์ิโดยการรบกวนการท างานของเยือ่หุม้เซลล ์
แบคเทอริโอซินจ าพวก Lantibiotic จะออกฤทธ์ิรบกวนการท างานของเยื่อหุ้ม

เซลล์ โดยอาศัย Lipid II ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ให้ท าหน้าท่ีเป็นโมเลกุลยึดให้เกิดรูบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ 
ในขณะท่ีแบคเทอริโอซินในกลุ่ม II จะท าให้เกิดรูท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ โดยกระตุน้ให้เกิดกระบวนการ
Mannose Phosphotransferase System (Man-PTS) (Destoumieux-Garzón, Peduzzi, Thomas, Djediat, 
& Rebuffat, 2006; Diep, Skaugen, Salehian, Holo, & Nes, 2007) ส่งผลท าใหเ้ยือ่หุม้เซลลไ์ม่สามารถ
ควบคุมการผ่านเขา้ออกของสารไดต้ามปกติและเม่ือมีสารผ่านเขา้ไปสะสมในเซลลข์องแบคทีเรีย
มากขึ้น อาจส่งผลให้เซลลแ์ตกและแบคทีเรียนั้นตายลงไปในท่ีสุด ดงัแสดงในรูปท่ี 2.1 (Balciunas 
et al., 2013) 

 
2.4.2.3 การออกฤทธ์ิรบกวนการสร้างกรดนิวคลีอิก 
แบคเทอริโอซินสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการสร้างกรดนิวคลีอิกได้ 2 ชนิด คือ 

Ribonucleic Acid (RNA) และ Deoxyribonucleic Acid (DNA) ซ่ึงหากแบคทีเรียไม่สามารถสร้าง
สารดงักล่าวได ้ย่อมส่งผลให้แบคทีเรียนั้นไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีนและเอนไซม์ตลอดจนไม่
สามารถท าการแบ่งตัวและเจ ริญเติบโตได้ (Cavera, Arthur, Kashtanov, & Chikindas, 2015) 
ตัวอย่างเช่น Microcin B17 ใช้ Outer Membrane Porin F (OmpF) ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ชั้ นนอก (Outer 
Membrane) เป็นช่องทางเข้าสู่ Periplasmic Space ของเซลล์แบคทีเรียเป้าหมาย แล้วใช้โปรตีน 
SbmA (โปรตีนตัวรับจ าเพาะในเยื่อหุ้มเซลล์ชั้ นใน) เพื่อผ่านเข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์ชั้ นใน (Inner 
Membrane) แล้วย ับยั้ งการท างานของ DNA Gyrase-Mediated, DNA Supercoiling และรบกวน
กระบวนการ DNA Replication (Parks, Bottrill, Pierrat, Durrant, & Maxwell, 2007) แสดงดังรูปท่ี 
2.2              
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รูปท่ี 2.2 ภาพแสดงกลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินต่อเซลลแ์บคทีเรียแกรมลบ 
ท่ีมา: Cotter et al., 2013 

 
2.4.2.4 การออกฤทธ์ิรบกวนการสังเคราะห์โปรตีน 
แบคเทอริโอซินท่ีมีโครงสร้างเป็นแบบ Aminoglycoside คือมี Amino Sugar ท่ี

เป็นส่วนประกอบในโมเลกุล จึงสามารถเกิดพนัธะ Glycocidic กบั Ribosome ส่วน 30S ซ่ึงท าให้มี
ผลยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีนของแบคทีเรีย เน่ืองจากความสามารถในการขนส่งรหัสพนัธุกรรม
ลดลง รวมถึงการอ่านรหัส mRNA ในการสังเคราะห์โปรตีนเกิดความผิดพลาด (Wescombe, Heng, 
Burton, & Tagg, 2010)  ยกตัวอย่าง เ ช่น แบคเทอริโอซิน Microcin J25 ใช้ตัว รับจ า เพาะ  Iron 
Siderophore Receptor FhuA ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก แลว้ใช้โปรตีน TonB (โปรตีนตวัรับท่ีเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นนนอก) และโปรตีน SbmA ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน เพื่อผ่านเขา้สู่ภายในเซลล์ของแบคทีเรีย
เ ป้ าหมาย  แล้วย ับยั้ งกระบวนการ  RNA Polymerase ของ เซลล์แบคที เ รีย เ ป้าหมาย  และ 
แบคเทอริโอซิน Microcin C7-C51 ถูกขนส่งเขา้สู่เยื่อหุ้มเซลลช์ั้นในของแบคทีเรียเป้าหมายโดยใช้ 
ABC Transporter YejABEF แลว้จะกระตุน้ใหเ้กิดการยบัย ั้งกระบวนการ Aspartyl-tRNA Synthetase 
ท่ีส่งผลยบัย ั้งการสังเคราะห์ mRNA ของเซลลแ์บคทีเรียเป้าหมาย (Kazakov et al., 2008; Metlitskaya 
et al., 2006; Novikova et al., 2007) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.2 
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2.4.2.5 การออกฤทธ์ิรบกวนกระบวนการเมทาบอลิซึม 
แบคเทอริโอซินท่ีออกฤทธ์ิโดยการรบกวนกระบวนการเมทาบอลิซึมจดัเป็น 

แบคเทอริโอซินจ าพวก Bacteriostatic กล่าวคือ เม่ือปริมาณแบคเทอริโอซินท่ีออกฤทธ์ิลดลง 
กระบวนการเมทาบอลิซึมท่ีถูกรบกวนก็จะกลบัเขา้สู่สภาวะปกติ (Cavera et al., 2015) 

 

2.5 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างแบคเทอริโอซิน 
  
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดโ้ดยทัว่ไปในธรรมชาติ รวมถึงสามารถคดัแยกไดจ้าก

ผลิตภณัฑอ์าหารหมกัดองทัว่ไป เช่น ผกั ผลไม ้เน้ือสัตว ์นม และธญัพืช นอกจากน้ียงัสามารถพบ
ไดใ้นระบบทางเดินหายใจ ระบบทางเดินอาหาร รวมไปถึงส่ิงขบัถ่ายของทั้งมนุษยแ์ละสัตวอี์กดว้ย 
โดยเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบจะแตกต่างกนัไปขึ้นอยู่กบัสภาวะแวดลอ้ม ลกัษณะ และวิธีการ
หมกั รวมไปถึงแหล่งท่ีมาของวตัถุดิบ (Leroy & De Vuyst, 2004; Settanni & Moschetti, 2010) โดย
ตวัอยา่งของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน แสดงดงัตารางท่ี 2.1
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15  
ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ กนั 

แหล่งท่ีมา 
ชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี 

ผลิตแบคเทอริโอซิน 
ชนิดแบคเทอริโอซิน 

ท่ีผลิต 
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

ผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์    
ไส้กรอกหมกั Pediococcus acidilactici HA-6111-2 

และ HA-5692-3 
Bacteriocins 
HA-6111-2 
และ HA-5692-3 

Lactococcus lactis subsp. lactis, Listeria innocua,  
L. monocytogenes, L. ivanovii subsp. ivanovii, Enterococcus 
faecalis, Ent. faecium และ Streptococcus caprinus 

แหนมหมู Lactococcus garvieae BCC 43578 Garvieacin Q Lactococcus garvieae, Enterococcus faecium และ  
Listeria monocytogenes 

เน้ือเคม็แดดเดียว Lactococcus lactis subsp. lactis 69 Nisin Z Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus 
แหนมหมู Weissella hellenica BCC 7293 Bacteriocin 7293A 

และ 7293B 
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella 
Typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa และ
Aeromonas hydrophila 

ผลิตภณัฑจ์ากผกั    
กิมจิ  Lactococcus lactis KC24 Bacteriocin KC24 Listeria monocytogenes 
จิงจูฉ่ายดอง  Lactobacillus coryniformis MXJ 32 Lactocin MXJ 32A Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., 

Listeria monocytogenes และ Cronobacter sakazakii 
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ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ กนั (ต่อ) 

แหล่งท่ีมา 
ชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี 

ผลิตแบคเทอริโอซิน 
ชนิดแบคเทอริโอซิน 

ท่ีผลิต 
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

แตงกวาดอง  Lactococcus garvieae LG34 Garviecin LG34 Lactobacillus delbruleckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia 
coli, Shigella flexneri, Streptococcus thermophilus, Sarcina flava 
และ Salmonella Typhimurium 

กิมจิ  Lactococcus casei Cab-18,  
Lactobacillus saniviri Cuc-1 และ 
Leuconostoc mesenteroides Com-54 

Bacteriocin1 Salmonella enterica serotypes: S. enteritidis, S. heidelberg,  
S. newport และ S. Typhimurium 

กะหล ่าปลีดอง Lactobacillus plantarum JLA-9 Pantaricin JLA-9 Bacillus sp., Clostridium sp., Staphylococcus aureus, 
Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli, 
Salmonella และ S. Typhimurium 

มะละกอ Lactobacillus plantarum ST16Pa Bacteriocin ST16PA Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, 
Streptococcus, Staphylococcus และ Listeria spp. 
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ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ กนั (ต่อ) 

แหล่งท่ีมา 
ชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี 

ผลิตแบคเทอริโอซิน 
ชนิดแบคเทอริโอซิน 

ท่ีผลิต 
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

ผลิตภณัฑจ์ากธญัพืช    
ขา้วมอลต ์ Lactobacillus sakei D98 Sakacin D98a, 

sakacin D98b 
และ sakacin D98c 

Bacillus circulans, Listeria innocua, L. monocytogenes, 
Enterococcus faecalis และ Lactobacillus sakei ssp. sakei 

เคร่ืองด่ืมหมกัจาก
ธญัพืช 

Lactococcus lactis subsp. lactis BZ Lactococcin BZ Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostocs, Listeria, Bacillus, 
Enterobacter, Escherichia, Rhodococcus, Salmonella, Yersinia 
และ Citrobacter spp. 

ถัว่เหลือง Enterococcus mundtii QU 2 Mundticin KS Enterococcus faecalis, Ent. hirae, Lactobacillus plantarum,  
L. sakei ssp. sakei, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus 
acidilactici และ Listeria innocua 

มนุษยแ์ละสัตว ์    
คราบจุลินทรียท่ี์อยู่
เหนือเหงือก 

Streptococcus mutans N Mutacin N Streptococcus pyogenes และ Oral Streptococci 

สารคดัหลัง่จากช่อง
คลอดของมนุษย ์

Lactococcus lactis subsp. lactis 
HV219 

Bacteriocin HV219 แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
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ตารางท่ี 2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ กนั (ต่อ) 

แหล่งท่ีมา 
ชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี 

ผลิตแบคเทอริโอซิน 
ชนิดแบคเทอริโอซิน 

ท่ีผลิต 
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรีย 

ทางเดินอาหารมา้ Lactococcus lactis QU 14 Lacticin Z Bacillus spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. และ 
Lactococcus spp. 

ผลิตภณัฑน์ม    
น ้านมโคดิบ Lactococcus lactis subsp. lactis  

194-K 
Bacteriocin 194-D Bacillus subtilis, B. coagulans, B. mycoides และ Micrococcus 

luteus 
ชีส Lactococcus lactis subsp. lactis 

1AA17 และ 2BB9 
Nisin Z Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Lactobacillus sakei, 

Lactobacillus plantarum และ Lactococcus lactis subsp. Lactis  
บางสายพนัธุ ์

ชีส Lactococcus lactis subsp. Cremoris 
2A27 

Lactococcin G Lactobacillus sakei และ Lactococcus lactis subsp. lactis  
บางสายพนัธุ ์

คีเฟอร์ Lactobacillus plantarum ST8KF Bacteriocin ST8KF Lactobacillus casei, L. salivarius, L. curvatus และ Listeria 
innocua 

1 ยงัไม่ไดมี้การระบุช่ือแบคเทอริโอซิน 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Kaškonienė et al., 2017  
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เ ม่ือท าการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหล่งท่ีมาต่าง  ๆ ได้แล้ว ก็จะเข้าสู่
กระบวนการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน โดย Kaškonienė et al. 
(2017) สรุปขั้นตอนการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินเป็น 3 ขั้นตอน ดงัน้ี  

 
2.5.1 การทดสอบความสามารถในการสร้างสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย  
 
ขั้นตอนน้ีจะเป็นการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญของ

แบคทีเรีย ออกจากแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดอ่ืน โดยวิธีการท่ีนิยมใช้ในการทดสอบ คือ วิธี   
Spot-on-Lawn Assay, Microtiter Plate Assay และ Agar Well Diffusion Assay  (Pingitore, Salvucci, 
Sesma, & Nader-Macias, 2007) โดยวิธีการทดสอบดังกล่าวขึ้นอยู่กับการท าปฏิกิริยาระหว่างสาร
ออกฤทธ์ิกบัแบคทีเรียท่ีน ามาใชท้ดสอบ วิธีการทดสอบท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ยกเวน้วิธี Microtiter Plate 
Assay มีวตัถุประสงคเ์พื่อวดัส่วนใสหรือขอบเขตการยบัย ั้งของสารออกฤทธ์ิ ท่ีเกิดขึ้นรอบจุดท่ีท า
การทดสอบ ในขณะท่ีการทดสอบดว้ยวิธี Microtiter Plate Assay นั้นมีวตัถุประสงคเ์พื่อวดัความขุ่น
ของสารละลายแบคเทอริโอซินและแบคทีเรียท่ีน ามาใช้ทดสอบ โดยท าการวดัความขุ่นท่ีค่าความ
ยาวคล่ืนเท่ากบั 600 นาโนเมตร หลงัจากท่ีท าการบ่มสารละลายไปแลว้ 24 ชัว่โมง (Vijayakumar & 
Muriana, 2015) อย่างไรก็ตามการทดสอบความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรียตามวิธีการ
ต่าง ๆ ท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ส่ิงท่ีส าคญัคือควรเลือกอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียเป้าหมายท่ีจะน ามาใชท้ดสอบดว้ย (Pingitore et al., 2007) 

 
2.5.2 การระบุสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
หลังจากการทดสอบความสามารถในการสร้างสารยับยั้งแบคทีเรียของแบคทีเรีย 

กรดแลคติกท่ีคดัแยกไดแ้ลว้ ขั้นตอนส าคญัต่อมา คือ การระบุสายพนัธุ์ของแบคทีเรีย โดยการระบุ
สายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถท าได้ โดยการระบุจากรูปแบบของกระบวนการหมกั
น ้ าตาลและการระบุสายพันธุ์จากการท า 16S rDNA Sequence หรือ16S rRNA Gene Sequence 
(Biscola et al., 2013; Iwatani, Zendo, Yoneyama, Nakayama, & Sonomoto, 2007; Kabuki, Uenishi, 
Watanabe, Seto, & Nakajima, 2007; Zendo et al., 2005; Zhao et al., 2016) 
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2.5.3 การทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นของสารยับยั้งแบคทีเรีย 
 
การน าสารออกฤทธ์ิท่ีได้ไปใช้ประโยชน์หรือท าการศึกษาอ่ืนเพิ่มเติมในอนาคต 

จ าเป็นตอ้งมีการศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ก่อน เช่น การทดสอบความคงตวัของสารออกฤทธ์ิ ต่อ pH 
อุณหภูมิ และเอนไซม์ย่อยโปรตีนชนิดต่าง ๆ เช่น Trypsin, α-chymotrypsin, Ficin, Papain หรือ 
Proteinase K รวมไปถึงการทดสอบความคงตัวหลงัจากผ่านความร้อน และการแช่แข็ง (Castro, 
Palavecino, Herman, Garro, & Campos, 2011; Kabuki et al., 2007; Zendo et al. 2005) เป็นตน้ 
 

2.6 การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซิน 
 

การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีละลายปะปนอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือหรือเซลล์ของ
แบคทีเรีย ถือเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัและซับซ้อนท่ีสุด ท่ีเกิดขึ้นหลงัจากการคดัแยกและระบุสายพนัธุ์
ของแบคทีเรียท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน โดยปัจจุบนัการเลือกใช้วิธีท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินมัก
พิจารณาจากมวลโมเลกุลและคุณสมบติัของประจุของแบคเทอริโอซิน (Zou, Jiang, Cheng, Fang, & 
Huang, 2018) โดยวิธีการท่ีนิยมใชใ้นการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซิน ไดแ้ก่ 

 
2.6.1 การป่ันเหวี่ยง (Centrifugation) 
 
การป่ันเหว่ียง เป็นเทคนิคท่ีใชแ้ยกเซลลข์องแบคทีเรียออกจากส่วนใส (Supernatant) ดว้ย

การตกตะกอนเซลล์ โดยอาศัยหลักการ  Sedimentation ภายใต้แรงหนีศูนย์กลาง โดยอัตราการ
ตกตะกอนของสารจะขึ้นอยู่กบัขนาด น ้ าหนักโมเลกุล และความอดัแน่นของโมเลกุลหรืออนุภาค 
(Beveridge, 2000) 

 
2.6.2 การตกตะกอนโดยใช้ Ammonium Sulfate (Ammonium Sulfate Precipitation) 
 
การตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate เป็นวิธีท่ีนิยมใชใ้นการตกตะกอนแบคเทอริโอซิน 

โดยอาศยัคุณสมบติัการละลายของเกลือแยกโปรตีนออกจากสารผสม โดยอาศยัหลกัการ Salting 
Out กล่าวคือเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือในสารละลายเพิ่มขึ้น เกลือจะแตกตวัเป็นประจุบวกและ
ประจุลบ และแย่งจับกับโมเลกุลของน ้ าท่ีอยู่ล้อมรอบโมเลกุลของโปรตีน จึงท าให้โปรตีน
ตกตะกอนลงมาและสามารถแยกตะกอนออกไดง้่ายโดยการป่ันเหว่ียง (Gautam & Sharma, 2009) 
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2.6.3 ไดอะไลซิส (Dialysis) 
 
วิธีการไดอะไลซิสเป็นวิธีการแยกโมเลกุลสารชนิดต่าง ๆ ออกจากกัน โดยอาศยัความ

แตกต่างของขนาดโมเลกุล เป็นการแยกสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กออกจากสารผสม ด้วยถุง 
ไดอะไลซิส  (Dialysis Bag) ท่ีมีคุณสมบัติเป็น Semipermeable Membrane โดยท่ีเมมเบรนจะมี 
รูพรุนและจะยอมให้สารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น เกลือ ผ่านเขา้ออกได ้ส่วนโมเลกุลของสารท่ีมี
ขนาดใหญ่กวา่รูพรุนของเมมเบรนจะยงัคงอยู่ภายในถุงไดอะไลซิส โดยไดอะไลซิสเมมเบรนท่ีนิยม
ใช้ ได้แก่ เซลโลเฟน (Cellophane) เซลลูโลสอะซิเตด (Cellulose Acetate) และไนโตรเซลลูโลส
(Nitrocellulose) (Borzenkov, Surovtsev, & Dyatlov, 2014) เป็นตน้ 

 
2.6.4 โครมาโตกราฟีแบบคอลมัน์ (Column Chromatography) 
 
การท าบริสุทธ์ิโดยใช้โครมาโตกราฟีแบบคอลัมน์ เป็นวิธีการท่ีใช้แยกสารผสม เช่น 

โปรตีน โดยการผ่านสารละลายโปรตีนผสมเขา้ไปในคอลมัน์ท่ีบรรจุด้วยตวักลาง  หรือเมทริกซ์ 
(Matrix) ซ่ึงเป็นของแข็งท่ีมีรูพรุน โดยอาศยัความแตกต่างของ ขนาด ประจุ หรือความสามารถท่ีจะ
จบักบัหมู่เคมีท่ีเฉพาะของโปรตีนตวัอยา่งกบัตวักลาง ท าใหโ้ปรตีนชนิดต่าง ๆ สามารถแยกออกจาก
กนัและสามารถเก็บโปรตีนแต่ละชนิดไดท่ี้ปลายสุดของคอลมัน์ (Godawat et al., 2012) 

 
2.6.4.1 Hydrophobic Interaction Chromatography 
Hydrophobic Interaction Chromatography หรือ HIC เป็นวิธีการแยกสารโดย

อาศยัคุณสมบติัความไม่ชอบน ้ าของโปรตีนตวัอย่าง โดย Ligand หรือโมเลกุลท่ีลอ้มรอบตวักลาง 
หรือเรซินท่ีใช้จะมีค่า Hydrophobicity สูง ดงันั้นสารท่ีมีความเป็น Hydrophobicity สูงจะมาจบักบั 
Ligand โดยเกลือท่ีใช้ในระบบจะมีความสัมพนัธ์กบัความสามารถในการจบักบั Ligand กล่าวคือ 
หากในระบบมีเกลือท่ีความเขม้ขน้สูง (ค่า Ionic Strength สูง) จะท าให้สารท่ีมี Hydrophobicity สูง
ยึดจบักบั Ligand ไดดี้ และหากความเขม้ขน้ของเกลือในระบบลดลง จะส่งผลให้สารท่ีเคยจบักับ 
Ligand ค่อย ๆ หลุดออกมา โดยสารท่ีมีความสามารถในการละลายน ้ าได้ดีหรือมีความชอบน ้ า
มากกวา่จะหลุดออกมาก่อน (Arakawa & Narhi, 1991; Jandera, 2011) 
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2.6.4.2 โครมาโตกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (Ion-Exchange Chromatography) 
โครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุเป็นวิธีท่ีใช้แยกสารท่ีมีประจุ โดยอาศยั

หลกัการของการดูดซบัแบบผนักลบัได ้(Reversible Adsorption) โดยไอออนในสารละลายจะแทนท่ี
กับไอออนอ่ืน ท่ีมีประจุชนิดเดียวกนักับหมู่ท่ีมีประจุบนตวักลางแลกเปล่ียนไอออนด้วยแรงทาง
ไฟฟ้า (Electrostatic Force) ซ่ึงโครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุยงัสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 
ประเภท (Acikara, 2013) คือ Anion Exchange Chromatography หรือโครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียน
ประจุลบ อาศยัหลกัการท างาน คือ เรซินท่ีใชใ้นคอลมัน์จะมีประจุสุทธิเป็นบวกและเม่ือสารตวัอย่าง
ท่ีมีประจุเป็นลบผา่นเขา้ไปในคอลมัน์ก็จะไปจบักบัประจุบวกบน Ligand ส่วนสารตวัอยา่งท่ีมีประจุ
เป็นบวกจะไม่จบักบัเรซินและจะหลุดออกมาก่อน ส่วนสารท่ีมีประจุเป็นลบท่ีจบัอยู่กบั Ligand จะ
หลุดออกมาภายหลงั โดยการใช้บฟัเฟอร์ท่ีมีค่า Ionic Strength สูงในการชะสารท่ีเกาะอยู่กบัเรซิน 
ออกมา (Cummins, Dowling, & O’Connor, 2011)  และ Cation Exchange Chromatography หรือ 
โครมาโตกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุบวก อาศยัหลกัการท างานคือ เรซินท่ีใชใ้นคอลมัน์จะมีประจุ
สุทธิเป็นลบและเม่ือสารตวัอย่างท่ีมีประจุเป็นบวกผ่านเขา้ไปในคอลมัน์ก็จะไปจบักบัประจุลบบน 
Ligand ส่วนสารตวัอย่างท่ีมีประจุเป็นลบจะไม่จบักับเรซินและจะหลุดออกมาก่อน ส่วนสารท่ีมี
ประจุเป็นบวกท่ีจบัอยู่กบั Ligand จะหลุดออกมาภายหลงั โดยการใชบ้ฟัเฟอร์ท่ีมีค่า Ionic Strength 
สูงในการชะสารท่ีเกาะอยูก่บัเรซินออกมา (Fekete, Beck, Veuthey, & Guillarme, 2015) 

 
2.6.4.3 โครมาโตกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน่ (Gel-Filtration Chromatography)  
โครมาโตกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน่จะเป็นการท าบริสุทธ์ิโดยอาศยัความแตกต่าง

ของขนาดโมเลกุล วิธีการน้ีคอลมัน์จะถูกบรรจุดว้ยเจลท่ีประกอบดว้ยโพลิเมอร์ท่ีเช่ือมโยงกันเป็น

ตาข่ายร่างแห มีคุณสมบติัเฉ่ือยไม่ท าปฏิกิริยากบัสารท่ีก าลงัจะวิเคราะห์และไม่มีประจุ รวมถึงท า

หนา้ท่ีเป็นตะแกรงร่อนโมเลกุล โดยวิธีโครมาโตกราฟีแบบเจลฟิลเตรชัน่เป็นวิธีท่ีนิยมน ามาใช้ใน

การก าจดัเกลือออกจากสารละลายโปรตีน เช่น การก าจดัเกลือ Ammonium Sulfate หลงัจากการ

กระบวนการตกตะกอนโปรตีน โดยท าการละลายตะกอนโปรตีนท่ีตกไดใ้นสารละลายบฟัเฟอร์ท่ี

เหมาะสม แลว้ผา่นสารละลายเขา้สู่คอลมัน์ท่ีบรรจุดว้ยเจลท่ีมีรูพรุนขนาดเล็กกวา่ขนาดโมเลกุลของ

โปรตีน จากนั้นชะคอลมัน์ดว้ยบฟัเฟอร์ โดยโปรตีนจะออกจากคอลมัน์ก่อน Ammonium Sulfate 

โดยเจลท่ีนิยมใช ้คือ Sephadex G-25 Medium เน่ืองจากสามารถก าจดัเกลือไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

เป็นตน้ (Ó’Fágáin, Cummins, & O’Connor, 2017) 
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2.6.4.4 โครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) 

โครมาโตกราฟีแบบของเหลวสมรรถนะสูงเป็นการแยกและวิเคราะห์สารโดย
อาศยัหลกัการ การดูดซับ การแลกเปล่ียนไอออน หรือขนาด วิธีน้ีจะใชค้อลมัน์ขนาดเล็กแต่มีความ
ยาว บรรจุดว้ยตวักลางท่ีท าดว้ยพลาสติกหรือแกว้ท่ีเคลือบดว้ยตวัท าละลายอยู่กบัท่ี เป็นชั้นบาง ๆ 
ส่วนตวัท าละลายเคล่ือนท่ี ท่ีเป็นตวัท าละลายจะถูกดนัให้เขา้สู่คอลมัน์ท่ีบรรจุดว้ยตวักลางแบบอดั
แน่น สารละลายท่ีตอ้งการวิเคราะห์จะถูกผ่านเขา้ไปในคอลมัน์ แลว้ผ่านตวักลางท่ีเคล่ือนท่ีดว้ย
แรงดนัสูง การตรวจสอบสารละลายท่ีออกจากคอลมัน์ท าไดโ้ดยอาศยัการวดัการดูดกลืนแสงในช่วง
อลัตราไวโอเลต (Refractive Index) หรือ Fluorescent โดยเทคนิค HPLC น้ีจะช่วยลดระยะเวลาการ
แยกและการวิเคราะห์สารอย่างมาก นอกจากน้ียงัสามารถตรวจสอบสารท่ีมีความเขม้ขน้น้อยกว่า 
Picomole ได ้(Jandera, 2011; Reuhs, 2017) 

