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วัตถุประสงคการทดลองเพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก ที่ผลิตสารแบคทีริโอซินที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่คัดเลือกไดจากลูกชิ้นไก และศึกษาผลของสาร
แบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรสแมรีตอคุณภาพทางจุลินทรีย และทางเคมี-กายภาพของ
ลูกชิ้นไก โดยวิเคราะหการเจริญของจุลินทรีย  ความเปนกรดดาง การเกิดออกซิเดชัน และเนื้อ
สัมผัสของลูกชิ้นไกขณะเก็บรักษา เก็บเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไกจํานวนมาก (dominant 
flora) แยกและจําแนกได 2 สายพันธุ ไดแก Staphylococcus saprophyticus (ประชากร 12%) และ 
Bacillus spp. PN-3 (ประชากร 85%) ใชเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกไดรวมกับเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
(Stapylococcus aureus TISTR 118, Bacillus sp. TISTR 908, B. cereus TISTR 687 และ B. subtilis 
TISTR 008) เปนเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria)  เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่
ผลิตสารแบคทีริโอซินจาก 5 สายพันธุ ไดแก Lactococcus lactis TISTR 1401, Lactobacillus 
acidophilus  TISTR 1338, Pediococcus acidilactici TISTR 425, Pediococcus acidilactici TISTR 
424 และ Pediococcus acidilactici TISTR 051 พบวา สายพันธุที่ผลิตสารแบคทีริโอซินที่ยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบจากลูกชิ้นไกไดดีที่สุดคือ Lc. lactis TISTR 1401  สารแบคทีริโอซิน
ผลิตไดจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่เติม 2% yeast extract, 2% 
glucose และ 2% meat extract  มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ  Bacillus spp. PN-
3 เฉลี่ยเทากับ 5,333.3 AU/ml  มีความเสถียรตอความรอนที่อุณหภูมิ 100ºC เปนเวลา 20 นาที และมี
ความเสถียรที่ pH 2-8 นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ชนิดของเหลวขน (concentrated 
crude bacteriocins, CCB) และชนิดผงแหง (freeze-dried crude bacteriocins, FDCB) มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 3,200 และ 6,400 AU/ml  ตามลําดับ  

 
เมื่อใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401  ในการผลิตลูกชิ้น

ไก 2 วิธี คือ 1) เคลือบผิวลูกชิ้นดวยชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocins, 
HCBS)  และชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (filtered crude bacteriocins, FCBS) และ 2) ผสมใน
สวนผสมลูกชิ้นดวยชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins, CCB) และชนิดผงแหง 
(freeze dried crude bacteriocins, FDCB) บรรจุลูกชิ้นแบบปกติ และแบบสุญญากาศ เก็บที่ 4ºC นาน 



21 วัน เก็บตัวอยางทุก 3 วัน เพื่อวิเคราะหจํานวนจุลินทรีย ความเปนกรดดาง คา TBARS และแรง
กดของลูกชิ้นไก   ตามมาตรฐานกําหนดปริมาณจุลินทรียในอาหารที่จํานวน 105 cfu/g พบวา การ
เคลือบลูกชิ้นดวย HCBS และ FCBS บรรจุแบบปกติ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 15 วัน 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบไนซินสามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 18 วัน และลูกชิ้นควบคุมเก็บไดเพียง 
9 วัน สําหรับการบรรจุแบบสุญญากาศ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนาน 18 วัน 21 วัน และ 12 วัน 
ตามลําดับ  คา pH และ TBARS ของลูกชิ้นทุกชนิดไมแตกตางกัน (p>0.05) แตแรงกดของลูกชิ้น
ตางกันเล็กนอย (p<0.05) โดยลูกชิ้นเคลือบดวยไนซินและบรรจุแบบสุญญากาศมีคาแรงกดต่ําลงเมื่อ
เก็บนานขึ้น  การผสมสารแบคทีริโอซิน CCB  และ FDCB ในสวนผสมของลูกชิ้นพบวา เมื่อเก็บ
ลูกชิ้นแบบปกติ การใช CCB สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 18 วัน การใช FDCB เก็บลูกชิ้น
ไดนานถึง 21 วัน เทากับการใชไนซิน ขณะที่ตัวอยางควบคุมสามารถเก็บไดเพียง 15 วัน และเมื่อ
เก็บแบบสุญญากาศเก็บไดนานกวา 21 วัน สําหรับการใชสารแบคทีริโอซินทุกชนิดรวมทั้งไนซิน 
ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดนานประมาณ 18 วัน  คา pH และ TBARS ของลูกชิ้นผลิตจากสารแบคที
ริโอซินทุกชนิดไมแตกตางกัน คาแรงกดของลูกชิ้นจากสูงที่สุดไปต่ําที่สุด (p<0.05) คือ ลูกชิ้นผลิต
ดวยไนซิน CCB, FDCB และลูกชิ้นควบคุมตามลําดับ  
    

การทดลองใชสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) ผสมในลูกชิ้น
เปรียบเทียบกับสารสกัดโรสแมรีชนิด oil of rosemary (OR) พบวา ORH สามารถตานการเจริญของ
เชื้อจุลินทรียและตานออกซิเดชันของลูกชิ้นไกไดดีกวา (p<0.05) ชนิด OR  เมื่อใชสารสกัด ORH 
รวมกับสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 สําหรับการผลิตลูกชิ้น โดย
ใช ORH ปริมาณ 0.5% ผสมในสวนผสมลูกชิ้นแลวเคลือบลูกชิ้นดวย HCBS (ลูกชิ้น RC) และใช 
ORH ปริมาณ 0.5% และ FDCB ปริมาณ 0.2% ผสมในสวนผสมลูกชิ้น (ลูกชิ้น MR) พบวา เมื่อใช
สารสกัดโรสแมรีและสารแบคทีริโอซินผลิตลูกชิ้นแบบ MR สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน 
และการผลิตแบบ RC เก็บลูกชิ้นไดประมาณ 20 วัน ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดประมาณ 14 วัน
เทานั้นเมื่อบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ และเก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน 19 วัน และ 16 วัน ตามลําดับ 
สําหรับการบรรจุลูกชิ้นแบบสุญญากาศ ลูกชิ้นมีคา pH ตางกันเล็กนอย (p<0.05)  ลูกชิ้นควบคุมมีคา 
TBARS และ hexanal สูงกวา (p<0.05) ลูกชิ้น CR และ MR ตลอดเวลาการเก็บสําหรับการบรรจุทั้ง 
2 แบบ  นอกจากนี้คาแรงกดของลูกชิ้น MR สูงกวา(p<0.05) ลูกชิ้น CR และลูกชิ้นควบคุมเล็กนอย   

 
ทั้งนี้อาจกลาวไดวาสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 มี

ประสิทธิภาพตานการเจริญของจุลินทรีย และไดลูกชิ้นที่มีเนื้อสัมผัสเทียบเทาสารไนซิน และเมื่อใช
รวมกับสารสกัดโรสแมรีทางการคาชนิด ORH สามารถลดจํานวนจุลินทรียและชวยยืดอายุการเก็บ



ของลูกชิ้นไกไดนานขึ้น โดยเสริมการตานการเจริญของเชื้อจุลินทรียและตานการเกิดออกซิเดชัน
ของลูกชิ้นไดดียิ่งขึ้น 
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 The objectives of the experiment were to screen lactic acid bacteria that could 

produce bacteriocins with the ability to inhibit indicator bacteria obtained from 

chicken meatballs, and to study the effects of crude bacteriocins and rosemary extracts 

on microbial and physico-chemical properties of chicken meatballs.  Microbial 

growth, pH, oxidation and texture of chicken meatballs were analyzed. Two dominant 

flora bacteria from chicken meatballs were selected and identified as Staphylococcus 

saprophyticus (12% population) and Bacillus spp.  PN-3 (85% population) and used as 

indicator bacteria along with other Gram positive; Stapylococcus aureus TISTR 118, 

Bacillus sp. TISTR 908, Bacillus cereus TISTR 687, and Bacillus subtilis TISTR 008, 

for selection of bacteriocins producing lactic acid bacteria (LAB).  Five culture strains 

of the LAB were used for screening, namely Lactococcus lactis TISTR 1401, 

Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, Pediococcus acidilactici TISTR 425, 

Pediococcus acidilactici TISTR 424, and Pediococcus acidilactici TISTR 051.  It was 

found that Lc. lactis TISTR 1401 produced bacteriocins with the highest inhibition 

activity against indicator bacteria from chicken meatballs.  Crude bacteriocins 

produced from Lc. lactis TISTR 1401 in MRS broth with the addition of 2% yeast 

extract, 2% glucose and 2% meat extract had the ability to inhibit Bacillus spp. PN-3 



with an average of 5,333.3 AU/ml, heat stability 100oC for 20 minutes and pH 

stability of pH 2-8.  In addition, concentrated crude bacteriocins (CCB) and freeze-

dried crude bacteriocins (FDCB) showed the inhibition ability of 3,200 and 6,400 

AU/ml, respectively.  

 

Crude bacteriocins produced from Lc. lactis TISTR 1401 were used in chicken 

meatball production in two different preparations: 1) coating the meatball surface with 

heated crude bacteriocins supernatant (HCBS) and filtered crude bacteriocins 

supernatant (FCBS), and 2) mixing in the meatball batter with 0.2% concentrated 

crude bacteriocins (CCB) and 0.2% freeze-dried crude bacteriocins (FDCB).  Nisin in 

the same concentration was also used for comparison.  The meatballs were aerobically 

packed and vacuum packed, stored at 4oC for 21 days.  The meatballs were sampled 

every 3 days for the analysis of microbial content, pH, TBARS values and 

compression force.  According to the Thai FDA standard for microbial count of 1x105 

cfu/g food sample, it was found that coated chicken meatballs with HCBS and FCBS, 

aerobically packed, could be kept for about 15 days while the ones coated with nisin 

could be kept for 18 days and control for only 9 days.  The vacuum packed meatballs 

could be kept for 18, 21 and 12 days, respectively.  pHs and TBARS values of all 

meatballs were not different (p>0.05) while the compression forces were slightly 

different (p<0.05) with the nisin coated meatball and vacuum packed had lower 

compression force when kept longer.  For the CCB and FDCB mixed chicken 

meatballs, aerobically packed, the CCB mixed meatballs could be kept for about 18 

days while the FDCB and nisin mixed meatballs could be kept for up to 21 days, but 

only 15 days for control samples.  Moreover, for vacuum packaging, all bacteriocins 

treated meatballs could be kept longer than 21 days while control meatballs for about 



18 days.  pHs and TBARS values of all meatballs were not different.  However, 

significant differences of compression forces were found in the order from low to high 

of nisin, CCB and FDCB mixed, and control meatballs, respectively. 
 

Two different rosemary extracts, oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) and oil 

of rosemary (OR) were used in comparison for antimicrobial and antioxidant ability in 

chicken meatballs.  It was found that the ORH showed better activity (p<0.05) than 

the OR.  The ORH was used incorporation with crude bacteriocins produced from Lc. 

lactis TISTR 1401 in chicken meatball production in two different preparations.  The 

meatballs were made by mixing 0.5% ORH in the batter and then, coated with HCBS 

(RC meatballs).  Another batch was made by mixing 0.5% ORH and 0.2% FDCB in 

the batter (MR meatballs).  It was found that for aerobically packed, the MR meatballs 

could be kept longer than 21 days and the RC meatballs for about 20 days while the 

control meatballs could be kept for about 14 days, and for vacuum meatballs 21, 19 

and 16 days, respectively.  For both packing types, slightly different (p<0.05) pHs of 

the meatballs were observed.  TBARS and hexanal contents of the control meatballs 

were higher (p<0.05) than those of RC and MR meatballs throughout storage time for 

both types of packing.  In addition, the MR meatballs had slightly higher compression 

force (p<0.05) than RC and control meatballs.   

 

Therefore, it could be mentioned that crude bacteriocins produced from Lc. 

lactis TISTR 1401 had the ability to inhibit microbial growth and provided meatballs 

with the texture equally to nisin.  The use of crude bacteriocins in combination with 

commercial rosemary extracts, ORH, could reduce microbial numbers and help to 



extend longer shelf life of chicken meatballs by a good synergism in antimicrobial and 

antioxidant activities. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 
ปจจุบันพฤติกรรมการบริโภคอาหารของผูบริโภคในประเทศไทย และท่ัวโลกเปลี่ยน 

แปลงไปมาก มีการบริโภคอาหารสําเร็จรูปและอาหารแปรรูปตาง ๆ มากขึ้น  ทําใหอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารมีการขยายตัวขึ้นอยางรวดเร็ว กอรปกับผูบริโภคมีความรูความเขาใจในเรื่องคุณภาพ
ของอาหาร และความปลอดภัยมากขึ้น กลุมอาหารประเภทเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวเปนกลุม
อาหารประเภทหนึ่งที่ผูบริโภคใหความสนใจในดานคุณภาพ ความสดใหม ความปลอดภัย และ
คุณคาทางโภชนาการ  เนื่องจากตระหนักถึงปญหาที่จะเกิดขึ้นจากการบริโภคอาหารที่ไมถูก
สุขลักษณะอนามัยและไมปลอดภัย ซ่ึงกอใหเกิดโรคตางๆโดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวของกับทางเดิน
อาหาร โรคมะเร็งที่เกิดกับอวัยวะตางๆในรางกาย เปนตน 

เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว เปนกลุมอาหารที่เสี่ยงตอการเสื่อมเสียไดงาย เนื่องจากเปน
อาหารที่มีโปรตีนสูง มีคา water activity (aw) และความชื้นสูง และมีคา pH ที่เหมาะสมกับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียสวนใหญ (Borch et al., 1996) โดยเฉพาะกลุมแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค 
และทําใหอาหารเสื่อมเสีย การเสื่อมเสียของเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวซ่ึงเปนลักษณะที่
ผูบริโภคไมสามารถยอมรับได เชน การเกิดเมือกที่ผิวหนา การเปลี่ยนแปลงสีของเนื้อจากสีแดงเปน
สีเขียว น้ําตาล หรือเทา การเปลี่ยนแปลงของไขมันทําใหเกิดการเหม็นหืน และมีกล่ินและรสที่
ผิดปกติไดแก กล่ินเหม็นเนา รสเปรี้ยว เปนตน (Samelis et al., 2000) จากลักษณะดังกลาวทําให
อาหารกลุมนี้มีอายุการเก็บรักษาสั้น  

ในอดีตการผลิตอาหารมักมีการใชสารกันเสีย เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร  สารไนเตรท
และไนไตรทเปนสารเติ่มแตงที่ปกติใชในผลิตภัณฑเนื้อสัตว  เพื่อทําใหผลิตภัณฑเนื้อสัตวมีสีแดง
นารับประทานและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  แตถาใชมากจนเกินไปและมีสารไน
ไตรทตกคาง จะเปนสารตั้งตนในปฏิกิริยาการเกิดไนโตรซามีน ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง  จึงเปน
อันตรายตอผูบริโภค  แตสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิ ริยานี้ไดดวยการเติมกรดแอสคอรบิก 
(Tannenbaum, 1989) ในประเทศไทยสามารถใชสารโซเดียมไนไตรทไดไมเกิน 200 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม และปริมาณไนไตรทที่คงเหลือในผลิตภัณฑตองไมเกิน 125 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
(สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2536) ทั้งนี้สารไนไตรทยังมีคุณสมบัติในการยับยั้ง 
เชื้อจุลินทรียที่ไมตองการอากาศในการเจริญไดเชน Clostridium botulinum เมื่อทําการบรรจุ 



   

ผลิตภัณฑแบบสุญญากาศ แตนั่นไมใชเหตุผลหลักในการเติมสารไนไตรทในผลิตภัณฑ เพราะใช
ไนไตรทไดในปริมาณนอย ทําใหผลิตภัณฑยังมีความเสี่ยงตอการเจริญของเชื้อจุลินทรียอยูไดอีก  

การใชสารกันหืนหรือสารตานออกซิเดชัน (antioxidants) ซ่ึงเปนสารที่ใชเพื่อชะลอการเสีย
ของอาหารเนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงทําใหอาหารเกิดการเสื่อมคุณภาพ เกิดกล่ินหืน อาหารมี
สีผิดปกติ กล่ิน รส และลักษณะเนื้อสัมผัสของอาหารเปลี่ยนไป คุณคาทางอาหารลดลง (สุทธิ  ภมร
สุมิตร, 2544) และอาจมีสารที่เปนอันตรายตอรางกายเกิดขึ้นดวย เนื่องการเกิดกลิ่นหืนมักจะมีสาร
กอใหเกิดโรคมะเร็ง  สารกันหืนสังเคราะหที่ใชนิยมในอุตสาหกรรมอาหารไดแก butylated 
hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ gallate ทั้งนี้องคการวิจัยมะเร็ง
ระหวางประเทศไดจัดใหสารกันหืน BHA เปนสารกอมะเร็งในกลุม B2 คือกลุมที่นาจะเปนสารกอ
มะเร็งในมนุษย (ไทยรัฐ, 2547) 

แตปจจุบันผูบริโภคตระหนักถึงอันตรายที่จะไดรับจากสารเคมีสังเคราะหเหลานั้น  กอรป 
กับการใสใจในสุขภาพ และกระแสของอาหารจากธรรมชาติกําลังมีบทบาทอยางมาก จึงสงผลใหมี
การแสวงหาสารกันเสียจากธรรมชาติมากยิ่งขึ้น   การใชสารถนอมอาหารที่ไดมาจากธรรมชาติ
ไดแก สารสกัดที่ไดจากพืช สัตว และจุลินทรียที่มีประโยชน สามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภัณฑที่อาจเสื่อมเสียจากเชื้อจุลินทรีย และปองกันการเกิดออกซิเดชัน ไมเปนอันตราย และมี
ความปลอดภัยตอผูบริโภค เชน อาหารประเภทที่ผานกรรมวิธีการหมักไดแก โยเกิรต นมเปรี้ยว ซ่ึง
เปนการถนอมน้ํานมใหมีอายุการเก็บที่นานขึ้น โดยใชจุลินทรียพวกแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic 
acid bacteria, LAB) โดยระหวางการหมักมีการสรางกรดแลคติกเกิดขึ้น ทําใหมีคา pH ต่ําประมาณ 
4.5-5.0 ตัวอยางเชน ผลิตภัณฑแหนม  จากการทดลองพบวา คา pH มีผลตอรสชาติของแหนมและ
ยังทําใหการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนรวมถึงจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคลดลงดวย ผลการ
ยับยั้งเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้นจากสารที่ผลิตจากแบคทีเรียที่พบในแหนมไดแก สารในกลุมแบคทีริโอ
ซิน (ปนมณี  ขวัญเมือง, 2546) 
 บทบาทหนึ่งของแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารหมักพบวา สามารถยับยั้งการเจริญของ     
จุลินทรียที่กอเกิดโรคและทําใหอาหารเนาเสียได จึงทําใหผลิตภัณฑมีความปลอดภัยสูงขึ้น 
ตลอดจนเก็บรักษาไดนานขึ้น  โดยปจจัยหลักที่มีผลตอการยับยั้งคือ การสรางกรดอินทรียไดแก 
กรดแลคติก และกรดแอซิติก และการลดลงของคา pH ที่เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ
แบคทีเรีย นอกจากนี้ยังมีสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่น เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด   
ไดอะเซทิล และสารแบคทีริโอซิน (bacteriocins) เปนตน (Ray and Daeschel, 1992)  

สารแบคทีริโอซิน เปนสารประกอบสายเปปไทดขนาดเล็กซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดที่กอใหเกิดโรคและทําใหอาหารเสื่อมเสียเชน Bacillus cereus, Cl. 
botulinum, Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus (Cleveland  et al., 2001) สารแบค



  
   
 
ทีริโอซินจัดเปนสารชีวภาพที่มีความแตกตางจากสารปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยสารแบคทีริโอซิน
จะทําใหเกิดรูที่บริเวณเยื่อหุมเซลล สงผลใหเกิดการเสียสมดุลขององคประกอบตางๆ ภายในเซลล
แบคทีเรียเปาหมาย (Hugas, 1998)  สารแบคทีริโอซินผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด แตที่ไดรับ
การศึกษากันมากคือ เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก เนื่องจากเปนเชื้อแบคทีเรียที่ไดรับการยอมรับวามี
ความปลอดภัยและใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมอาหารมานานแลว ในปจจุบันไนซินเปนสาร
แบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactococcus lactis ซ่ึงไดรับการยอมรับในดานความปลอดภัยจาก FDA 
และ FAO/WHO ตัวอยางการใชไนซินในอุตสาหกรรมอาหารชนิดตาง ๆ ไดแก เครื่องดื่ม
แอลกอฮอล เนย อาหารกระปอง เนื้อสัตว (Holzapfel et al., 1995) ในประเทศตาง ๆ ทั่วโลก 

สารตานออกซิเดชันจากธรรมชาติพบไดจากแหลงตาง ๆ เชน พืช สมุนไพร สัตว รวมทั้ง   
จุลินทรีย สารตานออกซิเดชันจากธรรมชาติที่นิยมใชและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค ไดแก 
วิตามินอี  กรดแอสคอรบิก แคโรทีนอยด ฟลาโวนอยด และพืชสมุนไพรเชน พริกไทยดํา โรสแมรี 
เสจ  อบเชย ขิง เปนตน (นิธิยา  รัตนาปนนท, 2548) สารที่มีความสามารถในการยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชันของไขมันในอาหารสวนใหญเปนสารประกอบพวกฟนอลิคเชน สารสกัดจากเสท และ
โรสแมรี จะพบสารประกอบฟนอลิคที่สามารถตานการเกิดออกซิเดชันไดคือ carnosic acid, 
carnosol ในสารสกัดจากเสท และ rosmarinic acid และ rosmanol ในสารสกัดจากโรสแมรี เปนตน 
(Masuda et al., 2002) จากศึกษาของ Iamsa-ard (2005) พบวา การใชสารสกัดจากโรสแมรีเติมลงใน
เนื้อไกแยกกระดูกแชเย็นที่ระยะเวลา 3 วัน สามารถลดการเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชันของไขมันไดดี
ที่สุด เมื่อเทียบกับตัวอยางชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ในการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins)   
ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับสารสกัดจากโรสแมรี ซ่ึงเปนสารกันเสียที่ไดจาก
ธรรมชาติเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาของลูกชิ้นไก โดยสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี
ดังกลาวมีแนวโนมสําหรับการนําไปพัฒนา เพื่อใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีการทาง
ชีวภาพ   ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการใชสารถนอมอาหารชนิดสังเคราะห 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.2.1 ศึกษาผลการตานจุลินทรียของสารแบคทีริโอซิน ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแล

คติกที่คัดเลือกไดในลูกชิ้นไก 
1.2.2 ศึกษาผลการตานออกซิเดชัน และการตานจุลินทรียของสารสกัดโรสแมรีทางการคา

ในลูกชิ้นไก 



  
   
 

1.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพรวมกันของสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการตาน      
จุลินทรียและตานออกซิเดชัน (antioxidant) ตอคุณภาพการเก็บรักษาของลูกชิ้นไก 
 

1.3 สมมุติฐานของการวิจัย 
1.3.1 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins) สามารถยืดอายุการเก็บโดย

ลดปริมาณจุลินทรียของลูกชิ้นไกได 
1.3.2 การใชสารสกัดโรสแมรีทางการคาสามารถยืดอายุการเก็บโดยลดการเกิดออกซิเดชัน

ของลูกชิ้นไกได 
1.3.3 การใชสารตานจุลินทรีย  (antimicrobial) ไดแก สารแบคทีริโอซิน รวมกับสารตาน

ออกซิเดชัน (antioxidant) ไดแก สารสกัดโรสแมรี สามารถเพิ่มประสิทธิภาพตอการยืดอายุการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑได 
 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
1.4.1 แยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากลูกชิ้นไก เพื่อใชเปนเชื้อจุลินทรียทดสอบ

ประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน 
1.4.2 คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคทีริโอซินทนความรอนไดที่อุณหภูมิ 

80oC  
1.4.3 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ในลูกชิ้นไก  

1.4.3.1 ใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์โดยการจุมเคลือบผิวของลูกชิ้นไก คัดเลือก
ระดับการใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ  

1.4.3.2 ใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์โดยเติมในสวนผสมของลูกชิ้นไก คัดเลือก
ระดับการใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ 

1.4.4 การใชสารสกัดโรสแมรีทางการคา โดยเติมในสวนผสมของลูกชิ้นไก คัดเลือกระดับ
การใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ 

1.4.5 การใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี ในการผลิตลูกชิ้นไก
เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.5.1 ไดทราบขอมูลการผลิตและใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิที่มีผลตานการเจริญของ   

จุลินทรีย และผลตอคุณภาพทางเคมี-กายภาพของลูกชิ้นไก 



  
   
 

1.5.2 ไดทราบขอมูลการใชสารสกัดโรสแมรีทางการคาเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
และยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไก 

1.5.3 สามารถพัฒนาการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิ และสารสกัดโรสแมรีทางการคา 
เพื่อใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีทางชีวภาพ ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการ
ใชสารเคมีสังเคราะห 

1.5.4 ไดเผยแพรขอมูลการวิจัย เพื่อเปนพื้นฐานในการผลิตและการวิจัยทางผลิตภัณฑ
เนื้อสัตว และการทําวิจัยในแขนงตางๆที่เกี่ยวของตอไป 
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บทที่ 2 
      ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

  
ปจจุบันพฤติกรรมการบริโภคอาหารมีการเปลี่ยนแปลงไปตามยุคโลกาภิวัฒน ซ่ึงคนสวน

ใหญตองการความสะดวก รวดเร็ว และตองการเก็บรักษาอาหารไวบริโภคไดนาน ๆ การถนอม
อาหารนั้นมีมาตั้งแตสมัยโบราณ เชนการรมควันเนื้อสัตว การหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล การทําเนย
แข็ง เปนตน  การถนอมอาหาร เปนการเก็บรักษาอาหารไวใหไดนาน โดยไมทําใหอาหารนั้นเกิด
การเสื่อมเสีย และยังคงอยูในสภาพที่เปนที่ยอมรับของผูบริโภค  

 

2.1 การเสื่อมเสียของอาหาร  
การเสื่อมเสียของอาหาร (food spoilage) คือ การที่อาหารมีการเปลี่ยนแปลงทั้งทางเคมีและ

ทางกายภาพ อาหารมีกล่ิน รสชาติ สี และลักษณะเนื้อสัมผัสเปลี่ยนไป ในบางครั้งมีเมือกและแกส
เกิดขึ้นดวย (Gram et al., 2002) การเสื่อมเสียของอาหารมีหลายสาเหตุ เชน เกิดจากการกัดแทะของ
สัตว เอนไซมที่มีอยูในตัวอาหารเอง และจากการปนเปอนจากจุลินทรีย เปนตน ทําใหเกิดการ
สูญเสียที่มีมูลคาทางเศรษฐกิจของประเทศได นอกจากนี้ปญหาดานสารพิษที่เกิดจากการบริโภค
อาหารที่ไมไดคุณภาพหรือไมปลอดภัย อาจทําใหเกิดโรคภัยไขเจ็บตางๆตามมาภายหลังได ดังนั้น
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองศึกษาถึงลักษณะการเสื่อมเสียของอาหาร เพื่อเปนแนวทางในการบริโภค
อาหารตอไป 

อาหารแตละชนิดมีการเสื่อมเสียยากงายตางกัน ขึ้นอยูกับองคประกอบของอาหารประเภท
นั้นๆ ซ่ึงสามารถแบงกลุมของการเสื่อมเสียได 3 กลุมใหญๆ (Russell and Gould, 1991) ดังนี้ 

1. กลุมเสื่อมเสียยาก มีความคงตัวดี มีปริมาณน้ํานอย เชน น้ําตาล ถ่ัว แปง และธัญพืช เก็บ
ไดนานหลายเดือนหรือเปนป 

2. กลุมเสื่อมเสียเร็วปานกลาง มีปริมาณน้ําคอนขางมาก เชน ผัก ผลไม ที่แกเต็มที่ หรือบาง
ชนิดเสียภายใน 1-2 สัปดาห 

3. กลุมเสื่อมเสียเร็ว มีปริมาณน้ํามาก เชน ผัก ผลไม นมสด เนื้อสัตว อาหารทะเล เสียได
ภายใน 1-2 วัน 



   

2.1.1 สาเหตุของการเสื่อมเสียของอาหาร 
อาหารเกิดการเสื่อมเสียจากหลายสาเหตุดวยกัน ซ่ึงแตละสาเหตุนั้นจะทําใหอาหารมีการ

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชน มีลักษณะนิ่ม เละ เนา มีเชื้อราขึ้น มีกล่ินรสที่เปล่ียนไป มีกล่ินเนา กล่ิน
เหม็นหืน สีคลํ้าขึ้น ซ่ึงเกิดจากการถูกกระทําทั้งจากภายในและภาคนอกอาหาร ไดแก เกิดจากการ
เก็บเกี่ยว การขนสง การบรรจุ ที่เกิดการกระทบกระเทือน ทําใหเกิดการแตก หัก ช้ําได อาจเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาทางเคมีในอาหาร เอนไซมในอาหารทําใหองคประกอบภายในอาหาร
เปลี่ยนแปลงไปเกิดการเสื่อมเสียได นอกจากนี้ยังมีการปนเปอนจากจุลินทรียที่ทําใหเส่ือมเสีย และ
สรางสารพิษในอาหารได การเสื่อมเสียของอาหารเกิดจากสาเหตุสําคัญ 2 ประการ (Russell and 
Gould, 1991) คือ 

1. เกิดจากสาเหตุทางเคมี 
อาหารเสื่อมเสียที่เกิดจากสาเหตุเคมีสวนใหญนั้น มีสาเหตุมาจากเอนไซมที่มีอยูในอาหาร 

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม เอนไซมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางคุณภาพของอาหาร เชน 
ทําใหอาหารนิ่ม สีเปล่ียน เกิดกลิ่น เอนไซมสามารถยอยสลายสารอาหาร ยอยน้ําตาล โปรตีน ไขมัน 
ตัวอยางการเสื่อมเสียคุณภาพของอาหารที่มีสาเหตุมาจากทางเคมีเชน การเหม็นหืนของอาหารที่มี
องคประกอบจําพวกไขมัน การเกิดสีน้ําตาลในผัก ผลไม และเนื้อสัตว เปนตน  

2. เกิดจากสาเหตุทางจุลินทรีย 
จุลินทรียเปนสาเหตุหลักที่ทําใหอาหารเสื่อมคุณภาพ เนาเสีย และทําใหอาหารเปนพิษได   

จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารจะผลิตเอนไซมไปยอยสลายสารอินทรียที่อยูในอาหาร แลวนํากลับ
เขาสูเซลล เพื่อสรางเปนพลังงานใหสามารถดํารงเผาพันธุ และขยายพันธุตอไป ทําใหอาหารเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไป เชน กลุมอาหารประเภทเนื้อสัตว องคประกอบสวนใหญ คือโปรตีน เมื่อมีการ
ปนเปอนจากจุลินทรีย จะเกิดการเนา มีกล่ินเหม็น กลุมอาหารประเภทแปงและน้ําตาล จะเกิดการ
หมัก มีกล่ินรสเปรี้ยว เปนตน  

