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บทคัดย่อ 
Leuconostoc lactis BAN1.1 เป็นแบคทีเรียแลคติก (LAB) ที่แยกได้จากเปลือกกล้วย สามารถสร้างสาร

คล้ายแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคในอาหารที่สำคัญ คือ  Listeria monocytogenes สารออก
ฤทธิ์ดังกล่าวพบว่าเป็นสารโปรตีน เนื่องจากมีความไวต่อเอนไซม์ย่อยโปรตีน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้มุ่งเน้นที่จะศึกษา
สภาวะที่จำเป็นต่อการสร้างสารคล้ายแบคเทอริโอซินนี้ โดยผลการศึกษาพบว่าอาหารเลี้ยงเชื ้อที่ประกอบด้วย
น้ำตาลฟรุคโตส 2 % yeast extract 2 % KH2PO4 ความเข้มข้น 0.2 % และ Tween 80 ความเข้มข้น 0.2 % จะ
ส่งเสริมให้เกิดกิจกรรมการยับยั้งสูงสุด รวมทั้งอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม คือ 25-30 องศาเซลเซียส และ 6.5 
ตามลำดับ นอกจากนี้ขั้นตอนการทำ dialysis สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพพบว่าทำให้สารมีเข้มข้นเพิ่มขึ้น และเมื่อนำ
สารที่ผ่านการ dialysis มาทดสอบพบวา่กิจกรรมการยับยั้งเชื้อเพิ่มขึ้นเกือบ 2 เท่า สารนี้ยังทนต่อพีเอชในช่วงกว้าง
และทนอุณหภูมิสูงได้ ส่วนข้ันตอนการจุ่มผักกาดหอมสดลงในสารคล้ายแบคเทอริโอซินพบว่าสามารถลดปริมาณ L. 
monocytogenes ลงได้ 3.49±0.07 log CFU/g โดยที่กล่าวมาทั้งหมดนั้นเห็นได้ว่าสารคล้ายแบคเทอริโอซินนี้มี
ศักยภาพในการนำไปใช้เป็นสารถนอมอาหารทางชีวภาพกับผลิตภัณฑ์ผักและผลไม้สดได้ 

คำสำคัญ : Leuconostoc lactis; Listeria monocytogenes; สารคล้ายแบคเทอริโอซิน; แบคทีเรียแลคติก 

Abstract 
Leuconostoc lactis BAN1. 1,a lactic acid bacterium isolated from banana peel, produces 

bacteriocin- like substance which could inhibit the important foodborne pathogen; Listeria 
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monocytogenes.  The bioactive compound was sensitive to proteolytic enzyme, confirming its 
proteinaceous nature.  This research aim was to optimize the condition that was suitable for 
bacteriocin-like substance production. The results found that the growth medium consisted of 2% 
fructose, 2 % yeast extract, 0.2 % KH2PO4 and 0.2 % Tween 80, enhanced maximum antibacterial 
activity of bacteriocin-like substance, with the optimum temperature and pH as 25-30 oC and 6.5, 
respectively.  In addition, it was found that bioactive compound was concentrated and showed 
strong inhibitory increasing almost two times in the dialysis step.  This compound was stable over 
wide ranges of pH and high temperature.  The effect of soaking with bacteriocin- like substance 
solution on survival of L. monocytogenes was also evaluated in fresh lettuce. The results showed 
that this substance decreased L.  monocytogenes counts by 3. 49±0. 07 log CFU/ g.  These results 
revealed that the high potential of bacteriocin- like substance could be used as biopreservative in 
fresh fruit and vegetable products. 
 

Keywords: Leuconostoc lactis; Listeria monocytogenes; bacteriocin like substance; lactic acid bacteria 
 

1. บทนำ 
Listeria monocytogenes เป ็นแบคท ี เ รี ย   

แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญเพิ่มจำนวนที่
อุณหภูมิต่ำ [1] จัดเป็นแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ
ที ่ป ัญหาสำคัญทางสาธารณสุขโดยก่อให้เกิดโรค 
Listeriosis ในหญิงที ่กำลังต ั ้งครรภ์ เด็กเล็ก  และ
ผู้สูงอายุ แบคทีเรียนี้มักพบว่าปนเปื้อนมากับอาหารสด 
เนื้อสัตว์ ผักสด และผักพร้อมบริโภค โดยในปี ค.ศ. 
2011 พบการปนเปื้อนของเชื้อในแคนตาลูป ทำให้มีคน
เสียชีวิตราว 300 คน และในปี ค.ศ. 2015 และ 2016 
พบการปนเปื้อนของเชื้อในผักแช่แข็ง ผลไม้เปลือกแข็ง
และแอปเปิล [2] และเมื ่อเร็ว ๆ นี ้พบว่าโรคนี้เป็น
ปัญหาสำคัญของประเทศแอฟริกาใต้ ซึ่งการวิเคราะห์
ลำดับเบสบนจีโนมทั้งหมดของผู้ป่วยพบว่า 91 % เกิด
จาก L. monocytogenes Sequence Type 6 (ST6) 
ที่ติดมากับผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์แปรรูปพร้อมบริโภค [3]  

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เป็นเปปไทด์
หรือโปรตีนที่สังเคราะห์จากไรโบโซมและมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งแบคทีเรีย แต่ฤทธิ์ในการยับยั้งแคบและเป็นพิษ

กับแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกัน [4] ที่ผ่าน
มา 10 กว่าปี มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับแบคเทอริโอซิน
เพิ่มขึ้นและพบว่ามีแบคเทอริโอซินหลายชนิดที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งกว้างขึ ้น โดยเฉพาะที่สร้างขึ ้นจากกลุ่ม
แบคทีเรียแลคติก ปัจจุบันได้รับความสนใจมากขึ้น
โดยเฉพาะแบคเทอริโอซินที่ออกฤทธิ์ได้ที่อุณหภูมิสูง
และที่พีเอชช่วงกว้าง แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบ
ที่ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น และไม่มีรสชาติ สมบัติดังกล่าวทำให้
มีความเหมาะสมที่จะนำมาใช้เป็นสารถนอมอาหาร
ตามธรรมชาติ ปัจจุบันการนำแบคเทอริโอซินที่ผลิต
โดยแบคทีเรียแลคติกมาประยุกต์ใช้กับอาหารและ
ได้รับการยอบรับจากองค์การอาหารและยา (FDA) ว่า
สารดังกล่าวมีความปลอดภัยสามารถใส่ในอาหารของ
มนุษย์ (GRAS) [4,5] ขณะที ่การประยุกต์ใช้ในทาง
การแพทย์นั้น แบคเทอริโอซินถูกเสนอให้เป็นทางเลือก
หนึ่ง แบคเทอริโอซินแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ class I เป็น
แบคเทอริโอซินที่มีชื่อเรียกว่าแลนติไบโอติก  (lanti-
biotic) ได้แก่ nisin และ lactocin มวลโมเลกุลมีขนาด
เล็กกว่า 5 กิโลดาลตัน และทนความร้อนได้ class II 
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(non- lanthionine- containing bacteriocin) มี
น้ำหนักโมเลกุลน้อยกว่า 10 กิโลดาลตัน ทนความรอ้น 
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเหมือน class I ทำให้
แบ่งเป็นกลุ ่มย่อย ได้แก่ class IIa กลุ ่มเพดดิโอซิน 
(pediocin-like bacteriocin) ได ้แก่  pediocin PA1 
และ leucocin A ส่วนใหญ่เป็นแบคเทอริโอซินที่แยก
ได้จากผลิตภัณฑ์เนื ้อหมัก ผักหมัก และในทางเดิน
อาหารของคน ส่วน class IIb ได้แก่ แบคเทอริโอซินท่ี
มี 2 เปปไทด์ประกอบกัน เช่น plantaricin A และ 
enterocinX [5,6] และ class III เป็นแบคเทอริโอซินท่ี
มีโมเลกุลขนาดใหญ่กว่า 30 กิโลดาลตัน ไม่ทนความ
ร้อน ตัวอย่างของกลุ่มนี ้ เช่น helveticin J และ M, 
millericin B และ enterolysin A [7] แบคเทอริโอซิน
ที ่มีความซับซ้อน ประกอบด้วยโปรตีน ไขมัน และ
คาร์โบไฮเดรต ได้แก่ plantaricin และ lactocin 27 
ปัจจุบันแบคเทอริโอซินที่สามารถนำมาใช้เป็นสาร
ถนอมอาหารอย่างถูกกฏหมาย คือ นิซิน (nisin) ส่วน
ใหญ่ใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารประเภทนมพาสเจอร์ไรซ์
และผลิตภัณฑ์เนยแข็งโดยกำหนดให้ใช้ที่ความเข้มข้น 
3-12.5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และใช้ได้กับผลิตภัณฑ์ผัก
พร้อมบริโภคได้โดยจุ่มผักลงในสารละลายที่มีนิซิน ที่
ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม สามารถลด
ปร ิมาณ L.  monocytogenes ได ้มากกว ่า 2 log 
CFU/g โดยไม่ส่งผลต่อสมบัติทางประสาทสัมผัส [4,8] 
แบคเทอริโอซินที่สร้างโดยแบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่
จัดเป็นสารเมตาโบไลท์ปฐมภูมิที่สร้างขึ้นในช่วงกลาง
ของ log phase ของการเจริญ ดังนั ้นปริมาณของ    
แบคเทอริโอซินจึงมักขึ้นกับปริมาณชีวมวลที่เพิ ่มขึ้น 
อย่างไรก็ตาม การเพิ ่มประสิทธิภาพและปริมาณ
ผลผลิตของแบคเทอริโอซินที ่สร ้างโดยแบคทีเรีย      
แลคติกขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อและสภาพแวดล้อม 
ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน
และไนโตรเจน พีเอช อุณหภูม ิ สารลดแรงตึงผิว     