 
2.6.4.5 โครมาโตกราฟีแบบ Reverse-Phase (Reverse-Phase Chromatography; 

RPC) 
โครมาโตกราฟีแบบ  RPC น้ี  จัดเป็นโครมาโตกราฟีแบบแบ่งการละลาย 

(Liquid-Liquid Partition Chromatography) โดยตัวท าละลายอยู่กับ ท่ี  หรือ  Stationary Phase จะ

ประกอบดว้ยของเหลวท่ีไม่มีขั้ว (Nonpolar) ซ่ึงจะเคลือบอยู่บนของแข็งท่ีเฉ่ือย ส่วนตวัท าละลาย

เคล่ือนท่ีหรือ Mobile Phase จะเป็นของเหลวท่ีมีความเป็นขั้วมากกวา่ (Jandera, 2011) 

 
โดยตวัอย่างขั้นตอนในการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum แสดง

ดงัตารางท่ี 2.2 ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ ขั้นตอนในการท าบริสุทธ์ิท่ีเหมาะสมของแบคเทอริโอซินจะแตกต่าง
กนัไป แมว้า่สายพนัธุ์ของเช้ือแบคทีเรียท่ีผลิตแบคเทอริโอซินจะเป็นสายพนัธุ์เดียวกนั  

 
ตารางท่ี 2.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum 

แบคเทอริโอซิน ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ 
มวลโมเลกุล  
(ดาลตนั) 

อา้งอิง 

Plantaricin Aα 
และ Aβ 

Culture Supernatant 
50% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
Octyl-Sepharose CL-4B Column 

2,426 และ 
2,497 

Nissen-Meyer, 
Larsen, Sletten, 

Daeschel, & Nes, 
1993 
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ตารางท่ี 2.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum (ต่อ) 

แบคเทอริโอซิน ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ 
มวลโมเลกุล  
(ดาลตนั) 

อา้งอิง 

Plantaricin S Culture Supernatant 
80% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
Phenyl-Sepharose CL-4B 
FPLC (C2/C18 Reverse Phase) 

2,500 Jiménez-Díaz et 
al., 1995 

Plantaricin E และ 
F 

Culture Supernatant 
40% Ammonium Sulfate Precipitation 
Octyl-Sepharose CL-4B Column 
RP-HPLC 

3,703 และ 
3,545 

Anderssen, Diep, 
Nes, Eijsink, & 
Nissen-Meyer, 

1998 
Plantaricin C19 Culture Supernatant 

Release of Adsorbed Bacteriocin from 
Producing Cells 
RP-HPLC 

3,845.3 Atrih, Rekhif, 
Moir, Lebrihi, & 

Lefebvr, 2001 

Plantaricin NC8α 
และ NC8β 

Culture Supernatant 
80% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
Phenyl-Sepharose CL-4B 
FPLC (C2/C18 Reverse Phase) 

3,587 และ
4,000 

Maldonado, 
Ruiz-Barba, & 
Jiménez-Díaz, 

2003 

Plantaricin Wα 
และ Wβ  

Culture Supernatant 
Amberlite XAD-16 
SP-Sepharose Fast-Flow Column  
RP-HPLC 

3,222 และ 
3,099 

Noonpakdee et 
al., 2009 

Plantaricin ASM1 Culture Supernatant 
40% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
Octyl-Sepharose CL-4B Column 
RP-HPLC 

5,045.7 Hata, Tanaka, & 
Ohmomo, 2010 
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ตารางท่ี 2.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum (ต่อ) 

แบคเทอริโอซิน ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ 
มวลโมเลกุล  
(ดาลตนั) 

อา้งอิง 

Plantaricin MG Culture Supernatant 
70% Ammonium Sulfate Precipitation 
Gel-Filtration Chromatography 
RP-HPLC 

2,180 Gong, Meng, & 
Wang, 2010 

Plantaricin ZJ008 Culture Supernatant 
Macroporous Resin Column 
HiPrep Q HP 16/10 Column  
Gel-Filtration Chromatography 
HPLC 

1,334.77 Zhu, Zhao, Sun, 
& Gu, 2014 

Plantaricin KL-
1X, KL-1Y และ 
KL-1Z 

Culture Supernatant 
85% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
RP-HPLC 

3,053.82, 
3,498.16 
และ 

3,533.16 

Rumjuankiat et 
al., 2015 

Plantaricin JLA-9 Culture Supernatant 
Butanol Extraction 
Gel-Filtration Chromatography 
RP-HPLC 

1,044 Zhao et al., 2016 

Plantaricin DL3 Culture Supernatant 
Ethyl Acetate Extraction  
Sephadex G50 Column 
RP-HPLC 

2,149 Lv et al., 2018 

Plantaricin LPL-1 Culture Supernatant 
70% Ammonium Sulfate Precipitation 
SP-Sepharose Fast-Flow Column 
Sephadex G25 Column 
RP-HPLC 

4,347.85 Wang et al., 2018 
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ตารางท่ี 2.2 ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum (ต่อ) 

แบคเทอริโอซิน ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ 
มวลโมเลกุล  
(ดาลตนั) 

อา้งอิง 

Plantaricin J และ 
K 

Culture Supernatant 
Macroporous Resin Column 
HiPrep SP XL Cation Column 
HPLC 

2,929.32
และ 

3,502.89  

Xu, Yang, Li, & 
Gu, 2019 

ท่ีมา: ผูว้ิจยั 
 

2.7 การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน 
 

2.7.1 เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบ SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis; SDS-PAGE) 

 
วิธีการ SDS-PAGE เป็นวิธีการท่ีนิยมใชใ้นการเตรียมสารและแยกสารท่ีมีประจุใหบ้ริสุทธ์ิ 

รวมถึงยงัสามารถใช้เป็นวิธีการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของสารละลายไดอี้กดว้ย ภายใตห้ลกัการ
ท่ีว่าสารใดท่ีมีประจุไฟฟ้าจะเคล่ือนท่ีไปยงัต าแหน่งท่ีมีประจุไฟฟ้าตรงขา้มกนัในสนามไฟฟ้า โดย
เม่ือสารมีประจุเท่ากนั สารท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดเล็กกว่าจะเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าสารท่ีมีมวลโมเลกุล
ขนาดใหญ่ (Yan & Forster, 2011) 

 
2.7.2 แมสสเปกโตรเมทรี (Mass Spectrometry) 
 
แมสสเปกโตรเมทรี เป็นเทคนิคท่ีใชใ้นการตรวจวิเคราะห์โปรตีน ซ่ึงสามารถวิเคราะห์ได้

ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ ตวัอย่างเช่น การระบุขนาดและชนิดของโปรตีน หรือการท านาย
ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน เป็นตน้ โดยอาศยัหลกัการวดัมวลต่อประจุ (Mass to Charge Ratio; 
m/z) ท่ีจ าเพาะของโปรตีนหรือเปปไทด์ของตัวอย่างท่ีน ามาวิเคราะห์ (Proungvitaya, Klinthong, 
Janan, & Proungvitaya, 2012) 

 
เทคนิคแมสสเปกโตรเมทรีท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนั มีอยู่ 2 เทคนิค คือ Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry หรือ MALDI-TOF MS และเทคนิค Liquid 
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Chromatography Mass Spectrometry หรือ LC-MS (Bantscheff, Schirle, Sweetman, Rick, & Kuster, 
2007) โดยเทคนิค MALDI-TOF MS เป็นเทคนิคท่ีอาศยัหลกัการ การท าให้สารตวัอย่างแตกตวัเป็น
ไอออนก่อนแลว้ท าการวิเคราะห์อตัราส่วนมวลต่อประจุ โดยการผสมสารตวัอย่างกบัสารเมทริกซ์ 
เช่น α-cyano-4-hydroxycinnamic Acid (CHCA) และ 2,5-Dihydroxybenzoic Acid (DHB) เป็นต้น 
โดยสารดงักล่าวจะมีกรดหรือด่างเป็นองคป์ระกอบซ่ึงจะเป็นสารท่ีท าให้ตวัอยา่งมีประจุ จากนั้นสาร
ผสมจะถูกน าไปหยดลงบนแผน่โลหะหรือ MALDI Plate แลว้ทิ้งไวใ้ห้ส่วนผสมระเหยจนเหลือเป็น
ผลึกสาร จากนั้นน าไปยิงดว้ยแสงเลเซอร์ เมทริกซ์จะท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางในการถ่ายทอดพลงังาน
จากเลเซอร์ไปยงัโปรตีนหรือเปปไทดท่ี์มีประจุ แลว้เกิดการแตกตวัเป็นไอออน ส่งผลใหโ้ปรตีนเกิด
การเคล่ือนท่ี แล้วน าไปวิเคราะห์มวลสารด้วย Mass Analyzer ชนิด Time-of-Flight (TOF) โดย
โปรตีนท่ีมีมวลน้อยกว่าจะมีการเคล่ือนท่ีไปยงัตัวรับ (Detector) ได้เร็วกว่าโปรตีนท่ีมีมวลมาก 
ดงันั้นจึงสามารถค านวณระยะเวลาท่ีสารตวัอย่างเคล่ือนท่ีและค านวณเป็นมวลของสารตวัอย่างได ้
(Wieser, Schneider, Jung, & Schubert, 2012)  และเทคนิค  LC-MS เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยก
โปรตีนท่ีอยู่ในสภาวะของเหลวภายใต้หลกัการของ Liquid Chromatography และการท าให้เกิด  
Ion Source แบบ Electrospray Ionization (ESI) โดยเทคนิคน้ีจะสามารถระบุชนิดของโปรตีนไดด้ว้ย
วิธีแมสสเปกโตรเมทรี รวมถึงยงัสามารถวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบในเชิงปริมาณได ้(Becker & Bern, 
2011)  
 

2.8 การใช้แบคเทอริโอซินในอาหาร 
 

การน าแบคเทอริโอซินไปใช้ในอาหารสามารถท าได้ 3 วิธี คือ การใช้แบคเทอริโอซิน 
บริสุทธ์ิหรือบริสุทธ์ิบางส่วนในการเติมเป็นส่วนประกอบอาหาร (Purified/Partially Purified 
Bacteriocin) การใช้เช้ือท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินผสมกับองค์ประกอบท่ีใช้เตรียมอาหาร 
(Protective Culture) และการใช้เช้ือท่ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเป็นกลา้เช้ือร่วมกับสายพนัธุ ์
อ่ืน ๆ ในการหมกั (Starter Culture) (Deegan, Cotter, Hill, & Ross, 2004)  

 
Hashimoto, Bari, Inatsu, Kawamoto, and Shima (2011) ไดท้ าการศึกษาเก่ียวกบัการถนอม

คามาโบโกะหรือซูริมิน่ึงดว้ยวิธีทางชีวภาพ โดยการใช ้Piscicolin KH1 ท่ีผลิตจาก Carnobacterium 
maltalomaticum KH1 ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิด้วยกระบวนการโครมาโตกราฟี ในการยบัย ั้งการ
เจริญของ Enterococcus sp. และ Leuconostoc sp. ท่ีเป็นสาเหตุท าให้ผลิตภณัฑ์เป็นเมือก ซ่ึงไม่เป็น
ท่ียอมรับของผูบ้ริโภค นอกจากน้ีจากการศึกษายงัพบวา่ Piscicolin KH1 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
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เช้ือ E. faecalis และ L. mesenteroides ท่ีปนเป้ือนในคามาโบโกะหรือซูริมิน่ึงได้มากกว่า Nisin 
ในขณะท่ี Cobo Molinos et al. (2009) ได้ท าการศึกษาเก่ียวกับการส่งเสริมกิจกรรมการท าลาย
จุลินทรียโ์ดยใช้ Enterocin AS-48 ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ และสารกนั
เสีย เพื่อยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Listeria monocytogenes จากการศึกษาพบว่าการใช้สาร Enterocin 
AS-48 (30-60 ไมโครกรัม) ท่ีสร้างจาก E. faecalis A-48-32 ร่วมกับน ้ ามันหอมระเหยชนิดต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ ไทม ์เวอร์บีนา เรด ออริกาโนสเปน อจัเวน ตน้ชา กานพลู และน ้ ามนัดอกเสจ ท่ีความเขม้ขน้
ร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร  และน ้ ามันหอมระเหยโรสแมร่ี ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร สามารถลดปริมาณเช้ือ L.  monocytogenes ในน ้ าสลัดส า เ ร็จรูปพร้อม
รับประทาน ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ไดม้ากกวา่ 3.5 log CFU/g  

 
Anacarso et al. (2014) ไดท้ าการศึกษาการลดปริมาณเช้ือ Aeromonas hydrophila ATCC 

14715 และเช้ือ Listeria monocytogenes ATCC 19117 ระหว่างการเก็บรักษาเน้ือปลาแซลมอน ท่ี  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 144 ชัว่โมง โดยแช่เน้ือปลาแซลมอนในตะกอนของเช้ือ Lactobacillus 
pentosus 39 ท่ีละลายอยู่ในสารละลาย Peptone เป็นระยะเวลา 5 นาที พบว่า สามารถลดปริมาณเช้ือ 
A. hydrophila ATCC 14715 ได ้2.1 log CFU/g และสามารถลดเช้ือ L. monocytogenes ATCC 19117 
ได ้3.6 log CFU/g นอกจากน้ีจากการศึกษาของ Dortu et al. (2008) ยงัพบว่าการเติมเช้ือ L. curvatus 
CWBI-B28 ท่ีผลิต Sakacin P ร่วมกบัเช้ือ L. sakei CWBI-B1365 ท่ีผลิต Sakacin G ลงบนพื้นผิวของ
เน้ือววัและเน้ือไก่ดิบ แลว้เก็บใส่ถุงปิดผนึก เก็บท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 วนั พบว่า
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ L. monocytogenes CWBI-B715 ไดดี้กว่าการใชเ้ช้ือใดเช้ือหน่ึงเพียง
เช้ือเดียว 
 

2.9 Streptococcus suis 
 

2.9.1 แบคทีเรียวิทยา 
 
เช้ือ Streptococcus suis เป็นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ท่ีถูกจดัอยู่ในสกุล Streptococcus ใน

ตระกูล Streptococcaeae เจริญเติบโตแบบไม่ใช้ออกซิเจน ให้ α-hemolytic บน Sheep Blood Agar 
เม่ือเล้ียงในสภาวะไร้อากาศ รูปร่างกลม ลกัษณะเซลล์ของแบคทีเรียจะเรียงตวัเป็นคู่หรือสายยาว
ขนาดต่าง ๆ (Yongkiettrakul et al., 2019) ไม่สร้างเอนไซม์คะตาเลส และไม่เคล่ือนท่ี เช้ือ S. suis 
เป็นเช้ือท่ีพบไดท้ัว่ไปในสุกร โดยมกัพบได้ในระบบทางเดินหายใจส่วนตน้ เช่น โพรงจมูก ต่อม
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ทอนซิล ต่อมน ้ าลาย ระบบทางเดินอาหาร และในบางคร้ังอาจพบอยู่ในช่องคลอดของสุกร 
(Padungtod et al., 2010; Thayawiwat, Wichaikam, & Painpringam, 2012)  

 
2.9.2 ระบาดวิทยา 
 
เช้ือ S. suis จะก่อโรคในสุกรท่ีอ่อนแอ โดยเฉพาะสุกรหย่านมและลูกสุกรแรกคลอด รวม

ไปถึงสุกรท่ีอยูใ่นสถานท่ีแออดั บริเวณท่ีอากาศช้ืน หรือหนาวจากฝนตกหนกั โดยเม่ือภูมิคุม้กนัของ
สุกรลดลง เช้ือดงักล่าวท่ีเกาะตวัท่ีเยื่อเมือก (Mucosal Membrane) โดยเฉพาะซอกเลก็ ๆ บริเวณต่อม
ทอนซิล (Tonsilar Crypt) จะฉวยโอกาสเพิ่มจ านวนแลว้แพร่ผ่านไปยงัทางเดินน ้ าเหลืองและเขา้สู่
กระแสเลือดส่งผลให้สุกรป่วยหรือตายได้ (Haas & Grenier, 2018) ปัจจุบนัมีการจดัแบ่งเช้ือตาม
ลักษณะของ Capsular Antigen เป็นซีโรไทป์ (Serotype) ต่าง ๆ โดยอาศัยความแตกต่างของ
แอนติเจนบนผิวของผนงัเซลล ์ไดถึ้ง 35 ซีโรไทป์ โดยแต่ละซีโรไทป์จะมีความรุนแรงในการก่อโรค
แตกต่างกัน ขึ้ นอยู่กับสาร Muramidase-Released Protein (MRP) และ Extracellular Protein (EP) 
โดยซีโรไทป์ท่ีมกัก่อให้เกิดโรคในสุกร ไดแ้ก่ ซีโรไทป์ 12, 2, 14 และ 19 (Gottschalk, Xu, Calzas, 
& Segura, 2010) 

 
เช้ือ S. suis นอกจากจะก่อโรคและแพร่กระจายเช้ือในสุกรได้แลว้ ยงัสามารถก่อให้เกิด

การติดเช้ือจากสุกรไปสู่มนุษยไ์ด้อีกด้วย ทั้งน้ีกระบวนการเกิดโรคติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส 
หรือโรคไข้หูดับ ในมนุษย์ยงัไม่มีค  าอธิบายท่ีชัดเจน แต่มีการคาดการณ์ล าดับการเกิดโรค คือ 
หลงัจากผูป่้วยไดรั้บเช้ือ S. suis เขา้สู่ร่างกายทั้งจากการไดรั้บเช้ือโดยตรงจากสุกรท่ีป่วย สุกรท่ีเป็น
พาหะ หรือไดรั้บเช้ือจากเน้ือสุกรท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือ ผา่นเขา้สู่ทางบาดแผลโดยการสัมผสัหรือ
ได้รับเช้ือผ่านการบริโภคเน้ือและเลือดสุกรสด เช้ือ S. suis จะเพิ่มจ านวน (Colonized) ก่อน ณ 
บริเวณท่ีมีการสัมผสัหรือรับเช้ือเขา้สู่ร่างกาย จากนั้นเช้ือจะมีการหลบหลีกภูมิคุม้กนัของมนุษย ์แลว้
แพร่กระจายทางกระแสโลหิต ผ่านภูมิคุม้กนัของระบบประสาทและเขา้สู่สมอง โดยซีโรไทป์ท่ีมี
ความรุนแรงในการก่อโรคในมนุษยค์ือ ซีโรไทป์ 2 (Mueang & Nakhon, 2015; Rayanakorn, Goh, 
Lee, Khan, & Saokaew, 2018) โรคติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส หรือโรคไขหู้ดบั มีการรายงานการ
ติดเช้ือในมนุษยค์ร้ังแรกท่ีประเทศเดนมาร์ก เม่ือปี พ.ศ. 2511 จากรายงานพบว่าผูป่้วย 2 ราย ติดเช้ือ
ท่ีเยื่อหุ้มสมอง และ 1 ราย ติดเช้ือในกระแสเลือด (Perch, Kristjansen, & Skadhauge, 1968) และพบ
รายงานผูป่้วยติดเช้ือน้ีในประเทศแถบทวีปยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย และเอเชียในเวลาต่อมา (Kay, 
Cheng, & Tse, 1995) จนกระทั้งพบการระบาดคร้ังใหญ่ประเทศแถบเอเชีย เม่ือปี พ.ศ. 2548 ใน
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มลฑณเสฉวน ประเทศจีน จากรายงานพบผูป่้วยติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส 215 ราย และเสียชีวิต
มากถึง 39 ราย โดยสาเหตุเกิดจากการฆ่าและช าแหละสุกรท่ีป่วยตายโดยไม่ทราบสาเหตุแบบไม่ถูก
สุขลกัษณะ (Yu et al., 2006) ส าหรับประเทศไทยพบรายงานการติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส คร้ัง
แรกในปี พ.ศ. 2530 (Phuapradit et al., 1987) และพบการรายงานผูป่้วยติดเช้ือดงักล่าวเร่ือยมา โดย
ส่วนมากมกัเป็นผูป่้วยติดเช้ือจากจงัหวดัในแถบภาคเหนือ (Kerdsin, 2022) และส่วนใหญ่เป็นผูป่้วย
เพศชายท่ีมีประวติัสัมผสักบัสุกรและบริโภคเน้ือหรือเลือดสุกรดิบ โดยร้อยละ 75 ของปริมาณผูป่้วย
ทั้งหมดพบประวติัว่ามีการด่ืมสุราร่วมดว้ย ก่อนเกิดอาการเจ็บป่วย (นิมิตร เลิศพฒันสุวรรณ 2555; 
Suankratay, Intalapaporn, Nunthapisud, Arunyingmongkol, & Wilde, 2004) ในปี พ.ศ. 2564 ขอ้มูล
จากกองระบาดวิทยา กรมควบคุมโรคได้ รายงานจ านวนผูติ้ดเช้ือ S. suis ซ่ึงพบผูติ้ดเช้ือสูงถึง  
557 ราย และพบจ านวนผูเ้สียชีวิต 24 ราย ทั้งน้ีโรคติดเช้ือดงักล่าวยงัคงมีแนวโน้มการระบาดเพิ่ม
มากขึ้นและถึงแมจ้ะมีการรายงานอนัตรายของโรคท่ีเกิดจากการบริโภคเน้ือและส่วนอ่ืน ๆ ของหมูท่ี
ไม่ผ่านการปรุงสุก การรณรงค ์ให้ความรู้ รวมถึงติดตามสถานการณ์การแพร่ระบาดอย่างใกลชิ้ด ก็
ย ังไม่สามารถลดอัตราการติดเช้ือ S. suis เน่ืองจากวิถีการบริโภคดังกล่าวเป็นส่วนหน่ึงของ
วฒันธรรมและพิธีกรรมของทอ้งถ่ินโดยเฉพาะจงัหวดัในแถบภาคเหนือของไทยมาอย่างยาวนาน 
(Takeuchi et al., 2017; Takeuchi et al., 2012) นอกจากน้ี Brizuela et al. (2023) ยังได้รายงานพบ
ผูป่้วยติดเช้ือ S. suis ในอ าเภอดานขนุทด จงัหวดันครราชสีมา ในระหวา่งวนัท่ี 28 มีนาคม-8 เมษายน 
พ.ศ. 2564 โดยพบผูป่้วยทั้งส้ิน 199 ราย และพบผูเ้สียชีวิต 2 ราย โดยสาเหตุการติดเช้ือเกิดจากการ
รับประทานอาหารท่ีปรุงจากเน้ือหมูและเน้ือปลาดิบร่วมกนัในงานอุปสมบท นอกจากสถานการณ์
การระบาดของโรคท่ีเกิดขึ้นอยา่งต่อเน่ือง ปัญหาการด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือถือเป็นปัญหาส าคญัท่ีไม่
ควรเพิกเฉย ดงันั้นการใชส้ารออกฤทธ์ิท่ีไดจ้ากธรรมชาติท่ีไม่ก่อใหเ้กิดการด้ือยาของจุลินชีพถือเป็น
ทางเลือกหน่ึงท่ีส าคญั 

 
2.9.3 การแสดงอาการจากการติดเช้ือ S. suis 
 
สุกรท่ีติดเช้ือ S. suis จะส่งผลให้สุกรตายเฉียบพลนั โดยมีสาเหตุจากการเกิดสภาวะเลือด

เป็นพิษ เยือ่หุม้สมองอกัเสบ มีไขสู้ง และขอ้อกัเสบ ทั้งน้ีสุกรบางตวัอาจตายโดยไม่แสดงอาการของ
โรคมาก่อน ในกรณีของลูกสุกรหย่านมอาการท่ีสังเกตได้ เช่น ลักษณะเคล่ือนไหวของขาท่ีไม่
สัมพนัธ์กนั การนอนขาตะกุย การมีอาการชกั เหยียดเกร็ง อาการกรอกตาไปมา เยื่อบุตาบวม ตรวจ
พบอาการปอดบวม และขอ้อกัเสบเน่ืองจากเลือดเป็นพิษ หรือในบางกรณีอาจตรวจพบลิ้นหัวใจ
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อกัเสบมีฝีหนองและระบบสืบพนัธุ์ลม้เหลว ซ่ึงอาการเหล่าน้ียงัเป็นตวับ่งช้ีถึงการติดเช้ือ S. suis ใน
ฝงูได ้(Pallarés et al., 2003) 

 
ส่วนในมนุษยท่ี์ติดเช้ือ S. suis ระยะเวลาเฉล่ียของการแสดงอาการเจ็บป่วยจะแตกต่างกนั 

โดยมากมกัอยู่ระหว่าง 3 วนั ถึง 2 สัปดาห์ โดยอาการท่ีพบบ่อย ได้แก่ มีไข ้ปวดศีรษะ รวมกับ 
อาการอ่ืน ๆ คือ ทอ้งเสีย คล่ืนไส้ อาเจียน วิงเวียนศีรษะ และคอแข็ง ในรายท่ี มีการติดเช้ืออย่าง
รุนแรงจะพบผื่นผิวหนงัจุดเลือดออก ร่วมกบัภาวะแทรกซอ้นท่ีพบได ้ไดแ้ก่ ภาวะช็อค ระบบหายใจ
ลม้เหลว ไตวายเฉียบพลนั ภาวะเลือดแข็งตวัผิดปกติ หรือเยื่อหุ้มสมองอกัเสบเฉียบพลนั ในผูป่้วย
บางรายอาจไม่พบภาวะเยื่อหุ้มสมองอกัเสบ แต่จะพบภาวะการติดเช้ือในกระแสเลือด หรือบางราย
อาจติดเช้ือในเยื่อหุ้มหัวใจแบบก่ึงเฉียบพลนั และอาจรุนแรงถึงขั้นเสียชีวิต ทั้งน้ีในผูป่้วยท่ีรอดชีวิต
บางรายจะพบความพิการจากการเกิดโรคหลงเหลืออยู่ ไดแ้ก่ การหูหนวกทั้งสองขา้ง และการเป็น
อมัพาตคร่ึงซีก (Choi et al., 2012) 