การเสื่อมเสียของอาหารไมวาจะดวยสาเหตุใดก็ตาม มีผลกระทบอยางยิ่งในแงของสุขภาพ 
ความปลอดภัยในการบริโภค และทางเศรษฐกิจที่จะตองสูญเสียเงินตรา ประกอบกับความตองการ
ในการเก็บอาหารไวบริโภคนาน ๆ หรือบริโภคนอกฤดูการเก็บเกี่ยว ปญหาภาวะของผักและผลไม
ลนตลาด หรือเพื่อการสงออก เพื่อลดปญหาดังกลาวจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการศึกษาถึงวิธีใน
การถนอมอาหาร 

 
 
 
 



  
   
   

2.1.2 การถนอมอาหาร 
การถนอมอาหารมีจุดประสงคที่สําคัญคือ ตองการที่จะเก็บรักษาอาหารไวใหนานที่สุด โดย

ไมเนาเสีย ซ่ึงสาเหตุที่สําคัญในการเนาเสียของอาหารคือ จุลินทรีย ดังนั้น การถนอมรักษาอาหาร
ดวยวิธีตาง ๆ มีหลักการดังตอไปนี้ (Fellows, 1990) 

1. ปองกันหรือยืดเวลาการยอยสลายอาหารที่เกิดจากจุลินทรีย โดยการรักษาใหปลอดเชื้อ 
2. กําจัดจุลินทรียที่มีอยูออกไป โดยการลางหรือกรองออก 
3. ลดการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย โดยการใชอุณหภูมิต่ํา ทําใหแหง หรือเก็บ

อาหารไวในสภาวะไรออกซิเจน 
4. ทําลายจุลินทรีย โดยการใหความรอน การฉายรังสี 
5. ปองกันหรือยืดเวลาการสลายตัวที่เกิดขึ้นเองของอาหาร โดยการทําลาย หรือยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซมในอาหารเชน เติมสารปองกันการเกิดออกซิเดชันในอาหาร 
6. ปองกันความเสียหายของอาหารจากการกัดแทะของแมลง และสัตว 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเสื่อมเสียของอาหาร จุลินทรีย

ที่ทําใหอาหารเสียนั้นมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา ซ่ึงจะพบไดทั่วไปในดิน น้ํา และอากาศ ปจจัยที่มี
ผลตอการเจริญของจุลินทรีย (Ray and Daeschel, 1992) ไดแก  

1. องคประกอบของอาหาร ชนิดของสารอาหารที่มีมากในอาหารชนิดนั้น ๆ เชน อาหาร
ประเภทโปรตีน มักเกิดการเนาเสียจากแบคทีเรีย หรืออาหารจําพวกแปงมักจะเนาเสียจากเชื้อราที่
ยอยแปงได นอกจากนี้ วิตามินก็เปนตัวชวยใหจุลินทรียเจริญไดดีดวย 

2. น้ําในอาหาร น้ําเปนสวนประกอบหลักของอาหารทุกชนิดโดยอยูในรูปอิสระ และเกาะ
เกี่ยวกับสารอื่น น้ําอิสระเปนน้ําที่แทรกตัวอยูในชองวางของอาหาร อาจมีการเกาะตัวกับ
องคประกอบของอาหารบาง น้ําสามารถเปนตัวทําละลายได มสีวนเกี่ยวของกับปฏิกิริยาเคมี และ   
จุลินทรียสามารถใชในการดํารงชีวิตได เรียกน้ําอิสระนี้วา water activity (aw) จุลินทรียสวนใหญจะ
เจริญไดดีในอาหารที่มีคา aw สูง และมีความเขมขนของเกลือและน้ําตาลต่ํา (นภาพร  เชี่ยวชาญ, 
2547) อาหารแตละชนิดจะมีคา aw ตางกัน (ตารางที่ 2.1) แบคทีเรียกลุมที่ทําใหอาหารเปนพิษ
สามารถเจริญไดที่คา aw เทากับหรือสูงกวา 0.8  ดังนั้นในการถนอมอาหารตองลดคา aw ในอาหาร
ลงใหต่ํากวา 0.8 จึงจะไดอาหารที่มีความปลอดภัยตอผูบริโภค 

3. คา pH จุลินทรียทุกชนิดจะมีคา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญ โดยทั่วไปยีสต และรามี
ความทนทานตอความเปนกรดไดดีกวาแบคทีเรีย อาหารที่มีความเปนกรดสูงหรือมีคา pH ต่ําจะเก็บ
ไดนานกวาอาหารที่มีความเปนกรดต่ํา 

 



  
   
   

ตารางที่ 2.1 คา water activity (aw) โดยประมาณสําหรับการเจริญของจุลินทรียในอาหารชนิดตาง ๆ 

aw จุลินทรียท่ีสามารถเจริญได ตัวอยางอาหาร 
0.95 Pseudomonas, Escherichia, Proteus, 

Shigella, Klebsiella, Bacillus, 
Clostridium perfringens, some yeasts 

อาหารเนาเสียงายเชนอาหารสด อาหาร
กระปอง ผัก ผลไม เนื้อสัตว ปลา ขนมปง 
ไสกรอก อาหารที่มี 4 Oz. sucrose หรือ 
7% NaCl 

0.91 Salmonella, Vibrio parabaemolyticus, C. 
botulinum, Lactobacillus, some molds 

ชีสบางชนิด เชน เชดดา Swiss, Provolone 
เนื้อหมัก อาหารที่มี 55% sucrose หรือ 
12% NaCl 

0.87 Many yeasts, Candida, Torulopsis, 
Hansenula micrococcus 

ไสกรอกหมัก   เคกสปอง  dry cheese มา
การีน อาหารที่มี 65% sucrose หรือ 15% 
NaCl 

0.80 Most molds, most Saccharomyces spp., 
Debaryomyces, Staphylococcus aureus 

น้ําผลไมเขมขนตางๆ นมขนหวาน 
น้ําเชื่อม  แปง  เคกที่มีน้ําตาลสูง  ถ่ัว (15-
17% moisture) 

0.75 
Most halophilic bacteria, Mycotoxigenic 
aspergilli 

แยม  แยมผิวสม  ผลไมเชื่อม  marzipan, 
marshmallows 

0.65 
Xerophilic molds, Saccharomyces 
bisporus 

ขาวโอตบด 10% moisture เยลล่ี 
กากน้ําตาล  ถ่ัวตาง ๆ 

0.60 
Osmophilic yeasts, few molds ผลไมแหง 15-20%  คาราเมล  น้ําผ้ึง  ลูก

อม 

0.50 
เสนกวยเตีย๋วแหง 12% moisture  
เครื่องเทศ 10% moisture 

0.40 Whole egg powder with 5% moisture 

0.30 
คุกกี ้ แครกเกอร ขนมปงกรอบ 3-5% 
moisture 

0.03 

No microbial proliferation 

นมผง 2-3% moisture  ซุปผง 
ที่มา: ดัดแปลงจาก http://www.foodtechsource.com/rcenter/tech_data/td_water.htm 
 
 



  
   
   

ตารางที่ 2.2 ชวงของคา water activity (aw), pH และอุณหภูมิสําหรับแบคทีเรียกอโรคในอาหารบาง
ชนิด 

ชนิดแบคทีเรีย 
คา aw ต่ําสุดที่

เจริญ 
ชวง pH ที่เจริญ 

ชวงอุณหภูมิที่

เจริญ ( oC) 

Bacillus cereus 
Clostridium botulinum ชนิด E 
Clostridium perfringerns 
Escherichia coli 
Listeria monocytogenes 
Salmonella spp. 
Staphylococcus aureus 
สภาวะที่สรางสารพิษ 
Vibrio parahaemolyticus 

0.930 
0.965 
0.945 
0.935 
0.920 
0.940 
0.830 
0.850 
0.936 

4.3-9.3 
5.0-9.0 
5.0-9.0 
4.0-9.0 
4.4-9.4 
3.7-9.5 
4.0-1.0 
4.0-9.8 

4.8-11.0 

4.0-52.0 
3.3-45.0 

10.0-52.0 
7.0-49.4 
-0.4-45.0 
5.0-46.0 
7.0-50.0 

10.0-48.0 
5.0-44.0 

ที่มา: นภาพร เชี่ยวชาญ (2547) 
 

4. อุณหภูมิ จุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมไดตามระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโต กลุม Thermophilic มีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 35-55oC กลุม 

Mesophilic มีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 10-40oC และกลุม Psychrophilic มีชวง

อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 5-15oC ดังนั้นการเก็บรักษาอาหารที่อุณหภูมิต่ําจะสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไดดีกวาการเก็บอาหารที่อุณหภูมิสูง 

เนื่องจากจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการสภาวะในการเจริญแตกตางกัน ดังนัน้ชนดิของ
จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร จึงแตกตางกันขึ้นอยูกับองคประกอบหรือสภาวะการเก็บรักษาของ
อาหารนั้น ๆ จากชวงของคา aw  คา pH และอุณหภูมิสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิด
โรคในอาหารบางชนิด (ตารางที่ 2.2) โดยอยูในชวงคา aw ประมาณ 0.85   คา pH ประมาณ 4.0-9.8 

และอุณหภูมิประมาณ 10-48oC จากปจจัยตางๆที่เหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียดังกลาวนี้ เปน
เหตุใหตองหาวิธีการถนอมอาหารเพื่อการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดังนี้  

ก. การถนอมอาหารโดยใชความรอน ความรอนจะสามารถทําลายจุลินทรีย และเอนไซมที่
มีอยูตามธรรมชาติในอาหารได แตก็จะทําใหโปรตีนเปลี่ยนสภาพไปดวย การถนอมอาหารโดยใช
ความรอนอาจแบงได 3 ระดับ (Fellows, 1990) คือ 



  
   
   

1. การใชความรอนระดับพาสเจอรไรซ (pasteurization) เปนกระบวนการใหความรอน

ที่ไมรุนแรง โดยอุณหภูมิที่ใชจะต่ํากวา 100oC เพื่อยืดอายุของผลิตภัณฑอาหารใหนานหลายวันขึ้น
เชน นม น้ําผลไม วิธีนี้สามารถใชในการถนอมอาหารได โดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซม และ
ทําลายจุลินทรียที่มีความทนทานตอความรอนต่ําเชน แบคทีเรียที่ไมสรางสปอร ยีสต และรา และทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณคาของอาหารนอยที่สุดไดแก low temperature long time (LTLT) เปนวิธี

ที่ใหความรอนต่ําประมาณ 60oC นาน 30 นาที แลวทําใหเย็นทันที  และ high temperature short 

time (HTST) เปนวิธีที่ใหความรอนสูงประมาณ 72oC นาน 15 วินาที แลวทําใหเย็นทันที 
2. การใชความรอนระดับสเตอริไลซ (sterilization) เปนการทําใหอาหารปราศจากเชื้อ

โรคที่เปนอันตรายตอผูบริโภค และทําลายจุลินทรีย หรือสปอรที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการเนาเสีย ซ่ึง
สามารถการเก็บรักษาอาหารที่ผานกระบวนการนี้ที่อุณหภูมิปกติและไมตองแชเย็น โดยความรอน

ในการสเตอริไลซจะสูงกวาจุดเดือดคือประมาณ 100-130oC วิธีนี้จึงเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงเชน 

UHT (ultra high temperature) โดยจะใชอุณหภูมิ 135-150oC เปนเวลา 1-4 วินาที 

ข. การถนอมอาหารโดยใชความเย็น เปนการลดอุณหภูมิของอาหารลงใหต่ํากวา 10oC เพื่อ
ทําใหกระบวนการ metabolism และการเจริญของจุลินทรีย รวมทั้งกิจกรรมของเอนไซมเกิดไดชา
ลง จึงเปนการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ชะลอการเนาเสีย และลดอัตราการเปลี่ยนแปลงทางเคมี 
ทําใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไดระยะหนึ่ง สามารถแบงระดับการใหความเย็นได 2 
ระดับ (Fellows, 1990) ดงันี้ 

1. การแชเย็น (chilling) เปนกรรมวิธีที่ควบคุมอุณหภูมิของอาหารไวที่อุณหภูมิ -1oC 

ถึง 8oC เพื่อลดอัตราการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมี และการเปลี่ยนแปลงเนื่องจากจุลินทรีย วิธีนี้จะทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณคาทางโภชนาการ และคุณสมบัติทางประสาทสัมผัสนอยที่สุด โดยมักจะ
ใชการแชเย็นควบคูกับกรรมวิธีแปรรูปอื่น ๆ เชน การหมัก การฉายรังสี เปนตน 

2. การแชเยือกแข็ง (freezing) เปนกรรมวิธีการลดอุณหภูมิของอาหารใหต่ําลงกวาจุด
เยือกแข็ง โดยสวนของน้ําจะเปลี่ยนสภาพไปเปนผลึกน้ําแข็ง การตรึงน้ํากับน้ําแข็ง และผลจาก
ความเขมขนของตัวทําละลายในน้ําที่ยังไมแข็งตัวจะทําใหคา aw ของอาหารลดลง จุลินทรียจึงไม
สามารถนําน้ํามาใชในการเจริญได สําหรับอาหารที่นิยมแชเยือกแข็งไดแก อาหารทะเลเชน กุง เนื้อ
ปู และปลา เปนตน 

ค. การถนอมอาหารโดยการทําใหแหง หมายถึง การกําจัดน้ําสวนใหญที่อยูในอาหารออก
จากอาหาร ซ่ึงจะมีผลใหกระบวนการ metabolism และการเจริญของจุลินทรียเกิดไดชาลง ทั้งยังเปน
การลดอัตราเร็วของปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของไขมัน (กล่ินหืน) เนื่องจากปฏิกิริยา hydrolysis 
(นิธิยา  รัตนาปนนท, 2548) การทําใหอาหารแหงสามารถแบงได 2 วิธี (Fellows, 1990) ดังนี้ 



  
   
   

1. การทําใหอาหารแหงโดยอาศัยธรรมชาติ เปนการอาศัยแหลงความรอนจาก
แสงอาทิตย หรือการผึ่งลม วิธีนี้นิยมใชในประเทศแถบรอนเขตเสนศูนยสูตร เพราะตนทุนต่ํา ทําได
งาย แตผลิตภัณฑที่ไดจะมีคุณภาพต่ํา เนื่องจากไมสามารถควบคุมอัตราเร็วในการทําแหงได 

2. การทําใหอาหารแหงโดยอาศัยเครื่องมือทางกล วิธีนี้เปนการนําหลักการทาง
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเขาชวย เชน การใชเมมเบรน การระเหย และการอบ การทําใหแหงโดย
วิธีกล ตองหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการถนอมอาหารแตละชนิด เพื่อใหมีการสูญเสียคุณคาทาง
โภชนาการนอยที่สุด การทําใหแหงสวนใหญจะอาศัยหลักการนําความรอน และการพาความรอน 
การแผรังสี ซ่ึงวิธีนี้จะสามารถควบคุมสภาวะแวดลอมได เชน อุณหภูมิ ความชื้น ทําใหผลิตภัณฑที่
ไดมีคุณภาพสม่ําเสมอ 

ง. การถนอมอาหารโดยการใชรังสี การฉายรังสีอาหารเปนวิธีการถนอมอาหารที่ตองการ
เล่ียงการใชความรอน เนื่องจากความรอนสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติดานประสาทสัมผัสของ
อาหารนั้น ๆ ได รังสีชนิดที่แตกตัวได (ionizing radiation) ที่มีชวงคลื่นสั้น สามารถที่จะยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย การทํางานของเอนไซม และการเจริญเติบโตของไข และตัวออนของแมลงไดดี 
ทั้งยังสามารถปองกันการงอกของผัก และผลไม โดยยังคงคุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส และ
รสชาติของอาหารไดดี โดยรังสีที่ใชในการถนอมอาหารมี 3 ชนิดคือ รังสีแกมมา (gamma radiation) 
รังสีเอกซ (x-radiation) และอิเล็กตรอนกําลังสูง (high speed electron) (Fellow, 1990)  

จ. การถนอมอาหารโดยการใชสารเคมี มีจุดประสงคเพื่อยึดอายุการเก็บรักษาอาหาร โดยมี
ผลยับยั้งการเนาเสียเนื่องจากจุลินทรีย สารเคมีที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดแก เกลือ 
น้ําตาล กรดหลายชนิดเชน กรดฟอสฟอริก กรดแอสคอรบิก และกรดซิทริก สารกันเสียเชน เกลือ
ไนไตรต เกลือไนเตรด เกลือโซเดียมเบนโซเอต สารกันหืน เชน butylated hydroxyanisol (BHA), 
butylated hydroxytoluene (BHT), propyl gallate (PG) เปนตน 

ฉ. การถนอมอาหารโดยการหมักดอง เปนกระบวนการที่เกิดขึ้น เนื่องจากจุลินทรียยอย
สลายคารโบไฮเดรตหรือสารอื่น ภายใตสภาวะที่มีหรือไมมีอากาศ ซ่ึงจะแตกตางจากการถนอม
อาหารอ่ืนที่มีวัตถุประสงคในการทําลายจุลินทรียและเอนไซมธรรมชาติในอาหาร การหมักดองจะ
ทําให pH ของอาหารลดต่ําลง ซ่ึงเปนการปองกันไมใหเช้ือจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคเจริญได กลุม   
จุลินทรียที่ เปนประโยชนที่นิยมนํามาใชในการหมักคือ  เชื้อแบคทีเ รียกรดแลคติกไดแก 
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc mesenteroides, Lb. acidophilus, 
Lb. brevis , Lb. delbruckii supsp.กbulgaricus, Lb. sake และ Lactococcus lactis ยีสตไดแก 
Saccharomyces  cerevisiae, Sac. diastaticus , Hensenula sp และเชื้อราไดแก สกุล Rhizopus sp. 
เชน Rhi. oryzae, สกุล Aspergillus sp. เชน Asp. oryzae, Asp. niger เปนตน (Bamforth, 2005; 
Hugas, 1998) 



  
   
   

เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria; LAB) เปนแบคทีเรียในตระกูล 
Lactobacillaceae มีลักษณะทั่วไปคือ ติดสีแกรมบวก มีรูปรางเปนทั้งทอนยาว ทอนสั้น และกลม ไม
เคลื่อนที่ (non-motile) ไมสรางเอนไซมแคตาเลส (catalase negative) ไมสรางสปอร (non-spore 
froming) สวนใหญตองการอากาศเพียงเล็กนอยในการเจริญ (microaerophilic bacteria) บางชนิด
เปนพวกที่ไมตองการอากาศเลย (strictly anaerobe) แบคทีเรียกลุมนี้ตองการสารอาหารสูงในการ
เจริญ ใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลแลคโตสเปนแหลงคารบอน ไดผลิตภัณฑหลักที่เกิดจาก
กระบวนการเมทตาบอลิซึมคือ กรดแลคติก สามารถเจริญที่อุณหภูมิแตกตางกัน และสามารถทนตอ
กรดได ตัวอยางของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกสกุลท่ีพบไดแก Lactobacillus, Pediococcus, 
Streptococcus และ Leuconostoc  (Stiles and Holzapfel, 1997)  

ปจจุบัน LAB นิยมใชในอาหารหมักชนิดตาง ๆ อยางกวางขวาง เชน แหนม ไสกรอกหมัก 
นมเปรี้ยว เนยแข็ง เปนตน เนื่องจาก LAB จัดอยูในกลุมของจุลินทรียที่มีความปลอดภัย (Generally 
Recognized as Safe, GRAS)โดยกิจกรรมหลักของ LAB ในผลิตภัณฑอาหารคือกระบวนการหมัก 
(fermentation) ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักไดแก กรดแลคติก กรดแอซิติก เอทานอล และ
คารบอนไดออกไซด ซ่ึงสารเหลานี้ทําใหผลิตภัณฑมีกล่ินรสเฉพาะ นอกจากนี้บทบาทที่สําคัญอยาง
หนึ่งของ LAB ในอาหารหมักพบวา สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและ
เกิดโรคได ทําใหผลิตภัณฑมีความปลอดภัยสูงขึ้น ตลอดจนเก็บรักษาไดนานขึ้น โดยปจจัยหลักที่
เกี่ยวของกับการยับยั้งคือ การสรางกรดและการลดลงของคา pH ที่เกิดขึ้นในกระบวนการเมทตาบอ
ลิซึมของเชื้อแบคทีเรียไดผลิตภัณฑหลักเปนกรดอินทรียคือ กรดแลคติกและกรดแอซิติกแลว 
นอกจากนี้ยังมีสารประกอบอินทรียชนิดอื่น ๆ ที่เกิดขึ้น และมีผลในการยับยั้งการเจริญของ            
จุลินทรียชนิดอื่นเชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และสารแบคทีริโอซิน เปนตน 
 

2.2 สารแบคทีริโอซิน  
สารแบคทีริโอซินเปนสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงเปนสารอินทรียประเภทพอลีเปป

ไทด (polypeptide) โครงสรางทางเคมีเกิดจากการเรียงตัวของกรดอะมิโนเปนสายยาว มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุมที่ใกลเคียงกัน จําพวกแบคทีเรียแกรมบวกในวงศสกุล 
Bacillus, Enterococcus, Listeria, Clostridium, และ Staphylococcus (Noonpakdee et al., 2003) สาร
แบคทีริโอซินสวนใหญผลิตจาก LAB โดย LAB แตละสายพันธุจะใหคุณสมบัติของสารแบคทีริ
โอซินที่แตกตางกันไป ทั้งคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่น น้ําหนักโมเลกุล โครงสราง
โมเลกุลสมบัติทางพันธุกรรม และสมบัติทางชีวเคมี เปนตน สารแบคทีริโอซินจัดเปนสารชวีภาพที่
แตกตางจากยาปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยสารแบคทีริโอซินจะทําใหเกิดรูที่บริเวณเยื่อหุมเซลลสงผล



  
   
   

ใหเกิดการเสียสมดุลขององคประกอบตาง ๆ ภายในเซลลแบคทีเรียเปาหมาย (Cleveland et al., 
2001)  

การถนอมอาหารแบบกรรมวิธีทางชีวภาพ (biopreservative) โดยใชสารแบคทีริโอซินมี 4 
วิธี ดังนี้ 

1. การเติมหัวเชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) เปนการเติมเชื้อแบคทีเรียแลคติกบริสุทธิ์ ที่
สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินลงไปในอาหาร โดยระหวางการเจริญเติบโตในอาหารนั้น จะเกิดการ
ผลิตสารแบคทีริโอซิน ซ่ึงมีปจจัยหลายอยางที่ควบคุมการผลิตสารแบคทีริโอซินของ LAB นั้น ๆ 
เชน อุณหภูมิ  คา pH  ปริมาณของสารเติมแตงในอาหาร และเชื้อ LAB นี้ตองสามารถเจริญแขงขัน
กับเชื้ออ่ืน ๆ ไดอยางดี เปนตน (Ananou et al., 2005; Zhu et al., 2005) 

2. การเติมสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocin) เปนการเติมสารแบคทีริ
โอซินลงในอาหาร ที่ไดจากการผลิตสารแบคทีริโอซินโดยเชื้อ LAB ในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางใด
อยางหนึ่งกอน แลวทําใหเขมขนขึ้น ซ่ึงเปนวิธีการที่มีขั้นตอนผลิตที่ยุงยากนอยกวาการใชสารแบค
ทีริโอซินบริสุทธิ์  (Zhu et al., 2005) 

3. การเติมสารแบคทีริโอซินบริสุทธิ์ (purified bacteriocin) หรือสารแบคทีริโอซินทํา
บริสุทธ์ิบางสวน (semi-purified bacteriocin) เปนการเติมสารแบคทีริโอซินที่ทราบปริมาณแนนอน 
ลงไปในอาหาร และตองเติมลงไปในปริมาณที่กฎหมายควบคุม (Ananou et al., 2005) 

4. การใช LAB ที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปกติ (mesophiles lactic acid bacteria) เปนการเติม 

LAB ที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-40oC ลงไปในอาหารที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา (chilling temperature) 
เพื่อปองกันการเจริญของเชื้อจุลินทรียกอโรคที่เปนอันตราย ถาหากมีการเปลี่ยนแปลงสภาพการเก็บ
รักษาเชน จากการขนสง อุปกรณตูแชเย็นมีปญหา อาจทําใหอุณหภูมิที่เก็บสูงขึ้น โดยที่เชื้อ LAB ที่
เจริญไดดีที่อุณหภูมิปกติ ที่เติมลงในอาหารจะสามารถเจริญเติบโตไดเร็วกวาเชื้อกอโรคอื่น ๆได 
(Ray and Daeschel, 1992) 
 

2.2.1 การจัดกลุม (Classification) 
การจัดกลุมของสารแบคทีริโอซิน ตามลักษณะของโครงสรางพื้นฐานของโมเลกุล มวล

โมเลกุล คุณสมบัติอ่ืน ๆ เชน การทนความรอน สามารถแบงเปน 4 กลุมหลัก ๆ (Klaenhammer, 
1993; Holzapfel, 1995; Chen and Hoover, 2003; มยุรา  ลุณบุตร, 2546) ดังนี้ 

1. กลุม 1: Lantibiotics  
เปนสารแบคทีริโอซินกลุมที่มีสายเปปไทดขนาดเล็ก โดยทั่วไปมีน้ําหนักโมเลกุล < 5 kDa. 

ในสายเปปไทดจะประกอบดวยกรดอะมิโนที่มีความแตกตางจากกรดอะมิโนโดยทั่วไป เชน 
lanthionine, α-methyllanthionine, β-methyllanthionine, dehydroalanine และ dehydrobutyrine อยู



  
   
   

ในโครงสราง มีฤทธ์ิจําเพาะกับแบคทีเรียแกรมบวก มีคุณสมบัติทนความรอนไดสูง ในกลุมนี้
สามารถแบงกลุมยอยตามประจุรวมของโมเลกุลออกไดเปน 2 กลุม ดังนี้ 

1.1 กลุม 1a สายเปปไทดยาว (elongated peptides) ประจุรวมเปนบวก (positive charge) 
เปนกลุมที่มีความสามารถในการสรางรูที่เยื่อหุมเซลลของจุลินทรียเปาหมาย ตัวอยางของสารแบคที
ริโอซินกลุมนี้เชน  nisin, lacticin 481, lactocin S, epidemin และ gallidermin เปนตน 

1.2 กลุม 1b เปปไทดขนาดเล็กรูปรางกลม (smaller globular peptides) มีประจุรวมเปน
ลบ หรือไมมีประจุ การยับยั้งจุลินทรียจะสัมพันธกับความจําเพาะของเอนไซมที่จะใชในการทําลาย
แบคทีเรียเปาหมาย ตัวอยางของสารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน  mersacidin, cinnamycin, ancovenin, 
duramycin และ actagardin เปนตน 

2. กลุม 2: Peptides Bacteriocin   
เปนสารแบคทีริโอซินกลุมที่ไมมีกรดอะมิโน lanthionine อยูในสายเปปไทด มีขนาดเล็ก 

น้ําหนักโมเลกุล <10 kDa. ทนความรอนไดสูงประมาณ 100-121oC โดยสามารถแยกเปนกลุมยอย
ไดอีก 3 กลุมยอย ดังนี้ 

2.1 กลุม 2a  เปนสารแบคทีริโอซินที่สามารถยับยั้งเชื้อ Listeria สายเปปไทดดานปลาย 
N (N-terminal) ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนคือ -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys ตัวอยางของ
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน pediocin PA-1/AcH, sakacin A,  sakacin P, enterocin A, lactococcin 
MMFll  และ divercin V41 เปนตน 

2.2 กลุม 2b เปนกลุมสารแบคทีริโอซินที่ตองประกอบไปดวยสายเปปไทดที่แตกตาง
กัน 2 สาย เพื่อใชในกิจกรรมการยับยั้งเซลลแบคทีเรียเปาหมายไดอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางของ
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน lactococcin G, lactococcin M, lactacin F, plantaricin A, plantaricin S  
และ plantaricin EF เปนตน 

2.3  กลุม 2c  เปนกลุมสารแบคทีริโอซินที่มีสายเปปไทดแตกตางกันออกไป ขึ้นอยูกับ
การสรางที่แตกตางกัน ซ่ึงสารแบคทีริโอซินบางชนิดอาจตองลดปริมาณของ cysteine ลงเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการทําลาย เชน lactacin B (สุรีรัตน  เงินดวง, 2545) ตัวอยางสารแบคทีริโอซินที่อยู
ในกลุมนี้ไดแก  acidocin B, carnobacteriocin A, divergicin A และ enterocin P เปนตน 

3. กลุม 3: Protein Bacteriocin 
เปนสารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพการทําลายไมคอยดี เนื่องจากไมทนความรอน ถูก

ทําลายไดที่อุณหภูมิ 60-100oC ไมมีกรดอะมิโน Lanthionine มีขนาดใหญ น้ําหนักโมเลกุล >30 
kDa. เชน helveticin J, helveticin V-1829 และ caseicin 80 เปนตน 

 
 



  
   
   

4.  กลุม  4: Complex Bacteriocin 
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้จะรวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาดใหญกับสารอื่น ๆ เชน

ไขมัน คารโบไฮเดรต จึงมีสวนของ glycoprotein หรือ lipoprotein เปนองคประกอบอยูในโมเลกุล
ดวย ทนความรอนไดเชน leuconocin S, Pediocin SJ-1 
 

2.2.2 กลไกการทํางาน (Mode of action) 
สารแบคทีริโอซินจัดไดวาเปนสารกันเสียที่ไดจากธรรมชาติ ซ่ึงมีความปลอดภัยเมื่อ

นํามาใชกับอาหารไดหลากหลายประเภท โดยทําหนาที่ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปน
สาเหตุของการเนาเสียหรือกอโรคในอาหารได ลักษณะการทํางานของสารแบคทีริโอซินคือ ทํา
ปฏิกิริยากับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย โดยการทําลายความสามารถในการยอมใหสารผาน
เขาออกของเยื่อหุมเซลลเสียสมดุลไป ทําใหเอนไซมที่สําคัญบางชนิดเสียสมบัติไป หรือไปทําลาย
สารพันธุกรรมใหแปรสภาพไป ทําใหเซลลแบคทีเรียเปาหมายตาย ซ่ึงเปนกลไกการลดปริมาณ       
จุลินทรียที่ปนเปอน ทําใหอาหารมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนานขึ้น 

การศึกษากลไกการทํางานหรือการทําลายเซลลจุลินทรียเปาหมายของสารแบคทีริโอซิน 
พบวา เกิดจากสารแบคทีริโอซินหลาย ๆ โมเลกุลมารวมตัวกันทําใหเกิดรูหรือชองวางที่ผนังเยื่อหุม
เซลลจุ ลินทรีย เปาหมาย  ซ่ึงทําใหเกิดการเสียสมดุลของไอออน  สูญเสียกรดอะมิโน  และ
สารประกอบประเภทฟอสเฟตที่เปนองคประกอบที่สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ทําให      
จุลินทรียเปาหมายตายลงในที่สุด (Ennahar et al., 1999, Ennahar et al., 2000) 