เป็นต้น การเพิ่มปริมาณผลผลิตของแบคเทอริโอซินที่
สร้างโดยแบคทีเรียแลคติกที่ผลิตในเชิงการค้า มักนิยม
เล ี ้ยงเช ื ้อในอาหาร ได ้แก ่  de Man, Rogosa and 
Sharpe ( MRS) , brain heart infusion ( BHI) , M17 
และ trypticase soy broth yeast extract (TSBYE) 
อาหารเลี้ยงเชื้อเหล่านี้จะไปส่งเสริมการเจริญและเพิ่ม
การสร้างแบคเทอริโอซิน ดังมีรายงานการวิจัยชี้ใหเ้ห็น
ว่าถ้าบ่มเชื้อที่อุณหภูมิและสภาพความเป็นกรดด่างที่
ต่ำกว่าระดับที่เชื ้อต้องการจะทำให้สร้างแบคเทอริ
โอซินได้มากขึ้น เชื้อจะสร้างแบคเทอริโอซินที่พีเอชต่ำ
กว่า 5 [9,10] นอกจากนี้เปปโตนจะส่งผลให้เชื้อเจริญ
ได้เร็ว เข้าสู่สภาวะ stationary phase ที่ 20 ชั่วโมง 
ทำให้สร้างแบคเทอริโอซินได้เพิ ่มขึ ้นและมีประสิทธิ  
ภาพ [11] ซึ่งที่กล่าวมาเห็นได้ว่าแบคเทอริโอซินเป็น
สารที่มีแนวโน้มที่จะนำมาใช้ร่วมกับสารถนอมอาหาร
หรือใช้แทนสารกันบูดที่เป็นสารเคมีและเป็นอันตราย
ต่อสุขภาพได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาสภาวะการเลี ้ยงเชื ้อที ่เหมาะสมต่อการเพิ่ม
ประส ิทธ ิภาพของสารออกฤทธ ิ ์ทางช ีวภาพจาก
แบคทีเรียแลคติกที่แยกได้จากผลไม้สด คือ Ln. lactis 
BAN1.1 ต่อการยับยั้ง L. monocytogenes รวมทั้ง
การทำให้เข้มข้นขึ้นด้วยการตกตะกอนและกำจัดเกลือ
ด้วยการ dialysis แล้วทดสอบกับผักกาดหอมสด เพื่อ
จะได้นำข้อมูลไปพัฒนาใช้เป็นสารถนอมอาหารทาง
ชีวภาพที่ใช้กับผลไม้ ผักสด และผักพร้อมบริโภคได้
อย่างเหมาะสมและปลอดภัย 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 Leuconostoc lactis BAN1.1 

Ln. lactis BAN1.1 เป็นสายพันธุ์ที่แยกได้
จากโครงการวิจัย เรื่อง ผลของสารถนอมอาหารทาง
ชีวภาพของแบคทีเรียแลคติกที่แยกจากผลไม้สด ผักสด 
และผักพร้อมบริโภคต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
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แบคทีเรียก่อโรค ซึ่งเก็บรักษาไว้ในอาหารเหลว MRS 
ผสมกลีเซอรอล 20 % ท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 

2.2 จุลินทรีย์ท่ีใช้เป็นเชื้อทดสอบ (indicator  
microorganism) 

Listeria monocytogenes DMST 1327 
เพาะเลี้ยงในอาหาร TSB 

2.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมบางประการ
ต่อการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

2.3.1 แหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
เพาะเลี้ยงเชื้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน

อาหารเหลว MRS ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ 
ความเข้มข้น 2 % ได้แก่ กลูโคส ฟรุคโตส มอลโตส 
แลคโตส แมนนิทอล และไซโลส โดยมีอาหาร MRS ที่
ใช้ในเชิงการค้าเป็นชุดควบคุม บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาหมุนเหวี่ยง
ที ่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที นำส่วนใสที ่ได้มาปรับพีเอชให้เป็น 6.5 และ
ป้องกันผลการยับยั ้งที ่จะเกิดจากไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์โดยการเติมเอนไซม์คะตะเลส ความเข้มข้น
สุดท้าย 200 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร นำไปกรองผ่าน
กระดาษกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร จะได้ 
cell free supernatant (CFS) จากนั้นหยอด CFS ลง
ในหลุมที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร ที่เจาะ
ไว้แล้วในจานเพาะเชื้อที่บรรจุอาหาร TSA ที่ได้เตรียม
เพาะเชื้อแบคทีเรียทดสอบอยู่ก่อนแล้ว หลุมละ 100 
ไมโครลิตร นำจานเพาะเชื้อดังกล่าวไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  ชั่วโมง ตรวจผลโดย
การวัดการเกิดบริเวณยบัยั้ง (inhibition zone) รอบ ๆ 
หลุม วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง (mm) และนำมาหา
ค่ากิจกรรมการยับยั ้งในรูปของ arbitary units per 
milliliter (AU/mL) โดยการใช้สูตรคำนวณดังนี้ [12-
14]  AU/mL = [diameter of the inhibition zone 
(mm) × 1,000] ÷ volume added in the well (µL) 

2.3.2 แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ 

โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือ Ln. lactis BAN 
1.1 ในอาหารเหลว MRS ที ่มีการเติมแหล่งอินทรีย์
ไนโตรเจนท่ีแตกต่างกัน คือ tryptone 20 กรัมต่อลิตร 
beef extract 20 กรัมต่อลิตร yeast extract 20 กรัม
ต่อลิตร tryptone : beef extract อัตราส่วน 12.5 : 
7.5 กรัมต่อลิตร tryptone : yeast extract อัตราส่วน 
12.5 : 7.5 กรัมต่อลิตร beef extract : yeast extract 
อ ัตราส ่วน  10 :  10 กร ัมต ่อล ิตร  tryptone :  beef 
extract : yeast extract อัตราส่วน 10 : 5 : 5 กรัมต่อ
ลิตร peptone 10 กรัมต่อลิตร โดยมีอาหาร MRS ที่
ใช้ในเชิงการค้าเป็นชุดควบคุม บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั ้นดำเนินการ
ทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.3.1 

2.3.3 ชนิดของบัพเฟอร์หรือแหล่งฟอสเฟต
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน
อาหารเหลว MRS ที่มีการเติม KH2PO4 และ K2HPO4 
ที่ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นดำเนินการ
ทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.3.1 