 
2.9.4 แนวทางการรักษาเน่ืองจากการติดเช้ือ S. suis  
 
การวินิจฉัยโรคสามารถท าได้โดยการสืบประวติัจากการสัมผสัโรค สังเกตจากลกัษณะ

อาการของผูป่้วย การตรวจร่างกายผูป่้วยอย่างละเอียด รวมถึงการตรวจเช้ือในระดบัห้องปฏิบติัการ 
โดยเก็บตวัอย่างจากเลือด น ้ าไขสันหลงั และของเหลวภายในขอ้ ส่วนในสุกรจะเก็บตวัอย่างจาก
อวยัวะท่ีไดรั้บผลกระทบจากการติดเช้ือและเกิดความผิดปกติ เช่น ปอด หัวใจ มา้ม ไต สมอง ต่อม
น ้ าเหลือง หนองในขอ้ รก ตวัอ่อนในแม่สุกรอุม้ทอ้ง และนมจากเตา้นมท่ีอกัเสบ เป็นตน้ จากนั้นน า
ตวัอย่างทั้งหมดมาเพาะเช้ือและส่งตรวจหาเช้ือ ซ่ึงปัจจุบนันิยมตรวจเช้ือโดยใชเ้ทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) ตรวจหายนีท่ีจ าเพาะต่อเช้ือ (Meekhanon, 2016) หลงัจากนั้นแพทยจ์ะท าการ
รักษาตามอาการหรือการรักษาแบบประคบัประคอง เช่น การให้สารน ้ าท่ีเหมาะสมเม่ือพบการติด
เช้ือในกระแสเลือด การช่วยในการหายใจเม่ือเกิดภาวะการหายใจลม้เหลว รวมถึงการฟอกไตเม่ือพบ
ภาวะไตวายเฉียบพลนั เป็นตน้ และท าการรักษาจ าเพาะดว้ยยาปฏิชีวนะในกลุ่ม β-Lactams ไดแ้ก่ 
Penicillin และ  Cephalosporin และยาปฏิ ชีวนะในกลุ่ ม  Fluoroquinolones เ ช่น  Norfloxacin, 
Ciprofloxacin และ Levofloxacin เป็นตน้ ซ่ึงเป็นยาท่ีนิยมใช้ในการรักษาโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ  
S. suis ทั้งในมนุษยแ์ละสุกร (Seitz, Valentin-Weigand, & Willenborg, 2016) ทั้งน้ีจากรายงานของ 
Yongkiettrakul et al. (2019) พบการรายงานการเร่ิมเกิดภาวะด้ือยาปฏิชีวนะของเช้ือ S. suis ท่ีคดัแยก
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จากสุกรจากภูมิภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย ส่วนเช้ือ S. suis ซีโรไทป์ 2 ท่ีแยกไดจ้ากมนุษยย์งัไม่พบ
การรายงานวา่มีความไวต่อยาปฏิชีวนะท่ีนิยมใชทุ้กกลุ่ม  

 

2.10 อาหารที่ปรุงจากเน้ือหมูสด 
 

ลาบจัดเป็นอาหารพื้นเมือง ในแถบจังหวดัภาคเหนือและภาคอีสานของประเทศไทย 
โดยเฉพาะชาวลา้นนา โดยลาบมีความหมายถึงการสับให้ละเอียด โดยมากมกัปรุงมาจากเน้ือสัตว์
หลายชนิด เช่น เน้ือไก่ เน้ือเป็ด เน้ือววั เน้ือควาย เน้ือปลา รวมถึงเน้ือหมู ท่ีน ามาสับให้ละเอียดรวม
กับพริกลาบและเลือดสด โดยพริกลาบจะประกอบด้วยเคร่ืองเทศหลายชนิด ได้แก่ ลูกผกัชี  
มะแขว่น ดีปลี ลูกจนัท์ โป๊ยกัก๊ เทียนขา้วเปลือก ยี่หร่า เมล็ดผกัชีลาว อบเชย กระวาน เปราะหอม 
พริกไทยด า หมากอ้ี เป็นตน้ นอกจากน้ีลาบยงันิยมรับประทานคู่กบัสมุนไพรท่ีมีกล่ินแรง เช่น ปีบ 
กระถิน ยอดมะกอก เล็บครุฑ และผกัคาวตอง เป็นตน้ (รัตนา พรหมพิชยั, 2542) ส่วนลาบในแถบ
จงัหวดัภาคอีสาน จะปรุงจากเน้ือสัตว์ท่ีสับละเอียด ปรุงรสด้วยน ้ าปลา มะนาว ขา้วคัว่ พริกป่น  
ใบสระแหน่ ตน้หอม และหอมแดง ในบางกรณีอาจมีการเติมเลือดและขี้ เพี้ยลงไปดว้ย โดยอาหาร
จ าพวกลาบน้ี จะนิยมรับประทานกันในโอกาสพิเศษหรือในเทศกาลต่าง  ๆ เน่ืองจากสามารถ
รับประทานไดห้ลายคนและจากพฤติกรรมการบริโภคดงักล่าว จึงเส่ียงต่อการเกิดโรคท่ีเกิดจากการ
ปนเป้ืนจุลินทรีย์ในอาหารและมักพบรายงานผูป่้วยพร้อมกันคร้ังละจ านวนมาก ๆ (จิราภรณ์  
หลาบค า, อมาวสี พิทกัษ,์ และฤทธิไกร แสนยายนต,์ 2561) 

 
Cheung et al. (2008) รายงานการพบเช้ือ S. suis ท่ีปนเป้ือนในเน้ือหมูดิบ โดยมีจ านวนเช้ือ 

S. suis อยู่ระหว่าง <3-4600 MPN/g นอกจากน้ี Khantasup et al. (2022) รายงานการตรวจพบการ
ปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในเน้ือหมูและเลือดหมูในจังหวดันครสวรรค์ ระหว่างเดือนธันวาคม  
พ.ศ. 2563-มกราคม พ.ศ. 2564 โดยพบการปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในเน้ือหมูและเลือดหมูจาก 
โรงฆ่าสัตว ์มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 6.8 x 10-3 CFU/g และ 6.83 CFU/mL ตามล าดบั ในขณะท่ีปริมาณ
เช้ือ S. suis ท่ีตรวจพบในเน้ือหมูและเลือดหมูท่ีขายปลีกมีปริมาณเท่ากบั 2.3 x 10-3 CFU/g และ 2.3 
CFU/mL ตามล าดับ และจากรายงานการส ารวจการปนเป้ือนเช้ือ S. suis ในกรุงเพทมหานคร ฯ 
ระหว่างเดือนพฤษภาคม-ธันวาคม พ.ศ. 2559 ของ Wongnak, Wiratsudakul, and Nuanualsuwan 
(2020) พบการปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในเลือดหมูจากโรงงานฆ่าสัตว ์ปริมาณเฉล่ีย 2.7 CFU/mL 
และพบเช้ือปนเป้ือนในเน้ือหมูปริมาณ 2.9-5.4 log CFU/g 
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นอกจากน้ี Rattanadilok na Phuket, Tongsakulpanis, and Direksin (2016a) รายงานพบ
การปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในลาบ โดยการสุ่มเก็บตวัอยา่งลาบหมูดิบ จากร้านอาหารและตลาดสด 
ในจงัหวดัขอนแก่น ร้อยเอ็ด มหาสารคาม สกลนคร และนครพนม โดยพบการปนเป้ือนเช้ือ ร้อยละ 
13.3 นอกจากน้ี Rattanadilok na Phuket et al. (2016b) ยงัได้ท าการส ารวจการปนเป้ือนของเช้ือ 
Staphylococcus aureus, Streptococcus suis, Salmonella spp. และ Escherichia coli ในแหนมหมูท่ี
ผลิตและจ าหน่ายในจงัหวดัแถบภาคอีสานตอนบนของประเทศไทย โดยจากการส ารวจพบเพียงการ
ปนเป้ือนของเช้ือ S. aureus, Salmonella spp. และ E. coli แต่ไม่พบเช้ือ S. suis โดยสาเหตุท่ีไม่พบ  
S. suis อาจเน่ืองจากเช้ือกลุ่ม S. suis อาจตายในระหว่างกระบวนการหมกั หรือถูกยบัย ั้งจากสารท่ี
ผลิตจากเช้ือกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก
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บทที่ 3 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 

3.1 จุลนิทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบ 
 

เช้ือจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการทดสอบคุณสมบติัของสารยบัย ั้งแบคทีเรีย ไดรั้บความอนุเคราะห์
จากหอ้งปฏิบติัการเทคโนโลยชีีวภาพทางอาหาร ศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 
(ไบโอเทค สวทช.) แสดงดงัตารางท่ี 3.1 

 
ตารางท่ี 3.1 ตารางแสดงแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ  

แบคทีเรียเป้าหมาย1 อาหารเล้ียงเช้ือ2 อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียง 
(องศาเซลเซียส) 

Gram-Positive Bacteria   

Bacillus subtilis ATCC 6633 TSB 30 
Bacillus subtilis JCM 1465T TSB 30 
Enterococcus faecalis JCM 5803T MRS 37 
Lactobacillus sakei JCM 1157T MRS 30 
Lactococcus lactis ATCC 19435 MRS 30 
Listeria innocua ATCC 33090 TSB 37 
Listeria monocytogenes ATCC 19115 TSB 37 
Micrococcus luteus NBRC 12708 TSB 30 
Staphylococcus aureus DMST 20635 TSB 37 
Streptococcus suis NaH THY 37 
Streptococcus suis P1/7 THY 37 
Streptococcus agalactiae 1611 TSB 30 
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ตารางท่ี 3.1 ตารางแสดงแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ (ต่อ)  

แบคทีเรียเป้าหมาย1 อาหารเล้ียงเช้ือ2 
อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเล้ียง 

(องศาเซลเซียส) 
Gram-Negative Bacteria   

Aeromonas veronii 1755 TSB 30 
Escherichia coli ATCC 25922 TSB 37 
Escherichia coli ATCC 35401 TSB 37 
Escherichia coli F18 TSB 37 
Escherichia coli O157:H7 TSB 37 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 TSB 37 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 TSB 37 
Vibrio harveyi AQVH 01 TSB+1.5% NaCl 30 

1 ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA; JCM = Japan Collection of 
Microorganisms, Wako, Japan; DMST = Department of Medical Sciences, Thailand; NBRC = NITE 
Biological Resource Center, Chiba, Japan 
2 MRS = De man, Rogosa and Sharpe (DifcoTM, USA), TSB = Tryptic Soy Broth (DifcoTM, USA), 
THY = Todd-Hewitt Broth (Oxoid, England) Supplemented with 2% Yeast Extract (DifcoTM, USA) 
 

3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 

3.2.1 MALDI Target Plate (MTP 384 Steel Target, Bruker Daltonics, Bremen, Germany)  
3.2.2 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry 

(Ultraflex III MALDI-TOF/TOF, BrukerDaltonics, Bremen, Germany) 
3.2.3 Microplate Reader (SpectraMax® 340PC384, Molecular Devices, USA) 
3.2.4 Reverse Phase Column (Resource RPC3-mL, GE Healthcare, Sweden) 
3.2.5 Sep-Pak® C18 Cartridges (Waters, USA) 
3.2.6 Sterile Membrane Filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (0.2 µm Hydrophilic PTFE Syringe 

Filters, Advantec, Japan) 
3.2.7 คอลมัน์โครมาโตกราฟี (BIO-RAD Econo-Column®, USA) 
3.2.8 เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมุน (Büchi R-114 Rotavapor, Switzerland) 
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3.2.9 เคร่ืองกวนสารละลาย (IKA® C-MAG HS 7, Germany) 
3.2.10 เคร่ืองโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (Waters, USA) 
3.2.11 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าชนิดละเอียด (Shimadzu S321, Japan) 
3.2.12 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าชนิดหยาบ (Shimadzu UX8200S, Japan) 
3.2.13 เคร่ืองตีบดอาหาร (StomacherTM Model 400 Circulator Lab Blender, SewardTM, 

England) 
3.2.14 เคร่ืองท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (FreeZone 4.5 Liter -84C Benchtop Freeze Dryers, 

LabconcoTM Corporation, USA) 
3.2.15 เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Microcentrifuge Models 5418/5418R, Eppendorf, Germany) 
3.2.16 เคร่ืองป่ันเหว่ียงสุญญากาศ (Concentrator Plus 5305, Eppendorf, Germany) 
3.2.17 เคร่ืองผสมสารละลาย (Scientific Industries G560E, USA) 
3.2.18 เคร่ืองวดัค่า pH (Toledo™ 30019033, Switzerland) 
3.2.19 เคร่ืองหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิความเร็วสูง (TOMY MX-370, Japan) 
3.2.20 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต ่ า  -80 องศาเซลเซียส  (Thermo ScientificTM TLE Ultra-Low 

Freezers TLE60086A, USA) 
3.2.21 ตูดู้ดควนั (ProLAB Model FH120, UK) 
3.2.22 ตูบ้่มเช้ือจุลินทรีย ์(Memmert BE 600, Germany) 
3.2.23 ตูป้ลอดเช้ือ (Nuaire NU-440-600 Series 17/6 Biological Safety Cabinet, UAE) 
3.2.24 ถาดหลุม (96-well Polystyrene Microplates, Falcon®, USA) 
3.2.25 ป๊ัมดูดจ่ายสารละลาย (BIO-RAD EP-1 Econo Pump Peristaltic Fluid Pump, USA) 
3.2.26 เรซิน Amberlite XAD-16 (Sigma-aldrich, USA) 
3.2.27 เรซิน Q-Sepharose Resin (GE Healthcare, USA) 
3.2.28 เรซิน SP-Sepharose (GE Healthcare, Sweden) 
3.2.29 หมอ้ตม้เคร่ืองมือแพทย ์(BMS BS-8L, Thailand) 
3.2.30 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้า (Tomy SX-700, Digital Biology, Japan)  
3.2.31 ออโตปิ้เปต (Gilson, France) 
3.2.32 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Memmert WNE 14, Germany) 
3.2.33 อ่ า งหมุนวนท าคว าม เ ย็น  (FreeZone Benchtop Shell Freezers, LabconcoTM 

Corporation, USA) 
3.2.34 อุปกรณ์เคร่ืองแกว้ชนิดต่าง ๆ 
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3.3 อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 
 

3.3.1 อาหารเลีย้งเช้ือ 
 
3.3.1.1 Agar Powder (DifcoTM, USA) 
3.3.1.2 Beef Extract (DifcoTM, USA) 
3.3.1.3 Brain Heart Infusion (BHI, Difco, USA) 
3.3.1.4 de Man, Rogosa and Sharpe (MRS, DifcoTM, USA) 
3.3.1.5 Dextrose Monohydrate (Merck, Germany) 
3.3.1.6 D(+)-Glucose Anhydrous (Merck, Germany) 
3.3.1.7 Lactose (OxoidTM, USA) 
3.3.1.8 M17 Broth (OxoidTM, USA) 
3.3.1.9 Meat Extract (Merck, Germany) 
3.3.1.10 Nutrient Broth (NB, DifcoTM, USA) 
3.3.1.11 Proteose Peptone, No.3 (Bacto™, USA) 
3.3.1.12 Sheep Blood (Envimed, Thailand) 
3.3.1.13 Todd-Hewitt Broth (THY, Oxoid, UK) 
3.3.1.14 Tryptic Soy Broth (TSB, DifcoTM, USA) 
3.3.1.15 Tryptone Peptone (DifcoTM, USA) 
3.3.1.16 Yeast Extract (DifcoTM, USA) 

 
3.3.2 สารเคมี 

 
3.3.2.1 Acetone (Merck, Germany) 
3.3.2.2 Acetonitrile (Merck, Germany) 
3.3.2.3 Ammonium Sulfate (RCI Labscan, Thailand) 
3.3.2.4 Barium Chloride (Merck, Germany) 
3.3.2.5 Calcium Carbonate (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.2.6 Colistin Sulfate (Sigma-aldrich, USA)  
3.3.2.7 Copper (II) Sulfate Pentahydrate (QRëC®, Newzealand) 
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3.3.2.8 Crystal Violet (Merck, Germany) 
3.3.2.9 Di-ammonium Hydrogen Citrate (Merck, Germany) 
3.3.2.10 Di-potassium Hydrogen Phosphate (Merck, Germany) 
3.3.2.11 Ethanol (Merck, Germany) 
3.3.2.12 Ethylenediaminetetraacetic Acid (Merck, Germany) 
3.3.2.13 Folin-ciocalteu Phenol (Merck, Germany) 
3.3.2.14 Glycerol (NZYTech, Turkey) 
3.3.2.15 Hydrochloric Acid (Merck, Germany) 
3.3.2.16 Isopropanol (Merck, Germany) 
3.3.2.17 Magnesium Sulfate (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.2.18 Manganese Sulfate (CARLO ERBA, Milano, Italy) 
3.3.2.19 Nalidixic Acid (Sigma-aldrich, USA)  
3.3.2.20 Phosphate (Merck, Germany) 
3.3.2.21 Sodium Acetate (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.2.22 Sodium Azide (Merck, Germany) 
3.3.2.23 Sodium Carbonate (Ajax Finechem, Australia) 
3.3.2.24 Sodium Chloride (Merck, Germany) 
3.3.2.25 Sodium Citrate (QRëC®, Newzealand) 
3.3.2.26 Sodium Dodecyl Sulfate (Merck, Germany) 
3.3.2.27 Sodium Hydroxide (Ajax Finechem, Australia) 
3.3.2.28 Sodium Phosphate Dibasic (Merck, Germany) 
3.3.2.29 Sodium Phosphate Monobasic (CARLO ERBA, Milano, Italy) 
3.3.2.30 Sulfuric Acid (Merck, Germany) 
3.3.2.31 Trifluoroacetic Acid (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.2.32 Tris Base (NZYTech, Turkey) 
3.3.2.33 Triton X-100 (Merck, Germany) 
3.3.2.34 Tween 20 (Merck, Germany) 
3.3.2.35 Tween 80 (Merck, Germany) 
3.3.2.36 Urea (QRëC®, Newzealand) 
3.3.2.37 α-cyano-4-hydroxycinnamic (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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3.3.3 เอนไซม์ 
 
3.3.3.1 Amylase (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.3.2 Lipase (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.3.3 Pepsin (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.3.4 Proteinase K (Sigma-aldrich, USA) 
3.3.3.5 Trypsin (Sigma-aldrich, USA) 

3.3.3.6 α-chymotrypsin (Sigma-aldrich, USA) 
 

3.4 วิธีการทดลอง 
 

3.4.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลติแบคเทอริโอซิน 
 
3.4.1.1 การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้ง

แบคทีเรีย 
ท าการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑ์อาหารหมกัประเภทผกัดอง

พื้นบา้นของไทย ไดแ้ก่ ตน้หอมดอง ผกักาดดอง ผกัเส้ียนดอง ผกักุ่มดอง หน่อไมด้อง และผกัหนาม
ดอง โดยน าตวัอย่างผกัดองแต่ละชนิด น ้ าหนกั 25 กรัม ผสมกบัสารละลาย Normal Saline (Sodium 
Chloride (NaCl) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 โดยมวลต่อปริมาตร) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นตีบด
ให้เป็นเน้ือเดียวกันด้วยเคร่ืองตีบดอาหาร แล้วท าการเจือจางต่อด้วยวิธี 10-Fold Serial Dilution 
แล้วปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป Spread Plate ลงบนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติม
Calcium Carbonate (CaCO3) ร้อยละ 0.5 โดยมวลต่อปริมาตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  (Bautista-Gallego et al., 2013; Hwanhlem, Chobert, & Aran, 2014) จากนั้นท า
การสุ่มเลือกโคโลนีท่ีมีบริเวณใส (Clear Zone) รอบ ๆ โคโลนี น ามาเล้ียงต่อในอาหารเหลว MRS 
เพื่อท าเป็น Stock Culture โดยเก็บในอาหารเหลวท่ีเติม Glycerol ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยร้อยละ 20 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร แลว้น าไปเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการท าการศึกษา
อ่ืนต่อไป 

จากนั้นท าการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรีย 
ด้วยวิธี Spot-on-Lawn ท่ีดัดแปลงจากวิธีการของ Ennahar, Asou, Zendo, Sonomoto, and Ishizaki 
(2001) โดยการน าเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได ้มาเล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีอุณหภูมิ 30  
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง แล้วน ามาก าจัดเซลล์แบคทีเรียออกโดยการป่ันเหว่ียง ด้วย
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เลือกเก็บเฉพาะส่วนใส (Cell 
Free Supernatant; CFS) ท าให้ปลอดเช้ือโดยการกรองผ่าน Sterile Membrane Filter ขนาด 0.2 
ไมโครเมตร จากนั้นน าส่วนท่ีไดม้าท าการเจือจางดว้ยวิธี Two-Fold-Dilution แลว้ปิเปตสารละลาย 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการ Swab Plate ดว้ยแบคทีเรียเป้าหมายท่ี
ตอ้งการใช้ทดสอบ (ตารางท่ี 3.1) ท่ีถูกปรับความเขม้ขน้ให้เท่ากับ 0.5 McFarland (Lalitha, 2004) 
น าไปบ่มตามสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายแต่ละชนิด สังเกตและ
บนัทึกผล หากสารยบัย ั้งสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้ทดสอบได้จะเกิดวงใส (Clear 
Zone) ให้บันทึกค่ากิจกรรมการยับยั้ ง เ ช้ือ (Inhibition Activity) ในหน่วย AU (Arbitrary Unit)  
ต่อมิลลิลิตร (AU/mL) ซ่ึงสามารถค านวณไดจ้ากค่าส่วนกลบัของระดบัความเจือจางสูงสุดของส่วน
ใสท่ีปราศจากเซลล์ ท่ียงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้ทดสอบไดต้่อมิลลิลิตร 
(Todorov & Dicks, 2007) ดงัสมการ 

 
กิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (AU/mL) = 2N x 100 

 
โดยท่ี N คือ ค่าการเจือจางสูงสุดของส่วนใสท่ีใชท้ดสอบท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย 

 
3.4.1.2 การทดสอบผลของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนต่อฤทธ์ิการยบัย ั้งแบคทีเรีย 
น าสารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้นมาทดสอบดว้ยเอนไซม์

ยอ่ยโปรตีน ไดแ้ก่ Trypsin (pH 7.5), α-chymotrypsin (pH 7.5) และ Pepsin (pH 3.0) โดยเติมเอนไซม์
ดงักล่าวใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในสารละลายเท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ด้วยการให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5 นาที (Gao, Y., Jia, Gao, Q., & Tan, 2010) แลว้น าไป
ทดสอบฤทธ์ิการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเหลืออยู่ (Residual Antimicrobial Activity) ดว้ยเทคนิค Spot-on-
Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบ  

 
3.4.1.3 การจ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยเทคนิค MALDI-TOF 

MS 
น าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรีย มาจ าแนก

สายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยเทคนิค Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-Time of Flight 
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Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) ซ่ึงส่งวิเคราะห์ท่ี บริษทั ศูนยว์ิทยาศาสตร์เบทาโกร จ ากดั 
จงัหวดัปทุมธานี ประเทศไทย โดยน าโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียไป Smear ลงบน MALDI-TOF 
Target Plate หยดทับด้วย Matrix Solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้ นตั้ งทิ้งไว้ให้แห้งท่ี
อุณหภูมิห้อง แลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง MALDI-TOF Mass Spectrometer (Microflex, Bruker, 
Germany) ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดจ้ะถูกน าไปวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Biotyper โดยเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล
ในระบบ (Somsri, Pilasombut, Ngamyeesoon, & Rumjuankiat, 2017) 

 
3.4.2 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
3.4.2.1 การทดสอบผลความแตกต่างของอาหารเล้ียงเช้ือ pH และความเขม้ขน้

ของ NaCl ต่อการสร้างสารแบคเทอริโอซิน 
ท าการเปรียบเทียบหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการสร้างแบคเทอริโอซินของ

แบคทีเรียกรดแลคติก ดว้ยการเติมเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเล้ียงในอาหารเหลว MRS ความเขม้ขน้
ประมาณ 9 log CFU/mL ปริมาตรร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ี
แตกต่างกัน ได้แก่ อาหารเล้ียงเช้ือเหลว M17, BHI, LAPT, MRS และอาหารสูตร MRS ท่ีไม่เติม 
Tween 80 (Modified MRS; mMRS) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 
ชัว่โมง แลว้น าไปทดสอบหาฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et 
al., 2001) โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบ  

ทดสอบผลความแตกต่างของ pH และความเข้มข้นของ NaCl ต่อการผลิต 
แบคเทอริโอซิน ซ่ึงวิธีการทดสอบดัดแปลงจากวิธีการของ Mahrous, Mohamed, Abd El-Mongy, 
El-Batal, and Hamza (2013) และ Sarika, Lipton, and Aishwarya (2010) ตามล าดบั โดยการปรับค่า 
pH ของอาหารเล้ียงเช้ือใหมี้ค่าเท่ากบั 2-10 ดว้ยสารละลาย Hydrochloric Acid (HCl) ความเขม้ขน้ 1 
นอร์มอล และสารละลาย Sodium Hydroxide (NaOH) ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ และปรับความเขม้ขน้
ของ NaCl ในอาหารเล้ียงเช้ือให้เท่ากบัร้อยละ 1-12 โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้นเติมเช้ือแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีตอ้งการท าการทดสอบลงไปปริมาตรร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร แลว้น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นน าไปทดสอบหาฤทธ์ิในการยับยั้ง
แบคทีเรีย ด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้เช้ือ S. suis P1/7 ในการ
ทดสอบ  
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3.4.2.2 การศึกษาหาผลของอุณหภูมิต่อระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการสร้าง  
แบคเทอริโอซิน 

การทดสอบหาอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมของการสร้างแบคเทอริโอซิน 
ท าการทดสอบโดยดดัแปลงวิธีการจาก Huang et al. (2009) โดยการเติมเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก
ปริมาตรร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหาร MRS ท่ีเติม NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 
โดยมวลต่อปริมาตร และปรับ pH ของอาหารเล้ียงเช้ือให้มีค่าเท่ากบั 7 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง โดยแบ่งเก็บตวัอย่างทุก ๆ 3 ชัว่โมง เพื่อท าการวดัค่า
การดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร วิเคราะห์ปริมาณเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกโดยใช้
วิ ธี  Drop Plate Method ลงบนอาหารแข็ง  MRS (Herigstad, Hamilton, & Heersink, 2001) และ
ทดสอบหาฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรีย ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้
เช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบ  

