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วัตถุประสงคการทดลองเพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก ที่ผลิตสารแบคทีริโอซินที่

สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่คัดเลือกไดจากลูกชิ้นไก และศึกษาผลของสาร
แบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรสแมรีตอคุณภาพทางจุลินทรีย และทางเคมี-กายภาพของ
ลูกชิ้นไก โดยวิเคราะหการเจริญของจุลินทรีย  ความเปนกรดดาง การเกิดออกซิเดชัน และเนื้อ
สัมผัสของลูกชิ้นไกขณะเก็บรักษา เก็บเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไกจํานวนมาก (dominant 
flora) แยกและจําแนกได 2 สายพันธุ ไดแก Staphylococcus saprophyticus (ประชากร 12%) และ 
Bacillus spp. PN-3 (ประชากร 85%) ใชเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกไดรวมกับเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
(Stapylococcus aureus TISTR 118, Bacillus sp. TISTR 908, B. cereus TISTR 687 และ B. subtilis 
TISTR 008) เปนเชื้อแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria)  เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่
ผลิตสารแบคทีริโอซินจาก 5 สายพันธุ ไดแก Lactococcus lactis TISTR 1401, Lactobacillus 
acidophilus  TISTR 1338, Pediococcus acidilactici TISTR 425, Pediococcus acidilactici TISTR 
424 และ Pediococcus acidilactici TISTR 051 พบวา สายพันธุที่ผลิตสารแบคทีริโอซินที่ยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบจากลูกชิ้นไกไดดีที่สุดคือ Lc. lactis TISTR 1401  สารแบคทีริโอซิน
ผลิตไดจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่เติม 2% yeast extract, 2% 
glucose และ 2% meat extract  มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบ  Bacillus spp. PN-
3 เฉลี่ยเทากับ 5,333.3 AU/ml  มีความเสถียรตอความรอนที่อุณหภูมิ 100ºC เปนเวลา 20 นาที และมี
ความเสถียรที่ pH 2-8 นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ชนิดของเหลวขน (concentrated 
crude bacteriocins, CCB) และชนิดผงแหง (freeze-dried crude bacteriocins, FDCB) มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 3,200 และ 6,400 AU/ml  ตามลําดับ  

 
เมื่อใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401  ในการผลิตลูกชิ้น

ไก 2 วิธี คือ 1) เคลือบผิวลูกชิ้นดวยชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocins, 
HCBS)  และชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (filtered crude bacteriocins, FCBS) และ 2) ผสมใน
สวนผสมลูกชิ้นดวยชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins, CCB) และชนิดผงแหง 
(freeze dried crude bacteriocins, FDCB) บรรจุลูกชิ้นแบบปกติ และแบบสุญญากาศ เก็บที่ 4ºC นาน 



21 วัน เก็บตัวอยางทุก 3 วัน เพื่อวิเคราะหจํานวนจุลินทรีย ความเปนกรดดาง คา TBARS และแรง
กดของลูกชิ้นไก   ตามมาตรฐานกําหนดปริมาณจุลินทรียในอาหารที่จํานวน 105 cfu/g พบวา การ
เคลือบลูกชิ้นดวย HCBS และ FCBS บรรจุแบบปกติ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 15 วัน 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบไนซินสามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 18 วัน และลูกชิ้นควบคุมเก็บไดเพียง 
9 วัน สําหรับการบรรจุแบบสุญญากาศ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนาน 18 วัน 21 วัน และ 12 วัน 
ตามลําดับ  คา pH และ TBARS ของลูกชิ้นทุกชนิดไมแตกตางกัน (p>0.05) แตแรงกดของลูกชิ้น
ตางกันเล็กนอย (p<0.05) โดยลูกชิ้นเคลือบดวยไนซินและบรรจุแบบสุญญากาศมีคาแรงกดต่ําลงเมื่อ
เก็บนานขึ้น  การผสมสารแบคทีริโอซิน CCB  และ FDCB ในสวนผสมของลูกชิ้นพบวา เมื่อเก็บ
ลูกชิ้นแบบปกติ การใช CCB สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 18 วัน การใช FDCB เก็บลูกชิ้น
ไดนานถึง 21 วัน เทากับการใชไนซิน ขณะที่ตัวอยางควบคุมสามารถเก็บไดเพียง 15 วัน และเมื่อ
เก็บแบบสุญญากาศเก็บไดนานกวา 21 วัน สําหรับการใชสารแบคทีริโอซินทุกชนิดรวมทั้งไนซิน 
ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดนานประมาณ 18 วัน  คา pH และ TBARS ของลูกชิ้นผลิตจากสารแบคที
ริโอซินทุกชนิดไมแตกตางกัน คาแรงกดของลูกชิ้นจากสูงที่สุดไปต่ําที่สุด (p<0.05) คือ ลูกชิ้นผลิต
ดวยไนซิน CCB, FDCB และลูกชิ้นควบคุมตามลําดับ  
    

การทดลองใชสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) ผสมในลูกชิ้น
เปรียบเทียบกับสารสกัดโรสแมรีชนิด oil of rosemary (OR) พบวา ORH สามารถตานการเจริญของ
เชื้อจุลินทรียและตานออกซิเดชันของลูกชิ้นไกไดดีกวา (p<0.05) ชนิด OR  เมื่อใชสารสกัด ORH 
รวมกับสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 สําหรับการผลิตลูกชิ้น โดย
ใช ORH ปริมาณ 0.5% ผสมในสวนผสมลูกชิ้นแลวเคลือบลูกชิ้นดวย HCBS (ลูกชิ้น RC) และใช 
ORH ปริมาณ 0.5% และ FDCB ปริมาณ 0.2% ผสมในสวนผสมลูกชิ้น (ลูกชิ้น MR) พบวา เมื่อใช
สารสกัดโรสแมรีและสารแบคทีริโอซินผลิตลูกชิ้นแบบ MR สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน 
และการผลิตแบบ RC เก็บลูกชิ้นไดประมาณ 20 วัน ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดประมาณ 14 วัน
เทานั้นเมื่อบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ และเก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน 19 วัน และ 16 วัน ตามลําดับ 
สําหรับการบรรจุลูกชิ้นแบบสุญญากาศ ลูกชิ้นมีคา pH ตางกันเล็กนอย (p<0.05)  ลูกชิ้นควบคุมมีคา 
TBARS และ hexanal สูงกวา (p<0.05) ลูกชิ้น CR และ MR ตลอดเวลาการเก็บสําหรับการบรรจุทั้ง 
2 แบบ  นอกจากนี้คาแรงกดของลูกชิ้น MR สูงกวา(p<0.05) ลูกชิ้น CR และลูกชิ้นควบคุมเล็กนอย   

 
ทั้งนี้อาจกลาวไดวาสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 มี

ประสิทธิภาพตานการเจริญของจุลินทรีย และไดลูกชิ้นที่มีเนื้อสัมผัสเทียบเทาสารไนซิน และเมื่อใช
รวมกับสารสกัดโรสแมรีทางการคาชนิด ORH สามารถลดจํานวนจุลินทรียและชวยยืดอายุการเก็บ



ของลูกชิ้นไกไดนานขึ้น โดยเสริมการตานการเจริญของเชื้อจุลินทรียและตานการเกิดออกซิเดชัน
ของลูกชิ้นไดดียิ่งขึ้น 
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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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กาสลัก  ประธานกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ กราบขอบพระคุณที่กรุณาใหคําแนะนําและ
ตรวจวิทยานิพนธใหสมบูรณยิ่งขึ้น และกราบขอบพระคุณอาจารยทุกทานที่ไมไดกลาวชื่อมา ณ ทีน่ี ้
ที่ใหความรู คําแนะนําในดานวิชาการและดานอื่น ๆ ตลอดระยะเวลา 10 ปที่ศึกษามาในรั้วแสดทอง 

ขอขอบพระคุณ นักวิทยาศาสตรและเจาหนาที่อาคารศูนยเครื่องมือ 3 ทุกทาน ที่ใหความ
ชวยเหลือในดานอุปกรณ เครื่องมือตาง ๆ ในงานวิจัย   ขอบคุณ พี่ นอง “Food Tech” ทุกคนที่รวม
ทุกข รวมสุข คอยชวยเหลือและเปนกําลังใจใหกันตลอดมา ขอบคุณ “ชมพู จิ๋ว เปรม พี่เก นองแตม 
นองแปง” ที่คอยเปนหวง ใหกําลังใจ และชวยเหลือในทุก ๆ ดาน รวมถึงอุปกรณที่ใชในการวิจัยมา
ตลอด และขอบคุณพี่เอ อานุภาพ  ชัยวิเชียร ที่คอยใหกําลังใจในทุก ๆ เร่ือง เปนแรงผลักดันใหตั้งใจ
ทํางานตลอดมาจนสําเร็จไดในที่สุด 

ขอขอบพระคุณ บริษัท Vicchi Consolidated (ประเทศไทย) จํากัด ที่ใหความอนุเคราะห
สารสกัดโรสแมรี และมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีที่ใหทุนสนับสนุนตลอดงานวิจัยนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม ที่ใหกําเนิด ใหความรัก อบรมเลี้ยงดูอยางดีเสมอมา
และใหทุนทรัพยในการศึกษาครั้งนี้ พี่ชาย นองสาว และญาติ ๆ ทุกคนในครอบครัวที่เปนกําลังใจ
ใหวิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จดวยดี 
 สุดทายนี้คุณงามความดีอันใดที่เกิดจากวิทยานิพนธเลมนี้ ผูวิจัยขอมอบใหกับคุณพอ คุณ
แม ซึ่งเปนที่รักและเคารพยิ่ง ตลอดจนครูอาจารยที่เคารพทุกทาน ที่ไดประสิทธ์ิประสาทวิชาความรู
และถายทอดประสบการณที่ดีใหแกผูวิจัยตลอดมา จนทําใหประสบความสําเร็จในชีวิต 
         

มาลัยพร  ศรีวิระ 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 
ปจจุบันพฤติกรรมการบริโภคอาหารของผูบริโภคในประเทศไทย และท่ัวโลกเปลี่ยน 

แปลงไปมาก มีการบริโภคอาหารสําเร็จรูปและอาหารแปรรูปตาง ๆ มากขึ้น  ทําใหอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารมีการขยายตัวขึ้นอยางรวดเร็ว กอรปกับผูบริโภคมีความรูความเขาใจในเรื่องคุณภาพ
ของอาหาร และความปลอดภัยมากขึ้น กลุมอาหารประเภทเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวเปนกลุม
อาหารประเภทหนึ่งที่ผูบริโภคใหความสนใจในดานคุณภาพ ความสดใหม ความปลอดภัย และ
คุณคาทางโภชนาการ  เนื่องจากตระหนักถึงปญหาที่จะเกิดขึ้นจากการบริโภคอาหารที่ไมถูก
สุขลักษณะอนามัยและไมปลอดภัย ซ่ึงกอใหเกิดโรคตางๆโดยเฉพาะโรคที่เกี่ยวของกับทางเดิน
อาหาร โรคมะเร็งที่เกิดกับอวัยวะตางๆในรางกาย เปนตน 

เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว เปนกลุมอาหารที่เสี่ยงตอการเสื่อมเสียไดงาย เนื่องจากเปน
อาหารที่มีโปรตีนสูง มีคา water activity (aw) และความชื้นสูง และมีคา pH ที่เหมาะสมกับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียสวนใหญ (Borch et al., 1996) โดยเฉพาะกลุมแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรค 
และทําใหอาหารเสื่อมเสีย การเสื่อมเสียของเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวซ่ึงเปนลักษณะที่
ผูบริโภคไมสามารถยอมรับได เชน การเกิดเมือกที่ผิวหนา การเปลี่ยนแปลงสีของเนื้อจากสีแดงเปน
สีเขียว น้ําตาล หรือเทา การเปลี่ยนแปลงของไขมันทําใหเกิดการเหม็นหืน และมีกล่ินและรสที่
ผิดปกติไดแก กล่ินเหม็นเนา รสเปรี้ยว เปนตน (Samelis et al., 2000) จากลักษณะดังกลาวทําให
อาหารกลุมนี้มีอายุการเก็บรักษาสั้น  

ในอดีตการผลิตอาหารมักมีการใชสารกันเสีย เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร  สารไนเตรท
และไนไตรทเปนสารเติ่มแตงที่ปกติใชในผลิตภัณฑเนื้อสัตว  เพื่อทําใหผลิตภัณฑเนื้อสัตวมีสีแดง
นารับประทานและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย  แตถาใชมากจนเกินไปและมีสารไน
ไตรทตกคาง จะเปนสารตั้งตนในปฏิกิริยาการเกิดไนโตรซามีน ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง  จึงเปน
อันตรายตอผูบริโภค  แตสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิ ริยานี้ไดดวยการเติมกรดแอสคอรบิก 
(Tannenbaum, 1989) ในประเทศไทยสามารถใชสารโซเดียมไนไตรทไดไมเกิน 200 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม และปริมาณไนไตรทที่คงเหลือในผลิตภัณฑตองไมเกิน 125 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
(สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2536) ทั้งนี้สารไนไตรทยังมีคุณสมบัติในการยับยั้ง 
เชื้อจุลินทรียที่ไมตองการอากาศในการเจริญไดเชน Clostridium botulinum เมื่อทําการบรรจุ 



   

ผลิตภัณฑแบบสุญญากาศ แตนั่นไมใชเหตุผลหลักในการเติมสารไนไตรทในผลิตภัณฑ เพราะใช
ไนไตรทไดในปริมาณนอย ทําใหผลิตภัณฑยังมีความเสี่ยงตอการเจริญของเชื้อจุลินทรียอยูไดอีก  

การใชสารกันหืนหรือสารตานออกซิเดชัน (antioxidants) ซ่ึงเปนสารที่ใชเพื่อชะลอการเสีย
ของอาหารเนื่องจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงทําใหอาหารเกิดการเสื่อมคุณภาพ เกิดกล่ินหืน อาหารมี
สีผิดปกติ กล่ิน รส และลักษณะเนื้อสัมผัสของอาหารเปลี่ยนไป คุณคาทางอาหารลดลง (สุทธิ  ภมร
สุมิตร, 2544) และอาจมีสารที่เปนอันตรายตอรางกายเกิดขึ้นดวย เนื่องการเกิดกลิ่นหืนมักจะมีสาร
กอใหเกิดโรคมะเร็ง  สารกันหืนสังเคราะหที่ใชนิยมในอุตสาหกรรมอาหารไดแก butylated 
hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ gallate ทั้งนี้องคการวิจัยมะเร็ง
ระหวางประเทศไดจัดใหสารกันหืน BHA เปนสารกอมะเร็งในกลุม B2 คือกลุมที่นาจะเปนสารกอ
มะเร็งในมนุษย (ไทยรัฐ, 2547) 

แตปจจุบันผูบริโภคตระหนักถึงอันตรายที่จะไดรับจากสารเคมีสังเคราะหเหลานั้น  กอรป 
กับการใสใจในสุขภาพ และกระแสของอาหารจากธรรมชาติกําลังมีบทบาทอยางมาก จึงสงผลใหมี
การแสวงหาสารกันเสียจากธรรมชาติมากยิ่งขึ้น   การใชสารถนอมอาหารที่ไดมาจากธรรมชาติ
ไดแก สารสกัดที่ไดจากพืช สัตว และจุลินทรียที่มีประโยชน สามารถยืดอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภัณฑที่อาจเสื่อมเสียจากเชื้อจุลินทรีย และปองกันการเกิดออกซิเดชัน ไมเปนอันตราย และมี
ความปลอดภัยตอผูบริโภค เชน อาหารประเภทที่ผานกรรมวิธีการหมักไดแก โยเกิรต นมเปรี้ยว ซ่ึง
เปนการถนอมน้ํานมใหมีอายุการเก็บที่นานขึ้น โดยใชจุลินทรียพวกแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic 
acid bacteria, LAB) โดยระหวางการหมักมีการสรางกรดแลคติกเกิดขึ้น ทําใหมีคา pH ต่ําประมาณ 
4.5-5.0 ตัวอยางเชน ผลิตภัณฑแหนม  จากการทดลองพบวา คา pH มีผลตอรสชาติของแหนมและ
ยังทําใหการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนรวมถึงจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคลดลงดวย ผลการ
ยับยั้งเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้นจากสารที่ผลิตจากแบคทีเรียที่พบในแหนมไดแก สารในกลุมแบคทีริโอ
ซิน (ปนมณี  ขวัญเมือง, 2546) 
 บทบาทหนึ่งของแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารหมักพบวา สามารถยับยั้งการเจริญของ     
จุลินทรียที่กอเกิดโรคและทําใหอาหารเนาเสียได จึงทําใหผลิตภัณฑมีความปลอดภัยสูงขึ้น 
ตลอดจนเก็บรักษาไดนานขึ้น  โดยปจจัยหลักที่มีผลตอการยับยั้งคือ การสรางกรดอินทรียไดแก 
กรดแลคติก และกรดแอซิติก และการลดลงของคา pH ที่เกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของ
แบคทีเรีย นอกจากนี้ยังมีสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่น เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด   
ไดอะเซทิล และสารแบคทีริโอซิน (bacteriocins) เปนตน (Ray and Daeschel, 1992)  

สารแบคทีริโอซิน เปนสารประกอบสายเปปไทดขนาดเล็กซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมบวกบางชนิดที่กอใหเกิดโรคและทําใหอาหารเสื่อมเสียเชน Bacillus cereus, Cl. 
botulinum, Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus (Cleveland  et al., 2001) สารแบค



  
   
 
ทีริโอซินจัดเปนสารชีวภาพที่มีความแตกตางจากสารปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยสารแบคทีริโอซิน
จะทําใหเกิดรูที่บริเวณเยื่อหุมเซลล สงผลใหเกิดการเสียสมดุลขององคประกอบตางๆ ภายในเซลล
แบคทีเรียเปาหมาย (Hugas, 1998)  สารแบคทีริโอซินผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด แตที่ไดรับ
การศึกษากันมากคือ เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก เนื่องจากเปนเชื้อแบคทีเรียที่ไดรับการยอมรับวามี
ความปลอดภัยและใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมอาหารมานานแลว ในปจจุบันไนซินเปนสาร
แบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactococcus lactis ซ่ึงไดรับการยอมรับในดานความปลอดภัยจาก FDA 
และ FAO/WHO ตัวอยางการใชไนซินในอุตสาหกรรมอาหารชนิดตาง ๆ ไดแก เครื่องดื่ม
แอลกอฮอล เนย อาหารกระปอง เนื้อสัตว (Holzapfel et al., 1995) ในประเทศตาง ๆ ทั่วโลก 

สารตานออกซิเดชันจากธรรมชาติพบไดจากแหลงตาง ๆ เชน พืช สมุนไพร สัตว รวมทั้ง   
จุลินทรีย สารตานออกซิเดชันจากธรรมชาติที่นิยมใชและมีความปลอดภัยตอผูบริโภค ไดแก 
วิตามินอี  กรดแอสคอรบิก แคโรทีนอยด ฟลาโวนอยด และพืชสมุนไพรเชน พริกไทยดํา โรสแมรี 
เสจ  อบเชย ขิง เปนตน (นิธิยา  รัตนาปนนท, 2548) สารที่มีความสามารถในการยับยั้งการเกิด
ออกซิเดชันของไขมันในอาหารสวนใหญเปนสารประกอบพวกฟนอลิคเชน สารสกัดจากเสท และ
โรสแมรี จะพบสารประกอบฟนอลิคที่สามารถตานการเกิดออกซิเดชันไดคือ carnosic acid, 
carnosol ในสารสกัดจากเสท และ rosmarinic acid และ rosmanol ในสารสกัดจากโรสแมรี เปนตน 
(Masuda et al., 2002) จากศึกษาของ Iamsa-ard (2005) พบวา การใชสารสกัดจากโรสแมรีเติมลงใน
เนื้อไกแยกกระดูกแชเย็นที่ระยะเวลา 3 วัน สามารถลดการเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชันของไขมันไดดี
ที่สุด เมื่อเทียบกับตัวอยางชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ในการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins)   
ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับสารสกัดจากโรสแมรี ซ่ึงเปนสารกันเสียที่ไดจาก
ธรรมชาติเพื่อยืดอายุการเก็บรักษาของลูกชิ้นไก โดยสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี
ดังกลาวมีแนวโนมสําหรับการนําไปพัฒนา เพื่อใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีการทาง
ชีวภาพ   ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการใชสารถนอมอาหารชนิดสังเคราะห 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 
1.2.1 ศึกษาผลการตานจุลินทรียของสารแบคทีริโอซิน ที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแล

คติกที่คัดเลือกไดในลูกชิ้นไก 
1.2.2 ศึกษาผลการตานออกซิเดชัน และการตานจุลินทรียของสารสกัดโรสแมรีทางการคา

ในลูกชิ้นไก 



  
   
 

1.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพรวมกันของสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการตาน      
จุลินทรียและตานออกซิเดชัน (antioxidant) ตอคุณภาพการเก็บรักษาของลูกชิ้นไก 
 

1.3 สมมุติฐานของการวิจัย 
1.3.1 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins) สามารถยืดอายุการเก็บโดย

ลดปริมาณจุลินทรียของลูกชิ้นไกได 
1.3.2 การใชสารสกัดโรสแมรีทางการคาสามารถยืดอายุการเก็บโดยลดการเกิดออกซิเดชัน

ของลูกชิ้นไกได 
1.3.3 การใชสารตานจุลินทรีย  (antimicrobial) ไดแก สารแบคทีริโอซิน รวมกับสารตาน

ออกซิเดชัน (antioxidant) ไดแก สารสกัดโรสแมรี สามารถเพิ่มประสิทธิภาพตอการยืดอายุการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑได 
 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
1.4.1 แยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากลูกชิ้นไก เพื่อใชเปนเชื้อจุลินทรียทดสอบ

ประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน 
1.4.2 คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคทีริโอซินทนความรอนไดที่อุณหภูมิ 

80oC  
1.4.3 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ในลูกชิ้นไก  

1.4.3.1 ใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์โดยการจุมเคลือบผิวของลูกชิ้นไก คัดเลือก
ระดับการใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ  

1.4.3.2 ใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์โดยเติมในสวนผสมของลูกชิ้นไก คัดเลือก
ระดับการใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ 

1.4.4 การใชสารสกัดโรสแมรีทางการคา โดยเติมในสวนผสมของลูกชิ้นไก คัดเลือกระดับ
การใชที่ใหผลการทดลองดีที่สุด 1 ระดับ 

1.4.5 การใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี ในการผลิตลูกชิ้นไก
เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ 
 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.5.1 ไดทราบขอมูลการผลิตและใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิที่มีผลตานการเจริญของ   

จุลินทรีย และผลตอคุณภาพทางเคมี-กายภาพของลูกชิ้นไก 



  
   
 

1.5.2 ไดทราบขอมูลการใชสารสกัดโรสแมรีทางการคาเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
และยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไก 

1.5.3 สามารถพัฒนาการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิ และสารสกัดโรสแมรีทางการคา 
เพื่อใชประโยชนในการถนอมอาหารดวยวิธีทางชีวภาพ ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการ
ใชสารเคมีสังเคราะห 

1.5.4 ไดเผยแพรขอมูลการวิจัย เพื่อเปนพื้นฐานในการผลิตและการวิจัยทางผลิตภัณฑ
เนื้อสัตว และการทําวิจัยในแขนงตางๆที่เกี่ยวของตอไป 
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บทที่ 2 
      ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

  
ปจจุบันพฤติกรรมการบริโภคอาหารมีการเปลี่ยนแปลงไปตามยุคโลกาภิวัฒน ซ่ึงคนสวน

ใหญตองการความสะดวก รวดเร็ว และตองการเก็บรักษาอาหารไวบริโภคไดนาน ๆ การถนอม
อาหารนั้นมีมาตั้งแตสมัยโบราณ เชนการรมควันเนื้อสัตว การหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล การทําเนย
แข็ง เปนตน  การถนอมอาหาร เปนการเก็บรักษาอาหารไวใหไดนาน โดยไมทําใหอาหารนั้นเกิด
การเสื่อมเสีย และยังคงอยูในสภาพที่เปนที่ยอมรับของผูบริโภค  

 

2.1 การเสื่อมเสียของอาหาร  
การเสื่อมเสียของอาหาร (food spoilage) คือ การที่อาหารมีการเปลี่ยนแปลงทั้งทางเคมีและ

ทางกายภาพ อาหารมีกล่ิน รสชาติ สี และลักษณะเนื้อสัมผัสเปลี่ยนไป ในบางครั้งมีเมือกและแกส
เกิดขึ้นดวย (Gram et al., 2002) การเสื่อมเสียของอาหารมีหลายสาเหตุ เชน เกิดจากการกัดแทะของ
สัตว เอนไซมที่มีอยูในตัวอาหารเอง และจากการปนเปอนจากจุลินทรีย เปนตน ทําใหเกิดการ
สูญเสียที่มีมูลคาทางเศรษฐกิจของประเทศได นอกจากนี้ปญหาดานสารพิษที่เกิดจากการบริโภค
อาหารที่ไมไดคุณภาพหรือไมปลอดภัย อาจทําใหเกิดโรคภัยไขเจ็บตางๆตามมาภายหลังได ดังนั้น
จําเปนอยางยิ่งที่จะตองศึกษาถึงลักษณะการเสื่อมเสียของอาหาร เพื่อเปนแนวทางในการบริโภค
อาหารตอไป 

อาหารแตละชนิดมีการเสื่อมเสียยากงายตางกัน ขึ้นอยูกับองคประกอบของอาหารประเภท
นั้นๆ ซ่ึงสามารถแบงกลุมของการเสื่อมเสียได 3 กลุมใหญๆ (Russell and Gould, 1991) ดังนี้ 

1. กลุมเสื่อมเสียยาก มีความคงตัวดี มีปริมาณน้ํานอย เชน น้ําตาล ถ่ัว แปง และธัญพืช เก็บ
ไดนานหลายเดือนหรือเปนป 

2. กลุมเสื่อมเสียเร็วปานกลาง มีปริมาณน้ําคอนขางมาก เชน ผัก ผลไม ที่แกเต็มที่ หรือบาง
ชนิดเสียภายใน 1-2 สัปดาห 

3. กลุมเสื่อมเสียเร็ว มีปริมาณน้ํามาก เชน ผัก ผลไม นมสด เนื้อสัตว อาหารทะเล เสียได
ภายใน 1-2 วัน 



   

2.1.1 สาเหตุของการเสื่อมเสียของอาหาร 
อาหารเกิดการเสื่อมเสียจากหลายสาเหตุดวยกัน ซ่ึงแตละสาเหตุนั้นจะทําใหอาหารมีการ

เปล่ียนแปลงไปจากเดิม เชน มีลักษณะนิ่ม เละ เนา มีเชื้อราขึ้น มีกล่ินรสที่เปล่ียนไป มีกล่ินเนา กล่ิน
เหม็นหืน สีคลํ้าขึ้น ซ่ึงเกิดจากการถูกกระทําทั้งจากภายในและภาคนอกอาหาร ไดแก เกิดจากการ
เก็บเกี่ยว การขนสง การบรรจุ ที่เกิดการกระทบกระเทือน ทําใหเกิดการแตก หัก ช้ําได อาจเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาทางเคมีในอาหาร เอนไซมในอาหารทําใหองคประกอบภายในอาหาร
เปลี่ยนแปลงไปเกิดการเสื่อมเสียได นอกจากนี้ยังมีการปนเปอนจากจุลินทรียที่ทําใหเส่ือมเสีย และ
สรางสารพิษในอาหารได การเสื่อมเสียของอาหารเกิดจากสาเหตุสําคัญ 2 ประการ (Russell and 
Gould, 1991) คือ 

1. เกิดจากสาเหตุทางเคมี 
อาหารเสื่อมเสียที่เกิดจากสาเหตุเคมีสวนใหญนั้น มีสาเหตุมาจากเอนไซมที่มีอยูในอาหาร 

ภายใตสภาวะที่เหมาะสม เอนไซมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางคุณภาพของอาหาร เชน 
ทําใหอาหารนิ่ม สีเปล่ียน เกิดกลิ่น เอนไซมสามารถยอยสลายสารอาหาร ยอยน้ําตาล โปรตีน ไขมัน 
ตัวอยางการเสื่อมเสียคุณภาพของอาหารที่มีสาเหตุมาจากทางเคมีเชน การเหม็นหืนของอาหารที่มี
องคประกอบจําพวกไขมัน การเกิดสีน้ําตาลในผัก ผลไม และเนื้อสัตว เปนตน  

2. เกิดจากสาเหตุทางจุลินทรีย 
จุลินทรียเปนสาเหตุหลักที่ทําใหอาหารเสื่อมคุณภาพ เนาเสีย และทําใหอาหารเปนพิษได   

จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารจะผลิตเอนไซมไปยอยสลายสารอินทรียที่อยูในอาหาร แลวนํากลับ
เขาสูเซลล เพื่อสรางเปนพลังงานใหสามารถดํารงเผาพันธุ และขยายพันธุตอไป ทําใหอาหารเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไป เชน กลุมอาหารประเภทเนื้อสัตว องคประกอบสวนใหญ คือโปรตีน เมื่อมีการ
ปนเปอนจากจุลินทรีย จะเกิดการเนา มีกล่ินเหม็น กลุมอาหารประเภทแปงและน้ําตาล จะเกิดการ
หมัก มีกล่ินรสเปรี้ยว เปนตน  

การเสื่อมเสียของอาหารไมวาจะดวยสาเหตุใดก็ตาม มีผลกระทบอยางยิ่งในแงของสุขภาพ 
ความปลอดภัยในการบริโภค และทางเศรษฐกิจที่จะตองสูญเสียเงินตรา ประกอบกับความตองการ
ในการเก็บอาหารไวบริโภคนาน ๆ หรือบริโภคนอกฤดูการเก็บเกี่ยว ปญหาภาวะของผักและผลไม
ลนตลาด หรือเพื่อการสงออก เพื่อลดปญหาดังกลาวจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําการศึกษาถึงวิธีใน
การถนอมอาหาร 

 
 
 
 



  
   
   

2.1.2 การถนอมอาหาร 
การถนอมอาหารมีจุดประสงคที่สําคัญคือ ตองการที่จะเก็บรักษาอาหารไวใหนานที่สุด โดย

ไมเนาเสีย ซ่ึงสาเหตุที่สําคัญในการเนาเสียของอาหารคือ จุลินทรีย ดังนั้น การถนอมรักษาอาหาร
ดวยวิธีตาง ๆ มีหลักการดังตอไปนี้ (Fellows, 1990) 

1. ปองกันหรือยืดเวลาการยอยสลายอาหารที่เกิดจากจุลินทรีย โดยการรักษาใหปลอดเชื้อ 
2. กําจัดจุลินทรียที่มีอยูออกไป โดยการลางหรือกรองออก 
3. ลดการเจริญและกิจกรรมของจุลินทรีย โดยการใชอุณหภูมิต่ํา ทําใหแหง หรือเก็บ

อาหารไวในสภาวะไรออกซิเจน 
4. ทําลายจุลินทรีย โดยการใหความรอน การฉายรังสี 
5. ปองกันหรือยืดเวลาการสลายตัวที่เกิดขึ้นเองของอาหาร โดยการทําลาย หรือยับยั้งการ

ทํางานของเอนไซมในอาหารเชน เติมสารปองกันการเกิดออกซิเดชันในอาหาร 
6. ปองกันความเสียหายของอาหารจากการกัดแทะของแมลง และสัตว 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเสื่อมเสียของอาหาร จุลินทรีย

ที่ทําใหอาหารเสียนั้นมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต และรา ซ่ึงจะพบไดทั่วไปในดิน น้ํา และอากาศ ปจจัยที่มี
ผลตอการเจริญของจุลินทรีย (Ray and Daeschel, 1992) ไดแก  

1. องคประกอบของอาหาร ชนิดของสารอาหารที่มีมากในอาหารชนิดนั้น ๆ เชน อาหาร
ประเภทโปรตีน มักเกิดการเนาเสียจากแบคทีเรีย หรืออาหารจําพวกแปงมักจะเนาเสียจากเชื้อราที่
ยอยแปงได นอกจากนี้ วิตามินก็เปนตัวชวยใหจุลินทรียเจริญไดดีดวย 