2.3.4 ชนิดของสารลดแรงตึงผิว 
เพาะเลี้ยงเชื้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน

อาหารเหลว MRS ที่มีการเติมชนิดของสารลดแรงตึง
ผิวที่แตกต่างกัน ปริมาณ 1 กรัมต่อลิตร คือ Triton   
X-100, Tween 20 และ ชุดควบคุม คือ Tween 80 
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
จากนั้นดำเนินการทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.3.1 

2.3.5 พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
เพาะเลี้ยงเชื้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน

อาหารเหลว MRS ที่มีการการปรับพีเอชเริ่มต้นก่อน
การเพาะเลี้ยงเช้ือให้ต่างกัน คือ 4.5, 5.0, 5.5 และ 6.5 
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และพีเอช 6.5 ให้เป็นชุดควบคุม บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นดำเนินการ
ทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.3.1 

2.3.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
เชื้อ 

เพาะเลี้ยงเชื้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน
อาหารเหลว MRS นำไปบ่มที่อุณหภูมิต่างกัน คือ 15, 
20, 25, 37 และ 45 องศาเซลเซียส โดยชุดควบคมุบ่ม
ที ่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั้น
ดำเนินการทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.3.1      

2.4 การตกตะกอนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

เพาะเลี ้ยงเชื ้อ Ln. lactis BAN 1.1 ใน
อาหารเหลว MRS ที ่ปร ับองค์ประกอบของอาหาร 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชของอาหารเลี้ยง
เชื้อให้เหมาะสม และบ่มที่อุณหภูมิที่ดีที่สุด ที่ได้จาก
การศึกษาข้อ 2.3 เพาะเลี ้ยงเป็นเวลา 24 ชั ่วโมง 
จากนั้นนำมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที นำ CFS มาตกตะกอนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเข้มข้นต่าง ๆ โดยเติมทีละ
น้อย อย่างช้า ๆ ขณะกวนด้วยเครื ่องกวนสาร ที่
อ ุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซ ียส โปรตีนจะตกตะกอน 
จากนั้นนำมาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที แยกส่วนตะกอนที ่ได้ 
ละลายตะกอนด้วย potassium phosphate buffer 
(pH 6.6) แล้วนำไปกำจัดเกลือแอมโมเนียมโดยการ 
dialysis ด้วยถุง dialysis ที่มี molecular weight cut 
off 3,500 ดาลตัน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส จากนั ้นนำสารที ่แยกได้มาทดสอบ
ประสิทธิภาพ โดยหยอดหลุมละ 50 ไมโครลิตร แล้วทำ
เช่นเดียวกับข้อ 2.3.1  

2.5 การศึกษาสมบัติบางประการของสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้จากข้อ 2.4    

2.5.1 ผลของอุณหภูมิต่อความคงทนของ
สาร 

นำสารที่แยกได้จากข้อ 2.4 ไปแช่ใน
อ่างน้ำร้อนที่อุณหภูมิ 60 และ 80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 และ 20 นาที จากนั้นนำมาทดสอบประสิทธิ 
ภาพโดยหยอดลงในหลุมที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 
มิลลิเมตร ที่เจาะไว้แล้วในจานเพาะเชื้อที่บรรจุอาหาร 
TSA ที ่ได้เตรียมเพาะแบคทีเรียทดสอบอยู่ก่อนแล้ว 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร นำจานเพาะเชื้อดังกล่าวไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  ชั่วโมง 
ตรวจผลโดยการวัดการเกิดบริเวณยับยั้ง ( inhibition 
zone) รอบ ๆ หลุม วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง (mm) 
และนำมาหาค่ากิจกรรมการยับยั้งในรูปของ arbitary 
units per milliliter (AU/mL)  

2.5.2 ผลของพีเอชต่อความคงทนของสาร 
สารที่แยกได้จากข้อ 2.4 ไปปรับพีเอช

เป็น 2, 5, 7, 9 และ 12 ด้วย HCl หรือ NaOH จากนั้น
ตั ้งทิ ้งไว้ที ่อุณภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ชั ่วโมง จึงนำมา
ทดสอบการยับยั ้งการเจริญของจุล ินทรีย ์ทดสอบ
เช่นเดียวกับข้อ 2.5.1 

2.5.3 ทดสอบความไวต่อเอนไซม์ย ่อย
โปรตีน (proteolytic enzyme) 

นำแบคเทอริโอซินที่แยกได้จากข้อ 2.4 
ท ี ่ปร ับสภาพพ ี เอชให ้ เป ็นกลางมาเต ิมเอนไซม์  
proteinase K , alpha chymotrypsin และ trypsin 
โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเอนไซม์เท่ากับ 1 มิลลิ 
กรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำสารทั้งที่เติมเอนไซม์และไม่
เติมเป็นชุดควบคุม มาบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จึงนำมาทดสอบการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย์ทดสอบเช่นเดียวกับข้อ 2.5.1   

2.6 การประเมินประสิทธิภาพของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากข้อ 2.4 ต่อการลดปริมาณ
เชื้อทดสอบ L. monocytogenes บนผักกาดหอมสด 



Thai Science and Technology Journal (TSTJ)                                                  Vol. 28 No. 12 December 2020 

 2278 

นำผักกาดหอมมาล้างด้วยน้ำสะอาด แล้ว
ตัดใบผักกาดหอมให้มีขนาด 2 × 2 ตารางเซ็นติเมตร 
นำไปแช่ในตู้เย็น เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วนำมาสร้าง
การปนเปื้อนด้วยเชื้อทดสอบ โดยการเพาะเลี้ยงเช้ือ
ทดสอบในอาหารเหลว TSB ปรับให้มีความเข้มข้นของ
เซลล์ประมาณ 10 6 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั ้นจุ่ม
ผักกาดหอมลงในสารแขวนลอยเชื้อ เป็นเวลา 30 นาที 
วางในถุงพลาสติกปลอดเชื้อที่อุณหภูมิตู้เย็น เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง เพื่อให้เชื้อทดสอบติดอยู่บนผิวผัก ต่อมาจุ่ม
ผักกาดหอมลงในสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากข้อ 
2.4 เป็นเวลา 5 นาที และ 30 นาที โดยชุดควบคุมให้
จุ่มลงในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นผึ่งผักกาดหอมให้
สะเด็ดน้ำบนภาชนะปลอดเชื้อ เก็บตัวอย่างผักดังกล่าว
ลงในถุงพลาสติกชนิดระบายอากาศแบบปลอดเชื้อที่
อุณหภูมิตู้เย็น เป็นเวลา 7 วัน แล้วสุ่มเก็บตัวอย่างผัก
ในวันท่ี 0, 3, 5 และ 7 วัน นำมาวิเคราะห์ปริมาณเชื้อ  

2.7 การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 
นำผลการทดลองมาวิเคราะห์ค่าความ

แปรปรวน (analysis of variance) ตามวิธีการ CRD 
แบบจำนวนซ้ำเท่ากัน และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s multiple range test 
(DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 %   
 

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
3.1 สภาวะที่เหมาะสมบางประการต่อการ

สร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
สารแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคทีเรีย 

แลคติกนั้นมีสมบัติที่เหมาะสมต่อการนำมาใช้เป็นสาร
ถนอมอาหาร เพราะว่าเป็นสารที่ผลิตได้ง่าย ไม่เป็นพิษ
ต่อมนุษย์ มีความคงทนต่อพีเอชเป็นกรด นอกจากนี้  
แบคเทอริโอซินหลาย ๆ ชนิด ยังคงมีประสิทธิภาพเมื่อ
นำมาใช้กับอาหารหลายรูปแบบ เช่น อาหารที่ต้องผ่าน
อุณหภูมิสูง อาหารที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่ำ อาหาร