 
3.4.3 การท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน 

 
3.4.3.1 การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินขั้นท่ีหน่ึง (Preliminary Purification) โดย

ใชว้ิธีท่ีแตกต่างกนั 3 วิธี เพื่อท าการเปรียบเทียบและคดัเลือกวิธีท่ีดีท่ีสุดส าหรับใชใ้นการท าบริสุทธ์ิ
แบคเทอริโอซินเบ้ืองตน้ ดงัน้ี 

(1) การใชเ้รซิน Amberlite XAD-16 
ท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินด้วยวิธี Hydrophobic Interaction โดยใช ้

เรซิน Amberlite-XAD 16 ซ่ึงดดัแปลงวิธีการจาก Masuda et al. (2012) ดว้ยการน าส่วนใสท่ีไดจ้าก
การเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ปริมาตร 1 ลิตร มาผสมกบัเรซิน Amberlite-XAD 16 น ้ าหนัก 
20 กรัม (ผ่านการ Reactivated ดว้ยการแช่ใน Isopropanol ความเขม้ขน้ร้อยละ 70 โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 12 ชัว่โมง และลา้ง Isopropanol ออกดว้ยน ้ากลัน่) จากนั้น
น าไปเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง บรรจุสาร
ผสมลงในคอลัมน์และเก็บตัวอย่างท่ีออกจากคอลัมน์ แล้วล้างเรซินด้วยน ้ ากลั่น ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร จ านวน 4 รอบ เก็บตัวอย่างท่ีออกจากคอลัมน์ จากนั้นล้างเรซินต่อด้วย Ethanol ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 40 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จ านวน 4 รอบ ท าการเก็บตวัอย่าง
ท่ีออกจากคอลมัน์ ขั้นตอนสุดทา้ยชะโปรตีนตวัอย่างออกจากเรซินดว้ย Isopropanol ความเขม้ขน้
รอยละ 70 โดยปริมาตรต่อปริมาตร (ท่ีเติม Trifluoroacetic Acid หรือ TFA ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบัร้อยละ 0.1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร) น าตวัอยา่งท่ีเก็บไดไ้ปก าจดั Isopropanol ออกดว้ยเคร่ือง
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กลัน่ระเหยแบบหมุน น าตวัอย่างทั้งหมดท่ีเก็บได้จากทุกขั้นตอนไปหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียด้วยวิธี  Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้เ ช้ือ S. suis P1/7 ในการ
ทดสอบและวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 
1951) 

(2) การตกตะกอนดว้ย Acetone 
การตกตะกอนแบคเทอริโอซินด้วย Acetone โดยดดัแปลงวิธีการจาก 

Rumjuankiat et al. (2015) ดว้ยการน าตวัอย่างส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO 
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร มาผสมกบั Acetone ในอตัราส่วน 1 ต่อ 3 โดยปริมาตรต่อปริมาตร จากนั้น
น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นวลา 12 ชัว่โมง แลว้มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เก็บเฉพาะตะกอนไปละลายดว้ย Phosphate 
Buffer (pH 5.6) ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ป
วิเคราะห์ค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง S. suis P1/7 ด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) 
และวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยเทคนิค Lowry Method (Lowry et al., 1951) 

(3) การตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate 
ตกตะกอนแบคเทอริโอซินด้วย  Ammonium Sulfate โดยท าการ

ตกตะกอนโปรตีนออกจากส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ซ่ึงดดัแปลงวิธีการ
จาก Sankar et al. (2012) โดยค่อย ๆ เติม Ammonium Sulfate ท่ีผ่านการบดให้เป็นผงละเอียด ลงใน
ส่วนใส ปริมาตร 1 ลิตร โดยตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 75, 80 และ 85 โดยมวลต่อปริมาตร ตามล าดบั (เติม Ammonium Sulfate ตามน ้ าหนักท่ี
แสดงในตารางภาคผนวก ข) กวนทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เพื่อแยกตะกอนออกจากส่วนใส น า
ตะกอนท่ีไดม้าละลายดว้ย Phosphate Buffer (pH 5.6) ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ แลว้น าไปหาค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้เช้ือ  
S. suis P1/7 ในการทดสอบและวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry et al., 1951)  

 
3.4.3.2 การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินขั้นท่ีสองดว้ยโครมาโตกราฟี (Secondary 

Purification by Chromatography) น าสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิในขั้นท่ีหน่ึง
มาท าให้บริสุทธ์ิในขั้นท่ีสอง โดยทดลองเปรียบเทียบการท าบริสุทธ์ิของสารท่ีไดด้ว้ยวิธีการต่าง ๆ 
ดงัน้ี 
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(1) การแยกโปรตีนดว้ยวิธีแลกเปล่ียนประจุบวก (Cation-Exchange) 
การท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธีแลกเปล่ียนประจุบวก ดดัแปลงวิธีการจาก Yi et 

al. (2016) น าสารละละลายแบคเทอริโอซิน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผ่านเขา้สู่คอลมัน์ขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง 15 มิลลิเมตร ยาว 100 มิลลิเมตร ท่ีบรรจุดว้ยเรซิน SP-Sepharose Fast Flow (ผ่านการชะ
ด้วย Phosphate Buffer ท่ีมีค่า pH เท่ากับ 5.6 ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 
ดว้ยอตัราการไหล (Flow Rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที เม่ือผา่นตวัอย่างเขา้สู่คอลมัน์เรียบร้อยแลว้ ใหท้ า
การลา้งคอลมัน์โดยการผ่าน Phosphate Buffer ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร 
จากนั้นชะตวัอย่างออกจากเรซินดว้ยการผ่าน Phosphate Buffer ท่ีเติม NaCl ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 
0.75 และ 1.0 โมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตามล าดบั เก็บตวัอย่างท่ีออกจากคอลมัน์ในทุกขั้นตอน
เพื่อน าไปหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) 
โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบและทดสอบหาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry 
et al., 1951) 

(2) การแยกโปรตีนดว้ยวิธีแลกเปล่ียนประจุลบ (Anion-Exchange) 
การท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธีแลกเปลี่ยนประจุลบ ดดัแปลงจาก Weghoff et al. 

(2015) โดยการน าสารละละลายแบคเทอริโอซิน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผา่นเขา้สู่คอลมัน์ ขนาดเส้น
ผ่านศูนยก์ลาง 15 มิลลิเมตร ยาว 100 มิลลิเมตร ท่ีบรรจุดว้ยเรซิน Q-Sepharose Fast Flow (ผ่านการ
ชะดว้ย Tris HCl ท่ีมีค่า pH เท่ากบั 8.0 ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร) ดว้ยอตัรา
การไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที เม่ือผ่านตวัอย่างเขา้สู่คอลมัน์เรียบร้อยแลว้ให้ท าการลา้งคอลมัน์ ดว้ย 
Tris HCl (pH 8.0) ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นชะตวัอย่างออกจาก 
เรซินดว้ยสารละลาย Tris HCl ความเขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ท่ีเติม NaCl ความเขม้ขน้ 0.25, 0.5, 0.75 
และ 1.0 โมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตามล าดบั เก็บตวัอย่างท่ีออกจากคอลมัน์ในทุกขั้นตอนเพื่อ
น าไปหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) 
โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบและทดสอบหาปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry 
et al., 1951) 

(3) การแยกโปรตีนดว้ย Sep-Pak® C18 Cartridge  
การท าบริสุทธ์ิโดยใช้ Sep-Pak® C18 Cartridges ดัดแปลงจากวิธีการ

จาก Müller, Carrasco, Tonarelli, and Simonetta (2009) โดยน าสารละลายแบคเทอริโอซิน ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ผ่านเขา้สู่คอลมัน์ แลว้ชะตวัอย่างดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีเติม TFA (ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั
ร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) ดว้ยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ตาม
ด้วย Acetonitrile ความเขม้ขน้ร้อยละ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 โดยปริมาตรต่อ
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ปริมาตร ท่ีเติม TFA ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบัร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ตามล าดบั แลว้
น าตวัอย่างท่ีเก็บไดไ้ประเหยเพื่อก าจัด Acetonitrile ออกดว้ยเคร่ืองป่ันเหว่ียงสุญญากาศ ท่ีอุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บตวัอยา่งท่ีออกจากคอลมัน์ในทุกขั้นตอนน าไปหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้เช้ือ S. suis P1/7 ในการ
ทดสอบและวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry et al., 1951) 

 
3.4.3.3 การท าบริสุทธ์ิโดยใช ้Reversed-Phase Chromatography (RP-HPLC) 
การท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนน้ีเป็นการน าแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิใน

ขั้นท่ีสองมาท าบริสุทธ์ิต่อ โดยผ่านตัวอย่างเข้าสู่  Reverse Phase Column (Resource RPC3-mL) 
จากนั้นชะตวัอย่างออกจากคอลมัน์แบบ Gradient ดว้ยร้อยละของอตัราส่วนน ้ าต่อ Acetonitrile ท่ี
เติม TFA ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ดว้ยอตัราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
แล้วชะตัวอย่างออกจากคอลัมน์ด้วยเวลาและอัตราส่วน ดังน้ี 0-10 นาที, 20-80%; 10-40 นาที,  
80-100%; 40-45 นาที, 0-100% จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีเก็บไดไ้ประเหยเพื่อก าจดั Acetonitrile ออก ดว้ย
เคร่ืองป่ันเหว่ียงสุญญากาศ ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แลว้น าไปทดสอบหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้ S. suis P1/7 เป็นเช้ือ
แบคทีเรียเป้าหมายในการทดสอบและวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry et al., 
1951) จากนั้นน า Fraction ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียมาท าบริสุทธ์ิซ ้าอีกคร้ังดว้ย RP-HPLC ดว้ยวิธีการ
เดียวกนั เพื่อใหไ้ดแ้บคเทอริโอซินท่ีมีความบริสุทธ์ิขึ้น  

 
3.4.3.4 การวิเคราะห์มวลโมเลกุลของสารดว้ยเทคนิค MALDI-TOF MS 
วิเคราะหม์วลโมเลกุลของแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิแลว้ ดว้ยเทคนิค 

MALDI-TOF MS โดยเตรียมแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ ใหมี้ปริมาณโปรตีนความเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากบั 0.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร จากนั้นน าไปผสมกบัสารละลาย MALDI Matrix ดว้ย
ปริมาตรท่ีเท่ากนั แลว้น าไปหยดลงบน MTP384 Target Plate ตั้งทิ้งไวใ้ห้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้
น าไปวิเคราะห์ผลด้วยเคร่ือง Ultraflex III MALDI-TOF/TOF Mass Spectrometer และวิเคราะห์
ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม Flex Analysis 3.3 Software 

 
3.4.3.5 การศึกษาคุณสมบติับางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 

(1) การทดสอบความไวของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อเอนไซม์ย่อย
โปรตีน 
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ศึกษาผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนต่อความไวของแบคเทอริโอซินโดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Castro et al. (2011) โดยเอนไซม์ท่ีใช้ทดสอบ ได้แก่ α-chymotrypsin  
(pH 7.5), Trypsin (pH 7.5), Proteinase K (pH 7.5), Pepsin (pH 3.0), Amylase (pH 7.5) และ Lipase 
(pH 7.5) น าแบคเทอริโอซินมาเติมดว้ยเอนไซม์ย่อยโปรตีนโดยให้ปริมาณเอนไซม์ในสารผสมมี
ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง แลว้ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อหยุด
ปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม ์แลว้น าไปหาร้อยละค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีเหลืออยู่ 
ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใชเ้ช้ือ Lactobacillus sakei ssp. sakei JCM 
1157T เป็นแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้ทดสอบ โดยก าหนดให้แบคเทอริโอซินท่ีไม่มีการเติมเอนไซม์
ย่อยโปรตีนและเติมน ้ ากลัน่ด้วยปริมาตรท่ีเท่ากัน มีค่าร้อยละของกิจกรรมการยบัย ั้งเท่ีเหลืออยู่
เท่ากบัร้อยละ 100 เป็นชุดทดลองควบคุม 

(2) การทดสอบความคงทนของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อตวัท าละลาย
อินทรียแ์ละสารลดแรงตึงผิว 

การศึกษาผลของสารเคมีในกลุ่มตัวท าละลายอินทรีย์ (Organic 
Solvents) และสารลดแรงตึงผิว (Surfactant) ต่อคุณสมบติัของแบคเทอริโอซิน (ดดัแปลงวิธีการจาก 
Woraprayote et al. (2015)) โดยสารในกลุ่มตัวท าละลายอินทรีย์ท่ีใช้ทดสอบ ได้แก่ Acetone, 
Acetonitrile, Ethanol และ Isopropanol ดว้ยการผสมแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิกบัสารเคมีดงัท่ีกล่าวมา
ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร และก าหนดให้แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิท่ีเติมน ้ ากลัน่
ในอตัราส่วนท่ีเท่ากนัเป็นชุดทดลองควบคุม จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 ชัว่โมง แลว้
น าไปทดสอบหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 
2001) โดยใชเ้ช้ือ L. sakei JCM 1157T เป็นแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ  

การศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวต่อคุณสมบัติของแบคเทอริโอซิน 
โดยสารลดแรงตึงผิวท่ีน ามาใช้ท าการทดสอบ ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวท่ีไม่มีประจุ (Non-Ionic 
Surfactant ไดแ้ก่ Triton X-100, Tween 20 และ Tween 80) สารลดแรงตึงผิวท่ีมีประจุลบ (Anionic 
Surfactant ได้แก่  Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)), Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) และ 
Urea น าสารทดสอบดงัท่ีกล่าวมาผสมกบัแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ โดยให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยของ
สารทดสอบมีค่าเท่ากบัร้อยละ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร และก าหนดใหแ้บคเทอริโอซินท่ีมีการเติม
น ้ากลัน่ในอตัราส่วนและปริมาตรท่ีเท่ากนัเป็นการทดลองชุดควบคุม จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 5 ชัว่โมง (Wang et al., 2018; Woraprayote et al., 2015) แลว้น าไปทดสอบหา
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ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใชเ้ช้ือ 
L. sakei JCM 1157T เป็นแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ  

(3) การทดสอบความคงตัวของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อ pH และ
ความร้อน 

ปรับค่า pH ของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิให้มีค่าเท่ากับ 2-12 โดยใช้
สารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ และสารละลาย HCl ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล จากนั้นน าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 24 ชัว่โมง อุณหภูมิ 80 และ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และน าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลว้น าไปหาค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ี
เหลืออยู่ ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method (Ennahar et al., 2001) โดยใช้เช้ือ L. sakei JCM 1157T เป็น
แบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้ทดสอบ และก าหนดให้แบคเทอริโอซินท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นการทดลองชุด
ควบคุม 

(4) การวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
เป้าหมาย (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 

วิเคราะห์ค่าความเข้มข้นต ่า สุดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของ 
แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ ด้วยวิธี Spot-on-Lawn Method ท่ีดัดแปลงจากวิธีการของ Ennahar et al. 
(2001) โดยน าแบคเทอริโอซินมาท าการเจือจางด้วยวิธี Two-Fold-Dilution แลว้ปิเปตสารละลาย 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการ Swab Plate ดว้ยแบคทีเรียเป้าหมายท่ี
ตอ้งการใชท้ดสอบ (ตารางท่ี 3.1) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
เป้าหมายท่ีใช้ทดสอบ สังเกตและบนัทึกผลค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิท่ี
สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบในหน่วยไมโครโมลาร์ 

(5) การศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 
ศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อเช้ือ S. suis 

P1/7 โดยเล้ียงเช้ือ S. suis P1/7 ในอาหารเหลว THY ท่ีเติม Yeast Extract ความเข้มข้นร้อยละ 2  
โดยมวลต่อปริมาตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมแบคเทอริโอซินลงไป
ในช่วงกลางของการเจริญ (Mid-Logarithmic Growth Phase) ของเช้ือ S. suis P1/7 (4 ชัว่โมงของการ
เล้ียงเช้ือ) โดยให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยของแบคเทอริโอซินมีค่าเท่ากบั 1xMIC และเล้ียงเช้ือต่อไปจน
ครบ 24 ชัว่โมง โดยระหว่างการเล้ียงเช้ือ ให้ท าการวดัความเขม้ขน้ของเช้ือ S. suis P1/7 โดยการวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว 600 นาโนเมตร และวัดปริมาณเช้ือด้วยวิธี Drop Plate Method 
(Herigstad et al., 2001) โดยท าการวดัทุก ๆ 2 ชัว่โมง (Wang et al., 2018) 
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(6) การศึกษาการเสริมฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ ในการยบัย ั้ง
เช้ือ S. suis 

ศึกษาประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิร่วมกนัของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 
ด้วยวิธี Checkerboard Assay ท่ีดัดแปลงวิธีการจาก Draper, Cotter, Hill, and Ross (2013) โดยน า 
แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB ท่ีความเขม้ขน้ 2 เท่าของค่า MIC มาท าการเจือจางให้
ระดบัความเขม้ขน้ลดลงคร้ังละ 2 เท่า ในถาดหลุม 96-Well Microplate โดยค านวณให้ความเขม้ขน้
ของแบคเทอริโอซินทั้งสองชนิดลดลงตามแกน X และแกน Y ตามล าดับ แลว้น าไปหยดลงบน
อาหารแข็งท่ีท าการ Swab Plate ดว้ยเช้ือ S. suis P1/7 ท่ีปรับความเขม้ขน้ให้เท่ากับ 0.5 McFarland 
จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สังเกตวงใส แลว้น ามาวิเคราะห์
ประสิทธิภาพการเสริมฤทธ์ิกันของแบคเทอริโอซิน ด้วยตัวช้ีวดัท่ีเรียกว่า Fractional Inhibitory 
Concentration Index หรือ FICI (Odds, 2003; Padalia & Chanda, 2015) ดงัสมการ  

 
FIC  =  FICA + FICB  

เม่ือ            FICA  = 
MIC ของสาร A ในสารผสม 

MIC ของสาร A เด่ียว ๆ 
FICB  = MIC ของสาร B ในสารผสม 

MIC ของสาร B เด่ียว ๆ 
 

โดยท่ี ค่า FICA คือ ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดข้องสาร A ในสาร
ผสม หารดว้ยค่ากิจกรรมการยบัย ั้งต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดข้องสาร A เด่ียว ๆ และค่า 
FICB คือ ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดข้องสาร B ในสารผสม หารดว้ย
ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดข้องสาร B เด่ียว ๆ และสามารถวิเคราะห์
ประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิร่วมกนัของแบคเทอริโอซิน ไดด้งัน้ี 
       ถา้ ค่า FICI < 0.5 แสดงวา่สารทั้งสองเสริมฤทธ์ิกนั (Synergistic) 

ค่า 0.5 < FICI <1 แสดงวา่ทั้งสองเสริมฤทธ์ิกนับางส่วน (Partial Synergistic) 
ค่า FICI = 1 แสดงวา่สารทั้งสองมีแนวโนม้เสริมฤทธ์ิ (Additive) 
ค่า 1< FICI < 4 แสดงว่าสารทั้งสองออกฤทธ์ิไม่แตกต่างจากการใชส้ารตวัเดียว 

(Indifferent) 
ค่า FICI > 4 แสดงวา่สารทั้งสองตา้นฤทธ์ิกนั (Antagonistic) 
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3.4.4 การศึกษาประสิทธิภาพการใช้ผงแบคเทอริโอซินหยาบและผงแบคเทอริโอซิน 

บริสุทธิ์บางส่วนในการยับย้ังการเจริญของเช้ือ S. suis  
 
3.4.4.1 การเตรียมแบคเทอริโอซินหยาบในรูปแบบผงแห้งดว้ยวิธีท าแห้งแบบ

แช่เยอืกแขง็ (Freeze Dry)  
น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO มาท าแหง้แบบแช่เยือก

แขง็ ดว้ยเคร่ือง Freeze Dryer โดยเติมส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ลงในขวด 
Freeze Drying Flask ขนาด 1,200 มิลลิลิตร จากนั้นน าขวดไปกลิ้งในอ่างหมุนวนท าความเย็นให้ 
แบคเทอริโอซินมีลกัษณะเป็นชั้นบาง ๆ รอบกน้ขวด แลว้เก็บตวัอย่างแบคเทอริโอซินไวท่ี้อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส นาน 12 ชัว่โมง น าเขา้เคร่ืองท าแหง้แบบแช่เยือกแข็งจนกระทัง่แบคเทอริโอซินมี
ลกัษณะเป็นของแข็งแห้ง โดยใชเ้วลาประมาณ 18-20 ชัว่โมง เก็บผงแบคเทอริโอซิน บรรจุลงในถุง
สุญญากาศเก็บไวใ้น Desiccator Cabinet ท่ีอุณหภูมิห้อง แล้วน าไปวดัปริมาณโปรตีนวิธี Lowry 
Method (Lowry et al., 1951)  

 
3.4.4.2 การเตรียมแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิบางส่วนในรูปแบบผงแห้งดว้ยวิธีท า

แหง้แบบแช่เยอืกแขง็ 
น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO มาท าบริสุทธ์ิเบ้ืองตน้

ด้วยเทคนิค Hydrophobic Interaction โดยใช้เรซิน Amberlite-XAD 16 (ตามข้อท่ี 3.4.3.1 ข้อ (1)) 
จากนั้นน าไปท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ตามวิธีขอ้ท่ี 3.4.4.1 น าตวัอย่างแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท า
แหง้แบบแช่เยอืกแขง็ไปวดัปริมาณโปรตีนดว้ยวิธี Lowry Method (Lowry et al., 1951)  

 
3.4.4.3 ศึกษาความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. suis ของผง

แบคเทอริโอซิน 
ทดสอบค่าความเข้มข้นต ่าสุด (MIC) ของผงแบคเทอริโอซินหยาบและผง 

แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิบางส่วน ท่ีสามารถยับยั้ งการเจริญของเช้ือ S. suis P1/7 โดยน าผง 
แบคเทอริโอซินมาละลายในน ้ ากลัน่ให้ได้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จากนั้ นน ามาท าการเจือจางด้วยวิธี  Two-Fold-Dilution แล้วเติมเช้ือ S. suis P1/7 ปริมาณ 9 log 
CFU/mL ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง แลว้วิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ดว้ยวิธี Spread plate (Herigstad et al., 2001) 
ลงบนอาหาร THY ท่ีเติม Yeast Extract ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร โดยค่า MIC ของ
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ผงแบคเทอริโอซินเท่ากับค่าความเขม้ข้นต ่าสุดของผงแบคเทอริโอซินท่ีสามารถลดปริมาณเช้ือ  
S. suis P1/7 จนต ่ากว่าขีดจ ากัดของการวิเคราะห์ รายงานในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งจ าเพาะ (Specific activity) ในหน่วย AU/mg 

 
3.4.4.4 การศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซินหยาบ 

(1) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน
หยาบในหลอดทดลอง 

ศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซินหยาบ 
โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 77.54 AU/mL (1xMIC), 155.08 AU/mL (2xMIC) และ  310.16 
AU/mL (4xMIC) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว THY โดยใหเ้ช้ือ S. suis P1/7 (มีความเขม้ขน้สุดทา้ย
เท่ากบั 8 log CFU/g) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. suis ท่ีเวลา 
0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยท าการเจือจางเช้ือด้วยสารละลาย Normal Saline ด้วยวิธี  
10-Fold Serial Dilution จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป Spread Plate ลงบน
อาหาร THY ท่ีเติม Yeast Extract ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนับปริมาณเช้ือแล้วบันทึกผลในหน่วย log CFU/mL 
(Kataoka, Sugimoto, Nakazawa, & Kashiwazaki, 1991)  

(2) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน
หยาบในลาบหมูดิบ 

ศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซินหยาบ
ในลาบหมูดิบ โดยการเติมเช้ือ S. suis P1/7 ลงในลาบหมูดิบน ้ าหนกั 300 กรัม (เตรียมตามวิธีการดงั
แสดงในภาคผนวก ค) ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของเช้ือเท่ากับ 8 log CFU/g จากนั้ นเติมผง 
แบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 9 ชุด ไดแ้ก่ 

(2.1) ชุดการทดลองท่ี 1 ลาบหมูท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 (ชุดทดลอง
ควบคุม) 

(2.2) ชุดการทดลองท่ี 2 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 46,524 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (2xMIC) 

(2.3) ชุดการทดลองท่ี 3 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 93,048 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (4xMIC) 

(2.4) ชุดการทดลองท่ี 4 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 139,572 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (6xMIC) 
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(2.5) ชุดการทดลองท่ี 5 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 186,096 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (8xMIC) 

(2.6) ชุดการทดลองท่ี 6 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 232,620 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (10xMIC) 

(2.7) ชุดการทดลองท่ี 7 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 279,144 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (12xMIC) 

(2.8) ชุดการทดลองท่ี 8 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 325,668 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (14xMIC) 

(2.9) ชุดการทดลองท่ี 9 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 372,192 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (16xMIC) 

จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง (25±2 องศาเซลเซียส) แล้วท าการ
วิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. suis ท่ีเวลา 0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยน าตัวอย่างลาบหมู 
น ้ าหนกั 25 กรัม ผสมกบัสารละลาย Normal Saline ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นตีบดให้เป็นเน้ือ
เดียวกนัดว้ยเคร่ืองตีบดอาหาร แลว้ท าการเจือจางต่อดว้ยวิธี 10-Fold Serial Dilution ปิเปตสารละลาย
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ไป Spread Plate ลงบนอาหาร NNCC แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นนบัปริมาณเช้ือแลว้บนัทึกผลในหน่วย log CFU/g (Kataoka 
et al., 1991)  

 
3.4.4.5 การศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่าน

การท าบริสุทธ์ิบางส่วน 
(1) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน

ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในหลอดทดลอง 
ศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่าน