2. น้ําในอาหาร น้ําเปนสวนประกอบหลักของอาหารทุกชนิดโดยอยูในรูปอิสระ และเกาะ
เกี่ยวกับสารอื่น น้ําอิสระเปนน้ําที่แทรกตัวอยูในชองวางของอาหาร อาจมีการเกาะตัวกับ
องคประกอบของอาหารบาง น้ําสามารถเปนตัวทําละลายได มสีวนเกี่ยวของกับปฏิกิริยาเคมี และ   
จุลินทรียสามารถใชในการดํารงชีวิตได เรียกน้ําอิสระนี้วา water activity (aw) จุลินทรียสวนใหญจะ
เจริญไดดีในอาหารที่มีคา aw สูง และมีความเขมขนของเกลือและน้ําตาลต่ํา (นภาพร  เชี่ยวชาญ, 
2547) อาหารแตละชนิดจะมีคา aw ตางกัน (ตารางที่ 2.1) แบคทีเรียกลุมที่ทําใหอาหารเปนพิษ
สามารถเจริญไดที่คา aw เทากับหรือสูงกวา 0.8  ดังนั้นในการถนอมอาหารตองลดคา aw ในอาหาร
ลงใหต่ํากวา 0.8 จึงจะไดอาหารที่มีความปลอดภัยตอผูบริโภค 

3. คา pH จุลินทรียทุกชนิดจะมีคา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญ โดยทั่วไปยีสต และรามี
ความทนทานตอความเปนกรดไดดีกวาแบคทีเรีย อาหารที่มีความเปนกรดสูงหรือมีคา pH ต่ําจะเก็บ
ไดนานกวาอาหารที่มีความเปนกรดต่ํา 

 



  
   
   

ตารางที่ 2.1 คา water activity (aw) โดยประมาณสําหรับการเจริญของจุลินทรียในอาหารชนิดตาง ๆ 

aw จุลินทรียท่ีสามารถเจริญได ตัวอยางอาหาร 
0.95 Pseudomonas, Escherichia, Proteus, 

Shigella, Klebsiella, Bacillus, 
Clostridium perfringens, some yeasts 

อาหารเนาเสียงายเชนอาหารสด อาหาร
กระปอง ผัก ผลไม เนื้อสัตว ปลา ขนมปง 
ไสกรอก อาหารที่มี 4 Oz. sucrose หรือ 
7% NaCl 

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

ชีสบางชนิด เชน เชดดา Swiss, Provolone 
เนื้อหมัก อาหารที่มี 55% sucrose หรือ 
12% NaCl 

0.87 Many yeasts, Candida, Torulopsis, 
Hansenula micrococcus 

ไสกรอกหมัก   เคกสปอง  dry cheese มา
การีน อาหารที่มี 65% sucrose หรือ 15% 
NaCl 

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

น้ําผลไมเขมขนตางๆ นมขนหวาน 
น้ําเชื่อม  แปง  เคกที่มีน้ําตาลสูง  ถ่ัว (15-
17% moisture) 

0.75 
Most halophilic bacteria, Mycotoxigenic 
aspergilli 

แยม  แยมผิวสม  ผลไมเชื่อม  marzipan, 
marshmallows 

0.65 
Xerophilic molds, Saccharomyces 
bisporus 

ขาวโอตบด 10% moisture เยลล่ี 
กากน้ําตาล  ถ่ัวตาง ๆ 

0.60 
Osmophilic yeasts, few molds ผลไมแหง 15-20%  คาราเมล  น้ําผ้ึง  ลูก

อม 

0.50 
เสนกวยเตีย๋วแหง 12% moisture  
เครื่องเทศ 10% moisture 

0.40 Whole egg powder with 5% moisture 

0.30 
คุกกี ้ แครกเกอร ขนมปงกรอบ 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 ชวงของคา water activity (aw), pH และอุณหภูมิสําหรับแบคทีเรียกอโรคในอาหารบาง
ชนิด 

ชนิดแบคทีเรีย 
คา aw ต่ําสุดที่

เจริญ 
ชวง pH ที่เจริญ 

ชวงอุณหภูมิที่

เจริญ ( oC) 

Bacillus cereus 
Clostridium botulinum ชนิด E 
Clostridium perfringerns 
Escherichia coli 
Listeria monocytogenes 
Salmonella spp. 
Staphylococcus aureus 
สภาวะที่สรางสารพิษ 
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 จุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมไดตามระดับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ

เจริญเติบโต กลุม Thermophilic มีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 35-55oC กลุม 

Mesophilic มีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 10-40oC และกลุม Psychrophilic มีชวง

อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 5-15oC ดังนั้นการเก็บรักษาอาหารที่อุณหภูมิต่ําจะสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไดดีกวาการเก็บอาหารที่อุณหภูมิสูง 

เนื่องจากจุลินทรียแตละชนิดมีความตองการสภาวะในการเจริญแตกตางกัน ดังนัน้ชนดิของ
จุลินทรียที่ปนเปอนในอาหาร จึงแตกตางกันขึ้นอยูกับองคประกอบหรือสภาวะการเก็บรักษาของ
อาหารนั้น ๆ จากชวงของคา aw  คา pH และอุณหภูมิสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ทําใหเกิด
โรคในอาหารบางชนิด (ตารางที่ 2.2) โดยอยูในชวงคา aw ประมาณ 0.85   คา pH ประมาณ 4.0-9.8 

และอุณหภูมิประมาณ 10-48oC จากปจจัยตางๆที่เหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียดังกลาวนี้ เปน
เหตุใหตองหาวิธีการถนอมอาหารเพื่อการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดดังนี้  

ก. การถนอมอาหารโดยใชความรอน ความรอนจะสามารถทําลายจุลินทรีย และเอนไซมที่
มีอยูตามธรรมชาติในอาหารได แตก็จะทําใหโปรตีนเปลี่ยนสภาพไปดวย การถนอมอาหารโดยใช
ความรอนอาจแบงได 3 ระดับ (Fellows, 1990) คือ 



  
   
   

1. การใชความรอนระดับพาสเจอรไรซ (pasteurization) เปนกระบวนการใหความรอน

ที่ไมรุนแรง โดยอุณหภูมิที่ใชจะต่ํากวา 100oC เพื่อยืดอายุของผลิตภัณฑอาหารใหนานหลายวันขึ้น
เชน นม น้ําผลไม วิธีนี้สามารถใชในการถนอมอาหารได โดยการยับยั้งการทํางานของเอนไซม และ
ทําลายจุลินทรียที่มีความทนทานตอความรอนต่ําเชน แบคทีเรียที่ไมสรางสปอร ยีสต และรา และทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณคาของอาหารนอยที่สุดไดแก low temperature long time (LTLT) เปนวิธี

ที่ใหความรอนต่ําประมาณ 60oC นาน 30 นาที แลวทําใหเย็นทันที  และ high temperature short 

time (HTST) เปนวิธีที่ใหความรอนสูงประมาณ 72oC นาน 15 วินาที แลวทําใหเย็นทันที 
2. การใชความรอนระดับสเตอริไลซ (sterilization) เปนการทําใหอาหารปราศจากเชื้อ

โรคที่เปนอันตรายตอผูบริโภค และทําลายจุลินทรีย หรือสปอรที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการเนาเสีย ซ่ึง
สามารถการเก็บรักษาอาหารที่ผานกระบวนการนี้ที่อุณหภูมิปกติและไมตองแชเย็น โดยความรอน

ในการสเตอริไลซจะสูงกวาจุดเดือดคือประมาณ 100-130oC วิธีนี้จึงเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงเชน 

UHT (ultra high temperature) โดยจะใชอุณหภูมิ 135-150oC เปนเวลา 1-4 วินาที 

ข. การถนอมอาหารโดยใชความเย็น เปนการลดอุณหภูมิของอาหารลงใหต่ํากวา 10oC เพื่อ
ทําใหกระบวนการ metabolism และการเจริญของจุลินทรีย รวมทั้งกิจกรรมของเอนไซมเกิดไดชา
ลง จึงเปนการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ชะลอการเนาเสีย และลดอัตราการเปลี่ยนแปลงทางเคมี 
ทําใหสามารถยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไดระยะหนึ่ง สามารถแบงระดับการใหความเย็นได 2 
ระดับ (Fellows, 1990) ดงันี้ 

1. การแชเย็น (chilling) เปนกรรมวิธีที่ควบคุมอุณหภูมิของอาหารไวที่อุณหภูมิ -1oC 

ถึง 8oC เพื่อลดอัตราการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมี และการเปลี่ยนแปลงเนื่องจากจุลินทรีย วิธีนี้จะทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณคาทางโภชนาการ และคุณสมบัติทางประสาทสัมผัสนอยที่สุด โดยมักจะ
ใชการแชเย็นควบคูกับกรรมวิธีแปรรูปอื่น ๆ เชน การหมัก การฉายรังสี เปนตน 

2. การแชเยือกแข็ง (freezing) เปนกรรมวิธีการลดอุณหภูมิของอาหารใหต่ําลงกวาจุด
เยือกแข็ง โดยสวนของน้ําจะเปลี่ยนสภาพไปเปนผลึกน้ําแข็ง การตรึงน้ํากับน้ําแข็ง และผลจาก
ความเขมขนของตัวทําละลายในน้ําที่ยังไมแข็งตัวจะทําใหคา aw ของอาหารลดลง จุลินทรียจึงไม
สามารถนําน้ํามาใชในการเจริญได สําหรับอาหารที่นิยมแชเยือกแข็งไดแก อาหารทะเลเชน กุง เนื้อ
ปู และปลา เปนตน 

ค. การถนอมอาหารโดยการทําใหแหง หมายถึง การกําจัดน้ําสวนใหญที่อยูในอาหารออก
จากอาหาร ซ่ึงจะมีผลใหกระบวนการ metabolism และการเจริญของจุลินทรียเกิดไดชาลง ทั้งยังเปน
การลดอัตราเร็วของปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชันของไขมัน (กล่ินหืน) เนื่องจากปฏิกิริยา hydrolysis 
(นิธิยา  รัตนาปนนท, 2548) การทําใหอาหารแหงสามารถแบงได 2 วิธี (Fellows, 1990) ดังนี้ 



  
   
   

1. การทําใหอาหารแหงโดยอาศัยธรรมชาติ เปนการอาศัยแหลงความรอนจาก
แสงอาทิตย หรือการผึ่งลม วิธีนี้นิยมใชในประเทศแถบรอนเขตเสนศูนยสูตร เพราะตนทุนต่ํา ทําได
งาย แตผลิตภัณฑที่ไดจะมีคุณภาพต่ํา เนื่องจากไมสามารถควบคุมอัตราเร็วในการทําแหงได 

2. การทําใหอาหารแหงโดยอาศัยเครื่องมือทางกล วิธีนี้เปนการนําหลักการทาง
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเขาชวย เชน การใชเมมเบรน การระเหย และการอบ การทําใหแหงโดย
วิธีกล ตองหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการถนอมอาหารแตละชนิด เพื่อใหมีการสูญเสียคุณคาทาง
โภชนาการนอยที่สุด การทําใหแหงสวนใหญจะอาศัยหลักการนําความรอน และการพาความรอน 
การแผรังสี ซ่ึงวิธีนี้จะสามารถควบคุมสภาวะแวดลอมได เชน อุณหภูมิ ความชื้น ทําใหผลิตภัณฑที่
ไดมีคุณภาพสม่ําเสมอ 