แช่แข็งหรืออาหารแห้งได้นานหลายเดือน โดยทั่วไป
แบคทีเรียแลคติกจะสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ใน
อาหารเลี ้ยงเชื ้อหลายชนิด ได้แก่ MRS, TGE, BHI, 
TSB,  TSBYE เป็นต้น และปัจจัยแวดล้อมที่ส่งผลต่อ
การสร้างแบคเทอริโอซิน ได้แก่ สภาพการบ่มในที่มี
หรือไม่มีออกซิเจน พีเอช อุณหภูมิ และระยะการเจริญ 
[15,16] นอกจากน้ียังมีรายงานว่าปัจจัยที่เหมาะสมต่อ
การเจริญของเชื ้ออาจไม่ใช่ปัจจัยที่เหมาะสมต่อการ
เพิ่มปริมาณแบคเทอริโอซิน ดังนั้นการศึกษาปัจจัยที่
เหมาะสมต่อการสร้างแบคเทอริโอซินจึงเป็นสิ่งจำเป็น 
[15,17,18] 

3.1.1 ผลของแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

เมื่อเปรียบเทียบผลของอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน พบว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
น้ำตาลฟรุคโตสและกลูโคส เชื ้อสามารถสร้างสาร
ออกมายับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes แต่
ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยยะสำคัญทางสถิติที่ระดับ 
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (อาหาร MRS 
สูตรทางการค้า) โดยมีค ่าก ิจกรรมการยับย ั ้งเช้ือ 
163.3±0.75 และ 153.7±0.57 AU/mL ตามลำดับ 
ส่วนชุดควบคุมมีค่ากิจกรรมการยับยั้งเช้ือ 160.0±0.01 
AU/mL (รูปที่ 1) ทั้งนี้น้ำตาลทั้ง 2 ชนิด เป็นน้ำตาล
โมเลกุลเดี ่ยว จุลินทรีย์นำมาใช้เพื่อการเจริญได้ง่าย 
และเมื ่อเลี ้ยงเชื ้อในอาหารที ่มีน ้ำตาลซูโครสและ    
มอลโตสพบว่ามีค่ากิจกรรมการยับยั้งเช้ือ 151.3±0.30 
และ 149±0.3 AU/mL ตามลำดับ โดยแตกต่างกัน
อย่างมีนัยยะสำคัญทางสถิติเมื ่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม ขณะที ่เม ื ่อเลี ้ยงเชื ้อในอาหารที ่ม ีน้ำตาล    
แลคโตส แมนนิทอล และไซโลส ซึ ่งเป็นน้ำตาลที่
จุลินทรีย์บางชนิดใช้ได้ดี ขณะที่ Ln. lactis BAN1.1 
ไม่สามารถเจริญอย่างสมบูรณ ์จึงส่งผลให้ประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อต่ำลง ทั้งนี ้แสดงให้เห็นว่าชนิดและ
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ปริมาณของแหล่งคาร์บอนและปริมาณของแหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารเลี ้ยงเชื ้อจะมีผลต่อปริมาณของ  
แบคเทอริโอซินที่เชื้อสร้างขึ้น และถ้าชีวมวลของเช้ือ
เพิ่มขึ้นก็อาจส่งให้เชื้อผลิตแบคเทอริโอซินได้มากขึ้น
ด้วย [10,15] ซึ ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ 
Drosinos และคณะ [19] ที่ศึกษาจลศาสตร์การเจริญ
และการผลิตแบคเทอรโิอซินของ Ln. mesenteriodes 
E131 พบว่าเมื ่อเปรียบเทียบการย่อยสลายน้ำตาล
กลูโคสและฟรุคโตสภายใต้สภาพการเลี ้ยงเช ื ้อที่
อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม เชื้อสามารถใช้น้ำตาล 
ฟรุคโตสเป็นแหล่งพลังงานดีกว่าการใช้กลูโคส ซึ่งเป็น
ผลให้ผลิตแบคเทอริโอซินออกมาได้มากกว่าด้วย และ
กรณีที่เลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคส เชื้อสร้างกรดแลคติก 
ออกมาในปริมาณที่สูงกว่าเมื่อเลี้ยงในน้ำตาลฟรุคโตส 
โดยกรดแลคติกนั้นมีผลเสียโดยตรงต่อการเจริญของ
เซลล์ 
 

 
 

Figure 1 Effect of carbon sources on anti-
bacterial activity against L. 
monocytogenes.  Values are means 
of three replications and error bars 
indicate the mean standard 
deviation.  Different small letters 
indicate statistically significant 
difference (p < 0.05).  

 
3.1.2 ผลของแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจนใน

อาหารเลี้ยงเช้ือ 

เม ื ่อเล ี ้ยงเช ื ้อในอาหารท ี ่ม ีแหล่ง
ไนโตรเจนต่างกัน 8 แบบ จะพบว่ามีค่ากิจกรรมการ
ยับยั้งที ่ต่างกันอย่างมีนัยยะสำคัญทางสถิติที ่ระดับ     
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (อาหาร MRS 
สูตรทางการค้า) โดยพบว่า yeast extract 20 กรัม/
ล ิตร จะให ้ผลด ีท ี ่ส ุด รองลงม  าค ือ อาหารที ่มี  
tryptone :yeast extract และอาหารที่มี tryptone : 
beef extract : yeast extract ในอัตราส่วน 10 : 5 : 5 
กรัมต่อลิตร จะส่งเสริมให้ Ln. lactis BAN1.1 สร้าง
สารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพย ับยั ้ งการเจร ิญของ L. 
monocytogenes ได้ดี โดยวัดค่ากิจกรรมการยับยั้ง
เชื ้อได้ 147±0.46, 145.7±0.15 และ 142.3±0.25 
AU/mL ตามลำดับ (รูปที่ 2) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม คือ การเลี้ยงในอาหาร MRS สูตรทางการค้าที่
ประกอบด้วย peptone, beef extract และ yeast 
extract อัตราส่วน 10 : 10 : 5 กรัม/ลิตร มีค่าการยับยั้ง
เชื้ออยู่ท่ี 160±0.01 AU/mL ผลการทดลองสอดคล้อง
กับรายงานการวิจัยของ Jana และคณะ [20] ที่ศึกษา
ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและปัจจัยอื่นที่มีผลต่อการผลิต
แบคเทอริโอซิน พบว่า yeast extract 1.5 % ส่งผลให้
เชื้อผลิตแบคเทอริโอซินได้ดีขึ้น (3,200 AU/mL) และ 
beef extract 1.5 % ผลิตแบคเทอริโอซินได้ต่ำสุด 
(600 AU/mL) ส่วนรายงานการวิจัยของ Todorov 
และ Dicks [21] พบว่า L. pentosus ST151BR เมื่อ
เลี้ยงในอาหารที่มี tryptone หรือ tryptone : meat 
extract จะกระตุ้นการสร้างแบคเทอริโอซิน ขณะที่
กิจกรรมของแบคเทอริโอซินจะต่ำลงเมื ่อเลี ้ยงใน
อาหารที่มี meat extract, yeast extract, tryptone 
: yeast extract, beef extract : yeast extract หรือ 
tryptone : beef extract : yeast extract และต่าง
จากรายงานการวิจัยของ Hartayanie และคณะ [22] 
ที่พบว่ากิจกรรมการยับยั้งของ bacteriocin C19 จะ
เก ิดได ้ด ี เม ื ่อ เล ี ้ยงในอาหารท ี ่ม ี  tryptone เป็น
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องค ์ประกอบมากกว ่าท ี ่ม ี  yeast extract ขณะที่  
bacteriocin C29 กิจกรรมการยับยั้งจะเกิดได้ดีเมื่อ
เลี ้ยงในอาหารที่มี yeast extract เป็นองค์ประกอบ 
และ bacteriocin D44 จะสามารถยับยั้งการเจริญของ                   
L. monocytogenes ได ้ด ี เม ื ่อเล ี ้ยงในอาหารที ่มี  
yeast extract 2 % โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั้ง 3,179 
AU/mL ซึ่งเห็นได้ว่า tryptone และ yeast extract 
จะส่งเสริมการเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซิน 
โดยทั่วไปความต้องการกรดอะมิโนของเชื้อ LAB จะ
ต่างกันไป ขึ้นกับสายพันธุ์ของเชื้อ กรดอะมิโนจะได้มา
จากแหล่งของไนโตรเจนในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ ได้แก่ 
papain- digested skim milk, yeast extract, 
tryptone (trypsine- treated casein), soy 
peptones, peptones of animal origin, beef 
extract, corn steep liquor, liver extracts แ ล ะ 
whey protein hydrolysates เป็นต้น อย่างไรก็ตาม  
peptone, beef extract แ ล ะ  yeast extract เ ป็ น
ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ LAB และมีผลดีต่อ
การเจริญของเชื้อ มีรายงานการศึกษาเพิ่มเติมพบว่า 
การเติม beef extract ร่วมกับ casitone แทน yeast 
extract จะทำให้เช้ือมีการเจริญลดลง และยังพบอีกว่า 
ก า ร เ ต ิ ม  beef extract หร ื อ  malt extract ล ง ไป
แทนที่ yeast extract ในปริมาณครึ่งส่วน จะส่งผลให้
การผลิตแบคเทอริโอซินของ L. sakei CCUG 42687 
ลดลง นอกจากนี้ yeast extract, beef extract และ 
peptone ยังเป็นแหล่งของวิตามินและเกลือแร่อีกด้วย 
[19-21] และรายงานของ Barbosa และคณะ [23] 
กล ่าวว ่า Lactococcus lactis subsp. lactis A164 
ผลิตแบคเทอริโอซินได้ดีเมื่อเลี้ยงในอาหาร M17 ที่มี 
yeast extract เป็นองค์ประกอบ แต่ขณะที ่ yeast 
extract จะไปลดอัตราการเจริญของเชื ้อ เนื ่องจาก 
yeast extract จะสัมพันธ์กับการเพิ่มปริมาณแร่ธาตุ 
ว ิตามินและกรดอะมิโน เช่น serine, cystein และ 