การท าบริสุทธ์ิบางส่วน โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 283.01 AU/mL (1xMIC), 566.02 AU/mL 
(2xMIC) และ 1,132.04 AU/mL (4xMIC) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว THY ท่ีมีเช้ือ S. suis P1/7 
(ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 8 log CFU/g) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าการวิเคราะห์
ปริมาณเช้ือ S. suis ท่ีเวลา 0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยท าการเจือจางเช้ือดว้ยสารละลาย 
Normal Saline ดว้ยวิธี 10-Fold Serial Dilution จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป 
Spread Plate ลงบนอาหาร THY ท่ีเติม Yeast Extract ความเขม้ขน้ร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร 
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น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แลว้นับปริมาณเช้ือและบนัทึกผลในหน่วย 
log CFU/mL (Kataoka et al., 1991)  

(2) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน
ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในเน้ือหมูดิบ 

เตรียมเน้ือหมูโดยใช้ส่วนสันในหมูสไลด์  น ามาหั่นให้มีขนาด  
5 x 5 ตารางเซนติเมตร แลว้น าไปฆ่าเช้ือโดยการให้แสง UV ในตูป้ลอดเช้ือนานด้านละ 15 นาที 
(Woraprayote et al., 2013) แลว้เติมเช้ือ S. suis P1/7 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงไปในเน้ือหมูแต่ละ
ด้าน โดยให้เช้ือมีความเข้มข้นสุดท้าย เท่ากับ 8 log CFU/cm2 หลังจากนั้ นเติมสารละลายผง 
แบคเทอริโอซิน 566.02 AU/mL (2xMIC), 1,132.04 AU/mL (4xMIC), 1,698.06 AU/mL (6xMIC), 
2,264.08 AU/mL (8xMIC), 2,830.10 AU/mL (10xMIC), 3,396.12 AU/mL (12xMIC), 3,962.14 
AU/mL (14xMIC) และ 4,528.16 AU/mL (16xMIC) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงไปในเน้ือหมูท่ี
เตรียมไวก่้อนหน้าน้ี โดยก าหนดให้เน้ือหมูท่ีเติมเช้ือ เช้ือ S. suis P1/7 และน ้ ากลัน่เป็นชุดทดลอง
ควบคุม จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าการตรวจวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ท่ีเวลา 0, 
20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยน าตวัอยา่งเน้ือหมู ผสมกบัสารละลาย Normal Saline ตีบดให้
เป็นเน้ือเดียวกันด้วยเคร่ืองตีบดอาหาร แล้วท าการเจือจางต่อด้วยวิธี 10-Fold Serial Dilution  
ปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป Spread Plate ลงบนอาหาร NNCC แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้ นนับปริมาณเช้ือแล้วบันทึกผลในหน่วย  
log CFU/cm2 (Kataoka et al., 1991) 

(3) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน
ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในเลือดหมูดิบ 

ท าการศึกษาความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ใน
เลือดหมูดิบของผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วน โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 
566.02 AU/mL (2xMIC), 1,132.04 AU/mL (4xMIC), 1,698.06 AU/mL (6xMIC), 2,264.08 AU/mL 
(8xMIC), 2,830.10 AU/mL (10xMIC), 3,396.12 AU/mL (12xMIC), 3,962.14 AU/mL (14xMIC) 
และ 4,528.16 AU/mL (16xMIC) ลงไปในเลือดหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 (ให้เช้ือมีความเขม้ขน้
สุดทา้ย เท่ากับ 8 log CFU/mL) จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ  
S. suis ท่ีเวลา 0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยท าการเจือจางเช้ือด้วยสารละลาย Normal 
Saline ดว้ยวิธี 10-Fold Serial Dilution จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร ไป Spread 
Plate ลงบนอาหาร NNCC แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นนับ
ปริมาณเช้ือและบนัทึกผลในหน่วย log CFU/mL (Kataoka et al., 1991)  
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(4) ศึกษาความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซิน
ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในลาบหมูดิบ 

ท าการศึกษาความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของ
ผงแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิบางส่วนในลาบหมูดิบ โดยการเติมเช้ือ S. suis P1/7 ให้มีความเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากบั 8 log CFU/g ลงในลาบหมูดิบ 300 กรัม (เตรียมตามวิธีการดงัแสดงในภาคผนวก ค) 
แลว้เติมผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ กนั โดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 9 ชุด ไดแ้ก่ 

(4.1) ชุดการทดลองท่ี 1 ลาบหมูท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 (ชุดทดลอง
ควบคุม) 

(4.2) ชุดการทดลองท่ี 2 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 169,806 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (2xMIC) 

(4.3) ชุดการทดลองท่ี 3 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 339,612 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (4xMIC) 

(4.4) ชุดการทดลองท่ี 4 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 509,418 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (6xMIC) 

(4.5) ชุดการทดลองท่ี 5 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 679,224 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (8xMIC) 

(4.6) ชุดการทดลองท่ี 6 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 849,030 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (10xMIC) 

(4.7) ชุดการทดลองท่ี 7 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 1,018,836 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (12xMIC) 

(4.8) ชุดการทดลองท่ี 8 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 1,188,642 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (14xMIC) 

(4.9) ชุดการทดลองท่ี 9 ลาบหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 และเติม
ผงแบคเทอริโอซิน 1,358,448 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (16xMIC) 

จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือ S. suis 
ท่ีเวลา 0, 20, 40, 60, 80, 100 และ 120 นาที โดยน าตัวอย่างลาบหมู น ้ าหนัก 25 กรัม ผสมกับ
สารละลาย Normal Saline ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั้นตีบดให้เป็นเน้ือเดียวกันด้วยเคร่ืองตีบด
อาหาร แล้วท าการเจือจางต่อด้วยวิธี 10-Fold Serial Dilution จากนั้นปิเปตสารละลายปริมาตร  
100 ไมโครลิตร ไป Spread Plate ลงบนอาหาร NNCC แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง นบัปริมาณเช้ือและบนัทึกผลในหน่วย log CFU/g (Kataoka et al., 1991)  
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลติแบคเทอริโอซิน 
 
4.1.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถในการผลติสารยับยั้งแบคทีเรีย 

 
ผลการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารจ าพวกผกัดองพื้นบา้นของไทยจ านวน  

6 ชนิด ได้แก่ ตน้หอมดอง ผกักาดดอง ผกัเส้ียนดอง ผกักุ่มดอง หน่อไมด้อง และผกัหนามดอง 
พบว่าสามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดท้ั้งหมด 120 โคโลนี โดยคดัแยกไดจ้ากตน้หอมดอง
จ านวน 57 โคโลนี ผกัเส้ียนดองจ านวน 32 โคโลนี ผกักุ่มดองจ านวน 19 โคโลนี และผกัหนามดอง
จ านวน 12 โคโลนี ในขณะท่ีผกักาดดองและหน่อไมด้อง ไม่สามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ไดจ้ากตวัอย่างเหล่าน้ี อย่างไรก็ตามจากการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถในการ
สร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรีย พบว่ามีแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 4 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้ากตน้หอม
ดองและผกัเส้ียนดอง โดยตั้งช่ือเรียกไอโซเลทเหล่าน้ีว่า RB01-SO, RB08-SO, RSU-SO2 และ 
RB01-SW แสดงดงัตารางท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 แหล่งท่ีมาและจ านวนของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารยบัย ั้ง ท่ีคดัแยกได ้

ตวัอยา่งผกัดอง 
จ านวนแบคทีเรียกรด 
แลคติกท่ีคดัแยกได ้ 

(ไอโซเลท) 

จ านวนแบคทีเรียกรด 
แลคติกท่ีผลิตสารยบัย ั้ง 

(ไอโซเลท) 
ช่ือไอโซเลท 

ตน้หอมดอง 57 3 RB01-SO, RB08-SO, 
RSU-SO2 

ผกักาดดอง 0 0 - 
ผกัเส้ียนดอง 32 1 RB01-SW 
ผกักุ่มดอง 19 0 - 
หน่อไมด้อง 0 0 - 
ผกัหนามดอง 12 0 - 
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ผลการทดสอบความสามารถในการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียพบว่า แบคทีเรียกรดแลคติก
ทั้ง 4 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดมี้ความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย 
ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยสามารถผลิตสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมบวกได้จ านวน 12 สายพนัธุ์ ได้แก่ Bacillus subtilis ATCC 6633, B. subtilis JCM 
1465T, Enterococcus faecalis JCM 5803T, Lactobacillus sakei JCM 1157T, Lactococcus lactis 
ATCC 19435, Listeria innocua ATCC 33090, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Micrococcus 
luteus NBRC 12708, Staphylococcus aureus DMST 20635, Streptococcus suis NaH, S. suis P1/7 
และ Streptococcus agalactiae 1611 รวมถึงสามารถสร้างสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบได้จ านวน 8 สายพนัธุ์ ประกอบดว้ย Aeromonas veronii 1755, Escherichia coli 
ATCC 25922, E. coli ATCC 35401, E. coli F18, E. coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 และ Vibrio harveyi AQVH 01 แสดงดงัตารางท่ี 4.2 
โดยพบว่าไอโซเลท RB01-SO สามารถสร้างสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ L. lactis ATCC 
19435 ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากบั 6,400 AU/mL นอกจากน้ีไอโซเลทดงักล่าวยงั
เป็นไอโซเลทเดียวท่ีสามารถผลิตสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. suis NaH และ S. suis P1/7 ได ้
โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากบั 200 และ 400 AU/mL ตามล าดบั และยงัสามารถสร้างสารยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือ E. coli F18, E. coli O157:H7 และ V. harveyi AQVH 01 ได้ ในขณะท่ี 
ไอโซเลท RB08-SO สามารถสร้างสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ L. sakei JCM 1157T ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากับ 3,200 AU/mL ส่วนไอโซเลท RSU-SO2 สามารถสร้างสารยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ E. faecalis JCM 5803T ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากับ 4,800 
AU/mL และไอโซเลท RB01-SW สามารถสร้างสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ L. sakei JCM 1157T และ 
L. lactis ATCC 19435 ไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากบั 3,200 AU/mL 

 
ตารางท่ี 4.2 ความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรียของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได ้

แบคทีเรียเป้าหมาย1 ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (AU/mL)2 

RB01-SO RB08-SO RSU-SO2 RB01-SW 
Gram-Positive Bacteria     

Bacillus subtilis ATCC 6633 400 100 100 200 
Bacillus subtilis JCM 1465T 1,600 100 100 200 
Enterococcus faecalis JCM 5803T 1,600 800 4,800 400 
Lactobacillus sakei JCM 1157T 3,200 3,200 1,600 3,200 
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ตารางท่ี 4.2 ความสามารถในการผลิตสารยบัย ั้งแบคทีเรียของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได ้(ต่อ) 

แบคทีเรียเป้าหมาย1 ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (AU/mL)2 

RB01-SO RB08-SO RSU-SO2 RB01-SW 
Lactococcus lactis ATCC 19435 6,400 1,600 3,200 3,200 
Listeria innocua ATCC 33090 400 200 200 200 
Listeria monocytogenes ATCC 19115 800 100 100 0 
Micrococcus luteus NBRC 12708 800 100 100 100 
Staphylococcus aureus DMST 20635 400 200 200 200 
Streptococcus suis NaH 400 0 0 0 
Streptococcus suis P1/7 200 0 0 0 
Streptococcus agalactiae 1611 800 100 200 100 

Gram-Negative Bacteria     
Aeromonas veronii 1755 200 100 100 100 
Escherichia coli ATCC 25922 200 400 200 400 
Escherichia coli ATCC 35401 200 100 100 0 
Escherichia coli F18 100 0 0 0 
Escherichia coli O157:H7 200 0 0 0 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 100 100 100 100 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 200 100 100 200 
Vibrio harveyi AQVH 01 100 0 0 0 

1 ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA; JCM = Japan Collection of 
Microorganisms, Wako, Japan; DMST = Department of Medical Sciences, Thailand; NBRC = NITE 
Biological Resource Center, Chiba, Japan 
2 ทดสอบโดยใชส่้วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก ดว้ยวิธี Spot-on-Lawn 

 
4.1.2 ผลการทดสอบผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนต่อฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย 

 
จากการทดสอบผลของเอนไซม์ย่อยโปรตีนต่อสารยับยั้งแบคทีเรียท่ีผลิตจากเช้ือ  

RB01-SO ดว้ยเอนไซม ์Trypsin, α-chymotrypsin และ Pepsin โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 เป็นแบคทีเรีย
เป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ พบวา่สารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีผลิตจากเช้ือ RB01-SO ถูกท าลายดว้ยเอนไซมย์่อย
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โปรตีนทั้ง 3 ชนิด ในขณะท่ีสารยบัย ั้งของชุดควบคุมมีค่าการยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 เท่ากับ 200 
AU/mL (ตารางท่ี 4.3) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเช้ือ RB01-SO สร้าง
ขึ้นคือแบคเทอริโอซิน เน่ืองจากแบคเทอริโอซินเป็นสารท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีมีโครงสร้าง
เป็นโปรตีนหรือเปปไทด์ ดงันั้นเม่ือแบคเทอริโอซินถูกท าให้เสียสภาพดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีน จึง
ส่งผลให้เกิดความสูญเสียความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย (Shin, Han, Ryu, Kim, & Lee, 
2008; Srimark & Khunajakr, 2015) โดยวิธีการดังท่ีกล่าวมาน้ี เป็นวิธีท่ีนิยมน ามาใช้เพื่อคดักรอง
และยืนยนัชนิดของสารท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย (ศรีสุดา กวยาสกุล, 2563; Faye, Brede, Langsrud, Nes, & Holo, 2002) 

 
ตารางท่ี 4.3 ผลของเอนไซมย์อ่ยโปรตีนต่อฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 
เอนไซม ์ ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งท่ีเหลืออยู่1 (AU/mL) 
ส่วนใสท่ีปราศจากเซลล ์(ชุดควบคุม) 200 
บฟัเฟอร์ pH 3.0 200 
บฟัเฟอร์ pH 7.5 200 
Trypsin 0 
α-chymotrypsin 0 
Pepsin 0 

1 ทดสอบฤทธ์ิการยับยั้ งแบคทีเรียท่ี เหลืออยู่  ด้วยเทคนิค Spot-on-Lawn Method โดยใช้เ ช้ือ  
S. suis P1/7 ในการทดสอบ  
 

4.1.3 ผลการจ าแนกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS 
 
ผลของการจ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 

RB01-SO, RB08-SO, RSU-SO2 และ RB01-SW ด้วยเทคนิค MALDI-TOF MS พบว่ามีคะแนน
ความน่าเช่ือถือในระดับเดียวกัน คือ ระดับจีนัสถึงสปีชีส์ (มีคะแนนความน่าเช่ือถือ หรือ 
Identification Score มากกว่าหรือเท่ากับ 2.00-2.29) ดังแสดงในตารางท่ี 4.4 และอาจสรุปได้ว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ ง 4 ไอโซเลท ท่ีคัดแยกได้เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Lactiplantibacillus 
plantarum (ช่ือเดิม Lactobacillus plantarum) 
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ตารางท่ี 4.4 ผลของการจ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยเทคนิค MALDI-TOF MS 
ตวัอยา่ง คะแนนความน่าเช่ือถือ สายพนัธุ์แบคทีเรีย 
RB01-SO 2.028 Lactiplantibacillus plantarum 
RB08-SO 2.107 Lactiplantibacillus plantarum 
RSU-SO2 2.212 Lactiplantibacillus plantarum 
RB01-SW 2.202 Lactiplantibacillus plantarum 

 
จากผลการจ าแนกสายพนัธุ์ร่วมกับผลการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรีย 

สามารถสรุปไดว้่ารายงานน้ีเป็นรายงานแรกท่ีพบค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของสารออกฤทธ์ิ
ท่ีผลิตได้จากเช้ือ L. plantarum โดยจากรายงานการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่ามีเพียงเช้ือ Lactobacillus 
pentosus (Zhang, Chang, Liu, Wu, & Li 2012), Lactococcus lactis (LeBel, Piché, Frenette, 
Gottschalk, & Grenier, 2013; Srimark & Khunajakr, 2015), Staphylococcus aureus (Crupper, Gies, 
& Iandolo, 1997) และ Streptococcus suis (Melancon & Grenier, 2003) ท่ีสามารถผลิตสารยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ S. suis ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรคท่ีส าคญัทั้งในหมูและคนได ้  

 

4.2 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
4.2.1 ผลการทดสอบความแตกต่างของอาหารเลี้ยงเช้ือ pH และความเข้มข้นของ NaCl 

ต่อการสร้างแบคเทอริโอซิน 
 
เม่ือทดสอบการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ในอาหาร 5 ชนิดท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตร M17, BHI, LAPT, MRS และอาหารสูตร mMRS ต่อความสามารถในการผลิต
สารยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 พบว่า การเล้ียงเช้ือเช้ือ L. plantarum RB01-SO ในอาหารสูตร MRS และ 
mMRS สามารถผลิตสารยบัย ั้งเช้ือไดสู้งท่ีสุด โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากบั 200 AU/mL ในขณะ
ท่ีการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ในอาหารสูตร M17, BHI และ LAPT ไม่สามารถผลิตสาร
ยบัย ั้งแบคทีเรียได ้แมว้่าจะมีปริมาณเช้ือท่ีเจริญเติบโตใกลเ้คียงกนั (ประมาณ 9 log CFU/mL) ดงั
แสดงในตารางท่ี 4.5 
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ตารางท่ี 4.5 ผลของชนิดอาหารเล้ียงเช้ือต่อการสร้างแบคเทอริโอซิน 

อาหารเล้ียงเช้ือ 
ค่า pH ของ 

CFS 
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด  

(log CFU/mL) 
ค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง

เช้ือแบคทีเรีย (AU/mL) 
M17 6.22±0.021 9.16±0.10 0 
BHI 4.99±0.05 9.28±0.09 0 
LAPT 3.98±0.01 9.26±0.04 0 
Commercial MRS 3.75±0.01 9.64±0.07 200 
Modified MRS (mMRS) 3.86±0.02 9.65±0.12 200 

1 ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้า 
 
จากรายงานการศึกษาพบวา่ โดยทัว่ไปแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเจริญเติบโตและสร้าง

แบคเทอริโอซินไดใ้นอาหารเล้ียงเช้ือหลายชนิด ทั้งน้ีอาหาร MRS เป็นอาหารท่ีเหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก เน่ืองจากอุดมไปด้วยแหล่ง
ไนโตรเจน คาร์บอน วิตามิน และแร่ธาตุ (Cheigh et al., 2002; Han, Yu, Liu, Ma, & Zhang, 2011; 
Li, Bai, Cai, & Ouyang, 2002; Woraprayote et al., 2015) นอกจากน้ีจากรายงานของ Todorov and 
Dicks (2005) และ  Mollendorff, Todorov, and Dicks (2009) พบว่าอาหาร MRS ยังเป็นอาหารท่ี
เหมาะสมกับการผลิตแบคเทอริโอซินของเช้ือ L. plantarum สายพนัธุ์อ่ืนอีกด้วย จากการศึกษา
เปรียบเทียบอาหารเล้ียงเช้ือระหว่าง MRS, BHI และ M17 ของ Todorov, Reenen, and Dicks (2004) 
พบว่าเช้ือ L. plantarum ST13BR สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้ดีท่ีสุดเม่ือเล้ียงในอาหาร MRS 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Todorov and Dicks (2006) และรายงานของ Todorov (2008) ซ่ึงพบวา่เช้ือ 
L. plantarum ST23LD, ST194BZ และ AMA-K สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้ดีท่ีสุดในอาหาร 
MRS แมจ้ะสามารถเจริญเติบโตไดดี้ทั้งในอาหาร MRS และ M17 ในขณะท่ีเช้ือ L. plantarum B21 
ไม่สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้เม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ M17 (Parlindungan, Dekiwadia, & 
Jones, 2021)  

 
นอกจากน้ีจากรายงานของ Sarika et al. (2010) พบว่าการเติม Tween 80 ความเขม้ร้อยละ 

0.1 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ช่วยส่งผลให้เช้ือ L. rhamnosus GP1 ผลิตแบคเทอริโอซินได้มากขึ้น 
ในขณะท่ีจากรายงานของ Han et al. (2011) และ Thirumurugan, Ramachandran, and Gobikrishnan 
(2015) ไดร้ายงานว่าการน า Tween 80 ออกจากองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ MRS ไม่ส่งผลต่อ
การผลิตแบคเทอริโอซินของเช้ือ L. plantarum YJG และ L. plantarum ATM11 โดยจากการทดลอง
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พบว่าการไม่เติม Tween 80 ในอาหารเล้ียงเช้ือส่งผลต่อความเสถียรในการผลิตแบคเทอริโอซินของ
เช้ือ L. plantarum RB01-SO ทั้งน้ีผลของ Tween 80 ต่อการผลิตแบคเทอริโอซินยงัไม่มีค  าอธิบายท่ี
ชดัเจนและยงัไม่ไดรั้บการยืนยนั แต่อาจเน่ืองมาจาก Tween 80 เป็นสารท่ีไม่แตกตวัเป็นไอออนเม่ือ
อยู่ในน ้ าและประกอบด้วยกรดโอเลอิก (Oleic Acid) ซ่ึงเป็นปัจจัยส าคัญต่อการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลคติกหลาย ๆ สายพนัธุ์ โดยเม่ือกรดโอเลอิกผา่นเขา้สู่เยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรียกรด
แลคติกและเปล่ียนรูปเป็น Cyclopropane Fatty Acid ซ่ึงจะส่งผลช่วยให้เช้ือทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ี
ไม่เหมาะ เช่น ในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูงหรือมีออกซิเจนมาก เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจึง
สามารถเจริญเติบโตได้ดีและสามารถผลิตแบคเทอริโอซินได้ดีขึ้น (Broadbent et al., 2014; Dey, 
Rai, Das, Mandal, & Mandal, 2019) หรืออาจเน่ืองมาจาก Tween มีส่วนช่วยในการปลดปล่อย 
แบคเทอริโอซินออกจากเซลลข์องแบคทีเรีย รวมถึงมีส่วนช่วยให้แบคเทอริโอซินผ่านเขา้ไปในเยื่อ
หุม้เซลลข์องแบคทีเรียเป้าหมายและออกฤทธ์ิไดดี้ขึ้น (Parlindungan et al., 2021) 

 
จากผลการทดสอบความแตกต่างของค่า pH และความเข้มข้นของ NaCl ต่อการผลิต 

แบคเทอริโอซินของเช้ือ L. plantarum RB01-SO พบว่า เช้ือสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุด
เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร MRS ท่ีมีค่า pH เร่ิมต้นเท่ากับ 7 โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากับ 400 
AU/mL ในขณะท่ีเช้ือ RB01-SO ไม่สามารถผลิตสารยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร MRS 
ท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 2 และเม่ือทดสอบผลของ NaCl ต่อการผลิตสารยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของเช้ือ 
RB01-SO พบวา่ เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของ NaCl ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร เช้ือ 
L. plantarum RB01-SO สามารถผลิตแบคเทอริโอซิน ท่ีมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเท่ากบั 400 AU/mL
ในขณะท่ีเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ NaCl ในอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่า ความสามารถในการสร้าง 
แบคเทอริโอซินของเช้ือ RB01-SO ลดลง แสดงดงัตารางท่ี 4.6 
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ตารางท่ี  4.6 ผลของค่า  pH และความเข้มข้นของ NaCl ของอาหารเ ล้ียง เ ช้ือต่อการผลิต 
  แบคเทอริโอซิน 

ตวัอยา่ง 
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด  

(log CFU/mL) 
ค่ากิจกรรมการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรีย

(AU/mL) 
ชุดควบคุม 9.75±0.131 200 
pH (ไม่เติม NaCl)  

2  N.D. 0 
3 6.19±0.04 100 
4 9.00±0.14 100 
5 9.78±0.07 200 
6 10.05±0.02 200 
7 9.70±0.22 400 
8 9.67±0.19 200 
9 9.85±0.29 200 
10 9.44±0.07 100 

ร้อยละความเขม้ขน้ของ NaCl (pH 7) 
1 10.09±0.15 400 
2 10.21±0.08 200 
3 10.11±0.06 200 
4 10.46±0.02 200 
5 9.78±0.07 100 
6 9.56±0.07 100 
7 9.64±0.15 100 
8 6.97±0.10 100 
9 7.36±0.08 100 
10 7.15±0.03 100 
11 6.95±0.05 100 
12 7.11±0.10 100 

1 ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน จากการวิเคราะห์ 3 ซ ้ า; N.D. (Not Detected) คือ ตรวจไม่พบ
เน่ืองจากปริมาณจุลินทรีย์น้อยกว่าขีดจ ากัดการตรวจนับ (จ านวนโคโลนีของแบคทีเรียน้อยกว่า  
3 โคโลนีต่อ 10 ไมโครลิตร) 
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ค่ า  pH และความเข้มข้นของ  NaCl ในอาหารเ ล้ียง เ ช้ือ  มีผลส าคัญต่อการผลิต 
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก (Jiménez-Díaz, Rios-Sanchez, Desmazeaud, Ruiz-Barba, 
& Piard, 1993; Kelly, Asmundson, & Huang, 1996; Todorov, Gotcheva, Dousset, Onno, & Ivanova, 
2000) โดยค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือนั้นส่งผลกระทบต่อยีนท่ีท าหน้าท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ
สังเคราะห์แบคเทอริโอซินและการดูดซึมของแบคทีเรียกรดแลคติก (Yang et al., 2018) ซ่ึงค่า pH 
ของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกจะอยู่ในช่วง
ระหว่าง  pH 5.5-5.6 (Abbasiliasi et al., 2017) นอกจากน้ี  จากรายงานของ Herranz, Martinez, 
Rodriguez, Hernandez, and Cintas (2001) และ Iyapparaj et al. (2013) พบว่าความเขม้ขน้ของ NaCl 
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเพิ่มสูงขึ้ น อาจมีผลท าให้เ ช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์ผลิต 
แบคเทอริโอซินไดล้ดลง ในขณะท่ีจากรายงานของ Abbasiliasi et al. (2017) พบวา่ความเขม้ขน้ของ 
NaCl ท่ีเหมาะสม จะท าให้เกิดสภาวะเครียดซ่ึงส่งผลท าให้แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิต 
แบคเทอริโอซินได้เพิ่มมากขึ้น ทั้งน้ีผลของความเขม้ขน้ของ NaCl ในอาหารเล้ียงเช้ือต่อการผลิต 
แบคเทอริโอซินขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และแหล่งท่ีมาท่ีสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ 
(Delgado, Brito, Fevereiro, Tenreiro, & Peres, 2005; Delgado et al., 2007; Leal-Sánchez, Jiménez-
Díaz, Maldonado-Barragán, Garrido-Fernández, & Ruiz-Barba, 2002)   

