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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

การถนอมอาหารเปนการเก็บรักษาอาหารไมใหเนาเสีย โดยเปนการยับยั้ง ทําลาย และลด

ปริมาณจุลินทรียในอาหาร การถนอมอาหารมีหลายวิธี เชน การใชความรอน ความเย็น การทําให

แหง การใชสารเคมี และการใชรังสี เปนตน แตวิธีการเหลานี้มักประสบปญหา ไดแก พบแบคทีเรีย

ที่สรางสปอรที่ทนความรอนได เชน Bacillus cereus, Clostridium sp. หรือพบแบคทีเรียที่

สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ํา เชน Listeria monocytogenes นอกจากนี้ยังพบวาสารเคมีที่ใสลง

ไปในอาหารเพื่อถนอมอาหารบางชนิด เชน ไนเตรต มีผลขางเคียงทําใหเปนมะเร็งได (นงลักษณ 

และปรีชา, 2541) 

 การคนพบแบคเทอริโอซิน ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะชนิดเพปไทดที่ผลิตจากแบคทีเรีย ซึ่งมี

สมบัติในการทําลายหรือยับยั้งแบคทีเรีย จึงนับวาเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่นํามาใชในการถนอม

อาหาร  เนื่องจากมีความปลอดภัย  และสามารถยับยั้งแบคทีเ รียไดในชวงกวาง  การใช                

แบคเทอริโอซินในการถนอมอาหาร สวนใหญจะเปนการใชหัวเชื้อแบคทีเรียแลคติกในการหมัก 

เพื่อใหผลิตแบคเทอริโอซิน ไนซินเปนแบคเทอริโอซินเพียงชนิดเดียวที่องคการอนามัยโลก (WHO) 

อนุญาตใหใชในรูปของสารบริสุทธิ์ โดยองคการอนามัยโลกประกาศใหใชไนซินบริสุทธิ์เติมลงใน

อาหารไดไมเกิน 3.3 x 106 IU ตอกิโลกรัม (De Vuyst และ Vandamme, 1994) 

 ไนซินสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดในชวงกวาง โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทั้งที่สรางและ

ไมสรางสปอร ตัวอยางเชน Enterococci, Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococci, 

Lactococci, Staphylococci และ L. monocytogenes โดยเฉพาะ L. monocytogenes เปน

แบคทีเรียที่กอโรคในอาหาร ซึ่งพบทั่วไปในสิ่งแวดลอมและควบคุมยาก สําหรับแบคทีเรียแกรม

บวกที่สรางสปอร พบวาไนซินมีฤทธิ์ปองกันการสรางสปอรใน Clostridia และ Bacilli เปนตน 

(Chen และ Hoover, 2003) ไนซินไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได แตในปจจุบันไดมีการ

ประยุกตใชไนซินรวมกับสารคีเลต เชน EDTA เพื่อชวยในการทําลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย  

แกรมลบ (Mishra และ Lambart, 1996) 

  ไนซินเปนสารปฏิชีวนะชนิดเพปไทดที่สรางขึ้นโดยแบคทีเรีย Lactococcus lactis 

subsp. lactis เนื่องจากไนซินมีสวนประกอบของแลนไธโอนีน (lanthionine) จึงจัดไนซินอยูในกลุม

แลนติไบโอติก (lantibiotic) (กลุมของสารปฏิชีวนะที่มีหมูแลนไธโอนีนเปนองคประกอบ) ไนซินพบ

คร้ังแรกโดย Rogers และคณะในป 1928 โดยพบวาเชื้อในกลุม Lactococci มีความสามารถใน
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การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแลคติกชนิดอื่นๆ (De Vuyst และ Vandamme, 1994) 

โครงสรางของไนซินประกอบดวยกลุมกรดอะมิโนที่ไมพบในธรรมชาติ (unusual amino acid) 

ไดแก ดีไฮโดรอะลานีน (Dha), ดีไฮโดรบิวทิรีน (Dhb), แลนไธโอนีน และบีตาเมทิลแลนไธโอนีน 

(ß-methyllanthionine) (Hensen, 1993)  

 การวิเคราะหหาปริมาณไนซินจากเชื้อที่ผลิตไนซินโดยอาศัยสมบัติความเปนสารตาน    

จุลชีพที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียที่ไวตอไนซินดวยวิธีแพรซึมในอาหารแข็ง เปนวิธีที่วิเคราะห

งายและมีตนทุนต่ํา แตมีความคลาดเคลื่อนสูง เนื่องจากมีปจจัยภายนอก เชน ความหนาของวุน 

ขนาดของจานเพาะเลี้ยงเชื้อ เขามารบกวน ทําใหการวัดบริเวณใสที่เกิดขึ้นจากการยับยั้งเชื้อ

ทดสอบเกิดความผิดพลาดขึ้น ดังนั้นจึงใชวิธีการวัดความขุน (turbidometric Bioassay) ซึ่งมี

ความคลาดเคลื่อนนอยกวา (Chandrapati และ Sullivan, 1998) 

จุลินทรียที่แยกไดตามธรรมชาติ โดยเฉพาะแบคทีเรีย ตามปกติแลวจะมีความสามารถใน

การผลิตสารที่ตองการไดคอนขางต่ํา ดังนั้นกอนที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรม จะตองมีการเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการผลิต เพื่อใหมีผลผลิตที่สูงขึ้น ซึ่งโดยทั่วไปมักทําการเลือกอาหารและภาวะที่

เหมาะสมตอการเจริญและสรางผลผลิตของจุลินทรีย แตการเพิ่มผลผลิตโดยวิธีนี้จะถูกจํากัดโดย

ความสามารถสูงสุดในการสรางผลผลิตของจุลินทรีย ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน ดังนั้นในการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม นอกเหนือจากการปรับปรุงสูตรอาหารและภาวะการผลิต

แลว วิธีการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียยังเปนสิ่งที่จําเปน และมีความสําคัญตอการเพิ่ม

ผลผลิตอีกดวย กลาวคือ สายพันธุของจุลินทรียที่ใชหากมีลักษณะพันธุกรรมที่ตองการ ก็จะทําให

กระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามที่วางไว อยางไรก็ตาม จุลินทรียตามธรรมชาติมักตองมี

การปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหบรรลุถึงวัตถุประสงคดังกลาว วิธีการปรับปรุงสายพันธุ (strain 

improvement) ของจุลินทรีย ที่นิยมทํากันมากที่สุด คือ การกลายพันธุ (mutation) (Baltz, 1986) 

การกลายพันธุ  หมายถึง ภาวะที่ส่ิงมีชีวิตไมสามารถคงลักษณะทางพันธุกรรมไวได และ

ลักษณะที่เปลี่ยนแปลงนี้ สามารถจะถายทอดจากชั่วอายุหนึ่งไปยังชั่วอายุหนึ่งได (Snustad และ

คณะ, 2000) ตัวกระตุนหรือตัวชักนําใหเกิดการกลายพันธุ เรียกวา ส่ิงกอกลายพันธุ (mutagen) 

เชน สารเคมี ที่นิยมใชในการกอการกลายพันธุ คือ N-methyl-N-nitro-N-nitroso-guanidine 

(NTG, MNNG, NG) เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง โดยสังเคราะหข้ึนมาจากปฏิกิริยา  ไนโตรเซชัน

ของเมธิลไนโตรกวานิดีน มีสูตรโมเลกุล C2H5N5O3   NTG สามารถทํางานไดดีในชวงความเปน

กรด-เบส 6.0-9.0 แตมีความเสถียรในภาวะที่คอนขางเปนกรด โดย NTG จะแตกตัวเปนกรดไน

ตรัส ในภาวะที่เปนกรด และแตกตัวเปนไดอะโซมีเธน (CH2N2) ในภาวะที่เปนเบส โดย NTG จะ
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เติมหมูแอลคิลใหกับเบสแตละชนิดที่ตําแหนงไนโตรเจนหรือออกซิเจน มีผลโดยตรงตอการจับคูผิด 

และมีผลทางออมทําใหเกิดการซอมแซมดีเอ็นเอผิดไป เปนสาเหตุใหเกิดการกลายพันธุ (Mendel 

และ Greenberg, 1960) 

นอกจากสารเคมีแลว รังสีจัดเปนตัวกระตุนใหเกิดการกลายพันธุไดดวย โดยเฉพาะแสง

อัลตราไวโอเลต ซึ่งเปนสิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพที่นิยมใชในงานปรับปรุงสายพันธุมากที่สุด 

เนื่องจากเปนวิธีที่งายและสะดวก มีประสิทธิภาพสูง การเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมของจุลินทรียจะ

เกิดจากการที่ดีเอ็นเอของจุลินทรียดูดซับแสงอัลตราไวโอเลตเขาไปโดยตรง ที่ชวงความยาวคลื่นที่ 

254 - 260 นาโนเมตร พลังงานที่ดูดซับไวนี้ สามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงพันธะของเบส   

เพียวริน และไพริมิดีน โดยเฉพาะในกลุมเบสไพริมิดีนจะมีการเปลี่ยนแปลงมากกวาเพียวริน โดย

จะมีผลทําใหเบสไทมีน 2 โมเลกุลที่อยูติดกันบนสายพอลินิวคลีโอไทดสายเดียวกันของโมเลกุล    

ดีเอ็นเอที่มาเชื่อมตอกัน ทําใหเกิดไทมีนไดเมอร (thymine dimer) ข้ึน (Russel, 1996) 

 การเกิดไทมีนไดเมอรนี้ จะทําใหเบสไทมีนไมสามารถจับคูกับเบสอะดินีนของสายพอลิ    

นิวคลีโอไทดสายตรงขามได มีผลทําใหเกิดการทรานซิชันขึ้น โดยจะไปขัดขวางกระบวนการถาย

แบบดีเอ็นเอ (DNA replication) เซลลจึงไมสามารถแบงตัวตอไปได 

  งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมาย เพื่อปรับปรุงเชื้อ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 โดยการ

กลายพันธุซึ่งใชแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG เพื่อคัดเลือกสายพันธุใหมที่มีความสามารถในการ

ผลิตไนซินไดเพิ่มมากขึ้น โดยมีความเสถียรทางพันธุกรรม จากนั้นหาภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสมใน

การผลิตไนซิน จากเชื้อ MF2 และเชื้อที่เกิดการกลายพันธุ เพื่อพัฒนาไปใชในการผลิตไนซินใน

ระดับขยายสวนตอไป 
         



บทที ่2 
 

วารสารปริทศัน 
 

ในภาวะปจจุบันโลกไดเผชิญกับปญหาวิกฤตการขาดแคลนอาหาร  โดยสาเหตุหนึ่ง

เนื่องมาจากผลิตผลทางการเกษตรที่เปนอาหารของมนุษยประมาณรอยละ 30 ตองเสื่อมคุณภาพไป

จนไมสามารถนําไปใชเปนอาหารบริโภคได โดยประมาณวารอยละ 70 ของอาหารที่มนุษยบริโภค เนา

เสียเนื่องจากจุลินทรีย ดังนั้นความสําเร็จในการเก็บรักษาหรือถนอมอาหารจึงขึ้นอยูกับความสามารถ

ในการควบคุมจุลินทรียเปนสําคัญ ซึ่งวิธีการถนอมอาหารมีดวยกันหลายวิธีไดแก การใชความรอน 

การอาบรังสี การใชปาสคาไลเซซัน (Pascalization) การใชวัตถุกันเสีย การดัดแปลงบรรยากาศ และ

การควบคุมวอเตอรแอคติวิตี เปนตน  อยางไรก็ตามการเลือกใชวิธีการถนอมอาหารนั้นขึ้นอยูกับชนิด

ของอาหารเปนสําคัญ   การใชวัตถุกันเสียเติมลงไปในอาหารเปนวิธีการถนอมที่ไดรับความนิยมวิธี

หนึ่ง เนื่องจากเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพและไมตองการกระบวนการที่ซับซอน ตลอดจนสามารถคง

คุณคาทางโภชนาการของอาหารไวได ผลการทําลายหรือยับยั้งจุลินทรียโดยมากขึ้นอยูกับปริมาณของ

วัตถุกันเสียที่ใช แตเนื่องจากวัตถุกันเสียบางชนิดเปนสารเคมีที่อาจกอใหเกิดอันตรายแกผูบริโภคได

หากใชในปริมาณมาก เชน ไนไตรตจะทําใหเกิดไนโตรซามีน (N-nitrosamines) ซึ่งเปนสารกอมะเร็ง 

ดวยสาเหตุนี้จึงทําใหมีการเปลี่ยนวัตถุกันเสียที่เปนสารเคมีมาใชวัตถุกันเสียที่มีแหลงที่มาจาก

ธรรมชาติ เชน น้ํามันหอมระเหยจากเครื่องเทศ กระเทียม ระบบเอนไซมแลคโตเพอรออกซิเดส (สุ

มณฑา, 2545)  ซึ่งตอมานักวิทยาศาสตรไดมีการคนพบสารปฏิชีวนะจําพวกโปรตีนในเซลลแบคทีเรีย

แลคติก ซึ่งใชเปนหัวเชื้อในการหมักอาหารทั่วๆ ไป และพบวาสารชนิดนี้มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้ง

เชื้อกอโรคและเชื้อที่ เปนสาเหตุใหอาหารเนาเสีย   ภายหลังใหชื่อสารนี้วา  แบคเทอริโอซิน 

(bacteriocin) (นงลักษณ และปรีชา, 2539) 

แบคเทอริโอซินเปนเพปไทด หรือ โปรตีน ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดหลาย

ชนิด (Stiles, 1996)   Klaenhamer (1988) ไดใหคําจํากัดความของแบคเทอริโอซินไว 2 แบบ ประการ

แรก คือ แบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่เปนสายพันธุคลายคลึงกับเชื้อที่สรางแบคเทอริ

โอซินนั้น และยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดบางชนิด ประการที่สอง คือ สามารถยับยั้งจุลินทรียไดกวาง
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ข้ึน มีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรค ปจจุบันมีแบคเทอริโอซินเทานั้นที่ถือกันวาปลอดภัยที่ใชกันอยูใน

อาหารอยางแพรหลายเชิงพาณิชยในประเทศตาง ๆ มากกวา 50 ประเทศทั่วโลก  

แบคเทอริโอซินที่ผลิตจากแลคติกแบคทีเรีย สวนมากจะมีประจุบวก และเปนโมเลกุลที่ไมชอบ

น้ํา ประกอบดวยหมูอะมิโน 20-60 หมู สามารถจําแนกแบคเทอริโอซินออกเปน 3 กลุม (ตารางที่ 2.1)  
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ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอซินในกลุมตาง ๆ (Chen และ Hoover, 2003) 

แบคเทอริโอซิน 

 

แบคทีเรียที่ผลิต 

กลุม 1 (แลนติไบโอติก) 

1.1 แลนติไบโอติกชนิด A 

ไนซิน  

แลคโตซิน S  

เอพิเดอมิน  

แกลลิเดอมิน  

แลคติซิน 481  

1.2 แลนติไบโอติกชนิด B        

เมอซาซิดิน  

ซินนามัยซิน  

แอนโคเวนิน  

ดุรามัยซิน  

แอคตาการดิน  

กลุม 2  

2.1 กลุม 2 A 

เพดิโอซิน PA-1/AcH  

ซากาซิน A  

ซากาซิน P L. sake  

ลิวโคซิน A-UAL 187  

เมอเซนเทอริซนิ Y105  

เอนเทอโรซิน A  

ไดเวอซิน V41  

แลคโตคอคซิน MMFII  
 

Lactococcus lactis  

Lactobacillus sakei 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus gallinarum 

L. lactis 

 

Bacillus subtilis 

Streptomyces cinnamoneus  

Streptomyces sp.  

S. cinnamoneus 

Actinoplanes sp. 

 

 

Pediococcus acidilactici 

Lb. sakei 

Lb. sakei 

Leuconostoc gelidum 

Leuconostoc mesenteroides 

Enterococcus faecium 

Carnobacterium divergens 

L. lactis 
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ตารางที่ 2.1 ตัวอยางแบคเทอริโอซินในกลุมตาง ๆ (Chen และ Hoover, 2003) (ตอ) 

แบคเทอริโอซิน แบคทีเรียที่ผลิต 

2.2 กลุม 2 B 

แลคโตคอคซิน G  

แลคโตคอคซิน M  

แลคตาซิน F  

แพลนทาริซิน A  

แพลนทาริซิน EF  

แพลนทาริซิน JK  

2.3 กลุม 2 C 

อะซิโดซิน B  

คารโนแบคเทอริโอซิน  

ไดเวอจิซิน A  

เอนเทอโรซิน P  

เอนเทอโรซิน B  

กลุม 3  

เฮลเวติซิน J  

เฮลเวติซิน V-1829 
 

 

L. lactis  

L. lactis  

Lactobacillus johnsonii  

Lactobacillus plantarum  

Lb. plantarum 

Lb. plantarum  

 

Lactobacillus acidophilus  

Carnobacterium piscicola  

C. divergens 

E. faecium  

E. faecium 

 

Lactobacillus helveticus  

Lb. helveticus 

 

 

 กลุมที่ 1 แลนติไบโอติก เปนเพปไทดขนาดเล็ก (นอยกวา 5 กิโลดาลตัน) ซึ่งประกอบดวย

กรดอะมิโนแลนไธโอนีน, แอลฟา-เมธิลแลนไธโอนีน, ดีไฮโดรอะลานีน และดีไฮโดรบิวทีรีน แบง

ออกเปน 2 ชนิด ตามโครงสรางทางเคมี และความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย  

 - แลนติไบโอติกชนิด A เปนเพปไทดสายยาว ประจุบวก ยับยั้งแบคทีเรียโดยการสรางรบูนผนงั

ของเซลลแบคทีเรีย    
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 - แลนติไบโอติกชนิด B เปนเพปไทดกอนกลม ประจุลบหรือไมมีประจุ ยับยั้งแบคทีเรียโดย

สรางเอนไซมไปยับยั้งแบคทีเรีย 

 กลุมที่ 2 เปนเพปไทดขนาดเล็กที่ไมประกอบดวยกรดอะมิโนแลนไธโอนีน (นอยกวา 10 กิโล

ดาลตัน) ทนความรอนไดดี แบงออกเปน 3 กลุมยอย คือ 

- กลุมที่ 2 A ประกอบดวยเพปไทดที่คลายกับเพดิโอซิน มีความสามารถจําเพาะในการ

ยับยั้งการเจริญของ  Listeria sp. 

- กลุมที่ 2 B ประกอบดวยเพปไทดที่แตกตางกัน 2 ชนิด 

- กลุมที่ 2 C เปนแบคเทอริโอซินประเภท sec-dependent secreted 

กลุมที่ 3 เปนเพปไทดขนาดใหญ ไมทนความรอน ไมนิยมนํามาใชทางดานอาหาร 
 
2.1 ไนซิน 

 

ไนซินสามารถยับยั้งแบคทีเรียไดกวางโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกทั้งที่สรางและไมสราง

สปอรตัวอยาง เชน Enterococci, Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococci, Lactococci, 

Staphylococci และ   L. monocytogenes โดยเฉพาะ L. monocytogenes เปนแบคทีเรียที่กอโรคใน

อาหารซึ่งพบทั่วไปในสิ่งแวดลอมและควบคุมยาก สําหรับแบคทีเรียแกรมบวกที่สรางสปอรพบวาไนซิน

มีฤทธิ์ปองกันการสรางสปอรใน Clostridia และ Bacilli เปนตน (Nes และคณะ, 1996) ไนซินไม

สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได แตในปจจุบันไดมีการประยุกตใชไนซินรวมกับสารคีเลต เชน 

EDTA และไลโซไซม เพื่อชวยในการทําลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ (Mishra และ 

Lambart, 1996) 

เนื่องจากไนซินมีสวนประกอบของแลนไธโอนีน (lanthionine) จึงจัดไนซินอยูในกลุมแลนติไบ

โอติก (lantibiotic) (กลุมของสารปฏิชีวนะที่มีหมูแลนไธโอนีนเปนองคประกอบ)   ไนซินพบครัง้แรกโดย 

Rogers และคณะในป 1928 โดยพบวาเชื้อในกลุม Lactococci มีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียแลกติก ชนิดอื่น ๆ  โครงสรางของไนซิน (รูปที่ 2.1) ประกอบดวยกลุมกรดอะมิโนที่

ไมพบในธรรมชาติ (unusual amino acid) ไดแก ดีไฮโดรอะลานีน (Dha), ดีไฮโดรบิวทิรีน (Dhb), แลน

ไธโอนีน และบีตาเมธิลแลนไธโอนีน (β-methyllanthionine) (Hensen, 1993) จากโครงสรางดังกลาว

ทําใหความสามารถในการละลาย, ความเสถียร และ แอกทิวิตีทางชีวภาพของไนซินขึ้นอยูกับความ
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เปนกรด-เบสของสารละลาย โดยจะมีประสิทธิภาพดีเมื่ออยูในสารละลายที่มีคาความเปนกรด-เบส 2-

4 และ ไนซินยังเปนโมเลกุลที่ทนความรอนสูงได  

ไนซินสามารถแบงออกไดเปนสามชนิดโดยอาศัยความแตกตางของกรดอะมิโน โดยไนซินสอง

ชนิดแรกที่คนพบไดแก ไนซิน A (รูปที่ 2.1) โดย Gross และ Morell ในป 1971 และไนซิน Z (รูปที่ 2.2) 

โดย Mulders และคณะ ในป 1991 ไนซิน A และไนซิน Z มีกรดอะมิโนตําแหนงที่ 27 แตกตางกัน โดย

ไนซิน A เปนฮิสติดีน สวนไนซิน Z เปนแอสพาราจีน แลวดวยเหตุนี้ทําใหไนซิน Z สามารถละลายในน้ํา

ที่เปนกลางไดดีกวา (Rollema และคณะ, 1995) แบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหไนซินไดแก  L. lactis 

subsp. lactis ซึ่งสวนใหญแยกไดจากน้ํานม  หรือผลิตภัณฑที่มาจากน้ํานม  (Ayad และคณะ, 2002) 

สามารถแยกเชื้อ  L. lactis subsp. lactis ที่สรางไนซินไดจากน้ํานมวัว, น้ํานมแพะ  และน้ํานมแกะ L. 

lactis subsp. lactis นอกจากจะแยกไดจากน้ํานมยังสามารถแยกไดจากอาหารหมักตาง  ๆ  เชน  ไส

กรอกหมัก และกิมจิ เปนตน (Rodriguez และคณะ 1995; Park และคณะ, 2003)     

 
รูปที่ 2.1 โครงสรางปฐมภูมขิองไนซิน A (Gross และ Morell, 1971) 
 
 

 
 