threonine โดยกรดอะมิโนเหล่านี้จะทำหน้าที่เป็นสาร
ตั ้งต้นในการสังเคราะห์แบคเทอริโอซิน แต่ในทาง
ตรงกันข้าม การเติม yeast extract และ peptone 
ในปริมาณที่มากเกินไป (มากกว่า 12 กรัมต่อลิตร) จะ
ส่งผลให้เชื ้อเจริญได้น้อยลง และการเพิ ่มปริมาณ 
tryptone จาก 0.25 เป็น 5 กรัมต่อลิตร ก็ไม่ส่งผลให้
เชื้อมีการเจริญเพิ่มขึ้น ดังนั้นที่สำคัญ คือ ปริมาณของ 
yeast extract, beef extract แ ล ะ  peptone ใ น
อาหารเลี้ยงเชื้อจะต้องมีปริมาณที่เหมาะสมและสมดุล
กัน จึงจะทำให้เชื ้อ LAB เจริญได้ดีและมีการผลิต     
แบคเทอริโอซินได้มากขึ้น [20-22,24] 
 

 
 

Figure 2 Effect of nitrogen sources on anti-
bacterial activity against L. 
Monocytogenes.  Values are means 
of three replications and error bars 
indicate the mean standard 
deviation.  Different small letters 
indicate statistically significant 
difference (p < 0.05).  

 
3. 1. 3 ผ ล ขอ งก า ร เ ต ิ ม  KH2PO4 และ 

K2HPO4 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
อาหารที่มี KH2PO4 เป็นองค์ประกอบ 

จะให้ผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบได้ดีกว่าใน
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อาหารที่มี K2HPO4 (ชุดควบคุม) โดยมีค่ากิจกรรมการ
ยับยั้งเชื้อ 157.6±7.5 และ 135.0±2.0 AU/mL ตาม 
ลำดับและแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 
p < 0.05 ผลการทดลองจะพบว่า KH2PO4 จะสนับสนุน
การเจริญและการผลิตแบคเทอริโอซินได้มากกว่าที่มี
การเติม K2HPO4 โดย KH2PO4  เป็นเกลือฟอสเฟตที่
ละลายน้ำได้ดี นอกจากจะทำหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์แล้ว
ยังเป็นแหล่งของฟอตเฟสให้กับเชื้อด้วย เมื่อเติมลงไป
ในอาหารจะทำให้อาหารมีพีเอชน้อยกว่า 6.8 ซึ ่งจะ
เหมาะกับการเจริญและการสร้างแบคเทอริโอซินของ
เชื้อ ขณะที่ K2HPO4 ซึ่งเป็นเกลือฟอสเฟตที่ละลายน้ำ
ได้ดีเช่นกัน เมื่อเติมลงไปในอาหารจะทำให้อาหารมี    
พีเอชค่อนข้างเป็นด่าง ไม่ค่อยเหมาะสมต่อการเจริญ
ของเชื้อ LAB อย่างไรก็ตาม ในอาหาร MRS หรือ M17 
ที ่ เป ็นส ูตรในเชิงการค้า จะมีการเต ิม  disodium 
phosphate (Na2HPO4)  และ ammonium citrate 
(NH4C6H5O7) ลงไป เพื่อรักษาระดับพีเอชระหว่างการ
เพาะเลี ้ยง เนื ่องจากเชื ้อ LAB ที่กำลังเจริญจะมีการ
สร้างกรดโดยเฉพาะกรดแลคติกเพิ่มมากขึ ้น ทำให้
อาหารเลี้ยงเชื้อมีความเป็นกรดสูงขึ้น จึงส่งผลให้เช้ือ
เจริญได้ช้าลงหรือไปยับยั้งการเจริญของเชื้อ [25] 

3.1.4 ผลของชนิดของสารลดแรงตึงผิว 
เมื่อเปรียบเทียบชนิดของสารลดแรงตึง

ผิว พบว่าในอาหารที่มีการเติม Tween 20 ให้ผลการ
ยับยั้งเชื้อได้ไม่แตกต่างจากอาหารที่มีการเติม Tween 
80 (ชุดควบคุม) ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวที่ใช้ในอาหาร 
MRS ที่ใช้ในเชิงการค้า โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 
148.3±5.0 และ 155.0±5.0 AU/mL ตามลำดับ 
ขณะที ่  Triton X-100 มีค ่าก ิจกรรมการยับยั ้งเช้ือ 
135.0±5.0 AU/mL โดยแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติที ่ระดับ p < 0.05 ผลการทดลองสอดคล้องกับ
รายงานการวิจัยของ Jana และคณะ [20] ที่ได้ศึกษา
ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อและปัจจัยอื่นที่มีผลต่อการผลิต

แบคเทอริโอซิน พบว่า Tween 80 เข้มข้น 0.2 % จะ
ส่งผลให้เชื ้อผลิตแบคเทอริโอซินได้ด ีข ึ ้น (3,200 
AU/mL) และ Tween 40 เข ้มข ้น 0.05 %  ผลิต     
แบคเทอริโอซินได้ต่ำสุด (600 AU/mL) โดย Tween 
80 เป็นสารประเภทที่ไม่แตกตัวเป็นอิออนเมื่ออยู่ในน้ำ 
[26] ประกอบด้วยกรดโอเลอิก (oleic acid) ซึ ่งเป็น
ปัจจัยการเจริญที่สำคัญของเชื ้อ LAB หลาย ๆ สาย
พันธุ ์ การเติม Tween 80 ลงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อจะ   
ทำให้กรดโอเลอิกผ่านเข้าสู่เมมเบรนและเปลี่ยนรูปเป็น 
cyclopropane fatty acid ซึ่งกรดไขมันนี้จะส่งผลให้
เชื ้อทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น ที่     
พีเอชเป็นกรดสูง ๆ หรือท่ีมีออกซิเจนมาก และเมื่อเช้ือ
เจริญได้ดีก็จะสามารถสร้างแบคเทอริโอซินมากขึ้นด้วย 
ดังรายงานการศึกษาพบว่า Tween 80 จะส่งเสริมการ
ผลิต enterocin 1146 และ lactocin D โดยทั่วไปการ
ลดปริมาณ Tween 80 ในอาหารเลี้ยงเชื้อลงต่ำกว่า 1 
มิลลิลิตรต่อลิตร จะส่งผลให้การเจริญของ LAB ลดลง
ด้วยเช่นกัน [19] 