 
4.2.2 ผลการศึกษาอุณหภูมิต่อระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการผลติแบคเทอริโอซิน 
 
เม่ือทดสอบอุณหภูมิต่อระยะเวลาท่ีเหมาะสมของ L. plantarum RB01-SO ในการสร้าง

สารยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 โดยการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ในอาหารเหลว MRS ท่ีปรับให้
มีความเขม้ขน้ของ NaCl ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร และมีค่า pH เท่ากบั 7 แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30, 
37 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่าปริมาณเ ช้ือ  L. plantarum RB01-SO มีจ านวนเพิ่มขึ้ นจาก  
7.62 log CFU/mL เป็น  9.81 log CFU/mL หลังจากเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากน้ีเช้ือ L. plantarum RB01-SO ยงัผลิตสารแบคเทอริโอซินในช่วง
ระยะปลาย Exponential Growth Phase ต่อเน่ืองจนถึงช่วงระยะ  Stationary Growth Phase (9-24 
ชัว่โมง) โดยสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสู้งสุด ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และคงท่ีไปจนถึงชัว่โมงท่ี 21 
ก่อนจะลดลง โดยมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งสูงสุดเท่ากับ 400 AU/mL (รูปท่ี 4.1 ก) ในขณะท่ีเช้ือ  
L. plantarum RB01-SO สามารถเจริญเติบโตได้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยพบปริมาณเช้ือ
เพิ่มขึ้นจาก 7.62 log CFU/mL เป็น 10.23 log CFU/mL แต่ไม่มีการผลิตแบคเทอริโอซินแต่อย่างใด 
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(รูปท่ี 4.1 ข) เช่นเดียวกบัท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พบปริมาณเช้ือเพิ่มขึ้นจาก 7.62 log CFU/mL 
เป็น 9.04 log CFU/mL (รูปท่ี 4.1 ค) 

   
(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.1 ผลของอุณหภูมิและเวลาต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ L. plantarum RB01-SO และการสร้าง
สารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. suis P1/7 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ก) 37 องศาเซลเซียส (ข) และ 
40 องศาเซลเซียส (ค) โดยแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณเช้ือ (-о-) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 

นาโนเมตร (-■-) และค่ากิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรีย (กราฟแท่ง) 
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(ค) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.1 ผลของอุณหภูมิและเวลาต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ L. plantarum RB01-SO และการสร้าง
สารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. suis P1/7 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ก) 37 องศาเซลเซียส (ข) และ 
40 องศาเซลเซียส (ค) โดยแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณเช้ือ (-о-) ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 

นาโนเมตร (-■-) และค่ากิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรีย (กราฟแท่ง) (ต่อ) 
 

การเปล่ียนแปลงของปัจจัยแวดล้อมโดยเฉพาะอย่างยิ่งอุณหภูมิส่งผลต่อการผลิต 
แบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกอย่างมีนัยส าคญั (Delgado, Brito, Peres, Noe-Arroyo, & 
Garrido-Fernández, 2005; Leal-Sánchez et al., 2002; Mataragas, Drosinos, Tsakalidou, & 
Metaxopoulos, 2004) ทั้ งน้ีจากการศึกษาพบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซิน 
ของแบคทีเรียกรดแลคติก มกัจะเป็นอุณหภูมิเดียวกนักบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของ
เช้ือแบคทีเรีย (Abo-Amer, 2011; Mataragas, Metaxopoulos, Galiotou, & Drosinos, 2003; Rajaram,  
Manivasagan, Thilagavathi, & Saravanakumar, 2010) นอกจากน้ียงัพบวา่ เม่ืออุณหภูมิท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือ
สูงขึ้นจะส่งผลท าให้เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตแบคเทอริโอซินไดล้ดลง และท่ีอุณหภูมิต ่าพบวา่
อตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจะลดลง ซ่ึงจะส่งผลให้กระบวนการสังเคราะห์แบคเทอริโอซิน
ลดลงไปดว้ย (Abbasiliasi et al., 2107) 

 
การผลิตแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกส่วนมากจะอยู่ในช่วงปลาย Log 

Growth Phase หรือช่วงต้น Stationary Growth Phase ของการเจริญเติบโต (Martinez, Balciunas, 
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Converti, Cotter, & Oliveira, 2013; Sabo, Vitolo, González, & Oliveira, 2014) โดยในการศึกษาน้ี 
เช้ือ L. plantarum RB01-SO สามารถผลิตแบคเทอริโอซินท่ีออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ไดสู้งสุด
ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และเม่ือเล้ียงเช้ือนานเกินกว่า 24 ชัว่โมง พบว่าเช้ือผลิตแบคเทอริโอซินไดล้ดลง 
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก เม่ือเล้ียงเช้ือนานเกินกว่า 24 ชัว่โมง หรือเกินระยะ Stationary Growth Phase 
เช้ืออาจสร้างสารจ าพวกเอนไซมย์่อยโปรตีนขึ้น ส่งผลท าให้แบคเทอริโอซินถูกท าลาย (Abanoz & 
Kunduhoglu, 2018; Todorov & Dicks, 2006) 
 

4.3 ผลการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซิน 
 

4.3.1 ผลการเปรียบเทียบวิธีการท าบริสุทธิ์แบคเทอริโอซิน 
 
เม่ือทดลองเปรียบเทียบการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินขั้นท่ีหน่ึง ของแบคเทอริโอซินท่ี

สร้างจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO ดว้ยวิธีการท่ีต่างกนัจ านวน 3 วิธี ไดแ้ก่ การใชเ้รซิน Amberlite 
XAD-16 การตกตะกอนด้วย Acetone และการตกตะกอนด้วย Ammonium Sulfate พบว่าการใช ้
เรซิน Amberlite XAD-16 ไดร้้อยละของผลผลิตท่ีได ้(%Yield) มากท่ีสุดคิดเป็นร้อยละ 60 ในขณะท่ี
ร้อยละของผลผลิตท่ีไดจ้ากการตกตะกอนดว้ย Acetone และการตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate 
คิดเป็นร้อยละ 10 และ 40 ตามล าดบั (แสดงดงัตารางท่ี 4.7)  

 
ตารางท่ี 4.7 ตารางแสดงการเปรียบเทียบร้อยละของผลผลิตท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิในแต่ละขั้นตอน 

ตวัอยา่ง ปริมาตร 

ค่ากิจกรรม
การยบัย ั้ง

เช้ือ
แบคทีเรีย 
(AU/mL) 

กิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย
ทั้งหมด 
(AU) 

ร้อยละ
ของ

ผลผลิตท่ี
ได ้

การท าบริสุทธ์ิขั้นท่ีหน่ึง     

CFS 1,000 400 4 x 105 100 
การใชเ้รซิน Amberlite XAD-16 150 1600 2.4 x 105 60 
การตกตะกอนดว้ย Acetone 100 400 4 x 104 10 

การตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate 200 800 1.6 x 105 40 
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ตารางท่ี 4.7 ตารางแสดงการเปรียบเทียบร้อยละของผลผลิตท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิในแต่ละขั้นตอน   
 (ต่อ) 

ตวัอยา่ง ปริมาตร 

ค่ากิจกรรม
การยบัย ั้ง

เช้ือ
แบคทีเรีย 
(AU/mL) 

กิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย
ทั้งหมด 

(AU) 

ร้อยละ
ของ

ผลผลิตท่ี
ได ้

การท าบริสุทธ์ิขั้นท่ีสอง 
    

การตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate 200 800 1.6 x 105 100 
SP-Sepharose 40 400 1.6 x 104 10 
Q-Sepharose 40 0 0 0 
Sep-Pak® C18 Cartridge  10 200 2 x 103 1.25 

การท าบริสุทธ์ิขั้นสุดทา้ย 
    

SP-Sepharose 40 400 1.6 x 104 100 
Reverse phase HPLC (RB01-SOA) 1 400 4 x 102 2.5 

Reverse phase HPLC (RB01-SOB) 1 1600 1.6 x 103 10 
 

ทั้งน้ีในการทดลองน้ีจ าเป็นตอ้งเลือกวิธีการตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate มาใชเ้ป็น
วิธีการส าหรับการท าบริสุทธ์ิขั้นท่ีหน่ึง เน่ืองจากการท าบริสุทธ์ิดว้ยการใช้เรซิน Amberlite XAD-16 
ส่งผลต่อการท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนของการใช้ SP-Sepharose และ Q-Sepharose เน่ืองจากพบว่า 
แบคเทอริโอซินไม่สามารถจบักบัเรซินทั้งสองชนิดได ้ทั้งน้ีเม่ือส่ิงปนเป้ือน อาทิ สารจ าพวกโปรตีน
และสารลดแรงตึงผิว เช่น Tween 80 ในอาหารเล้ียงเช้ือไม่ได้ถูกก าจัดออก จะส่งผลต่อการท า
บริสุทธ์ิในขั้นตอน RP-HPLC รวมทั้ งการวิเคราะห์มวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน (Garsa, 
Kumariya, Sood, Kumar, & Kapila, 2014; Kawai, Saito, Toba, Samant, & Itoh, 1994; Saavedra & 
Sesma, 2011) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Deraz, Karlsson, Hedström, Andersson, and Mattiasson 
(2005) พบว่าแมสสเปกตรัม (Mass Spectrum) ของ Tween 80 บดบงัแมสสเปกตรัมท่ีแทจ้ริงของ 
แบคเทอริโอซินในระหว่างการวิเคราะห์มวลโมเลกุลดว้ย MALDI-TOF MS ดงันั้นการศึกษาในคร้ัง
น้ีจึงเลือกวิธีการตกตะกอนด้วย Ammonium Sulfate ท่ีความเข้มข้นต่างกัน 2 ระดับ คือ ท่ีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 20 โดยมวลต่อปริมาตร แลว้เก็บเฉพาะส่วนใสท่ีได ้(เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้น้ีไม่พบ
ฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 จากตะกอนท่ีตกได้) มาตกตะกอนต่อด้วย Ammonium Sulfate ท่ี
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ความเขม้ขน้ร้อยละ 75 โดยมวลต่อปริมาตร อีกคร้ัง โดยแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากการตกตะกอนดว้ย
ความเขม้ขน้น้ี มีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือจ าเพาะเท่ากับ 52.40 AU/mg ในขณะท่ีค่ากิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือจ าเพาะของ CFS มีค่าเท่ากับ 37.54 AU/mg ส าหรับวิธีการตกตะกอนด้วย Ammonium 
Sulfate โดยใชค้วามเขม้ขน้ต่างกนั 2 ระดบั มีส่วนในการเพิ่มประสิทธิภาพในการลดสารปนเป้ือน
ต่าง ๆ ในระหวา่งการท าบริสุทธ์ิ เน่ืองจากเป็นการก าจดัส่ิงปนเป้ือนออกไปไดส่้วนหน่ึงจากตะกอน
ท่ีตกด้วย Ammonium Sulfate ในความเข้มข้นแรก จากรายงานของ Rekhif, Atrih, and Lefebvre 
(1994) ท่ีท าการตกตะกอนแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ Lactobacillus plantarum LC74 ด้วย 
Ammonium Sulfate ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 20 และ 40 โดยมวลต่อปริมาตร พบว่ามีค่ากิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือจ าเพาะเท่ากับ 447 AU/mg เม่ือเทียบกับ CFS (79.4 AU/mg) นอกจากน้ี Das and Goyal 
(2014) ยงัไดร้ายงานการตกตะกอนแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ Lactobacillus plantarum DM5 
ดว้ย Ammonium Sulfate ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 40 และ 80 โดยมวลต่อปริมาตร และมีค่ากิจกรรม
การยบัย ั้งเช้ือจ าเพาะเท่ากับ 2,196 AU/mg เม่ือเทียบ CFS ท่ีมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือเท่ากับ 410 
AU/mg ทั้งน้ีเน่ืองจากการตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate จะช่วยแยกโปรตีนออกจากสารละลาย 
โดยเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือในสารละลายสูงขึ้นเกลือจะเกิดการแตกตวัเป็นประจุบวกและประจุ
ลบ ซ่ึงประจุเหล่าน้ีจะไปแย่งจบักับโมเลกุลของน ้ าท่ีอยู่ล้อบรอบโมเลกุลของโปรตีน ส่งผลให้
โมเลกุลของโปรตีนแยกตวัออกจากน ้าและรวมตวัตกเป็นตะกอนลงมา ดงันั้นโปรตีนท่ีไดจ้ะมีความ
เขม้ขน้มากขึ้น อีกทั้งยงัสามารถเพิ่มฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียได้อีกด้วย (Jamaluddin, Stuckey, 
Ariff, & Faizal Wong, 2018; Sharma, Kapoor, Gautam, & Kumari, 2011)  

 
การท าบริสุทธ์ิในขั้นท่ีสองเป็นการท าบริสุทธ์ิดว้ยโครมาโตกราฟีโดยใชเ้รซินชนิดต่าง ๆ 

กนั ไดแ้ก่ เรซินท่ีแยกโปรตีนดว้ยการแลกเปล่ียนประจุบวก (SP-Sepharose) เรซินท่ีแยกโปรตีนดว้ย
การแลกเปล่ียนประจุลบ (Q-Sepharose) และเรซินท่ีแยกโปรตีนโดยอาศยัคุณสมบติั Hydrophobic 
interaction (Sep-Pak® C18 Cartridge) ทั้งน้ีพบว่าการท าบริสุทธ์ิโดยใช้เรซิน SP-Sepharose ไดร้้อย
ละของผลผลิตท่ีไดม้ากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 10 ในขณะท่ีการใชเ้รซิน Q-Sepharose และ Sep-Pak® 

C18 Cartridge ไดร้้อยละของผลผลิตท่ีได ้เท่ากบัร้อยละ 0 และ 1.25 ตามล าดบั (แสดงดงัตารางท่ี 4.7) 
ดังนั้นการท าบริสุทธ์ิในขั้นท่ีสองน้ีจึงเลือกใช้เรซิน SP-Sepharose ในการท าบริสุทธ์ิ เน่ืองจาก 
แบคเทอริโอซินส่วนใหญ่จะมีประจุเป็นบวกท่ีค่า pH ใกลค้วามเป็นกลาง (Pingitore et al., 2007) 

 
ผลการท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนสุดทา้ยด้วย RP-HPLC พบว่าสามารถแยกแบคเทอริโอซิน 

ออกมาได้ 2 ชนิด คือ แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB โดยแบคเทอริโอซินท่ีแยก
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ออกมาไดมี้ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเท่ากบั 4 x 102 และ 1.6 x 103 AU ตามล าดบั 
และไดร้้อยละของผลผลิตท่ีได้ เท่ากบัร้อยละ 2.5 และ 10.0 ตามล าดบั (แสดงดงัตารางท่ี 4.7) โดย
การท าบริสุทธ์ิด้วย RP-HPLC มกัถูกใช้เป็นขั้นตอนสุดทา้ยของการท าบริสุทธ์ิ เน่ืองจากการท า
บริสุทธ์ิในขั้นตอนน้ีไม่เพียงแต่เพื่อก าจดัส่ิงปนเป้ือนในขั้นตอนสุดทา้ย แต่ยงัสามารถใช้ในการ
ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของแบคเทอริโอซินไดอี้กดว้ย (Saavedra & Sesma, 2011)  

 
ดงันั้นการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซิน ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO จ าเป็นตอ้ง

ท าบริสุทธ์ิดว้ยขั้นตอนท่ีแตกต่างกนั 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ การตะตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate การ
ใ ช้  Cation-Exchange Chromatography แ ล ะ  RP-HPLC อั น เ น่ื อ ง ม า จ า ก โ ค ร ง ส ร้ า ง ข อ ง 
แบคเทอริโอซินดงักล่าวประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นประจุบวกและส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า โดยการท าบริสุทธ์ิ
แบคเทอริโอซินดว้ย 3 ขั้นตอนดงักล่าว สอดคลอ้งกบัรายงานของ Rekhif et al. (1994) ท่ีท าบริสุทธ์ิ 

Plantaricin EC174 ดว้ยการตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate ความเขม้ขน้ร้อยละ 20 และ 40 โดย
มวลต่อปริมาตร ต่อด้วยการผ่านเข้า สู่  Cation-Exchange Column และ RP-HPLC ตามล าดับ 
นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัรายงานของ Song, Zhu, and Gu (2014) ซ่ึงไดท้ าบริสุทธ์ิ Plantaricin ZJ5 
โดยใชว้ิธีการตกตะกอนดว้ย Ammonium Sulfate ความเขม้ขน้ร้อยละ 80 โดยมวลต่อปริมาตร ตาม
ดว้ยการผา่นเขา้สู่ Cation-Exchange Column โดยใชเ้รซิน SP-Sepharose Fast Flow (ชะตวัอยา่งออก
จากคอลมัน์ดว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์) และการท าบริสุทธ์ิโดยใช ้RP-HPLC เช่นเดียวกบัการ
ท าบริสุทธ์ิ  Plantaricin KL-1X, KL-1Y และ  KL-1Z ด้วยวิธีการตกตะกอนโดยใช้ Ammonium 
Sulfate ความเขม้ขน้ร้อยละ 85 โดยมวลต่อปริมาตร ในขั้นตอนแรกตามดว้ยการผ่านเขา้สู่ Cation-
Exchange Column โดยใช้เรซิน SP-Sepharose Fast Flow (ชะตัวอย่างออกจากคอลัมน์ด้วย NaCl 
ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์) แลว้ท าบริสุทธ์ิดว้ย RP-HPLC ในขั้นตอนสุดทา้ย (Rumjuankiat et al., 2015) 
เป็นตน้ 

 
ผลการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO สามารถสรุปได้

ดงัตารางท่ี 4.8 แบคเทอริโอซินถูกท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยการตกตะกอนโปรตีนออกจากส่วนใสท่ีไดจ้าก
การเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO ดว้ย Ammonium Sulfate ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 20 และ 75 โดย
มวลต่อปริมาตร โดยแบคเทอริโอซินท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนน้ี มีค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง
จ าเพาะ เท่ากับ 52.40 AU/mg จากนั้นแบคเทอริโอซินถูกท าให้บริสุทธ์ิเพิ่มขึ้นโดยการผ่านเข้าสู่ 
Cation-Exchange Chromatography โดยใช้เรซิน SP-Sepharose ในขั้นตอนน้ีแบคเทอริโอซินถูกชะ
ออกมาดว้ย NaCl ในสารละลาย Phosphate Buffer ความเขม้ขน้ 0.50 โมลาร์ แบคเทอริโอซินท่ีได้
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จากการท าบริสุทธ์ิในขั้นตอนน้ีมีค่า กิจกรรมการยบัย ั้งจ าเพาะเท่ากับ 125 AU/mg และถูกท าให้
บริสุทธ์ิในขั้นตอนสุดท้ายด้วย RP-HPLC โดยแบคเทอริโอซินถูกชะออกมาจากคอลัมน์ ท่ีเวลา
ประมาณ 23 นาที ณ จุด A และท่ีเวลาประมาณ 24 นาที ณ จุด B ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2  
 

 
 

รูปท่ี 4.2 การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซิน ดว้ยวิธี Reversed Phase-HPLC โดยพบแบคเทอริโอซินท่ีมี
ค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง ณ จุด A และ B ของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO 

 
เม่ือน าแบคเทอริโอซินท่ีได ้ณ จุด A และ B มาท าบริสุทธ์ิซ ้าในรอบท่ีสองดว้ย RP-HPLC 

แบคเทอริโอซินถูกชะออกมาจากคอลมัน์ ท่ีเวลาประมาณ 10 นาที (รูปท่ี 4.3 ก) และท่ีเวลา 12 นาที 
(รูปท่ี 4.3 ข) โดยแบคเทอริโอซินท่ีแยกออกมาได้ มีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งจ าเพาะเท่ากับ 769.23 
AU/mg และ 1,818.18 AU/mg ตามล าดับ และมีค่าร้อยละของผลผลิตท่ีได้ เท่ากับร้อยละ 0.1 และ 
0.4 รวมถึงมีค่า Purifications Fold เท่ากบั 20.69 และ 48.43 ตามล าดบั 
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รูปท่ี 4.3 การท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินซ ้าดว้ยวิธี Reversed Phase-HPLC ของแบคเทอริโอซิน A 
(ก) และแบคเทอริโอซิน B (ข) ของแบคเทอริโอซิน RB01-SO 
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ตารางท่ี 4.8 ผลการท าบริสุทธ์ิแบเคทอริโอซิน ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO  

ขั้นตอนการท าบริสุทธ์ิ 
ปริมาตร 

(mL) 

ค่ากิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย
(AU/mL)1 

ค่ากิจกรรมการ
ยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรียทั้งหมด 
(AU) 

ร้อยละของ
ผลผลิตท่ี

ได ้

ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด  
(mg)2 

ค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง
เช้ือจ าเพาะ  
(AU/mg) 

ความ
บริสุทธ์ิ  
(-fold) 

CFS 1,000 400 4 x 105 100 1.06 x 104 37.73 1.00 
ตกตะกอน Ammonium 
Sulfate 

200 800 1.6 x 105 40 3.05 x 103 52.46 1.40 

SP-Sepharose (0.5 M NaCl) 40 400 1.6 x 104 4 1.28 x 102 1.25 x 102 3.33 
RP-HPLC        

RB01-SOA 1 400 4 x 102 0.1 0.52 7.69 x 102 20.49 

RB01-SOB 1 1,600 1.6 x 103 0.4 0.88 1.82 x 103 48.43 
1 ค่ากิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย ในหน่วย AU/mL ท่ีทดสอบดว้ยวิธี Spot-on-Lawn Method โดยใชเ้ช้ือ S. suis P1/7 ในการทดสอบ  
2 ปริมาณโปรตีน ในหน่วย มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีวดัโดยใชว้ิธี Lowry Method  
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4.3.2 ผลการวิเคราะห์มวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซินด้วย MALDI-TOF MS 
 
มวลโมเลกุลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MALDI-TOF MS ของแบคเทอริโอซิน A 

และ B ท่ีได้จากการท าบริสุทธ์ิของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB-SO1 พบว่ามี
มวลโมเลกุลเท่ากับ 3,222 (รูป 4.4 (ก)) และ 3,098 ดาลตัน (รูป 4.4 (ข)) ตามล าดับ และเม่ือ
เปรียบเทียบจากฐานขอ้มูลพบว่ามวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซินทั้งสองชนิดใกลเ้คียงกบั Two-
Peptide Plantaricin W (Plw) ซ่ึงประกอบไปด้วยแบคเทอริโอซิน Plantaricin Wα (Plwα) (มวล
โมเลกุลเท่ากับ 3,222 ดาลตัน) และ Plantaricin Wβ (Plwβ) (มวลโมเลกุลเท่ากับ 3,099 ดาลตัน) 
ตามล าดบั (Noonpakdee et al., 2009)  
 

(ก) 

 
(ข) 

 
 

รูปท่ี 4.4 มวลโมเลกุลของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA (ก) และแบคเทอริโอซิน RB01-SOB (ข) ท่ี
ไดจ้ากการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MALDI-TOF MS 
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4.3.3 ผลการศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซินบริสุทธิ์ 
 
4.3.3.1 ผลการทดสอบความไวของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อเอนไซม์ย่อย

โปรตีน 
ผลการทดสอบผลของเอนไซมย์่อยโปรตีนต่อแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ 

RB01-SOB ดว้ยเอนไซม ์α-chymotrypsin, Trypsin, Proteinase K, Pepsin, Amylase และ Lipase ต่อ
ความไวของแบคเทอริโอซินในการยับยั้ ง เ ช้ือ L. sakei JCM 1157T พบว่าแบคเทอริโอซิน  
RB01-SOA และ RB01-SOB ถูกท าลายดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีนทั้ง 4 ชนิด ในขณะท่ีการทดลองชุด
ควบคุม และเอนไซม์ Amylase และ Lipase มีร้อยละของค่ากิจกรรมการยบัย ั้งท่ีเหลืออยู่หลงัการ
ทดสอบเท่ากบั 100 (ตารางท่ี 4.9) อนัเน่ืองมาจากโครงสร้างของส่วนออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน
ดังกล่าวเป็นโปรตีน รวมถึงไม่มีไขมัน  และคาร์โบไฮเดรตเป็นส่วนประกอบในโครงสร้าง 
(Jamaluddin et al., 2018) และจากผลการทดลองดงักล่าวยงัช่วยให้มัน่ใจในความปลอดภยัส าหรับ
การผูบ้ริโภค เน่ืองจากแบคเทอริโอซินเหล่าน้ีสามารถย่อยสลายไดต้ามธรรมชาติในระบบทางเดิน
อาหาร (Woraprayote et al., 2015) อยา่งไรก็ตามเม่ือศึกษาเปรียบเทียบกบั Plantaricin อ่ืน ๆ เช่น จาก
รายงานของ Pei, Li, Han, and Tao (2018) พบว่า Plantaricin SLG1 สูญเสียความสามารถในการ
ยับยั้ งแบคทีเรียเม่ือถูกท าลายด้วยเอนไซม์ Proteinase K, Pepsin, Papain และ α-chymotrypsin 
ในขณะท่ีเอนไซม ์α-amylase และ Lipase ไม่มีผลต่อการท างานของแบคเทอริโอซิน และ Plantaricin 
ZJ008 ไม่สูญเสียความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียเม่ือทดสอบด้วย Proteinase K แต่จะไม่
สามารถออกฤทธ์ิยบัยงัแบคทีเรียได ้เม่ือทดสอบดว้ยเอนไซม์ α-chymotrypsin, Trypsin, Pepsin และ 
Papain (Zhu et al., 2014) เป็นตน้   
 
ตารางท่ี 4.9 ผลการทดสอบความไวของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อเอนไซมท่ี์ยอ่ยโปรตีน 

การทดสอบ ร้อยละของค่ากิจกรรมการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีเหลืออยูห่ลงัการทดสอบ 
RB01-SOA RB01-SOB 