การออกฤทธิ์ยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก LAB ตอแบคทีเรียเปาหมายขึ้นอยูกับ
ปจจัยตาง ๆ ในการผลิตสารแบคทีริโอซินของเชื้อ LAB แตละสายพันธุมีความตองการแตกตางกัน 
อาทิเชน  

องคประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อ โดยทั่วไปอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชกันมากในการเลี้ยงเชื้อ 
LAB เพื่อใหผลิตสารแบคทีริโอซินคือ MRS medium, M17 meduim, brain heart infusion (BHI), 
synthetic medium และ litmus milk เปนตน นอกจากนี้มีการศึกษาผลของการเติมสารสกัดยีสต 3% 
ลงใน MRS broth ทําใหเชื้อ LAB, Lactobacillus brevis OG1 ผลิตสารแบคทีริโอซินไดปริมาณมาก
ที่สุด (Ogunbanwo et al., 2003a) และ Guerra et al. (2001) ไดทาํการศึกษาผลของสารอาหารใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเชน ความเขมขนของปริมาณน้ําตาล ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และบัฟเฟอรในการ
ผลิต nisin ของ Lc. lactis subsp. lactis CECT 539  และ pediocin ของ Pediococcus acidilactici 
NRRL B-5627 พบวา ประสิทธิภาพการยับยั้งสูงที่สุดในการผลิต nisin ขึ้นอยูกับปริมาณไนโตรเจน 
กับบัฟเฟอร และผลของปริมาณน้ําตาลเปนปจจัยเพียงเล็กนอยเทานั้น แตในทางตรงกันขามการ



  
   
   

ผลิต  pediocin จะมีประสิทธิภาพการยับยั้งสูงที่สุดขึ้นอยูกับปริมาณฟอสฟอรัส และบัฟเฟอร แตถา
ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณไนโตรเจน และน้ําตาลสูงจะลดการสราง pediocin ได 

คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการสรางสารแบคทีริโอซิน และมีผล
ตอความคงตัวของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตขึ้นมาไดเชน ประสิทธิภาพการยับยั้งของ lacticin จะดี
ที่สุดเมื่อสรางจากสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา pH อยูระหวาง 5.9-7.0 และถาต่ํากวา 5.9 
ประสิทธิภาพการยับยั้งจะลดลง ตรงขามกับการเลี้ยงเชื้อเพื่อใหสราง helveticin V-1829 ใหได
ปริมาณสูงสุดควรเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีคา pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  และสําหรับการผลิต lactacin 
F ใหไดปริมาณสูงสุดอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ควรมีคา pH 7.0 (Muriana and Luchansky, 1993) 
การเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus salivarius CRL 1328  เพื่อใหสรางสารแบคทีริโอซินสูงที่สุดที่คา pH 
6.5 (Juarez Toma´ et al., 2002)   

อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ มีผลตอการเจริญของเชื้อ LAB โดยท่ีอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อที่
เหมาะสมจะทําใหการเจริญของเชื้อเปนไปอยางรวดเร็ว ปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้นสอดคลองกันกับการ
ผลิตสารแบคทีริโอซินที่เพิ่มขึ้นดวย โดยทั่วไปอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเช้ือ LAB อยูที่

อุณหภูมิประมาณ 30-37oC เชื้อที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37oC  เชนเชื้อ Lc. lactis IO-1 หรือ Lc. lactis 
JCM 7638 (Matsusaki et al., 1998) Ped. pentosaceus ACCEL (Wu et al., 2004) และ Lc.  
salivarius CRL 1328 (Juarez Toma´ et al., 2002) เปนตน  สวนเชื้อ Lc. pentosus B96 (Delgado et 

al., 2005) Lc. plantarum F1 และ Lc. brevis OG1 เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30oC (Ogunbanwo et al., 
2003b) 

นอกจากปจจัยดังกลาวแลว ปริมาณการสรางสารแบคทีริโอซินขึ้นอยูกับ Phase ของการ
เจริญ (growth cycle) ของเชื้อที่ผลิต โดยเชื้อ LAB ที่สราง helveticin J, helveticin V-1829 และ 
sakacin A จะสรางไดดีในชวงกลางถึงชวงปลายของ log phase หลังจากนั้นไปการสรางจะมีปริมาณ
ลดลง แตกตางกับเชื้อที่สราง lactocin 27 และ lactocin B จะสรางไดดีที่ชวงตนของ stationary 
phase สวนเชื้อ streptococci  เร่ิมสรางสารแบคทีริโอซินในชวง exponential phase และหยุดสราง
เมื่อเขาสูในชวง stationary phase ของ growth cycle (Muriana and Luchansky, 1993) นอกจากนี้
พบวา เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลานานเกินไป หรือเกินชวงที่เหมาะสมในการสรางสารแบคที
ริโอซินที่สรางไดนั้นอาจถูกทําลายไดดวย proteolytic enzymes หรือกรดแลคติกที่สรางจากเช้ือที่
สรางสารแบคทีริโอซินไดเอง โดยในชวงทายของการเจริญของเชื้อ LAB จะมีการผลิตกรดมากขึ้น
เปนผลใหสารแบคทีริโอซินไมเสถียรได สอดคลองกับการศึกษาของ Gosaarak (2006) ที่ไดทําการ
ทดลองในการผลิตสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lc. lactis TISTR 1401 โดยการกําหนดสภาวะของ
การเลี้ยงเชื้อใหอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth มีคา pH เทากับ 6.5 ควบคุมใหคงที่ตลอดระยะเวลาการ



  
   
   

หมัก 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37oC พบวา สารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง
ที่สุดเทากับ 12,800 AU/ml ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง เทียบกับสารแบคทีริโอซินที่ไมไดควบคุมคา 
pH ใหคงที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงที่สุดเทากับ 3,200 AU/ml ภายในระยะเวลา 10 ช่ัวโมง 
ดังนั้นการผลิตจากเช้ือ LAB จําเปนตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุด สําหรับเชื้อแตละชนิดเพื่อให
การผลิตสารแบคทีริโอซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียเปาหมายมากที่สุดได 
 

2.2.3 การประยุกตใชสารแบคทีริโอซินท่ีสรางจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Appilcation 
of bacteriocins produced from LAB) 

ในปจจุบันไนซินเปนสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lactococcus lactis ไนซินจัดเปน 
Lactibiotics ที่เปนกลุมของเปปไทดที่มีการเชื่อมตอกันดวยพันธะ sulfur ระหวาง alanine กับ 
alanine เรียกวา lanthionine และระหวาง aminobutyric acid (ABA) กับ alanine เรียกวา β-
methyllanthionine สรางในชวง logarithmic phase (log phase) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3.5 kDa.  
มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกเชน Lactococci, Bacilli, Micrococci, Staphylococcus 
aureus, Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum เปนตน (Hansen, 1993) โดยไนซิน
ไดรับการยอมรับในดานความปลอดภัยจาก FDA และ FAO/WHO และใชไนซินในอุตสาหกรรม
อาหารชนิดตาง ๆ เชน เครื่องดื่มแอลกอฮอล เนย อาหารกระปอง เนื้อสัตว ในประเทศตาง ๆ  
มากกวา 50 ประเทศทั่วโลก สารแบคทีริโอซินมีแนวโนมสําหรับการนําไปพัฒนา เพื่อใชประโยชน
ในการถนอมอาหารดวยวิธีทางชีวภาพ ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการใชสารเคมี สาร
แบคทีริโอซินถูกสรางจากเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดแตที่ไดรับการศึกษากันมากและมีความปลอดภัย 
คือ สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ LAB (ตารางที่ 2.3) 

Reunanen และ Saris (2004) ไดศึกษาอายุการเก็บ (shelf life) ของไสกรอกสุก (cooked 
sausage) ที่มีการใชไนซิน และตรวจสอบปริมาณไนซินในไสกรอกโดยวิธี GFP-fluorescence 
(green fluorescent protein) พบวา วิธี GFP- bioassay สามารถตรวจวัดปริมาณของไนซินในไส
กรอก ที่ระดับความเขมขนไดอยางต่ํา คือ 0.9 μg/g และสามารถตรวจพบปริมาณไนซิน 68% จาก

ปริมาณไนซินที่เติมเริ่มตน 91% ของไสกรอกที่เก็บที่อุณหภูมิ 6oC เปนเวลานาน 28 วัน แสดงวาไน
ซิน มีความคงตัวในผลิตภัณฑสูง จึงเหมาะสมสําหรับเปนสารถนอมอาหารได 

ศิรินาถ  หนูเอก (2540) ไดศึกษาการผลิตสารแบคทีริโอซินในสภาพมีอากาศนอย โดยเลี้ยง
เชื้อบนอาหาร APT, MRS, BHT และ M17 พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ APT และ MRS เหมาะสมในการ
เจริญ และการสรางสารแบคทีริโอซินของ LAB และพบวา Lactobacillus casei spp. Rhamnosus 
(SN11) มีการเจริญ และยับยั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ไดดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
โดยเริ่มตนที่ pH 5.5 เปนเวลา 18 ชั่วโมง 



  
   
   

มยุรา  ลุณบุตร (2546) ทําการคัดเลือก LAB 17 ไอโซเลท แตมีเพียง 9 ไอโซเลท ที่สามารถ
ผลิตสารแบคทีริโอซินจากเนื้อสัตวและอาหารหมักที่สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคได เชน 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Samonella typhi, Proteus vulgaris และ 

Listeria  monocytogenes เปนตน ทนความรอนได 100oC และถูกยอยสลายไดดวย Proteolytic 
enzyme ซ่ึงเปนคุณสมบัติของ Bacteriocin Class I และ Class II   
 
ตารางที่ 2.3 สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก  

แบคทีเรียแลคติก สารแบคทีริโอซิน 
แลคโตบาซิลลัส เคซีซิน (caseicin)   เคอวาซนิ (curvacin)  บรีวิซิน (brevicin)   แพลนทาริ

ซิน (plantaricin) เฟอเมนติซิน (fermenticin) แลคตาซิน(lactacin)  แลคโต
ซิน (lactocin) และเฮวิติซิน (helveticin) 

แลคโตคอคคัส ไดโปลคอคซิน (diplosoccin) ไนซิน (nisin) แลคโตคอคซิน (lactococcin) 
แลคติซิน (lacticin) และแลคโตสเตรปซิน (lactostrepcins) 

ลิวโคนอสตอค คาโนซิน (carnocin)   มีเซนเทอโรซิน (mesenterocin) ลิวโคซิน (leucocin) 
และลิวโคโนซิน (louconocin) 

พีดิโอคอคคัส พีดีโอซิน (pediocin) 
ที่มา: วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ, 2541 

 
Samelis et al. (1994) ทําการคัดแยก Lactobacillus sake จากไสกรอกหมักแหงของกรีก 

และนํามาเลี้ยงใน MRS broth พบวา สามารถผลิตสารยับยั้งไดแก กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และสารแบคทีริโอซินคือ sakecin B สารแบคทีริโอซินนี้ถูกสรางขึ้นในชวงทาย ๆ ของ 

log phase (late log phase) มีความเสถียรที่ pH 2-9 ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 100oC เปนเวลานาน 
20 นาที และเมื่อทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE จะไดน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.3 kDa 

Gill และ Holley (2000) ไดศึกษาผลการใช lysozyme , nisin และ EDTA ในแฮม และ
โบโลนาที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย (inoculated) ไดแก Brochothrix thermosphacta, E. coli O157:H7, 
Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc mesenteroides, L. monocytogenes, 
Salmonella typhimurium, Serratia grimesii และ Shewanella putrefaciens บรรจุแบบสุญญากาศ 

เก็บที่อุณหภูมิ 8oC  เปนเวลา 4 สัปดาห และเมื่อนําแฮมและโบโลนาที่มีและไมมีการเติม 500 mg/kg 
lysozyme:nisin (1:3)  และ  500 mg/kg EDTA  พบวา การใช lysozyme , nisin และ EDTA สามารถ
ลดปริมาณเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนของ Bc. thermosphacta และ Leu. mesenteroides ได โดยสามารถ



  
   
   

ปองกันการเจริญของเชื้อ Bc. thermosphacta ภายใน 4 สัปดาห สามารถลดอัตราการเจริญของ Lb. 
curvatus ภายใน 3 สัปดาห สามารถลดอัตราการเจริญของ Leu. mesenteroides และ L. 
monocytogenes ภายใน 2 สัปดาห และสามารถลดอัตราการเจริญของ E. coli O157:H7 ภายใน 4 
สัปดาห นอกจากนี้สามารถตรวจพบการเจริญของเชื้อ Sal. typhimurium เพิ่มขึ้นหลังจาก 3 สัปดาห
ของการเก็บในแฮมที่มีการเติมสารดังกลาวมีผลไมแตกตางกันเมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม  

Noonpakdee et al. (2003) ไดคัดแยก Lactococus lactis WNC 20 ที่สามารถสรางสารแบคที
ริโอซินไดจากแหนม โดยแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria 
monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ LAB ดวย
กันเองอีกหลายชนิด เมื่อทําการเปรียบเทียบในการยับยั้งจุลินทรียเปาหมายกับเชื้อจุลินทรียอางองิคอื 
Lc. lactis subsp. Lactis DL11 ที่สามารถสรางไนซิน และการเพิ่มจํานวนชุดของยีนที่ควบคุมการ
ผลิตสารแบคทีริโอซินดวยเทคนิค PCR พบวาสารแบคทีริโอซินที่แยกไดนั้น เปนไนซินชนิดที่
เรียกวาไนซินซี (Nisin Z asparagine) 

Castellano et al. (2004) ไดศึกษาการเจริญของเชื้อ Lactobacillus casei CRL705 ที่สามารถ
สรางสารแบคทีริโอซินได โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Lactobacillus sakai CR L1424 ซ่ึง
เปนเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากเนื้อที่เก็บแบบสุญญากาศและเชื้อ Listeria innocua 7 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อ (MRS broth) ภายใตสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิ 8oC ไดที่ 10 และ 4 วันของระยะเวลาเก็บ 

ตามลําดับ และที่อุณหภูมิ 4oC สามารถยับยั้งการเจริญไดทั้งหมดภายใน 14 และ 8 วัน ตามลําดับ

เชนกัน และเมื่อหาประสิทธิภาพการยับยั้งพบวา ที่อุณหภูมิ 8oC มีคาการยับยั้งสูงที่สุดที่ 2130 และ 

400 AU/ml ของระยะเวลาการเก็บที่ 10 และ 8 วัน โดยที่อุณหภูมิ 4oC มีคาการยับยั้งสูงที่สุดที่ 690 
และ 30 AU/ml ของระยะเวลาการเก็บที่ 14 และ 10 วัน ตามลําดับ เชนเดียวกับการเติมสารแบคทีริ
โอซินลงใน meat batter ก็สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบทั้ง 2 ชนิดไดที่ 21 วัน
ของการเก็บและมีคา pH ไมแตกตางจากวันแรก แสดงวาสารสารแบคทริีโอซินสรางโดยเชื้อ Lb. 
casei CRL705 สามารถพัฒนาเพื่อใชเปนสารถนอมอาหารในเนื้อสัตวได 

Ananou et al. (2005) ใชสารแบคทีริโอซิน enterocin AS-48 โดยการเติมเชื้อ Enterococcus 
faecalis A-48-32 ในปริมาณ 107 CFU/g และสารแบคทีริโอซินที่ทําบริสุทธิ์บางสวน AS-48 ที่ความ
เขมขน 30 หรือ 40 ไมโครกรัมตอกรัมอาหาร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus 
aureus ในไสกรอกไดดี จึงสามารถเติม AS-48+  strain ผสมลงในเนื้อท่ีจะผลิตได โดยเชื้อนี้สามารถ
สราง AS-48 ไดมากถึง 76-88 AU/g 

Todorov และ Dick (2005) ศึกษาสารแบคทีริโอซิน pediocin ST8 ที่สรางจากเชื้อ 
Pediococcus pentosaceus ST18 ที่แยกไดจาก boza ซ่ึงเปนอาหารพื้นเมืองของประเทศบัลกาเรีย   



  
   
   

pediocin ST8 มีความสามารถในการยับยั้ง Pediococcus spp., Listeria innocua และ Lactobacillus 
plantarum ได และมีประสิทธิภาพการยับยั้งจะลดลงเมื่อถูกยอยดวยเอนไซม protease IV และ 
pronase แตไมเปล่ียนแปลงเมื่อทดสอบกับเอนไซม catalase และ α-amylase นอกจากนี้มีคุณสมบัติ

ในการทนตอความรอนไดสูงที่อุณหภูมิ 121oC นาน 30 นาที และมีความเสถียรตอ pH ตั้งแต 2-12 
ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

Samelis et al. (2005) ไดทําการศึกษาผลรวมระหวาง nisin กับ organic acid และเกลือ ตอ
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ในโบโลนาหมู (sliced pork bologna) โดยนํา
แผนโบโลนาจุมลงใน 5000 IU/ml nisin ใหทั่ว และ inoculated เชื้อ L. monocytogenes 102-103 
cfu/cm2 จากนั้นจุมลงในสารละลาย organic acid ไดแก lactic หรือ acetic acid ที่ความเขมขน 1, 3, 5 
g/100 ml ตามลําดับ หรือสารละลายเกลือไดแก sodium acetate or diacetate ที่ความเขมขน 3, 5 
g/100 ml และ potassium benzoate or sorbate ที่ความเขมขน 3 g/100 ml ตามลําดับ แลวบรรจุแบบ

สุญญากาศเก็บที่ 4oC นาน 120 วัน พบวา เมื่อติดตามผลการเจริญของ Listeria ภายใน 10 วัน nisin 
สามารถลดปริมาณ  L. monocytogenes จากวันที่ 0 ลงได 1.0-1.5 log cfu/cm ตางกับตัวอยางที่ไมได
ทําการจุมดวยกรดและเกลือจะมีปริมาณเชื้อที่หลากหลายและเจริญอยางรวดเร็วกวาตัวอยางที่จุม
ดวย nisin และมีปริมาณ L. monocytogenes เพิ่มขึ้นถึง 6-7 logcfu/cm 2 ในวันที่ 20 และเมื่อพิจารณา
ผลการยับยั้งเชื้อ listeria และคา pH ของตัวอยาง พบวา การใช nisin รวมกับ 3 g/100 ml sodium 
diacetate เปนทรีทเมนตที่สามารถการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ในโบโลนาหมูไดดี
ที่สุด 

Nieto-Lozano et al. (2006) ทําการศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria 
monocytogenes และ Clostridium perfringens โดยใชสารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดจากเชื้อ 
Pediococcus acidilactici ในชิ้นเนื้อหมูของประเทศสเปน พบวา ที่ระดับความเขมขน bacteriocin 
500, 1000, และ 5000 units/ml (BU/ml) สามารถลดการเจริญของเชื้อ L. monocytogenes เก็บที่

อุณหภูมิ 15oC นาน 72 ชั่วโมง ได 1, 2, และ 3 log cycles ตามลําดับ และที่ระดับความเขมขน 1000 

หรือ 5000 BU/ml เก็บรักษาที่ 4oC เปนเวลา 21 วัน สามารถลดการเจริญของเชื้อ Cl. perfringens ได 
2.5 หรือ 3.5 log cycles ตามลําดับ 

นอกจากนี้สารแบคทีริโอซิน AMA-K ที่สรางจาก Lactobacillus plantarum AMA-K ซ่ึง
เปนเชื้อที่คัดแยกไดจาก Amasi หรือนมเปรี้ยวหมักแบบ Zimbabwean สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ Enterococcus spp., E. coli, Klebsiella pneumoniae และ Listeria spp. โดยสารแบคทีริโอซิน 
AMA-K มีลักษณะและคุณสมบัติใกลเคียงกับ pediocin PA-1 (Todorov, 2008) และ Mataragas et 
al. (2003) ไดทําการศึกษาผลของการใช  protective culture จากเชื้อ LABs ที่คัดแยกไดจากไสกรอก



  
   
   

หมักแหง (dry fermented sausages) ในแฮมที่บรรจุแบบสุญญากาศและการดัดแปรบรรยากาศที่

อุณหภูมิ 4oC   พบวา เชื้อ LAB 2 สายพันธุไดแก Leuconostoc mesenterides L124 และ 
Lactobacillus curvatus L442 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และ L. 
innocua ได โดยที่ตัวอยางมีจํานวนเชื้อ Listeria ลดลงประมาณ 1.5 log cfu/g  

 

2.3 สารตานออกซิเดชันในอาหาร (Antioxidants in food) 
สารตานออกซิเดชันหรือสารกันหืน (antirancidity or antioxidants) เปนสารประกอบที่

สามารถลดอัตราเรงของปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารที่เกิดการออกซิไดซตัวเอง โดยเฉพาะการยืด
ระยะเวลาในขั้นเริ่มกอปฏิกิริยา (induction period) ในการเกิดการหืน (Sies, 1997)  
 การหืน (rancidity) ทําใหอาหารเกิดการเสื่อมคุณภาพ มีสี กล่ิน รส ผิดปกติ และลักษณะ
เนื้อสัมผัสของอาหารเปลี่ยนไป คุณคาทางอาหารลดลง และบางครั้งอาจมีสารที่เปนอันตรายตอ
รางกายเกิดขึ้นดวย การหืนมักจะเกิดกับอาหารพวกไขมัน ซ่ึงเมื่อทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศ 
จะทําใหไดสารผลิตภัณฑที่มีกล่ินไมพึงประสงค (off flavor) ปฏิกิริยาที่เกิดระหวางไขมันกับ
ออกซเิจนในอากาศนี้เรียกวา ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงจะเกิดได 3 แบบ (สุภามาส  อินทฤทธิ์, 2547) 
คือ  

1. เกิดจากเอนไซมในน้ํามันเอง เชนในกรณีที่ผลิตน้ํามันโดยใชการหีบ (บีบคั้นจากพืช) 
เชน น้ํามันมะกอก หรือในเนื้อสดที่มีไขมันสูง เชน หมูสามชั้น หรือน้ํานม ซ่ึงจะมีเอนไซมที่
สงเสริมการเกิดออกซิเดชันอยู 

2. เกิดจากการทํางานของจุลินทรีย   เพราะในการเจริญเติบโตของเซลลส่ิงมีชีวิตจะมี
กระบวนการยอยสลายไขมัน เรียกวา  β-oxidation ทําใหเกิดสารผลิตภัณฑที่มีกล่ินหืนได 

3. เกิดจากปฏิกิริยาที่ไมมีเอนไซมมาเกี่ยวของคือ การสัมผัสกันโดยตรงระหวางไขมันและ
อากาศ โดยอาจมีแสงเปนตัวเรงใหเกิดปฏิกิริยานี้เรียกวา photochemical auto-oxidation reaction ผล
ที่ไดจะเกิดสิ่งที่เรียกวา อนุมูลอิสระ (free radical) ขึ้น ซ่ึงอาจสลายตัวตอไปเปนสารที่ใหกล่ินหืนได 

ปจจัยที่มีผลตอการเกิดออโตออกซิเดชันของน้ํามันและไขมันมีหลายประการ ดังนี้ (นิธิยา 
รัตนาปนนท, 2548) 

1. จํานวนพันธะคู หรือพันธะสามที่มีทั้งหมดในน้ํามัน และโครงสรางของกรดไขมัน โดย
โครงสรางแบบ cis-form จะถูกออกซิไดซไดเร็วกวา trans-form ของกรดไขมันที่มีคารบอนเทากัน 

2. ปริมาณออกซิเจน สาเหตุหลักในการเกิดออโตออกซิเดชันเปนผลมาจากออกซิเจน 
ดังนั้นถาในอาหารมีปริมาณออกซิเจนสูงจะเกิดตัวเรงใหเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้นได 

3. ปริมาณความชื้น ความชื้นที่มีในอาหารเพียงเล็กนอย สามารถลดอัตราการเกิดออโต
ออกซิเดชันได เพราะวาความชื้นในปริมาณต่ําสามารถลดอัตราการดูดซึมออกซิเจนในอากาศได 



  
   
   

4. แสงอัลตราไวโอเล็ต (ultraviolet light) มีผลทําใหการเกิดออโตออกซิเดชันไดดีกวาแสง
ในชวงการมองเห็น (visible light) เพราะวามีพลังงานสูงกวาทําใหเกิดอนุภาคอิสระ ซ่ึงเปนตวัเรงใน
ปฏิกิริยาออโตออกซิเดชันได 

5. โลหะ เชน เหล็ก และทองแดง สามารถเรงอัตราการเกิดปฏิกิริยาได 
6. การที่มีสารตานการเกิดออโตออกซิเดชันโดยธรรมชาติ เชนวิตามินอี ซ่ึงพบไดในน้ํามัน

พืชทั่วไป สารเซซามอล (sesamol) และ เซซาโมลนิ (sesamolin) ที่พบไดในเฉพาะน้ํามันงา เปนตน 
สารตานออกซิเดชันที่ใชในปจจุบันมีอยูหลากหลายชนิด ตารางที่ 2.4 แสดงสารกันหืนที่

นิยมใชกันมากในอาหาร ซ่ึงแตละชนิดมีคุณสมบัติและประสิทธิภาพในการกันหืนที่แตกตางกัน 
ดังนั้นในการเลือกใชสารตานออกซิเดชันจึงตองคํานึงถึงคุณสมบัติเบื้องตนดังนี้ (Anderson, 2001) 

1. ไมเปนพิษตอผูบริโภคทั้งในระยะสั้นและระยะยาว  
2. ใชในปริมาณนอยแตใหประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันสูง 
3. ใชไดสะดวก มีความคงตัวสูง ทนตอสภาพการแปรรูปอาหาร 
4. ทนตอความรอนอุณหภูมิสูงไดดี (carry through) 
5. ไมเกิดการสะสม หรือตกคางในรางกายผูบริโภค 
6. ไมเปนสารกอมะเร็ง 

 
2.3.1 ประเภทของสารตานออกซิเดชัน (Type of antioxidants) 
สารตานออกซิเดชันแบงเปน  2 กลุมใหญ ดังนี้ 
1. สารตานออกซิเดชันท่ีไดจากการสังเคราะห (สุทธิ  ภมรสุมิตร, 2544; Anderson, 2001; 

Domingos et al., 2007) หรือสารกันหืนสังเคราะหมีหลากหลายชนิด แตที่นิยมและอนุญาตใหใชใน
อาหารไดแก 

บีเอชเอ (Butylated hyroxy anisole: BHA)  
BHA เปนวัตถุกันหืนที่นิยมใชกันมากชนิดหนึ่ง โดยเฉพาะอยางยิ่งในผลิตภัณฑ อาหาร

ประเภทที่มีไขมนั และน้ํามันเปนสวนประกอบบีเอชเอที่มีการใชกันสวนใหญ จะอยูในรูปของสาร
ผสม 2- และ 3-tert-butyl-4-hyfroxyanisole หรืออาจใชรวมกับ gallate หรือ BHT เพื่อให
ประสิทธิภาพดีขึ้น  ประสิทธิภาพในการกันหืนขึ้นอยูตามระดับความเขมขนที่ใชจนถึง 0.02% ซ่ึง
เปนระดับสูงสุดที่อนุญาตใหใชได แตเมื่อเพิ่มความเขมขนใหสูงกวานี้ประสิทธิภาพในการกันหืน
จะลดลง ในปจจุบันองคการวิจัยมะเร็งระหวางประเทศ ไดจัดใหสารกันหืน BHA เปนสารกอมะเร็ง
ในกลุม B2 คือ กลุมที่นาจะเปนสารกอมะเร็งในมนุษย (ไทยรัฐ, 2547) 

 
 



  
   
   

บีเอชที (Butylated hydroxy toluene: BHT) 
BHT เปนวัตถุกันหืนอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใชกันเชนเดียวกับ BHA แตมีประสิทธิภาพดีกวา

เล็กนอย และใหกล่ินฟนอลเชนเดียวกัน การใชมักนิยมใชผสมกับวัตถุกันหืนชนิดอื่น เพื่อเสริมให
ประสิทธิภาพดีขึ้น   

แกลเลต (Gallate) 
โพรพิล  ออคทิล และโดเดซิลแกลเลต เปนเอสเทอร (ester) ของกรดแกลลิก (gallic acid) 

เปนวัตถุกันหืนที่มีประสิทธิภาพดี ชวยปองกันการเกิดเพอรออกไซดได   ประสิทธิภาพจะขึ้นกับ
น้ําหนักโมเลกุลและความเขมขน  

ทีบีเอชคิว(Tertiary Butylated Hydroquinone: TBHQ) 
TBHQ เปนสารประกอบที่อนุญาตใหใชไดในประเทศสหรัฐอเมริกา แตบางประเทศยังไม

อนุญาตใหใช ในประเทศไทยอนุญาตใหไดไมเกิน 200 ppm เปนชนิดที่ไมมีกล่ินไมมีสี และละลาย
ในน้ํามันไดดี  

 
2. สารตานออกซิเดชันท่ีไดจากธรรมชาติ  
เปนสารกันหืนที่พบไดตามธรรมชาติ อยูในสวนตางๆของพืช เชน สมุนไพร เครื่องเทศ ชา 

กาแฟ ในเมล็ดของพืชน้ํามัน ซ่ึงเปนสารประกอบประเภทพอลิฟนอล (polyphenol) หรือท่ีกําลังเปน
ที่นิยมกันมาก คือสารตานอนุมูลอิสระจากพืช (plant antioxidants) ชนิดตาง ๆ ซ่ึงสารเหลานี้เปน
สารกลุมใหญมีชื่อเรียกหลายแบบเชน 

 ฟลาโวนอยด (flavonoid)  ฟลาวานอล (flavanol) หรือสารกลุมฟนอลิก (phenolic) 
ตัวอยางเชน เกอรเซทิน (quercetin)   คาเทชิน(catechins) จากใบชา   กรดแกลลิก (gallic acid)    
ไฮดรอกซีซินามิก (hydroxycinnamic) และเลซิทิน (lacithin) เปนตน ซ่ึงสารตานอนุมูลอิสระเหลานี้
ยังนิยมนํามาใชเปนสารปองกันการเสื่อมสภาพของเซลล โดยเติมลงในเครื่องสําอางค หรือเติมลง
ในอาหารเสริม เพื่อใชเปนสารปองกันการเกิดมะเร็งอีกดวย ตัวอยางสารกันหืนที่นิยมใชกวางขวาง
ในผลิตภัณฑอาหาร  

เชนโทโคฟรอล (tocopherol) หรือ วิตามินอี ซ่ึงพบมากในจมูกขาวสาลี ขาวโพด เปนสาร
กันหืนที่มีอยูตามธรรมชาติในน้ํามันพืช มีลักษณะเปนของเหลวขนหนืดที่อุณหภูมิ 23oC มีสีเหลือง
ออนถึงสีน้ําตาล อาจตกผลึกไดที่อุณหภูมิต่ํา ถาอยูในรูปที่บริสุทธิ์จะไมมีสี ไมมีกล่ิน ละลายไดใน
น้ํามัน ชนิดที่พบในธรรมชาติแบงตามโครงสรางไดแก α-Tocopherol พบมากในจมูกขาวสาลี β-
Tocopherol พบมากในขาวโพด γ-Tocopherol และ δ-Tocopherol โทโคฟรอลมี ประสิทธิภาพใน
การกันหืนที่ดอยกวาสารกันหืนชนิดอื่นๆอยูบาง ดังนั้นเวลาใชมักจะใชรวมกับวัตถุกันหืนชนิดอื่น
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ 