รูปที่ 2.2 โครงสรางปฐมภูมขิองไนซิน Z (Mulders และคณะ, 1991) 
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 ในป ค.ศ. 2003  Zendo และคณะ ไดคนพบไนซิน Q (รูปที่2.3) โดย Lactococcus lactis 61-

14 ที่แยกไดจากตัวอยางน้ําในแมน้ําในประเทศญี่ปุน ซึ่งไนซิน Q มีกรดอะมิโนตางจากไนซิน A อยู 4 

ตําแหนง คือ กรดอะมิโนเวลีนในตําแหนงที่ 15 กรดอะมิโนลิวซีนในตําแหนงที่ 21 กรดอะมิโนแอสพา

ราจีนในตําแหนงที่ 27 และกรดอะมิโนเวลีนในตําแหนงที่ 30 โดยพบวาไนซิน Q มีความสามารถใน

การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียไดในชวงกวางเหมือนไนซิน A และ Z (Zendo และคณะ, 2003) 

 
รูปที่ 2.3 โครงสรางปฐมภูมขิองไนซิน Q (Zendo และคณะ, 2003) 

 

การทดสอบหาแบคทีเรียที่สรางไนซินอาศัยสมบัติความเปนสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

แบคทีเรียที่ไวตอไนซิน วิธีแพรซึมในอาหารแข็งเปนวิธีที่วิเคราะหงายและมีตนทุนต่ํา  ดังนั้นจึงเปนวิธีที่

นิยมใช (Parente และคณะ, 1995) 

 
2.2 สายพันธุของเชื้อที่ผลติไนซิน 

 

 ในป ค.ศ. 1928 Rogers และคณะไดตรวจพบสายพันธุแบคทีเรียที่สรางไนซินไดเปนครั้งแรก

ที่ประเทศอังกฤษ โดยคัดกรองไดจากน้ํานม   หลังจากนั้นในป 1933 Whitehead และ Riddet ได

ตรวจพบสายพันธุที่สรางไนซินไดที่ประเทศนิวซีแลนด โดยพบวาการเก็บรักษานมไวนานๆ ทําใหเกิด

กรดขึ้น ซึ่งกรดที่เกิดขึ้นมานี้สามารถนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็งเชดดาได แตเนื่องจากมี

การปนเปอนของเชื้ออ่ืน ทําใหการผลิตเนยแข็งไมประสบความสําเร็จ จึงไมสนใจศึกษา   จนกระทั่งใน

ป 1943 Meanwell ไดพบวากรดที่ไดในระหวางการผลิตเนยแข็งนั้นสามารถนํามาใชเปนหัวเชื้อในการ

ผลิตเนยแข็งครั้งตอๆ ไปได   Shattock และ Mattick, 1943 พบวาแบคทีเรียสายพันธุนี้คลายกับ

แบคทีเรียในกลุม Lactic streptococci    ตอมาในป 1944 Mattick และ Hirsch, ไดทดสอบสมบัติใน

การยับยั้งเชื้ออ่ืนๆ พบวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดหลายชนิด ดังนั้นพวกเขาจึงจัดใหสารนี้เปน
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ยาปฏิชีวนะประเภทหนึ่งโดยตั้งชื่อวาไนซิน ซึ่งคัดกรองไดจากแบคทีเรียกลุม Lactic streptococci 

หรือที่เรียกปจจุบันนี้คือ Lactococci (Schleifer และคณะ, 1985)   ไนซินไดรับความสนใจเปนอยาง

มาก เนื่องจากเปนสารปฏิชีวนะตัวแรกที่ไดรับอนุญาตใหใชในอุตสาหกรรมอาหารไดในป 1968  

หลังจากนั้นไนซินไดถูกนํามาทดสอบเพื่อศึกษาสมบัติตางๆ  

ป 1994 De Vuyst และคณะ ไดคัดกรองเชื้อที่สามารถผลิตไนซิน 21 สายพันธุ เชื้อแตละสาย

พันธุมีการผลิตไนซินในปริมาณที่แตกตางกันตั้งแต 10 ถึง 1886 IU/ml และแสดงใหเห็นวาไมเกี่ยวกับ

จํานวนชุดของยีน nis หรือระดับการแปลและการถอดรหัสของยีน   ตอมา Quiao และ คณะ, 1996  

พบวา ความสามารถในการทนตอไนซินของเชื้อผูผลิตอาจเปนปจจัยสําคัญในการเพิ่มการผลิตไนซิน 

โดย Lactococcus lactis LAC48 ซึ่งเปนสายพันธุที่ทําใหเกิดการกลายพันธุ จะสามารถผลิตไนซินได

มากกวา  Lactococcus lactis N8 ซึ่งเปนสายพันธุดั้งเดิม ถึง 10 เทา แมจะพบวามีการแสดงออกของ

ยีน nisA ในปริมาณเทาๆ กัน จากนั้นไดมีผูทดลองโคลนพลาสมิดที่มียีน nisI เขาสูเชื้อ Lactococcus 

lactis เพื่อใหทนตอไนซินที่ผลิตขึ้น ปรากฏวามีการเพิ่มปริมาณการผลิตไนซินและเพิ่มการเจริญอีก

ดวย (Kim และ คณะ, 1998) จากการที่เชื้อซึ่งสามารถผลิตไนซินได ในแตละสายพันธุจะมีความทน

สูงสุด (ceiling of immunity) ตอไนซินที่สรางไมเทากันในแตละเชื้อ การทําใหเชื้อที่ผลิตไนซินทนตอไน

ซินที่ผลิตข้ึนทําใหเซลลมีการเจริญเพิ่มข้ึน จํานวนเซลลที่มีมากนี้จะทําใหมีปริมาณไนซินในน้ําเลี้ยง

เชื้อมากขึ้นดวย 

 ในปจจุบันไดมีการคัดกรองไนซินจากอาหารและธรรมชาติหลายแหลงดวยกัน เชน คัดแยก 

Lactococcus lactis BFE 1500 จากเนยแข็งของประเทศไนจีเรีย   ในป 2003 Noonpakdee และ

คณะไดแยก Lactococcus lactis WNC20 จากแหนมได โดยแบคทีเรียดังกลาวสามารถสรางแบคเทอ

ริโอซินที่มีลําดับเบสคลายกับไนซิน Z    Chan และคณะ (2001) ไดคัดกรอง Lactococcus lactis 

subsp. lactis A164 จากกิมจิ แลวหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิต เพื่อเพิ่มปริมาณการสรางไนซิน 

พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อดังกลาวในอาหาร M 17 ที่มีน้ําตาลแลคโทสเปนแหลงคารบอน และเติมสารสกัด

จากยีสต 3% ทําใหสามารถผลิตไนซินไดมากที่สุด   นอกจากนี้ในป 2003 Zendo และคณะไดคัด

กรองเชื้อที่สรางไนซินชนิดใหม (ไนซิน Q) จากแมน้ําในประเทศญี่ปุนได ซึ่งมีหมูอะมิโนตางจากไนซิน 

A 4 ตําแหนง โดยที่ไนซิน Q มีขนาดมวลโมเลกุลเทากับ 3,327.31 ดาลตัน เทียบกับไนซิน A ซึ่งมี

ขนาดมวลโมเลกุลเทากับ 3,354.53 ดาลตัน นอกจากนี้ไนซิน Q มีความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียไดในชวงกวางเหมือนไนซินชนิดอื่น  
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 ในป 2549 นางสาว ไปรมา แกวสามศรี ไดคัดกรองแบคทีเรียที่ไดจากตัวอยางน้ํานมดิบ คือ 

Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 เนื่องจาก Rodriguez และคณะ ในป 2000 ไดทําการหาความ

หลากหลายของแบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่แยกไดจากน้ํานมดิบ พบวาไนซินเปนแบคเทอริโอซิน

ที่พบไดมากที่สุดในตัวอยางน้ํานมดิบ ดังนั้นจึงทําการเลือกเก็บตัวอยางสวนใหญเปนน้ํานมดิบ โดยใน

ข้ันตนจะทําการคัดกรองแบคทีเรียในกลุมแลคติก เพราะเนื่องจากในปจจุบันคนพบแบคทีเรียเพียง

สกุลเดียวที่ผลิตไนซิน คือ L. lactis subsp. lactis (De Vuyst และ Vandamme, 1994) ซึ่งเปน

แบคทีเรียในกลุมแลคติก นํามาเพาะเลี้ยงเพื่อแยกใหเปนเชื้อบริสุทธิ์เพื่อนําไปทดสอบความสามารถ

ในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ ซึ่งพบวา Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 มีผลการวิเคราะหความ

เหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของชิ้นสวนผลิตภัณฑ PCR ของแบคทีเรีย MF2 

พบวามีความเหมือนกับยีนไนซินเอ และยีนไนซินแซดของ L. lactis subsp. lactis  เทากับ 99%และ 

98% ตามลําดับ และจากขอมูลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR  ที่มีกรดอะมิโนที่

ตําแหนงที่ 27 เปนฮิสติดีน จึงสามารถระบุไดวาไนซินที่แบคทีเรีย MF2 ผลิตไดนั้นเปนไนซิน A  

 
2.3 ฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียของไนซิน 
 
 ไนซินจะมีฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียที่คอนขางกวาง เมื่อเทียบกับแบคเทอริโอซินชนิดอื่น 

กลาวคือ ไนซินจะมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกเกือบทั้งหมดได การยับยั้งจะมีประสิทธิภาพดี

โดยเฉพาะกับสกุล Lactococcus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus pyogenes, Staphylococcus epidermidis, Erysipelothrix rhusiopathiae  

นอกจากนี้ไนซินยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียในสกุล Bacillus, Clostridia, Corynebacteria, 

Lactobacillus, Leuconostocs, Micrococcus, Pediococcus, Pneumococcus, Streptococcus 

และ Actinomyces  นอกจากไนซินจะยับยั้งตัวเซลลไดแลวยังสามารถยับยั้ง สปอรจาก spore-

forming bacilli และ clostridia ไดดีเมื่อใหความรอนรวมดวย (Delves และคณะ, 1996) สวน

แบคทีเรียแกรมลบ, เชื้อรา และไวรัสไมสามารถถูกยับยั้งดวยไนซิน (De Vuyst และ Vandamme, 

1994) อยางไรก็ตามไนซินสามารถยับยั้ง Salmonella typhimurium ได เมื่อใชรวมกับ EDTA (Gill 

และ Holley, 2003)   ในป 1992  Strevens และ Henning รายงานวา ยีสต และราถูกยับยั้งแบบไม

จําเพาะ เมื่อใชไนซินในปริมาณเขมขนสูง แบคทีเรียที่ถูกยับยั้งไดดวยไนซิน ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
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ตารางที ่2.2 แสดงแบคทีเรียที่ถูกยับยัง้ไดดวยไนซนิ (Jennifer และคณะ, 2001) 

ชื่อแบคทีเรียทีถู่กยับยั้ง เอกสารอางอิง 

L. monocytogenes 

 

B. cereus (สปอร) 

Lactobacillus sake และ Lactobacillus 

curvatus 

Brochothrix themosphacta 

Lactobacilli 

Ferreira และ Lund, 1996  

Davies และคณะ, 1997 

Wandling และคณะ, 1999 

Davies และคณะ, 1997 

Cutter และ Siragusa, 1998 

Choi และ Park, 2000 

 
 
2.4 กลไกการยับยั้งแบคทีเรียของไนซิน 
 

 กลไกในการยับยั้งแบคทีเรียของไนซินจะเหมือนของดีเทอรเจนต คือ ทําลายที่เยื่อหุมเซลล ซึ่ง

กลไกการยับยั้งนี้ถูกนําเสนอโดย Bierbaum และ Sahl ในป 1991 ซึ่ง  Bierbaum และ Sahl พบวาไน

ซินจะใชสวนที่ชอบน้ํา หรือ ประจุบวก เพปไทด ที่บริเวณปลาย N ทําปฏิกิริยากับสวนที่เปนประจุลบที่

อยูบนเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดชองผานเขา-ออกของสารบริเวณที่มีประจุลบ ไดแก กรดไทโคอิก, กรดไล

โพไทโคอิก และฟอสฟอลิพิด เปนผลใหสารที่มีมวลโมเลกุลนอย เชน โปแทสเซียมไออน, ไฮโดรเจน

ไอออน, กรดอะมิโน และนิวคลีโอไทดร่ัวออกมานอกเซลล และสูญเสียความตางศักยบนเยื่อหุมเซลล

ทําใหไมสามารถสรางพลังงานได ในที่สุดกระบวนการสังเคราะหสารชีวโมเลกุลตางๆ ก็จะหยุด เปน

สาเหตุใหเซลลตาย กลไกนี้ใชเวลาเพียง 10-15 นาที ก็สามารถทําลายเซลลแบคทีเรียไดอยางมี

ประสิทธิภาพ ตอมาพบวาความไวของไนซินในการยับยั้งแบคทีเรียแตละสายพันธุนั้นอาจขึ้นอยูกับ

จํานวนประจุลบบนเยื่อหุมเซลล และพบวาประสิทธิภาพของไนซินจะเพิ่มข้ึนถามีการเติมไลโซไซมเพื่อ

ทําลายเพพทิโดไกลแคนกอน และไนซินจะสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ บางสายพันธุได เชน E. 

coli,  Salmonella typhimurium เมื่อมีการทําลายเยื่อหุมเซลลชั้นนอกดวย EDTA 
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2.5 กระบวนการสังเคราะหไนซิน 
 

ไนซินถูกสังเคราะหโดยไรโบโซมไดเปนสายอารเอ็นเอนํารหัส (mRNA) และแปลรหัสเปนไนซิน

ตั้งตน (Gross และ Morell, 1971)   Buchman และคณะ (1988) ไดเร่ิมจําแนกยีนที่สังเคราะหไนซิน 

และศึกษาขั้นตอนการสังเคราะหไนซิน ซึ่งพบวาในการสังเคราะหไนซิน การควบคุม และระบบ

ภูมิคุมกันตัวเองจากไนซินนั้น มียีนที่เกี่ยวของทั้งหมด 11 ยีน ซึ่งอยูในกลุมยีน nisin sucrose 

transposon Tn5276 (Dodd และคณะ, 1990) โดยยีนที่สังเคราะหไนซินนั้นจะถูกควบคุมโดยโอ

เปรอน 4 กลุมคือ nisABTCIPRK, nisI, nisRK, nisFEG ดังแสดงในรูปที่ 2.4 (Quiao และคณะ, 1996) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.4 ตําแหนงของยีนที่เกี่ยวของในการสังเคราะหไนซิน การควบคุม และระบบภูมิคุมกันตัวเอง

จากไนซิน (Ra และคณะ, 1999) 

 

ข้ันตอนการสังเคราะหไนซินเริ่มจาก ยีน nisA  ถอดรหัสไดออกมาเปนสายอารเอ็นเอนํารหัส 

(mRNA) และแปลรหัสเปนไนซินตั้งตน (nisin precursor peptide) ที่มีกรดอะมิโนทั้งหมด  57 หมู มี

การดัดแปลงไนซินตั้งตนเหลานั้นดวยกระบวนการดึงน้ําออกและกระบวนการสรางแลนไธโอนีน โดย

ยีน nisB และ nisC ทําหนาที่สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัส

ของไนซิน แลวจึงถูกขนสงผานเยื่อหุมเซลลออกนอกเซลลโดยโปรตีนที่สังเคราะหไดจากยีน nisT ซึ่งมี

สมบัติเปน ABC transporter การดัดแปลงไนซินใหสมบูรณจะสิ้นสุดเมื่อโปรตีน NisT นําไนซินตั้งตน

ออกนอกเซลล ตอจากนั้นยีน nisP ทําการสังเคราะห subtilin like โปรตีเนส ซึ่งมีสมบัติตัดสวนเพป

ไทดสายนํา และจะไดไนซินที่สมบูรณที่พรอมจะทํางานออกมาภายนอกเซลล ซึ่งประกอบไปดวย

กรดอะมิโนแลนไธโอนิน 1 หมู, เมธิลแลนไธโอนิน 4 หมู, ดีไฮโดรบิวทิรีน 1 หมู, ดีไฮโดรอะลานีน 2 หมู 

และกรดอะมิโนอื่นๆ ที่ไมไดดัดแปลงอีก 21 หมู ดังแสดงในรูปที่ 2.5     ยีน nisI และยีน nisFEG ทํา
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หนาที่สังเคราะหไลโพโปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันของแบคทีเรียในการปองกันตัวเองจากฤทธิ์

ของไนซิน เมื่อขนสงไนซินออกนอกเซลล (Siegers และคณะ, 1996) 

 

 
 

รูปที่ 2.5 แสดงกระบวนการสังเคราะหไนซินหลงัการแปลรหัสของไนซนิ (Kuipers และคณะ, 1995) 

 



 16

จากรูป 2.5a แสดงถึงพรีไนซินที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 57 หมู ซึ่งเมื่อแปลรหัสแลวไดผาน

กระบวนการดัดแปลง ซึ่งอยูบนเยื่อหุมเซลลดังรูปที่ 2.6 

 

 
 

รูปที่ 2.6 แสดงตําแหนงของไนซินหลังการแปลรหัสบนเยื่อหุมเซลล (Kuipers และคณะ, 1995) 

 

 โดยที่บริเวณปลาย N ของสวนเพปไทดสายนําประกอบดวยกรดอะมิโน 23 หมู ซึ่งเปนบริเวณ

สําคัญที่ใชในการจับกับโปรตีนที่ใชในการดัดแปลงและการขนสง (Kuipers และคณะ, 1993) โดย

ข้ันตอนแรกของการสรางไนซินที่สมบูรณเร่ิมจาก NisB ดีไฮดราเทส ซึ่งเมื่อจับกับ leader peptide 

แลว จะดึงน้ําออกจากกรดอะมิโนเซรีน และธรีโอนีน ดังแสดงในรูปที่ 2.5a (Kuipers และคณะ, 2006) 

หลังจากนั้นกรดอะมิโนโนที่ถูกดึงน้ําออกจะจับกันเปนวงแหวนแลนไธโอนีนดวย NisC ไซเคลส ดัง

แสดงในรูป 2.5b (Li และคณะ, 2006) แลวไนซินที่สมบูรณนี้จะถูกสงออกนอกเซลลโดย ABC-type 

transporter NisT ดังแสดงในรูป 2.5c (Kuipers และคณะ, 1993) แลวเอนไซมโปรตีเอสของ NisP จะ

ทําหนาที่ตัดสวนปลาย N ของสวนเพปไทดสายนําออก ดังแสดงในรูป 2.5d ไดไนซินที่พรอมทํางาน 

และกระตุนโปรตีน NisRK ซึ่งทําหนาที่ควบคุมยีนที่สรางไนซินและยีนในระบบภูมิคุมกัน (Quiao, 

1996)    

 Koponen และคณะ (2002) ไดศึกษาถึงหนาที่ที่สําคัญของโปรตีน NisB และ NisC ใน

กระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัสของไนซิน โดยในกระบวนการดัดแปลงหลังการแปลรหัส

ประกอบดวยสองสวนที่สําคัญ คือ กระบวนการดึงน้ําออกในกรดอะมิโนเซรีน และธรีโอนีน และ
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กระบวนการสรางแลนไธโอนีน โดยไดทดลองเติมกรดอะมิโนฮีสติดีนที่สวนปลายของยีนไนซิน ซึ่งเปน

เทคนิคที่ใชเพื่อชวยในการทํา     ไนซินใหบริสุทธิ์ ซึ่งในการตอปลายดวยฮิสติดีนนั้นไมมีผลกระทบตอ

การสังเคราะหไนซิน สายพันธุกลายที่ขาดยีน nisB  และ nisC  จะไมสรางโปรตีน NisB และ NisC 

ตามลําดับ ทําใหกระบวนการขนสงไนซินออกนอกเซลลต่ําลงและสามารถตรวจสอบกระบวนการการ

ดึงน้ําออกไดจากการวิเคราะหดวยแมสสเปกโทรโฟโตมิเตอร (MS) โดยในกระบวนการดึงน้ําออกนั้น

มวลของไนซินตั้งตนจะลดลงประมาณ 18 ดาลตัน จากการทดลองในสายพันธุที่ขาด nisB แตมี nisC 

จะใหผลน้ําหนักมีคาหนักมากกวาในสายพันธุที่ขาด nisC แตมี nisB แสดงวา  nisB มีความสําคัญใน

กระบวนการดึงน้ําออกของเซรีนและธรีโอนีน ดังนั้นเมื่อขาด nisB ทําใหไมมีกระบวนการดึงน้ําออก จึง

ทําใหมีน้ําหนักเพิ่มข้ึน แตวิธี MS ไมสามารถวิเคราะหวามีการสรางแลนไธโอนีนได จากขอเท็จจริงที่วา

ถามีการสังเคราะหแลนไธโอนีน เมื่อสวนเพปไทดสายนําถูกตัดแลวก็จะไดไนซินที่สมบูรณทําหนาที่

เปนสารตานจุลชีพได แตเมื่อทําการทดลองหาการทํางานของไนซินในสายพันธุที่ขาด nisC แตมี nisB 

ไมพบการทํางานของไนซินจึงคาดวายีน nisC  จะสรางโปรตีน NisC ที่เกี่ยวของในการสรางแลนไธ

โอนีนในกระบวนการสังเคราะหไนซิน 

 จากสมบัติของไนซินในการเปนสารตานจุลชีพซึ่งมีฤทธิ์ทําลายแบคทีเรียอื่นๆ แตไมมีผลตอ

ตัวเอง ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจสําหรับแบคทีเรียที่สรางไนซิน จะตองมีกลไกบางอยางที่ควบคุมและ

ปองกันตัวเองจากฤทธิ์ของไนซินที่ตัวเองสราง จึงไดมีการศึกษายีนที่เกี่ยวของกับระบบปองกันตัวเอง 

จากการศึกษาของ Stein และคณะ (2003) ไดอธิบายถึงกลไกการทําลายแบคทีเรียของไนซินประกอบ

ดวย 4 ข้ันตอน คือเร่ิมจากการจับของ ไนซินที่บริเวณเยื่อหุมเซลล ข้ันที่สองไนซินจะแทรกเขาไปในชั้น

ของเยื่อหุมเซลล ข้ันที่สามเปนกระบวนการที่ทําใหเกิดรูที่เยื่อหุมเซลล และสุดทายรูที่เยื่อหุมเซลลจะ

ขยายออกใหญข้ึนจนทําใหเซลลสูญเสียสมดุลและตายในที่สุด  กลุมยีนอิมมูนิตีซึ่งประกอบดวยยีน 

nisI, nisF, nisE และ nisG จะปองกันตัวเองจากกลไกเหลานี้ จากการทดลองโคลนยีนทั้งสี่เขาใน B. 

subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไวตอไนซินควบคุมการแสดงออกของกลุมยีนอิมมูนิตีดวยโปรโมเตอรชนิด

เหนี่ยวนํา (inducible promoter) พบวาในสายพันธุที่โคลนยีนทั้งหมดสี่ชนิดมีระดับการทนทานตอไนซิ

นสูงสุด นอกจากนั้นกลุมยีนอิมมูนิตีจะมีความจําเพาะตอไนซิน จากการทดลองบม  ไนซินกับโปรตีน 

NisI จะทําใหเกิดการจับกันระหวางไนซินกับโปรตีน NisI เกิดเปนสารประกอบเชิงซอน และปริมาณ

ของไนซินอิสระจะลดลง แตไมเกิดผลเชนนี้เมื่อบมโปรตีน NisI กับซับทิลินซึ่งเปนแลนติไบโอติกที่

ใกลเคียงกับไนซิน NisI เปนลิโพโปรตีนมีขนาด 25.8 กิโลดาลตัน จะถูกสงออกนอกเยื่อหุมเซลลโดยจะ
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ทําหนาที่ตัดสายไนซินบริเวณเยื่อหุมเซลลเพื่อปองกันไนซินเขาสูเซลล และไมใหไนซินเพิ่มจํานวนมาก

ข้ึน และโปรตีน NisFEG จะทําหนาที่สงไนซินออกนอกเซลลซึ่งจะชวยลดปริมาณของไนซินที่จะเขา

ภายในเซลล การทํางานรวมกันของยีน nisIFEG จะชวยปองกันตัวเองจากฤทธิ์ของไนซิน 

 
2.6 ปจจัยทีม่ีอิทธิผลตอการผลิตไนซิน 
 

2.6.1 องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  

อาหารเลี้ยงเชื้อที่นิยมใชเลี้ยง L. lactis คือ MRS หรือ M17 เนื่องจาก L. lactis เปนเชื้อที่

พิถีพิถันตอการใชแหลงอาหารตางๆ (fastidious bacteria) จากรายงานพบวา MRS เปนอาหารที่

เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและผลิตไนซินมากกวาอาหารชนิดอื่นๆ (Biswas และคณะ, 1991) 

 Chan-Ick และคณะ, 2002 ไดเลี้ยงเชื้อ L. lactis สายพันธุ A164 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อใน

อาหาร M17 ที่เติมแลคโทส 0.5% จะสามารถผลิตไนซินไดดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ

ทั้ง 8 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 2.3 และพบวาอาหาร M17 ที่เติมแลคโทส 0.5% สามารถผลิตไนซินได

มากกวาอาหาร M17 ที่เติมกลูโคส 0.5% ถึง 8 เทา นอกจากนี้แลวพบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRS 

และ APT ซึ่งมีกลูโคสเปนแหลงคารบอน ใหน้ําหนักเซลลแหงใกลเคียงกับเลี้ยงใน M17 ที่เติมแลคโทส 

0.5% แตผลิตไนซินไดนอยกวา จึงไดทําการสรุปวาอาหาร M17 จะสามารถผลิตไนซินไดดกีวา ในขณะ

ที่อาหาร MRS จะทําใหเซลลเจริญเติบโตไดดีกวา แตการที่เชื้อจะสามารถผลิตไนซินไดในปริมาณมาก

เพียงใดขึ้นอยูกับองคประกอบตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อดวย ไดแก แหลงคารบอน, แหลงไนโตรเจน, 

ธาตุอาหารและเกลือแรที่เหมาะสมกับสายพันธุนั้นๆ ซึ่ง Chan-Ick และคณะ ไดศึกษาหาแหลง

คารบอนที่เหมาะสมในการผลิตไนซิน โดยทดลองกับอาหาร M17 ที่แปรผันแหลงคารบอนที่เปน

น้ําตาล 9 ชนิด พบวาแลคโทสเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดเมื่อเทียบกับน้ําตาลชนิดอื่น โดยสามารถ

ผลิตไนซินไดสูงถึง 16,384 AUml-1 (0.5% แลคโทส) ดังแสดงในตารางที่ 2.4 และเมื่อแปรผันแหลง

ไนโตรเจน 8 ชนิด พบวาสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด ผลิตไนซินไดสูงถึง 16,384 

AUml-1(0.5% สารสกัดจากยีสต)  ซึ่งเทากับในอาหาร M17 เดิม ดังแสดงในตารางที่ 2.5 
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ตารางที่ 2.3  แสดงอิทธิพลของอาหารเลีย้งเชื้อชนิดตางๆ ของ L. lactis A164 ซึ่งผลิตไนซิน (Chan-

Ick และคณะ, 2002) 

เวลาบมเชื้อ (ชม.) 

12  24  12  24  12  24  

 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 

คาความเปนกรด-เบส น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 

แอกทิวิต ี 

(อารบิทารียนูติตอมล.) 

MRS (Difco) 

TGE (Difco) 

BHI (Difco) 

Elliker (Sigma) 

TSB (Difco) 

APT (Sigma) 

Tomato Juice Broth (Difco) 

M17+แลคโทส (M17L) 

M17+กลูโคส (M17G) 

5.06 

4.54 

5.69 

4.22 

5.05 

4.23 

4.13 

5.57 

5.75 

4.38 

4.52 

5.62 

4.20 

5.01 

4.16 

4.03 

5.52 

5.72 

1.31 

0.37 

0.75 

1.01 

1.02 

1.66 

0.58 

1.65 

1.28 

1.51 

0.24 

0.67 

0.97 

0.78 

1.63 

0.69 

1.60 

1.27 

2048 

1024 

512 

2048 

1024 

2048 

512 

16384 

2048 

1024 

256 

512 

2048 

1024 

2048 

512 

16384 

2048 

ปริมาณแลคโทสและกลูโคสที่เติมลงในอาหาร M17 คือ 0.5% 
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ตารางที่ 2.4 อิทธิพลของแหลงคารบอนตอการผลิตไนซนิ ของ L. lactis A164 (Chan-Ick แล ะคณะ, 

2002) 

แหลงคารบอน คาความ

เปน  

กรด-เบส 

น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 

แอกทิวิต ี 

(อารบิทารียนูติตอมล.) 

ชุดควบคุม 

กลูโคส 

แลคโทส 

ซูโครส 

ไซโลส 

ฟรุกโทส 

มอลโทส 

กาแลคโทส 

อะราบิโนส 

ราฟฟโนส 

6.58 

5.75 

5.64 

5.76 

6.12 

6.10 

6.03 

6.01 

6.08 

5.71 

0.31 

1.40 

1.62 

1.67 

0.71 

0.75 

0.92 

0.99 

0.87 

1.37 

256 

2048 

16348 

2048 

2048 

512 

4096 

2048 

1024 

4096 

  ชุดควบคุม = อาหาร M17 ที่ไมเติมแหลงคารบอน 
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ตารางที่ 2.5 อิทธิพลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตไนซิน ของ L. lactis A164 (Chan-Ick และคณะ, 

2002) 

แหลงไนโตรเจน คาความ

เปน  

กรด-เบส 

น้ําหนกัเซลลแหง 

(กรัมตอลิตร) 

แอคติวิตี  

(อารบิทารียนูติตอมล.) 

ชุดควบคุม 

อาหารเลี้ยงเชือ้พื้นฐาน 

สารสกัดจากเนื้อ 

ทริปโตน 
ซอยโตน 

สารสกัดจากยสีต 

เพพโตน 

เคซิโตน 

โปรติเอสเพพโตน 

เคซีน 

5.56 

6.73 

6.18 

5.86 

5.02 

5.50 

5.88 

5.83 

5.60 

6.06 

1.74 

0.20 

0.50 

1.32 

1.75 

1.74 

0.92 

1.30 

1.55 

0.57 

16384 

32 

256 

8192 

8192 

16384 

1024 

4096 

8192 

512 

 ชุดควบคุม = อาหาร M17 ที่ไมเติมแหลงคารบอน 

 

Matsusaki และ คณะ, 1995 ไดศึกษาถึงแหลงคารบอนที่เหมาะสม พบวาเชื้อ L. lactis สาย

พันธุ IO-1 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน ซึ่งประกอบไปดวยสารสกัดจากยีสต 0.5% พอลิเพพโตน 

0.5% และ 0.5% โซเดียมคลอไรด สามารถผลิตไนซินไดดีสุดเมื่อใชแหลงคารบอนเปนน้ําตาลกลูโคส 

โดยใชปริมาณกลูโคสเริ่มตน 3% โดยเชื้อสามารถผลิตไนซินไดถึง 4000 IUml-1 แตถาปริมาณกลูโคส

เร่ิมตนเพิ่มข้ึนคือ 4% ทําใหการผลิตไนซินลดลง เนื่องจากกรดแลคติกอาจจะยับยั้งการเจริญของเชื้อ  

นอกจากนี้ไดมีการนําหางนมที่เหลือใชจากอุตสาหกรรมผลิตเนยแข็ง มาใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ

เนื่องจากเปนการลดตนทุนและเปนการกําจัดปญหาสิ่งแวดลอมจากหางนม โดยมีการศึกษาทั้งในการ

หมักแบบแบช และการหมักแบบตอเนื่อง จากผลการทดลองพบวาสามารถผลิตไนซินไดในปริมาณที่

นอยกวาการใชน้ําตาลบริสุทธิ์เพียงเล็กนอย เมื่อมีการเสริมสารอาหารในหางนมดวยสารสกัดจากยีสต 

0.5% และ tween 80 0.5% (Guerra และคณะ 1999; Xia Liu และคณะ 2003) การที่ Lactococcus 
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lactis สามารถใชแหลงคารบอนแตละชนิด ในการสรางไนซินไดในปริมาณตางๆ กันนั้น เนื่องจาก

แหลงคารบอนแตละชนิดจะควบคุมการผลิตไนซินโดยกระตุนการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสราง

โมเลกุลไนซินใหสมบูรณ เชน การสรางโมเลกุลเร่ิมตนของไนซิน, การปองกันตัวของเซลลผูผลิตจากไน

ซิน หรือ การสงไนซินออกนอกเซลลไดแตกตางกัน (De Vuyst และ Vandamme, 1993) 

เนื่องจากแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียเปนตัวจํากัดการเจริญและการสรางไนซินของ 

Lactoccocus lactis   Kim และ คณะ, 1998 พบวาปริมาณไนซินสูงสุดเพิ่มข้ึนเมื่อปริมาณไนโตรเจน

อินทรียเพิ่มข้ึน ซึ่งตอมาไดมีการศึกษาแหลงของไนโตรเจน พบวาเมื่อใชสารสกัดจากยีสตเปนแหลง

ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ M17 จะมีการสรางไนซินมากกวาการใชทริปโตน, ซอยโตน และ โปรติเอส

เพพโตน ถึง 2 เทา สวนเกลือแรที่เปนสวนเสริมการเจริญและการผลิตไนซินในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS และ 

M17 นั้น พบวา KH2PO4 เปนแหลงฟอสเฟตที่ดีที่สุด  (De Vuyst และ Vandamme , 1993) Mg2+ ทําให 

Lactococcus latcis ATCC11454  เพิ่มการผลิตไนซินขึ้นและลดการดูดซับของไนซินในเซลลผูผลิต 

(Meghrous และ คณะ 1992) แตในสายพันธุ IO-1 ไมพบการเพิ่มผลผลิตไนซิน (Matsusaki และคณะ, 

1996)  การเติม CaCl2 0.1 โมลตอลิตร สามารถเพิ่มปริมาณไนซินแตไมมีผลกับการผลิตกรดแลคติก

และการเจริญของเชื้อซึ่งอธิบายไดวา Ca2+ จะกระตุนเอนไซมสําคัญในการดัดแปลงโมเลกุลไนซินให

สมบูรณ โดยมีการพบวา Ca2+ จะจับกับเอนไซม NisP เพพทิเดส ซึ่งทําหนาที่ตัด leader peptide จาก 

precursor nisin (Siezen และ คณะ 1995) หรือทําใหไนซินที่สรางขึ้นไมสามารถจับกับลิพิดเมมเบรน 

ของเซลลผูผลิต ทําใหเชื้อมีความตานทานตอไนซินที่ผลิตขึ้นเอง (De Vuyst และ Vandamme 1993) 

 

2.6.2 ผลกระทบของภาวะในการเลีย้งเชื้อ 

  

 การควบคุมภาวะตางๆ เชน คาความเปนกรด-เบส, อุณหภูมิ และการใหอากาศใหเหมาะสม

เปนปจจัยสําคัญอีกปจจัยหนึ่งในการเลี้ยงเชื้อและการผลิตไนซินโดยจากการศึกษาพบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อ 

Lactococcus lactis ที่อุณหภูมิ 30°ซ เชื้อจะมีการเจริญและผลิตไนซินมากที่สุด สวนคาความเปน

กรด-เบส ซึ่งมีความสําคัญตอการสรางไนซินเปนอยางมาก พบวาคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมกับ

การผลิตไนซินจะมีคาต่ํากวาคาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสมกับการเจริญ โดยคาที่เหมาะสมกับการ

ผลิตไนซินจะอยูในชวง คาความเปนกรด-เบส 5.5-6.0 ซึ่งจะแตกตางกันในเชื้อแตละสายพันธุและอาจ

ข้ึนกับอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้คาความเปนกรด-เบสที่เปนกลางจะทําใหเชื้อดูดซับไนซินไวทําให
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ปริมาณไนซินที่ปลอยสูน้ําเลี้ยงเชื้อนอยลง จากผลกระทบของคาความเปนกรด-เบสดังกลาว จึงตองมี

การควบคุมคาความเปนกรด-เบสในการผลิตอยางเขมงวดโดย Wenhua และคณะ (2004) ทดลองใช

การควบคุมแบบยอนกลับ (pH feed back control) ควบคุมคาความเปนกรด-เบสในการหมักแบบ

เฟดแบช โดยใชเซนเซอรวัดคาความเปนกรด-เบส ถาคาที่ไดเกินกวาที่ไดตั้งไวก็จะสงสัญญาณใหปอน

โซเดียมไฮดรอกไซดเขาไปปรับคาความเปนกรด-เบส ผลจากการศึกษาพบวาการควบคุมคาความเปน

กรด-เบสใหคงที่ในเฟดแบช ใหผลผลิตไนซิน (5,010 IU/ml ) มากกวาการผลิตไนซินแบบแบช ซึ่งไมมี

การควบคุมคาความเปนกรด-เบส (2,660 IU/ml)  และจากการทดลองพบวาการใหอากาศปริมาณ 

10-40 มิลลิลิตรตอนาที และการกวนดวยความเร็ว 320 รอบตอนาที ภายในถังหมักจะทําใหเชื้อผลิต

ไนซินไดปริมาณมากขึ้น  

 
2.7 การประยุกตใชไนซินในอุตสาหกรรมอาหาร 

 

ไนซินจัดเปนสารตานจุลชีพที่นาสนใจ เนื่องจากไนซินมีสมบัติหลายประการที่เหมาะสมใน

การใชเปนสารถนอมอาหาร คือ เปนสารที่มีความปลอดภัย ไมทําลายหรือเปนพิษตอเซลลยูแคริโอต 

สามารถทําใหเสื่อมสภาพโดยใชเอนไซมโปรตีเอส ทนตอความรอนและคาความเปนกรดเบสสูงๆ ได 

และยังสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคได จนไดรับการรับรองจากองคการอนามัยโลก (WHO) วามีความ

ปลอดภัยและอนุญาตใหใชไนซินเพื่อถนอมอาหารได (Antonio และคณะ, 2007) จึงนํามาใชเพื่อ

วัตถุประสงคของการควบคุมการเนาเสียของอาหาร (Parente และ Ricciardi, 1999) โดยเฉพาะอยาง

ยิ่งในกระบวนการผลิตเนยแข็งเพื่อปองกันการเจริญเติบโตและการสรางพิษโดย Clostridium spp. 

หรือในนมพาสเจอไรซ ขนมหวาน และผักกระปอง เปนตน ในสหรัฐอเมริกา ไนซินไดยอมรับวา

ปลอดภัยสามารถใชไดในไขเหลว ไสกรอก และน้ําสลัด ในประเทศออสเตรเลียก็อนุญาตใหใชไนซิน

ไดรับการยอมรับในผลิตภัณฑขนมอบที่มีองคประกอบของความชื้นสูง เพื่อปองกันการเจริญเติบโต

ของ Bacillus cereus  และยังมีรายงานอื่น ๆ อีกมากมายที่ไดระบุวา สามารถใชไนซินในการควบคุม

การเติบโตของ Listeria monocytogenes และ Clostridium spp. ไดในผลิตภัณฑนมและสัตว 

(Szabo และ Chahill, 1998) 
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2.8 การวิเคราะหหาปริมาณไนซิน  

 

วิธีที่ใชทดสอบสามารถแบงไดเปน 3 วิธีใหญๆ ไดแก วิธีทางชีวภาพ วิธีทางกายภาพ วิธีทาง        

วิทยาอิมมูน   

 

2.8.1 วิธีทางชีวภาพ (bioassay) 

 เปนวิธทีี่ใชวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยอาศัยสมบัติความเปนสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเชื้อชนิดอื่น ตัวอยางเชือ้จุลินทรียที่ไวตอไนซินแสดงในตารางที ่2.6 

 

ตารางที่ 2.6  แสดงเชื้อที่ใชทดสอบความไวตอไนซิน    

เชื้อที่ใชทดสอบ เอกสารอางอิง 

Lactobacillus brevis 

Lactobacillus  delbrueckii subsp. lactis 

Streptococcus agalactiae 

Bacillus stearothermophillus 

Micrococcus luteus 

Lactococcus lactis subsp. cremoris 

B. coagulans 

De Vuyst และ Vandamme, 1994 

 

 

 

 

 

 

Lactococcus  lactis  subsp. cremoris 

CNRZ117 

Lactococcus  lactis  subsp. lactis ATCC 

19435 

Parente และคณะ, 1995 

 

Carnobacterium divergens LV 13 Rose  และคณะ, 1999 

Micrococcus luteus ATCC10240 

Weissella paramesenteroides ATCC33313 

Chan-Ick และคณะ, 2002 

Pediococcus acidilactici Turcotte และคณะ, 2004 
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 วิธีทางชีวภาพสามารถแบงออกไดเปน 2 วิธี คือ วิธีแพรซึมในอาหารแข็ง (agar diffusion 

assay) และวิธีวัดความขุน (turbidimetric assay, photometric  assay) 

 2.8.1.1 วิธีแพรซึมในอาหารแข็ง (agar diffusion assay) 

 ทําไดโดยนําเชื้อที่ไวตอไนซินมาผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่หลอมเหลวแลวเทลงบนจานอาหาร 

จากนั้นนําอาหารที่แข็งแลวมาเจาะหลุม และหยอดดวยเชื้อที่จะทดสอบการสรางไนซิน เชื้อที่สามารถ

สรางไนซินไดจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ไวตอไนซินทําใหเกิดโซนใสรอบๆ โคโลนี (Parente 

และคณะ, 1995) การวิเคราะหการสรางไนซินดวยวิธีแพรซึมในวุนสามารถประยุกตใชหาปริมาณไน

ซินที่เชื้อสรางได โดยทําการทดลองเปรียบเทียบโซนของการยับยั้งระหวางเชื้อที่จะทดสอบกับไน

ซินมาตรฐานที่ทราบความเขมขนแนนอน โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานระหวางเสนผานศูนยกลาง

ของโซนการยับยั้ง (แกน Y) กับความเขมขนของไนซิน (แกน X) แตโซนของการยับยั้งที่เกิดจากเชื้อที่

ทดสอบอาจมีตัวแปรอื่นนอกจากไนซินที่เชื้อสรางขึ้นทําใหขนาดโซนไมถูกตอง ดังนั้นในการทํา

ปริมาณวิเคราะหจะตองทําไนซินใหบริสุทธิ์กอนเพื่อใหไดผลถูกตองแมนยํา หรือใชภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดในการเลี้ยงเชื้อที่จะไมสงผลกระทบตอการแพรของไนซิน  

 แอกทิวิตีของไนซินจะแสดงในรูปหนวยอารบิทารี (AU) ซึ่งหมายถึง คาความเจือจางที่สูงที่สุด

ที่ไดจากการทําเจือจางแบบลําดับสอง ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ไวตอไนซินตอปริมาตร 1 

มิลลิลิตร หรืออาจแสดงในรูปหนวยอินเตอรเนชันแนล (IU) ซึ่งแสดงถึงคาแอกทิวิตีของไนซินบริสุทธิ์ที่

เตรียมดวยวิธีมาตรฐานปริมาตร 1 ไมโครกรัมเทียบกับไนซินมาตรฐาน เชน เทียบกับไนซินมาตรฐาน 

Nisaplin ( Nisaplin 1 กรัม มีแอกทิวิตีที่แนนอน 106 IU) (De Vuyst และ Vandamme 1994) 

 การทดสอบการสรางไนซินดวยวิธีแพรซึมในวุนเปนวิธีที่วิเคราะหงาย และมีตนทุนต่าํ ดงันัน้จงึ

เปนวิธีที่นิยมใช แตก็มีขีดจํากัดหลายอยางโดยเฉพาะในการวิเคราะหหาปริมาณไนซินนั้น ขนาดของ

โซนเปนสิ่งสําคัญ ถาขนาดโซนมีความคลาดเคลื่อนก็จะทําใหเกิดความผิดพลาดในการวิเคราะห

ปริมาณ ซึ่งปจจัยที่มีผลตอขนาดของโซนมีดังตอไปนี้ 

I. สวนประกอบของวุน อาจมีผลตอฤทธิ์ของไนซิน การแพรซึมของไนซิน และการเจริญของ

เชื้อ อาหารเลี้ยงเชื้อที่ดีตองไมมีผลตอฤทธิ์และการแพรของไนซิน และสงเสริมการเจริญของ

เชื้อ Chandrapati และ O’Sullivian (1998) ไดศึกษาการผลิตไนซินจากเชื้อ L. lactis 

subsp. lactis ดวยวิธี rapid plate method พบวาแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดตอการ
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สรางไนซินคือการใชกลูโคสเพียงอยางเดียว และการเติมเกลือลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะไป

ยับยั้งการสรางไนซิน ยกเวนการเติม MnCl2 

II. คาความเปนกรด-เบส และแคตไอออน โดยแคตไอออนมีผลตอฤทธิ์ของไนซิน Wolf และ 

Gibbons (1996) พบวา เมื่อใชไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตบัฟเฟอร (Na2HPO4 buffer) 

ความเขมขน 1% เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะชวยปองกันการเกิดโซนที่ผิดพลาดจากกรดที่