แบคเทอริโอซิน (ชุดควบคุม)                  100 100 
บฟัเฟอร์ pH 3.0 100 100 
บฟัเฟอร์ pH 7.5 100 100 
α-chymotrypsin 0 0 
Trypsin 0 0 
Pepsin  0 0 
Amylase 100 100 
Lipase 100 100 
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4.3.3.2 ผลการทดสอบความคงทนของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อตวัท าละลาย
อินทรียแ์ละสารลดแรงตึงผิว 

จากการศึกษาผลของสารเคมีในกลุ่มตวัท าละลายอินทรียแ์ละสารลดแรงตึงผิวต่อ
คุณสมบติัของแบคเทอริโอซิน โดยใชเ้ช้ือ L. sakei JCM 1157T เป็นแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใชท้ดสอบ โดย
ทดสอบกบัตวัท าละลายอินทรีย ์ไดแ้ก่ Acetonitrile, Ethanol และ Isopropanol พบว่าสารทั้งหมดท่ีใช้
ทดสอบไม่มีผลท าให้ค่ากิจกรรมการยบัยั้งของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB ลดลง 
เช่นเดียวกบัสารในกลุ่มสารลดแรงตึงผิว ไดแ้ก่ Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS, EDTA และ 
Urea ท่ีไม่มีผลต่อการท างานของแบคเทอริโอซิน เช่นกัน ในทางตรงกันข้ามแบคเทอริโอซิน  
RB01-SOA และ B มีค่ากิจกรรมการยบัยั้งเพิ่มข้ึนเม่ือรวมกบั Tween 20, Tween 80, SDS และ EDTA 
แสดงดงัตารางท่ี 4.10 ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก Tween 20 และ Tween 80 มีผลช่วยลดแรงตึงผิวท่ีเยื่อหุ้ม
เซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมายและช่วยให้แบคเทอริโอซินสามารถซึมผ่านเขา้สู่เซลล์ของแบคทีเรีย
เป้าหมายไดดี้ข้ึน (Vignolo, de Kairuz, de Ruiz Holgado, & Oliver, 1995) นอกจากน้ี SDS และ EDTA 
ยงัเป็นสารท่ีมีส่วนท าให้เยื่อหุ้มเซลลข์องแบคทีเรียเป้าหมายถูกรบกวนจึงมีส่วนเพิ่มโอกาสในการออก
ฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน (Alakomi et al., 2000; Shafa & Salton, 1960; Woraprayote et al., 2015) 

 
ตารางท่ี 4.10 ผลความคงทนของแบคเทอริโอซินต่อตวัท าละลายอินทรียแ์ละสารลดแรงตึงผิว 

สารเคมีท่ีใชท้ดสอบ 
ค่ากิจกรรมการยบัยั้งเช้ือแบคทีเรีย (AU/mL)  

ชุดทดลองควบคุม  การทดสอบ 
สารเคมี RB01-SOA  RB01-SOB  RB01-SOA RB01-SOB 

ตวัท าละลายอินทรีย ์       
Acetonitrile 0 800 6,400  800 6,400 
Ethanol 0 800 6,400  800 6,400 
Isopropanol 0 800 6,400  800 6,400 

สารลดแรงตึงผิว       
Triton X-100 0 800 6,400  3,200 6,400 
Tween 20 0 800 6,400  1,600 6,400 
Tween 80 0 800 6,400  1,600 12,800 
SDS 400 800 6,400  6,400 51,200 
EDTA 0 800 6,400  1,600 6,400 
Urea 0 800 6,400  800 6,400 
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4.3.3.3 ผลการทดสอบความคงทนของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อ pH และ
ความร้อน 

จากผลการศึกษาค่าความคงทนของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B ต่อค่า 
pH ท่ี 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ท่ีอุณหภูมิ 80, 100, 121 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30, 30, 
15 นาที และ 24 ชั่วโมง ตามล าดับ โดยใช้เช้ือ L. sakei JCM 1157T เป็นแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้
ทดสอบ พบว่า ท่ีค่า pH เท่ากบั 2 แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B สามารถคงทนได้ท่ีอุณหภูมิ 
80, 100, 121 องศาเซลเซียส และท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในขณะท่ีแบคเทอริโอซิน RB01-SOA ท่ีค่า pH 4-10 
สามารถคงทนได้ถึงอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ส่วนแบคเทอริโอซิน RB01-SOB ท่ีค่า pH 4-8 
สามารถคงทนได้ถึงอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ทั้ ง น้ี ท่ีค่า pH เท่ากับ 10 แบคเทอริโอซิน  
RB01-SOB ยงัคงทนได้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และท่ีค่า pH เท่ากับ 12 แบคเทอริโอซิน  
RB01-SOA และ B สามารถคงทนได้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตามแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B ไม่สามารคงทนไดท่ี้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ท่ีค่า pH 6-12 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.11 
 
ตารางท่ี 4.11 ผลการทดสอบความคงทนของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อ pH และความร้อน 

pH 

ร้อยละของค่ากิจกรรมการยบัย ั้งท่ีเหลืออยูห่ลงัการทดสอบ 
อุณหภูมิหอ้ง 
(24  ชัว่โมง) 

(ชุดทดลองควบคุม) 

80 
องศาเซลเซียส 
(30 นาที) 

100 
องศาเซลเซียส 
(30 นาที) 

121 
องศาเซลเซียส 
(15 นาที) 

RB01-SOA 
   2  100 100 100 100 
   4 100 50 50 25 
   6  50 50 25 0 
   8 25 6.25 6.25 0 
   10 25 6.25 6.25 0 
   12 12.5 6.25 0 0 
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ตารางท่ี 4.11 ผลการทดสอบความคงทนของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิต่อ pH และความร้อน (ต่อ) 

pH 

ร้อยละของค่ากิจกรรมการยบัย ั้งท่ีเหลืออยูห่ลงัการทดสอบ 
อุณหภูมิหอ้ง 
(24  ชัว่โมง)  

(ชุดทดลองควบคุม) 

80 
องศาเซลเซียส 
(30 นาที) 

100 
องศาเซลเซียส 
(30 นาที) 

121 
องศาเซลเซียส 
(15 นาที) 

RB01-SOB 
   2  100 100 100 100 
   4 100 50 25 12.5 
   6 25 25 12.5 0 
   8 12.5 6.25 6.25 0 
   10 12.5 6.25 0 0 
   12 6.25 0 0 0 

 
4.3.3.4 ผลการวิเคราะห์ค่าความเข้มขน้ต ่าสุดของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ ท่ี

สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) 
ผลค่าความเข้มข้นต ่าสุดของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B ท่ีสามารถ

ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย แสดงดงัตารางท่ี 4.12 โดยแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B สามารถ
ออกฤทธ์ิยบัย ั้งได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ทั้งน้ีจากผลการทดสอบพบว่า 
แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B สามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus ได้ดี
ท่ีสุด จึงสามารถยนืยนัลกัษณะทัว่ไปของแบคเทอริโอซินในดา้นความสามารถในการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียท่ีมีสายพนัธุ์ใกลเ้คียงกบัสายพนัธุ์ผูผ้ลิตไดดี้ (Srionnual, Yanagida, Lin, Hsiao, & Chen, 
2007) นอกจากน้ีแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B ยงัสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 
Streptococcus suis ได ้และจากการศึกษารายงานอ่ืน ๆ พบว่ามีแบคเทอริโอซินท่ีสามารถออกฤทธ์ิ
ยบัย ั้งเช้ือ S. suis ไดอ้าทิ Suicin 3908 (Vaillancourt, LeBel, Frenette, Gottschalk, & Grenier, 2015), 
Suicin 65 (Vaillancourt et al., 2015), Suicin 90-1330 (LeBel, Vaillancourt, Frenette, Gottschalk, & 
Grenier, 2014), Bacteriocin WX153 (Srimark & Khunajakr, 2015), Pentocin LPL1-5 (Zhang et al., 
2012), Nisin (LeBel et al., 2013) และ Pluranimalicin 2N12 (Vaillancourt et al., 2022) อยา่งไรก็ตาม
ยงัไม่มีการรายงานเก่ียวกบั Plantaricin ท่ีสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis ไดด้งันั้นอาจกล่าวไดว้า่
รายงานฉบบัน้ีเป็นรายงานแรกท่ีมีการรายงานเก่ียวกบัการยบัย ั้งเช้ือ S. suis โดย Plantaricin Wα และ 
Wβ 
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ตารางท่ี 4.12 ผลการวิเคราะห์ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของแบคทีเรียของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA 
และ RB01-SOB ในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย 

แบคทีเรียเป้าหมาย1 
ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรีย (ไมโครโมลาร์) 

RB01-SOA2 RB01-SOB3 

Gram-Positive bacteria 
  

Bacillus subtilis ATCC 6633 80.70 35.51 
Bacillus subtilis JCM1465T 20.17 2.22 
Enterococcus faecalis JCM 5803 161.39 4.44 
Lactobacillus sakei JCM1157T 10.09 1.11 
Lactococcus lactis ATCC 19435T 20.17 1.11 
Listeria inocua ATCC 33090 161.39 17.75 
Listeria monocytogenes ATCC 19115 161.39 17.75 
Micrococcus luteus NBRC 12708 161.39 8.88 
Staphylococcus aureus DMST 20635 161.39 17.75 
Streptococcus suis NaH 161.39 17.75 
Streptococcus suis P1/7 161.39 17.75 
Streptococcus agalactiae 1611 40.35 4.44 

Gram-Negative bacteria   
Escherichia coli ATCC 35401 161.39 142.03 
Escherichia coli F18 161.39 142.03 
Escherichia coli O157:H7 80.70 35.51 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 80.70 35.51 
Salmonella Typhimurium ATCC 13311 80.70 142.03 
Vibrio harveyi AQVH 01 40.35 8.88 

1 ATCC = American Type Culture Collection, Rockville, Md, USA; JCM = Japan Collection of 
Microorganisms, Wako, Japan; DMST = Department of Medical Sciences, Thailand; NBRC = NITE 
Biological Resource Center, Chiba, Japan 
2 ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแบคเทอริโอซิน ท่ีใชใ้นการทดสอบมีค่าเท่ากบั 161.39 ไมโครโมลาร์ 
3 ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของแบคเทอริโอซิน ท่ีใชใ้นการทดสอบมีค่าเท่ากบั 284.05 ไมโครโมลาร์ 
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4.3.3.5 ผลการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 
แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B มีกลไกการออกฤทธ์ิท่ีเหมือนกนั คือ แบบ 

Bactericidal คือ ออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือ S. suis P1/7 โดยไม่ท าใหเ้กิดการสลายของแบคทีเรีย (Bacteriolytic 
Activity) โดย เ ม่ือ เ ติมแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ  B ท่ี มีความ เข้มข้นสุดท้ายของ 
แบคเทอริโอซินเท่ากบั 1 เท่าของ MIC ลงไปในช่วงกลางของการเจริญของเช้ือ S. suis P1/7 (ชัว่โมง
ท่ี 4) พบว่าแบคเทอริโอซิน RB01-SOA (รูปท่ี 4.5 ก) และ B (รูปท่ี 4.5 ข) สามารถลดปริมาณของ
เช้ือ S. suis P1/7 ลงทนัที และสามารถลดปริมาณเช้ือไดต้ ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ (Detection 
Limit ท่ี 2 log CFU/mL) ภายในชัว่โมงท่ี 5 ของการทดสอบ ในขณะท่ีค่าความขุ่นของเช้ือลดลงและ
คงท่ีตลอดการทดลอง  
 
(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.5 กลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA (ก) และ RB01-SOB (ข) ต่อเช้ือ  
 S. suis P1/7 โดยแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB จะถูกเติมไปท่ีเวลา 4 ชัว่โมง 
(       ) ของการเล้ียงเช้ือ โดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของแบคเทอริโอซินมีค่าเท่ากบั 1 MIC 
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(ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.5 กลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน RB01-SOA (ก) และ RB01-SOB (ข) ต่อเช้ือ  
S. suis P1/7 โดยแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB จะถูกเติมไปท่ีเวลา 4 ชัว่โมง 

(       ) ของการเล้ียงเช้ือ โดยใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ  
แบคเทอริโอซินมีค่าเท่ากบั 1 MIC (ต่อ) 

 
4.3.3.6 ผลการศึกษาการเสริมฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ ในการยบัย ั้งเช้ือ 

S. suis 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิ ร่วมกันของแบคเทอริโอซิน   

RB01-SOA และ B ในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 พบวา่ ผลค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดของแบคเทอริโอซิน 
RB01-SOA และ B เด่ียว ๆ มีค่าเท่ากบั 161.39 และ 17.75 ไมโครโมลาร์ ในขณะท่ีค่าความเขม้ขน้
ต ่ า สุดของแบคเทอริโอซิน  RB01-SOA และ  B ในสารผสม มีค่ า เท่ ากับ  40.35 และ  4.44  
ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ ซ่ึงจะเห็นได้ว่าแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B ในสารผสมให้ค่า
กิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 เพิ่มขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับแบคเทอริโอซินเด่ียว ๆ โดยท่ีเม่ือ
ค านวณค่า FICI ไดผ้ลลพัธ์เท่ากบั 0.5 จึงสามารถยืนยนัไดว้่าแบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B มี
กลไกการออกฤทธ์ิแบบเสริมฤทธ์ิกัน (Odds, 2003; Padalia & Chanda, 2015) ดงัแสดงในตารางท่ี 
4.13 นอกจากน้ีจากผลการทดลองยงัสามารถสรุปได้ว่า แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ B เป็น 
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แบคเทอริโอซินท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม II หรือกลุ่ม Unmodified Bacteriocins และจัดอยู่ในกลุ่มย่อย IIb 
หรือ Two-Peptide Bacteriocins เน่ืองจากโครงสร้างเป็นเปปไทด์สองชนิดท่ีท างานเสริมฤทธ์ิกัน 
(Fimland, Rogne, Fimland, Nissen-Meyer, & Kristiansen, 2008) โดยแบคเทอริโอซินในกลุ่มย่อย 
IIb ท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum ท่ีมีรายงานมาก่อนหน้า ได้แก่ Plantaricin EF (Moll et al., 1999), 
Plantaricin JK (Anderssen et al., 1998), Plantaricin S (Jiménez-Díaz et al., 1995) และ  Plantaricin 
W (Holo, Jeknic, Daeschel, Stevanovic, & Nes, 2001) เป็นตน้ 

 
ตารางท่ี 4.13 ตารางแสดงผลการศึกษาการเสริมฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ 
แบคเทอริโอซิน MIC เด่ียว MIC ในสารผสม FIC FICI การแปลผล 

RB01-SOA 161.39 40.35 0.25 
0.5 

กลไกการออก
ฤทธ์ิแบบ 

เสริมฤทธ์ิกนั RB01-SOB 17.75 4.44 0.25 

 

4.4 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใช้ผงแบคเทอริโอซินหยาบและผงแบคเทอริโอซิน 

บริสุทธ์ิบางส่วนในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ S. suis  
 

4.4.1 ผลการศึกษาการใช้ผงแบคเทอริโอซินหยาบในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ S. suis  
 
4.4.1.1 ผลการผลิตผงแบคเทอริโอซินหยาบ 
ผลการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือของผงแบคเทอริโอซิน ท่ีไดจ้าก

ส่วนใสจากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO พบว่าหลงัจากผ่านกระบวนการท าให้เป็นผงดว้ย
การแช่เยือกแข็งแล้ว ความเข้มข้นของสารในระดับต ่ าสุดท่ีสามารถยับยั้ งการเจริญของ  
S. suis P1/7 ได้มีค่าเท่ากับ 12.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งจ าเพาะ เท่ากับ 
77.54 AU/mg 

 
4.4.1.2 ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis ของผงแบคเทอริโอซินหยาบ 

(1) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 
แบคเทอริโอซินหยาบในหลอดทดลอง 
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ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน
หยาบท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 77.54 AU/mL (1xMIC), 
155.08 AU/mL (2xMIC) และ 310.16 AU/mL (4xMIC) ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว THY ท่ีมีเช้ือ 
S. suis P1/7 (ปริมาณเร่ิมตน้เท่ากบั 8 log CFU/mL) จากการทดลอง พบว่าท่ีเวลา 20 นาที ของการ
ทดลองผงแบคเทอริโอซินสามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ลงเหลือ 6.8, 5.8 และ 4.3 log CFU/mL 
โดยผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 2x และ 4xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือไดจ้นต ่ากว่าขีดจ ากดั
ของการวิเคราะห์ (Detection Limit ท่ี 1 CFU/mL) ท่ีเวลา 100 และ 80 นาทีของการทดลอง ตามล าดบั 
ในขณะท่ีผงแบคเทอริโอซินหยาบท่ีความเขม้ขน้ 1xMIC สามารถลดเช้ือลงเหลือ 2.37 log CFU/mL 
ในนาทีท่ี 120 ของการทดลอง แสดงดงัรูปท่ี 4.6  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

รูปท่ี 4.6 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินหยาบ ต่อปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ในหลอดทดลอง
โดยการเติมผงแบคเทอริโอซินหยาบท่ีความเขม้ขน้ 1x, 2x และ 4xMIC ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการ

ทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของการวิเคราะห์เท่ากบั 1 CFU/mL 
 

(2) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 
แบคเทอริโอซินหยาบในลาบหมูดิบ 

ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน
หยาบท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 46,524 AU/ลาบหมูดิบ 
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300 กรัม (2xMIC), 93,048 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (4xMIC), 139,572 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม 
(6xMIC), 186,096 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (8xMIC), 232,620 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (10xMIC), 
279,144 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (12xMIC), 325,668 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (14xMIC) และ 
372,192 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (16xMIC) ลงไปในลาบหมูดิบท่ีมีเช้ือ S. suis P1/7 จากผลการ
ทดลองพบว่าผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 16xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือไดม้ากท่ีสุด จาก
ปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 เร่ิมตน้ 8 log CFU/g ลดเหลือเพียง 5.4 log CFU/g ท่ีเวลา 20 นาที และเม่ือ
ทดลองจนถึงนาทีท่ี 120 พบว่า ปริมาณเช้ือลดลงเหลือเพียง 2.0 log CFU/g แต่หากเปรียบเทียบการ
ทดลองระหวา่งการใชแ้บคเทอริโอซินหยาบท่ีความเขม้ขน้ต่าง ๆ และการทดลองของชุดควบคุม จะ
เห็นไดว้่า เม่ือทดสอบจนถึงนาทีท่ี 120 การใช้แบคเทอริโอซินหยาบท่ีความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 
10x, 12x, 14x และ 16xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือลงเหลือเพียง 5.8, 5.6, 5.1, 4.7, 4.2, 3.9, 2.4 และ 
2.0 log CFU/g ตามล าดบั แสดงดงัรูปท่ี 4.7  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.7 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินหยาบ ต่อปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ในลาบหมูดิบ
โดยการเติมผงแบคเทอริโอซินหยาบท่ีความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x, 12x, 14x และ 16xMIC  

ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของการวิเคราะห์เท่ากบั 1 CFU/g 
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4.4.2 ผลการศึกษาการใช้ผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธิ์บางส่วน 
 
4.4.2.1 ผลการผลิตผงแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน 
ผลการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือของผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการ

ท าบริสุทธ์ิบางส่วนโดยใช้เรซิน Amberlite-XAD 16 แลว้น ามาท าให้เป็นผงด้วยการแช่เยือกแข็ง 
พบว่าปริมาณความเขม้ขน้ของสารในระดบัต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของ S. suis P1/7 ได ้มีค่า
เท่ากบั 1.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และมีค่ากิจกรรมการยบัย ั้งจ าเพาะ เท่ากบั 283.01 AU/mg 

 
4.4.2.2 ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือของผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท า

บริสุทธ์ิบางส่วนต่อเช้ือ S. suis  
(1) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 

แบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในหลอดทดลอง 
ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน

ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมผงชนิดน้ีลงไปใน
อาหารเล้ียงเช้ือเหลว THY ท่ีมีเช้ือ S. suis P1/7 (ปริมาณเร่ิมตน้เท่ากบั 8 log CFU/mL) จากผลการ
ทดลองจนถึงนาทีท่ี 20 พบว่า การเติมผงแบคเทอริโอซิน 283.01 AU/mL (1xMIC), 566.02 AU/mL 
(2xMIC) และ  1,132.04 AU/mL (4xMIC) สามารถลดปริมาณเช้ือลงเหลือ 5.7, 3.2 และ 1.1 log 
CFU/mL โดยผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 2x และ 4xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือไดจ้นต ่ากวา่
ขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ (1 CFU/mL) ท่ีเวลา 40 นาทีของการทดลอง ส่วนผงแบคเทอริโอซินท่ี
ความเขม้ขน้ 1xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือไดจ้นต ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ท่ีเวลา 100 นาที 
ของการทดลอง ในขณะท่ีปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ของการทดลองของชุดควบคุมยงัคงท่ี แสดงดงั
รูปท่ี 4.8 
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รูปท่ี 4.8 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ต่อปริมาณเช้ือ    
S. suis P1/7 ในหลอดทดลอง โดยเติมผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 1x, 2x และ 4xMIC  

ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของการวิเคราะห์เท่ากบั 1 CFU/mL 
 

(2) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 
แบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในเน้ือหมูดิบ 

ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน
ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วนท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมสารละลายผง 
แบคเทอริโอซิน 566.02 AU/mL (2xMIC), 1,132.04 AU/mL (4xMIC), 1,698.06 AU/mL (6xMIC), 
2,264.08 AU/mL (8xMIC), 2,830.10 AU/mL (10xMIC), 3,396.12 AU/mL (12xMIC), 3,962.14 
AU/mL (14xMIC) และ 4,528.16 AU/mL (16xMIC) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงไปในเน้ือหมูดิบ
ขนาดพื้นท่ี 5 x 5 ตารางเซนติเมตร ท่ีมีเช้ือ S. suis P1/7 จากผลการทลองพบว่าท่ี เวลา 40 นาที ของ
การทดสอบสารละลายแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนความเขม้ขน้ 14x และ 16xMIC 
สามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ลงเหลือ 3.6 และ 3.2 log CFU/cm2 ตามล าดบั และสามารถลด
ปริมาณเช้ือลงจนต ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ (1 CFU/cm2) ในนาทีท่ี 60 ของการทดลอง จาก
ปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 เร่ิมตน้เท่ากบั 8 log CFU/cm2 ในขณะท่ีเม่ือทดลองจนถึงนาทีท่ี 120 พบว่า
ความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x และ 12xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือลงเหลือเพียง 6.5, 4.9, 3.8, 3.2, 
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2.6 และ 2.2 log CFU/cm2 ตามล าดบั เม่ือเทียบกบัการทดลองของชุดควบคุม (8 log CFU/cm2) แสดง
ดงัรูปท่ี 4.9 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปท่ี 4.9 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ต่อปริมาณเช้ือ    
S. suis P1/7 ในเน้ือหมูดิบ โดยการเติมผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x,  

10x, 12x, 14x และ 16xMIC ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของ 
การวิเคราะห์เท่ากบั 1 CFU/cm2 

 
(3) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 

แบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในเลือดหมูดิบ 
ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน

ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 
566.02 AU/mL (2xMIC), 1,132.04 AU/mL (4xMIC), 1,698.06 AU/mL (6xMIC), 2,264.08 AU/mL 
(8xMIC), 2,830.10 AU/mL (10xMIC), 3,396.12 AU/mL (12xMIC), 3,962.14 AU/mL (14xMIC) 
และ 4,528.16 AU/mL (16xMIC) ลงไปในเลือดหมูดิบท่ีเติมเช้ือ S. suis P1/7 (ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น  
8 log CFU/mL) จากผลการทดลอง พบว่า ผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วนความ
เขม้ขน้ 16xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือได้มากท่ีสุด โดยท่ีเวลา 20 นาที ของการทดลอง พบว่า  
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ผงแบคเทอริโอซินสามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ลงเหลือ 2.7 log CFU/mL ในขณะท่ีผง 
แบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วนท่ีความเขม้ขน้ 14x และ 16xMIC สามารถลดปริมาณ
เช้ือไดจ้นต ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ (1 CFU/mL) ภายในระยะเวลา 40 นาที ของการทดลอง 
แต่หากทดสอบจนถึงนาทีท่ี 120 พบวา่ การเติมผงแบคเทอริโอซินท่ีความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x 
และ 12xMIC สามารถลดปริมาณเช้ือลงได้แต่ยงัคงเหลืออยู่ เท่ากบั 6.5, 5.0, 3.5, 2.5, 1.7 และ 1.2 
log CFU/mL ตามล าดบั ในขณะท่ีปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ของการทดลองชุดควบคุมยงัคงท่ี แสดง
ดงัรูปท่ี 4.10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 4.10 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ต่อปริมาณเช้ือ    
S. suis P1/7 ในเลือดหมูดิบ โดยการเติมผงแบคเทอริโอซินความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x,  

12x, 14x และ 16xMIC ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ 
เท่ากบั 1 CFU/mL 

 
(4) ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ของผง 

แบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วนในลาบหมูดิบ 
ผลการศึกษาการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ของผงแบคเทอริโอซิน

ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ท่ีผลิตจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO โดยการเติมผงแบคเทอริโอซิน 
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169,806 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (2xMIC), 339,612 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (4xMIC), 509,418 
AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (6xMIC), 679,224 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (8xMIC), 849,030 AU/ลาบ
หมูดิบ 300 กรัม (10xMIC), 1,018,836 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (12xMIC), 1,188,642 AU/ลาบหมู
ดิบ 300 กรัม (14xMIC) และ 1,358,448 AU/ลาบหมูดิบ 300 กรัม (16xMIC) ลงไปในลาบหมูดิบท่ี
เติมเช้ือ S. suis P1/7 จากการทดลองพบว่า ในช่วงเวลาเร่ิมตน้ของการทดลองจนถึงการทดลองใน
นาทีท่ี 20 พบว่า ผงแบคเทอริโอซินทั้ง 8 ความเขม้ขน้ สามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ลงเหลือ 
7.6, 6.7, 6.4, 6.4, 6.1, 5.8, 5.8 และ 5.4 log CFU/g ตามล าดับ จากปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 8 log CFU/g 
และท่ีเวลา 60 นาทีของการทดลองพบว่า ผงแบคเทอริโอซินท่ีความเข้มข้น 14x และ 16xMIC 
สามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis P1/7 ไดต้ ่ากว่าขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ (1 CFU/g) ในขณะท่ีเม่ือ
ทดสอบจนถึงนาทีท่ี 120 พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x และ 12xMIC สามารถลดปริมาณ
เช้ือลงได้แต่ย ังคงเหลืออยู่ท่ีประมาณ 5.1, 4.9, 4.5, 4.2, 3.6 และ 2.9 log CFU/g ตามล าดับ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการทดลองชุดควบคุม (8 log CFU/g) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.11  