  
   
   

ตารางที่ 2.4 สารตานออกซิเดชันบางชนิดที่นิยมใชในอาหาร 

ชนิด สูตรโครงสราง ปริมาณที่อนญุาตใหใช* ตัวอยางอาหาร 
1. BHA 

 

0.02% น้ํามันหม-ูพืช มัน
ฝร่ังทอด ขนมปง
กรอบ และขนมอบ 

2. BHT 

 

0.02% น้ํามันหม-ูพืช มัน
ฝร่ังทอด ขนมปง
กรอบ และขนมอบ 

3.Propyl 
Gallate 

 

0.02% น้ํามันหม ู น้ํามันพืช 
อาหารสัตว 

4. TBHQ 

 

0.2%** น้ํามันฝาย มันฝร่ัง
ทอด คอนเฟรก็ 
น้ํามันหม ู

5.Alpha 
tocopherol  

0.3% น้ํามันหมู ขนมอบ 
มันฝรั่งทอด  แครก
เกอร 

6. Sesamol 

 

ปริมาณที่เหมาะสม หรือ
0.01% 

อาหารที่มี
องคประกอบของ
น้ํามัน 

7.Quercitrin ปริมาณที่เหมาะสม หรือ
0.01% 

อาหารที่มี
องคประกอบของ
น้ํามัน 

*  = เปนปริมาณสูงสุดที่อนุญาตใหใชไดในอาหารโดยคิดเปนรอยละของไขมัน 
**= เปนปริมาณสูงสุดที่อนุญาตใหใชไดตามกฎหมายของประเทศไทย 
ที่มา :  http://class.fst.ohio-state.edu/fst605/lectures/lect6.html; Anderson, 2001 

 
กรดแอสคอรบิค ไอโซเมอรของกรดแอสคอรบิค หรือเกลือของกรดแอสคอรบิคไดแก 

โซเดียมแอสคอรเบต และแคลเซียมแอสคอรเบต เปนสารกันหืนที่จัดวามีความปลอดภัย เมื่อเติมลง



  
   
   

ไปในอาหารจะทําหนาที่ในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยเปนตัวถายเทไฮโดรเจน
อะตอมจากโมเลกุลไปใหกับออกซิเจนทําใหออกซิเจนไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับไขมันในอาหาร
ตอไปได (Ibrahim Sallam, 2007) 
 

2.3.2 การใชสารตานออกซิเดชันและตานจุลินทรียจากธรรมชาติในผลิตภัณฑอาหาร
(Application of natural antioxidants and antimicrobial in food products) 
ในปจจุบันนิยมใชสารตานออกซิเดชนัและตานจุลินทรียที่ไดมาจากธรรมชาติในผลิตภัณฑ

อาหารมากขึ้น โดยเฉพาะอาหารแนวเพื่อสุขภาพซึ่งปราศจากสารเคมี ทําใหมีการศึกษาวิจัยพรรณ
พืชสมุนไพรที่มีคุณสมบัติในการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันเพิ่มขึ้น สมุนไพรจัดเปนกลุมของ
เครื่องเทศที่นิยมเติมลงไปในอาหาร เพื่อเพิ่มกลิ่นและรสของอาหารใหดีขึ้น นอกจากนี้พบวา ใน
สมุนไพรมีสารประกอบที่มีความสามารถในการเปนสารกันหืนและสารตานจุลินทรียไดอีกดวย ซ่ึง
สารประกอบในกลุมนี้สวนใหญจะเปนสารประกอบฟนอลลิคเชน ในสารสกัดของโรสแมรีมี 
carnosic acid, carnosol และ rosmarinic acid นอกจากนี้ไดมีการศึกษาในกลุมของเครื่องเทศที่ให
กล่ินหอมไดแก พืชตระกูล Labiaiae (กระเพรา) ซ่ึงมีความสามารถในการตานออกซิเดชันไดแรง
ที่สุดโดยเฉพาะ sage และ rosemary เมื่อเปรียบเทียบกับพืชสมุนไพรหรือเครื่องเทศทั่วไป 
(Richheimer et al., 1996) สอดคลองกับการศึกษาของ Masuda et al. (2002) และ Inatani et al. 
(1983) รายงานวา โรสแมรีมีคุณสมบัติของการเปนสารตานออกซิเดชัน 

การศึกษาใชสารสกัดโรสแมรีในเนื้อบดของ Balentine et al. (2006)  โดยการนําสารสกัด

โรสแมรีเติมลงในขั้นตอนการบดเนื้อ แลวเกบ็เนื้อบดไวที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลานาน 144 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการตรวจวัดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid oxidation) โดยการวิเคราะหหาคา 
TBARS วัดคาสีแดง (a values) และปริมาณ oxymyoglobulin ในตัวอยางเนื้อบดพบวา ตัวอยางเนื้อ
บดที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรีมีคาสีแดง (a values) และมีปริมาณ oxymyoglobulin สูงที่สุด สวน
คา TBARS จะมีคาต่ําเทียบกับตัวอยางเนื้อบดที่ไมมีการเติมสารสกัดโรสแมรี นอกจากนี้ศึกษาของ 
Iamsa-ard (2005) พบวา การใชสารสกัดจากโรสแมรีเติมลงในเนื้อไกแยกกระดูกแชเย็นที่ระยะเวลา 
3 วัน สามารถลดการเกิดปฎิกิริยาลิพิดออกซิเดชันไดดีที่สุด เมื่อเทียบกบัตัวอยางชุดควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  

น้ํามันหอมระเหยจากพืชธรรมชาติ สามารถใชเปนสารกันเสีย เนื่องจากสารประกอบบาง
ตัวในน้ํามันหอมระเหยมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงฤทธ์ิในการตานเชื้อแบคทีเรียของน้ํามันหอม
ระเหยมาจากสารประกอบในกลุม terpenoids และ phenolic เชน thymol, carvacrol และ eugenol 
เปนตน  Mounia et al. (2007) ไดศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยชนิดตาง ๆ ตอ
เชื้อจุลินทรียกอโรค 4 สายพันธุคือ Escherichia coli  O157:H7, Listeria monocytogenes 2812 1/2a, 



  
   
   

Salmonella typhimurium SL 1344 และ Staphylococcus aureus พบวา น้ํามันหอมระเหยที่ใหฤทธิ์
ตานเชื้อแบคทีเรียที่ดีที่สุดคือ น้ํามันหอมระเหยจาก Corydothymus capitatus (ออริกาโนสเปน)   
Cinnamomum cassia (อบเชยจีน) Origanum heracleoticum (ออริกาโนกรีก) Satureja Montana 
(savory) และ Cinnamomum verum (เปลือกไมของตนอบเชยเทศ) โดยมีคา MIC (Minimum 
Inhibitory Concentration) ตอเชื้อทั้ง 4 ชนิด ≤0.05% และ S. aureus เปนเชื้อท่ีไวตอการออกฤทธิ์
ของน้ํามันหอมระเหยมากที่สุด  

Oussalah et al. (2006) ทําการศึกษาผลของการใชน้ํามันหอมระเหยจากพืชชนิดตาง ๆ 60 
ชนิด ในการยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas putida สายพันธุที่แยกไดจากเนื้อ ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่
ทําใหเนื้อเกิดการเนาเสีย โดยทําการหาคาที่ใชในการยับยั้งอยูในชวงความเขมขนต่ําที่ สุด 
(minimum inhibitory, MIC) ถึงสูงที่สุด (maximal tolerated concentrations, MTC)  คือ 0.003-0.8% 
(wt/vol) ของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด พบวา น้ํามันหอมระเหยของ Corydothymus capitatus มี
ผลการยับยั้งดีที่สุด โดยมีคา MIC เทากับ 0.025% และ MTC เทากับ 0.06%  

Bhusita et al. (2005) ไดศึกษาฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพร
ไทย 32 ชนิดตอเชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร 4 สายพันธุคือ Salmonella spp., E. coli O157, 
Campylobacter jejunii และ Clostridium  perfringens พบวา น้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพรที่มีฤทธิ์
ตานเชื้อแบคทีเรียไดแก น้ํามันหอมระเหยจาก Zingiber cassumuna (ไพล) Cinnamomum 
bejolghota (อบเชยไทย) Mentha arvensis var. piperacens (สาระแหน) Cymbopogon citrates 
(ตะไคร) และ Ocimum basilicum var. citratum (ใบแมงลัก)  

Viuda-Martos et al. (2008) ไดทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อราของน้ํามันหอมระเหยจากพืชใน
ตระกูล Citrus spp. 4 ชนิด คือ lemon oil, mandarin oil, grapefruit oil และ orange oil โดยใชเชื้อรา
ที่มักปะปนในอาหารไดแก Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum และ 
Penicillium verrucosum พบวา น้ํามันหอมระเหยทั้ง 4 ชนิดมีฤทธ์ิตานเชื้อราทั้ง 4 สายพันธุในความ
แรงที่ตางกัน โดย orange oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Asp. niger, mandarin oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Asp. 
flavus และ grapefruit oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Pen. chrysogenum และ Pen. verrucosum  

Ahna, Gru และ Mustapha (2007) ไดศึกษาผลของ butylated hydroxyanisole/butylated 
hydroxytoluene (BHA/BHT) สารสกัดจากเมล็ดองุน (grape seed extract; ActiVinTM), pine bark 

extract (Pycnogenol®) และสารสกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary; Herbalox®) ตอการเจริญของ  
จุลินทรีย การเปลี่ยนแปลงสี และการเกิดออกซิเดชันของเนื้อวัวสุกพบวา ActiVinTM และ 

Pycnogenol® สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli O157:H7   และ Salmonella Typhimurium และ
สามารถหนวงการเจริญของ Listeria monocytogenes และ Aeromonas hydrophila มีความคงตวัตอสี

แดงของเนื้อไดนานที่สุด นอกจากนี้ BHA/BHT, ActiVinTM, Pycnogenols® และ Herbaloxs® ทํา



  
   
   

ใหการเกิดออกซิเดชันในเนื้อชาลง โดยมีคา TBARS ลดลงเทียบกับตัวอยางควบคุมเทากับ 75%, 
92%, 94 % และ 92% ตามลําดับ ของระยะเวลาการเก็บ 9 วัน  

Romano et al. (2009) ไดศึกษาผลของสารสกัดโรสแมรี และผลการใชรวมกับ BHA หรือ 
BHT ในการเปนสารตานออกซิเดชันและตานจุลินทรีย  สารสกัดโรสแมรี (RE) ที่สกัดดวยเมททา
นอลประกอบดวย สารประกอบฟนอลลิคคือ   carnosic acid (CA), carnosol (COH) และ rosmarinic 
acid (RA) เทากับ 30, 16 และ 5% ตามลําดับ ทําการวิเคราะหหาคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ
โดยวิธี 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate radical (DPPH) และผลยับยั้งตอการเจริญของ  E. 
coli และ Stap. aureus โดยวิธีหาคา MIC พบวา RE, RA และ CA สามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระได
ดีเทียบกับ BHA และ BHT และถาใช RE+BHA จะสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Stap. 
aureus ไดดีกวาการใช RE เพียงอยางเดียว 

นอกจากนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการประยุกตใชสารตานออกซิเดชัน และตานจุลินทรีย
จากธรรมชาติ รวมกับกรรมวิธีถนอมอาหารแบบตาง ๆ โดยมีความมุงหมายใหผลิตภัณฑอาหารมี
อายุการเก็บนานขึ้นหลายวิธีไดแก การใชสารสกัดโรสแมรีและสาร ascorbate กับ citrate รวมกับ
การบรรจุแบบดัดแปรบรรยากาศในเนื้อบด (Lund, Hviid, and Skibsted, 2007)  การศึกษาของ
Fernandez-Lopez et al. (2005) ใชสารสกัดจากโรสแมรี สม และมะนาวในลูกชิ้นวัว  Estévez et al. 
(2007) ทําการศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยของเสท และโรสแมรีตอการเกิดออกซิเดชันในตับบด  
และ Bozkurt (2006) ไดศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของสารสกัดจากชาเขียวและ
นํ้ามันหอมระเหยของไทม (Thymbra spicata oil) ในไสกรอกหมักแหงของประเทศตุรกี และจาก
การศึกษาของพิชญอร  ไหมสุทธิสกุล (2549) พบวา สารสกัดจากพืชผักพื้นบานของไทยหลายชนิด
มีฤทธิ์การตานออกซิเดชัน โดยสารสกัดจากใบผักติ้วมีสารประกอบฟนอลิกหลักคือ collagenic acid  
สามารถยับยั้งการเกิดกลิ่นหืนในขาวอบกรอบไดดีกวาวิตามินอี เปนตน 

 

2.4 เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว (Meat and meat products) 
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว เปนกลุมอาหารที่เสี่ยงตอการเสื่อมเสียไดงาย เนื่องจากเปน

อาหารที่มีโปรตีนสูง มีความชื้นสูงถึงรอยละ 50-75 มีคา water activity (aw) มากกวา 0.99 มีคา pH 
5.4-5.6 และมีธาตุอาหารพวกไนโตรเจน แรธาตุและไวตามินที่อุดมสมบูรณ จึงเหมาะกับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียสวนใหญ โดยเฉพาะกลุมแบคทีเรียกอเกิดโรคและทําใหอาหารเนาเสีย 
เชน Aeromonas hydrophila, C. botulinum, Listeria spp., Yersinia enterocolitica และบาง strains 
ของ Bacillus cereus, E. coli และ Vibrio parahaemolyticus (Marth, 1998) 

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวที่ใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในการผลิตสวนใหญ เปนผลิตภัณฑเนื้อ
หมักเชน แหนม หม่ํา สมฟก รวมทั้งไสกรอกแหงและไสกรอกกึ่งแหงเชน ซาลามิ เปปเปอรโรมิ 



  
   
   

เปนตน   แหนมจัดเปนผลิตภัณฑเนื้อหมักของไทยที่มีความแตกตางจากผลิตภัณฑในแถบยุโรป 
เปนผลิตภัณฑที่มีปริมาณไขมันต่ํา ใชระยะเวลาในการหมักคอนขางสั้น ไมมีการทําใหแหง ผลิต
จากเนื้อหมูบดละเอียด หนังหมู ขาวสุก  กระเทียม และ สวนผสมอื่น ๆ คลุกเคลาใหเขากันแลว
บรรจุในถุงพลาสติกอาจมีการหอทับดวยใบตอง ปจจุบันนิยมบรรจุลงในหลอดพลาสติก เพื่อ
ปองกันการระเหยของน้ํา ระหวางการหมักมีการสรางกรดแลคติกเกิดขึ้น ทําใหคา pH ของ
สวนผสมลดจาก 6.5-6.6 เปน 4.5-5.0 ซ่ึงการลดลงของคา pH มีผลตอรสชาติของแหนม (Adam and 
Moss, 1995) นอกจากนั้นยังทําใหการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่อาจปนเปอน และกอโรคในเนื้อสัตว
และผลิตภัณฑเนื้อสัตวลดลงดวย  ซ่ึงผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้นจากสารที่ผลิตจากกลาเชื้อ
หรือจากแบคทีเรียที่พบในแหนม เชน สารกลุมสารแบคทีริโอซิน (Noonpakdee, 2003) โดย            
จุลินทรียที่ใชเปนหัวเชื้อชวยใหแหนมมีความปลอดภัยตอการบริโภคและเก็บไวไดนานขึ้น 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่เกี่ยวของกับการหมักแหนมที่พบไดแก Lactobacillus sp. และ Pediococcus 
sp. ซ่ึงทั้งสองสายพันธุใชเปนกลาเชื้อในทางการคาของผลิตภัณฑเนื้อหมักในตางประเทศ 
นอกจากนั้นบางผลิตภัณฑยังใช Micrococcus sp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่รีดิวซไนเทรตเปนไนไทรต มี
ผลทําใหสีของผลิตภัณฑมีความคงทนยิ่งขึ้น (สุชาดา  อนุตรกุล และคณะ, 2537) 
 

2.4.1 ลูกชิ้น (Meatball) 
ลูกชิ้นเปนผลิตภัณฑเนื้อที่นิยมบริโภคกันสูง สามารถบริโภคไดทางตรงหรือใชเปน

สวนประกอบของอาหารชนิดอื่น ๆ เชน ลูกชิ้นทอด  นึ่ง และยาง กวยเตี๋ยว แกงตาง ๆ เปนตน ทาํให
มีกําลังผลิตที่สูงในระดับอุตสาหกรรมภายในประเทศไทย การผลิตลูกชิ้นเปนกรรมวิธีที่ไมยุงยาก
ผลิตจากเนื้อสัตวตาง ๆ เชน เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อไก และเนื้อปลา เปนตน เครื่องเทศหรือสมุนไพร 
เชน กระเทียม รากผักชี พริกไทยดํา เครื่องปรุงรส เชน เกลือ และวัตถุเจือปนอาหารอื่น โดยการนํา
บดเนื้อจนละเอียดผสมรวมกับสวนผสมอื่น ๆ จนเปนเนื้อเดยีวกัน แลวทําใหเปนรูปรางตามตองการ 
ลวกใหสุก ผ่ึงลมจนเย็น บรรจุลงถุงพลาสติกทั้งแบบธรรมดา และแบบสุญญากาศ โดยปกติลูกชิ้น

ทั่วไปจะมีอายุการเก็บรักษาประมาณ 2-7 วัน ที่อุณหภูมิ 4oC ในตูเย็น  
การเสื่อมเสียของลูกชิ้นโดยสวนใหญเกิดจากการปนเปอนของจุลินทรีย และการเกิด

ออกซิเดชันของไขมัน ซ่ึงทําใหลูกชิ้นมีกล่ินเหม็นหืน สีเปล่ียนแปลง มีเนื้อสัมผัสเปลี่ยนแปลง มีน้ํา
เยิ้ม หรือเกิดเมือกได เนื่องจากสวนประกอบของลูกชิ้นเปนแหลงอาหารชั้นเลิศในการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียไดแก โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต เปนตน เชื้อจุลินทรียที่
พบและเปนปญหาในลูกชิ้นที่เก็บในตูเย็น สวนใหญเปนกลุมแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีที่
อุณหภูมิต่ํา (psychrotrophic bacteria) ยีสตและราไดแก Acinetobacter Moraxella group, 
Alcaligenes species, Flavobacterium spp., Microbacterium spp., เชื้อ Xanthomonas spp., เชื้อ 



  
   
   

Brochothrix thermosphacta, เชื้อ LAB (Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.), Carnobacterium 
spp., Enterobacteriaceae และ Pseudomonas spp. (Marth, 1998; Russo et al., 2006) และนอกจากนี้
ลูกชิ้นที่วางขายหรือเก็บที่อุณหภูมิหองปกติ อาจจะพบกลุมมีโซไฟล (mesophilic bacteria) ซ่ึงเปน
สาเหตุของการเนาเสียและเกิดอาหารเปนพิษในลูกชิ้นไดเชน ในตัวอยางลูกชิ้นไก มักจะพบคือ  L. 
monocytogenes, Salmonella, C. perfringens, Bacillus aureus , Enterobacteriaceae และ B. cereus 
เปนตน (Nyati, 2000) 
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บทที่ 3 
การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคตกิที่ผลิตสารแบคทีริโอซิน 

และแบคทีเรียทดสอบจากลกูช้ินไก 
Selection of bacteriocins-producing lactic acid bacteria  

and indicator bacteria from chicken meatballs   

 

3.1 บทคัดยอ 
การวิจัยนี้เพื่อทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria, LAB) ที่ผลิต

สารยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไก โดยทําการศึกษา LAB ที่สามารถผลิตสาร
แบคทีริโอซินได 5 สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR1338, Pediococcus 
acidilactici TISTR051, Pediococcus acidilactici TISTR424, Pediococcus acidilactici TISTR425 
และ Lactococcus  lactis  TISTR1401 โดยใชเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ปนเปอนที่แยกและจําแนกไดจาก
ลูกชิ้นไกเปนแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria) สําหรับทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสาร
แบคทีริโอซินที่ผลิตไดจาก LAB แบคทีเรียทดสอบที่แยกและจําแนกไดจากลูกชิ้นไกประกอบดวย 
Staphylococcus lentus, Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus ssp. โดยมีจํานวนประชากร
ของเชื้อที่ปนเปอนของแตละสายพันธุ คือ 3, 12 และ 85%  ตามลําดับ จากการทดสอบความสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบของสารแบคทีริโอซินโดยวิธี agar well diffusion พบวา cell free 
supernatant (CFS) ของเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มีประสิทธิภาพยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus ssp. สูงที่สุด มีขนาดของวงใสการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 9.6  และ 22.5 
มิลลิเมตร ตามลําดับ แต CFS ของ LAB ทุกสายพันธุไมสามารถยับยั้งการเจรญิของ Stap. lentus ได 
สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins supernatant: CBS) ของเชื้อ Lc.  lactis 

TISTR1401  มีความเสถียรตอความรอนที่ 100oC เปนเวลา 20 นาที และเสถียรตอความเปนกรด-
ดางชวง pH 2-8 และเมื่อทําให CBS ซ่ึงมีคาการยับยั้งเฉลี่ย 5,333.3 AU/ml มีความเขมขนขึ้น 10 เทา
โดยการระเหยน้ําออกดวย rotary evaporator และการทําใหแหงโดยวิธีระเหิดแหง พบวา 
ความสามารถการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและผงแหงมีคาเฉลี่ยเทากับ 3,200 
และ 6,400 AU/ml ตามลําดับ 

 



  
   
   

3.2 บทนํา  
ปจจุบันเทคโนโลยีไดเขามามีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมอาหารทั้งการแปรรูปและการ

ถนอมอาหาร ทําใหผูบริโภคสามารถเลือกซื้ออาหารไดหลากหลายชนิดมากขึ้น โดยในการเลือกซื้อ
อาหาร นอกจากจะพิจารณาจากรสชาติและราคาแลว ยังคํานึงถึงคุณคาทางโภชนาการและความ
ปลอดภัยดวย อุตสาหกรรมการผลิตอาหารนิยมใชสารเจือปนในอาหารที่เกินขนาดมาตรฐาน
กําหนดโดยรูเทาไมถึงการณหรือการดวยเจตนา เชน การใชสารกันเสีย และการบริโภคอาหารที่ไม
ถูกสุขลักษณะ เชน อาหารที่มีการปนเปอนจุลินทรียกอโรค ทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษและโรค
ตางๆที่เกี่ยวของกับระบบทางเดินอาหารหรือแมกระทั่งโรคมะเร็ง เปนตน ดั ง นั้ น เ พื่ อ ค ว า ม
ปลอดภัยจากจุลินทรียกอโรค และสารเคมีที่ใชเปนสารกันเสียในอาหาร จึงไดมีความพยายามที่
หาทางแกไขปญหาการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียกอโรค และมีการวิจัยคนควาหาและใชสารกันเสีย
ธรรมชาติทดแทนสารเคมีที่ไดจากการสังเคราะห ซ่ึงมีความปลอดภัยมากกวาสารกันเสียที่มาจาก
การสังเคราะหดวยวิธีทางเคมีที่อาจกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคได ถาไดรับในปริมาณมาก
ติดตอกันเปนเวลานาน ทางเลือกหนึ่งที่ไดรับความสนใจ และมีการศึกษากันอยางกวางขวาง คือ 
การใชสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria, LAB) ที่เรียกวา
สารแบคทีริโอซิน (bacteriocins)  
 แบคทีเรียกรดแลคติก  เปนแบคทีเรียที่พบมากในอาหารประเภทอาหารหมัก เชน แหนม 
ผักดอง ผลไมดอง ไสกรอกเปรี้ยว ผลิตภัณฑนมเชน เนยแข็ง นมเปรี้ยวหรือ โยเกิรต  และยังพบได
ในรางกายคน และสัตวเชนในระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร อวัยวะสืบพันธุ  ใน
ระดับอุตสาหกรรมมีการใชแบคทีเรียกรดแลคติกเปนหัวเชื้อตั้งตนเพื่อเติมในอาหาร (Hugas and 
Monfort, 1997)  เพื่อใหผลตอกล่ินรสและเนื้อสัมผัสของอาหาร  แบคทีเรียกรดแลคติกมี
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียได เนื่องจากกรด     
แลคติกที่แบคทีเรียผลิตขึ้นทําใหความเปนกรด-ดางไมเหมาะสมตอจุลินทรียกอโรคหรือจุลินทรียที่
ปนเปอนในอาหาร  นอกจากนี้ยังมีการสรางสารระเหยที่มีกล่ินเฉพาะตัวเชน  ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด สารไดอะซิติล (diacetyl) มีผลตอคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑอาหาร และมีสารที่
สําคัญอีกชนิดหนึ่งคือ สารแบคทีริโอซิน (bacteriocins) ซ่ึงเปนสารที่มีความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นไดอยางจําเพาะ (Hoover and Steenson, 1993; Jack et al.,1995)  

ดังนั้นในปจจุบันจึงมีความพยายามใชสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
ในอุตสาหกรรมอาหาร สารแบคทีริโอซินที่ไดถูกนํามาใชในทางอุตสาหกรรมอาหาร และเปนที่
ยอมรับแลววาเปนสารที่ปลอดภัย (Generally Regarded As Safe: GRAS) ไดแก ไนซิน (nisin) ที่
ผลิตจาก Lactococcus  lactis (Reunanen and Saris, 2004) และมีการใชมากในผลิตภัณฑอาหาร



  
   
   

ประเภทเนื้อ ผักบรรจุกระปอง  เนย  นม และโยเกิรต เปนตน (Reunanen and Saris, 2004; Nieto-
Lozano et al., 2002) 
 สารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก มีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งจุลินทรีย
แกรมบวก (Gram-positive) ไดหลายชนิดรวมทั้งแบคทีเรียกอโรคเชน Staphylococcus aureus 
(Ananou et al., 2005), Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ Cl. 
botulinum เปนตน (Ennahar et al., 1999; Cleveland et al., 2001) และอาจจะมีผลยับยั้งเชื้อแบคทเีรยี
แกรมลบ (Gram-negative) ไดบางเปนบางชนิด แตตองมีการใชรวมกับสารยับยั้งอ่ืน ๆ (disodium 
EDTA) ดวย เชน Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Salmonella spp. (Sankuntaw  et al., 
2008; Stevens et al., 1991) นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถที่จะยับยั้งเชื้อราและยีสต
ไดอีกดวย (Lavermicocca et al., 2000) การผลิตสารแบคทีริโอซินจากแบคทีเรียแลคติกเพื่อนําไปใช
ในผลิตภัณฑอาหารประเภทตาง ๆ นั้น    มีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาถึงปจจัยที่เหมาะสม
สําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุตาง ๆ ซ่ึงแบคทีเรียกรด
แลคติกแตละสายพันธุนั้น ตองการสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและสรางสารแบคทีริโอซิน
แตกตางกันดวยไดแก องคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ  ความเปนกรด-ดาง และระยะเวลา
ในการหมัก เปนตน (Avonts, Uytven, and Vuyst, 2004)  

สารแบคทีริโอซินสวนใหญมีคุณสมบัติในการเสถียรตออุณหภูมิสูงได ซ่ึงเหมาะสมตอการ
นําไปใชในอาหาร เนื่องจากอาหารสวนใหญตองผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน 
ตัวอยางเชน สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Pediococcus acidilactici สายพันธุ Hansen มีความเสถยีร

ตออุณหภูมิสูงที่ 115oC เปนเวลานาน 15 นาที โดยมีคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
เปาหมาย Ped. pentosaceus Fbb 61 เทากับ 4000 BU/ml (Nieto-Lozano et al., 2002) การศึกษาของ 
Khalid et al. (1999) พบวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactobacillus strain LC-09 สามารถทน

ความรอนไดสูงที่ 100oC เปนเวลานานถึง 4 ช่ัวโมง และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ระดับ pH 

ต่ําไดอีกดวย นอกจากนี้ไนซินยังมีความสามารถในการทนความรอนไดสูงที่ 121oC นาน 15 นาที 
(Noonpakdee et al., 2003)    สารแบคทีริโอซินอีกชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย
เปาหมายไดคือ Pediocin ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารที่แชในตูเย็นเนาเสียไดแก 
Brochotrix thermosphacta ที่พบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง ๆ ที่บรรจุในระบบสุญญากาศและ
เนื้อหมัก (Ennahar et al., 1999)   

นอกจากนี้ Hugas (1998) ไดรายงานเกี่ยวกับการใชไนซินในผลิตภัณฑเนื้อตาง ๆ วา มี
ประสิทธิภาพในการเปนสารตานจุลินทรียไดดีนอยกวาการใชในผลิตภัณฑนม เนื่องจากไนซินมี



  
   
   

คุณสมบัติความสามารถในการละลายต่ํา (low solubility) การกระจายตัวไมสม่ําเสมอ (uneven 
distribution) และไมมีความเสถียร (lack of stability)  

โดยทั่วไปผลิตภัณฑเนื้อในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต มักมีการปนเปอนดวย
เชื้อจุลินทรียเชน Staphylococcus spp. และ Bacillus spp. เปนตน ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอใหเกิดโรคที่
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง (thermal tolerance pathogenic bacteria) และสามารถสรางสปอรที่
ทนทานตอความรอนสูงไดอีกดวย โดยเฉพาะสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่ยังสามารถเจริญขึ้น
ได แมจะผานกระบวนการใหความรอนสูง ซ่ึงความสามารถในการทนความรอนของแบคทีเรีย
ขึ้นอยูกับความแหง ปริมาณไขมัน และปริมาณเกลือในตัวอยางอาหารดวย การปนเปอนของ           
จุลินทรียในผลิตภัณฑเนื้อและสัตวปก โดยทั่วไปขึ้นอยูกับหลายปจจัยที่เอื้ออํานวยอาทิเชน 
องคประกอบของสารอาหาร ปริมาณน้ําที่จุลินทรียใชได (aw) คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และ
สภาพบรรยากาศในสถานที่เก็บรักษา เปนตน ปจจัยตาง ๆ เหลานี้มีอิทธิพลอยางยิ่งที่จะเปน
ตัวกําหนดกลุมของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียหรือกอใหเกิดโรคได   

ในการศึกษานี้มีความคาดหมายวาจะไดทราบขอมูลในการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อ
ยับยั้งจุลินทรียที่ปนเปอนในลูกชิ้นไก และศึกษาคุณสมบัติของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตได 
ตลอดจนสามารถคัดเลือกสารแบคทีริโอซินที่เหมาะสมในการประยุกตใชกับผลิตภัณฑลูกชิ้นไก 
เพื่อใชเปนสารตานแบคทีเรีย และสามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกใหนานขึ้นได 

 

3.3 อุปกรณและวิธีการทดลอง 
3.3.1 การแยกและคัดเชื้อจุลินทรียจากลูกชิ้นไกเพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบ 

3.3.1.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีปนเปอนในลูกชิ้นไก 
เก็บตัวอยางลูกชิ้นไกอายุ 24 ชั่วโมง ที่ผลิตไดจากสูตรที่ดัดแปลงมาจากสูตร