ง. การถนอมอาหารโดยการใชรังสี การฉายรังสีอาหารเปนวิธีการถนอมอาหารที่ตองการ
เล่ียงการใชความรอน เนื่องจากความรอนสามารถเปลี่ยนแปลงสมบัติดานประสาทสัมผัสของ
อาหารนั้น ๆ ได รังสีชนิดที่แตกตัวได (ionizing radiation) ที่มีชวงคลื่นสั้น สามารถที่จะยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย การทํางานของเอนไซม และการเจริญเติบโตของไข และตัวออนของแมลงไดดี 
ทั้งยังสามารถปองกันการงอกของผัก และผลไม โดยยังคงคุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส และ
รสชาติของอาหารไดดี โดยรังสีที่ใชในการถนอมอาหารมี 3 ชนิดคือ รังสีแกมมา (gamma radiation) 
รังสีเอกซ (x-radiation) และอิเล็กตรอนกําลังสูง (high speed electron) (Fellow, 1990)  

จ. การถนอมอาหารโดยการใชสารเคมี มีจุดประสงคเพื่อยึดอายุการเก็บรักษาอาหาร โดยมี
ผลยับยั้งการเนาเสียเนื่องจากจุลินทรีย สารเคมีที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดแก เกลือ 
น้ําตาล กรดหลายชนิดเชน กรดฟอสฟอริก กรดแอสคอรบิก และกรดซิทริก สารกันเสียเชน เกลือ
ไนไตรต เกลือไนเตรด เกลือโซเดียมเบนโซเอต สารกันหืน เชน butylated hydroxyanisol (BHA), 
butylated hydroxytoluene (BHT), propyl gallate (PG) เปนตน 

ฉ. การถนอมอาหารโดยการหมักดอง เปนกระบวนการที่เกิดขึ้น เนื่องจากจุลินทรียยอย
สลายคารโบไฮเดรตหรือสารอื่น ภายใตสภาวะที่มีหรือไมมีอากาศ ซ่ึงจะแตกตางจากการถนอม
อาหารอ่ืนที่มีวัตถุประสงคในการทําลายจุลินทรียและเอนไซมธรรมชาติในอาหาร การหมักดองจะ
ทําให pH ของอาหารลดต่ําลง ซ่ึงเปนการปองกันไมใหเช้ือจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคเจริญได กลุม   
จุลินทรียที่ เปนประโยชนที่นิยมนํามาใชในการหมักคือ  เชื้อแบคทีเ รียกรดแลคติกไดแก 
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Leuconostoc mesenteroides, Lb. acidophilus, 
Lb. brevis , Lb. delbruckii supsp.กbulgaricus, Lb. sake และ Lactococcus lactis ยีสตไดแก 
Saccharomyces  cerevisiae, Sac. diastaticus , Hensenula sp และเชื้อราไดแก สกุล Rhizopus sp. 
เชน Rhi. oryzae, สกุล Aspergillus sp. เชน Asp. oryzae, Asp. niger เปนตน (Bamforth, 2005; 
Hugas, 1998) 



  
   
   

เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria; LAB) เปนแบคทีเรียในตระกูล 
Lactobacillaceae มีลักษณะทั่วไปคือ ติดสีแกรมบวก มีรูปรางเปนทั้งทอนยาว ทอนสั้น และกลม ไม
เคลื่อนที่ (non-motile) ไมสรางเอนไซมแคตาเลส (catalase negative) ไมสรางสปอร (non-spore 
froming) สวนใหญตองการอากาศเพียงเล็กนอยในการเจริญ (microaerophilic bacteria) บางชนิด
เปนพวกที่ไมตองการอากาศเลย (strictly anaerobe) แบคทีเรียกลุมนี้ตองการสารอาหารสูงในการ
เจริญ ใชน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลแลคโตสเปนแหลงคารบอน ไดผลิตภัณฑหลักที่เกิดจาก
กระบวนการเมทตาบอลิซึมคือ กรดแลคติก สามารถเจริญที่อุณหภูมิแตกตางกัน และสามารถทนตอ
กรดได ตัวอยางของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกสกุลท่ีพบไดแก Lactobacillus, Pediococcus, 
Streptococcus และ Leuconostoc  (Stiles and Holzapfel, 1997)  

ปจจุบัน LAB นิยมใชในอาหารหมักชนิดตาง ๆ อยางกวางขวาง เชน แหนม ไสกรอกหมัก 
นมเปรี้ยว เนยแข็ง เปนตน เนื่องจาก LAB จัดอยูในกลุมของจุลินทรียที่มีความปลอดภัย (Generally 
Recognized as Safe, GRAS)โดยกิจกรรมหลักของ LAB ในผลิตภัณฑอาหารคือกระบวนการหมัก 
(fermentation) ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักไดแก กรดแลคติก กรดแอซิติก เอทานอล และ
คารบอนไดออกไซด ซ่ึงสารเหลานี้ทําใหผลิตภัณฑมีกล่ินรสเฉพาะ นอกจากนี้บทบาทที่สําคัญอยาง
หนึ่งของ LAB ในอาหารหมักพบวา สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและ
เกิดโรคได ทําใหผลิตภัณฑมีความปลอดภัยสูงขึ้น ตลอดจนเก็บรักษาไดนานขึ้น โดยปจจัยหลักที่
เกี่ยวของกับการยับยั้งคือ การสรางกรดและการลดลงของคา pH ที่เกิดขึ้นในกระบวนการเมทตาบอ
ลิซึมของเชื้อแบคทีเรียไดผลิตภัณฑหลักเปนกรดอินทรียคือ กรดแลคติกและกรดแอซิติกแลว 
นอกจากนี้ยังมีสารประกอบอินทรียชนิดอื่น ๆ ที่เกิดขึ้น และมีผลในการยับยั้งการเจริญของ            
จุลินทรียชนิดอื่นเชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และสารแบคทีริโอซิน เปนตน 
 

2.2 สารแบคทีริโอซิน  
สารแบคทีริโอซินเปนสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงเปนสารอินทรียประเภทพอลีเปป

ไทด (polypeptide) โครงสรางทางเคมีเกิดจากการเรียงตัวของกรดอะมิโนเปนสายยาว มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุมที่ใกลเคียงกัน จําพวกแบคทีเรียแกรมบวกในวงศสกุล 
Bacillus, Enterococcus, Listeria, Clostridium, และ Staphylococcus (Noonpakdee et al., 2003) สาร
แบคทีริโอซินสวนใหญผลิตจาก LAB โดย LAB แตละสายพันธุจะใหคุณสมบัติของสารแบคทีริ
โอซินที่แตกตางกันไป ทั้งคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่น น้ําหนักโมเลกุล โครงสราง
โมเลกุลสมบัติทางพันธุกรรม และสมบัติทางชีวเคมี เปนตน สารแบคทีริโอซินจัดเปนสารชวีภาพที่
แตกตางจากยาปฏิชีวนะ (antibiotic) โดยสารแบคทีริโอซินจะทําใหเกิดรูที่บริเวณเยื่อหุมเซลลสงผล



  
   
   

ใหเกิดการเสียสมดุลขององคประกอบตาง ๆ ภายในเซลลแบคทีเรียเปาหมาย (Cleveland et al., 
2001)  

การถนอมอาหารแบบกรรมวิธีทางชีวภาพ (biopreservative) โดยใชสารแบคทีริโอซินมี 4 
วิธี ดังนี้ 

1. การเติมหัวเชื้อบริสุทธิ์ (pure culture) เปนการเติมเชื้อแบคทีเรียแลคติกบริสุทธิ์ ที่
สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินลงไปในอาหาร โดยระหวางการเจริญเติบโตในอาหารนั้น จะเกิดการ
ผลิตสารแบคทีริโอซิน ซ่ึงมีปจจัยหลายอยางที่ควบคุมการผลิตสารแบคทีริโอซินของ LAB นั้น ๆ 
เชน อุณหภูมิ  คา pH  ปริมาณของสารเติมแตงในอาหาร และเชื้อ LAB นี้ตองสามารถเจริญแขงขัน
กับเชื้ออ่ืน ๆ ไดอยางดี เปนตน (Ananou et al., 2005; Zhu et al., 2005) 

2. การเติมสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocin) เปนการเติมสารแบคทีริ
โอซินลงในอาหาร ที่ไดจากการผลิตสารแบคทีริโอซินโดยเชื้อ LAB ในอาหารเลี้ยงเชื้ออยางใด
อยางหนึ่งกอน แลวทําใหเขมขนขึ้น ซ่ึงเปนวิธีการที่มีขั้นตอนผลิตที่ยุงยากนอยกวาการใชสารแบค
ทีริโอซินบริสุทธิ์  (Zhu et al., 2005) 

3. การเติมสารแบคทีริโอซินบริสุทธิ์ (purified bacteriocin) หรือสารแบคทีริโอซินทํา
บริสุทธ์ิบางสวน (semi-purified bacteriocin) เปนการเติมสารแบคทีริโอซินที่ทราบปริมาณแนนอน 
ลงไปในอาหาร และตองเติมลงไปในปริมาณที่กฎหมายควบคุม (Ananou et al., 2005) 

4. การใช LAB ที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปกติ (mesophiles lactic acid bacteria) เปนการเติม 

LAB ที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-40oC ลงไปในอาหารที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา (chilling temperature) 
เพื่อปองกันการเจริญของเชื้อจุลินทรียกอโรคที่เปนอันตราย ถาหากมีการเปลี่ยนแปลงสภาพการเก็บ
รักษาเชน จากการขนสง อุปกรณตูแชเย็นมีปญหา อาจทําใหอุณหภูมิที่เก็บสูงขึ้น โดยที่เชื้อ LAB ที่
เจริญไดดีที่อุณหภูมิปกติ ที่เติมลงในอาหารจะสามารถเจริญเติบโตไดเร็วกวาเชื้อกอโรคอื่น ๆได 
(Ray and Daeschel, 1992) 
 

2.2.1 การจัดกลุม (Classification) 
การจัดกลุมของสารแบคทีริโอซิน ตามลักษณะของโครงสรางพื้นฐานของโมเลกุล มวล

โมเลกุล คุณสมบัติอ่ืน ๆ เชน การทนความรอน สามารถแบงเปน 4 กลุมหลัก ๆ (Klaenhammer, 
1993; Holzapfel, 1995; Chen and Hoover, 2003; มยุรา  ลุณบุตร, 2546) ดังนี้ 

1. กลุม 1: Lantibiotics  
เปนสารแบคทีริโอซินกลุมที่มีสายเปปไทดขนาดเล็ก โดยทั่วไปมีน้ําหนักโมเลกุล < 5 kDa. 