 

 
 

รูปท่ี 4.11 ผลการออกฤทธ์ิของผงแบคเทอริโอซินท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิบางส่วน ต่อปริมาณเช้ือ  
S. suis P1/7 ในลาบหมูดิบ โดยการเติมผงแบคเทอริโอซินความเขม้ขน้ 2x, 4x, 6x, 8x, 10x,  

12x, 14x และ 16xMIC ท่ีเวลาเร่ิมตน้ของการทดลอง โดยท่ีขีดจ ากดัของ 
การวิเคราะห์เท่ากบั 1 CFU/g 
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จากรายงานการส ารวจการปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในเน้ือหมูพบปริมาณเช้ือ
ปนเป้ือนอยูร่ะหวา่ง 2.9-5.4 log CFU/g (Wongnak et al., 2020) และพบการปนเป้ือนของเช้ือ S. suis 
ในเลือดหมูอยู่ระหว่าง 2.3-6.83 CFU/mL (Khantasup et al., 2022) ทั้งน้ีปริมาณเช้ือ S. suis ท่ีก่อโรค
ในมนุษยย์งัไม่มีการรายงานอย่างแน่ชดั (เน่ืองจากเทคนิคการตรวจนบัเช้ือทางห้องปฏิบติัการ) จาก
การรายงานของ Wongnak et al. (2020) ระบุว่าการบริโภคเน้ือหมูท่ีมีเช้ือ S. suis ปริมาณ 4.21  
log CFU/g มีความน่าจะเป็นท่ีจะก่อให้เกิดโรคจากการติดเช้ือ S. suis ในแบบจ าลองเบ้ืองตน้เพื่อ
ประเมินความเส่ียงของจุลินทรียเ์ชิงปริมาณ (Quantitative Microbial Risk Assessment) ดงันั้นเพื่อ
ลดความเส่ียงในการติดเช้ือดังกล่าว การลดปริมาณการปนเป้ือนของเช้ือ S. suis ในเน้ือหมูหรือ
อาหารท่ีปรุงจากเน้ือหมูรวมถึงส่วนอ่ืน ๆ ของหมู ให้น้อยกว่า 4.21 log CFU/g อาจช่วยลดความ
เส่ียงจากการติดเช้ือ S. suis ได ้นอกจากน้ี จากรายงานของ Khantasup et al. (2022) พบวา่ เช้ือ S. suis 
ปริมาณ 0.002-6.83 CFU/mL ท่ีปนเป้ือนในเน้ือหมู สามารถส่งผลใหเ้กิดการติดเช้ือ S. suis ในมนุษย์
ได ้ในขณะท่ี Wongnak et al. (2020) พบวา่ เช้ือ S. suis ในเน้ือหมูท่ีปรุงสุกท่ีสามารถรับประทานได้
อย่างปลอดภัยและไม่ก่อให้เกิดโรค โดยมีปริมาณเช้ืออยู่ท่ี ≤0 log CFU/mL หรือ ≤1 CFU/mL 
ดงันั้น จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีอาจสรุปไดว้่า การเติมผงแบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิบางส่วน ช่วยให้
การบริโภคเน้ือหมู เลือดหมู และลาบหมูดิบ มีความปลอดภยัและลดความเส่ียงในการติดเช้ือ S. suis 
ได ้เน่ืองจากผงแบคเทอริโอซินดงักล่าวสามารถลดปริมาณเช้ือ S. suis ไดต้ ่ากว่าขีดจ ากดัของการ
วิเคราะห์ท่ี 1 CFU/mL ทั้งน้ีจากรายงานการศึกษาพบ Pentocin LPL1-5 (Zhang et al., 2012), Nisin 
(LeBel et al., 2013), Suicin 90-1330 ( LeBel et al., 2014), Bacteriocin WX153 ( Srimark, & 
Khunajakr, 2015), Suicin 65 (Vaillancourt et al., 2015), Suicin 3908 (Vaillancourt et al., 2015) และ 
Pluranimalicin 2N12 (Vaillancourt et al., 2022) และสารสกดัจากธรรมชาติ เช่น สารสกดัจากพืชท่ี
ใช้ในการเล้ียงหนอนไหมมูก้า (Muga Silkworm) (Choudhury, Parbin, Pegu, Banik, & Das, 2023) 
เหลียนเฉียว (Forsythiae Fructus) (Sheng, Li, Y., & Li, J., 2011) ซิ ริงกา (Syringa oblata Lindl) 
(Tang et al., 2021) น ้ามนัหอมระเหยจากกานพลู (Wongsawan, Chaisri, Tangtrongsup, & Mektrirat, 
2019) และรูบาร์บ (Rheum rhababarum) (Bai et al., 2019) เป็นต้น ท่ีสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ  
S. suis ได้ อย่ างไรก็ตามการทดลองค ร้ัง น้ีจัด เ ป็นการทดสอบการยับยั้ ง เ ช้ือ  S. suis ด้วย 
แบคเทอริโอซินในอาหารเป็นคร้ังแรก 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 

การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารจ าพวกผกัดองพื้นบา้นของไทยทั้งหมด 6 ชนิด 
ได้แก่ ต้นหอมดอง ผกักาดดอง ผกัเส้ียนดอง ผกักุ่มดอง หน่อไม้ดอง และผกัหนามดอง พบว่า
สามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดท้ั้งหมด 120 โคโลนี แต่มีเพียง 4 ไอโซเลท ท่ีคดัแยกไดจ้าก
ต้นหอมดองและผักเส้ียนดอง สามารถสร้างสารออกฤทธ์ิย ับยั้งเ ช้ือแบคท่ีเรียทั้ งแบคทีเรีย 
แกรมบวกและแกรมลบได้ ซ่ึงตั้ งช่ือไอโซเลทเหล่าน้ีว่า RB01-SO, RB08-SO, RSU-SO2 และ 
RB01-SW แต่มี เพียงไอโซเลท RB01-SO ท่ีสามารถผลิตสารยับยั้ งการเจริญเติบโตของเ ช้ือ 
Streptococcus suis NaH, S. suis P1/7, Escherichia coli F18 และ E. coli O157:H7 ซ่ึงเป็นเช้ือก่อโรค
ท่ีส าคญัในมนุษยไ์ด ้และสามารถสรุปไดว้่าสารออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียท่ีเช้ือ RB01-SO สร้าง
ขึ้นเป็นแบคเทอริโอซิน เน่ืองจากถูกท าให้เสียสภาพและสูญเสียความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียดว้ยเอนไซม์ย่อยโปรตีน เม่ือท าการจ าแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกดังกล่าว
พบว่าเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์  Lactiplantibacillus plantarum โดย Lactiplantibacillus plantarum  
RB01-SO น้ีสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดดี้ท่ีสุด (ค่ากิจกรรมการยบัย ั้ง เท่ากบั 400 AU/mL) เม่ือ
เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ท่ีเติม NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร และมีค่า 
pH เท่ากบั 7 โดยเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 ชัว่โมง  

 
แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO สามารถท าใหบ้ริสุทธ์ิได ้โดยผา่น

กระบวนการท าบริสุทธ์ิ 3 ขั้นตอน ไดแ้ก่ การตกตะกอนโปรตีนด้วย Ammonium Sulfate ท่ีความ
เข้มข้นร้อยละ 20 และ 75 โดยมวลต่อปริมาตร ต่อด้วยการท าบริสุทธ์ิด้วยวิธี Cation-Exchange 
Chromatography โดยใช้เรซิน SP-Sepharose Fast Flow และการท าบริสุทธ์ิด้วย RP-HPLC จะได ้
แบคเทอริโอซิน 2 ชนิด คือ RB01-SOA และ RB01-SOB เม่ือวิเคราะห์มวลโมเลกุลด้วยเทคนิค 
MALDI-TOF MS พบวา่แบคเทอริโอซินทั้งสองชนิดมีมวลโมเลกุลเท่ากบั 3,222 และ 3,098 ดาลตนั 
ตามล าดับ ซ่ึงมีความใกล้เคียงกับแบคเทอริโอซิน Plantaricin Wα และ Plantaricin Wβ ท่ีมีการ
รายงานมาก่อนหน้าน้ี เ ม่ือท าการศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคเทอริโอซิน  พบว่า 
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แบคเทอริโอซิน RB01-SOA และ RB01-SOB ถูกท าลายไดด้ว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีน แต่ไม่ถูกยบัย ั้ง
ดว้ย Lipase และ Amylase มีความคงตวัต่อสารเคมีในสารกลุ่มตวัท าละลายอินทรียแ์ละสารลดแรง
ตึงผิว สามารถคงตวัไดใ้นสภาวะท่ีมีค่า pH และอุณหภูมิในช่วงกวา้ง นอกจากน้ีแบคเทอริโอซินทั้ง
สองชนิดยังออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้ งแกรมบวกและแกรมลบ รวมถึงออกฤทธ์ิฆ่าเช้ือ  
S. suis P1/7 โดยไม่ท าใหเ้ซลลแ์ตกและแบคทีเรียทั้งสองชนิดยงัออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 แบบ
เสริมฤทธ์ิกนัอีกดว้ย 

 
เม่ือท าการศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. suis P1/7 โดยการใช้ผง 

แบคเทอริโอซินหยาบ (CFS ท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ L. plantarum RB01-SO) และผงแบคเทอริโอซิน
ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วน (ท าบริสุทธ์ิโดยใช้เรซิน Amberlite XAD-16) แลว้ท าแห้งด้วยการ 
Freeze-Drying จากผลการทดสอบการยบัย ั้งเช้ือในหลอดทดลอง พบว่า ผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่าน
การท าบริสุทธ์ิบางส่วนมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ได้ดีกว่าผงแบคเทอริโอซิน
หยาบ เน่ืองจากใชค้วามเขม้ขน้และเวลาท่ีนอ้ยกว่าในการออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือจนต ่ากว่าขีดจ ากัดของ
การวิเคราะห์ นอกจากน้ีการเติมผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วนความเข้มข้น 
14xMIC ยงัสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือ S. suis P1/7 ในเลือดหมูดิบ ในเน้ือหมูดิบ และในลาบหมูดิบ
ไดจ้นต ่ากวา่ขีดจ ากดัของการวิเคราะห์ ท่ีเวลา 40, 60 และ 60 นาที ตามล าดบั ดงันั้นแบคเทอริโอซิน
ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วนท่ีสร้างจากเช้ือ L. plantarum RB01-SO มีความเป็นไปได้ในการ
น าไปใชใ้นรูปแบบผงแบคเทอริโอซินเพื่อเพิ่มความปลอดภยัในอาหารท่ีอาจมีการปนเป้ือนของเช้ือ 
S. suis P1/7 รวมถึงการน าไปใช้ในรูปของสารกันเสียตามธรรมชาติในอุตสาหกรรมอาหาร และ
อาหารสัตวต์่อไป   

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 

หากตอ้งการผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อน าไปใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมอาหาร พบวา่อาจตอ้ง
พิจารณาหาสูตรอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซินเพิ่มเติม เน่ืองจากตอ้งใช้
ตน้ทุนสูงหากใชอ้าหาร MRS ในการเล้ียงเช้ือในระดบัอุตสาหกรรม รวมถึงการเล้ียงเช้ือดว้ยอาหาร 
MRS จะส่งผลท าให้ผงแบคเทอริโอซินหยาบและผงแบคเทอริโอซินท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิบางส่วน 
ท่ีไดมี้สีเขม้ อนัเป็นลกัษณะท่ีไม่พึงประสงคเ์ม่ือน าไปใชใ้นอาหาร นอกจากน้ีอาจตอ้งมีการทดลอง
หาวิธีการและขั้นตอนในการท าบริสุทธ์ิแบคเทอริโอซินเพิ่มเติม เพื่อลดตน้ทุนการผลิตและอตัราการ
สูญเสียแบคเทอริโอซินท่ีอาจเกิดขึ้นระหว่างกระบวนการท าบริสุทธ์ิ รวมถึงเพิ่มการศึกษาเชิงลึก
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เก่ียวกับแบคเทอริโอซิน เช่น การศึกษาล าดับกรดอะมิโน การศึกษาหายีนด้ือยาปฏิชีวนะ และ
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ทั้งของมนุษยแ์ละสัตว์ เป็นตน้ เพื่อเป็นการยืนยนัว่าสามารถน า 
แบคเทอริโอซินน้ีไปใชง้านไดอ้ยา่งปลอดภยัในอนาคต  

 
จากการศึกษาการน าผงแบคเทอริโอซินเพื่อน าไปใชใ้นการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. suis 

ในลาบหมูดิบ พบว่าอาจตอ้งพิจารณาการใช้แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิ หรือการใช้แบคเทอริโอซิน
รวมกบัสารสกดัอ่ืน ๆ เช่น สารสกดัจากสมุนไพร เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือ S. suis ในลาบ
หมูดิบ อย่างไรก็ตามถึงแมว้่าการเติมผงแบคเทอริโอซินลงในลาบหมูดิบจะสามารถลดปริมาณเช้ือ 
S. suis ได ้แต่ก็เป็นเพียงการแกปั้ญหาโอกาสการเกิดโรคติดเช้ือสเต็พโตค็อกคสั ซูอิส ท่ีปลายเหตุ
เท่านั้น ดงันั้นผูบ้ริโภคควรตระหนักและค านึงถึงความเส่ียง รวมทั้งอนัตรายท่ีอาจเกิดขึ้นจากการ
บริโภคเน้ือและเลือดหมูดิบ 
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1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแบคทีเรีย 
 
1.1 การเตรียมอาหารเหลว Modified MRS  

Proteose Peptone No.3   10.0 กรัม 
Beef Extract     10.0 กรัม 
Yeast Extract    5.0 กรัม 
Dextrose     20.0 กรัม 
Polysorbate 80    1.0 กรัม 
Ammonium Citrate    2.0 กรัม 
Sodium Acetate    5.0 กรัม 
Magnesium Sulfate    0.1 กรัม 
Manganese Sulfate    0.05 กรัม 
Dipotassium Phosphate   2.0 กรัม 
ละลายส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือในน ้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น  

1 ลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็น
ระยะเวลา 15 นาที 
หมายเหต ุกรณีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Modified MRS ใหเ้ติม Ager Powder เพิ่ม 15 กรัม  ละลาย

ในน ้ ากลั่นแล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร จากนั้ นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นระยะเวลา 15 นาที 

 
1.2 การเตรียมอาหารเหลว M17 

Pancreatic Digest of Casein  5.0 กรัม 
Soy Peptone    5.0 กรัม 
Beef Extract    5.0 กรัม 
Yeast Extract    2.5 กรัม 
Ascorbic Acid   0.5 กรัม 
Magnesium Sulfate   0.25 กรัม 
Disodium-β-glycerophosphate  19.0 กรัม 
ละลายส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 950 

มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็น
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ระยะเวลา 15 นาที น ามาลดอุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือลงให้เหลือประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส 
แล้วเดิม Sterile Lactose Solution ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
หมายเหต ุกรณีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ M17 ใหเ้ติม Ager Powder เพิ่ม 15 กรัม  ละลายในน ้ากลัน่  

 แลว้ปรับปริมาตรเป็น 950 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นระยะเวลา 15 นาที  
 
1.3 การเตรียมอาหารเหลว LAPT 

Yeast Extract    10.0 กรัม 
Peptone    15.0 กรัม 
Tryptone    10.0 กรัม 
Tween 80    1.0 มิลลิลิตร 
Glucose     10.0 กรัม 
ละลายส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือในน ้ ากลั่น แล้วปรับปริมาตรเป็น  

1 ลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็น
ระยะเวลา 15 นาที  
หมายเหตุ กรณีเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง LAPT ให้เติม Ager Powder เพิ่ม 15 กรัม  ละลายในน ้ า

กลัน่แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นระยะเวลา 15 นาที 

 
1.4 การเตรียมอาหารแข็ง NNCC 

Todd-Hewitt Broth   36.4 กรัม 
Sheep Blood    50 มิลลิลิตร 
Sodium Azide   50 มิลลิกรัม 
Nalidixic Acid   25 มิลลิกรัม 
Colistin Sulfate   12.5 มิลลิกรัม 
Crystal Violet   2 มิลลิกรัม 
Agar Powder    15 กรัม 
ละลาย Todd-Hewitt Broth และ Agar Powder ในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 

1 ลิตร จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็น
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ระยะเวลา 15 นาที น ามาลดอุณหภูมิของอาหารเล้ียงเช้ือลงให้เหลือประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส 
แล้วเติม Sheep Blood, Sodium Azide, Nalidixic Acid, Colistin Sulfate และ Crystal Violet ลงไป 
กวนผสมเบา ๆ ระวงัอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ แลว้น าไปเทลงในจานเพาะเช้ือ 
หมายเหต ุ ใหเ้ตรียม Sodium Azide, Nalidixic Acid, Colistin Sulfate และ Crystal Violet เป็น Stock 

Solution โดยละลายสารดังกล่าวในน ้ ากลั่น ยกเว้น Nalidixic Acid ให้ละลายใน
สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 0.3 โมลาร์ จากนั้ นกรองสารละลายผ่าน Sterile 
Membrane Filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพื่อท าให้ปลอดเช้ือก่อนน าไปเติมในอาหาร
เล้ียงเช้ือ 

 

2. การเตรียมสารเคมี 
 

2.1 การเตรียมสารละลาย Normal Saline  
เตรียม NaCl 0.85 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
2.2 การเตรียมสารละลาย Tris Buffer ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 8.0 

เตรียมสารละลาย Tris (Hydroxyl Methyl) Aminomethane ความเข้มข้น 0.05  
โมลาร์ ละลายสารดังกล่าวโดยใช้น ้ ากลัน่ท่ีผ่านการท าให้ปลอดเช้ือแลว้ จากนั้นปรับค่า pH ของ
บฟัเฟอร์ใหมี้ค่า pH เท่ากบั 8.0 ดว้ยสารละลาย HCl ความเขม้ขน้ 0.05 นอร์มอล 

 
2.3 การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffer ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ pH 5.6 

ผสมสารละลาย Monobasic sodium phosphate ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ ท่ีปรับ
ค่า pH เป็น 5.6 ปริมาตร 46 มิลลิลิตร กบัสารละลาย Dibasic Sodium Phosphate ความเขม้ขน้ 0.05
โมลาร์ ท่ีปรับค่า pH เป็น 5.6 ประมาณ 4 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 

 
2.4 การเตรียมสารมาตฐาน 0.5 McFarland 

ผสมสารละลาย  Sulfuric Acid ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยมวลต่อปริมาตร 
ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร กับสารละลาย Barium Chloride ความเข้มข้นร้อยละ 1.175 โดยมวลต่อ
ปริมาตร ปริมาตร 9.95 มิลลิลิตร โดยสารมาตฐาน 0.5 McFarland จะน ามาใช้เป็นขอ้มูลอา้งอิงใน
การวดัความขุ่นของเช้ือแบคทีเรีย เพื่อใหจ้ านวนของเช้ือแบคทีเรียมีปริมาณเท่ากบั  8 log CFU/mL 



 

129 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การทดสอบย่อยที่เกีย่วข้อง
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1. การเกบ็รักษาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 
1) น าเช้ือท่ีแบคทีเรียแลคติกท่ีคัดแยกได้ มา Streak ลงบนอาหารแข็ง MRS ท่ี เติม 

Calcium Carbonate (CaCO3) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 โดยมวลต่อปริมาตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง 

2) เ ลือกโคโลนี เ ด่ี ยว ท่ีได้  มา เ ล้ี ยงในอาหาร เหลว  MRS แล้วบ่ม ท่ี อุณหภู มิ  30  
องศาเซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง จากนั้นน าเช้ือท่ีเล้ียงไดจ้ากอาหารเหลวในรอบแรกปริมาตรร้อยละ 1 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร มาเล้ียงลงในอาหารเหลว MRS อีกคร้ัง และบ่มในสภาวะและเวลาเดียวกนั 

3) ผสมสารละลาย Glycerol ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ในอตัราส่วน 
1:1 กบัเช้ือท่ีจะท าการเก็บ แลว้เก็บลงใน Cryotube  

4) เก็บเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
2. การตรวจสอบเพ่ือยืนยันความสามารถในการสร้างสารยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของแบคเทอริโอซิน 

1) เตรียมเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ีจะใช้ส าหรับการทดสอบ และอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของช้ือแบคทีเรียเป้าหมาย 

2) เตรียมแบคเทอริโอซิน โดยการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง โดยให้ท าการเล้ียงเช้ือ 2 รอบ จากนั้นเก็บส่วนใสท่ีได้
จากการเล้ียงเช้ือ โดยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที เลือกเก็บเฉพาะส่วนใส น าไปปรับค่า pH ของสารละลายให้มีค่า pH เท่ากับ 6.0 โดยใช้
สารละลาย NaOH ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ 

3) น าสารละลายท่ีปรับค่า pH แลว้ไปท าใหป้ลอดเช้ือโดยการกรองผา่น Sterile Membrane 
Filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร แล้วน าไปท าการเจือจางแบบ Two-Flow-Dilution จากนั้ นหยด
สารละลายปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการ Swab Plate ด้วยแบคทีเรีย
เป้าหมายท่ีตอ้งการใช้ทดสอบ ท่ีถูกปรับความเขม้ขน้ให้เท่ากบั 0.5 McFarland บ่มท่ีอุณหภูมิและ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมกับการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเป้าหมายท่ีใช้ทดสอบ สังเกตและบนัทึกผล 
Clear Zone ท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัส่วนใสท่ีไม่ไดท้ าการปรับ pH 
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3. การตกตะกอนโปรตีนด้วย Ammonium Sulfate 
ความเขม้ขน้ของ Ammonium Sulfate ท่ีจะใชใ้นการตกตะกอนจ าเป็นตอ้งอา้งอิงตามสูตร

มาตรฐาน ดงัตารางภาคผนวก ข   
 
ตารางภาคผนวก ข ความเขม้ขน้ของ Ammonium Sulfate ท่ีใชใ้นการตกตะกอน 

ปริมาณ
เกลือ
เร่ิมตน้ 
(%) 

ความเขม้ขน้สุดทา้ยของเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (ร้อยละโดยมวลต่อปริมาตร) 

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (กรัม) 

0 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 608 675 708 761 

5 85 115 146 179 212 246 282 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723 

10 57 86 117 149 182 216 251 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685 

15 28 58 88 119 151 185 219 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647 

20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609 

25  0 29 60 91 123 157 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571 

30   0 30 61 92 126 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533 

35    0 30 62 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495 

40     0 31 63 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457 

45      0 31 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419 

50       0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381 

55        0 33 66 101 138 175 215 256 298 343 

60         0 33 67 103 140 179 219 261 305 

65          0 34 69 105 143 183 224 266 

70           0 34 70 107 146 186 228 

75            0 35 72 110 149 190 

80             0 36 73 112 152 

85              0 37 75 114 

90               0 37 76 

95                               0 38 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Duong-Ly and Gabelli, (2014) 
 
4. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยเทคนิค Lowry Method 

1) เตรียมสารเคมีส าหรับท่ีใชใ้นการทดสอบดงัน้ี  
Reagent A; เต รียมสารละลาย Sodium Carbonate (Na2CO3)  ความเข้มข้นร้อยละ 2  

โดยมวลต่อปริมาตร ผสมกบัสารละลาย Sodium Hydroxide ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ 
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(NaOH + H2O) + Na2CO3 
(1 กรัม+ 250 มิลลิลิตร) + 5 กรัม 

Reagent B; เตรียมสารละลาย Copper Sulfate Pentahydrate (CuSO4.5H2O) ความเขม้ขน้
ร้อยละ 0.5 โดยมวลต่อปริมาตร สารละลาย Sodium Citrate (Na3C6H5O7) ความเขม้ขน้ร้อยละ 1 โดย
มวลต่อปริมาตร 

(CuSO4.5H2O + Na3C6H5O7 + H2O) 
(0.05 กรัม + 0.1 กรัม + 10 มิลลิลิตร) 

Reagent C; เตรียมสารละลาย Folin-ciocalteu Phenol   
Folin-ciocalteu Phenol + H2O 

อตัราส่วน 1 : 1 
Reagent D; ผสมสารละลาย Reagent A + Reagent B 

อตัราส่วน 50 : 1 
2) ท าการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Bovine Serum Albumin (BSA) ท่ีความเข้มข้น 

ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 0.0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 0.7 และ 1.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลว้
เติม Reagent D ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที จากนั้นเติม Reagent C ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750  
นาโนเมตร แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ดงัรูปภาคผนวก ข   
 

 
รูปภาคผนวก ข กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน 

Bovine Serum Albumin ท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร

y = 0.3589x + 0.0417
R² = 0.9944
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมลาบหมูดิบ 
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ส่วนผสม 
1. เน้ือหมูดิบ   300  กรัม 
2. เลือดหมูดิบ   300  มิลลิลิตร 
3. พริกลาบเหนือส าเร็จรูป 30  กรัม 
4. กระเทียม   10  กรัม 
5. หวัหอม   10  กรัม 
6. ข่า    10  กรัม 
7. ผกัชี    20  กรัม 
8. ตน้หอม   20  กรัม 
9. ขา้วคัว่   30  กรัม 
10. น ้าปลา   20  มิลลิลิตร 
11. น ้ามะนาว   30  มิลลิลิตร 

 
ขั้นตอนการท า 
 ขั้นตอนแรกน ากระเทียมสับ หัวหอมซอย และข่าสับละเอียด มาคัว่ในกระทะนาน 5 นาที 
จากนั้นน ามาผสมรวมกบัเน้ือหมูหัน่ช้ิน เลือดหมู ขา้วคัว่ และพริกลาบเหนือ ขั้นตอนสุดทา้ยคนผสม
ใหเ้ขา้กนั แลว้เติมน ้าปลาและน ามะนาว หลงัจากนั้นเติมผกัชีและตน้หอม 
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