เกิดจากเชื้อแบคทีเรียแลกติดซึ่งจะไปยับยั้งเชื้อที่ไวตอไนซิน 

III.  ชนิดของเชื้อที่ใชทดสอบความไวตอไนซิน Pongthorangkul และ Demirci (2004) ศึกษา

ถึงผลของเชื้อที่ไวตอไนซินที่ใชในการทดสอบดวยวิธีแพรซึมในอาหารแข็ง โดยเปรียบเทียบ

ระหวางเชื้อ  3 ชนิด ไดแก Micrococcus luteus, Lactobacillus sakeii และ Brochothrix 

thermosphacta  พบวาเชื้อ Lactobacillus sakeii เมื่อนํามาทดสอบ จะใหผลการทดสอบ

ถูกตองและแมนยําที่สุด 

นอกจากนั้นยังมีปจจัยอ่ืนๆ อีกที่สําคัญ เชน ความหนาของวุน โดยทั่วไปในการวิเคราะห

ความไวตอ ไนซินใชวุนหนา 4 มิลลิเมตร แตถาวิเคราะหปริมาณใชวุนหนา 2 มิลลิเมตร ปริมาณเชื้อที่

ใชทดสอบความไวตอไนซิน ใชเชื้อปริมาณ 106 โคโลนีตอจานอาหาร หรือวัดปริมาณเชื้อที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตรใหไดคา 0.5  นอกจากนี้ยังรวมถึงอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม ซึ่งทุกปจจัยจะมี

ผลตอการเกิดโซนของเชื้อ   

2.8.1.2 วิธีวัดความขุน (turbidimetric assay, photometric  assay) 

เปนวิธีที่ใชในการหาปริมาณไนซิน โดยเปรียบเทียบความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อ

ตัวอยางที่จะทดสอบตอการยับยั้งเชื้อที่ไวตอไนซินกับไนซินมาตรฐาน ซึ่งสามารถเตรียมในรูปหลอด

ทดลองหรือในปจจุบันนิยมใชในรูปจานไมโครไตเตอร ซึ่งมีความสะดวกและสามารถเตรียมไดหลาย

ตัวอยาง 

ทําไดโดยการนําไนซินที่แยกไดจากเชื้อมาทําใหบริสุทธิ์และนํามาเจือจางใหไดหลายความ

เขมขนจากนั้นบมไนซินกับเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน และหยุดการเจริญดวยการเติมสารไธโอเมอรซา

เลต (thiomersalate) จากนั้นนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สรางกราฟ

มาตรฐานความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง (แกน Y) กับล็อกความเขมขนของไนซิน (แกน X) 
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ปริมาณไนซินของสารตัวอยางหาไดโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน วิธีนี้เปนวิธีที่รวดเร็ว สามารถ

ประยุกตใชในการหาปริมาณไนซินในผลิตภัณฑตางๆ ได แตสารที่จะใชทดสอบหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ

ตองใส และไมมีตะกอน  

Turcotte และคณะ (2004) ไดพัฒนาวิธีวิเคราะหความขุน ใหมีความแมนยํา มีความไว และ

ใชเวลานอย โดยพบวาเมื่อใชเชื้อทดสอบความไวเปน Pediococcus acidilactici UL5 ปริมาณ 107 

โคโลนีตอจานอาหาร จะชวยลดเวลาในการบมเชื้อลงเหลือ 3 ชั่วโมง  และไดเปรียบเทียบคาตางๆ ของ

การวิเคราะหดวยวิธีแพรซึมในวุน กับวิธีวัดความขุน ซึ่งจะเห็นวาวิธีวัดความขุน เปนวิธีวิเคราะหที่

รวดเร็วกวา และมีความไวมากกวา และไมมีปญหาเกี่ยวกับการแพรในวุนเหมือนวิธีแพรซึมในวุน แต

วิธีนี้จะยุงยากกวา เพราะตองเตรียมไนซินใหบริสุทธิ์กอนที่จะวิเคราะห 

  Reunanen และ Saris (2003) ไดปรับปรุงเชื้อที่ใชทดสอบความไวตอไนซินใหมีการตรวจสอบ

งายขึ้น มีความไว และมีความแมนยํามากขึ้น โดยสรางพลาสมิดที่ประกอบดวยยีน nisR และ nisK ซึ่ง

เปนยีนที่เกี่ยวของกับการควบคุมตัวเอง (autoregulation gene) และยีน gfp ซึ่งเปนยีนที่สรางโปรตีน 

green fluorescent จากนั้นนําพลาสมิดใสเขาไปในเชื้อ  L. lactis สายพันธุ MG1614 ซึ่งเปนสายพันธุ

ที่ไมสรางไนซิน ดวยวิธีอิเล็กโทรพอเรชัน  และเรียกสายพันธุใหมนี้วา L. lactis LAC240 ซึ่งใชเปนเชื้อ

ทดสอบที่ไวตอไนซิน เมื่อบมเชื้อ L. lactis LAC240 กับเชื้อที่ตองการจะทดสอบการสรางไนซิน ถาเชื้อ

นั้นสามารถสรางไนซิน ไนซินที่สรางได จะไปกระตุนใหโปรตีน green fluorescent เปลงแสงวัดแสงที่

เปลงออกดวยเครื่องฟลูออโรมิเตอร โดยที่แปลผลออกมาเปนคาความสัมพันธระหวางแสงที่กระตุนวัด

ไดที่ความยาวคลื่น 485 นาโนเมตร และแสงที่ปลอยออกวัดไดที่ความยาวคลื่น 538 นาโนเมตร หนวย

ฟลูออเรสเซนซสัมพัทธ (RFU) จะแปรผันตามปริมาณไนซิน วิธีนี้สามารถวิเคราะหไนซินไดแมมีเพียง

ปริมาณเล็กนอย ซึ่งวิเคราะหไนซิน บริสุทธิ์ไดตั้งแต 2.5 นาโนกรัมตอมิลลิมิตร วิเคราะหไนซินในนมที่

มีความเขมขนเพียง 45 นาโนกรัมตอมิลลิมิตร ในเนยแข็ง 0.9 ไมโครกรัมตอมิลลิมิตร และวิเคราะหไน

ซินในน้ําสลัดไดที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

2.8.2 วิธีทางกายภาพ  

 เปนวิธีตรวจหาไนซินโดยอาศัยโครงสรางของไนซิน เชน การวิเคราะหจากมวลโมเลกุลของไน

ซิน โดยวิธี Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry 
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(MALDI-TOF MS) จากการทดลองของ Rose และคณะ (1999) ไดใชเทคนิค MALDI-TOF MS ใน

การหาไนซินจากสารละลายสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ โดยวิเคราะหจากมวลโมเลกุลเทียบกับไน

ซินมาตรฐาน MALDI-TOF MS เปนวิธีที่มีความรวดเร็วเมื่อเทียบกับวิธีทางชีวภาพที่ตองบมเชื้อ และ

สามารถนํามาใชวิเคราะหหาไนซินในผลิตภัณฑตางๆ แตก็มีขอดอยคือ การเตรียมสารเคมีในการ

ทดสอบมีความยุงยาก และเครื่องมือที่จะใชวิเคราะหมีราคาแพง และในการทําปริมาณวิเคราะห

จําเปนจะตองเตรียมไนซินใหมีความบริสุทธิ์สูง  

2.8.3. วิธีทางวิทยาอิมมูน 

 เปนวิธีที่อาศัยปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยใหไนซินเปนแอนติเจน และสราง

แอนติบอดีจากการฉีดไนซินเขาในสัตวทดลองเพื่อใหสรางแอนติบอดีตอไนซิน วิธีenzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) เปนวิธีที่สามารถนํามาประยุกตเพื่อใชวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดย

อาศัยหลักการที่ไนซินจะจับกับแอนติบอดีตอไนซิน  โดยเตรียมใหแอนติบอดีจับกับเม็ดบีด จากนั้นเมื่อ

เติมสารที่จะวิเคราะหไนซินลงไป ไนซินในสารตัวอยางจะจับกับแอนติบอดี แลวจึงลางและเติมคอนจู

เกต ไนซินซึ่งติดฉลากดวยเอนไซมฮอรสราดิชเพอรออกซิเดส คอนจูเกตไนซินจะไปแยงจับกับ

แอนติบอดี และเมื่อเติมซับสเตรต เอนไซมจะยอยซับสเตรตซึ่งสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดที่ 540 

นาโนเมตร โดยปริมาณ ไนซินจะแปรผกผันกับคาการดูดกลืนแสง ถาในตัวอยางมีไนซินมากคอนจูเกต

ไนซินจะเขาไปแยงจับกับแอนติบอดีไดนอย ทําใหคาการดูดกลืนแสงต่ํา (Nandakumar และคณะ, 

1999) แบบจําลองการทํา ELISA แสดงในรูปที่ 2.7 

 

รูปที่ 2.7 แสดงแบบจําลองการทํา ELISA (Nandakumar และคณะ, 1999) 
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2.9 การกลายพันธุ 
 

การกลายพันธุ คือการเปลี่ยนแปลงลําดับของเบสหรือโครงสรางของสารพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิต

ใหผิดไปจากสภาพธรรมชาติของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ และการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้จะตองสามารถ

ถายทอดไปสูลูกหลานได(Brown, 1992)  

การกลายพันธุมี 2 แบบคือ การกลายพันธุระดับยีน (Gene Mutation) และการกลายพันธุ

ระดับโครโมโซม (Chromosomal mutation)   
 
2.9.1 การกลายพนัธุระดับยีน  

  การกลายพันธุของยีนจะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของเบส (A, T, C, G) ในยีน โดยอาจเปลีย่น

ที่ชนิดของเบส โครงสรางหรือลําดับของเบสทําใหยีนเปลี่ยนไป มีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงชนิด

กรดอะมิโนในสายพอลิเพพไทดที่สรางขึ้น โปรตีนที่สรางขึ้นมานั้นเปลี่ยนสมบัติทางเคมีไปจากเดิมหรือ

หมดสภาพไป การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นเปนการกลายพันธุเฉพาะที่ มีผลทําใหรหัสพนัธกุรรมเปลีย่นไป

จากเดิม ลําดับและชนิดของกรดอะมิโนจะเปลี่ยนไป สมบัติของโปรตีนหรือพอลิเพพไทดที่สังเคราะห

ข้ึนจึงแตกตางไปจากเดิม  

การกลายพันธุระดับยีนแบงเปน 2 ประเภทใหญ ๆ คือ การแทนที่คูเบส (Base – pair 

Substitution) และการสอดแทรกของนิวคลีโอไทด (Insertion) หรือการตัดออกของนิวคลีโอไทด 

(Deletion)  

     2.9.1.1 การแทนที่คูเบส (Base – pair Substitution)  

  เกิดจากมีเบสใดเบสหนึ่งในสายดีเอ็นเอปกติถูกแทนที่โดยเบสอีกชนิดหนึ่ง จึงทําใหลําดับการ

เรียงตัวของเบสในสายดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป ทําใหมีลําดับการเรียงตัวของเบสในโคดอน

เปลี่ยนแปลงไป โปรตีนที่ถูกสังเคราะหข้ึนจะเปลี่ยนแปลงไป การกลายพันธุลักษณะนี้ถูกเรียกวาการ

กลายพันธุแบบแทนที่ ซึ่งสามารถ    แบงยอยตามประเภทของเบสที่เปลี่ยนแปลงไปเปน 2 รูปแบบคือ 

ทรานสเวอรชัน (transversion) และทรานสิชัน (transition)   
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2.9.1.1.1 ทรานสเวอรชัน (transversion)  

คือ การแทนที่เบสดวยเบสตางกลุมกัน โดยแทนที่เบสจากเบสพิวรีนเปลี่ยนเปนไพริมิดีน หรือ

เปนการเปลี่ยนเบสจากไพริมิดีนไปเปนพิวรีน  โดยลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลง มีผลตอการเปลี่ยนแปลง

ชนิดกรดอะมิโนในสายพอลิเพพไทดที่สรางขึ้น   

2.9.1.1.2 ทรานสิชัน   (transition)  

การที่เบสเดิมและเบสใหมที่แทนกันเปนประเภทเดียวกัน เชน การเปลี่ยนเบสจากพิวรีนไปเป

นพิวรีน    (เชน ตําแหนงที่เคยเปน A ถูกแทนที่ดวย G) หรือเปนการเปลี่ยนเบสจากไพริมิดีนไปเปนไพริ

มิดีน (เชน ตําแหนงที่เคยเปน T ถูกแทนที่ดวย C) 

       การแทนที่คูเบส (Base – pair Substitution) มีหลายลักษณะ ไดแก  

- การกลายพันธุแบบมิสเซนต (Missense mutation)  

  การเปลี่ยนเบสมีผลใหเกิดการเปลี่ยนรหัสพันธุกรรม (genetic codon) ทําใหเปลี่ยนกรดอะมิ

โน หรือเบสในรหัสพันธุกรรมเปลี่ยนเปนเกิดกรดอะมิโนใหม ทําใหสายพอลิเพพไทดเปลี่ยนจากเดิม   

- การกลายพันธุแบบนอนเซนต (Nonsense mutation)   

การเปลี่ยนเบสมีผลใหเกิดการเปลี่ยนรหัสพันธุกรรม (genetic codon) ไปเปนรหัสหยุด 

(termination codon) คือ เบสในรหัสพันธุกรรมเปลี่ยนเปนรหัสสําหรับหยุดสรางสายพอลิเพพไทด) คอื 

UAA, UAG, UGA  

  

2.9.1.2 การสอดแทรกของนิวคลีโอไทด (Insertion) หรือการตัดออกของนิวคลีโอด 

(Deletion)  

การเปลี่ยนเบสโดยการสอดแทรกหรือการตัดออก มีผลทําใหลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูใน

โมเลกุลสายดีเอ็นเอเกิดการเคลื่อนตัวไปหรือมีรหัสพันธุกรรมเปลี่ยน สงผลกระทบตอการสังเคราะห

สายพอลิเพพไทด ทําใหสายสั้นลง หรือยาวขึ้น หรือทําใหไมทํางาน (nonfunction) เรียกการการกลาย

พันธุแบบนี้วา การกลายพันธุแบบเฟรมชิฟ (Frameshift Mutation) 
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รูปที่ 2.8 แสดงการเกิดการกลายพันธุแบบเฟรมชิฟ (Frameshift Mutation) (Goodenough, 1978) 
 

2.9.2 การกลายพันธุระดับโครโมโซม (Chromosomal mutation)  

  การที่โครโมโซมเปลี่ยนไปโดยอาจมีผลตอจํานวน หรือ โครงสรางของโครโมโซม การกลาย

พันธุระดับนี้มีผลตอยีนเปนจํานวนมาก ส่ิงมีชีวิตที่มีความผิดปกติมักแสดงอาการมากกวา 1 อาการ 

จึงเรียกความผิดปกติที่เกิดจากการกลายพันธุระดับโครโมโซมวา กลุมอาการ (syndrome) ถายีนมี

ความผิดปกติมากๆ อาจทําใหส่ิงมีชีวิตนั้นผิดปกติมากจนไมอาจมีชีวิตอยูได การกลายพันธุระดับ

โครโมโซมนี้ นอกจากจะสามารถเห็นไดจากลักษณะทางฟโนไทป แลวยังสามารถใชกลองจุลทรรศน

ศึกษารูปราง จํานวน และโครงสรางของโครโมโซม  

การกลายพันธุระดับโครโมโซม มี 2 ประเภท คือ การเปลี่ยนแปลงรูปรางโครงสรางภายในของ

โครโมโซม และการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม 
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สาเหตุของการกลายพันธุ 

I. การกลายพันธุที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ  (Spontaneous mutation) การกลายที่เกิดขึ้นเองตาม

ธรรมชาตินั้น มีโอกาสเกิดขึ้นนอยมาก คือมีโอกาสนอยกวา 1 ในลานเซลล โดยสาเหตุของ

การเกิดการกลายพันธุข้ึนเองตามธรรมชาตินั้นคาดวานาจะเกิดจากรังสีคอสมิก หรือเกิด 

tautomeric shift ของเบสในสายเดิมของสายดีเอ็นเอ ดังนั้นเมื่อมีการสังเคราะหสายดีเอ็นเอ

ข้ึนใหมก็จะเกิดการจับคูของเบสในสายดีเอ็นเอผิดไป (Gardner, 1975) 

II. การกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา (Induce mutation) การเกิดการกลายพันธุนี้เกิดในอตัราที่

สูง โดยการใชสารชักนํา หรือส่ิงกอกลายพันธุ (mutagenic agent หรือ mutagen) 

(Goodenough, 1978)  ซึ่งสิ่งกอกลายพันธุที่ใชชักนํานี้ ไดแก ส่ิงกอกลายพันธุทางกายภาพ 

เชน อุณหภูมิและรังสีตางๆ และสิ่งกอกลายพันธุทางเคมี เชน สารเคมีตางๆ กระบวนการชัก

นําใหเกิดการกลายพันธุ ดวยสารชักนําใหเกิดการกลายดังกลาว เรียกวา mutagenesis 
 

สิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพ 

 จากที่ไดพบการเกิดการกลายพันธุทางกายภาพโดยใชรังสีเอ็กซ ในแมลงหวี่ (Drosophila 

melanogaster) ทําใหมีงานวิจัยเกี่ยวกับการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชรังสีตางๆ กับส่ิงมีชีวิต

ตามมา (Bos และ Stadler, 1996) รังสีเปนสิ่งกอกลายพันธุทางกายภาพที่สําคัญในการชักนําใหเกิด

การกลายพันธุและดวยความยาวคลื่นของรังสีที่ตางกันทําใหมีผลตอการชักนําใหเกิดการกลายพันธุใน

รูปแบบที่แตกตางกัน (Weaver และ Hedrick, 1977) สามารถแบงออกเปน 2 ประเภท คือ 

I. รังสีที่กอใหเกิดไอออน (ionizing radiation) ไดแก รังสีเอกซ รังสีแกมมา รังสีแอลฟา รังสีบีตา 

เปนตน รังสีเหลานี้มีอํานาจในการทะลุทะลวงสูง โดยทะลุทะลวงผานเนื้อเยื่อตางๆ และทําให

อิเล็คตรอนที่เรียงอยูวงนอกสุดในโครงสรางอะตอมหลุดออกไป ทําใหไอออนเกิดเปนประจุบวก สวน

อิเล็คตรอนที่หลุดออกมานี้จะเคลื่อนที่ดวยความเร็วสูงไปชนอะตอมอื่นๆ จนพลังงานของอิเล็คตรอนล

ดลง จากการเกิดประจุบวกและลบทําใหตองเกิดปฏิกิริยาเคมีทําใหประจุเปนกลาง เพื่อใหโครงสราง

ของอะตอมคงที่ ปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นมีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ เชน ทําใหเกิดการแตกหักของ

โครโมโซมและโครมาติด โดยบริเวณที่แตกนี้จะเกี่ยวของกับสวนที่ตอกันของน้ําตาล และหมูฟอสเฟต

ของสายโพลีนิวคลีโอไทดทําใหเกิดการตัดออกและการสอดแทรก 
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II. รังสีที่ไมกอใหเกิดไอออน (nonionizing radiation) ไดแก แสงอัลตราไวโอเลต รังสีประเภทนี้

จะไมกอใหเกิดไอออนตามทางที่เคลื่อนผาน เนื่องจากมีอํานาจในการทะลุทะลวงต่ํากวารังสีประเภท

แรก ทําใหเกิดการแทนที่ 

 

ส่ิงกอกลายพันธุทางเคมี 

เปนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุโดยใชสารเคมีตางๆ (Moore และ Frazer, 2002) ดังนี้ 

I. สารเคมีที่มีโครงสรางคลายคลึงกับเบส (base analog) เปนสารเคมีที่มีโครงสรางคลายคลึง

กับเบสบางตัวในสายดีเอ็นเอ จึงสามารถเขาไปแทนที่ได เปนผลใหสายดีเอ็นเอมีสารเคมีนั้นแทรกอยู 

เมื่อเกิดการถายแบบดีเอ็นเอ จะทําใหมีการเขาคูแบบสุม ซึ่งจะทําใหสายดีเอ็นเอที่สังเคราะหข้ึนผิดไป

จากเดิม สารเคมีชนิดนี้ เชน 5-โบรโมยูราซิล ที่มีโครงสรางคลายกับเบสไทมีน และ 2-อะมโินเพยีวรนี ที่

มีโครงสรางคลายกับเบสอะดีนีน เปนตน 

II. สารเคมีที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเบส (base modifying agent) ไดแก 

กรดไนตรัส ซึ่งทําใหเกิดการเคลื่อนยายหมูอะมิโนของเบสไซโทซีนออกไปแลวเปลี่ยนเปนกลุมคีโตแทน 

ทําใหเบสเปลี่ยนจากไซโทซีนเปนยูราซิล และไฮดรอกซีลามีน ซึ่งทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงกลุมอะมิ

โนของเบสไซโทซีนเปนกลุมไฮดรอกไซดแทน ทําใหเบสเปลี่ยนจากไซโทซีนเปนไฮดรอกซิลอะมิโนไซโท

ซีน นอกจากนี้ยังมีสารที่ทําใหเกิดการยายหมูเอธิลและเมธิลใหแกเบส ซึ่งจัดสารประเภทนี้ในกลุม 

alkylation agent และเปนสารที่มีประสิทธิภาพสูงในการกอใหเกิดการกลายพันธุ เชน เอธิลมีเทน

ซัลโฟเนต (EMS), เอธิลอีเทนซัลโฟเนต (EES) และ เอ็น-เมธิล-เอ็น-ไนโตร-เอ็น-ไนโตรโซกัวนิดีน 

(NTG) เปนตน 

III. สารเคมีที่ทําใหเกิดการขาดหายไป หรือเพิ่มนิวคลีโอไทดในสายดีเอ็นเอ (intercalating 

agent) สารกลุมนี้ไดแก โพรฟลาวิน และ สียอมอะคริดีน (Drake, 1970) โดยสารพวกนี้จะแทรกเขา

ไปอยูระหวางเบสของสายดีเอ็นเอ เมื่อเกิดการถายแบบดีเอ็นเอ จะทําใหการอานลําดับผิดปกติซึ่ง

อาจเกิดการขาดหายไปหรือเพิ่มข้ึนของเบส 

การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  

แสงอัลตราไวโอเลตเปนแสงที่ชักนําใหเกิดการกลายในกลุมของสารรังสี โดยรังสีที่แผออกมา

นั้นเปนรังสีชนิดไมแตกตัว คือเปนรังสีที่ไมทําใหเกิดประจุ มีพลังงานนอยกวารังสีที่แตกตัวได และมี
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ความสามารถในการทะลุทะลวงต่ํากวา  แสงอัลตราไวโอเลตที่มีประสิทธิภาพในการการชักนําใหเกิด