ในสายเปปไทดจะประกอบดวยกรดอะมิโนที่มีความแตกตางจากกรดอะมิโนโดยทั่วไป เชน 
lanthionine, α-methyllanthionine, β-methyllanthionine, dehydroalanine และ dehydrobutyrine อยู



  
   
   

ในโครงสราง มีฤทธ์ิจําเพาะกับแบคทีเรียแกรมบวก มีคุณสมบัติทนความรอนไดสูง ในกลุมนี้
สามารถแบงกลุมยอยตามประจุรวมของโมเลกุลออกไดเปน 2 กลุม ดังนี้ 

1.1 กลุม 1a สายเปปไทดยาว (elongated peptides) ประจุรวมเปนบวก (positive charge) 
เปนกลุมที่มีความสามารถในการสรางรูที่เยื่อหุมเซลลของจุลินทรียเปาหมาย ตัวอยางของสารแบคที
ริโอซินกลุมนี้เชน  nisin, lacticin 481, lactocin S, epidemin และ gallidermin เปนตน 

1.2 กลุม 1b เปปไทดขนาดเล็กรูปรางกลม (smaller globular peptides) มีประจุรวมเปน
ลบ หรือไมมีประจุ การยับยั้งจุลินทรียจะสัมพันธกับความจําเพาะของเอนไซมที่จะใชในการทําลาย
แบคทีเรียเปาหมาย ตัวอยางของสารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน  mersacidin, cinnamycin, ancovenin, 
duramycin และ actagardin เปนตน 

2. กลุม 2: Peptides Bacteriocin   
เปนสารแบคทีริโอซินกลุมที่ไมมีกรดอะมิโน lanthionine อยูในสายเปปไทด มีขนาดเล็ก 

น้ําหนักโมเลกุล <10 kDa. ทนความรอนไดสูงประมาณ 100-121oC โดยสามารถแยกเปนกลุมยอย
ไดอีก 3 กลุมยอย ดังนี้ 

2.1 กลุม 2a  เปนสารแบคทีริโอซินที่สามารถยับยั้งเชื้อ Listeria สายเปปไทดดานปลาย 
N (N-terminal) ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนคือ -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys ตัวอยางของ
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน pediocin PA-1/AcH, sakacin A,  sakacin P, enterocin A, lactococcin 
MMFll  และ divercin V41 เปนตน 

2.2 กลุม 2b เปนกลุมสารแบคทีริโอซินที่ตองประกอบไปดวยสายเปปไทดที่แตกตาง
กัน 2 สาย เพื่อใชในกิจกรรมการยับยั้งเซลลแบคทีเรียเปาหมายไดอยางมีประสิทธิภาพ ตัวอยางของ
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้เชน lactococcin G, lactococcin M, lactacin F, plantaricin A, plantaricin S  
และ plantaricin EF เปนตน 

2.3  กลุม 2c  เปนกลุมสารแบคทีริโอซินที่มีสายเปปไทดแตกตางกันออกไป ขึ้นอยูกับ
การสรางที่แตกตางกัน ซ่ึงสารแบคทีริโอซินบางชนิดอาจตองลดปริมาณของ cysteine ลงเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการทําลาย เชน lactacin B (สุรีรัตน  เงินดวง, 2545) ตัวอยางสารแบคทีริโอซินที่อยู
ในกลุมนี้ไดแก  acidocin B, carnobacteriocin A, divergicin A และ enterocin P เปนตน 

3. กลุม 3: Protein Bacteriocin 
เปนสารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพการทําลายไมคอยดี เนื่องจากไมทนความรอน ถูก

ทําลายไดที่อุณหภูมิ 60-100oC ไมมีกรดอะมิโน Lanthionine มีขนาดใหญ น้ําหนักโมเลกุล >30 
kDa. เชน helveticin J, helveticin V-1829 และ caseicin 80 เปนตน 

 
 



  
   
   

4.  กลุม  4: Complex Bacteriocin 
สารแบคทีริโอซินกลุมนี้จะรวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาดใหญกับสารอื่น ๆ เชน

ไขมัน คารโบไฮเดรต จึงมีสวนของ glycoprotein หรือ lipoprotein เปนองคประกอบอยูในโมเลกุล
ดวย ทนความรอนไดเชน leuconocin S, Pediocin SJ-1 
 

2.2.2 กลไกการทํางาน (Mode of action) 
สารแบคทีริโอซินจัดไดวาเปนสารกันเสียที่ไดจากธรรมชาติ ซ่ึงมีความปลอดภัยเมื่อ

นํามาใชกับอาหารไดหลากหลายประเภท โดยทําหนาที่ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่เปน
สาเหตุของการเนาเสียหรือกอโรคในอาหารได ลักษณะการทํางานของสารแบคทีริโอซินคือ ทํา
ปฏิกิริยากับเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมาย โดยการทําลายความสามารถในการยอมใหสารผาน
เขาออกของเยื่อหุมเซลลเสียสมดุลไป ทําใหเอนไซมที่สําคัญบางชนิดเสียสมบัติไป หรือไปทําลาย
สารพันธุกรรมใหแปรสภาพไป ทําใหเซลลแบคทีเรียเปาหมายตาย ซ่ึงเปนกลไกการลดปริมาณ       
จุลินทรียที่ปนเปอน ทําใหอาหารมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนานขึ้น 

การศึกษากลไกการทํางานหรือการทําลายเซลลจุลินทรียเปาหมายของสารแบคทีริโอซิน 
พบวา เกิดจากสารแบคทีริโอซินหลาย ๆ โมเลกุลมารวมตัวกันทําใหเกิดรูหรือชองวางที่ผนังเยื่อหุม
เซลลจุ ลินทรีย เปาหมาย  ซ่ึงทําใหเกิดการเสียสมดุลของไอออน  สูญเสียกรดอะมิโน  และ
สารประกอบประเภทฟอสเฟตที่เปนองคประกอบที่สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ทําให      
จุลินทรียเปาหมายตายลงในที่สุด (Ennahar et al., 1999, Ennahar et al., 2000) 

การออกฤทธิ์ยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก LAB ตอแบคทีเรียเปาหมายขึ้นอยูกับ
ปจจัยตาง ๆ ในการผลิตสารแบคทีริโอซินของเชื้อ LAB แตละสายพันธุมีความตองการแตกตางกัน 
อาทิเชน  

องคประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อ โดยทั่วไปอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชกันมากในการเลี้ยงเชื้อ 
LAB เพื่อใหผลิตสารแบคทีริโอซินคือ MRS medium, M17 meduim, brain heart infusion (BHI), 
synthetic medium และ litmus milk เปนตน นอกจากนี้มีการศึกษาผลของการเติมสารสกัดยีสต 3% 
ลงใน MRS broth ทําใหเชื้อ LAB, Lactobacillus brevis OG1 ผลิตสารแบคทีริโอซินไดปริมาณมาก
ที่สุด (Ogunbanwo et al., 2003a) และ Guerra et al. (2001) ไดทาํการศึกษาผลของสารอาหารใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเชน ความเขมขนของปริมาณน้ําตาล ไนโตรเจน  ฟอสฟอรัส และบัฟเฟอรในการ
ผลิต nisin ของ Lc. lactis subsp. lactis CECT 539  และ pediocin ของ Pediococcus acidilactici 
NRRL B-5627 พบวา ประสิทธิภาพการยับยั้งสูงที่สุดในการผลิต nisin ขึ้นอยูกับปริมาณไนโตรเจน 
กับบัฟเฟอร และผลของปริมาณน้ําตาลเปนปจจัยเพียงเล็กนอยเทานั้น แตในทางตรงกันขามการ



  
   
   

ผลิต  pediocin จะมีประสิทธิภาพการยับยั้งสูงที่สุดขึ้นอยูกับปริมาณฟอสฟอรัส และบัฟเฟอร แตถา
ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณไนโตรเจน และน้ําตาลสูงจะลดการสราง pediocin ได 

คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการสรางสารแบคทีริโอซิน และมีผล
ตอความคงตัวของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตขึ้นมาไดเชน ประสิทธิภาพการยับยั้งของ lacticin จะดี
ที่สุดเมื่อสรางจากสภาวะของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคา pH อยูระหวาง 5.9-7.0 และถาต่ํากวา 5.9 
ประสิทธิภาพการยับยั้งจะลดลง ตรงขามกับการเลี้ยงเชื้อเพื่อใหสราง helveticin V-1829 ใหได
ปริมาณสูงสุดควรเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีคา pH เร่ิมตนเทากับ 5.5  และสําหรับการผลิต lactacin 
F ใหไดปริมาณสูงสุดอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ควรมีคา pH 7.0 (Muriana and Luchansky, 1993) 
การเลี้ยงเชื้อ Lactobacillus salivarius CRL 1328  เพื่อใหสรางสารแบคทีริโอซินสูงที่สุดที่คา pH 
6.5 (Juarez Toma´ et al., 2002)   

อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ มีผลตอการเจริญของเชื้อ LAB โดยท่ีอุณหภูมิที่ใชเล้ียงเชื้อที่
เหมาะสมจะทําใหการเจริญของเชื้อเปนไปอยางรวดเร็ว ปริมาณเชื้อที่เพิ่มขึ้นสอดคลองกันกับการ
ผลิตสารแบคทีริโอซินที่เพิ่มขึ้นดวย โดยทั่วไปอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเล้ียงเช้ือ LAB อยูที่

อุณหภูมิประมาณ 30-37oC เชื้อที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37oC  เชนเชื้อ 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) เปนตน  สวนเชื้อ Lc. pentosus B96 (Delgado et 

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

นอกจากปจจัยดังกลาวแลว ปริมาณการสรางสารแบคทีริโอซินขึ้นอยูกับ Phase ของการ
เจริญ (growth cycle) ของเชื้อที่ผลิต โดยเชื้อ LAB ที่สราง helveticin J, helveticin V-1829 และ 
sakacin A จะสรางไดดีในชวงกลางถึงชวงปลายของ log phase หลังจากนั้นไปการสรางจะมีปริมาณ
ลดลง แตกตางกับเชื้อที่สราง lactocin 27 และ lactocin B จะสรางไดดีที่ชวงตนของ stationary 
phase สวนเชื้อ streptococci  เร่ิมสรางสารแบคทีริโอซินในชวง exponential phase และหยุดสราง
เมื่อเขาสูในชวง stationary phase ของ growth cycle (Muriana and Luchansky, 1993) นอกจากนี้
พบวา เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลานานเกินไป หรือเกินชวงที่เหมาะสมในการสรางสารแบคที
ริโอซินที่สรางไดนั้นอาจถูกทําลายไดดวย proteolytic enzymes หรือกรดแลคติกที่สรางจากเช้ือที่
สรางสารแบคทีริโอซินไดเอง โดยในชวงทายของการเจริญของเชื้อ LAB จะมีการผลิตกรดมากขึ้น
เปนผลใหสารแบคทีริโอซินไมเสถียรได สอดคลองกับการศึกษาของ Gosaarak (2006) ที่ไดทําการ
ทดลองในการผลิตสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lc. lactis TISTR 1401 โดยการกําหนดสภาวะของ
การเลี้ยงเชื้อใหอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth มีคา pH เทากับ 6.5 ควบคุมใหคงที่ตลอดระยะเวลาการ



  
   
   