มาตรฐานสําหรับลูกชิ้นไกของกรมปศุสัตว (ตารางที่ 3.1) จํานวน 25 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกที่ใช
สําหรับเครื่องตีปน เติมน้ําเกลือปลอดเชื้อ (0.85% NaCl) 225 มิลลิลิตร ตีปนในเครื่องตีปน 
(Stomacher Lab-blender model 400, Seward, London, England) นาน 2 นาที ไดตัวอยางอาหารเจือ
จาง 1:10 จากนั้นเจือจางลงครั้งละ 10 เทา จนมีความเจือจาง 10-7 เทา ปเปตตัวอยางอาหารเจือจางใส
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar (PCA agar: Hi-media, Mumbai, India) จานละ 0.1 

มิลลิลิตร เพื่อทํา spread plate บมเชื้อท่ี 37 และ 45oC เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง และที่ 10oC เปนเวลา 
24-48 ช่ัวโมง สังเกตและนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
 



  
   
   

ตารางที่ 3.1 อัตราสวนผสมของลูกชิ้นไก 

Main ingredients % (w/w) 

Chicken breast meat 80 

Ice  15 

Tapioca starch 5 

Total 100 

Sub ingredients* % (w/w) 

Salt  1.5 

Sugar  0.75 

Phosphate  0.3 

หมายเหตุ   * = ใชในปริมาณที่คิดเทียบกับสวนประกอบหลักทั้งหมด  
 

3.3.1.2 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Streak plate 
นําโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อขางตนขีดลากบนวุนอาหาร

เล้ียงเช้ือ nutrient agar (NA: Merck, Darmstadt, Germany) บมเชื้อท่ี 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
สังเกตลักษณะโคโลนีเดี่ยว ๆ ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เก็บแยกโคโลนีของแบคทีเรียและทําการ
เพิ่มจํานวนเชื้อที่แยกไดโดยเก็บโคโลนี่เดี่ยวไวในหลอดอาหารวุนแข็งผิวหนาลาดเอียง (slant agar) 

ที่ 4oC และเก็บเปน stock culture สําหรับใชทดสอบคุณสมบัติตางๆตอไป ดังนี้  
1. ใชลวดหวงเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อบริสุทธ์ิ จํานวน 1 loopful ลงใน

หลอดอาหารเหลว TSB (tryptic soy broth: Hi- media, Mumbai, India) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

2. บมเชื้อใหเจริญในอาหารเหลว TSB ที่ 37oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
3. นําสวนของเซลลแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร  

ผสมกับอาหารเหลวที่เตรียมดวยหางนมผง (skim milk powder) รอยละ 10 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 
0.6 มิลลิลิตร ใน microcentrifuge tube ขนาดบรรจุ 1.5 มิลลิลิตร 

4. เก็บเชื้อนั้นเขาตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -40oC  ทันที 
 
 
 



  
   
   

3.3.1.3 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 

3.3.1.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเซลลและสปอร  
ศึกษาลักษณะ รูปราง การเรียงตัว และการติดสียอมแบบแกรมของเซลล

แบคทีเรีย โดยเตรียมรอย smear ของแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient 
agar ลงบนแผนแกวสไลดที่สะอาด  ตรึงเซลลใหติดแนนบนแผนแกวสไลดดวยความรอน ปลอยไว
ใหเย็น หยดสี crystal violet ใหทวมรอย smear เปนเวลา 1 นาที  ชะลางสีออกดวยน้ําเบา ๆ ลางน้ํา
ออกดวย Gram’s iodine และหยด Gram’s iodine ใหทวมรอย smear เปนเวลา 1 นาที  ลางรอย 
smear ดวยแอลกอฮอล (95%) จนหมดสีมวงของ crystal violet แตไมควรเกิน 20 วนิาที ลางดวยน้ํา
ทันที ยอมทับรอย smear ดวยสี safranin เปนเวลา 1 นาที  ลางดวยน้ํา แลวทิ้งใหแหง  จากนัน้ตรวจดู
รูปราง โครงสราง และการเรียงตัวของเซลล ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Light microscope, 
Olympus, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 

ศึกษาลักษณะ รูปรางของ endospore ดวยการยอมสีสปอรโดยเตรียมรอย 
smear ของแบคทีเรียอาย ุ24-48 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient agar บนแผนแกว
สไลดที่สะอาด  ตรึงเซลลใหติดแผนแกวสไลดดวยความรอน วางสไลดบนลวดรองสไลดที่วางบน
ไอน้ําเดือด  หยดสี malachite green ใหทวมรอย smear  อังบนไอน้ําเปนเวลา 5 นาที  คอยเติมสี
ไมใหแหง เมื่อครบเวลานําสไลดออกจากไอน้ําเดือดทิ้งใหเย็นแลวลางสีออกดวยน้ํา ยอมทับรอย 
smear ดวยสี safranin เปนเวลา 1 นาที  เทสีทิ้ง ลางดวยน้ํา ทิ้งใหแหง  แลวตรวจดูรูปรางและ
โครงสรางของสปอรดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 

3.3.1.3.2 การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนท่ีของแบคทีเรีย 
เตรียมแบคทีเรียบริสุทธิ์อายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง nutrient 

agar และทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยใช motility test medium โดยใช
เข็มเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แลวแทงลงใน motility test medium ทําการทดลองสองซ้ํา บมใหเชื้อเจริญที่ 

37oC เปนเวลา 1-2 วัน ตรวจสอบการกระจายของเชื้อจากรอยที่ใสเชื้อลงไปในอาหาร 

3.3.1.3.3 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 
ทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่คัดเลือกได โดยการเตรียม

แบคทีเรียบริสุทธิ์อายุ 24 ช่ัวโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient agar และทดสอบคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีดังตอไปนี้ 

3.3.1.3.3.1 การสรางเอนไซม Oxidase 
วางแผนกระดาษกรอง Whatman No. 4 ลงในจานเลี้ยงเชื้อเปลาท่ี

สะอาด แลวหยดสารละลาย tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) ลงบนกระดาษ



  
   
   

กรอง ใชหวงเขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียบริสุทธิ์ปายลงบนกระดาษกรองที่เปยกสารละลายสําหรับทดสอบ 
สังเกตดูการเปลี่ยนสีของเชื้อที่ปายบนกระดาษกรอง ซ่ึงถาเปนผลบวกของการสรางเอนไซม 
oxidase เชื้อที่ปายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขมภายใน 1 นาที 

3.3.1.3.3.2 การสรางเอนไซม Catalase 
ใชหวงเขี่ยเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ปายบนแผนแกวสไลดที่สะอาด หยด

สารละลาย hydrogen peroxide (3%) ลงบนเชื้อที่ปายไวบนแผนแกวสไลด สังเกตดูการเกิดฟองแกส 
ซ่ึงเปนผลบวกของการสรางเอนไซม catalase 

3.3.1.3.3.3 การทดสอบ Oxidation-Fermentation (O-F test) 
ทดสอบ oxidation-fermentation (O-F test) โดยใช O-F test medium 

บรรจุในหลอดทดสอบ และทดลองควบคูทั้งหลอดที่ปดทับผิวหนาอาหารดวย Mineral oil ปลอด
เชื้อ และไมปดทับผิวหนาอาหาร ภายหลังการใสเชื้อ (inoculate) โดยใชเข็มเขี่ยปลายตรง (needle) 
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ที่เตรียมไว แลวแทง (stab) ลงในอาหาร ทําการทดลองสองซ้ํา บมใหเชื้อเจริญที่ 

37oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเปลี่ยนสีของอาหารและการเกิดแกสภายหลังการเจริญ 
ผลบวกสีของอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลืองและอาจเกิดแกส 

3.3.1.3.3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยใชชุดทดสอบสมบัติทาง
ชีวเคมีของระบบ API (bioMérieux) 

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบระบบ API (API System; 
bioMérieux, bioMérieux Inc., Lyon, France) ตามกลุมของแบคทีเรีย โดยเตรียม suspension ของ
เซลลแบคทีเรียบริสุทธิ์ใหมีความขุนตาม turbidity standard ที่สอดคลองกับขอแนะนําของผูผลิตชุด
ทดสอบ และดําเนินตามขั้นตอนที่ระบุไว และเทียบผลการทดสอบกับสายพันธุของแบคทีเรียที่มีใน
ฐานขอมูลของระบบ API (bioMérieux) และ/หรือสงวิเคราะห เพื่อจัดจําแนกชนิดจุลินทรียทาง
ชีวเคมี ดวยระบบ API ที่ศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
(วว.) 

 
3.3.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน 

3.3.2.1 เชื้อจุลินทรีย 
3.3.2.1.1 แบคทีเรียกรดแลคติก  
เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ เปนสายพันธุใกลเคียง

กับ LAB ที่มีการศึกษาในผลิตภัณฑเนื้อสัตวประเภทไสกรอกและลูกชิ้น และมีคุณสมบัติในการ
สรางสารตานจุลินทรีย (Rodriguez et al., 1995; Lunnaboot, 2003; Gosaarak, 2006)  ซ่ึงไดรับเชื้อ 
LABs จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสาตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) เปน



  
   
   

ลักษณะเชื้อแหงในหลอดแกวเพื่อใชทดสอบและคัดเลือกทั้งหมด 5 เชื้อไดแก Lactobacillus 
acidophilus TISTR1338, Pediococcus acidilactici TISTR051, Pediococcus acidilactici 
TISTR424, Pediococcus acidilactici TISTR425 และ Lactococcus  lactis  TISTR1401 ทําการเลี้ยง
เซลลของ LAB ใหพรอมสําหรับการใชทดสอบความสามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ดังนี้ 

3.3.2.1.1.1 การเตรียม LAB จากหลอดเชื้อแหงแข็ง 
เปดหลอดแกวเก็บเชื้อ LAB ดวยวิธีปลอดเชื้อ (aseptic techcnique) ใช

หลอดแกวดูดสาร (pasture pipette) ดูดอาหารเหลว MRS (Hi- media, Mumbai, India) ปริมาตร
ประมาณ 0.3-0.4 มิลลิลิตร ถายลงในหลอดบรรจุจุลินทรียเพื่อละลายสารผสมเซลลจุลินทรียใน
หลอด ดูดสารละลายผสมเซลลจุลินทรียหยดลงบนจานวุน MRS agar (Hi- media, Mumbai, India) 
1 หยด ใชหวงเขี่ยเชื้อใหกระจายเชื้อ (streak plate) เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว สวนสารละลายผสมเซลล

จุลินทรียที่เหลือถายลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 37oC ใน anaerobic jar เปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่เปน pure culture บันทึกลักษณะและขนาดของโคโลนี จากนั้น

เพิ่มจํานวนเชื้อ โดย streak เชื้อที่เจริญตออีกบนวุน  MRS agar และบมเชื้อใหเจริญที่ 37oC ใน 
anaerobic jar เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  

3.3.2.1.1.2 การเตรียม Stock culture ของ LAB 
ใชหวงเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อบริสุทธิ์ ลงในหลอดอาหารเหลว 

MRS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมเชื้อใหเจริญที่ 37oC ใน anaerobic jar เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น
นําสวนของเซลลแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว
ที่เตรียมจากหางนมผง (skim milk powder) รอยละ 10 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ในหลอด 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บเชื้อเขาตูแชแข็งที่ -40oC ทันที 

3.3.2.1.2 แบคทีเรียทดสอบ (Indicator bacteria) 
จุลินทรียที่ใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินไดรับมา

จาก 2 แหลงดังนี้ 
3.3.2.1.2.1 ใชแบคทีเรียจาก stock culture ของสาขาวิชาเทคโนโลยี

อาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ไดแก Staphylococcus aureus TISTR 118, Bacillus subtilis 
TISTR 008, Bacillus cereus TISTR 687, Bacillus sp. TISTR 908 และ Escherichia coli TISTR 
780 

3.3.2.1.2.2 เชื้อจุลินทรียที่คัดแยกไดจากลูกชิ้นไก 3 สายพันธุ (ตามขอ 
3.3.1) ไดแก Stap. lentus (PN-1), Stap. saprophyticus (PN-2) และ Bacillus ssp. (PN-3) 
 



  
   
   

3.3.2.2 การทดสอบผลการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบโดยวิธี Well diffusion method 
3.3.2.2.1 การเตรียม supernatant ของ LAB 
ดัดแปลงการทดสอบจากวิธีของสุรียรัตน  เงินดวง (2545), Mogan et al. 

(1999) และ Nieto-Lozano et al. (2006) โดยถายเช้ือ LAB ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ   จากนั้นถายเชื้อปริมาณ 
10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว bacteriocin screening medium (BSM) ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
broth ที่มีการเติม yeast extract (Hi- media, Mumbai, India), glucose (Ajax Finechem, Australia), 
และ meat extract (Merck, Darmstadt, Germany) อยางละ 2% (w/w) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 

30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ  แยกเซลลออกโดยการปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 
centrifuge (Hollywood PK 121R, ALC International srl., Italy) ความเร็ว 12000 x g เปนเวลา 20 
นาที เก็บเฉพาะสวนใส (cell-free supernatant, CFS) ปรับ pH ใหได 6.5 ดวย 1 M NaOH แลวมา
กรองแบบปลอดเชื้อผาน cellulose acetate syringe filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (PALL, New 
York, USA)  แลวเติมเอนไซม catalase ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อ
กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocin supernatant: 

CBS) เก็บไวในหลอดแกวปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

3.3.2.2.2 การเตรียมเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
ใชเชื้อจุลินทรียที่แยกและจําแนกสายพันธุไดจากขอ 3.3.2.1.2 เปน

เชื้อจุลินทรียทดสอบ สําหรับทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย

ทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นถาย
อาหารเลี้ยงเชื้อที่บมแลว 1 มิลลิลิตร เติมลงในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง soft nutrient agar หรือ 

soft tryptic soy agar ปริมาตร 99 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 45oC ผสมใหเขากัน เพื่อใหมีความ

เขมขนของเชื้อจุลินทรียทดสอบเปน 1×106 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
3.3.2.2.3 การทดสอบผลการยับยั้งของสารแบคทีริโอซิน 
ใช CBS ที่สรางจาก LAB ในขอ 3.3.2.1.1 ทดสอบดวยเชื้อแบคทีเรียทดสอบ

จากขอ 3.3.2.1.2 โดยถายเชื้อแบคทีเรียทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่
รองพ้ืนดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  จานละ 15 มิลลิลิตร ปลอยไวใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
จากนั้นใช cork borer ที่ปลอดเชื้อเจาะวุนใหเปนหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะจานละ 6 หลุม จากนั้น
ใช micropipette ขนาด 40-200 ไมโครลิตร ปเปต CBS ของเชื้อ LAB ที่เตรียมไดใสลงไปในหลุม ๆ 
ละ 40 ไมโครลิตร โดยมีกรดแลคติก 5% pH 2.3 เปน positive control และอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 



  
   
   

broth (Hi- media, Mumbai, India) pH 7.0 เปน negative control วางไวที่อุณหภูมิ 4oC จนแหง 

จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดสอบ 2 คร้ัง ๆ ละ 4 ซํ้า ตรวจสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ CBS ที่สรางจาก LAB ที่มีตอแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ 
PN-3   โดยการสังเกตและวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น มีหนวย
เปนมิลลิเมตร  

3.3.2.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
3.3.2.3.1 ระยะเวลาการผลติสารแบคทีริโอซิน 
ถายเชื้อ LAB แตละชนิด ปริมาณ 10% ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BSM broth 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร  บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 

37oC เปนระยะเวลา 12, 18, 24, 48 และ 72  ชั่วโมง จากนั้นปนแยกเซลล เชนเดียวกับการเตรียม 
CBS ของ LAB (ขอ 3.3.2.2.1) ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ CBS ที่สรางจาก 
LAB ที่มีตอแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3   โดยการสังเกตและวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
วงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น  

3.3.2.3.2 อุณหภูมิการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
ถายเชื้อ LAB แตละชนิด ปริมาณ 10% ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BSM broth 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 30, 

35, 37 และ 45oC เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนแยกเซลลเชนเดียวกับการเตรียม CBS 
ของ LAB (ขอ 3.3.2.2.1) ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3  
โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น 

3.3.2.4 การตรวจสอบคุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินท่ีผลิตจากเชื้อ 

Lactococcus  lactis  TISTR1401 
นําสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401 ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย

ทดสอบ PN-2 และ PN-3 ไดดีที่สุด มาทดสอบคุณสมบัติดังนี้  
3.3.2.4.1 ความเสถียรตอความรอน 
ใช micropipette ปเปตสาร CBS ที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401 500 

ไมโครลิตร ใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร วางในอางควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath: GP-400, Neslab instruments, Newington, USA) ที่ระดับอุณหภูมิ 40, 60, 80 และ 

100oC เปนเวลา 10, 20 และ 30 นาที ทดสอบความสามารถของ CBS ที่ผานการใหความรอนตอการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3 โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth pH 7.0 



  
   
   

เปน negative control ทําการทดสอบ 2 คร้ัง ๆ ละ 4 ซํ้า โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น 

3.3.2.4.2 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง (pH) 
ใช CBS ที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401  5 มิลลิลิตร ปรับคา pH เปน 2.0, 

3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0, 13.0 และ 14.0 ดวยเครื่องวัดpH (718 STAT 
Titrino, Metrohm, Ireland) โดยใช 1 N HCl และ 1 N NaOH เปนตัวปรับคา pH จากนั้นทดสอบ
ความสามารถของ CBS ที่ระดับ pH ตาง ๆ ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 
และ PN-3 โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้นโดย
มีอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth pH 7.0 เปน negative control ทําการทดสอบ 2 คร้ัง ๆ ละ 4 ซํ้า 
(Ogunbanwo et al., 2003) 

3.3.3 การผลิตสารแบคทีริโอซินจากเชื้อ Lactococcus  lactis  TISTR1401 
3.3.3.1 การเตรียมสารแบคทีริโอซินแบบปกติ 
ถายเชื้อ  Lc.  lactis  TISTR1401 ปริมาณ 10% ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BSM 

ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร บมที่ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ ปนเหวี่ยงอาหารเลี้ยง

เชื้อเพื่อแยกเซลลออก ดวยเครื่อง centrifuge  ความเร็ว 12000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC 
เก็บเฉพาะสวนใสดานบน (supernatants) ปรับความเปนกรดดาง (pH) ดวย 1 M NaOH ใหมี pH 
เทากับ 6.5 จากนั้นเติมเอนไซม catalase ใน cell-free supernatant (CSF) ใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 30 นาที (Nieto-Lozano et al., 2005) 
กรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ cellulose acetate membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร และ/หรือ
ทําใหปลอดเชื้อโดยใชความรอนดวยเครื่อง autoclave (LABO Autoclave, Sanyo, NB Scientific, 

Edison, N.J.) ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 20 นาที (Gosaarak, 2006) ไดสารแบคทีริโอซิน (CBS) ที่
ผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธีคือ การกรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude bacteriocin 
supernatant: FCBS) และการฆาเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocin supernatant: HCBS) 

เก็บตัวอยาง CBS ทั้ง 2 ตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  4oC เพื่อใชในการผลิตลูกชิ้นไกตอไป  

3.3.3.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซินแบบเขมขน 
3.3.3.2.1 การเตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขน   
ทําให CBS ที่เตรียมไดตามขอ 3.3.3.1 มีความเขมขนขึ้น 10 เทา โดยใช CBS 

250 มิลลิลิตร ใสใน round bottom flask ปลอดเชื้อ ขนาด 500 มิลลิลิตร ทําระเหยดวยเครื่อง rotary 

evaporator ที่อุณหภูมิ 40-60oC เวลาประมาณ 6-8 ช่ัวโมง เก็บสารแบคทีริโอซินชนิดระเหยเขมขน 

(concentrated crude bacteriocin: CCB) ที่ไดในรูปของเหลวขน ที่อุณหภูมิ 4oC  



  
   
   

3.3.3.2.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง  
ทําให CBS ที่เตรียมไดตามขอ 3.3.3.1 แหงดวยเครื่อง freeze drying โดยใส 

CBS 100 มิลลิลิตร ใน round bottom flask ปลอดเชื้อ ขนาด 500 มิลลิลิตร แลวกล้ิง flask ใน
ไนโตรเจนเหลว ให CBS มีลักษณะแข็งเปนชั้นบาง ๆ รอบ ๆ กนขวด แลวเก็บไวที่อุณหภูมิเยือก

แข็ง -20oC นาน 12 ชั่วโมง นําเขาเครื่องระเหิดแหง freeze dryer (LYOVAC GT2, GEA Lyophil 
GmbH) จนกระทั่ง CBS มีลักษณะเปนของแข็งแหง โดยใชเวลาประมาณ 18-20 ช่ัวโมง เก็บสาร
แบคทีริโอซินชนิดผงแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) บรรจุลงถุงในระบบสุญญากาศ  

เก็บไวใน desiccator  cabinet ที่อุณหภูมิ 4oC 

3.3.3.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน   
ทําการตรวจวัดประสิทธิการยับยั้งแบคทีเรียของ CBS ที่เตรียมไดในรูปตาง ๆ ใน

หนวยของ Arbitary Unit (AU/ml) ดวยวิธี agar well diffusion กอนใชเติมในการผลิตลูกชิ้นไก โดย
เจือจาง CBS ที่เตรียมไดดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อท่ีระดับความเจือจางลดลงในชวง 2 ระดับ (two-fold 
serial dilution) คือ 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 และ 512 เทา (A) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร (B) 
หยดลงไปในหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy soft agar หรือ Nutrient soft agar ขนาด 6 มิลลิเมตร 

ของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3  บมที่ 37oC นาน 24 ชั่วโมง ทําการทดสอบ 2 ครั้ง ๆ ละ 
3 ซํ้า คํานวณคา AU/ml จากความเขมขนต่ําสุดที่ทําใหเกิดวงใสของการยับยั้ง คูณกับ 1,000 
ไมโครลิตร หารดวยปริมาตร CBS ที่ใช (นิธินาถ หนูเอก, 2539) ดังสมการตอไปนี้ 
 
 Arbitary Unit =  
 
 

3.3.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหขอมูลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD (completely randomized design) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
(Duncan’s multiple range test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรม Statistical 
Analysis System (SAS institute, Inc., 1995) สําหรับทุกการวิเคราะห 
 
 
 
 

Bµl 
1000µl×A 



  
   
   

3.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 
3.4.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียทดสอบจากลูกชิ้นไก 

3.4.1.1 การแยกเชื้อจุลินทรียท่ีปนเปอนในลูกชิ้นไก 
จากการเก็บตัวอยางลูกชิ้นไกอายุ 24 ชั่วโมง จากการผลิตเสร็จ 2 ครั้ง ๆ ละ 3 ซํ้า เปน

จํานวน 6 ตัวอยาง โดยแยกเก็บเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่สภาวะการบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 45, 37 และ 

10oC เพื่อแยกเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ปนเปอนมาก (dominant flora) ในตัวอยางลูกชิ้น  ไดเชื้อบริสุทธ์ิ
ทั้งหมด 3 isolates คือ PN-1, PN-2 และ PN-3 ซ่ึงปริมาณเชื้อท่ีปนเปอนคิดเปน 3%, 12% และ 85% 

ตามลําดับ (ตารางที่ 3.2) โดยทั้ง 3 isolates สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิการบมเชื้อท่ี 37 และ 45oC 

ภายในระยะเวลา 18-24 ช่ัวโมง เมื่อเทียบเปรียบกับอุณหภูมิการบมเชื้อท่ี 10oC ที่มีเฉพาะ PN-2 และ 
PN-3 ที่สามารถเจริญได แตตองใชเวลานานถึง 48 ช่ัวโมง แสดงวากลุมของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอน
และเปนสาเหตุของการเนาเสียในลูกชิ้นไก สวนใหญเปนกลุม mesophile  

กลุมจุลินทรีย mesophile เปนกลุมที่สรางความเสื่อมเสียแกอาหารไดมากที่สุดกลุม

หนึ่ง สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง 25-45oC โดยเฉพาะผลิตภัณฑเนื้อสัตวมีบทบาทตั้งแต
กระบวนการผลิต ขนสง และการจัดเก็บ (Borch et al., 1996; George-John et al., 2008) เชื้อ
แบคทีเรียที่พบปนเปอนไดบอยไดแก Salmonella และ Staphylococcus เปนตน (Chris, 2008) 

 
3.4.1.2 การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย  
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย และสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ

เชื้อทั้ง 3 isolates พบวา ลักษณะโคโลนีของ PN-1 และ PN-2 มีลักษณะคลายคลึงกันในดานขนาด 
รูปราง  ระดับความนูน และขอบริมของโคโลนีคือ มีขนาดเล็ก (1-2 mm.) รูปรางกลม โคงนูน และ
มีขอบริมเรียบ แต PN-1 และ PN-2 มีความแตกตางกันในดานสีคือ สีเหลือง และสีขาว ตามลําดับ 
สวน PN-3 มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางจาก PN-1 และ PN-2  คือ มีขนาดใหญกวา (2-3 mm.) รูปราง
กลมรี มีความโคงนูนนอยกวา สีขาวแกมเหลือง และมีขอบริมหยักเล็กนอย ลักษณะเซลลของ PN-1 
และ PN-2 มีรูปรางเซลลกลม มีการเรียงตัวเปน Tetrads สวน PN-3 มีรูปรางเซลลแทง มีการเรียงตัว
เปน Pairs ตวัอยางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลแสดงในรูป 3.1A และ 3.1B 
ตามลําดับ  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแตละ isolate มีความแตกตางกันใน
รายละเอียดตาง ๆ แสดงในตารางที่ 3.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของทั้ง 3 isolates ในการ
เคล่ือนที่ และการสรางเอนไซมบางชนิดพบวา เชื้อแบคทีเรียแตละ isolate มีความสามารถแตกตาง
กัน เชื้อแบคทีเรียทุก isolates ไมสามารถเคลื่อนที่ได ไมสรางเอนไซม oxidase    PN-1 และ PN-2 



  
   
   

สามารถเจริญไดดีในทั้งสภาวะอากาศที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน สวน PN-3 สามารถเจริญได
ดีในสภาวะอากาศที่มีออกซิเจน และมีการเจริญไดบางเล็กนอยในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
ความสามารถในการสรางเอนไซม catalase พบวา มีเพียง  PN-1 ที่สามารถสรางได  

จากการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเซลล และคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน 
สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกไดจากลูกชิ้นไก โดยการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม
ดวยชุดทดสอบระบบ API ซ่ึงเปนการศึกษา fermentative metabolism ของแบคทีเรียแตละไอโซเลท 
โดยสามารถจัดกลุมเชื้อแบคทีเรีย PN-1 และ PN-2 ที่มีลักษณะเซลลเปน cocci ติดสีแกรมบวก และ
เมื่อทดสอบดวย OF mediumใหผลเปนบวก, บวก (O+F+) ทําการทดสอบดวยชุดทดสอบ API 
STAPH ซ่ึงเปนชุดทดสอบที่ใชจัดจําแนกกลุม Staphylococcus  สําหรับ PN-3 มี ลักษณะเซลลเปน 
rod ติดสีแกรมบวก มีการสราง endospore ไมสรางเอนไซม oxidase และเมื่อทดสอบดวย OF 
mediumใหผลเปนลบ, ลบ (O-F-) การทดสอบทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบ API 50 CH/B ซ่ึงเปนชุด
ทดสอบที่ใชจําแนกกลุมของ Bacillus พบวา ชุดทดสอบ API STAPH สามารถระบุสายพันธุของ
เชื้อแบคทีเรียเปนที่นายอมรับได โดยเชื้อ PN-1 มีความใกลเคียงกับ Stap. lentus มีเปอรเซนตความ
ถูกตอง (% ID) เทากับ 90.8% และเชื้อ PN-2 มีความใกลเคียงกับ Stap. saprophyticus มีเปอรเซนต
ความถูกตอง (% ID) เทากับ 87.9% แตกตางกับเชื้อ PN-3 ที่วิเคราะหดวยชุดทดสอบ API 50 CH/B 
(อางอิงผลวิเคราะหจาก วว.) ที่ไมสามารถระบุชื่อและสกุลของแบคทีเรียสายพันธุนี้ได เนื่องจาก
ใหผลไมชัดเจนในกลุมของ Bacillus  

จากผลการศึกษาการแยกและจําแนกแบคทีเรียที่ปนเปอนในลูกชิ้นไก เพื่อคัดเลือก
เปนแบคทีเรียทดสอบนั้นไดแก Stap. lentus (PN-1), Stap. saprophyticus (PN-2) และ Bacillus spp. 
(PN-3) โดยใชแบคทีเรียทดสอบทั้งหมดเปนดัชนีบงชี้ผลการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก
แบคทีเรียแลคติกได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
   
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่แยกไดจากลูกชิ้นไก: ลักษณะโคโลนี (A) และ 
ลักษณะเซลล (B) 

 
 

A B 



  
   
   

ตารางที่ 3.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียทดสอบ 

Bacteria strain 
Tests 

PN-1 PN-2 PN-3 

Viable cell population 3% 12% 85% 
Growth at temperature:    

                                       10oC - + + 

                                       37oC + + + 

                                       45oC + + + 

Colony:     
            Color Yellow White White- yellow 
            Form Circular Circular Spindle 
            Size(mm.) 1-2 1-2 2-3 
            Margin Entire Entire Undulate 
            Surface Smooth Smooth Smooth 
            Elevation Convex Convex Raised 
Cell:             
       Shape Cocci Cocci Rod 
       Size (μm) 0.79 0.68 2.66/0.69 
       Gram stain + + + ve 
       Arrangement Pairs/Tetrads Tetrads Pairs 
       Endospore - - + 
Motility - - - 
Oxidase  - - - 
Catalase  - + + 
O-F test +,+ +,+ -,- 
Aerobic growth + + + 
Anaerobic growth + + + 
Fermentative production of acid 
from: 

   

      Glycerol ND ND - 



  
   
   

ตารางที่ 3.2  (ตอ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ
แบคทีเรียทดสอบ 

Bacteria strain 
Tests 

PN-1 PN-2 PN-3 

Fermentative production of acid 
from: 

   

      Erythritol ND ND - 
      D-arabinose ND ND - 
      L-arabinose ND ND - 
      D-ribose ND ND - 
      D-xylose + - - 
      L-xylose ND ND - 
      D-adonitol ND ND - 
      Methy-βD-xylopyranoside ND ND - 
      D-galactose ND ND - 
      D-glucose + + - 
      D-fructose + - - 
      D-mannose + - - 
      L-sorbose ND ND - 
      L-rhamnose ND ND - 
      Dulcitol ND ND - 
      Inositol ND ND - 
      D-mannitol + + - 
      D-sorbitol ND ND - 
      Methyl-αD-mannopyranoside ND ND - 
      Methyl-αD-glucopyranoside ND ND - 
      N-acetylglucosamine + + + 
      Amygdaline ND ND - 
      Arbutine ND ND - 
      Esculine ferric citrate ND ND - 



  
   
   

ตารางที่ 3.2  (ตอ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ
แบคทีเรียทดสอบ 

Bacteria strain 
Tests 

PN-1 PN-2 PN-3 

Fermentative production of acid 
from: 

   

      Salicine ND ND - 
      D-cellobiose ND ND - 
      D-maltose ND ND - 
      D-lactose (bovine origin) ND ND - 
      D-melibiose + - - 
      D-saccharose (sucrose) + + - 
      D-trehalose + + - 
      Inuline ND ND - 
      D-melezitose ND ND - 
      D-raffinose ND ND - 
      Amidon (starch) ND ND - 
      Glycogen ND ND - 
      Xylitol + - - 
      Gentiobiose ND ND - 
      D-turanose ND ND - 
      D-lyxose ND ND - 
      D-tagatose ND ND - 
      D-fucose ND ND - 
      L-fucose ND ND - 
      D-arabitol ND ND - 
      L- arabitol ND ND - 
      Potassium gluconate ND ND - 
      Potassium 2-ketogluconate ND ND - 
      Potassium 5-ketogluconate ND ND - 



  
   
   

ตารางที่ 3.2  (ตอ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ
แบคทีเรียทดสอบ 

Bacteria strain 
Tests 

PN-1 PN-2 PN-3 

Fermentative production of acid 
from: 

   

      Maltose + + ND 
      Lactose + + ND 
      Potassium nitrate + - ND 
      β-naphthyl-acid phosphate + - ND 
      Sodium pyruvate + - ND 
      Raffinose + - ND 
      α-methyl-D-glucoside + - ND 
      Arginine + - ND 
      Urea - + ND 

Identification result according to biochemical characteristics 

Closest relative Stap. lentus 
Stap. 

saprophyticus 
Bacillus spp. 