การกลาย ตองเปนแสงอัลตราไวโอเลตที่ปลอยพลังงานออกมาในชวงความยาวคลื่นสั้นเทานั้น คืออยู

ระหวาง 200-300 นาโนเมตร และความยาวคลื่นแสงที่เหมาะสมในการชักนําใหเกิดการกลายไดดี

ที่สุด ควรมีความยาวคลื่นแสง 254 นาโนเมตร เนื่องจากเปนความยาวคลื่นที่สายดีเอ็นเอสามารถ

ดูดกลืนคลื่นแสงเขาไปในโมเลกุลของเบสไดสูงสุด ทําใหเกิดความผิดปกติบนสายดีเอ็นเอ โดยจะทํา

ใหเบสไพริมิดีน 2 โมเลกุลที่อยูชิดกันบนสายดีเอ็นเอเดียวกัน มีการเชื่อมตอกันดวยพันธะโคเวเลนต 

เกิดเปนไทมีน-ไทมีนไดเมอร (Drake, 1970) ดังแสดงในรูป 2.9 หรือ ไทมีน-ไซโทซีนไดเมอร หรือ ไซ

โทซีน-ไซโทซีนไดเมอร ซึ่งอาจจะเกิดไดในอัตราสวน 2:1:1 หรืออาจมีสาเหตุมาจากการเกิดไดเมอร

บนสายดีเอ็นเอเดียวกันแลวทําใหเกิดการบิดตัวของดีเอ็นเอสายคูไปจนเสียรูป การเกิดไดเมอรจะมี

ผลตอการถายแบบของดีเอ็นเอ เพราะพันธะโคเวเลนตที่เกิดขึ้นจะทําใหไดเมอรไมสามารถแยกออก

จากกัน สงผลใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสายดีเอ็นเอที่อยูตรงขามได เมื่อสายดีเอ็นเอ

ตองการถายแบบจึงตองมีกลไกมาซอมแซม จึงอาจทําใหเกิดการผิดพลาด จากการนําเอาเบสคูใหม

เขามาแทนที่ ผลจากการชักนําใหเกิดการกลายโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต สวนใหญจะเกิดการกลาย

แบบ AT GC ซึ่งเปนการแทนที่แบบทรานสิชัน และอาจพบการแทนที่แบบทรานสเวอรชัน, การ

กลายพันธุแบบเฟรมชิฟ และการตัดออกไดเชนกัน (Gardner, 1975) 

→

SOS repair หรือ Recombination repair เปนการซอมแซมที่เกิดขึ้นหลังจากมีการแยกสาย

พอลินิวคลีโอไทดขณะที่มีการถายแบบตัวเอง เมื่อมีการอานรหัสมาถึงบริเวณนี้ เอนไซมดีเอ็นเอพอลิ

เมอเรสจะนําเบสมาเติมในสวนที่ขาดหรือผิดปกติแบบสุม และใชสายดีเอ็นเอที่ซอมแซมแลวเปน

แมแบบตอไป ดังนั้นการซอมแซมแบบนี้มีผลทําใหเกิดการกลายพันธุ เปนกระบวนการที่ซับซอน (รูปที่ 

2.11)  
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รูปที่ 2.11 แสดงการซอมแซมโดยกระบวนการ SOS repair หรือ Recombination repair (Brown, 

1992) 

การกลายพันธุดวย NTG  

 เอ็น-เมธิล-เอ็น-ไนโตร-เอ็น-ไนโตรโซกัวนิดีน (NTG) เปนสารประกอบทางเคมี มีสูตรโมเลกุล 

C2H5N5O3 และมีสูตรโครงสรางดังแสดงในรูปที่ 2.12 น้ําหนักโมเลกุล 147.1 หนวย ละลายน้ําได

สูงสุด 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จุดหลอมเหลว 116-118ºซ สามารถชักนําใหเกิดการกลายไดดีในชวง

คาความเปนกรด-เบสระหวาง 6.0-9.0 (Mendel และ Greenberg, 1960)    
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รูปที่ 2.12 แสดงโครงสรางของ NTG (Fincharm และ Day, 1971) 

NTG เปนตัวอยางของสารที่ชักนําใหเกิดการกลายในกลุมของ alkylation agent ที่นิยมใชกัน

อยางกวางทั้งแบคทีเรียและรา เพราะเปนสารที่ชักนําใหเกิดการกลายที่มีความรุนแรงสูงมากที่สุด 

โดยมีสมบัติทําใหเกิดการยายหมูแอลคิลตั้งแต 1 หมูข้ึนไปใหกับสารอื่นๆ ได  การทํางานของ NTG 

ตองมีการแตกตัวจึงจะมีสมบัติเปนสารชักนําใหเกิดการกลายได NTG สามารถแตกตัวเปนกรดไน

ตรัสไดอยางรวดเร็วในภาวะที่เปนกรด โดยเฉพาะอยางยิ่งใน HCl 0.1 โมลาร สวนในภาวะที่เปนเบส 

NTG จะแตกตัวอยางรวดเร็วเปนไดอะโซมีเทน (CH2N2) แลวเขาจับกับสายดีเอ็นเอภายในเซลล

แบคทีเรียอยางรวดเร็วในการชักนําใหเกิดการกลายพันธุในแบคทีเรีย โดยชักนําใหเกิดการเติมหมู

แอลคิล 1 หมูใหกับเบส จากนั้นชักนําใหคูเบสที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเขามาอยูแทนที่เบสปกติใน

ระหวางการถายแบบดีเอ็นเอ  ทําใหเบสบนสายดีเอน็เอเกิดการเปลี่ยนแปลงไป การเติมหมูแอลคิลจะ

เกิดที่ตําแหนงไนโตรเจนหรือออกซิเจนของเบสแตละชนิด คือ ไนโตรเจนตําแหนงที่ 3 ของเบสอะดีนีน 

ไนโตรเจนตําแหนงที่ 4 ของเบสไซโทซีน ไนโตรเจนตําแหนงที่ 3 ของเบสกวานีน ออกซิเจนตําแหนงที่ 

6 ของเบสกวานีน และออกซิเจนตําแหนงที่ 4 ของเบสไทมีน การเคลื่อนยายของหมูแอลคิลมีผล

โดยตรงตอการจับคูกันผิดของเบสที่มีหมูแอลคิลเขาไปอยู และมีผลทางออมตอการซอมแซมสายดี

เอ็นเอ โดยทําใหการซอมแซมผิดพลาดไดถึง 90% ของการกลายพันธุ การกลายพันธุดวย NTG มัก

เกิด การแทนที่แบบทรานสิชันแบบ GC→AT การชักนําใหเกิดการกลายดวย NTG นั้น นิยมละลาย 

NTG ในสารละลายกรดไทรมาเลอิก คาความเปนกรด-เบส 8.0 ที่อุณหภูมิ 37 °ซ เนื่องจาก NTG จะ
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เขาไปจับกับสายดีเอนเอที่กําลังถายแบบในชวง replication fork ดังนั้น NTG จะมีประสิทธิภาพมาก

ที่สุดในการทําใหเกิดการกลายพันธุ ถาถูกใชในขณะที่เซลลกําลังมีการแบงตัว ปจจัยหลักที่สําคัญ

ของการใช NTG เปนสารชักนําใหเกิดการกลายพันธุ คือ ความเขมขน โดยความเขมขนของ NTG ยิ่ง

มาก รอยละการรอดของแบคทีเรียก็จะยิ่งต่ําลง ทําใหพบแบคทีเรียที่เกิดการกลายพันธุไปแลวจํานวน

มาก และชวงความเขมขนที่นิยมใชคือความเขมขนที่ทําใหแบคทีเรียมีรอยละการรอดอยูระหวาง 0-

50  

2.10 การปรับปรุงสายพันธุที่ผลิตไนซิน 

Kalra และคณะ (1973) ไดปรับปรุงสายพันธุ Streptococcus lactis-6 โดยใชแสง

อัลตราไวโอเลต พบวา ในการฉายรังสีคร้ังที่ 2  มีอัตราการอยูรอด 0.26 % และพบวาความสามารถใน

การผลิตไนซินเทากับ 1,028 RU/ml เมื่อเทียบกับสายพันธุตั้งตนซึ่งผลิตไนซินไดเพียง 500 RU/ml ซึ่ง

สายพันธุกลายสามารถผลิตไนซินไดมากกวาสายพันธุตั้งตนถึง 100 % 

De Vuyst และ Vandamme (1993) ไดเลี้ยง Lactococcus lactis subsp. lactis สายพันธุ 

NIZO 22186 ในอาหาร CM ที่มีการแปรผันปริมาณ KH2PO4 0-5% พบวา KH2PO4 5% ทําใหเชื้อ

สามารถผลิตไนซินไดสูงสุด และถาใชสารสกัดจากเมล็ดฝายเปนแหลงไนโตรเจนจะชวยเพิ่ม

ความสามารถในการผลิตไนซินไดอีก 

 Quiao และคณะ (1996) ไดปรับปรุงสายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ N8 โดยการใช

กระแสไฟฟา แลวนํามาใสในพลาสมิด M17GS พบวาสายพันธุกลาย LAC 48 สามารถผลิตไนซินได

มากกวาสายพันธุตั้งตนถึงประมาณ 10 เทา คือ 2.8x10-5 IU/cfu  

 Van Kraaij และคณะ (1997) ไดปรับปรุงสายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ NZ9800 

โดยทําการเปลี่ยนชนิดของกรดอะมิโนบริเวณตําแหนง C-terminal พบวาความสามารถในการยับยั้ง 

Streptococcus thermophilus ลดลง 3-5 เทา เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงชนิดของกรดอะมิโน ทําให

ประจุลบมีการเปลี่ยนแปลงดวย ซึ่งประจุลบนี้มีผลตอความสามารถในการยับยั้ง Streptococcus 

thermophilus  

 Kim และคณะ (1998) ไดเพิ่มยีนตานทานซึ่งคลายกับที่อยูใน nisin-production transposon 

ใน Lactococcus lactis subsp. lactis MG1363 พบวาสายพันธุกลายมีอัตราการเจริญที่เร็วกวาและ

สามารถผลิตไนซินไดมากกวาในสายพันธุตั้งตนถึง 1.5 เทา 
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 Chan-Ick และคณะ (2002) ไดหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินของ 

Lactococcus lactis สายพันธุ ATCC 11454 พบวา อาหารที่ประกอบดวยซูโครส 1%, ซอยบีน เพพ

โตน 0.45%, สารสกัดจากยีสต 1%, KH2PO4 2.84%, NaCl 0.2% และ MgSO4• 7H2O 0.02% 

สามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดสูงสุด 

 Cheigh และคณะ (2002) ไดหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคเทอริโอซินของ 

Lactococcus lactis สายพันธุ A164 พบวา อาหาร M17 ที่เติมแลคโทส 3% สามารถสรางไนซินได

เพิ่มข้ึนถึง 4 เทาเมื่อเทียบกับอาหาร M17 เดิม และใชสารสกัดจากยีสต 3% ที่อุณหภูมิ 30ºซ คาความ

เปนกรด-เบสเทากับ 6 

 Jozala และคณะ (2004) ไดหาภาวะที่เหมาะสมของ Lactococcus lactis สายพันธุ ATCC 

11454 พบวา การเติมนม 25% ในอาหาร M17 ทําใหเพิ่มความสามารถในการสรางและปลดปลอยไน

ซินของเชื้อไดดีที่สุด 

 Babalola (2007) ไดปรับปรุงการผลิตไนซินของ Lactococcus lactis สายพันธุ WO81 และ 

N13L โดยทําการเลี้ยงในอุณหภูมิ 30ºซ คาความเปนกรด-เบสเทากับ 6 และใช KH2PO4 เปนแหลง

ฟอสเฟต พบวาเชื้อสามารถผลิตไนซินไดดีที่สุด 

 ในงานวิจัยนี้มุงเนนที่จะปรับปรุงความสามารถในการผลิตไนซินของ Lactococcus lactis 

สายพันธุ MF2 โดยการกลายพันธุโดยใชแสงอัลตราไวโอเลต และ NTG และหาภาวะที่เหมาะสมใน

การเจริญของเชื้อสายพันธุกลายนั้น เพื่อพัฒนาไปใชในการผลิตไนซินในระดับขยายสวนตอไป 

   

 

 

  



บทที่ 3 

อุปกรณ เคมภีัณฑ วิธีและขั้นตอนดําเนินงานวิจัย 

3.1    อุปกรณที่ใชในงานวิจัย 

1.   เครื่องกวนแมเหลก็ (Magnetic stirrer) รุน 502P-2 บริษัท PMC, U.S.A. 

2.   เครื่องชั่ง รุน PG2002-S และ AG285 ของบริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland. 

3.   เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (Autoclave) รุน MLS3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 

4.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน 6500 ของบริษัท  

    Kubota, Japan. 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดกลาง รุน AG-506R 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน  AG-2506 

5.   เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerate Centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท         

Kubota, Japan 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 

- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

6.   เครื่องผสมสาร (Vortex-Genie 2) รุน G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., U.S.A. 

7.   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lamda 25 ของบริษัท Perkin Elmer, 

USA. 

8.   เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 

9.   ตูเขี่ยเชื้อรุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 

10. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -70ºซ รุน ULT1786 ของบริษัท  Forma 

Scientific, USA. 

11. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ -20ºซ รุน MDF-U332 ของบริษัท Sanyo 

Electric, Japan. 

12. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน D06061 ของบริษัท Memmert, Germany 

13. ตูอบฆาเชือ้ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany. 
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14. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10  P20  P200  P1000  ของบริษัท Gilson,  

France. 

15. หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet lamp) ความยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร G30T8 30W 

บริษัท Sankyo Denki, Japan 

16. อางน้าํควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน Temppet บริษัท T-80 Tokyo Rikakikai Co., 

Ltd., Japan และรุน W 760 Memmert, Germany   

17. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC- 

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 

18. กระบอกฉดียาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร และ 5 มลิลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro,  

Japan. 

 
3.2    เคมีภัณฑที่ใชในงานวิจยั  

1. โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany.  

2. ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Merck, Germany. 

3. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy. 

4. สารสกัดจากยีสต (yeast extract) บริษัท Difco, U.S.A. 

5. สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) บริษัท Difco, U.S.A. 

6. ทริปโตน (Tryptone) บริษัท Difco, U.S.A. 

7. แมกเนเซียมซัลเฟต (MgSO4 · 7H2O) บริษัท Carlo Erba Regenti, Italy. 

8. กรดเกลือ (HCl) บริษัท J.T. Baker, U.S.A. 

9. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท Merck, Germany. 

10. เอธานอล (Ethanol) กรมสรรพมิต, ประเทศไทย. 

11. เอน-เมทิล-เอน-ไนโตร-เอน-ไนโตรโซกวันิดนี  (N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine, 

C2H5N5O3) บริษัท Nagalai Tesque Inc., Japan.   

12. เพปโตน (peptone) บริษัท Becton, Dickinson and Company, U.S.A. 

13. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4· H2O) บริษัท Merck, Germany. 
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14. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 

15. กลูโคส (glucose) ของบริษัท Merck, Germany. 

16. กาแลคโทส (galactose) ของบริษัท Merck, Germany. 

17. แลคโทส (lactose) ของบริษัท Merck, Germany. 

18. ฟรุกโทส (fructose) ของบริษัท Merck, Germany.  

 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนชนิดเพือ่การวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 วิธีและขัน้ตอนดําเนนิงานวิจัย 
 
3.3.1 ศึกษารูปแบบการเจรญิของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MF2 

 3.3.1.1 Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานมดิบโดยนางสาว ไปร

มา แกวสามศรี, 2550 ซึ่งเลี้ยงในอาหาร Lactobacillus deMan Rogosa Sharpe medium (MRS) 

(ภาคผนวก ก) เก็บรักษาโดยขีดแบคทีเรีย ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS (slant agar) บมที่อุณหภูมิ 

30ºซ จนเชื้อเจริญเต็มที่แลว เก็บไวที่อุณหภูมิ 4ºซ จนกวาจะนํามาใช เก็บรักษา Lactococcus lactis 

สายพันธุ MF2 ในอาหาร MRS นํามาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข) ใหไดความเขมขนสุดทายของ

กลีเซอรอลเทากับ 20% (v/v) บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -20 ºซ เปนเวลา 6 เดือน 

หรือที่อุณหภูมิ –70 ºซ เปนเวลา 1 ป 

 3.3.1.2 ปลูกเชื้อต้ังตนจากขอ 3.3.1 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ปริมาตร 50 มล. ซึง่

บรรจุอยูในขวดรูปชมพูขนาด 250 มล. บมที่อุณหภูม ิ30ºซ วัดคาการดูดกลืนแสงที ่600 นาโนเมตร ที่

ระยะเวลาตางๆ เปนเวลา 24 ชั่วโมง สรางกราฟแสดงการเจริญของ Lactococcus lactis สายพนัธุ 

MF2 เพื่อหาระยะกึง่กลางทวีคูณ (mid log phase) 

3.3.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต     

 3.3.2.1 การหารอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MF2 ดวยการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

    3.3.2.1.1 เล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตตามวิธีขอ 

3.3.1.2 เมื่อเชื้อเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ ที่เวลา 9 ชั่วโมง นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไดมาปนแยก

เซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ ลางเซลลดวยสารละลาย

โซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูใน
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สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 

106-107 เซลลตอมล.  

    3.3.2.1.2 ปเปตตเซลลแขวนลอย 10 มล. ลงในจานเพาะเลี้ยงโดยใชแทงกวนแมเหล็ก 

(Magnetic stirrer) 

          3.3.2.1.3 ชักนําการกลายพันธุดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 254 นาโน

เมตร กําลังงาน 30 วัตต 1 หลอด ระยะหางจากแสง 20 เซนติเมตร โดยมีการกวนที่ระยะเวลาการฉาย

แสงตางกันทุกๆ 10 วินาที ตั้งแต 0-200 วินาที  

          3.3.2.1.4 ปเปตตเซลลที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตแลว ทําการเจือจางแบบอนุกรม

ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดแข็ง แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

          3.3.2.1.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญไดในชวงการฉายแสงอัลตราไวโอเลตตางๆ กัน คํานวณ

รอยละของการรอดโดยสรางกราฟการอยูรอด เพื่อศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล โดยคัดเลือก

ชวงเวลาที่เชื้อมีคารอยละการรอด 0.1 – 5.0 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ที่จะให

ประสิทธิภาพการกลายพันธุที่ดีที่สุด 

 3.3.2.2 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต    

    3.3.2.2.1 เล้ียงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตตามวิธีขอ 

3.3.1.2 เมื่อเชื้อเจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ ที่เวลา 9 ชั่วโมง นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่ไดมาปนแยก

เซลลที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ ลางเซลลดวยสารละลาย

โซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูใน

สารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) ปรับความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 

106-107 เซลลตอมล.  
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    3.3.2.2.2 ปเปตตเซลลแขวนลอย 10 มล. ลงในจานเพาะเลี้ยงโดยใชแทงกวนแมเหล็ก 

(Magnetic stirrer) 

          3.3.2.2.3 ชักนําการกลายพันธุดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 254 นาโน

เมตร กําลังงาน 30 วัตต 1 หลอด ระยะหางจากแสง 20 เซนติเมตร โดยมีการกวนที่ระยะเวลาการฉาย

แสงตางกันทุกๆ 10 วินาที ตั้งแต 0-200 วินาที  

          3.3.2.2.4 ปเปตตเซลลที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตแลว ทําการเจือจางแบบอนุกรม

ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดแข็ง แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

          3.3.2.2.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญไดในชวงการฉายแสงอัลตราไวโอเลตตางๆ กัน คํานวณ

รอยละของการรอดโดยสรางกราฟการอยูรอด เพื่อศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล โดยคัดเลือก

ชวงเวลาที่เชื้อมีคารอยละการรอด 0.1 – 5.0 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ที่จะให

ประสิทธิภาพการกลายพันธุที่ดีที่สุด 

    3.3.2.2.6 นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อจากขอ 3.3.2.2.5 มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยการราด

ทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 ซึ่งเติมลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS ที่มีวุนปริมาณ 0.75% (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวราดทับลงบนจาน

เพาะเลี้ยงที่มีการควบคุมปริมาตรของวุนเทากับ 15 มล. บมที่อุณหภูมิ 30-37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ทําการวัดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น ซึ่งเปนตัวชี้บงการสรางไนซิน เปรียบเทียบความกวาง

ของบริเวณใสกับสายพันธุตั้งตน 

          3.3.2.2.7 คัดเลือกสายพันธุที่ใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน จากนั้น

นํามาหาปริมาณไนซินที่สรางไดตอไป 
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3.3.3 การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG 

 3.3.3.1 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Lactococcus lactis 

    3.3.3.1.1 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการกลายพันธุดวย NTG ตามวิธีขอ 3.3.1.2 เมื่อเชื้อ

เจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ ที่เวลา 9 ชั่วโมง นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 

8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

(น้ําหนักตอปริมาตร) จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูในทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร ปรับ

ความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมล.  

          3.3.3.1.2 นําสารละลาย NTG ในทริส-มาลิอิกบัฟเฟอร 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบส

เทากับ 6.0 แลวปเปตตลงในหลอดที่มีเซลลแขวนลอยอยู ใหมีความเขมขนของ NTG เทากับ 0-200 

ไมโครกรัมตอมล. บมที่อุณหภูมิ 37ºซ เก็บตัวอยางเซลลทุกๆ 10 นาที เปนเวลา 60 นาที 

          3.3.3.1.3 นําเซลลที่ไดมาปนดวยความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ และลาง

เซลลจํานวน 2 คร้ังดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร ที่คาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0 

          3.3.3.1.4 ปเปตตเซลลที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตแลว ทําการเจือจางแบบอนุกรม

ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดแข็ง แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

          3.3.3.1.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญไดใน NTG ที่ความเขมขนตางๆ กัน คํานวณรอยละของ

การรอดโดยสรางกราฟการอยูรอด เพื่อศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล โดยคัดเลือกความเขมขนของ 

NTG ที่เชื้อมีคารอยละการรอด 0-50 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ที่จะใหประสิทธิภาพ

การกลายพันธุที่ดีที่สุด 
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 3.3.3.2 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG 

    3.3.3.2.1 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ตองการกลายพันธุดวย NTG ตามวิธีขอ 3.3.1.2 เมื่อเชื้อ

เจริญอยูในชวงกึ่งกลางทวีคูณ ที่เวลา 9 ชั่วโมง นําสารละลายที่ไดมาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 

8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

(น้ําหนักตอปริมาตร) จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นทําใหเซลลแขวนลอยอยูในทริส-มาลิอิก บัฟเฟอร ปรับ

ความหนาแนนของเซลลใหอยูในชวง 106-107 เซลลตอมล.  