หมัก 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37oC พบวา สารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูง
ที่สุดเทากับ 12,800 AU/ml ภายในระยะเวลา 6 ช่ัวโมง เทียบกับสารแบคทีริโอซินที่ไมไดควบคุมคา 
pH ใหคงที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงที่สุดเทากับ 3,200 AU/ml ภายในระยะเวลา 10 ช่ัวโมง 
ดังนั้นการผลิตจากเช้ือ LAB จําเปนตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่สุด สําหรับเชื้อแตละชนิดเพื่อให
การผลิตสารแบคทีริโอซินมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียเปาหมายมากที่สุดได 
 

2.2.3 การประยุกตใชสารแบคทีริโอซินท่ีสรางจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Appilcation 
of bacteriocins produced from LAB) 

ในปจจุบันไนซินเปนสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lactococcus lactis ไนซินจัดเปน 
Lactibiotics ที่เปนกลุมของเปปไทดที่มีการเชื่อมตอกันดวยพันธะ sulfur ระหวาง alanine กับ 
alanine เรียกวา lanthionine และระหวาง aminobutyric acid (ABA) กับ alanine เรียกวา β-
methyllanthionine สรางในชวง logarithmic phase (log phase) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 3.5 kDa.  
มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกเชน Lactococci, Bacilli, Micrococci, Staphylococcus 
aureus, Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum เปนตน (Hansen, 1993) โดยไนซิน
ไดรับการยอมรับในดานความปลอดภัยจาก FDA และ FAO/WHO และใชไนซินในอุตสาหกรรม
อาหารชนิดตาง ๆ เชน เครื่องดื่มแอลกอฮอล เนย อาหารกระปอง เนื้อสัตว ในประเทศตาง ๆ  
มากกวา 50 ประเทศทั่วโลก สารแบคทีริโอซินมีแนวโนมสําหรับการนําไปพัฒนา เพื่อใชประโยชน
ในการถนอมอาหารดวยวิธีทางชีวภาพ ซ่ึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการใชสารเคมี สาร
แบคทีริโอซินถูกสรางจากเชื้อแบคทีเรียหลายชนิดแตที่ไดรับการศึกษากันมากและมีความปลอดภัย 
คือ สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ LAB (ตารางที่ 2.3) 

Reunanen และ Saris (2004) ไดศึกษาอายุการเก็บ (shelf life) ของไสกรอกสุก (cooked 
sausage) ที่มีการใชไนซิน และตรวจสอบปริมาณไนซินในไสกรอกโดยวิธี GFP-fluorescence 
(green fluorescent protein) พบวา วิธี GFP- bioassay สามารถตรวจวัดปริมาณของไนซินในไส
กรอก ที่ระดับความเขมขนไดอยางต่ํา คือ 0.9 μg/g และสามารถตรวจพบปริมาณไนซิน 68% จาก

ปริมาณไนซินที่เติมเริ่มตน 91% ของไสกรอกที่เก็บที่อุณหภูมิ 6oC เปนเวลานาน 28 วัน แสดงวาไน
ซิน มีความคงตัวในผลิตภัณฑสูง จึงเหมาะสมสําหรับเปนสารถนอมอาหารได 

ศิรินาถ  หนูเอก (2540) ไดศึกษาการผลิตสารแบคทีริโอซินในสภาพมีอากาศนอย โดยเลี้ยง
เชื้อบนอาหาร APT, MRS, BHT และ M17 พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ APT และ MRS เหมาะสมในการ
เจริญ และการสรางสารแบคทีริโอซินของ LAB และพบวา Lactobacillus casei spp. Rhamnosus 
(SN11) มีการเจริญ และยับยั้งแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ไดดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
โดยเริ่มตนที่ pH 5.5 เปนเวลา 18 ชั่วโมง 



  
   
   

มยุรา  ลุณบุตร (2546) ทําการคัดเลือก LAB 17 ไอโซเลท แตมีเพียง 9 ไอโซเลท ที่สามารถ
ผลิตสารแบคทีริโอซินจากเนื้อสัตวและอาหารหมักที่สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคได เชน 
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Samonella typhi, Proteus vulgaris และ 

Listeria  monocytogenes เปนตน ทนความรอนได 100oC และถูกยอยสลายไดดวย Proteolytic 
enzyme ซ่ึงเปนคุณสมบัติของ Bacteriocin Class I และ Class II   
 
ตารางที่ 2.3 สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก  

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 จากไสกรอกหมักแหงของกรีก 

และนํามาเลี้ยงใน MRS broth พบวา สามารถผลิตสารยับยั้งไดแก กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด และสารแบคทีริโอซินคือ sakecin B สารแบคทีริโอซินนี้ถูกสรางขึ้นในชวงทาย ๆ ของ 

log phase (late log phase) มีความเสถียรที่ pH 2-9 ทนตอความรอนที่อุณหภูมิ 100oC เปนเวลานาน 
20 นาที และเมื่อทําใหบริสุทธิ์โดยวิธี SDS-PAGE จะไดน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 6.3 kDa 

Gill และ Holley (2000) ไดศึกษาผลการใช lysozyme , nisin และ EDTA ในแฮม และ
โบโลนาที่มีการเติมเชื้อจุลินทรีย (inoculated) ไดแก Brochothrix thermosphacta, E. coli O157:H7, 
Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Leuconostoc mesenteroides, L. monocytogenes, 
Salmonella typhimurium, Serratia grimesii และ Shewanella putrefaciens บรรจุแบบสุญญากาศ 

เก็บที่อุณหภูมิ 8oC  เปนเวลา 4 สัปดาห และเมื่อนําแฮมและโบโลนาที่มีและไมมีการเติม 500 mg/kg 
lysozyme:nisin (1:3)  และ  500 mg/kg EDTA  พบวา การใช lysozyme , nisin และ EDTA สามารถ
ลดปริมาณเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนของ Bc. thermosphacta และ Leu. mesenteroides ได โดยสามารถ



  
   
   

ปองกันการเจริญของเชื้อ 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
ของการเก็บในแฮมที่มีการเติมสารดังกลาวมีผลไมแตกตางกันเมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม  

Noonpakdee et al. (2003) ไดคัดแยก Lactococus lactis WNC 20 ที่สามารถสรางสารแบคที
ริโอซินไดจากแหนม โดยแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria 
monocytogenes, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ LAB ดวย
กันเองอีกหลายชนิด เมื่อทําการเปรียบเทียบในการยับยั้งจุลินทรียเปาหมายกับเชื้อจุลินทรียอางองิคอื 
Lc. lactis subsp. Lactis DL11 ที่สามารถสรางไนซิน และการเพิ่มจํานวนชุดของยีนที่ควบคุมการ
ผลิตสารแบคทีริโอซินดวยเทคนิค PCR พบวาสารแบคทีริโอซินที่แยกไดนั้น เปนไนซินชนิดที่
เรียกวาไนซินซี (Nisin Z asparagine) 

Castellano et al. (2004) ไดศึกษาการเจริญของเชื้อ Lactobacillus casei CRL705 ที่สามารถ
สรางสารแบคทีริโอซินได โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Lactobacillus sakai CR L1424 ซ่ึง
เปนเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากเนื้อที่เก็บแบบสุญญากาศและเชื้อ Listeria innocua 7 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อ (MRS broth) ภายใตสภาวะสุญญากาศที่อุณหภูมิ 8oC ไดที่ 10 และ 4 วันของระยะเวลาเก็บ 

ตามลําดับ และที่อุณหภูมิ 4oC สามารถยับยั้งการเจริญไดทั้งหมดภายใน 14 และ 8 วัน ตามลําดับ

เชนกัน และเมื่อหาประสิทธิภาพการยับยั้งพบวา ที่อุณหภูมิ 8oC มีคาการยับยั้งสูงที่สุดที่ 2130 และ 

400 AU/ml ของระยะเวลาการเก็บที่ 10 และ 8 วัน โดยที่อุณหภูมิ 4oC มีคาการยับยั้งสูงที่สุดที่ 690 
และ 30 AU/ml ของระยะเวลาการเก็บที่ 14 และ 10 วัน ตามลําดับ เชนเดียวกับการเติมสารแบคทีริ
โอซินลงใน meat batter ก็สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบทั้ง 2 ชนิดไดที่ 21 วัน
ของการเก็บและมีคา pH ไมแตกตางจากวันแรก แสดงวาสารสารแบคทริีโอซินสรางโดยเชื้อ Lb. 
casei CRL705 สามารถพัฒนาเพื่อใชเปนสารถนอมอาหารในเนื้อสัตวได 

Ananou et al. (2005) ใชสารแบคทีริโอซิน enterocin AS-48 โดยการเติมเชื้อ Enterococcus 
faecalis A-48-32 ในปริมาณ 107 CFU/g และสารแบคทีริโอซินที่ทําบริสุทธิ์บางสวน AS-48 ที่ความ
เขมขน 30 หรือ 40 ไมโครกรัมตอกรัมอาหาร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus 
aureus ในไสกรอกไดดี จึงสามารถเติม AS-48+  strain ผสมลงในเนื้อท่ีจะผลิตได โดยเชื้อนี้สามารถ
สราง AS-48 ไดมากถึง 76-88 AU/g 

Todorov และ Dick (2005) ศึกษาสารแบคทีริโอซิน pediocin ST8 ที่สรางจากเชื้อ 
Pediococcus pentosaceus ST18 ที่แยกไดจาก boza ซ่ึงเปนอาหารพื้นเมืองของประเทศบัลกาเรีย   



  
   
   

pediocin ST8 มีความสามารถในการยับยั้ง Pediococcus spp., Listeria innocua และ Lactobacillus 
plantarum ได และมีประสิทธิภาพการยับยั้งจะลดลงเมื่อถูกยอยดวยเอนไซม protease IV และ 
pronase แตไมเปล่ียนแปลงเมื่อทดสอบกับเอนไซม catalase และ α-amylase นอกจากนี้มีคุณสมบัติ

ในการทนตอความรอนไดสูงที่อุณหภูมิ 121oC นาน 30 นาที และมีความเสถียรตอ pH ตั้งแต 2-12 
ชั่วโมง หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

Samelis et al. (2005) ไดทําการศึกษาผลรวมระหวาง nisin กับ organic acid และเกลือ ตอ
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ในโบโลนาหมู (sliced pork bologna) โดยนํา
แผนโบโลนาจุมลงใน 5000 IU/ml nisin ใหทั่ว และ inoculated เชื้อ L. monocytogenes 102-103 
cfu/cm2 จากนั้นจุมลงในสารละลาย organic acid ไดแก lactic หรือ acetic acid ที่ความเขมขน 1, 3, 5 
g/100 ml ตามลําดับ หรือสารละลายเกลือไดแก sodium acetate or diacetate ที่ความเขมขน 3, 5 
g/100 ml และ potassium benzoate or sorbate ที่ความเขมขน 3 g/100 ml ตามลําดับ แลวบรรจุแบบ