Identity (%) 90.8 87.9 ND 
 

a     = API system (API STAPH for cocci belonging to genera Staphylococcus and Micrococcus; 
API 50 CH/B for bacilli having spores; bioMérieux(จากการสงวิเคราะหที่ วว.))  
+    = Positive test 
 -    = Negative test 
ND = Not detect 
+ ve= Gram positive bacteria 
- ve= Gram negative bacteria 
 
 
 



  
   
   

3.4.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน 
3.4.2.1 การทดสอบการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบ  
ทําการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย LAB จาก 5 สายพันธุไดแก Ped. acidilactici 

TISTR051, Ped. acidilactici TISTR424, Ped. acidilactici TISTR425, Lb. acidophilus TISTR1338 
และ Lc. lactis TISTR1401 ที่มีความสามารถผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด เชื้อทดสอบประกอบดวย Stap. lentus, Stap. saprophyticus และ 
Bacillus spp. strain PN-3 ที่คัดเลือกไดจากลูกชิ้นไก และเชื้อแบคทีเรียทดสอบ Stap. aureus TISTR 
118, B. subtilis TISTR 008, B. cereus TISTR 687, Bacillus sp. TISTR 908 และ E. coli TISTR 780 
ไดจากหองปฏิบัติการพบวา LAB 2 สายพันธุคือ Lb. acidophilus   TISTR1338 และ Lc. lactis 
TISTR1401 ที่ใหผลการทดสอบดีมาก สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-3 ที่แยกไดจากลูกชิ้นไกไดดีที่สุด  

เมื่อสังเกตวงใส (clear zone) ของการยับยั้งการเจริญของสาร CBS ที่สรางจากเชื้อ 
LAB ทั้ง 5 สายพันธุ ที่มีตอเชื้อแบคทีเรียทดสอบ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-
3 แสดงดังรูป 3.2 และตารางที่ 3.3 พบวา สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 สามารถ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบทั้ง 2 สายพันธุไดดีที่สุดโดยเกิดวงใสขนาด 9.6 และ 22.5 มิลลิเมตร 
ตามลําดับ รองลงมาคือ สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lb. acidophilus TISTR1338 โดยเกิดวงใสขนาด 
7.8 และ 21.0 มิลลิเมตร ตามลําดับ แตกตางกับสาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Ped. acidilactici 
TISTR051, Ped.  acidilactici TISTR424 และ Ped.  acidilactici TISTR425 สามารถยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบไดเพียง 1 สายพันธุเทานั้นคือ Bacillus spp. strain PN-3  

และจากตารางที่ 3.3 แสดงประสิทธิภาพของ CBS ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบทั้งหมด 8 สายพันธุพบวา สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบมากที่สุด เนื่องจากสามารถยับยั้งเชื้อไดมากถึง 6 สาย
พันธุไดแก Stap. saprophyticus, Bacillus spp. strain PN-3,  Stap. aureus TISTR 118, B. subtilis 
TISTR 008, B. cereus TISTR 687 และ Bacillus sp. TISTR 908 รองลงมาคือ สาร CBS ที่สรางจาก
เชื้อ Lb. acidophilus TISTR1338  โดยใหผลยับยั้งตอเชื้อเพียง 3 สายพันธุ ดังนั้นเชื้อ Lc. lactis 
TISTR1401 จึงเปนเชื้อ LAB ที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อใชตานแบคทีเรีย 
แกรมบวก (Stecchini et al., 1992) สวนมากที่เปนสาเหตุทาํใหอาหารเนาเสียได ซ่ึงสอดคลองกับผล
การยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียทดสอบทั่วไปที่มีแกรมบวกของ nisin ที่สรางโดยเชื้อ Lc. lactis 
strain จากไสกรอกหมักแหง (Rodriguez et al., 1995) และงานวิจัยของ Gosaarak (2006) พบวา เชื้อ 
Lc. lactis TISTR1401 สามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ที่มีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกหลายสายพันธุไดแก  Bacillus sp. TISTR 908, B. cereus TISTR 687, B. 



  
   
   

subtilis TISTR 008, Lb. sake TISTR 911, Leuconostoc mesenteriodes TISTR 053, Ped. 
acidilactici TISTR 051, Lb. plantarum และ Stap. aureus TISTR 118 เปนตน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูป 3.2 วงใสการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ Stap. saprophyticus (A) และ Baccillus spp. 

strain PN-3 (B) โดยสารแบคทีริโอซิน (CBS) ผลิตจาก LAB: B1= Ped. acidilactici 
TISTR051, B2= Ped.  acidilactici TISTR424, B3= Ped.  acidilactici TISTR425, B4= Lb. 
acidophilus   TISTR1338 และ B5= Lc. lactis TISTR1401 



 

 

ตารางที่ 3.3 ความสามารถยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก LAB ตอแบคทีเรียทดสอบ โดยวัด
ขนาดวงใส หนวยเปนมิลลิเมตร (mm. 

Average diameter of inhibition zone (mm.) of indicator bacteria 

Ped. 
acidilactici 

Ped.  
acidilactici 

Ped.  
acidilactici 

Lb. 
acidophilus 

Lc. lactis 

TISTR TISTR TISTR TISTR TISTR 

Indicator 
bacteria 

051 424 425 1338 1401 

Stap. lentus - - - - - 

Stap. 
Saprophyticus 

- - - 7.8 9.6 

Bacillus spp. 19.3 18.9 19.5 21.0 22.5 

Stap. aureus 
TISTR 118 

- - - 6.1 10.5 

Bac. subtilis 
TISTR 008 

- - - - 15.3 

Bac. cereus 
TISTR 687 

- - - - 15.0 

Bacillus sp. 
TISTR 908 

- - - - 17.0 

E. coli   TISTR 
780 

- - - - - 

 - = ไมเกิดวงใส 
 

3.4.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน ที่มีประสิทธิภาพ

ตานการเจริญของแบคทีเรียทดสอบของเชื้อแบคทีเรียกลุม LAB มีปจจัยหลายประการที่เกี่ยวของ
ไดแก องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเชน แหลงไนโตเจน แหลงคารบอน เปนตน คา pH เร่ิมตน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ และอุณหภูมิในการบมเชื้อ ซ่ึงปจจัยดังกลาวนี้มีผลทํา



 

 

ใหสารแบคทีริโอซินมีคุณภาพและประสิทธิภาพแตกตางกันในแตละสายพันธุ (Li et al., 2002; 
Avonts, Uytven, and Vuyst, 2004; Todorov, 2008)  

ดังนั้นจึงทําการศึกษาหาระยะเวลาและอุณหภูมิการเจริญของเชื้อ LAB ที่ใชทดสอบที่มี
ความสามารถในการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อใชประกอบการคัดเลือก LAB ที่สามารถผลิตสาร
แบคทีริโอซินที่ใหผลทดสอบกับแบคทีเรียทดสอบดี และเปนสภาวะที่ใหผลการยับยั้งดีที่สุด โดย
ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับ LAB ที่สามารถสรางสารแบคทีริโอซินไดดี แสดงผลดังตาราง
ที่ 3.4 และตารางที่ 3.5 ตามลําดับ เมื่อทดสอบผลการยับยั้งกับแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain 
PN-3 คือ BSM broth และเปนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใหผลการยับยั้งดีกวาการใช MRS broth เปนอาหาร
เล้ียงเชื้อ (ไมไดแสดงผล) จากผลการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมเกี่ยวกับระยะเวลาและอุณหภูมิ
สําหรับการเลี้ยงเชื้อ เพื่อผลิตสารแบคทีริโอซินของเชื้อ LAB ใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของ ศิริ
นาถ หนูเอก (2540) และจิตราภรณ แสนสิทธิ์ (2547) รายงานวา ชวงของระยะเวลาในการเจริญของ
เชื้อ LAB ทั่วไปที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินได และมีผลตอการยับยั้งเริ่มตั้งแตชั่วโมงท่ี 18 ถึง
ช่ัวโมงที่ 72 หรืออยูในชวง  log phase จนถึงชวงตนของ stationary phase (Muriana and 
Luchansky, 1993) ดังนั้นเชื้อ LABs ที่ทําการศึกษาสวนใหญ จึงมีระยะเวลาในการบมเชื้อท่ีมีผลตอ
การสรางสารแบคทีรีโอซินที่ใหผลการยับยั้งที่ดีตอเชื้อ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. 
strain PN-3 คือ อยูในชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของระยะเวลาในการบมเชื้อ  

และเมื่อพิจารณาผลการยับยั้งที่มีตอ Bacillus spp. strain PN-3 ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
(ตารางที่ 3.4) พบวา เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ใหผลการทดสอบที่ดีกวา LAB อ่ืน ๆ คือ มีขนาดวง
ใสการยับยั้งเทากับ 22 มิลลิเมตร รองลงมาคือ Lb. acidophilus  TISTR1338, Ped.  acidilactici 
TISTR425, Ped.  acidilactici TISTR051 และ Ped.  acidilactici TISTR424 โดยมีขนาดวงใสการ
ยับยั้งเทากับ 18, 17.9, 16.7 และ 16.3 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมงพบวา เชื้อ 
Lc. lactis TISTR1401 ใหผลการทดสอบลดลงเมื่อเทียบกับระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แตในทางตรงกัน
ขาม LAB อ่ืน ๆ กลับใหผลการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain PN-3 ไดดีขึ้น  

การศึกษาการเจริญของเชื้อ LAB ที่อุณหภูมิ 30, 35, 37 และ 45oC (ตารางที่ 3.5) พบวา 

อุณหภูมิในการเจริญของ LAB แตละสายพันธุที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินไดดีที่ 37oC ซ่ึงเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญของ LAB ทั้ง 5 สายพันธุนี้ และสอดคลองกับขอมูลท่ีได
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ทั้งนี้เชื้อ Lc. lactis 
TISTR1401 ใหผลการยับยั้งที่ดีที่สุดและเปนที่นาพอใจมากกวา LAB อ่ืน ๆ คือ มีขนาดวงใสการ
ยับยั้งมากเทากับ 23.2 มิลลิเมตร ซ่ึงเปนผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Gosaarak (2006) ที่พบวา 
สภาวะการบมเชื้อที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญของเชื้อ Lc. lactis TISTR14018 คือ ที่อุณหภูมิ 

37oC โดยสามารถเพิ่มจํานวนขึ้นถึง 8.54 log cfu/g ภายในระยะเวลา 8 ช่ัวโมง 



 

 

ตารางที่ 3.4 ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกและขนาดวงใสที่เกิดจากการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียทดสอบ 

Average inhibition zone (mm.) 
LAB Strains 

Time 
(h.) Stap. saprophyticus Bacillus spp. strain PN-3 

Ped. 
acidilactici 

TISTR051 12 
18 
24 
48 
72 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 

16.7 
19.3 
8.0 

Ped.  
acidilactici 

TISTR424 12 
18 
24 
48 
72 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
6.2 

16.3 
18.9 
6.5 

Ped.  
acidilactici 

TISTR425 12 
18 
24 
48 
72 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
6.4 

17.9 
19.5 
6.5 

Lb. 
acidophilus    

TISTR1338 12 
18 
24 
48 
72 

- 
- 

8.0 
7.8 
- 

- 
- 

18.0 
21.0 

- 

Lc. lactis TISTR1401 12 
18 
24 
48 
72 

- 
9.3 

10.2 
9.6 
6.0 

- 
9.6 

22.0 
16.5 
6.8 

- = ไมเกิดวงใส 
 



 

 

ตารางที่ 3.5 อุณหภูมิการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกกับวงใสที่เกิดจากการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ  

Average inhibition zone (mm.) 
LAB Strains 

Temp. 
(˚C) Stap. saprophyticus Bacillus spp. strain PN-3 

Ped. 
acidilactici 

TISTR051 30 
35 
37 
45 

- 
- 
- 
- 

7.0 
15.4 
19.0 

- 

Ped.  
acidilactici 

TISTR424 30 
35 
37 
45 

- 
6.2 
- 
- 

6.5 
6.8 

16.6 
9.8 

Ped.  
acidilactici 

TISTR425 30 
35 
37 
45 

- 
6.2 
- 
- 

6.8 
6.8 

17.9 
10.4 

Lb. 
acidophilus    

TISTR1338 30 
35 
37 
45 

7.5 
8.0 
8.2 
7.8 

10.0 
13.6 
20.0 
18.1 

Lc. lactis TISTR1401 30 
35 
37 
45 

8.4 
10.0 
10.5 
6.2 

9.0 
14.0 
23.2 
8.5 

- = ไมเกิดวงใส 
 
ดังนั้นจากการศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของสารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ LAB 

ตอเชื้อแบคทีเรียทดสอบคือ Stap. saprophyticus และ  Bacillus spp.strain PN-3 ซ่ึงเปนเชื้อที่
ปนเปอนในลูกชิ้นไกพบวา เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 สามารถสรางสารแบคทีริโอซินเพื่อยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่ปนเปอนในลูกชิ้นไกไดดีที่สุด โดยมีสภาวะการเลี้ยงเชื้อที่



 

 

เหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิตสารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพสูงคือ บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใชอาหาร BSM broth เปนอาหารสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน  
 

3.4.2.3 คุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินท่ีผลิตจาก Lc. Lactis 
TISTR1401 

สารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 เปนสารแบคทีริโอซินที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain PN-3 ไดดี และเมื่อ
ศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lc. lactis TISTR1401 (CBS) ไดแก 
การทดสอบความเสถียรตอความรอนและ pH ที่ระดับตางๆ ไดผลการทดลองแสดงดังรูป 3.3 และ
รูป 3.4 ตามลําดับ เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ในอาหาร BSM broth บมที่อุณหภูมิ 

37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แลวใหความรอนกับ CBS ที่ไดในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่

อุณหภูมิ 40, 60, 80 และ 100oC แตละอุณหภูมิใชเวลานาน 10, 20 และ 30 นาทีพบวา CBS ของเชื้อ 

Lc. lactis TISTR1401 ที่ผานการใหความรอนสูงถึง 100oC เปนเวลา 10-20 นาที ยังมีประสิทธิภาพ
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Bacillus spp. strain PN-3 ไดโดยมีขนาดวงใสการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 
7.5 และ 6.3 มิลลิเมตร ตามลําดับ แตวงใสจากสภาวะนี้มีขนาดลดลงถึง 61.95 และ 69.27% เมื่อ
เทียบกับวงใสการยับยั้งของ CBS ที่ไมไดรับความรอน และ CBS จะสญูเสียความสามารถในการ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบอยางสมบูรณ (ลดลง 100%) เมื่อเพิ่มเวลานานถึง 30 นาที  

การศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของ CBS โดยปรับ pH ของ CBS ใหมีคา pH 
เทากับ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 และ 14 ดวย 1 N. HCl  และ 1 N. NaOH  และใช CBS ที่ 
pH  6.5 เปนตัวอยางควบคุมเพื่อการเปรียบเทียบผล ไดผลการทดลองแสดงดังรูป 3.4 พบวา CBS มี
ประสิทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดในชวงที่เปนกรดถึงเปนกลางคือ ที่ pH 2-7  และใหผลการยับยั้ง
ที่ไมแตกตางจากตัวอยางควบคุม pH 6.5 โดยมีขนาดวงใสการยับยั้งเทากับ 20±0.2 มิลลิเมตร แตที่
ระดับ pH 8 (เปนดาง) นั้นจะมีความสามารถลดลงกวาครึ่งของตัวอยางควบคุม (ลดลง 56.93%)  
และ CBS จะสูญเสียความสามารถในการยับยั้งอยางสมบูรณ 100% เมื่ออยูในสภาวะความเปนดาง
สูงตั้งแต pH 9 ขึ้นไป 

จากผลการทดสอบความเสถียรตอความรอน และความเปนกรด-ดาง ของ CBS ที่
ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 กลาวไดวาเปนสารแบคทีริโอซินที่มีความเสถียรตอความรอน

สูงถึง 100oC และเสถียรตอคา pH อยูในชวงของ pH 2-7 ผลการศึกษาคุณสมบัติของ CBS ทั้งสอง
ประการนี้ไดผลเชนเดียวกับการศึกษาของ Moreno et al. (2000) ที่ไดศึกษาคุณลักษณะของสารแบค
ทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc.  lactis  ทั้งนี้ strains ของ Lc.  lactis  สวนมากจะมีความทนตอความรอนได
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สูงที่อุณหภูมิ 100oC นาน 10 นาที และ 121oC นาน 10 นาที และมีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางาน
อยูในชวง pH ที่เปนกรดจนถึงเปนดางออน (pH 2-8) ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวนี้เปนคุณสมบัติที่คลาย
กับ nisin ซ่ึงเปนสารแบคทีริโอซินทางการคาที่นิยมและใชไดอยางกวางขวางในการยืดอายุการเก็บ
ของอาหารประเภทผลิตภัณฑนม และเนื้อสัตว (Hoover and Steenson, 1993; Ouwehand, 1998; 
Cleveland et al., 2001) 

จากคุณสมบัติของ CBS ที่ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ดังกลาวจึงไดใช CBS ที่ได
จากการทดลองนี้ในรูปของสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins) ในการทดลองผลิต
และยืดอายุการเก็บของผลิตภัณฑเนื้อสัตว อันไดแก ลูกชิ้นไกตอไป เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของ CBS กับ nisin ทางการคา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 3.3  ความเสถียรตอความรอนที่อุณหภูมิตางๆของสารแบคทีริโอซิน  
 
 
 
 
 
 

         10 นาที           20 นาที           30 นาที 
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รูป 3.4 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดางที่ระดับตาง ๆ ของสารแบคทีริโอซิน  

 
3.4.3 การผลิตและประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิ 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ที่มี
ผลตอการผลิตและประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน และคุณสมบัติความเสถียรตอความรอนและ
ระดับ pH ของสารแบคทีริโอซินตามผลการศึกษาขางตนนั้น จึงไดทาํการผลิตสารแบคทีริโอซินจาก
เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ใน 3 รูปแบบคือ 1) สารแบคทีริโอซินแบบปกติ 2) สารแบคทีริโอซิน
แบบเขมขนโดยการระเหยน้ําออกบางสวนดวยเครื่อง rotary evaporator ไดแก สารแบคทีริโอซิน
ชนิดของเหลวขน และ 3) สารแบคทีริโอซินแบบของแหงโดยการระเหิดแหงดวยเครื่อง  freeze 
dryer  ไดแก สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหงโดยมีเปาหมาย เพื่อคงความสามารถของสารแบคทีริโอ
ซิน ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกชุดเดิม และเพื่อใหไดสารแบคทีริ
โอซินในรูปแบบที่เหมาะสมคือ ใหความสะดวกมากขึ้นสําหรับการใชกับผลิตภัณฑเนื้อสัตว และ
ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีคุณลักษณะปรากฏและคุณลักษณะอื่น ๆ ที่ดีเปนที่ยอมรับไดของผูบริโภค  

จากผลการทดสอบการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินตอแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. 
ใหผลเปนที่ชัดเจนกวาการใช Stap. saprophyticus (ไมไดแสดงผล) เปนแบคทีเรียทดสอบ ผลการ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินทั้ง 3 รูปแบบตอการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบ โดยวิธี Agar well diffusion แสดงดังตารางที่ 3.6 พบวา สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง 
(freeze dried crude bacteriocin: FDCB) มีความสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด มีคาการ

2 3 4 5 6 6.5 7 8 9 10 11 12 13 14

pH level 



 

 

ยับยั้ง (inhibition activity) เทากับ 6,400 AU/ml รองลงมาไดแก สารแบคทีริโอซินที่ผลิตแบบปกติ 
(crude bacteriocin supernatant: CBS)  ซ่ึงสาร CBS ไดผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธีคือ การกรอง
ผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude bacteriocin supernatant: FCBS) และการฆาเชื้อดวยความ
รอน (heated crude bacteriocin supernatant: HCBS) มีผลการยับยั้งเฉลี่ยที่เทากันคือ 5,333.3 AU/ml 
และสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocin: CCB) มีผลการยับยั้งต่ํา
ที่สุดคือ 3,200 AU/ml  

จากการทดลองในการผลิตสารแบคทีริโอซินทั้ง 3 รูปแบบ แสดงใหเห็นวา สารแบคทีริ
โอซินที่สรางจากเชื้อเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มีคุณสมบัติในการทนตอความรอนไดดี เปนผลที่
สอดคลองกับการทดสอบของสารแบคทีริโอซิน (ขอ 3.4.2.3) ถึงแมวาจะมีการใหความรอนเปน

เวลานาน เชนดังในขั้นตอนการเตรียม CCB ขณะทําการระเหยน้ําที่อุณหภูมิ 40 ถึง 60oC นานถึง 6 
ช่ัวโมง พบวา CCB มีประสิทธิภาพในการยับยั้งลดลง 39.9% เทียบกับ FCBS แสดงวา การเพิ่ม
ระยะเวลาการใหความรอนแก CBS จะมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินลดลง 
เนื่องจากสารแบคทีริโอซินเปนสารประกอบประเภทโปรตีน จึงไมสามารถทนตอการสัมผัสความ
รอนที่อุณหภูมิสูง โดยอาจเกิดการสูญเสียสภาพของโปรตีน (denaturation of protein)ไดบางสวน 
(นิธินาถ  หนูเอก, 2540) สอดคลองกับการทดลองของ Vandenbergh et al. (1993) ที่รายงานวา สาร 
nisin ที่สรางจาก Lc. lactis สายพันธุที่แยกไดจากผัก ไมสูญเสียฤทธิ์ยับยั้งที่ความรอนอุณหภูมิ 

100oC นาน 2 ชั่วโมง และ Moreno et al. (2000) รายงานวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lc. 

lactis subsp. lactis ITAL 383 ที่ทําการปรับคา pH ที่ 2 และที่ 6 แลวฆาเชื้อดวยความรอนที่ 121oC 
เปนเวลานาน 15 นาที พบวาที่ pH  2 ไมสูญเสียฤทธิ์ยับยั้งของสารแบคทีริโอซินหลังจากแชในอาง
น้ําเดือด (boiling bath) นาน 60 นาที  แตที่ pH  6 จะสูญเสียการฤทธิ์ยับยั้งลง 50% เมื่อแชนาน 30 
นาที  

และเมื่อพิจารณาถึงการผลิตสารแบคทีริโอซินในปริมาณมาก การทําใหสารแบคทีริโอซิน
ปลอดเชื้อโดยวิธีการกรองนั้นไมเหมาะสม เนื่องจากแผนกรองมีราคาสูง อายุการใชงานต่ําใชได
เพียงครั้งเดียวเทานั้น บางครั้งตองเปลี่ยนแผนกรองบอยๆ และใชเวลาในการกรองนาน นอกจากนี้
จากการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบของ FCBS และ HCBS 
พบวา สารแบคทีริโอซินทั้ง 2 รูปแบบนี้มีคาการยับยั้งใกลเคียงกันของแตละชุดการทดลองคือ มี
คาเฉลี่ยประมาณ 5,333.3 AU/ml ดังนั้นจึงแนะนําวาควรเลือกใชวิธีการใหความรอนทําใหปลอด
เชื้อสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน (crude) ในปริมาณมากเพื่อใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหาร  

 
 



 

 

ตารางที่ 3.6 ความสามารถในการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 
ตอแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain PN-3 

Type Treatment Inhibition activity  (AU/ml) 

FCBS Filtered sterilization 5,333.3 
HCBS Heated sterilization 5,333.3 
CCB Evapolation 3,200.0 

FDCB Freeze drying 6,400.0 

   FCBS = filtered crude bacteriocin supernatant 
HCBS= heated crude bacteriocin supernatant 
CCB = concentrated crude bacteriocin  
FDCB= freeze dried crude bacteriocin  

 

3.5 สรุปผลการทดลอง 
การแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียปนเปอนผลิตภัณฑลูกชิ้นไกที่เก็บเปนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง เพื่อคัดเลือกเชื้อที่มีจํานวนมาก (dominant flora) เพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบพบวา มีเชื้อ
แบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไกมากได 3 สายพันธุไดแก Stap. lentus, Stap. saprophyticus และ 
Bacillus spp. มีจํานวนประชากรคิดเปน 3, 12 และ 85% ตามลําดับ และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพ
การยับยั้งของสารแบคทีริโอซินผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก 5 สายพันธุจากศูนยจุลินทรีย สถาบัน
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยวิธี agar well diffusion พบวา สารละลายที่ผลิต
จากแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดคือ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus spp.  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินมีคุณภาพ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุดจาก 5 สายพันธุไดแก Lc. lactis TISTR1401, Lb. acidophilus  
TISTR1338, Ped.  acidilactici TISTR425, Ped.  acidilactici TISTR051 และ Ped.  acidilactici 
TISTR424 พบวา สารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 มีประสิทธิภาพยับยั้งไดดี

ที่สุด CBS จาก Lc. lactis TISTR1401 ที่ผลิตไดสามารถทนความรอนไดถึง 100oC เปนเวลานาน 20 
นาที และมีความเสถียรตอความเปนกรด-ดางชวง pH 2-7 แตที่ระดับความเปนดางออน (pH 8) มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งลดลงมากกวาครึ่งหนึ่งของตัวอยางควบคุม (CBS ที่ pH 6.5) และไมสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได เมื่อปรับ CBS ใหมี  pH ชวง 9-14 และเมื่อทํา CBS ใหเขมขนขึ้น 10 เทา



 

 

โดยวิธีระเหยน้ําออกและการระเหิดแหงพบวา สารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและชนิดผงแหง
มีคาการยับยั้งเทากับ 3,200 และ 6,400 AU/ml ตามลําดับ  
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บทที่ 4 
การประยุกตใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรสแมรี ในลูกช้ินไก 

Application of crude bacteriocins and rosemary extracts  
in chicken meatballs 

 

4.1 บทคัดยอ 
การวิจัยนี้เพื่อประยุกตใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ที่ผลิตจากเชื้อ Lactococcus lactis 

TISTR  1401 และสารสกัดโรสแมรี เปนสารตานแบคทีเรียและตานออกซิเดชันจากธรรมชาติ เพื่อ
ยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก ลูกชิ้นไกที่เคลือบและผสมสารแบคทีริโอซิน ลูกชิ้นไกผสมสารสกัด
โรสแมรี และลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรีแลวเคลือบดวยสารแบคทีริโอซินหรือผสมทั้งสาร

แบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีทั้งหมดเก็บที่อุณหภูมิ 4oC  ในสภาวะการบรรจุแบบปกติและ
แบบสุญญากาศ วิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย เคมี และกายภาพ ทุก 3 วัน เปนเวลา 12-21 วัน 
ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน (crude bacteriocins supernatant: CBS)  ชนิดปลอดเชื้อดวยการ
กรอง (FCBS)  และชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS)  และลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซิน
ชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins: CCB) และชนิดผงแหง (freeze dried crude 
bacteriocins: FDCB)  รวมถึงลูกชิ้นที่ใชไนซิน  มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.05)  พิจารณาตามมาตรฐานจํานวนจุลินทรียทั้งหมดในอาหาร 105 cfu/g (มอก. 1009-2533) 
ลูกชิ้นเคลือบ  HCBS และ FCBS บรรจุแบบปกติ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 15 วัน ขณะที่
ลูกชิ้นเคลือบไนซินเก็บไดประมาณ 18 วัน และแบบสุญญากาศเก็บไดนานประมาณ 18 วัน และ 21 
วัน ตามลําดับ ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดนานเพียง 9 วัน และ 12 วัน ตามลําดับ  สําหรับลูกชิ้น
ผสมสารแบคทีริโอซินมีอายุการเก็บที่นานกวาลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) โดยลูกชิ้นผสม CCB 
สามารถเก็บไดนานประมาณ 18 วัน ลูกชิ้นผสม FDCB และลูกชิ้นผสมไนซินสามารถเก็บไดนาน
ประมาณ 21 วัน แตลูกชิ้นควบคุมเก็บไดเพียง 15 วัน แบบการบรรจุปกติ และแบบสุญญากาศ
สามารถเก็บไดประมาณ 21 วัน สําหรับลูกชิ้นที่ผสมสารแบคทีริโอซินทุกชิ้น ขณะที่ลูกชิ้นควบคุม
เก็บไดนานเพียง 18 วัน 

สารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) มีประสิทธิภาพตาน             
จุลินทรียและตานออกซิเดชันไดดีกวาชนิด oil of rosemary (OR) (p<0.05) และเมื่อใชชนิดORH ใน
ลูกชิ้นและเคลือบดวยสารแบคทีริโอซินผลิตจาก Lc. lactis TISTR  1401 พบวา ลูกชิ้นไกที่ไดจาก 



   

การใชสารสกัดโรสแมรีและรวมกับสารแบคทีริโอซินมีการเจริญของจุลินทรียและการเกิด
ออกซิเดชันต่ํากวา (p<0.05) ลูกชิ้นควบคุม ทั้งนี้ลูกชิ้นไกผลิตแบบผสมสารสกัดโรสแมรีและ
เคลือบดวยสารแบคทีริโอซิน เก็บบรรจุแบบปกติมีเชื้อจุลินทรีย  3.82 log cfu/g ในวันที่ 15 ขณะที่
คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.29 μg MDA/g และ 1.717 μg/g ตามลําดับ และแบบ
สุญญากาศ 4.5 log cfu/g ในวันที่ 18 ขณะที่คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.26 μg 
MDA/g และ 2.462 μg/g ตามลําดับ สวนลูกชิ้นไกผลิตแบบผสมทั้งสารสกัดโรสแมรีและสารแบคที
ริโอซินในลูกชิ้น เก็บแบบปกติมีเชื้อจุลินทรีย  3.54 log cfu/g ในวันที่ 15 ขณะที่คา TBARS และ
ปริมาณ hexanal เทากับ 0.23 μg MDA/g และ 0.781 μg/g ตามลําดับ และแบบสุญญากาศ  3.60 log 
cfu/g ในวันที่ 18  ขณะที่คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.23 μg MDA/g และ 0.681 μg/g 
ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาคา pH ของลูกชิ้นไกทุกชนิดและลูกชิ้นควบคุม มีคาไมแตกตางกัน 
(p>0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา แตผลทางเนื้อสัมผัสของลูกชิ้นทุกชนิด ตลอดระยะการเก็บ
รักษา 12 วันที่มีคาแรงตานทานการกด (compression force) แตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) แสดงวา
การใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีสามารถใชเปนสารตานจุลินทรียและสารตาน
ออกซิเดชัน เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาของลูกชิ้นไกได 