3.1.5 ผลของพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยง
เชื้อ 

เมื ่อเปรียบเทียบผลของพีเอชเริ ่มต้น
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า Ln. lactis BAN1.1 สร้าง
สารออกฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
ได้ดีที่พีเอชเริ่มต้น 4.5, 5 และ 5.5 โดยมีค่ากิจกรรม
การยับยั้งแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ    
p < 0.05 เมื ่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ เลี ้ยงที่    
พีเอชเร ิ ่มต้น 6.5 โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั ้งเช้ือ 
143±11.5 AU/mL ส่วนที่พีเอชเริ่มต้น 5 และ 5.5 มี
ค่ากิจกรรมการยับยั ้งเชื ้อ 130±0.1 และ 127±5.8 
AU/mL ตามลำดับ (รูปที่ 3) ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อนั้นอาจไม่
สัมพันธ์กับพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตแบคเทอริโอซนิ 
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปรับสภาพพีเอชเป็นกลางหรือค่อนมา
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ทางกรดเล็กน้อยจะเหมาะสมต่อการผลิตสารแบคเทอริ
โอซิน โดยมีพีเอชประมาณ 5.0-6.5 [11,15,16]. ดัง
รายงานการวิจัยของ Jana และคณะ [20] พบว่าที่พี
เอชเริ่มต้น 6.8 และ 5.5 เชื้อ LAB ผลิตแบคเทอริโอซนิ
ได้ดี โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั้งเช้ือ 3,200 และ 2,600 
AU/mL ตามลำดับ และที่พีเอช 10.5 ก็ยังคงพบว่ามี
การสร้างแบคเทอริโอซิน โดยวัดค่ากิจกรรมการยับยั้ง
ได้ 2,000 AU/mL และที่พีเอช 12.5 ซึ่งอาหารเลี้ยง
เชื ้อจะมีสภาพเป็นด่าง ส่งผลต่อการผลิตแบคเทอริ
โอซินได้ลดลงด้วย [27,28] 
 

 
 

Figure 3 Effect of initial pH of growth medium 
on antibacterial activity against L. 
monocytogenes. Values are means of 
three replications and error bars 
indicate the mean standard deviation. 
Different small letters indicate 
statistically significant difference       
(p < 0.05). 

 
3.1.6 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมของการ

บ่มเช้ือ 
เมื่อพิจารณาผลของอุณภูมิที่เหมาะสม

ต่อการเจริญและการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
พบว่าอุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส ให้ผลการยับยั้ง
เชื้อได้ใกล้เคียงกันเมื่อเปรียบเทียบชุดควบคุม (รูปที่ 4) 

โดยมีค่ากิจกรรมการยับยั้งเชื้อทดสอบที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส 150±10.0 AU/mL ชุดควบคุมมีค่า
กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 143.3±26.4 AU/mL ขณะที่
บ่มที ่อุณหภูมิ 20, 30 และ 37 องศาเซลเซียส เช้ือ
สามารถสร้างสารออกฤทธิ์ที่มีประสิทธิภาพใกล้เคียง
กับที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แสดงให้เห็นว่าเช้ือ
สร้างสารดังกล่าวได้ดีที่อุณหภูมิช่วงกว้าง คือ 20-37 
องศาเซลเซ ียส ส ่วนอ ุณหภูม ิท ี ่ ไม ่ เหมาะสม คือ 
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เชื้อเจริญได้น้อย ส่วนที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เช้ือไม่สามารถเจริญ ทำให้
ไม่สามารถวัดกิจกรรมการยับยั้ง (รูปที่ 4) มีรายงาน
การศึกษาพบว่า Leuconostoc sp. J2 สามารถสร้าง
แบคเทอริโอซินสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และแบคเทอริโอซินจะลดลงที ่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส [29] และรายงานของ Thakul และ Roy 
[30] ที่ศึกษาประสิทธิภาพของ leuconocin ซึ่งเป็น
แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย Ln. lactis ที่แยกได้จากน้ำ
นมวัวดิบ พบว่าเชื ้อดังกล่าวจะสร้างสารแบคเทอริ
โอซินชนิดนี ้ได้ปริมาณสูงสุดที ่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส ขณะที่อุณหภูมิที่ส่งเสริมการเจริญ คือ 25 
และ 28 องศาเซลเซียส 

ขณะที่  Ln.  carnosum LA44 ผลิต 
carnosin ได้ดีที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 
และ Ln. mesenteroides E131 เจริญได้ดีและผลิต
แบคเทอริโอซินได้มากที่อุณหภูมิ 25 องศาสเซลเซียส 
[19] อย่างไรก็ตาม พบว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการบ่มเช้ือ 
แต่ละสายพันธุ์จะส่งผลต่อการเจริญและประสิทธิภาพ
การสร้างแบคเทอริโอซิน [16,28] 

ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตแบคเทอริโอซิน กล่าวคือ แบคทีเรียแลคติกเป็น
แบคทีเรียที่ต้องการสารอาหารที่สมบูรณ์เพื่อส่งเสริม
การเจริญ แต่ขณะที่การสร้างแบคเทอริโอซินจะลดลง
ถ้าสภาพแวดล้อมสมบูรณ์เกินไป ซึ ่งเป็นกลไกตาม
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ธรรมชาติของจุลินทรีย์ที่ต้องเจริญแข่งขันกับจุลินทรีย์
อ ื ่น  ๆ จ ึงส ่ งผลให ้อ ัตราการเจร ิญและการผลิต               
แบคเทอริโอซินไม่จำเป็นต้องแปรผันตาม ดังเช่น
รายงานของ Barbosa และคณะ [24] กล่าวว่าปริมาณ
แบคเทอริโอซินจะสูงก็ต่อเมื่อเลี้ยงเช้ือท่ีอุณหภูมิ พีเอช
และปริมาณสารอาหาร ที่ต่ำกว่าที่เชื้อต้องการเพื่อการ
เจริญ และที่สำคัญชนิดและความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารเลี ้ยงเช ื ้อก ็ส ่งผลต่อการผลิต       
แบคเทอริโอซินด้วยเช่นกัน [21] 
 

 
 

Figure 4 Effect of temperature for incubation 
on antibacterial activity against L. 
monocytogenes. Values are means of 
three replications and error bars 
indicate the mean standard deviation. 
Different small letters indicate 
statistically significant difference       
(p < 0.05).  

 
3.2 ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินที่ผ่าน

การตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
เม ื ่อ เพาะเช ื ้อ Ln.  lactis BAN 1.1 ใน

อาหารเหลว MRS ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ที่ปรับ   
พีเอชเริ่มต้น 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั ่วโมง นำ CFS มาตกตะกอนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต และทำให้เข้มข้นขึ้นโดยผ่านการ 
dialysis และนำมาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง L. 