          3.3.3.2.2 นําสารละลาย NTG ในทริส-มาลิอิกบัฟเฟอร 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบส

เทากับ 6.0 แลวปเปตตลงในหลอดที่มีเซลลแขวนลอยอยู ใหมีความเขมขนของ NTG เทากับที่เลือกไว

ในขอ 3.3.3.1.5 บมที่อุณหภูมิ 37ºซ เก็บตัวอยางเซลลทุกๆ 10 นาที เปนเวลา 60 นาที 

          3.3.3.2.3 นําเซลลที่ไดมาปนดวยความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ และลาง

เซลลจํานวน 2 คร้ังดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร ที่คาความเปนกรด-เบสเทากับ 7.0 

          3.3.3.2.4 ปเปตตเซลลที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตแลว ทําการเจือจางแบบอนุกรม

ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (น้ําหนักตอปริมาตร) กระจายเซลลแขวนลอย 0.1 มล. บน

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดแข็ง แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

          3.3.3.2.5 นับจํานวนโคโลนีที่เจริญไดในชวงเวลาการสัมผัส NTG ตางๆ กัน คํานวณรอยละ

ของการรอดโดยสรางกราฟการอยูรอด เพื่อศึกษาอัตราการอยูรอดของเซลล โดยคัดเลือกชวงเวลาที่

เชื้อมีคารอยละการรอด 0-50 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ที่จะใหประสิทธิภาพการ

กลายพันธุที่ดีที่สุด 

    3.3.3.2.6 นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อจากขอ 3.3.3.2.5 มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยการราด

ทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 ซึ่งเติมลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS ที่มีวุนปริมาณ 0.75% (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวราดทับลงบนจาน
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เพาะเลี้ยงที่มีการควบคุมปริมาตรของวุนเทากับ 15 มล. บมที่อุณหภูมิ 30-37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ทําการวัดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น ซึ่งเปนตัวชี้บงการสรางไนซิน เปรียบเทียบความกวาง

ของบริเวณใสกับสายพันธุตั้งตน 

          3.3.3.2.7 คัดเลือกสายพันธุที่ใหความกวางของบริเวณใสมากกวาสายพันธุตั้งตน จากนั้น

นํามาหาปริมาณไนซินที่สรางไดตอไป 

3.3.4 การวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวธิีวัดความขุน (turbidiometric bioassay)     

 3.3.4.1 กราฟมาตรฐานของไนซิน 

 เตรียมไนซินบริสุทธิ์ที่ละลายอยูในสารละลาย HCl 0.02 นอรแมล โดยแปรผันความเขมขน

ของไนซินใหอยูในชวงระหวาง  0-1,000 IU/ml แลวใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS จากนั้นนํามา

ทดสอบดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 บมที่

อุณหภูมิ 30-37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร แลวนํามาสราง

กราฟความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรกับความเขมขนของไนซิน  เลือกชวง

ความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงเปนเสนตรง 

 3.3.4.2 การหาปริมาณไนซนิของเชื้อสายพันธุกลายโดยวิธวีัดความขุน  

    3.3.4.2.1 นาํเชื้อที่ผานการคัดเลือกในขอ 3.3.2.2.7 และ 3.3.3.2.7 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว MRS เพือ่เตรียมเปนหวัเชื้อต้ังตนบมที่ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

       3.3.4.2.2 นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.3.4.2.1 มาปนแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 8000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºซ แยกสวนใสมาวิเคราะหหาปริมาณไนซิน โดยปเปตต

สวนใสปริมาตร 50, 200, 500 และ 1000 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

MRS โดยใหมีปริมาตรรวมทั้งหมดเทากับ 5 มล.    
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       3.3.4.2.3 ปเปตตเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ 

TISTR 374 ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS ซึ่งมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เปน 

0.6 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขอ 3.3.4.2.2 เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน แลวนําไปบมที่ 

37ºซ เปนเวลา 8 ชั่วโมง  

    3.3.4.2.4  นํามาวัดคาดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไป

คํานวณหาปริมาณไนซิน (IU/ml) เทียบกับกราฟมาตรฐานของไนชิน  

3.3.5 การทดสอบความเสถยีรในการสรางไนซินของสายพันธุกลาย 

 นําแบคทีเรียสายพันธุกลายที่ไดจากการคัดเลือก มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ชนิดเหลว 

เพื่อการผลิตไนซิน วิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวิธีวัดความขุน (turbidimetric assay) (Turcotte 

และคณะ, 2004) ซึ่งใชสายพันธุกลายที่ผานการถายเชื้อมาแลว 5 คร้ัง ทําโดยปเปตตเชื้อแบคทีเรีย

สายพันธุกลายปริมาณ 0.1% (ปริมาตรตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ) ลงในอาหาร MRS ชนิดเหลว 

จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 8 ชั่วโมง คัดเลือกสายพันธุกลายที่ยังสามารถผลิตไนซินไดอยาง

สม่ําเสมอ และมีปริมาณมากกวาสายพันธุตั้งตน 

3.3.6 ศึกษาหาชนิดและปริมาณของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย เพื่อการผลิต    

ไนซิน 

    3.3.6.1 ชนิดของน้าํตาลทีเ่หมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย เพือ่การผลิตไนซนิ 

  นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS โดยแปรผันชนิดของน้ําตาล ชนิด

ของน้ําตาล ไดแก กลูโคส ฟรุกโทส กาแลคโทส ซูโครส และแลคโทส โดยปรับใหมีปริมาณน้ําตาล

เทากับปริมาณแหลงคารบอนที่มีทั้งหมดในอาหาร MRS คือ กลูโคส ฟรุกโทส และกาแลคโทส 2.2%(

มวลตอปริมาตร) ซูโครส และแลคโทส 1.1%(มวลตอปริมาตร) (ภาคผนวก ง) บมที่อุณหภูมิ  30ºซ  

หลังจากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวิธีหาน้ําหนักเซลลแหงและวิธีวัดความขุน ซึ่งวัดคา
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ดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาปริมาณไนซิน (IU/ml) เทียบ

กับกราฟมาตรฐานในขอ 3.3.4.1   

    3.3.6.2 ปริมาณของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพนัธุกลาย เพื่อการผลติไนซิน 

  จากขอ 3.3.6.1 เลือกใชน้ําตาลที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไนซิน ไดแปรผันปริมาณ

น้ําตาลที่เลือกไดจากขอ 3.3.6.1 เปน 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4% (น้ําหนักตอปริมาตร) บมที่อุณหภูมิ 30º

ซ หลังจากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวิธีหาน้ําหนักเซลลแหงและวิธีวัดความขุน ซึ่งวัดคา

ดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาปริมาณไนซิน (IU/ml) เทียบ

กับกราฟมาตรฐานในขอ 3.3.4.1    

3.3.7 ศึกษาชนิดของไนโตรเจนทีเ่หมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพนัธุกลาย เพื่อการผลิตไนซิน 

  นําเชื้อสายพันธุกลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS โดยแปรผันชนิดของไนโตรเจน ชนิดของ

อินทรียไนโตรเจน ไดแก ทริปโตน, สารสกัดจากยีสต, เพปโตน และสารสกัดจากเนื้อ ชนิดของอนินทรีย

ไนโตรเจนไดแก NH4H2PO4, NH4(NO3)2, Ca(NO3)2 และ KNO3 โดยคํานวณใหมีปริมาณไนโตรเจน

เทากับปริมาณแหลงไนโตรเจนที่มีทั้งหมดในอาหาร MRS คือ 3.614% (น้ําหนักตอปริมาตร) 

(ภาคผนวก ง) บมที่อุณหภูมิ 30ºซ หลังจากนั้นนํามาวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวิธีหาน้ําหนักเซลล

แหงและวิธีวัดความขุน ซึ่งวัดคาดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําคาดูดกลืนแสงที่ไดไป

คํานวณหาปริมาณไนซิน (IU/ml) เทียบกับกราฟมาตรฐานในขอ 3.3.4.1   

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1    ศึกษารูปแบบการเจริญของ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 
  

เลี้ยง Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ซึ่งเปนสายพันธุตั้งตนในงานวิจัยนี้ ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว MRS (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30ºซ วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร ที่ระยะเวลาตางๆ ได ดังแสดงผลในรูปที่ 4.1  
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รูปที่ 4.1 แสดงการเจริญของ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 โดยการวัดการดดูกลืนแสงที่ 

600 นาโนเมตร 

 

 เมื่อเลี้ยง Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ในอาหาร MRS เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว

พบวาการเจรญิในระยะกึง่กลางทวีคูณ (mid log phase) อยูที่ชัว่โมงที่ 9 ซึ่งเปนระยะการเจริญที่

เหมาะสมในการนําไปกลายพันธุตอไป 

 

 
 
 
 
 
4.2    การชกันําใหเกิดการกลายพนัธุดวยแสงอลัตราไวโอเลต 
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4.2.1 การหารอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ดวยการฉายแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 

 

ชักนําการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ดวยการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 9 ชั่วโมง ซึ่งอยูในชวง

กึ่งกลางทวีคูณ และดําเนินการกลายพันธุตามวิธีในขอ 3.3.2.1 จากนั้นนําเชื้อที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆ มาเจือจางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลง

บนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่

รอด แลวคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังรูปที่ 4.2 และนับโคโลนีในชวงที่มีรอยละการรอด 0.1-

5.0 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ซึ่งตรงกับผลที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต

นาน 60-80 วินาที โดยใหรอยละการรอด 0.86-0.06 
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รูปที่ 4.2 แสดงรอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MF2 ที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลาตางๆ 

 

 

 
4.2.2 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบที่ 1  
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ชักนําการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ดวยการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 9 ชั่วโมง ซึ่งอยูในชวง

กึ่งกลางทวีคูณ และดําเนินการกลายพันธุอีกครั้งตามขอ 3.3.2.2 โดยนําเชื้อที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่เวลา 60-80 วินาทีแลว ทําการเจือจางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจาง

ที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาทดสอบโดยการราดทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ 

Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS บม

ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น เปรียบเทียบกับสาย

พันธุตั้งตน ไดผลดังรูปที่ 4.3 

 

จากการทดลองพบวา การฉายแสงอัลตราไวโอเลตทีเ่วลา 70 วินาที มีแบคทีเรียที่ให

บริเวณใสสูงสดุเปน 10.0 มม. โดยระบุชื่อเปนสายพนัธุ MU ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 

 

 

 

 

 

 

                                 MF2              MU  

 

รูปที่ 4.3 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิตได

จากเชื้อสายพนัธุ MU จากการฉายแสงอัลตราไวโอเลตครั้งที่ 1 เปนเวลา 70 วินาท ีเทียบกับสาย

พันธุ MF2 
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4.2.3 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบที่ 2 
 

ชักนําการกลายพันธุ สายพันธุ MU ซึ่งกลายพันธุมาจาก Lactococcus lactis สายพันธุ 

MF2  ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 9 

ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆ ทําการเจือจางเชื้อแบบ

อนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมในที่มืด 

อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่รอด แลวคํานวณรอยละการรอด ไดผลดัง

รูปที่ 4.4 และ ทําการนับโคโลนีในชวงที่มีรอยละการรอด 0.1-5.0 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่

เหมาะสม ซึ่งตรงกับผลที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-80 วินาที โดยใหรอยละการ

รอด 1.02-0.07 
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รูปที่ 4.4 แสดงรอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MU ที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลาตางๆ 

ชักนําการกลายพันธุของสายพันธุกลาย MU ซึ่งกลายพันธุมาจาก Lactococcus lactis 

มาทําการกลายพันธุซ้ําดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-80 วินาทีแลว ทําการเจือจางเชื้อ

แบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS นํามาบมในที่มืด 

อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาทดสอบโดยการราด

ทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 ซึ่งเติมลง

ในอาหารเลี้ยง เชื้อกึ่ ง เหลว  MRS บมที่ อุณหภูมิ  37ºซ  เปนเวลา  24 ชั่ ว โมง  ทําการวัด

เสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น เปรียบเทียบกับสายพันธุ MU ไดผลดังรูปที่ 4.5 
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 หลังจากที่ฉายแสงอัลตราไวโอเลตครั้งที ่2 พบวาทีเ่วลาการฉายแสง 60 วินาท ีสามารถ

ทําใหขนาดบรเิวณใสมีขนาดใหญที่สุดเทากับ 13.2 มม. โดยระบุชื่อเปนสายพนัธุ MU2 ดังแสดงใน

รูปที่ 4.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

          MU                                                    MU2  

  

รูปที่ 4.5 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิตได

จากเชื้อสายพนัธุ MU2 จากการฉายแสงอลัตราไวโอเลตครั้งที่ 2 เปนเวลา 60 วินาท ีเทียบกับสาย

พันธุ MU 

  

 เนื่องจากผลจากการกลายพนัธุดวยแสงอลัตราไวโอเลตในรอบที่ 3  พบวา สายพนัธุกลาย

ใหขนาดบริเวณใสเทาเดิม เมื่อเปรียบเทยีบกับการกลายพนัธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตในรอบที่ 2  

การทดลองตอไปจึงทําการกลายพนัธุเชื้อทีค่ัดเลือกโดยใช NTG แลวคัดเลือกสายพนัธุกลายที่ให

ขนาดบริเวณใสสูงสุด 
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4.3 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG 
 
4.3.1 การหาความเขมขนที่เหมาะสมของ NTG ในการกลายพันธุ Lactococcus lactis 
สายพันธุ MU2  

 

นําเชื้อสายพันธุ MU2 ซึ่งใหขนาดบริเวณใสสูงสุดเทากับ 13.2 มม. มากลายพันธุตอดวย

สาร NTG ที่แปรผันความเขมขนตั้งแต 0-200 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความ

เขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 30 นาที หลังจาก

การกลายพันธุ นําเชื้อบมที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เจริญและ

คํานวณรอยละการรอด ไดผลดังรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.6 แสดงรอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MU2 ที่ผานการกลายพันธุดวย 

NTG ที่ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภมูิ 37ºซ เปนเวลา 30 นาท ี

 

การกลายพันธุดวย NTG ที่ใหรอยละการรอดอยูในชวงรอยละ 0-50 เปนชวงที่ทําใหเกิด

การกลายพันธุที่ดีที่สุด ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขน NTG เทากับ 50 ไมโครกรัมตอมล. แลวทํา

การแปรผันเวลาในการที่เชื้อสัมผัสกับ NTG ที่จะใหประสิทธิภาพการกลายพันธุที่ดีที่สุดตอไป 
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4.3.2 การหาระยะเวลาที่เหมาะสมสาํหรับการกลายพนัธุ Lactococcus lactis สายพนัธุ 
MU2 ดวย NTG  

 

ในการคัดเลือกภาวะการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MU2 ดวย NTG 

เพื่อใหไดอัตรารอยละการรอดอยูในชวงระหวาง 0-50 ไดคงปริมาณ NTG ไวที่ 50 ไมโครกรัมตอ

มล. แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37ºซ อยูในชวงระหวาง 10-60 นาที ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.7 ซึ่งพบวา

เวลาที่ใชในการบมเชื้อดวย NTG เปนเวลา 10-60 นาที เนื่องจากใหอัตรารอยละการรอดอยูในชวง

ที่ตองการ 
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รูปที่ 4.7 แสดงรอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MU2 ที่กลายพนัธุดวย NTG 

ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลาตางๆ  
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4.3.3 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 1 
 

 นําเชื้อสายพันธุ MU2 มากลายพันธุตอดวยสาร NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล. 

ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37º

ซ เปนเวลา 10-60 นาที หลังจากการกลายพันธุ ทําการเจือจางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความ

เจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมในที่มืด ที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาทดสอบโดยการราดทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไน

ซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว 

MRS บมที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น เปรียบเทียบ

กับสายพันธุ MU2 ไดผลดังรูปที่ 4.8 

 

 พบวาโซนใสทีม่ีขนาดใหญทีสุ่ดมีขนาดเทากับ 15.5 มม. โดยผูทําการทดลองใหชือ่เชื้อ

ดังกลาววา เชือ้ MU2N  
 

 
 
 

 

 

 

 

 

                               MU2                                                                MU2N 

 

รูปที่ 4.8 5 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิต

ไดจากเชื้อสายพนัธุ MU2N จากการกลายพันธุดวย NTG คร้ังที่ 1 เทยีบกับสายพนัธุ MU2
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4.3.4 การชกันําใหเกิดการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต รอบที่ 3 
 

ชักนําการกลายพันธุ สายพันธุกลาย MU2N ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่ความยาว

คลื่น 254 นาโนเมตร โดยใชหัวเชื้อตั้งตนอายุ 9 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่เวลาตางๆ ทําการเจือจางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสม

ลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนี

ที่รอด แลวคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังรูปที่ 4.9 และนับโคโลนีในชวงที่มีรอยละการรอด 0.1-

5.0 ซึ่งเปนชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม ซึ่งตรงกับผลที่ไดจากการฉายแสงอัลตราไวโอเลต

นาน 60-80 วินาที โดยใหรอยละการรอด 0.84-0.09 
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รูปที่ 4.9 แสดงรอยละการรอดของ Lactococcus lactis สายพนัธุ MU2N ที่ผานการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ 254 นาโนเมตร ที่เวลาตางๆ 

 

ชักนําการกลายพันธุของสายพันธุกลาย MU2N ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-

80 วินาทีแลว ทําการเจือจางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหาร

แข็ง MRS นํามาบมในที่มืด อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อ

ดังกลาวมาทดสอบโดยการราดทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus 

ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 30-37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง วัด

เสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น ไดผลดังรูปที่ 4.10 
 
 พบวาที่ระยะเวลาการฉายแสงที ่80 วินาที ใหผลโซนใสที่ใหญที่สุดเทากบั 19.0 มม. โดย

ผูทําการทดลองใหชื่อเชื้อทีผ่านการกลายพันธุในการทดลองนี้วา เชื้อ MU2NU 
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รูปที่ 4.10 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิต

ไดจากเชื้อสายพนัธุ MU2NU จากการฉายแสงอัลตราไวโอเลตครั้งที ่3 เทียบกับสายพนัธุ MU2N 
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4.3.5    การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 2 
 

กลายพันธุเชื้อที่คัดเลือกโดยใช NTG แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ใหขนาดบริเวณใส

สูงสุด ซึ่งทําโดยนําเชื้อสายพันธุ MU2NU  ซึ่งใหขนาดบริเวณใสสูงสุดเทากับ 19.0 มม. มากลาย

พันธุตอดวยสาร NTG ที่แปรผันความเขมขนตั้งแต 0-200 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิก

บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 30 

นาที หลังจากการกลายพันธุ นําเชื้อบมที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่

เจริญและคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังรูปที่ 4.11 
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รูปที่ 4.11 แสดงรอยละการรอดของ MU2NU ที่ผานการกลายพนัธุดวย NTG ที่ความเขมขน 0–

200 ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 30 นาท ี

 

ในการคัดเลือกภาวะการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NU ดวย NTG 

เพื่อใหไดอัตรารอยละการรอดอยูในชวงระหวาง 0-50 นั้น พบวาหากคงปริมาณ NTG ไวที่ 50 

ไมโครกรัมตอมล. แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37ºซ อยูในชวงระหวาง 10-60 นาที ดังผลที่แสดงในรูปที่ 

4.12 

 

 



 61

0

20

40

60

80

100

120

0 5 10 20 30 40 50 60

เวลาที่ใช NTG (นาที)

รอ
ย
ละ
กา
รร
อด

 
รูปที่ 4.12  แสดงรอยละการรอดของ MU2NU ที่ผานการกลายพนัธุดวย NTG ความเขมขน 50 

ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภมูิ 37 ºซ เปนเวลาตางๆ 

 

 

นําเชื้อสายพันธุ MU2NU ซึ่งใหขนาดบริเวณใสสูงสุดเทากับ 19.0 มม. มากลายพันธุดวย 

NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความ

เปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 10-60 นาที หลังจากการกลายพันธุ ทาํการเจอื

จางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมใน

ที่มืด ที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาทดสอบโดย

การราดทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374  

ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว  MRS บมที่ อุณหภูมิ  37ºซ  เปนเวลา  24 ชั่วโมง  วัด

เสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดขึ้น ไดผลดังรูปที่ 4.13 

พบวาโซนใสทีม่ีขนาดใหญทีสุ่ดมีขนาดเทากับ 20.5 มม. โดยผูทําการทดลองใหชือ่เชื้อ

ดังกลาววา เชือ้ MU2NUN 
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รูปที่ 4.13 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิต

ไดจากเชื้อสายพนัธุ MU2NUN จากการกลายพนัธุดวย NTG คร้ังที่ 2 เทียบกับสายพันธุ MU2NU 
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4.3.6    การชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 3 
 

กลายพันธุเชื้อที่คัดเลือกโดยใช NTG แลวคัดเลือกสายพันธุกลายที่ใหขนาดบริเวณใส

สูงสุด ซึ่งทําโดยนําเชื้อสายพันธุ MU2NUN  ซึ่งใหขนาดบริเวณใสสูงสุดเทากับ 20.5 มม. มากลาย

พันธุตอดวยสาร NTG ที่แปรผันความเขมขนตั้งแต 0-200 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิก

บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 30 

นาที หลังจากการกลายพันธุ นําเชื้อบมที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่

เจริญและคํานวณรอยละการรอด ไดผลดังรูปที่ 4.14 
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รูปที่ 4.14 แสดงรอยละการรอดของ MU2NUN ที่ผานการกลายพนัธุดวย NTG ทีค่วามเขมขน0–

200 ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 30 นาท ี

 

ในการคัดเลือกภาวะการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NUN ดวย NTG 

เพื่อใหไดอัตรารอยละการรอดอยูในชวงระหวาง 0-50 นั้น พบวาหากคงปริมาณ NTG ไวที่ 50 

ไมโครกรัมตอมล. แลวบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37ºซ อยูในชวงระหวาง 10-60 นาที ไดผลแสดงในรูปที่ 

4.15 
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รูปที่ 4.15  แสดงรอยละการรอดของ MU2NUN ที่ผานการกลายพนัธุดวย NTG ความเขมขน 50 

ไมโครกรัมตอมล. ที่อุณหภมูิ 37ºซเปนเวลาตางๆ 

 

นําเชื้อสายพันธุ MU2NUN  ซึ่งใหขนาดบริเวณใสสูงสุดเทากับ 20.5 มม. มากลายพันธุตอดวย 

NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมล. ในทริสมาลิอิกบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความ

เปนกรด-เบสเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 10-60 นาที หลังจากการกลายพันธุ ทาํการเจอื

จางเชื้อแบบอนุกรม เกลี่ยเชื้อที่มีความเจือจางที่เหมาะสมลงบนอาหารแข็ง MRS แลวนํามาบมใน

ที่มืด ที่อุณหภูมิ 30ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําจานเพาะเลี้ยงเชื้อดังกลาวมาทดสอบโดย

การราดทับดวยเชื้อทดสอบที่ไวตอไนซิน คือ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 

ซึ่งเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการวัด

เสนผาศูนยกลางบริเวณใสที่เกิดข้ึน ไดสายพันธกลายทั้งหมด 3 สายพันธุไดแก MU2NUN21, 

MU2NUN22 และ MU2NUN23  ไดผลดังรูปที่ 4.16 

โดยพบวาโซนใสที่มีขนาดใหญที่สุดมีขนาดเทากับ 23.0 มม. โดยผูทําการทดลองใหชื่อ

เชื้อดังกลาววา เชื้อ MU2NUN2 
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รูปที่ 4.16 แสดงการเกิดบริเวณใสของ Pediococcus pentosaceus ซึ่งถูกยับยัง้โดยไนซินที่ผลิต

ไดจากเชื้อสายพนัธุ MU2NUN2 จากการกลายพันธุดวย NTG คร้ังที่ 3 เทียบกับสายพนัธุ 

MU2NUN 
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4.4 การวิเคราะหหาปริมาณไนซินโดยวิธวีัดความขุน (turbidiometric bioassay) 
 
4.4.1 กราฟมาตรฐานของไนซิน 
 

เตรียมไนซินบริสุทธิ์ที่ละลายอยูในสารละลาย HCl 0.02 นอรแมล โดยแปรผันความเขมขน

ของไนซินให อยูในชวงระหวาง  0-1,000 IU/ml แลวใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS จากนั้น

นํามาทดสอบดวยเชื้อทดสอบ Pediococcus pentosaceus สายพันธุ TISTR 374 บมที่อุณหภูมิ 

30-37ºซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร แลวนํามาสรางกราฟ

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตรกับความเขมขนของไนซิน  เลือกชวง

ความเขมขนที่ใหคาการดูดกลืนแสงเปนเสนตรง ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.17 
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รูปที่ 4.17  กราฟมาตรฐานของไนซิน โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
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4.4.2 การหาปริมาณไนซินของเชื้อสายพันธุกลายโดยวิธวีัดความขุน 
 

นําเชื้อที่ไดทําการกลายพันธุมาหาปริมาณไนซินโดยเปรียบเทียบกับ Lactococcus lactis 

สายพันธุ MF2 ซึ่งเปนสายพันธุตั้งตน โดยเติมสวนน้ําใสของเชื้อที่ปริมาณแตกตางกัน ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว MRS จากนั้นนํามาทดสอบการยับยั้งเชื้อ เชื้อทดสอบ Pediococcus pentosaceus 

สายพันธุ TISTR 374 ตามขอ 3.3.4.2 ทํา 3 ซ้ํา โดยบมที่อุณหภูมิ  37ºซ เปนเวลา 8 ชัว่โมง ทาํการ

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร จากนั้นนําไปคํานวณปริมาณไนซิน (IU/ml) จากกราฟ

มาตรฐาน ไดผลดังตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณไนซินของ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 และสายพนัธุกลาย

ตางๆ  

 

สายพนัธุ เสนผาศนูยกลาง

บริเวณใสสูงสดุ 

(มิลลิเมตร) 

คาการดูดกลนื

แสงที่ 600 นาโน

เมตรโดยเฉลี่ย 

ระดับ 

การเจือ

จาง 

(เทา) 

ปริมาณ

ไนซิน 

(IU/ml) 

จํานวนเทาของ

ไนซิน เมื่อ

เทียบกับสาย

พันธุตัง้ตน 

MF2 8.0 0.2033 5 370.51 0 

MU 10.0 0.1987 20 875.29 2.36 

MU2 13.2 0.2238 20 1026.67 2.77 

MU2N 15.5 0.2130 20 1,266.67 3.42 

MU2NU 19.0 0.2018 25 1,894.44 5.11 

MU2NUN 20.5 0.1929 25 2,141.67 5.78 

MU2NUN2 23.0 0.1750 25 2,638.89 7.12 

 

เมื่อพิจารณาจากตารางพบวา ปริมาณไนซินของสายพันธุกลายมีปริมาณเพิ่มข้ึน เมื่อทํา

การกลายพันธุตามขั้นตอนไปเรื่อยๆ โดยพบวาสายพันธุ MU2NUN2 ซึ่งเปนสายพันธุทีท่าํการกลาย

พันธุข้ันตอนสุดทายมีปริมาณไนซินสูงขึ้นจากสายพันธุ MF2 ซึ่งเปนสายพันธุตั้งตนประมาณ 7 

เทา 
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4.4.3 การทดสอบความเสถียรในการผลิตไนซินของสายพันธุกลาย MU2NUN21, 
MU2NUN22 และ MU2NUN23  

 

นําสายพันธุกลายทั้ง 3 ที่เกิดจากการกลายพันธุดวย NTG รอบที่ 3 มาเลี้ยงในอาหาร

เหลว MRS หลังจากมีการถายเชื้อไป 5 คร้ัง นํามาหาปริมาณไนซิน ดวยวิธีการวัดความขุนดังขอ 

3.3.4.2 โดยทําทั้งหมด 3 ซ้ํา ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 แสดงปริมาณไนซินของสายพันธุกลาย MU2NUN21, MU2NUN22 และ MU2NUN23 

กอนและหลังการถายเชื้อ 5 คร้ัง 

 

สายพนัธุ ปริมาณไนซินกอนถายเชื้อ 

(IU/ml) 

ปริมาณไนซินหลังถายเชื้อ 

(IU/ml) 

MU2NUN21 2,638.89 2,413.37 

MU2NUN22 2,265.45 1,976.28 

MU2NUN23 2,564.23 2,187.12 

 

            หลังจากการถายเชื้อครบ 5 ครั้ง พบวาปริมาณไนซินที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย 

MU2NUN21 มีความเสถียรที่ดีกวา เชื้อสายพันธุกลาย MU2NUN22 และ MU2NUN23 โดยที่เชื้อ

สายพันธุกลาย MU2NUN21 มีปริมาณไนซินลดลงรอยละ 9.6 ขณะที่เชื้อสายพันธุกลายอีก 2 สาย

พันธุมีปริมาณไนซิน ลดลงรอยละ 12.76 และ 14.71 ตามลําดับ 
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4.5    การหาชนิดและปรมิาณน้าํตาลที่เหมาะสมตอการเลีย้งเชือ้สายพนัธุกลาย 
Lactococcus lactis MU2NUN2

 
4.5.1 ชนิดของแหลงน้ําตาลทีเ่หมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Lactococcus 

lactis MU2NUN2 
  

เมื่อศึกษาหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน โดยการเลี้ยง Lactococcus lactis 

สายพันธุ MU2NUN2 ในอาหาร MRS ที่เปลี่ยนชนิดของน้ําตาล โดยปรับใหมีปริมาณน้ําตาล

ทั้งหมดในอาหาร MRS คือ กลูโคส ฟรุกโทส และกาแลคโทส 2.2%(มวลตอปริมาตร) ซูโครส และ

แลคโทส 1.1%(มวลตอปริมาตร) (ภาคผนวก ง) หลังจากนั้นหาน้ําหนักเซลลแหงและวัดปริมาณไน

ซินที่ผลิตไดตามวิธีในขอ 3.3.4.2 ผลดังแสดงตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.18-4.19  

 

y = -0.0009x + 0.2708
R2 = 0.981
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รูปที่ 4.18 กราฟมาตรฐานของไนซิน โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
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ตารางที่ 4.3    แสดงผลของแหลงคารบอนตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis MU2NUN2

 

แหลงคารบอน น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม/ลิตร) ปริมาณไนซิน (IU/ml) 

ไมใสน้ําตาล 1.96 234.34 

กลูโคส 6.04 2,564.54 

ฟรุกโทส 5.53 2,011.26 

กาแลคโทส 4.9 1,675.39 

ซูโครส 7.85 4,027.18 

แลคโทส 2.75 1,032.32 
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รูปที่ 4.19 แสดงผลของชนดิของน้ําตาลตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis MU2NUN2

 

จากผลการทดลองพบวาชนิดของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน คือ ซูโครส ผลิตไน

ซินไดเทากับ 4,027.18 IU/ml เมื่อเปรียบเทียบกับกลูโคส ซึ่งเปนน้ําตาลที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว MRS เดิมพบวาสามารถผลิตไนซินไดเพียง 2,564.54 IU/ml ดังนั้นจึงเลือกซูโครส ใชสําหรับ

การผลิตไนซิน ของเชื้อสายพันธุกลาย Lactococcus lactis MU2NUN2
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4.5.2 ปริมาณของซูโครสที่เหมาะสมตอการเลี้ยงเชื้อสายพันธุกลาย Lactococcus lactis 
MU2NUN2 

 
จากผลการทดลองที่ 4.5.1  ชนิดน้ําตาลที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน คือ ซูโครส ดังนั้นจึงได

แปรผันปริมาณซูโครสเปน 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4% (น้ําหนักตอปริมาตร) หลังจากนั้นหาน้ําหนัก

เซลลแหงและวัดปริมาณไนซินที่ผลิตไดผลดังแสดงตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.20-4.21 

y = -0.0012x + 0.3385
R2 = 0.9796
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รูปที่ 4.20 กราฟมาตรฐานของไนซิน โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.4    แสดงปริมาณของซูโครสที่มตีอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis MU2NUN2
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ปริมาณซูโครส น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม/ลิตร) ปริมาณไนซิน (IU/ml) 

0% 1.87 265.23 

0.5% 6.21 2543.61 

1% 7.93 4129.45 

2% 7.37 4068.38 

3% 6.54 2864.12 

4% 5.69 2236.78 
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รูปที่ 4.21 แสดงปริมาณของซูโครสที่เหมาะสมตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

  

จากผลการทดลองพบวาปริมาณของซูโครสที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน คือ 1% (น้าํหนกั

ตอปริมาตร) ซึ่งสามารถผลิตไนซินไดเทากับ 4,129.45 IU/ml ดังนั้นจึงเลือกซูโครส 1% สําหรับ

การผลิตไนซินของเชื้อสายพันธุกลาย Lactococcus lactis MU2NUN2
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4.6    การหาชนิดของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเลีย้งเชือ้สายพนัธุกลาย 
Lactococcus lactis MU2NUN2

 
เมื่อศึกษาแหลงอินทรียไนโตรเจนที่ เหมาะสมตอการผลิตไนซิน  โดยการเลี้ยงเชื้อ 

Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NUN2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการทดลองที่ 4.5 แลวเสริม

ดวยแหลงอินทรียไนโตรเจนและอนินทรียไนโตรเจนชนิดตางๆ โดยปรับใหมีปริมาณไนโตรเจน

เทากับปริมาณแหลงไนโตรเจนที่มีทั้งหมดในอาหาร MRS คือ 3.614% (น้ําหนักตอปริมาตร) 

(ภาคผนวก ง) หลังจากนั้นหาน้ําหนักเซลลแหงและวัดปริมาณไนซินที่ผลิตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่

เสริมดวยแหลงไนโตรเจนตางๆ เทียบกับปริมาณไนซินที่ผลิตไดในอาหาร MRS เดิม ไดผลดัง

ตารางที่ 4.8 และ รูปที่ 4.22-4.23 

 

y = -0.001x + 0.2868
R2 = 0.982
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รูปที่ 4.22 กราฟมาตรฐานของไนซิน โดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
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ตารางที่ 4.5    แสดงผลของแหลงไนโตรเจนที่มีตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

 

แหลงไนโตรเจน น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม/

ลิตร) 

ปริมาณไนซิน (IU/ml) 

ชุดทดลองควบคุม   

MRS 6.49 2691.04 

MRS ที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน  7.71 4082.52 

ไมเติมไนโตรเจน 1.67 271.18 

ไนโตรเจนอนิทรีย   

ทริปโตน 5.98 2649.37 

สารสกัดจากยสีต 6.80 3513.56 

เพปโตน 5.33 1994.12 

สารสกัดจากเนื้อ 3.74 1126.95 

ไนโตรเจนอนินทรีย   

NH4H2PO4 2.70 759.66 

NH4(NO3)2 3.19 1207.31 

Ca(NO3)2 3.57 1344.93 

KNO3 2.31 410.79 
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รูปที่ 4.23 แสดงชนิดของไนโตรเจนที่เหมาะสมตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

 

 จากผลการทดลองพบวาชนิดของไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน คือ  สารสกัด

จากยีสต ซึ่งสามารถผลิตไนซินไดเทากับ 3,513.56 IU/ml ซึ่งผลิตไนซินไดนอยกวา MRS ที่มี

ซูโครสเปนแหลงคารบอน ซึ่งสามารถผลิตไนซินไดเทากับ 4,082.52 IU/ml ดังนั้นจึงเลือกชนิดของ

ไนโตรเจนที่มีอยูเดิมในอาหาร MRS คือ สารสกัดจากเนื้อ 1% สารสกัดจากยีสต 0.5% เพปโตน 

1%(มวลตอปริมาตร) สําหรับการผลิตไนซินของเชื้อสายพันธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 

 ไนซินเปนสารปฏิชีวนะชนิดเพปไทดที่สรางขึ้นโดยแบคทีเรีย Lactococcus lactis subsp. 

lactis ซึ่งมีสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งสวนใหญเปนแบคทีเรียที่พบในชวีติประจาํวนั

และกอโรค นอกจากนี้แลวไนซินยังเปนแบคเทอริโอซินชนิดแรกที่องคการอนามัยโลกอนุญาตและ

รับรองความปลอดภัยเมื่อถูกใชในอาหารอยางแพรหลายทั่วโลก โดยปจจุบันไดมีการใชไนซินใน

อุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลาย (Hurst, 1981)  

  

 งานวิจัยนี้จะทําการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียที่สรางไนซินที่แยกไดจากตัวอยางน้ํานม

ดิบ และศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไนซิน ข้ันตอนแรกของการทดลองนี้ คือ นํา

แบคทีเรียที่คัดกรองไดจากน้ํานมดิบ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 มาศึกษาหาระยะเวลาที่

เหมาะสมในการเจริญเพื่อเตรียมหัวเชื้อในอาหารเหลว MRS ใชในการปรับปรุงสายพันธุ จากผล

การทดลองพบวา ชั่วโมงที่ 9 เปนระยะกึ่งกลางทวีคูณ ซึ่งเปนระยะการเจริญที่เหมาะสมในการนํา

การปรับปรุงสายพันธุเพื่อเพิ่มความสามารถในการผลิตไนซินตอไป  

  

 การปรับปรุงสายพันธุในงานวิจัยครั้งนี้ ใชส่ิงชักนําใหเกิดการกลายพันธุ 2 ชนิดคือ แสง

อัลตราไวโอเลต และ NTG ซึ่งในการปรับปรุงสายพันธุแตละครั้ง จะใชส่ิงชักนําทั้ง 2 วิธี โดยแตละ

คร้ังจะเลือกวิธีที่ใหผลที่ดีที่สุด เพื่อนําไปเปนเชื้อเร่ิมตนในการกลายพันธุคร้ังตอๆ ไป 

 

 การกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตเปนการกลายพันธุที่นิยมใชมากที่สุด เนื่องจากเปน

วิธีที่งายและสะดวกที่สุด แตเนื่องจากการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลตสามารถทําให

กลับคืนสูสภาพเดิมได เมื่อนําแบคทีเรียที่ผานการฉายแสงอัลตราไวโอเลตแลวไปฉายกับแสงแดด 

หรือแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต  สวนการกลายพันธุดวย NTG นั้น เนื่องดวย NTG เปนสารที่ชัก

นําใหเกิดการกลายที่มีความรุนแรงสูงมากที่สุด ทําใหการกลายพันธุมีประสิทธิภาพสูง ไมสามารถ

กลับคืนสูสภาพเดิมได แตควรใชอยางระมัดระวัง เนื่องจาก NTG เปนสารเคมีอันตราย 
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 โดยทั่วไปแลวงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการปรับปรุงสายพันธุนั้นจําเปนตองหาภาวะที่

เหมาะสมในการปรับปรุงสายพันธุกอน คือ ตองทราบอัตราการรอดของ  Lactococcus lactis 

สายพันธุ MF2 ซึ่งรอยละการรอดที่ใชในการคัดเลือกสายพันธุกลายที่ใชในการกลายพันธุ 

โดยทั่วไปใชคาประมาณรอยละ 0.1-10 (Li Chang, 1991) แลวแตความเหมาะสมของแตละ

งานวิจัย ซึ่งในงานวิจัยนี้ เมื่อหารอยละการรอดของเชื้อ หลังจากกลายพันธุดวยการฉายแสง

อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร เมื่อฉายแสงที่ระยะหางจากแสง 22 เซนติเมตร

พบวา ชวงที่เกิดการกลายพันธุที่เหมาะสม คือ เมื่อฉายแสงอัลตราไวโอเลตนาน 60-80 วินาที ซึ่ง

ใหรอยละการรอด 0.86 – 0.06 ซึ่งจัดวาอยูในชวงรอยละการรอดที่เหมาะสม คือ 0.1-5.0 

(Kiguchi และ Yanagi, 1985) สวนการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG นั้น ซึ่งมีชวงรอยละ

การรอดที่สนใจอยูในชวง 0-50 ซึ่งเปนชวงที่มีการกลายพันธุไดดีที่สุด (Carlton และ Brown, 

1981) พบวา เมื่อใช NTG ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร อยูในชวงเวลาระหวาง 10 – 60 

นาที จะใหรอยละการรอดอยูในชวง 23.75 – 1.75 ซึ่งจัดวาอยูในชวงรอยละการรอดที่เหมาะสม 

   

 จากกลายพันธุของ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลต 

พบวาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตจะลดลง เมื่อเทียบกับเวลาในการฉายแสงอัลตราไวโอเลตที่เพิ่มข้ึน  

เนื่องจากการปรับปรุงสายพันธุดวยการฉายแสงอัลตราไวโอเลตนั้น จะทําใหเกิดไทมีนไดเมอรบน

สายดีเอ็นเอ ทําใหไทมีนไมสามารถจับคูกับอะดีนีนของสายดีเอ็นเอที่อยูตรงขามได ทําใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอแบบสุม เมื่อเกิดการสังเคราะหดีเอ็นเอ ทําใหดีเอ็นเอมี

การเปลี่ยนแปลงลําดับเบสไปจากเดิม และเมื่อเกิดการถอดรหัส จะทําใหไดรหัสพันธุกรรมที่

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม (ประดิษฐ พงศทองคํา, 2541) และเมื่อเกิดการกลายพันธุแลว รหัส

พันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปนั้น ทําใหบริเวณที่สังเคราะหโปรตีนที่เปนองคประกอบสําคัญของเซลล

สูญเสียไป จนไมสามารถสรางโปรตีนชนิดนั้นขึ้นได หรือสรางขึ้นมาไดแตองคประกอบของโปรตีน

เปลี่ยนแปลงจนไมสามารถนําไปใชใหเปนประโยชนแกเซลลได เซลลนั้นจะตาย (อาทิตย ปุษยะ

นาวิน, 2539) ซึ่งเปนสาเหตุของการลดจํานวนเซลลลงหลังจากฉายแสงอัลตราไวโอเลต 

  

 จากการชักนําใหเกิดการกลายพันธุดวย NTG พบวาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตจะลดลง เมื่อ

เพิ่มความเขมขนของ NTG โดย NTG เปนสารเคมีในกลุม alkylating agent โดยจะไปเติมหมู

เมธิลใหกับเบส ทําใหการจับคูเบสผิดพลาดไป เกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสในสายดีเอ็นเอแบบ

สุมขณะที่มีการสังเคราะหดีเอ็นเอ ทําใหไดสายดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม   
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(Goodenough, 1978) เมื่อเกิดการถอดรหัสข้ึนจะทําใหไดรหัสพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไป

เชนเดียวกับการกลายพันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต  ถารหัสพันธุกรรมที่เปลี่ยนแปลงไปนั้น ทําให

บริเวณที่สังเคราะหโปรตีนที่เปนองคประกอบสําคัญของเซลลสูญเสียไป จนไมสามารถสราง

โปรตีนชนิดนั้นขึ้นไดหรือสรางขึ้นมาได แตองคประกอบเปลี่ยนแปลงจนไมสามารถนําไปใชใหเปน

ประโยชนแกเซลลได เซลลนั้นจะตาย  ซึ่งเปนสาเหตุของการลดจํานวนเซลลลงหลังจากใช NTG 

  

 การทดสอบความสามารถในการผลิตไนซินของสายพันธุกลายที่ไดจากการปรับปรุงสาย

พันธุดวยแสงอัลตราไวโอเลต ทําโดยวัดความกวางของบริเวณใสที่เกิดขึ้น จากการเลี้ยงบนอาหาร

แข็ง MRS แตการวัดปริมาณของไนซินดวยวิธีนี้ยังใหผลไมชัดเจนนัก เนื่องจากไมสามารถบอก

ปริมาณไนซินที่สรางขึ้นได ดังนั้นจําเปนตองมีการตรวจความสามารถในการผลิตไนซินอยาง

ละเอียด ซึ่งคือวิธีวัดความขุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ แลวคํานวณปริมาณไนซินจากกราฟมาตรฐานที่

สรางจากการแปรผันปริมาณไนซินบริสุทธิ์ตางๆ กัน (G.L. Blay และคณะ, 2007) 

  

 จากการกลายพันธุ Lactococcus lactis สายพันธุ MF2 ดวยแสงอัลตราไวโอเลตทั้งหมด 

3 รอบ และ NTG ทั้งหมด 3 รอบ ทําใหไดสายพันธุกลาย  Lactococcus lactis สายพันธุ 

MU2NUN2 ซึ่งเปนสายพันธุกลายขั้นตอนสุดทาย พบวามีปริมาณไนซินเทากับ 2,638.89 IU/ml 

สูงขึ้นกวาสายพันธุตั้งตน ซึ่งมีปริมาณไนซินเทากับ 370.51 IU/ml โดยเมื่อเปรียบเทียบแลวพบวา

สูงขึ้นกวาสายพันธุตั้งตนถึงประมาณ 7 เทา โดยมีข้ันตอนการกลายพันธุโดยสรุปแสดงดังตารางที่ 

5.1 
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ตารางที่ 5.1 แสดงลําดับข้ันตอนในการกลายพนัธุ Lactococcus lactis สายพนัธุ MF2 ดวยแสง