 

4.2 บทนํา 
สารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถยับยั้งจุลินทรียแกรมบวกได

หลายชนิดรวมทั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคเชน Staphylococcus aureus (Ananou et al., 2005), Listeria 
monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ Clostridium botulinum เปนตน 
(Ennahar et al., 1999; Cleveland et al., 2001) และอาจจะมีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบไดบาง
บางชนิด แตตองมีการใชรวมกับสารยับยั้งอื่น ๆ ดวย เชน disodium, ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) เปนตน ไดแก Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. 
(Sankuntaw  et al., 2008; Stevens et al., 1991) นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราและยีสตไดอีกดวย(Lavermicocca et al., 2000)  

สารแบคทีริโอซินสวนใหญมีคุณสมบัติในการทนตออุณหภูมิสูงได จึงเหมาะสมตอการใช
ในอาหาร  เนื่องจากอาหารทั่วไปสวนมากตองผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน 
ตัวอยางเชน สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Pediococcus acidilactici strain Hansen มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิสูงที่ 115oC นาน 15 นาที โดยมีคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเปาหมาย 
Pediococcus pentosaceus Fbb 61 เทากับ 4000 BU/ml (Nieto-Lozano et al., 2002) การศึกษาของ 
Khalid et al. (1999) พบวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactobacillus strain LC-09 สามารถทน

ความรอนไดสูงที่ 100oC เปนเวลานานถึง 4 ช่ัวโมง และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ระดับ pH 



 

 

ต่ําไดอีกดวย นอกจากนี้ ไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนสารแบคทีริโอซินทางการคายังมีความสามารถในการ

ทนความรอนไดสูงที่ 121oC นาน 15 นาที (Noonpakdee et al., 2003) สารแบคทีริโอซินอีกชนิด
หนึ่งที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียเปาหมายไดคือ Pediocin ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทํา
ใหอาหารที่แชในตูเย็นเนาเสียไดแก Brochotrix thermosphacta พบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง 
ๆ ที่บรรจุในระบบสุญญากาศและเนื้อหมัก เปนตน (Ennahar et al., 1999)  นอกจากนี้ Hugas 
(1998) ไดรายงานเกี่ยวกับการใชไนซินในผลิตภัณฑเนื้อตาง ๆ วา มีประสิทธิภาพในการเปนสาร
ตานจุลินทรียไดดีนอยกวาการใชในผลิตภัณฑนม เนื่องจากไนซินมี ความสามารถในการละลายต่ํา 
(low solubility) การกระจายตัวไมสม่ําเสมอ และขาดความเสถียร   

การเสื่อมเสียของอาหารโดยทั่วไปมีสาเหตุมาจากการปนเปอนของจุลินทรียและการ
เปล่ียนแปลงขององคประกอบของอาหารเองดวย โดยอาหารแตละชนิดมีระดับการเสื่อมเสียยากงาย
แตกตางกันขึ้นอยูกับ องคประกอบของอาหารไดแก ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรท และแรธาตุเปน
ตน ปริมาณน้ําที่จุลินทรียใชได (aw) คาความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ และสภาพบรรยากาศใน
สถานที่เก็บรักษา ปจจัยตาง ๆ เหลานี้มีอิทธิพลอยางยิ่งที่เปนตัวกําหนดกลุมของจุลินทรียที่ทําให
อาหารเสื่อมเสีย  โดยทั่วไปผลิตภัณฑเนื้อในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต มักมีการปนเปอน
จากจุลินทรียเชน Staphylococcus spp. และ Bacillus spp. เปนตน ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอโรคที่สามารถ
เจริญไดที่อุณหภูมิสูง (thermal tolerance pathogenic bacteria) และสามารถสรางสปอรที่ทนตอ
ความรอนสูงไดอีกดวย โดยเฉพาะสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่ยังสามารถเจริญได แมผาน
กระบวนการใหความรอนสงู (Anonymous, 2007) การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาทางเคมีของอาหารเชน  
เกิดกล่ินเหม็นหืน สามารถเกิดขึ้นไดในผลิตภัณฑอาหารระหวางการเก็บวัตถุดิบ กระบวนการแปร
รูป การขนสง ตลอดจนการเก็บรักษา ซ่ึงนําไปสูการไมยอมรับของผูบริโภคที่ทําใหอาหารเสื่อมเสีย
แลว ยังทําใหเกิดสารพิษ (toxic byproducts) (Anonymous, 2002) ซ่ึงกอใหเกิดโรคตาง ๆ ได  

ดังนั้นจําเปนตองใชสารกันหืนหรือสารตานออกซิเดชัน (antioxidant) เพื่อยืดอายุการเก็บ
ของอาหารที่มีไขมันเปนองคประกอบ โดยทั่วไปสารกันหืนที่ใชในอาหารเปนสารสังเคราะหเชน 
butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ propyl gallate (PG) เปน
ตน ในปจจุบันผูบริโภคใสใจกับความปลอดภัยที่มีตอสุขภาพ จึงยอมรับสารตานออกซิเดชันที่ได
จากธรรมชาติมากขึ้นเชน วิตามินอี เครื่องเทศ และสมุนไพร เปนตน การศึกษาการใชสารสกัดจาก
ธรรมชาติ เพื่อปองกันการเกิดออกซิเดชันของอาหารที่ใหผลดีและปลอดภัยตอผูบริโภคหลายชนิด 
เชน การใชสารสกัดจากโรสแมรีในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวไดแก เนื้อไก (Keokamnerd et 
al., 2008) ไสกรอกหมู (Martínez et al., 2006) แฮมเบอรเกอรสเต็ก (hamburger steak) (Lee et al., 
2005) เนื้ออกไกงวงสด และเนื้ออกไกงวงสุก (Leaflet, 2004) และลูกชิ้นเนื้อวัว (Fernández-López 
et al., 2005) พบวา สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันได 



 

 

นอกจากนี้การศึกษาของ Lalas และ Dourtoglou (2003) โดยการใชสารสกัดโรสแมรีในการ
ปองกันการเกิดออกซิเดชันระหวางการทอดมันฝรั่งพบวา น้ํามันที่มีสวนผสมของสารสกัดโรสแมรี
ใหสีคลํ้านอยกวาน้ํามันที่ไมมีการเติมสารสกัดโรสแมรี และเมื่อตรวจสอบการเกิดกลิ่นหืน 
(rancidity) ของมันฝรั่งแผนและน้ํามันที่ใชทอด และทดสอบทางประสาทสัมผัส (sensory test) โดย
ผูทดสอบชิมพบวา ในตัวอยางที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรีมีคาการเกิดกลิ่นหืนและมีสีคลํ้านอยกวา
ตัวอยางควบคุม 
 สารตานออกซิเดชันที่พบและมีบทบาทมากในโรสแมรีไดแก rosmanol และ carnosol  
โดยเฉพาะ rosmanol ซ่ึงเปนสารที่ไมมีสีไมมีกล่ิน สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
ตัวอยางน้ํามันหมูไดดีกวา BHA  และ BHT (Inatani et al., 1983) 

วัตถุประสงคการทดลองนี้เพื่อประยุกตใชสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรส
แมรีในลูกชิ้นไก และเปรียบเทียบการตานแบคทีเรียและตานออกซิเดชันของสารทั้งสองชนิด และ
เพื่อยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกใหนานขึ้นได 

 

4.3 วัสดุและวิธีการ 
4.3.1 การผลิตสารแบคทีริโอซินดวยเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401 

4.3.1.1 การเพาะเชื้อจุลินทรียและสภาวะการเลี้ยงเชื้อ 
เพาะเชื้อและเพิ่มจํานวน (reactivate) เชื้อแบคทีเรียจาก stock culture ที่เก็บไวที่

อุณหภูมิ -40oC ไดแก เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคทีริโอซินคือ Lc. lactis TISTR 1401 
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสาตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (TISTR) และเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกคือ Stap. saprophyticus (PN-2) และ Bacillus ssp. (PN-3) 

ใหเปนเชื้อแบคทีเรียพรอมใชงาน โดยปลอยใหเชื้อแบคทีเรียละลายที่อุณหภูมิ 4oC จากนั้นถายเชื้อ 
Lc. lactis TISTR 1401 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (Hi-media, Mumbai, 
India) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา (shaking incubator) (Orbital Incubator 
S-150, Stuart Sciencetific, UK) ที่สภาวะเขยาความเร็ว  50 rpm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บมเชื้อและเขยาที่ความเร็ว 

100 rpm ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง เพื่อใชเปนกลาเชื้อในการผลิตสารแบคทีริโอซิน สวน

เชื้อแบคทีเรียทดสอบเมื่อละลายที่อุณหภูมิ 4oC แลวถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Typtic soy broth 
(TSB) (Hi-media, Mumbai, India) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยาที่สภาวะ

เขยาความเร็ว 50 rpm ที่อุณหภูมิ 37oC  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
ของสารแบคทีริโอซิน 



 

 

4.3.1.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซิน 

ถายกลาเชื้อ  Lc.  lactis  TISTR 1401 จากขอ 4.3.1.1 ปริมาณ 10% (v/v) ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว BSM ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่มีการเติม yeast extract (Hi- media, 
Mumbai, India), glucose (Ajax Finechem, Australia) และ meat extract (Merck, Darmstadt, 
Germany) อยางละ 2% (w/w)  ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร บมในสภาวะมีอากาศเล็กนอย (micro 

aerobically) โดยการเขยาที่ความเร็ว 100 rpm ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นปน
เหวี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อแยกเซลลออก ดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall®

 
RC SC-plus centrifuge, 

Thermo Sciencetific, Waltham, USA) ความเร็ว 12000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC เก็บ
เฉพาะสวนใส (supernatants) ปรับความเปนกรดดาง (pH) ดวย 1 M NaOH ใหมี pH เทากับ 6.5 
แลวเติมเอนไซม catalase ใน cell-free supernatant (CSF) ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 30 นาที (Nieto-Lozano et al., 2006) และทําให
ปลอดเชื้อโดยกรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ cellulose acetate membrane filter ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร และ/หรือใชความรอนดวยเครื่อง autoclave (LABO Autoclave, Sanyo, NB Scientific, 

Edison, N.J.) ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 20 นาที (Gosaarak, 2006) แลวทําใหเย็นลงอยางรวดเร็ว
โดยการแชน้ําแข็ง ไดเปนสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins supernatant: CBS)  
สาร CBS ที่ผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธี คือ 1) กรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude 
bacteriocins supernatant: FCBS) และ 2) ฆาเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocins 

supernatant: HCBS) เก็บตัวอยาง CBS ทั้ง 2 ตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  4oC เพื่อไวใชเคลือบผิวลูกชิ้นไก
ตอไป  

เตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนดวยการระเหยแบบสุญญากาศ (rota 
evaporator) (concentrated crude bacteriocins: CCB)  ตามวิธีในขอ 3.3.3.2.1  และสารแบคทีริ
โอซินชนิดผงแหงดวยการระเหิดแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) ตามวิธีในขอ 

3.3.3.2.2 เก็บ CCB ที่ไดที่อุณหภูมิ 4oC และ FDCB ไวในตูดูดความชื้น (desiccator  cabinet) ที่

อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชผสมในสูตรการผลิตลูกชิ้นไกตอไป 

4.3.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซิน 
ทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซินโดยวิธี agar well diffusion ดัดแปลงการ

ทดสอบจากวิธีของสุรียรัตน  เงินดวง (2545) Mogan et al. (1999) และ Nieto-Lozano et al. (2006) 
โดยนําสารแบคทีริโอซินที่สกัดไดจาก LAB ในขอ 4.3.1.2 ทดสอบดวยเชื้อแบคทีเรียทดสอบจาก
ขอ 3.3.2.1.2 โดยถายเชื้อแบคทีเรียทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีรอง
พื้นดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  จานละ 15 มิลลิลิตร ปลอยไวใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว แลว



 

 

ใช cork borer ที่ปลอดเชื้อเจาะวุนใหเปนหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะจานละ 6 หลุม ใช 
micropipette ขนาด 40-200 ไมโครลิตร ดูด supernatant ของเชื้อ LAB ที่เตรียมไดใสลงไปในหลุม 
ๆ ละ 40 ไมโครลิตร โดยมีกรดแลคติก 5% pH 2.3 เปน positive control และอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 

broth (Hi- media, Mumbai, India) pH 7.0 เปน negative control วางไวที่อุณหภูมิ 4oC จนแหง 

จากนั้นบมที่ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดสอบ 2 ครั้ง ๆ ละ 4 ซํ้า ทําการตรวจวัดประสิทธิ
การยับยั้งแบคทีเรียของ CBS ที่เตรียมไดในรูปตาง ๆ ในหนวยของ Arbitary Unit (AU/ml) 

4.3.2 การผลิตลูกชิ้นไก 
ทําการผลิตลูกชิ้นไก โดยการใชเนื้ออกไกไมติดมัน (หจก.สหฟารม จังหวัด

นครราชสีมา) บดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวสับผสมกับสวนผสมตางๆ 
(ตารางที่ 4.1)ไดแก เกลือ น้ําตาล ฟอสเฟต น้ําแข็ง และแปงมันสําปะหลังใหเขากันแลว บรรจุลงใน
เครื่องบรรจุไส ทําการบรรจุลงในไส cellophane ขนานเสนผานศูนยกลาง 22  มิลลิเมตร และไล

อากาศ แลวมัดเปนทอน ๆ ยาวประมาณ 6 นิ้ว  ตมใหความรอน อุณหภูมิ 60oC เปนเวลา 20 นาที 

แลวเพิ่มเปน 80oC เปนเวลา 30 นาที แชในน้ําเย็นอุณหภูมิ 10oC จากนั้นลอกไส cellophane ที่หุม

ออก แลวตัดเปนชิ้นขนาด 20 ± 2 มิลลิเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 

ตารางที่ 4.1 สูตรสวนผสมลูกชิ้นไก 

Main ingredients % (w/w) 

Chicken breast meat 80 
Ice  15 
Tapioca starch 5 
Total 100 

Sub ingredients* % (w/w) 

Salt  1.5 
Sugar  0.75 
Phosphate  0.3 

 
* ปริมาณที่คิดเทียบกับสวนประกอบหลักทั้งหมด 
 
 
 



 

 

4.3.3 การใชสารแบคทีริโอซินสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก  
4.3.3.1 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิเคลือบลูกชิ้นไก 
ทําการเคลือบผิวลูกชิ้นไกที่ผลิตตามขอ 4.3.2 ดวย crude bacteriocins supernatant 

(CBS)  ชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (FCBS) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 5,333.3 AU/ml  และชนิดปลอด
เชื้อดวยความรอน (HCBS)  มีประสิทธิภาพยับยั้ง 5,333.3 AU/ml และใชไนซิน ความเขมขน 0.2%  
(commercial nisin) (Fluka; 72535 nisin from Streptococcus lactic, UK) ซ่ึงมีประสิทธิภาพยับยั้ง 
6,400 AU/ml เปน negative control เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน และ
ตัวอยางลูกชิ้นควบคุม (positive control) คลุกเคลาใหสารแบคทีริโอซินเคลือบบนผิวของลูกชิ้นไก

ใหสม่ําเสมอเปนเวลา 5 นาที แลวทําใหผิวลูกชิ้นแหงโดยการผึ่งที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 10 นาที 
ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ (vacuum packaged) 

เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บ
ตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย เคมีและกายภาพทุก 3 วัน  

4.3.3.2 การใชสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและชนิดผงแหงผสมในลูกชิ้นไก 
ทําการผลิตลูกชิ้นไกตามสูตร (ตารางที่ 4.1) จากขอ 4.3.2 โดยผสมสารแบคทีริโอซิน

ชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins: CCB) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 3,200 AU/ml และ
ชนิดผงแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 6,400 AU/ml ในสูตร
สวนผสมลูกชิ้นปริมาณ 0.2% ใช nisin มีประสิทธิภาพยับยั้ง 6,400 AU/ml ปริมาณ 0.2% และ
ตัวอยางลูกชิ้นควบคุม ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบ

สุญญากาศ (vacuum packaged) เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บ
รักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 
วัน  

 
4.3.4 การใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก  

4.3.4.1 การคัดเลือกสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก 
เพื่อคัดเลือกชนิดของสารสกัดโรสแมรีทางการคา สําหรับการใชเสริมฤทธิ์การตาน         

จุลินทรียและตานออกซิเดชันรวมกับสารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ใช
สารสกัดโรสแมรี 2 ชนิดคือ 1) oil of rosemary (Kalsec, Michigan, USA.; Code: 20-01, Lot: 
8219C) (OR)  และ 2) oleoresin rosemary Herbalox® (Kalsec, Michigan, USA.;  Brand, Type O, 
Code: 41-19-01, Lot: 8710C) (ORH) (ไดรับความอนุเคราะหจาก Vicchi Consolidated Co Ltd., 
Thailand) ทําการผลิตลูกชิ้นดวยสารสกัดโรสแมรีปริมาณ 0.5% ในสูตรการผลิตลูกชิ้นตามขอ 4.3.2 
ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ (vacuum packaged) 



 

 

เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บ
ตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 วัน  

4.3.4.2 การใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก 
คัดเลือกชนิดของสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีที่ไดผลการตานการเจริญ

ของเชื้อจุลินทรีย และตานออกซิเดชันไดดีที่สุดจากการทดลอง ขอ 4.3.3.1, 4.3.3.2 และ 4.3.4.1 ซ่ึง
ไดแก สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS) จากขอ 4.3.3.1 สารแบค
ทีริโอซินชนิดผงแหง (FCDB) จากขอ 4.3.3.2 และสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary 
Herbalox® (OH) จากขอ 4.3.4.1 

ทําการผลิตลูกชิ้นตามขอ 4.3.2 และใชสารแบคทีริโอซิน และสารสกัดโรสแมรีใน 2 
กระบวนการผลิตคือ  

1) ผสม ORH ในสูตรสวนผสมลูกชิ้น 0.5% แลวเคลือบลูกชิ้นดวย HCBS ตามวิธีขอ 
4.3.3.1 

2) ผสม ORH ปริมาณ 0.5% และ FDCB ปริมาณ 0.2% ในสูตรสวนผสมลูกชิ้น ตาม
ขอ 4.3.3.2 

ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ 

(vacuum packaged) เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 
12-21 วัน และเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 วัน  
 

4.3.5 การวิเคราะหคุณภาพของลูกชิ้นไก  
4.3.5.1 การวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย 
วิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (total plate count) และปริมาณแบคทีเรียกรด    

แลคติก โดยวิธีตาม AOAC (1997); Ananou et al. (2005) และ Viana et al. (2005) ชั่งตัวอยางลูกชิ้น
ไก 10 กรัม เติม 0.1% peptone water (Hi-media, Mumbai, India) ปลอดเชื้อจํานวน 90 มิลลิลิตร ตี
ปนดวยเครื่องตีปน (Stomacher Lab-blender model 400, Seward, London, England) ที่ระดับ
ความเร็วปานกลาง เปนเวลา 1 นาที และที่ระดับความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาที ไดสารละลาย
ตัวอยางความเขมขน 10-1 เจือจางตัวอยางดวย 0.1% peptone water ใหไดระดับความเขมขนที่ 10-2-
10-6 แลวทําการ spread plate โดยปเปตสารละลายตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร ใสลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยง
เชื้อ PCA agar (Hi-media, Mumbai, India) สําหรับการหาปริมาณจุลินทรียทั้งหมด บมที่อุณหภูมิ 

37oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง และบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar (Hi-media, Mumbai, India) สําหรับ

การหาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก บมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ในสภาวะไร



 

 

อากาศ ตรวจนับจํานวนโคโนนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้ออยูในชวง 30-300 โคโลนี หาคาเฉลี่ย
และรายงานผลเปนหนวย log cfu/g  

4.3.5.2 การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี 
4.3.5.2.1 การวัดคาความเปนกรด-ดาง 
การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของลูกชิ้นไก โดยสุมตัวอยางลูกชิ้น วัด pH ดวย

เครื่อง meat pH meter แบบ probe แทง (Hanna; HI99163 pH/temperature meter, Italy) 
4.3.5.2.2 การวิเคราะหคา TBARS  
ติดตามการเกิดออกซิเดชันดวยการวิเคราะหคา Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances (TBARS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ McDonald and Hultin (1987) ทําการวิเคราะหโดย
ชั่งตัวอยางลูกชิ้นไก 10 กรัม กับน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร ตีปนละเอียดดวยเครื่องปนไฟฟา 
(Homogenizer) เปนเวลา 1 นาที ปรับ pH ใหเทากับ 1.5 ดวย 4.0 M HCl  แลวเติม BHA (1.5% BHA  
in ethanol) 500 ไมโครลิตร และสารปองกันการเกิดฟอง (antifoam) 1-2 หยด กล่ันดวยความรอน
โดยตรงใหได distillate 25 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาการเกิดสี (color reaction)โดยใช distillate 5 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เติม 0.02 M TBA (in 15% TCA) 5 มิลลิลิตร บมสารละลายในอาง

ควบคุมอุณหภูมิที่ 90oC เปนเวลา 60 นาที ลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วโดยการแชน้ําเย็นจดั วดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร โดยใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer, 
GBC รุน UV/VIS 916) และคํานวณปริมาณ MDA  (mg/kg)  ของตัวอยาง โดยคํานวณคาความ
เขมขนเทียบกับกราฟมาตรฐานของ malonaldehyde (MDA) ที่ความเขมขน 0, 0.25, 0.5,1.0, 1.5, 
2.0, 3.0 และ 4.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  การเตรียม stock solution ของ MDA โดยช่ัง 1,1,3,3 
Tetraethoxypropane (Fluka, USA) 100 mg แลวปรับปริมาตรเปน 10  มิลลิลิตร ดวย 0.1 N HCl ตม
ในน้ําเดือด 5 นาที แลวทําใหเย็นอยางรวดเร็วโดยเปดน้ําไหลผาน จะได stock solution เขมขน 10 
mg/ml 

4.3.5.2.3 การวิเคราะหปริมาณ  hexanal 
วิเคราะหหาปริมาณ hexanal จาก headspace volatiles ดวยวิธี headspace ดัดแปลง

ตามวธีิของ Ahn et al. (2007)  โดยช่ังตัวอยางจํานวน 1.5 กรัม ใสใน GC vials ขนาด 22 มิลลิลิตร 
เติม  deionized water 3 มิลลิลิตร แลวไลอากาศดวยกาซไนโตรเจน ปดฝา vial ดวยฝาอลูมิเนียมและ 
Teflon septa อยางรวดเร็วใหสนิท นําขวด vial ตัวอยางใสในชองตัวอยาง (carousel) ของ 

headspace autosampler (Teledyne Tekmar HT3TM, USA) ตั้งคาใหความรอน 70oC เปนเวลา 30 
นาที แลวเขยาผสมตัวอยางเปนเวลา 2 นาที แลวทําการ pressurize ดวย helium  0.30 นาที จากนั้น 
headspace ของตัวอยางจะถูกดูดเขาในใน loop เปนเวลา 0.30 นาที แลวฉีดเขาเครื่อง Gas 
Chromatography (Varian, CP-3800 GC; Varian Associates, Walnut Creek, USA) โดยตั้งเวลาใน



 

 

การฉีด 1 นาที มีอุณหภูมิของ injector เทากับ 220oC split ratio 10:1 โดยใชคอลัมน fused silica 
capillary column (CP8924, 30 m ×0.32 mm ID ×0.25μm film thickness) ตั้งคาการไหลของ 

carrier gas เทากับ 2.0 ml/min อุณหภูมิเร่ิมตนจาก 35oC 5 นาที แลวเพิ่มเปน 45oC (8oC/min) และที่ 

200oC (40oC/min) 6 นาที อุณหภูมิของ FID detector ตั้งที่ 250oC การคํานวณความเขมขนของ 
hexanal ในตัวอยาง จากกราฟมาตรฐาน โดยฉีด standard hexanal (H9008, Sigma-Aldrich Co.St. 
Louis, USA) ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 7.5 μg/ml รายงานผลของ
ปริมาณ hexanal เปน μg/g 

4.3.5.3 การวิเคราะหเนื้อสัมผัส 
การวิเคราะหเนื้อสัมผัสดวยเครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture Analyzer: TA.XT.plus, 

Texture Technologies Crop., Scardals, USA) ใชหัววัด (Probe) แบบ spherical probes (P/ 0.5 s, 1.2 
cm diameter ball probe) และใชอัตราการเคลื่อนที่ของหัววัดเทากับ 2 มิลลิเมตรตอวินาที ระยะทาง
การกดของหัววัดเทากับ 10 มิลลิเมตร นําตัวอยางลูกชิ้นไกขนาดเสนผานศูนยกลาง 22 มิลลิเมตร 
ยาว 2 เซนติเมตร วัดเนื้อสัมผัสตัวอยางละ 6 ครั้ง อานคาแรงตานทานการกด หนวยเปนนิวตัน (N) 
(Huang et al., 2005)  

4.3.5.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย ทางเคมี และทางกายภาพ โดยวิเคราะห 3 ซํ้าในทุก

การวิเคราะห วิเคราะหขอมูลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) วางแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s 
Multiple Range Test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p<0.05) ดวยโปรแกรม Statistical 
Analysis System (SAS institute, Inc., 1995) สําหรับทุกการวิเคราะห 

 

4.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 
4.4.1 ผลการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิเคลือบลูกชิ้นไก 
ลูกชิ้นที่เคลือบ (coating) ดวยสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR 1401 และไน

ซิน เพื่อยืดระยะเวลาการเก็บรักษาลูกชิ้นไก (รูป 4.1) พบวา ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรีย
ทั้งหมดมากกวาลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินโดยในวันที่ 9 ของสภาวะบรรจุแบบปกติ (รูป 4.1A) 
ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่ 5.05 log cfu/g  ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริ
โอซินชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (FCBS) และชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS) และไนซิน 
มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่ 1.26, 1.25 และ 2.05 log cfu/g ตามลําดับ จากมาตรฐานจุลินทรีย
กําหนดปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดในอาหารที่สามารถยอมรับไดสําหรับลูกชิ้นไกไมเกิน 105 cfu/g 
(5 log cfu/g) (มอก.1009-2533; the Meat Standards Committee of ARMCANZ, 2003)  ดังนั้น



 

 

ลูกชิ้นควบคุมสามารถเก็บไดนานประมาณ 9 วัน ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซิน และไนซิน

สามารถเก็บไดนานกวา 15 วัน และ 18 วัน ตามลําดับที่อุณหภูมิ 4oC  
สําหรับลูกชิ้นไกในสภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 4.1B) ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคที

ริโอซินและไนซิน มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาลูกชิ้นควบคุม และเมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดลูกชิ้นพบวา ลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บรักษา 12 วัน ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบ
สารแบคทีริโอซินและไนซินสามารเก็บไดนานกวา 18 วัน และ 21 วัน ตามลําดับ แสดงวา ลูกชิ้น
เคลือบสารแบคทีริโอซินสามารถยืดอายุการเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุมประมาณ 1 สัปดาห 

เชื้อ LAB เปนเชื้อแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งที่เปนสาเหตุของการเนาเสียของลูกช้ิน ที่เก็บรักษา
ในตูเย็นหรือที่อุณหภูมิต่ํา ทําใหผิวของลูกชิ้นมีลักษณะเปนเมือก (slime surface) เกิดกาซ (gassing) 
และกลิ่นรสเปรี้ยว (souring) เปนตน กลุมเชื้อ spoilage LAB ที่พบและเปนสาเหตุของการเนาเสีย
ของเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสวนใหญ เกิดจากเชื้อ Leuconostoc sp. (Samelis et al., 2006), 
Streptococcus faecium, Strep. faecalis, Microbacterium thermosphactum (Holy et al., 1992) เปน
ตน     

ปริมาณเชื้อ LAB ทั้งหมด (รูป 4.2) ของลูกชิ้นไกทุกชนิด สามารถตรวจพบไดในวันที่ 9 
ของการเก็บรักษา ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินทุกชนิดมีปริมาณเชื้อ LAB นอยกวาลูกชิ้น
ควบคุมทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ และเมื่อพิจารณาลูกชิ้นในวันที่ 15 
ของสภาวะการบรรจุแบบปกติ พบวา ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณ LAB ทั้งหมดเทากับ 5.17  log cfu/g 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินชนิด HCBS, FCBS และไนซินมี 3.79, 3.88 และ 3.51 log 
cfu/g ตามลําดับ และแบบสุญญากาศ ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณ LAB ทั้งหมดเทากับ 5.11 log cfu/g 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินชนิด HCBS, FCBS และไนซินมี 3.89, 3.87 และ 3.43 log 
cfu/g ตามลําดับ  

และตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 21 วัน ลูกชิ้นไกไมมีลักษณะเปนเมือกเยิ้มหรือมีกล่ิน
เหม็นเปร้ียว เนื่องจากผลของปริมาณ LAB ทั้งหมดที่พบในลูกชิ้นทุกชนิดนั้นต่ํากวา 107-108 cfu/g 
ซ่ึงเปนปริมาณที่ไมมากพอ สําหรับเชื้อ LAB เกิดการสรางกรดและปลอยออกมาอยูในสิ่งแวดลอม 
(Kun  et al., 2008) จากผลทางจุลินทรียของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน แสดงวาสารแบคทีริ
โอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ชนิด HCBS มีความสามารถในการลดปริมาณ
เชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนไดไมแตกตางกับชนิด FCBS และไนซิน (p>0.05) ดังนั้นจึงเลือก HCBS ที่มี
การเตรียมไดงาย สะดวก และใชตนทุนในการผลิตที่ต่ํากวา FCBS เพื่อใชเปนสารตานจุลินทรียจาก
ธรรมชาติ ในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกตอไป  
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รูป 4.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging 
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รูป 4.2 ปริมาณ LAB (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 48 

ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic 
packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินมีคา pH แสดงดังตารางที่ 4.2 ลูกชิ้นทุกชนิดมีคา pH 
แตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) เมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและ
แบบสุญญากาศ โดยมีชวง pH เทากับ  6.17-6.30 และมีคาไมแตกตางกับคา pH ของ batter คือ 6.30 
(ไมไดแสดงผล) คา pH ของอาหารเปนตัวกําหนดชนิด และปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนใน
อาหารได โดยทั่วไปแบคทีเรียสวนใหญจะเจริญไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง และคอนขางไปทางดาง
ออน (pH 7-9) ดังนั้นเนื้อสัตวและผลิตภัณฑที่มีชวง pH สูง จึงเกิดการเนาเสียไดงายกวาเนื้อสัตวที่มี
ชวง pH ต่ํา (pH<6) (Borch, Kant-Muermans, and Blixt, 1996) 
 