monocytogenes ผลการทดลองพบว่ากิจกรรมการ
ยับยั้งเช้ือทดสอบหลังจากตกตะกอนท่ีความเข้มข้น 60 
% ให้ผลการยับยั้งดีที่สุด โดยวัดกิจกรรมการยับยั้งได้  
516.6±7.6 AU/mL เมื ่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
คือ CFS ที่ไม่ผ่านการตกตะกอน ซึ่งมีค่ากิจกรรมการ
ยับยั้ง 316.0±2.8 AU/mL พบว่ามีค่าแตกต่างกันอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับระดับ p < 0.05 (รูปที่ 5) 
โดยพบกิจกรรมการยับยั้งเพิ ่มขึ ้นเกือบ 2 เท่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับขั้นตอนที่ยังไม่ตกตะกอน ส่วนสาร 
ละลายนอกถุง dialysis ไม ่พบกิจกรรมการยับยั้ง
เกิดขึ้น อย่างไรก็ตาม ไม่ได้มีการศึกษาขนาดโมเลกุล
ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนี้ แต่รายงานการศึกษา
ขนาดโมเลก ุลของแบคเทอร ิ โอซ ินท ี ่ สร ้ างโดย 
Leuconostoc sp. ซึ่งส่วนใหญ่มีขนาดเล็กไม่เกิน 10 
กิโลดาลตัน และสามารถยับยั ้งการเจร ิญของ L. 
monocytogenes ที ่พีเอชช่วงกว้างและแบคเทอริ
โอซินนี้ทนอุณหภูมิได้ดี ซึ่งเป็นคุณลักษณะของ class 
II bacteriocin เช่น แบคเทอริโอซินที ่สร้างโดย Ln. 
lactis SD501 มีขนาดโมเลกุลประมาณ 7 กิโลดาลตัน 
[24] leuconocin J ที่สร้างโดย Leuconostoc sp. J2 
มีขนาดโมเลกุลประมาณ 2.5-3.5 กิโลดาลตัน [29]                                    
Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides FR52 
ผล ิตแบคเทอริโอซิน mesenterosin 52A ที ่ขนาด
โมเลก ุลประมาณ 3.5 ก ิ โลดาลต ัน ขณะท ี ่  Ln. 
mesenteroides strain 406 ผลิตแบคเทอริโอซินที่
ขนาดโมเลกุล 3.3 กิโลดาลตัน นอกจากนี ้ยังพบว่า     
พีเอชนั ้นมีบทบาทที ่สำคัญต่อการดูดซับแบคเทอริ
โอซินไว้ที่ผิวเซลล์ โดยจะดูดซับไว้ได้ที่พีเอช 5.0-6.0 
และการตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ นั้นเป็นผลให้แบคเทอริโอซินหลุด
ออกมาจากผิวเซลล์ได้ [20,30-32] และจะถูกปล่อย
ออกมาอยู่ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อโดยอาศัยสมบัติการไม่
ชอบน้ำของแบคเทอริโอซิน (hydrophobicity) และ
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การเป็นสารที่มีประจุทำให้ถูกปล่อยออกมาจากเซล์ 
[33] 
 

 
 

Figure 5 Partial purification of bacteriocin by 
ammonium sulphate precipitation. 
Values are means of three 
replications and error bars indicate 
the mean standard deviation. 
Different small letters indicate 
statistically significant difference      
(p < 0.05).  

 
3.3 ผลการศึกษาสมบัติบางประการของสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกได้จากการทำ dialysis  
แบคเทอริโอซินนำมาประยุกต์ใช้เป็นสาร

ถนอมอาหารกันอย่างกว้างขวาง เนื ่องจากมีความ
ปลอดภัยต่อมนุษย์  และไม่ส ่งผลต่อคุณภาพด้าน
ประสาทสัมผ ัสและคุณค่าทางอาหาร จ ึงจ ัดเป็น
ทางเลือกหนึ ่งเพื ่อทดแทนการใช้สารเคมีกันบูดใน
อุตสาหกรรมอาหาร อย่างไรก็ตาม การสังเคราะห์    
แบคเทอริโอซินโดยจุล ินทรีย ์หลากหลายสายพันธุ์ 
ขึ้นกับ องค์ประกอบของอาหารและสภาวะแวดล้อม
ของการเพาะเลี้ยง เช่น พีเอชและอุณหภูมิ ซึ่งปัจจัย
เหล่านี้ส่งผลต่อต้นทุนการผลิตแบคเทอริโอซินในระดับ
อุตสาหกรรม [34] นอกจากน้ีการนำมาใช้ในเชิงการค้า
เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด แบคเทอริโอซินยังต้องมี

สมบัติที่เหมาะสมต่อการนำมาใช้เป็นสารถนอมอาหาร
อีกด้วย ได้แก่ ความคงตัวท่ีอุณหภูมิต่ำหรืออุณหภูมิสูง 
เพื่อจะได้นำไปปรับใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารที่ต้องผ่าน
ความร้อนหรือแช่เย็น การคงตัวที่พีเอชช่วงกว้างจะ  
ทำให้นำไปประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมอาหารหมักหรือ
ใช้เป็นหัวเชื้อร่วมในผลิตภัณฑ์นมหมัก เป็นต้น [35,37] 

3.3.1 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของ
สาร 

การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคง
ตัวของสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที ่แยกได้จากการ 
dialysis พบว่าสามารถทนอุณหภูมิในช่วงกว้าง โดยที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที ยังคงมีค่า
กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 353.3±10.6 AU/mL ส่วนชุด
ควบค ุมมีค ่าก ิจกรรมการย ับย ั ้ งเช ื ้อ 516.6±7.6 
AU/mL (รูปที่ 6) ค่ากิจกรรมการยับยั้งเชื้อทดสอบจะ
ลดลงเมื่อสัมผัสกับอุณหภูมิสูงขึ้นและระยะเวลานาน
ขึ ้น นอกจากนี ้ย ังพบว่าสารดังกล ่าวสามารถทน
อุณหภูมิสูง 100 oC เป็นเวลา 10 นาที (ไม่ได้แสดง
ข้อมูล) แต่สารออกฤทธ์ิจะไม่สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ
เมื่อสัมผัสความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 
นาที มีรายงานการศึกษาว่าแบคเทอริโอซินที่สร้างโดย
เชื้อ LAB ที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาหาร สามารถทน
อุณหภูมิที่ระดับต่างกัน การที่ทนอุณหภูมิสูงได้นั ้นจะ
ให้ผลดีต่อการนำไปประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารที่
ต้องผ่านกระบวนการให้ความร้อนระดับพาสเจอร์ไรซ์ 
[36] 

3.3.2 ผลของพีเอชต่อความคงตัวของสาร 
เมื่อเปรียบเทียบผลความคงตัวของสาร

ออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแยกได้จากการ dialysis ที่พีเอช
ต่าง ๆ พบว่ากิจกรรมการยับยั้งเช้ือทดสอบท่ีให้ผลดี ที่
พีเอช 5-7 โดยที่พีเอช 7 มีค่ากิจกรรมการยับยั้งไม่
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที ่ระดับ p < 0.05 
เมื ่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่พีเอช 6.5 โดยมีค่า
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กิจกรรมการยับยั้งเชื้อ 476.6±12.5 และ 516.6±7.6 
AU/mL ตามลำดับ (รูปที่ 7) จากนั้นกิจกรรมการยับยัง้
เชื ้อทดสอบจะลดลงที่พีเอช 2, 9 และ 12 รายงาน
การศึกษาพบว่าแบคเทอริโอซินที่สร้างโดยเชื ้อ LAB 
หลาย ๆ สายพันธุ์  โดยส่วนใหญ่จะสามารถทนต่อ
สภาพพีเอชที่เป็นกรดและกลาง ซึ่งนำมาประยุกต์ใช้
กับผลิตภัณฑ์อาหารหมักได้ดี [36,37,42] 
 

 
 

Figure 6 Effect of temperature treatment on 
stability of bacteriocin.  control 
means unheated bacteriocin.  Values 
are means of three replications and 
error bars indicate the mean 
standard deviation.  Different small 
letters indicate statistically significant 
difference (p < 0.05).   

 
3.3.3 ผลของเอนไซม์ต่อความคงตัวของ

สาร 
การศึกษาผลของเอนไซม์ต่อความคง

ตัวของสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที ่แยกได้จากการ 
dialysis โ ด ย เ ต ิ ม เ อน ไซม ์ ย ่ อ ย โปรต ี น  ไ ด ้ แก่  
proteinase K , alpha chymotrypsin และ trypsin 
จากนั ้นนำมาทดสอบการยับยั ้งการเจริญของเช้ือ
ทดสอบ L. monocytogenes ด้วยวิธี well diffusion 
assay ผลการทดลองพบว่าสารดังกล่าวมีความไวต่อ
เอนไซม์ย่อยโปรตีนทั้ง 3 ชนิด (ตารางที่ 1) โดยทั่วไป

สารแบคเทอริโอซินเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที ่มี
โครงสร้างเป็นสารประกอบโปรตีนที่สร้างขึ้นโดยเช้ือ
กลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก เช่น lactic acid bacteria 
หรือ propionibacteria ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์
แคบ (narrow spectrum) ส ่วนใหญ่ย ับย ั ้งเฉพาะ
แบคทีเรียกลุ่มใกล้เคียงกัน เช่น lactobacilli ดังนั้น
การตรวจคัดกรองกิจกรรมทางชีววิทยาของแบคเทอริ
โอซินเบื้องต้น จึงมักใช้เอนไซม์โปรติเอสมาทดสอบเพื่อ
ยืนยันสมบัติของสารแบคเทอริโอซิน ซึ ่งเอนไซม์
ดังกล่าวสามารถทำให้โครงสร้างของแบคเทอริโอซิน
เสียสภาพชั่วคราว Faye และคณะ [38] ได้ศึกษาผล
ของเอนไซม์โปรติเอสต่อประสิทธิภาพของแบคเทอริ  
โอซินที่ผลิตโดย Propionibacterium jensenii ด้วย
วิธี colony assay โดยการเติมเอนไซม์โปรติเอส ได้แก่ 
proteinase K, pronase, chymotrypsin และ rennet 
ลงในจานอาหารวุ้นที่ไม่มีการเติม P. jensenii ลงไป 
ผลพบว่าเอนไซม์ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ
ทดสอบ จึงแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ proteinase K,  
                

 
 

Figure 7 Effect of pH treatment on stability of 
bacteriocin.  Values are means of 
three replications and error bars 
indicate the mean standard 
deviation.  Different small letters 
indicate statistically significant 
difference (p < 0.05).   
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 Table 1 Effect of proteolytic enzyme treatment 
on stability of bacteriocin 

 

Enzyme treatments 
Antibacterial activity 
(AU/mL) mean ± SD 

control * 516.6±7.6 
Proteinase K 0.0±0.0 
Trypsin 0.0±0.0 
Chymotrypsin 0.0±0.0 

* Control means untreated with enzyme. 
Values are means of three replications and 
error bars indicate the mean standard 
deviation. 
 
alpha chymotrypsin และ trypsin ไม่มีส่งผลต่อการ
ยับยั้งการเจริญเชื้อ L. monocytogenes แต่เป็นผล
จากแบคเทอริโอซินถูกทำให้เสียสภาพจากการเติม
เอนไซม์ทั ้ง 3 ชนิด จึงไม่พบกิจกรรมการยับยั้งเช้ือ
เกิดขึ ้น ดังนั ้นผลของเอนไซม์ต่อความคงตัวของสาร 
แสดงให้เห็นว่า Ln. lactis BAN1.1 สร้างสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพที่เป็นสารประกอบโปรตีน (proteinous 
substance) [31,37,39-40] 

3.4 ผลการประเมินประสิทธิภาพของสาร
คล้ายแบคเทอริโอซินต่อการยับยั้งการเจริญของ L. 
monocytogenes บนผักกาดหอมสด 

ผลการทดลองพบว่าเมื่อจุ่มผักกาดหอมลง
ในสารละลายของสารคลา้ยแบคเทอริโอซิน เป็นเวลา 5 
และ 30 นาที สามารถลดปริมาณของจุลินทรีย์ทั้งหมด 
และปริมาณ L. monocytogenes  ลงได้ โดยเมื่อจุ่ม
ผักกาดหอมเป็นเวลา 30 นาที และบ่มเป็นเวลา 5 วัน 
พบว่า สามารถลดปริมาณจุล ินทรีย ์ทั ้งหมดลงได้ 
3 .43±0.27 log CFU/g  และลดปร ิมาณของ L. 
monocytogenes ลงได้ 3.49±0.07 log CFU/g เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่จุ ่มผักกาดหอมลงในน้ำ

ปราศจากเชื ้อ พบว่าปริมาณจุลินทรีย์ทั ้งหมดลดลง 
1.77±0.33 log CFU/ g และลดปร ิ ม าณของ  L. 
monocytogenes ได้ 1.39±0.46  log CFU/g ส่วนใน
วันทึ่ 7 ผักกาดหอมมีลักษณะเหี่ยว จึงไม่สามารถนับ
ปริมาณเชื ้อ (รูปที่ 8) สอดคล้องกับการศึกษาของ 
Cobo และคณะ [41] ทีเ่ติมแบคเทอริโอซิน enterocin 
AS-48 ลงในถั่วอัลฟาฟา ถั ่วเหลือง และหน่อไม้ฝรั่ง 
พบว่าลดปริมาณ L. monocytogenes ลงได้ 2.0-2.4 
log CFU/g และเมื่อเติมควบคู่กับน้ำมันหอมระเหยจะ
ทำให้ลดปริมาณเชื้อได้มากขึ้น และถ้าล้างผักกาดแก้ว
ด้วย nisin และ bacteriocin RUC9 จะสามารถลด
ปริมาณ L. monocytogenes ลง 1.9 และ 2.7 log 
CFU/g ตามลำดับ [42] Allende และคณะ [43] ศึกษา
ผลของการล้างผักกาดหอมสดด้วยสารละลายผสม   
แบคเทอริโอซิน พบว่าลดปริมาณ L. monocytogenes 
ลงได้ 1.2-1.6 log CFU/g ส่วนสารละลาย pediocin 
DT 016 สามารถควบค ุมการเพ ิ ่มจำนวนของ L. 
monocytogenes อย่างน้อย 3.2 log CFU/g ซึ่งลดลง
ได้มากกว่าผักที่ล้างด้วยน้ำผสมคอรีนที่สามารถลดเช้ือ
เพียง 2.7 log CFU/g [23,24,44] โดยที่กล่าวมาเห็น
ว่าปัจจุบันมีรายงานการนำแบคเทอริโอซินมาใช้เป็น
สารถนอมอาหารโดยเฉพาะกับผลิตภัณฑ์ผักและผลไม้
พร้อมบริโภค ได้แก่ nisin, enterocin AS-48, bovicin 
HC5, enterocin 416K1, pediocin แ ล ะ  bificin 
C6165 แต่มีเพียง nisin และ pediocin เท่านั ้นที ่มี
ประสิทธิภาพนำมาใช้ได้ในเชิงการค้า โดยประยุกต์ใช้
กับผลิตภัณฑ์ผลไม้และยังคงจำกัดการใช้กันในบาง
ประเทศเท่านั้น [23,45,46] 
 

4. สรุป 
Leuconostoc lactis (Ln. lactic BAN1.1) ที่

แยกได้จากโครงการวิจัย ผลของสารถนอมอาหารทาง
ชีวภาพของแบคทีเรียแลคติกที่แยกจากผลไม้สด ผักสด 
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และผักพร ้อมบร ิโภคต่อการยับย ั ้งการเจร ิญของ
แบคทีเรียก่อโรค สามารถสร้างสารคล้ายแบคเทอริ    
โอซินออกมายับยั้งการเจริญของ Listeria monocyto-
genes ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื ่อเลี ้ยงในอาหาร 
MRS ที ่ ใช ้ในเชิงการค้า หร ืออาหารเลี ้ยงเช ื ้อที ่มี
น้ำตาลฟรุคโตสหรือกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเติม 
yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับพีเอชเริ่มต้น
ในอาหารเป็น 6.5 และบ่มเชื ้อที ่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ส่วนผลการแยกสารคล้ายแบคเทอริโอซิน 
พบว ่าก ิจกรรมการย ับย ั ้ ง เช ื ้ อทดสอบหล ั งจาก

ตกตะกอนที่ความเข้มข้น 60 % ให้ผลการยับยั้งดีที่สุด 
โดยมีค่าการยับยั ้งเพิ ่มขึ ้นเกือบ 2 เท่า สารคล้าย      
แบคเทอริโอซินเป็นสารโปรตีนที่ทนอุณหภูมิได้สูงและ
ทนพีเอชได้ในช่วงกว้าง และสามารถลดปริมาณการ
เจริญของจุลินทรีย์ทั้งหมดและปรมิาณ L. monocyto-
genes บนผักกาดหอมสด ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า
สารคล้ายแบคเทอริโอซินดังกล่าวคาดว่าจะมีแนวโน้ม
นำไปประยุกต์ใช้เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาและลดการ
ใช้สารเคมีกับผักและผลไม้สดได้ 

 
 

Figure 8 Effect of bacteriocin BAN1.1 against total bacterial count (A) and L. monocytogenes (B) on 
fresh lettuce.  Values are means of three replications and error bars indicate the mean 
standard deviation.  
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