อัลตราไวโอเลตและ NTG ไดสายพนัธุกลาย MU2NUN2

 

สายพนัธุ เสนผาศนูยกลาง

บริเวณใสสูงสดุ 

(มิลลิเมตร) 

คาการดูดกลนื

แสงที่ 600 นาโน

เมตรโดยเฉลี่ย 

ระดับ 

การเจือ

จาง 

(เทา) 

ปริมาณ

ไนซิน 

(IU/ml) 

จํานวนเทาของ

ไนซิน เมื่อ

เทียบกับสาย

พันธุตัง้ตน 

MF2 8.0 0.2033 5 370.51 0 

MU 10.0 0.1987 20 875.29 2.36 

MU2 13.2 0.2238 20 1026.67 2.77 

MU2N 15.5 0.2130 20 1,266.67 3.42 

MU2NU 19.0 0.2018 25 1,894.44 5.11 

MU2NUN 20.5 0.1929 25 2,141.67 5.78 

MU2NUN2 23.0 0.1750 25 2,638.89 7.12 

 

 จากตารางที่ 5.1 พบวา ปริมาณไนซินที่สายพันธุกลายตางๆ ผลิตได มีแนวโนมที่เพิ่มข้ึน 

เมื่อทําการกลายพันธุตอไป และจากการตรวจสอบความสามารถในการผลิตไนซินพบวา สามารถ

คัดเลือกไดเพียง 3 โคโลนี คือ MU2NUN2 1, MU2NUN2 2 และ MU2NUN2 3 จึงนําทดสอบความ

เสถียรในการผลิตไนซินของสายพันธุตอไป 

  

 เมื่อทําการกลายพนัธุแลวจาํเปนตองมีการทดสอบความเสถียร เพื่อใหไดสายพันธุกลายที่

มีสมบัติที่ตองการอยางถาวรไมเปลี่ยนแปลงสมบัติไปและสามารถถายทอดไปยังรุนตอไปได ซึ่งทา

โดยการถายเชื้อ 5 คร้ัง พบวาปริมาณไนซินที่ไดจากเชื้อสายพันธุกลาย MU2NU N21 มีความ

เสถียรที่ดีกวา เชื้อสายพนัธุกลาย MU2NUN22 และ MU2NUN23 โดยทีเ่ชื้อสายพนัธุกลาย 

MU2NUN21 มีปริมาณไนซนิลดลงรอยละ 9.6 ขณะที่เชื้อสายพนัธุกลายอีก 2 สายพนัธุมีปริมาณ

ไนซิน ลดลงรอยละ 12.76 และ 14.71 ตามลําดับ 
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 ในการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน ตองมีการศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอ

การเจริญเติบโต เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน แรธาตุที่จําเปน คาความเปนกรด-เบส 

อุณหภูมิ เปนตน  พบวาแบคทีเรียแตละชนิดตองการพลังงานแตกตางกันไป ดังนั้นการหาแหลง

คารบอนที่เหมาะสม จึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการปรับปรุงความสามารถในการผลิตไนซิน ในการ

คัดเลือกแหลงคารบอนนั้นจําเปนตองพิจารณาราคา ความบริสุทธิ์ ผลผลิตที่ตองการ ซึ่งในการ

งานวิจัยนี้ไดทําการหาชนิดของน้ําตาลที่เหมาะสมตอเลี้ยง Lactococcus lactis สายพันธุ 

MU2NUN2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําการเปลี่ยนชนิดของน้ําตาล โดยปรับใหมีปริมาณน้ําตาลเทากับ 

0.11 โมลตอลิตร จากผลการทดลองพบวาซูโครส เปนน้ําตาลที่เหมาะสมที่สุด   ซึ่งในป 2002, 

Penna และ Maraes ไดพบวาการเติมซูโครสลงในอาหาร MRS หรือ M17 จะชวยเพิ่มการสรางไน

ซิน โดยพบวาเมื่อใชซูโครส 2 กรัมตอลิตร จะผลิตไนซินได 298 AU/ml ถาเพิ่มความเขมขนของ

น้ําตาลซูโครสเปน 5 กรัมตอลิตร พบวาสามารถผลิตไนซินไดเพิ่มข้ึนเปน 7770  AU/ml   และในป 

2001, Chan Li  และคณะ ไดทําการศึกษาหาแหลงอาหารที่เหมาะสมในการผลิตไนซินพบวา 

น้ําตาลซูโครส 1% จัดเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไนซิน  ชวยเพิ่มปริมาณ      

ไนซินจากเดิม 1,074 IU/ml เมื่อเลี้ยงในอาหาร CM เปน 2,150 IU/ml ซึ่งเพิ่มข้ึนจากเดิม 2 เทา  

 

 สวนการศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอนเริ่มตนนั้นเปนสิ่งสําคัญ เพราะคารบอนเปน

ธาตุอาหารที่สําคัญตอการสังเคราะหสารประกอบตางๆ ภายในเซลล ดังนั้นหากปริมาณของแหลง

คารบอนเริ่มตนนอยไป อาจทําใหเชื้อตายได สวนหากมีความเขมขนมากเกินไป เมื่อสิ้นสุดการ

เลี้ยง แหลงคารบอนก็จะเหลือและสูญเสียไปโดยเปลาประโยชน จากผลการทดลองพบวา ของ

ซูโครส 1% (น้ําหนักตอปริมาตร) เหมาะสมตอการผลิตไนซินมากที่สุด อาจเปนเพราะทีร่ะดบัความ

เขมขน 1% เปนระดับความเขมขนที่พอเหมาะ เพราะหากความเขมขนของแหลงคารบอนสูงกวานี้ 

อาหารจะหนืดมาก เมื่อเลี้ยงเชื้อไปอาจทําใหการใหอากาศกับเชื้อเปนไปไดยาก เชื้อจึงอาจตายได

ในที่สุด  

 เมื่อทําการศึกษาชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมพบวา สารสกัดจาก

ยีสตเปนแหลงไนโตรเจนอินทรียที่เชื้อสามารถผลิตไนซินไดมากที่สุด ซึ่งมีความสามารถในการ

ผลิตไนซินไดเพียง 3,513.56 IU/ml เมื่อเทียบกับอาหาร MRS ที่ทําการเปลี่ยนแหลงคารบอนเปน

ซูโครส 1% ผลิตไนซินไดถึง 4,082.52 IU/ml อาจเนื่องจากสารสกัดจากยีสตไมเพียงแตมีกรด     

อะมิโนอิสระและเพปไทดสายสั้นๆ ในปริมาณมาก โดยจะสงผลใหเชื้อมีอัตราการเจริญไดเพิ่มขึ้น

และเพิ่มปริมาณเซลล นอกสารสกัดจากยีสตมีสวนชวยในการเจริญของเชื้อมากกวาแหลง
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ไนโตรเจนชนิดอื่น (Aasen, 2000) และแอมโมเนียมไนเตรตเปนแหลงอนินทรียไนโตรเจนที่เชื้อ

สามารถผลิตไนซินไดมากที่สุดเมื่อเทียบกับแหลงไนโตรเจนอนินทรียอ่ืนๆ แตเมื่อเทียบกับอาหาร 

MRS แลว พบวา แอมโมเนียมไนเตรต เชื้อสามารถผลิตไนซินไดนอยกวาเชื้อที่เจริญอยูในอาหาร 

MRS จากผลการทดลองนี้อาจจะสรุปไดวา  Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NUN2 สามารถ

เจริญในอาหารที่มีไนโตรเจนอินทรียไดดีกวาไนโตรเจนอนินทรีย แตเนื่องจากปริมาณไนซินที่ได

จากเชื้อที่เลี้ยงในสารสกัดจากยีสต และปริมาณไนซินที่ไดจากเชื้อที่เล้ียงใน MRS มีปริมาณ

ใกลเคียงกัน เราถือวาแหลงไนโตรเจนเดิมที่มีอยูในอาหาร MRS เปนแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสมใน

การผลิตไนซินของ Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NUN2

  

 จากนั้นไดทําการศึกษาชนิดและปริมาณของสารอาหารรองที่เหมาะสมตอการผลิตไนซิน 

พบวา โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0% สามารถเพิ่มการผลิตไนซินได 4,303.09 IU/ml ซึ่ง

เมื่อเทียบกับ อาหาร MRS ที่ทําการเปลี่ยนแหลงคารบอนเปนซูโครส 1% ผลิตไนซินไดเพียง 

4,008.23 IU/ml ซึ่งมีความสามารถในการผลิตไนซินไดเพิ่มข้ึนถึง 0.736 เทา   ในป 1993          

De Vuyst และ Vandamme ไดทําการเพิ่มการผลิตไนซินโดยการปรับปริมาณของแหลงฟอสเฟต

และไนโตรเจนใหเหมาะสม พบวาโปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงฟอสฟอรัสที่ดีที่สุด

ในการผลิตไนซิน ที่ความเขมขน 5% ผลิตไนซินไดถึง 3,500 IU/ml โดยพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขน

ของโปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตใหเปน 6% ผลิตไนซินไดเพียง 1,800 IU/ml เนื่องจากเซลล

แตกและสงผลใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดเพิ่มมากขึ้น 

  

 ดังนั้นในการหาภาวะที่เหมาะสมตอการเลี้ยง Lactococcus lactis สายพันธุ MU2NUN2 

พบวาควรเลี้ยงในอาหาร MRS ที่มีการปรับปรุงเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารเพื่อใหเหมาะสมตอการ

ผลิตไนซินใหไดปริมาณมากที่สุด โดยเลี้ยงในอาหาร MRS ที่เปลี่ยนชนิดของน้ําตาลเปนซูโครส 

1.0% และเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.0%  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวธิีการเตรยีมอาหารสําหรับเลีย้งเชือ้ 
 
1. อาหารเลีย้งเชื้อ Lactobacillus deMan Rogosa Sharpe medium (MRS) 
  โปรติเอสเปปโตน     10.0 กรัม 

  เนื้อวัวสกัด      10.0 กรัม 

  ผงสกัดจากยีสต        5.0 กรัม 

  กลูโคส       22.0 กรัม 

  ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต      2.0 กรัม 

  ไดแอมโมเนียมซิเตรท       1.8 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต       0.2 กรัม 

  แมงกานีสซัลเฟต              0.089 กรัม 

  ทวีน 80         1.0 มล. 

 ละลายสารทั้งหมดในน้ํากล่ันปริมาตร  1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-

เบสใหเทากับ 6.2 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล นําไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 110°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) (Sambrook และ Russell, 2001) 

 

ทริปโตน      10.0 กรัม 

ผงสกัดจากยสีต        5.0 กรัม 

โซเดียมคลอไรด        5.0 กรัม 

 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบส 

เทากับ 7.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที 
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3.  อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) (Sambrook และ Russell, 2001) 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ละลายวุน 15 กรัมตออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อที่อุณหภูม ิ121°ซ ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

       สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. สารละลายทริส-มาลกิ บัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-เบส เทากับ 6.0     

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

 ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมีโนมีเทน (C4H11NO3)   12.1  กรัม 

 กรดมาลิอิก       11.6 กรัม 

 ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 6.0 ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด ความเขมขน      

1 นอรมัล 

 

 2. สารละลายฟอสเฟต บฟัเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร คาความเปนกรด-เบส เทากับ 7.0 

ในสารละลายบัฟเฟอร 1 ลิตร ประกอบดวย 

 โพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   2.7 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   5.25 กรัม 

 ปรับคาความเปนกรด-เบสเปน 7.0  ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน     

1 นอรมัล 
 
3. กลีเซอรอล 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปน 

เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางที่ 6.1 แสดงการหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอเชือ้สายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

แหลงคารบอน ปริมาณสวน

น้ําใสที่ใช 

(ไมโครลิตร) 

คาการดูด 

กลืนแสง 600 

นาโนเมตร 

ซ้ําที่ 1 

คาการดูด 

กลืนแสง 600 

นาโนเมตร 

ซ้ําที่ 2 

คาการดูด   

กลืนแสง 600 

นาโนเมตร     

ซ้ําที่ 3 

คาการดูด   

กลืนแสง 600 

นาโนเมตร 

เฉล่ีย 

ไมเติมน้ําตาล 50 0.584 0.543 0.539 0.555 

 200 0.604 0.595 0.520 0.573 

 500 0.639 0.624 0.611 0.642 

 1,000 0.250 0.203 0.231 0.228 

กลูโคส 50 0.592 0.588 0.593 0.591 

 200 0.549 0.566 0.590 0.568 

 500 0.092 0.079 0.097 0.089 

 1,000 0 0 0 0 

ฟรุกโทส 50 0.559 0.546 0.572 0.559 

 200 0.544 0.581 0.543 0.556 

 500 0.072 0.093 0.105 0.090 

 1,000 0 0 0 0 

กาแลคโทส 50 0.542 0.589 0.529 0.553 

 200 0.577 0.527 0.581 5.562 

 500 0.119          0.127 0.115 0.120 

 1,000 0 0 0 0 

ซูโครส 50 0.516 0.585 0.557 0.553 

 200 0.130 0.121 0.129 0.126 

 500 0.090 0.095 0.091 0.092 

 1,000 0 0 0 0 

แลคโทส 50 0.557 0.560 0.565 0.561 

 200 0.561 0.529 0.564 0.551 

 500 0.548 0.569 0.573 0.563 

 1,000 0.078 0.094 0.079 0.084 
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ตารางที่ 6.2 แสดงการหาปรมิาณของซูโครสที่เหมาะสมตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus 

lactis MU2NUN2

ปริมาณซูโครส ปริมาณสวน

น้ําใสที่ใช 

(ไมโครลิตร) 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 1 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 2 

คาการดูดกลืน

แสง600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 3 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตร เฉล่ีย 

0% 200 0.591 0.596 0.587 0.591 

 500 0.556 0.563 0.549 0.556 

 1,000 0.270 0.258 0.297 0.275 

0.5% 200 0.296 0.283 0.281 0.216 

 500 0.018 0.020 0.017 0.018 

 1,000 0 0 0 0 

1% 200 0.153 0.132 0.135 0.140 

 500 0 0 0 0 

 1,000 0 0 0 0 

2% 200 0.151 0.145 0.133 0.143 

 500 0 0 0 0 

 1,000 0 0 0 0 

3% 200 0.211 0.203 0.197 0.201 

 500 0.012 0.018 0.020 0.017 

 1,000 0 0 0 0 

4% 200 0.261 0.212 0.22 0.231 

 500 0.023 0.025 0.025 0.024 

 1,000 0 0 0 0 
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ตารางที่ 6.3 แสดงการหาแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสมตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

แหลงไนโตรเจน ปริมาณสวน

น้ําใส  ที่ใช 

(ไมโครลิตร) 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 1 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 2 

คาการดูดกลืน

แสง600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 3 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตร เฉล่ีย 

MRS 200 0.195 0.185 0.154 0.178 

 500 0.016 0.013 0.014 0.015 

 1,000 0 0 0 0 

MRS+ซูโครส 1% 200 0.119 0.118 0.138 0.125 

 500 0 0 0 0 

 1,000 0 0 0 0 

ไมเติมไนโตรเจน 200 - 0.290 0.267 0.278 

 500 0.267 0.264 0.268 0.267 

 1,000 0.255 0.245 0.256 0.253 

เพปโตน 200 0.199 0.221 0.192 0.206 

 500 0.086 0.084 0.091 0.087 

 1,000 0 0 0 0 

ทริปโตน 200 0.185 - 0.191 0.188 

 500 0.038 0.031 0.027 0.033 

 1,000 0 0 0 0 

สารสกัดจากยีสต 200 0.147 0.151 0.137 0.145 

 500 0 0 0 0 

 1,000 0 0 0 0 

สารสกัดจากเนื้อ 200 0.243 0.239 0.237 0.240 

 500 0.162 0.177 - 0.170 

 1,000 0.051 0.046 0.035 0.044 
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ตารางที่ 6.3 แสดงการหาแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสมตอเชื้อสายพนัธุกลาย Lactococcus lactis 

MU2NUN2

แหลงไนโตรเจน ปริมาณสวน

น้ําใส ที่ใช 

(ไมโครลิตร) 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 1 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 2 

คาการดูดกลืน

แสง600 นาโน

เมตรซ้ําที่ 3 

คาการดูดกลืน

แสง 600 นาโน

เมตร เฉล่ีย 

MRS 200 0.195 0.185 0.154 0.178 

 500 0.016 0.013 0.014 0.015 

 1,000 0 0 0 0 

MRS +ซูโครส1% 200 0.119 0.118 0.138 0.125 

 500 0 0 0 0 

 1,000 0 0 0 0 

ไมเติมไนโตรเจน 200 - 0.290 0.267 0.278 

 500 0.267 0.264 0.268 0.267 

 1,000 0.255 0.245 0.256 0.253 

NH4H2PO4 200 0.185 0.170 0.203 0.186 

 500 0.062 0.063 0.049 0.058 

 1,000 0 0 0 0 

NH4(NO3)2 200 0.264 0.259 0.270 0.265 

 500 0.238 0.247 0.239 0.231 

 1,000 0.175 0.177 0.179 0.185 

Ca(NO3)2 200 0.256 0.248 0.247 0.251 

 500 0.229 0.235 0.231 0.232 

 1,000 0.169 0.156 0.164 0.162 

KNO3 200 0.102 0.110 0.120 0.111 

 500 0.043 0.056 0.049 0.051 

 1,000 0 0 0 0 
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ภาคผนวก ง 
 

การคํานวณหาปริมาณแหลงคารบอนและไนโตรเจนในอาหาร MRS 
 

1. การคํานวณหาปริมาณแหลงคารบอนในอาหาร MRS 

 

  อาหาร MRS 1ลิตร ประกอบดวยแหลงคารบอน คือ กลูโคส (C6H12O6)   22.0       

กรัม  

ซึ่งคิดเปน 
180
22  = 0.12 โมลตอลิตร 

  ดังนัน้ถาตองการหาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสม ตองปรับปริมาณของ

แหลงคารบอนตางๆ ที่เติมลงในอาหาร MRSใหมีคาเทากบั 0.12 โมลตอลิตร 

 

2. การคํานวณหาปริมาณแหลงไนโตรเจนในอาหาร MRS 

  อาหาร MRS 1 ลิตร ประกอบดวยแหลงไนโตรเจน คือ  

      โปรติเอสเปปโตน  10.0 กรัม คิดเปนไนโตรเจน 15.56%  ดังนั้นมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 

1.556    กรัม    

      เนื้อวัวสกัด         10.0 กรัม คิดเปนไนโตรเจน 12.15% ซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด    

1.215   กรัม 

      ผงสกัดจากยีสต     5.0 กรัม คิดเปนไนโตรเจน 11.91% ซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด       

0.595   กรัม 

      แอมโมเนียมซิเตรต [(NH4)2HC6H5O7] 0.2 กรัม ซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 2.0
226
28

× = 

0.248 กรัม 

ดังนัน้ อาหาร MRS 1 ลิตร มีแหลงไนโตรเจนทัง้หมดรวม    3.614 กรัม คิดเปน 0.3614% 

  ดังนัน้ถาตองการหาชนิดของแหลงไนโตรเจนทีเ่หมาะสม ตองปรับปริมาณของ

แหลงไนโตรเจนตางๆ ที่เติมลงในอาหาร MRSใหมีคาเทากบั  0.3614% 

 

หมายเหต ุ:  ปริมาณไนโตรเจน วิเคราะหโดย สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร 

มหาวิทยาลยัเกษตร  

  โปรติเอสเปปโตน  มีไนโตรเจน 15.56% 



 98

  เนื้อววัสกัด   มีไนโตรเจน 12.15% 

  ผงสกัดจากยสีต      มีไนโตรเจน 11.19% 

  แบคโตทริปโตน       มีไนโตรเจน 13.58% 
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ภาคผนวก จ 
 

การเตรยีมการและการปองกันอันตรายจากการกลายพันธุ 
 

แสงอัลตราไวโอเลต 

 เปนรังสีที่ทําใหเกิดการกลายพันธุในจุลินทรีย อาจทําใหเกิดมะเร็งผิวหนังได การ

ปฏิบัติงานที่เกี่ยวของกับแสงอัลตราไวโอเลตควรมีการสวมแวนปองกัน หามมองหลอด UV 

โดยตรง เพราะเปนแสงที่เปนอันตรายตอตา ควรมีการสวมแวนปองกันหรือใชแสงอัลตราไวโอเลต

ที่อยูภายในตูเขี่ยเชื้อที่มีกระจกกั้น ควรสวมถุงมือเมื่อตองทํางานภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

เนื่องจากแสงอัลตราไวโอเลตนี้ผานกระจกไดไมดี เชื้อที่ตองการฉายแสงเพื่อกลายพันธุจึงตองเปด

ฝาจานเพราะเลี้ยงเชื้อไว 

 

สาร NTG (N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine)  

 สาร NTG เปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต และอาจเปนสารกอมะเร็งดวย ดังนั้นในการทดลองจึง

ตองทําดวยความระมัดระวัง สาร NTG เปนสารที่อันตรายตอการสัมผัส การสูดดม การทดลอง

เกี่ยวกับสาร NTG ทั้งในลักษณะผลึกของแข็ง หรือสารละลาย ควรสวมถุงมือยางตลอดเวลา ควร

สวมผาปดปากเพื่อปดปากเพื่อปองกันละอองหรือไอระเหย หามใชปากในการดูดปเปตสารนี้

เด็ดขาด การชั่งสาร NTG ควรทําในที่ไมมีลมพัด ไมควรชั่งบนกระดาษชั่งสารเพราะอาจปลิวไปทํา

ใหเกิดอันตรายตอผูทําการทดลองและผูที่อยูในบริเวณใกลเคียง อยาเปดขวดที่ใสสาร NTG ทิ้งไว 

ควรใชหลอดปลอดเชื้อที่แหงสนิทและมีฝาปด ชั่งน้ําหนักหลอดเปลากอน แลวจึงใชชอนตักสาร 

NTG เติมลงในหลอด ปดฝาแลวชั่งน้ําหนักอีกครั้ง คํานวณน้ําหนักของสารและนําไปเตรียมเปน 

stock ซึ่งควรเตรียมใหมทุกครั้งเมื่อตองการใช 

 อุปกรณที่สัมผัสกับสาร NTG นําไปแชใน 1 N NaOH ในตูควัน เปดเครื่องใหดูดควันออก

ทิ้งไวประมาณ 24 ชั่วโมง จึงนํามาลาง และควรสวมมือยางในการลางดวย 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวมาลินี สิงหโตทอง เกิดเมื่อวันที่ 5 มีนาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 และเขารับการศึกษาตอในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2548 
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