ตารางที่ 4.2 คา pH ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

pH 

Aerobic Packaging  Vacuum Packaging 

Storage 
time 

(days) C HCBS FCBS Nisin  C HCBS FCBS Nisin 

0 6.27a(1) 6.28a 6.22b 6.20c  6.28a 6.24b 6.20b 6.22b 
3 6.28a 6.27a 6.20b 6.20b  6.30a 6.26b 6.21c 6.23bc 
6 6.27a 6.23ab 6.18b 6.19b  6.28a 6.24b 6.20b 6.23b 
9 6.26a 6.22ab 6.18bc 6.17c  6.28a 6.23b 6.19b 6.23b 

12 6.27a 6.22bc 6.23ab 6.18c  6.27a 6.23b 6.20b 6.22b 
15 6.26a 6.23a 6.18b 6.17b  6.28a 6.24ab 6.21b 6.20b 
18 6.27a 6.22b 6.18c 6.18c  6.23a 6.25a 6.22a 6.22a 
21 6.27a 6.22b 6.18c 6.18c  6.22a 6.25a 6.20a 6.20a 

(1) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 
 

การเกิดออกซิเดชันในลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินแสดงโดยคา TBARS (รูป 4.3) 
ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินทุกชนิดมีคา TBARS ไมแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุแสดงวา สารแบคทีริโอซินไม
สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันของไขมันในตัวอยางลูกชิ้นไกได 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน แสดงดังรูป 4.4 พบวา ลูกชิ้นเคลือบสาร
แบคทีริโอซินบรรจุแบบปกติมีคาแรงตานทานการกดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาเก็บรักษา โดยมีคาแรงอยูระหวาง 5.30- 6.62 N แตการบรรจุแบบ
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สุญญากาศแรงกดของลูกชิ้นแตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) โดยลูกชิ้นเคลือบไนซินมีแรงกดลดลง
เมื่อเก็บนานขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.3 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.4 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 
12 
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4.4.2 ผลการผสมสารแบคทีริโอซินในสวนผสมของลูกชิ้นไก 
การผสมสารแบคทีริโอซินเขมขน 2 ชนิดไดแก CCB และ FDCB และไนซิน ลงใน batter 

ของลูกชิ้นไกพบวา ในสภาวะบรรจุแบบปกติ (รูป 4.5A) ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้น
ผสมสารแบคทีริโอซินทั้ง 2 ชนิด และไนซินมีปริมาณต่ํากวาลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาการเก็บ 
ในสภาวะการบรรจุแบบปกติลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บประมาณ 15 วัน ขณะที่ลูกชิ้นผสมสาร
แบคทีริโอซินสามารถเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุม โดยลูกชิ้นผสม CCB สามารถเก็บรักษาได
ประมาณ 18 วัน ลูกชิ้นผสม FDCB กับลูกชิ้นผสมไนซิน เก็บไดนานขึ้นถึง 21 วัน และแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บไดประมาณ 18 วัน ขณะที่ลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินทุก
ชนิด รวมทั้งไนซินสามารถเก็บไดนานกวา 21วัน ของระยะเวลาการเก็บรักษา 

ปริมาณ LAB ทั้งหมดในลูกชิ้นไก เร่ิมตรวจพบไดในวันที่ 9 ของระยะเวลาเก็บรักษา 
ลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินทั้ง 2 ชนิด และไนซินมีปริมาณ LAB  ทั้งหมดต่ํากวาเมื่อเทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุม โดยในวันที่ 18  ของสภาวะการบรรจุแบบปกติลูกชิ้นควบคุมมี 5.87 log cfu/g ขณะที่
ลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินชนิด CCB และ FDCB และไนซินมี 5.29, 4.22 และ 4.16 log cfu/g 
ตามลําดับ และในสภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศลูกชิ้นควบคุมมี 4.47 log cfu/g ขณะที่ลูกชิ้นผสม
สารแบคทีริโอซินชนิด CCB และ FDCB และไนซินมี 4.18, 4.22 และ 4.12 log cfu/g ตามลําดบั  

คา pH ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบ
สุญญากาศ (ตารางที่ 4.3) คา pH ของลูกชิ้นทุกชนิดมีคาไมแตกตางกันตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุ โดยมีชวง pH ระหวาง 5.99-6.30 แสดงวาระยะเวลาการเก็บรักษา ของลูกชิ้น

ที่อุณหภูมิ 4oC ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา pH ในตัวอยางลูกชิ้น  
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รูป 4.5 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging  
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รูป 4.6 ปริมาณ LAB (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 

48 ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ 
aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging  
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ตารางที่ 4.3 คา pH ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC  

pH 

Aerobic Packaging  Vacuum Packaging 

Storage 
time 

(days) C CCB FDCB Nisin  C CCB FDCB Nisin 

0 6.27a(1) 6.22b 6.19bc 6.16c  6.28a 6.24a 6.18c 6.17c 
3 6.28a 6.24b 6.20bc 6.17c  6.30a 6.26b 6.21c 6.18c 
6 6.27a 6.23bc 6.18c 6.16c  6.28a 6.24b 6.20bc 6.16c 
9 6.26a 6.22b 6.18bc 6.16c  6.28a 6.23b 6.19bc 6.16c 
12 6.27a 6.22b 6.23ba 6.16c  6.27a 6.23b 6.20bc 6.17c 
15 6.26a 6.23a 6.18b 6.17b  6.26a 6.24a 6.21ab 6.18b 
18 6.27a 6.22b 6.18c 6.16c  6.22a 6.25a 5.99b 6.17a 
21 6.26a 6.25a 6.20b 6.17c  6.26a 6.24a 6.17b 6.18b 

(1) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 

ปริมาณ TBARS ในตัวอยางลูกชิ้นไกที่ผสมดวยสาร CCB, FDCB และไนซิน เก็บที่ 4oC 
เปนระยะเวลา 12 วัน แสดงดังรูป 4.7 มีคาไมแตกตางกันเมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม (p>0.05) โดย
ลูกชิ้นทุกชนิดมีคา TBARS สูงขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกแสดงดังรูป 4.8 พบวา ลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินทุกชนิด 
และลูกชิ้นควบคุมมีคาแรงตานทานการกดแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) ตลอดระยะการเก็บรักษา
ทั้งสภาวะบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ โดยเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นลูกชิ้นมีคาแรงการ
กดเพิ่มขึ้นดวย เรียงลําดับจากคาสูงที่สุดไปหาต่ําสุดคือ ลูกชิ้นผสมไนซิน ลูกชิ้น CCB ลูกชิ้น 
FDCB และลูกชิ้นควบคมุ ตามลําดับ แสดงวาสารแบคทีริโอซินและไนซินทางการคาที่ผสมลงไป 
ซ่ึงเปนสวนผสมเพิ่มเติมจากลูกชิ้นควบคุม ทําใหเกิดแรงตานทานการกดที่กระทําตอหัววัดมีคามาก
ขึ้น 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.7 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซิน เก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.8 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกที่ผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 
12 
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4.4.3 ผลการผสมสารสกัดโรสแมรีในผสมของลูกชิ้นไก 
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีไดแก OR และ ORH ปริมาณ 

0.5% ลงในสวนผสมของลูกชิ้น แสดงดังรูป 4.9 พบวา มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยที่
ลูกชิ้นที่เติมสารสกัดโรสแมรีชนิด ORH มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาชนิด OR และลูกชิ้น
ควบคุม ในวันที่ 15 ของการเก็บแบบปกติพบวา ลูกชิ้น OR มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไมแตกตาง
กับลูกชิ้นควบคุม มีปริมาณเทากับ 5.45 และ 5.77 log cfu/g แตลูกชิ้น ORH มีคาเทากับ 3.55 log 
cfu/g แสดงวาการใช ORH เติมลงในลูกชิ้นไกสามารถลดปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไดเทากับ 2 log 
cfu/g เทียบกับลูกชิ้นควบคุม โดยลูกชิ้นควบคุมและลูกชิ้น OR สามารถเก็บรักษาไดนานประมาณ 
12 วัน ขณะที่ลูกชิ้น ORH สามารถเก็บไดนานมากกวา 21 วัน 

ปริมาณเชื้อ LAB ทั้งหมดของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูป 4.10 พบวา 

ปริมาณ LAB ทั้งหมดของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่ 4oC ตรวจพบไดในวันที่ 12 ของ
การเก็บรักษา โดยลูกชิ้นทุกชนิดมีปริมาณ LAB ไมแตกตางกัน (p>0.05) ทั้ง 2 แบบสภาวะบรรจุ
แบบปกติและแบบสุญญากาศ และมีปริมาณที่เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นในลูกชิ้นที่เติม
สารสกัดโรสแมรีและลูกชิ้นควบคุมไมแตกตางกัน (p>0.05)  

คา pH ของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีทุกชนิด และลูกชิ้นควบคุม เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 
(ตารางที่ 4.4) มีคา pH ไมแตกตางกัน (p>0.05)  ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุ แตมีแนวโนมที่ลดลงเพียง

เล็กนอย โดยมีคา pH อยูในชวง 6.12-6.22 แสดงวา  เมื่อเก็บลูกชิ้นที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลานานหรือ
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 21 วัน ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา pH ของลูกชิ้นทุกชนิด 
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รูป 4.9 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.10 ปริมาณ LAB (Log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC นาน 48 

ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic 
packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ตารางที่ 4.4 คา pH ของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC 

pH 

Aerobic Packaging  Vacuum Packaging 
Storage time 

(days) 
C OR ORH  C OR ORH 

0 6.22(1) 6.21 6.22  6.14 6.15 6.15 
3 6.14 6.15 6.16  6.14 6.15 6.16 
6 6.12 6.14 6.14  6.13 6.14 6.15 
9 6.13 6.15 6.15  6.15 6.16 6.15 
12 6.12 6.14 6.14  6.14 6.14 6.15 
15 6.13 6.15 6.15  6.13 6.15 6.15 
18 6.12 6.13 6.14  6.13 6.14 6.14 
21 6.12 6.13 6.14  6.13 6.14 6.14 

(1) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 
การเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรี 2 ชนิดไดแก OR และ ORH และ

ลูกชิ้นควบคุม เก็บที่อุณหภูมิ 4oC โดยการหาปริมาณ TBARS แสดงผลดังรูป 4.11 พบวา ปริมาณ 
TBARS ของลูกชิ้นไกทุกชนิดในวันที่ 0-3 อยางคอนขางต่ําประมาณ 0.13-0.20 μg MDA/g sample   
และเริ่มเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้น หลังจากผานวันที่ 6 ไปแลว โดยเฉพาะใน
วันที่ 12 ของการบรรจุแบบปกติ คา TBARS ของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีชนิด OR มีคาสูง
ที่สุดเทากับ 0.42 μg MDA/g sample แตปริมาณ TBARS ของลูกชิ้นที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรี
ชนิด ORH มีคาที่ไมเปล่ียนแปลงจากวันที่ 0 และมีคาต่ํากวาการเติมสารสกัดโรสแมรีชนิด OR และ
ลูกชิ้นควบคุมทุกตัวอยางตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ดังนั้นลูกชิ้นไกผสมสารสกัดจากโรสแมรี
ชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) มีการเกิดออกซิเดชันที่แตกตางกับการใชชนิด oil of 
rosemary (OR) ที่ไมสามารถยับยั้งการเกิดออกเดชันไดเทียบกับลูกชิ้นควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) แสดงวา สารสกัดโรสแมรีชนิด OR ไมเหมาะที่จะนํามาใชเปนสารตานออกซิเดชัน
ในลูกชิ้นไก 

เมื่อสภาวะในการบรรจุของลูกชิ้นตางกันมีผลตอการเกิดออกซิเดชันที่แตกตางกันพบวา
สภาวะในการบรรจุแบบปกติ (รูป 4.11A) ของตัวอยางลูกชิ้นทุกชนิดมีปริมาณ TBARS สูงกวา
สภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 4.11B) ซ่ึงมีผลเชนเดียวกับการทดลองของ Martınez et al. 



 

 

(2007) รายงานวา ผลของสภาวะการบรรจุที่ไมมีออกซิเจน ชวยยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมัน
ในอาหารไดดีขึ้นเมื่อใชรวมกับสารตานออกซิเดชันที่ไดจากสารสกัดโรสแมรี วิตามินซี และ
พริกไทยดํา เปนตน  

แบบบรรจุภัณฑมีอิทธิผลตอการเกิดออกซิเดชันของอาหาร ที่มีไขมันเปนองคประกอบเชน 
ผลิตภัณฑเนื้อ เปนตน ดังนั้นการบรรจุแบบสุญญากาศสามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก 
เนื่องจากไมมีออกซิเจนไปเรงการเกิดออกซิเดชันของไขมันในอาหาร ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัย
ของ Martınez et al. (2006) ที่ทําการศึกษาผลของระดับความเขมขนของปริมาณออกซิเจน ในการ
บรรจุแบบดัดแปรบรรยากาศ (modified atmosphere) ที่ % ออกซิเจน: % คารบอนไดรออกไซด: % 
ไนโตรเจนตางๆไดแก 0:20:80, 0:20:80 + O2 scavenger, 20:20:60, 40:20:40, 60:20:20 และ 
80:20:0 ตออายุการเก็บรักษาของไสกรอกหมูพบวา ตัวอยางไสกรอกหมูที่บรรจุแบบไมมีออกซิเจน 
(vacuum packed) และแบบใสตัวกําจัดออกซิเจน สามารถยืดอายุการเก็บของไสกรอกหมูได โดยทีสี่
และกลิ่นไมเปลี่ยนแปลง เนื่องจากมีอัตราการเกิดออกซิเดชัน ต่ํา และในตัวอยางที่มีออกซิเจนเปน
สวนประกอบจะมีการเปลี่ยนแปลงของสี (discoloration)  และเกิดกลิ่น (off-odor) อยางรวดเร็ว
ภายใน 8 วัน ของการเก็บรักษา 

การวิเคราะหปริมาณ hexanal  ในลูกชิ้นไก โดยใชเครื่อง gas chromatography (GC) เปน
อีกวิธีหนึ่งที่ใชในการศึกษาการเกิดออกซิเดชันของไขมันในผลิตภัณฑอาหาร เชนเดียวกับคา 
TBARS ซ่ึงทั้ง 2 คามีความสัมพันธไปในทางเดียวกัน (Ahn, Grün, and Mustapha, 2007) โดยที่
ปริมาณ hexanal ในลูกชิ้นไกจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นหลังจากวันที่ 6 เชนกันกับปริมาณ 
TBARS (รูป 4.12) และเมื่อพิจารณาชนิดของสารสกัดโรสแมรีทั้ง 2 ชนิดที่ใชในลูกชิ้นไกก็ใหผล
เหมือนกันคือลูกชิ้น ORH มีปริมาณ haxanal ท่ีต่ํากวาลูกชิ้น OR และลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) ทั้ง 2 
แบบการบรรจุ โดยสังเกตในวันที่ 12 ปริมาณ hexanal ของลูกชิ้น ORH , OR และ ลูกชิ้นควบคุม
เก็บแบบปกติมีคาเทากับ 0.500, 1.055  และ 0.856 μg/g ตามลําดับ ขณะที่เก็บแบบสุญญากาศมีคา
เทากับ 0.989, 1.047 และ 0.487 μg/g ตามลําดับ 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูป 4.13 พบวา ลูกชิ้นไกที่ผสม
สารสกัดโรสแมรีทุกชนิด มีคาแรงตานทานการกดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ตลอดระยะการ
เก็บรักษาทั้งสองสภาวะการบรรจุ แสดงวาการใชสารสกัดโรสแมรีผสมลงใน batter ของลูกชิ้นนั้น
ไมมีผลตอคาแรงตานทานการกดที่เพิ่มมากขึ้นเม่ือระยะเวลาการเก็บนานขึ้น (p>0.05) เทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุม 
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รูป 4.11 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.12 ปริมาณ hexanal (μg/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= 
บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกัน
ในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 6 
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รูป 4.13 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 12 
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4.4.4 ผลการใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับผลิตลูกชิ้นไก 
การศึกษาการใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี เพื่อเปนสารตาน

แบคทีเรีย (antibacterial) และสารตานออกซิเดชัน (antioxidation) ในลูกชิ้น 2 ชนิดคือ ลูกชิ้นผสม
สารสกัดโรสแมรีแลวเคลือบสารแบคทีริโอซิน (mixed with rosemary extract and coated with 
bacteriocins; RC) และลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี (mixed with bacteriocins 
and rosemary extract; MR)   

ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นถึง 5 log cfu/g (ปริมาณเชื้อจุลินทรีย
ทั้งหมดที่เกินมาตรฐานกําหนด) ของสภาวะการบรรจุแบบปกติ (รูป 4.14A) ในวันที่ 15 ขณะที่
ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้นไก RC และ MR มีปริมาณนอยกวาลูกชิ้นควบคุม โดยท่ี
ลูกชิ้น MR มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดนอยกวา RC และลูกชิ้นควบคุม คือ 3.54, 4.83 และ 5.14 
log cfu/g ตามลําดับ แสดงวา ลูกชิ้น MR มีอายุการเก็บนานกวา 21 วัน และลูกชิ้น RC สามารถเก็บ
ไดประมาณ 20 วัน ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมประมาณ 14 วัน และสภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 
4.14B)  สามารถเก็บได 21 วัน 19 วัน และ 16 วัน ตามลําดับ 

จากผลการทดลองพบวาการใชสารสกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary Herbalox®, ORH)  
0.5% รวมกับสารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง (freeze drying crude bacteriocins, FDCB) 0.2% ผสม
เพิ่มในสวนผสมของลูกชิ้น (ลูกชิ้น MR) สามารถลดปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไดดีกวาการใชสาร
สกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary Herbalox®, ORH) 0.5% แลวเคลือบดวย heated crude 
bacteriocins supernatant (HCBS) (ลูกชิ้น RC) ทั้งนี้ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดในวันที่ 15 ของสภาวะ
การบรรจุแบบปกติลูกชิ้น MR มีปริมาณลดประมาณ 1.54 log cycle และในวันที่ 18 สภาวะการ
บรรจุแบบสุญญากาศ มีปริมาณลดประมาณ 2.21 log cycle เมื่อเปรียบเทียบกับลูกชิ้นควบคุม  

ปริมาณเชื้อ LAB ทั้งหมดในลูกชิ้นไก แสดงดังรูป 4.15 พบวา ปริมาณ LAB ทั้งหมดของ

ลูกชิ้นไกเก็บที่ 4oC สามารถตรวจพบไดในวันที่ 6 เปนตนไป ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR มีปริมาณ 
LAB นอยกวาลูกชิ้นควบคุม ทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศตลอดระยะเวลา
การเก็บ 21 วัน จากผลการทดลองนี้แสดงวา สามารถใชสารตานจุลินทรียจากธรรมชาติ ไดแก สาร
แบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีแทนสารตานจุลินทรียจากเคมี ที่อาจเปนอันตรายตอผูบริโภค
ในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกได 

 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.14 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= 
บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 

 
 

L
og

10
 cf

u/
g 

Storage time (day) 

A 

B 

A 
B 

C 
C 

B 

A 

A 
A B 

B C 
C 

A 
A 

A 
A 
A 

A 
A 

A 

A 
A 

A 
A 

0 . 00

1 . 00

2 . 00

3 . 00

4 . 00

5 . 00

6 . 00

7 . 00

0 3 6 9 12 15 18 21 

C
RC
MR

(A) 

0 . 00

1 . 00

2 . 00

3 . 00

4 . 00

5 . 00

6 . 00

7 . 00

0 3 6 9 12 15 18 21 

C
RC
MR

(B) 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.15 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC 
นาน 48 ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ผลการวัดคา pH ของลูกชิ้นไกที่ใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ (ตารางที่ 4.5) มีคาไมแตกตาง
กันระหวางลูกชิ้นที่ผสมดวยสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีกับลูกชิ้นควบคุม ตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษาและในสภาวะการบรรจุที่แตกตางกัน โดยที่คา pH ของลูกชิ้นควบคุมและ
ลูกชิ้นที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี มีคา pH ตางกันเล็กนอยอยูในชวง ± 0.02-0.04 

แสดงวาการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาของลูกชิ้นที่อุณหภูมิ 4oC ไมมีผลตอการ
เปล่ียนแปลงคา pH  

 
ตารางที่ 4.5 คา pH ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC 

pH 

Aerobic Packaging  Vacuum Packaging 
Storage time 

(days) 
C RC MR  C RC MR 

0 6.21a(1) 6.18b 6.17b  6.19a 6.17ab 6.15b 
3 6.17b 6.19a 6.20a  6.21a 6.21a 6.20a 
6 6.19b 6.20ab 6.21a  6.21a 6.21a 6.21a 
9 6.19b 6.21a 6.22a  6.23a 6.22a 6.23a 

12 6.15a 6.17b 6.10c  6.17a 6.17a 6.10b 
15 6.16b 6.17a 6.18a  6.14a 6.15a 6.15a 
18 6.15b 6.17a 6.17a  6.18a 6.19a 6.18a 
21 6.11b 6.13a 6.12a  6.14a 6.14a 6.13a 

(1) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 
ผลการใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในลูกชิ้นไก ในการตานการเกิด

ออกซิเดชัน แสดงถึงคา TBARS (รูป 4.16) พบวา ลูกชิ้นไกควบคุมมีคา TBARS สูงกวาลูกชิ้น RC 
และลูกชิ้น MR อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยที่ระยะเวลาการเก็บที่ 12 วัน ของสภาวะการ
บรรจุแบบปกติลูกชิ้นควบคุมมีคา TBARS สูงที่สุดเทากับ 1.42 μg MDA/g ขณะที่คา TBARS ของ
ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR มีคาเทากับ 0.29 และ 0.23 μg MDA/g ตามลําดับ และสภาวะการบรรจุ
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แบบสุญญากาศคา TBARS ของลูกชิ้นควบคุมมีคาสูงที่สุด รองลงมาคือ ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR 
โดยมีคาเทากับ 0.60, 0.26 และ 0.23 μg MDA/g ตามลําดับ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 4.16 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและสารสกัดโรสแม

รีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum 
packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05), n= 8 
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ปริมาณ hexanal ในลูกชิ้นไกแสดงดังรูป 4.17 โดยปริมาณ hexanal ของลูกชิ้นควบคุมมี
คาที่สูงที่สุดเทากับ 11.937 μg/g (บรรจุแบบปกติ) เมื่อเทียบกับลูกชิ้นที่ใชสารแบคทีริโอซินและ
สารสกัดโรสแมรี ซ่ึงมีปฏิสัมพันธเหมือนกับปริมาณ TBARS คือ ถามีปริมาณ TBARS สูงก็จะมี
ปริมาณ hexanal สูงขึ้นเชนกันในทุก ๆ ตัวอยางที่ระยะเวลาการเก็บวันเดียวกัน (r2 = 0.85; p<0.05) 
และเมื่อพิจารณาผลรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีตอปริมาณ hexanal 
พบวาลูกชิ้น MR มีปริมาณ hexanal ตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา 12 วันนั้นต่ํากวาลูกชิ้น CR 
และแตกตางจากลูกชิ้นควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยในวันที่ 12 (บรรจุแบบปกติ) 
มีคาลดลงจากลูกช้ิน CR  และลูกชิ้นควบคุม คิดเปน 54.52% และ 94.46% ตามลําดับ  และแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นมีปริมาณ hexanal สูงที่สุดไปต่ําที่สุดคือ ลูกชิ้นควบคุม ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR 
โดยมีคาเทากับ 9.179, 2.462 และ 0.681 μg/g ตามลําดับ 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกท่ีผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูปที่ 4.18 
พบวา ลูกชิ้นไกที่ผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีทุกชนิด มีคาแรงตานทานการกด
แตกตางกันเพียงเล็กนอย (p<0.05) ในบางวันของการเก็บรักษาที่บรรจุแบบปกติ แตสําหรับแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีโดยรวมไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ (p>0.05) ตอคาแรงตานทานการกด (N.) เทียบกับลูกชิ้นควบคุม แตลูกชิ้น MR มีแรงกดสูงกวา
ลูกชิ้น RC และลูกชิ้นควบคุมเล็กนอยตลอดระยะเวลาเก็บรักษา 
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รูป 4.17 ปริมาณ hexanal (μg/g sample) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและสารสกัดโรสแมรี

ในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum 
packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05), n= 4 
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รูป 4.18 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและ

สารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิที่ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 12 
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4.4 สรุปผลการทดลอง 
สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรสแมรี 

สามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกเก็บที่อุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปกติ และแบบ
สุญญากาศไดนานกวาเมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม  เมื่อพิจารณามาตรฐานการปนเปอนของปริมาณ        
จุลินทรียทั้งหมดที่ไมยอมรับในอาหารคือ 5.0 log cfu/g พบวา ลูกชิ้นที่เคลือบสารแบคทีริโอซิน 
ลูกชิ้นที่ผสมสารแบคทีริโอซิน ลูกชิ้นที่ผสมสารสกัดโรสแมร ีและลูกชิ้นที่ใชทั้งสารแบคทีริโอซิน
และสารสกัดโรสแมรีมีอายุการเก็บรักษาไดนานกวา 9-15 วัน ของระยะเวลาการเก็บของลูกชิ้น
ควบคุม และการผสมสารสกัดโรสแมรีในลูกชิ้นไก สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันไดดีกวา
ลูกชิ้นลูกชิ้นควบคุม โดยในวันที่ 12 ของการเก็บรักษาลูกช้ินที่ผสมดวยสารสกัดโรสแมรีชนิด 

oleoresin rosemary Herbalox® มีคา TBARS และปริมาณ hexanal ต่ําที่สุดเทียบกับลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.05) คา pH และคาตานทานการกดของลูกชิ้นมีคาไมแตกตางกัน (p>0.05) ตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา 

ดังนั้นสารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรสแมรีชนิด 

oleoresin rosemary Herbalox® สามารถใชเปนสารตานจุลินทรียและสารตานออกซิเดชัน เพื่อยืด
อายุการเก็บของลูกชิ้นไกได  
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
การแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนในลูกชิ้น และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีจํานวน

ประชากรสูง (dominant microbial flora) เพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria) ได
ทั้งหมด 3 สายพันธุคือ Staphylococcus lentus, Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus spp. 
strain PN-3 มีจํานวนประชากรเทากับ 3%, 12% และ 85% ตามลําดับ และเมื่อใชเปนเชื้อแบคทีเรีย
ทดสอบความสามารถในยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) 
จํานวน  5  สายพันธุจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยวิธี 
agar well diffusion พบวา เชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เหมาะสม สําหรับใชในการทดสอบประสิทธิภาพ
การยับยั้งของสารแบคทีริโอซินคือ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-3  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ซ่ึงมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งดีที่สุด
จาก 5 สายพันธุไดแก Lactococcus lactis TISTR  1401,  Lactobacillus acidophilus  TISTR 1338, 
Pediococcus acidilactici TISTR 425, Pediococcus acidilactici TISTR 424 และ Pediococcus 
acidilactici TISTR 051 พบวา สารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบดีที่สุดคือ สารแบคทีริโอซิน (CBS) จากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ซ่ึงมี

คุณสมบัติที่มีความเสถียรตอความรอนไดถึง 100oC เปนเวลา 20 นาที และมีความเสถียรตอชวง pH 
2-7 จะสูญเสียประสิทธิภาพการยับยั้งลดลงครึ่งหนึ่งที่ pH 8 เทียบกับที่ pH 6.5 และสูญเสีย
ประสิทธิภาพการยับยั้งทั้งหมดที่ pH 9 เปนตนไป  นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง 
(FDCB) มีประสิทธิภาพการยับยั้งมากกวา CBS และชนิดของเหลวขน (CCB) โดยมีคาการยับยั้ง
เฉลี่ยเทากับ 6,400, 5,333.3 และ 3,200 AU/ml ตามลําดับ 

การใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก โดยการ
เคลือบ การผสมอยางใดอยางหนึ่ง และการใชสารทั้ง 2 ชนิดรวมกัน เพื่อตานการเจริญของจุลินทรีย

และการตานการเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไกเก็บท่ีอุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปดปกติ
และแบบสุญญากาศ ติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางจุลินทรียไดแก ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
และปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ทางเคมีไดแก คา pH คา TBARS และปริมาณ hexanal 



 
   

     

 

และทางกายภาพวิเคราะหเนื้อสัมผัสแสดงคาแรงตานทานการกดตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12-
21วัน พบวา  

การเคลือบและการผสมสารแบคทีริโอซินในลูกชิ้น สามารถลดการเจริญของจุลินทรียของ
ลูกชิ้นไดดีกวาลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) โดยสามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดนาน 9 และ 15 วัน
ตามลําดับ เมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม มีคา TBARS ไมแตกตางกับลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลา
เก็บรักษา สวนคา pH และเนื้อสัมผัสของลูกชิ้นทุกชนิดมีคาแตกตางกันเล็กนอยตลอดระยะเวลาเก็บ
รักษา  

การผสมสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® ในลูกชิ้น สามารถลดการ
เกิดออกซิเดชันไดดีที่สุดโดยมีคา TBARS และปริมาณ hexanal ในปริมาณต่ํากวาลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.01) และมีปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนนอยกวาลูกชิ้นควบคุม คา pH และเนื้อสัมผัสมีคา
ใกลเคียงกันตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 

การใชสารแบคทีริโอซินชนิด FDCB ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรส

แมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® ผสมในสวนผสมลูกชิ้นไก เปนวิธีที่เหมาะสมที่สุด ที่
สามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไดนานกวาลูกชิ้นควบคุม เนื่องจากเปนการเสริมฤทธิ์การทํางาน
ในการตานจุลินทรียของสารแบคทีริโอซิน และการตานออกซิเดชันของสารสกัดโรสแมรี สามารถ
เก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน ทั้ง 2 แบบการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ ซ่ึงสามารถยืดอายุ
การเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุมประมาณ 1 สัปดาห 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
   

     

 

ประวัติผูเขียน 
 

นางสาวมาลัยพร ศรีวิระ เกิดเมื่อวันที่ 26 กุมภาพันธ พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดนครราชสีมา เร่ิม
ศึกษาระดับชั้นประถมที่โรงเรียนชุมชนบานศีรษะละเลิง ชั้นประถมศึกษาปที่ 1-6 และตอระดับชั้น
มัธยมศึกษาปที่ 1-6 ที่โรงเรียนบุญวัฒนา ศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา
เทคโนโลยีอาหาร ที่มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปการศึกษา 2540 และสําเร็จการศึกษาในป
การศึกษา 2543  จากนั้นในป พ.ศ. 2544-2546 ทํางานในตําแหนงเจาหนาที่วิจัยและพัฒนา ที่บริษัท 
เจียเมง จํากัด นครราชสีมา ภายหลังไดศึกษาตอในระดับระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในป พ.ศ. 2546 
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