สุญญากาศเก็บที่ 4oC นาน 120 วัน พบวา เมื่อติดตามผลการเจริญของ Listeria ภายใน 10 วัน nisin 
สามารถลดปริมาณ  L. monocytogenes จากวันที่ 0 ลงได 1.0-1.5 log cfu/cm ตางกับตัวอยางที่ไมได
ทําการจุมดวยกรดและเกลือจะมีปริมาณเชื้อที่หลากหลายและเจริญอยางรวดเร็วกวาตัวอยางที่จุม
ดวย nisin และมีปริมาณ L. monocytogenes เพิ่มขึ้นถึง 6-7 logcfu/cm 2 ในวันที่ 20 และเมื่อพิจารณา
ผลการยับยั้งเชื้อ listeria และคา pH ของตัวอยาง พบวา การใช nisin รวมกับ 3 g/100 ml sodium 
diacetate เปนทรีทเมนตที่สามารถการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ในโบโลนาหมูไดดี
ที่สุด 

Nieto-Lozano et al. (2006) ทําการศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Listeria 
monocytogenes และ Clostridium perfringens โดยใชสารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดจากเชื้อ 
Pediococcus acidilactici ในชิ้นเนื้อหมูของประเทศสเปน พบวา ที่ระดับความเขมขน 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 และที่ระดับความเขมขน 1000 

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

นอกจากนี้สารแบคทีริโอซิน AMA-K ที่สรางจาก Lactobacillus plantarum AMA-K ซ่ึง
เปนเชื้อที่คัดแยกไดจาก Amasi หรือนมเปรี้ยวหมักแบบ Zimbabwean สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ Enterococcus spp., E. coli, Klebsiella pneumoniae และ Listeria spp. โดยสารแบคทีริโอซิน 
AMA-K มีลักษณะและคุณสมบัติใกลเคียงกับ pediocin PA-1 (Todorov, 2008) และ Mataragas et 
al. (2003) ไดทําการศึกษาผลของการใช  protective culture จากเชื้อ LABs ที่คัดแยกไดจากไสกรอก



  
   
   

หมักแหง (dry fermented sausages) ในแฮมที่บรรจุแบบสุญญากาศและการดัดแปรบรรยากาศที่

อุณหภูมิ 4oC   พบวา เชื้อ LAB 2 สายพันธุไดแก Leuconostoc mesenterides L124 และ 
Lactobacillus curvatus L442 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และ L. 
innocua ได โดยที่ตัวอยางมีจํานวนเชื้อ Listeria ลดลงประมาณ 1.5 log cfu/g  

 

2.3 สารตานออกซิเดชันในอาหาร (Antioxidants in food) 
สารตานออกซิเดชันหรือสารกันหืน (antirancidity or antioxidants) เปนสารประกอบที่

สามารถลดอัตราเรงของปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารที่เกิดการออกซิไดซตัวเอง โดยเฉพาะการยืด
ระยะเวลาในขั้นเริ่มกอปฏิกิริยา (induction period) ในการเกิดการหืน (Sies, 1997)  
 การหืน (rancidity) ทําใหอาหารเกิดการเสื่อมคุณภาพ มีสี กล่ิน รส ผิดปกติ และลักษณะ
เนื้อสัมผัสของอาหารเปลี่ยนไป คุณคาทางอาหารลดลง และบางครั้งอาจมีสารที่เปนอันตรายตอ
รางกายเกิดขึ้นดวย การหืนมักจะเกิดกับอาหารพวกไขมัน ซ่ึงเมื่อทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศ 
จะทําใหไดสารผลิตภัณฑที่มีกล่ินไมพึงประสงค (off flavor) ปฏิกิริยาที่เกิดระหวางไขมันกับ
ออกซเิจนในอากาศนี้เรียกวา ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซ่ึงจะเกิดได 3 แบบ (สุภามาส  อินทฤทธิ์, 2547) 
คือ  

1. เกิดจากเอนไซมในน้ํามันเอง เชนในกรณีที่ผลิตน้ํามันโดยใชการหีบ (บีบคั้นจากพืช) 
เชน น้ํามันมะกอก หรือในเนื้อสดที่มีไขมันสูง เชน หมูสามชั้น หรือน้ํานม ซ่ึงจะมีเอนไซมที่
สงเสริมการเกิดออกซิเดชันอยู 

2. เกิดจากการทํางานของจุลินทรีย   เพราะในการเจริญเติบโตของเซลลส่ิงมีชีวิตจะมี
กระบวนการยอยสลายไขมัน เรียกวา  β-oxidation ทําใหเกิดสารผลิตภัณฑที่มีกล่ินหืนได 

3. เกิดจากปฏิกิริยาที่ไมมีเอนไซมมาเกี่ยวของคือ การสัมผัสกันโดยตรงระหวางไขมันและ
อากาศ โดยอาจมีแสงเปนตัวเรงใหเกิดปฏิกิริยานี้เรียกวา photochemical auto-oxidation reaction ผล
ที่ไดจะเกิดสิ่งที่เรียกวา อนุมูลอิสระ (free radical) ขึ้น ซ่ึงอาจสลายตัวตอไปเปนสารที่ใหกล่ินหืนได 

ปจจัยที่มีผลตอการเกิดออโตออกซิเดชันของน้ํามันและไขมันมีหลายประการ ดังนี้ (นิธิยา 
รัตนาปนนท, 2548) 

1. จํานวนพันธะคู หรือพันธะสามที่มีทั้งหมดในน้ํามัน และโครงสรางของกรดไขมัน โดย
โครงสรางแบบ cis-form จะถูกออกซิไดซไดเร็วกวา trans-form ของกรดไขมันที่มีคารบอนเทากัน 

2. ปริมาณออกซิเจน สาเหตุหลักในการเกิดออโตออกซิเดชันเปนผลมาจากออกซิเจน 
ดังนั้นถาในอาหารมีปริมาณออกซิเจนสูงจะเกิดตัวเรงใหเกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้นได 

3. ปริมาณความชื้น ความชื้นที่มีในอาหารเพียงเล็กนอย สามารถลดอัตราการเกิดออโต
ออกซิเดชันได เพราะวาความชื้นในปริมาณต่ําสามารถลดอัตราการดูดซึมออกซิเจนในอากาศได 



  
   
   

4. แสงอัลตราไวโอเล็ต (ultraviolet light) มีผลทําใหการเกิดออโตออกซิเดชันไดดีกวาแสง
ในชวงการมองเห็น (visible light) เพราะวามีพลังงานสูงกวาทําใหเกิดอนุภาคอิสระ ซ่ึงเปนตวัเรงใน
ปฏิกิริยาออโตออกซิเดชันได 

5. โลหะ เชน เหล็ก และทองแดง สามารถเรงอัตราการเกิดปฏิกิริยาได 
6. การที่มีสารตานการเกิดออโตออกซิเดชันโดยธรรมชาติ เชนวิตามินอี ซ่ึงพบไดในน้ํามัน

พืชทั่วไป สารเซซามอล (sesamol) และ เซซาโมลนิ (sesamolin) ที่พบไดในเฉพาะน้ํามันงา เปนตน 
สารตานออกซิเดชันที่ใชในปจจุบันมีอยูหลากหลายชนิด ตารางที่ 2.4 แสดงสารกันหืนที่

นิยมใชกันมากในอาหาร ซ่ึงแตละชนิดมีคุณสมบัติและประสิทธิภาพในการกันหืนที่แตกตางกัน 
ดังนั้นในการเลือกใชสารตานออกซิเดชันจึงตองคํานึงถึงคุณสมบัติเบื้องตนดังนี้ (Anderson, 2001) 

1. ไมเปนพิษตอผูบริโภคทั้งในระยะสั้นและระยะยาว  
2. ใชในปริมาณนอยแตใหประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันสูง 
3. ใชไดสะดวก มีความคงตัวสูง ทนตอสภาพการแปรรูปอาหาร 
4. ทนตอความรอนอุณหภูมิสูงไดดี (carry through) 
5. ไมเกิดการสะสม หรือตกคางในรางกายผูบริโภค 
6. ไมเปนสารกอมะเร็ง 

 
2.3.1 ประเภทของสารตานออกซิเดชัน (Type of antioxidants) 
สารตานออกซิเดชันแบงเปน  2 กลุมใหญ ดังนี้ 
1. สารตานออกซิเดชันท่ีไดจากการสังเคราะห (สุทธิ  ภมรสุมิตร, 2544; Anderson, 2001; 

Domingos et al., 2007) หรือสารกันหืนสังเคราะหมีหลากหลายชนิด แตที่นิยมและอนุญาตใหใชใน
อาหารไดแก 

บีเอชเอ (Butylated hyroxy anisole: BHA)  
BHA เปนวัตถุกันหืนที่นิยมใชกันมากชนิดหนึ่ง โดยเฉพาะอยางยิ่งในผลิตภัณฑ อาหาร

ประเภทที่มีไขมนั และน้ํามันเปนสวนประกอบบีเอชเอที่มีการใชกันสวนใหญ จะอยูในรูปของสาร
ผสม 2- และ 3-tert-butyl-4-hyfroxyanisole หรืออาจใชรวมกับ gallate หรือ BHT เพื่อให
ประสิทธิภาพดีขึ้น  ประสิทธิภาพในการกันหืนขึ้นอยูตามระดับความเขมขนที่ใชจนถึง 0.02% ซ่ึง
เปนระดับสูงสุดที่อนุญาตใหใชได แตเมื่อเพิ่มความเขมขนใหสูงกวานี้ประสิทธิภาพในการกันหืน
จะลดลง ในปจจุบันองคการวิจัยมะเร็งระหวางประเทศ ไดจัดใหสารกันหืน BHA เปนสารกอมะเร็ง
ในกลุม B2 คือ กลุมที่นาจะเปนสารกอมะเร็งในมนุษย (ไทยรัฐ, 2547) 

 
 



  
   
   

บีเอชที (Butylated hydroxy toluene: BHT) 
BHT เปนวัตถุกันหืนอีกชนิดหนึ่งที่นิยมใชกันเชนเดียวกับ BHA แตมีประสิทธิภาพดีกวา

เล็กนอย และใหกล่ินฟนอลเชนเดียวกัน การใชมักนิยมใชผสมกับวัตถุกันหืนชนิดอื่น เพื่อเสริมให
ประสิทธิภาพดีขึ้น   

แกลเลต (Gallate) 
โพรพิล  ออคทิล และโดเดซิลแกลเลต เปนเอสเทอร (ester) ของกรดแกลลิก (gallic acid) 

เปนวัตถุกันหืนที่มีประสิทธิภาพดี ชวยปองกันการเกิดเพอรออกไซดได   ประสิทธิภาพจะขึ้นกับ
น้ําหนักโมเลกุลและความเขมขน  

ทีบีเอชคิว(Tertiary Butylated Hydroquinone: TBHQ) 
TBHQ เปนสารประกอบที่อนุญาตใหใชไดในประเทศสหรัฐอเมริกา แตบางประเทศยังไม

อนุญาตใหใช ในประเทศไทยอนุญาตใหไดไมเกิน 200 ppm เปนชนิดที่ไมมีกล่ินไมมีสี และละลาย
ในน้ํามันไดดี  

 
2. สารตานออกซิเดชันท่ีไดจากธรรมชาติ  
เปนสารกันหืนที่พบไดตามธรรมชาติ อยูในสวนตางๆของพืช เชน สมุนไพร เครื่องเทศ ชา 

กาแฟ ในเมล็ดของพืชน้ํามัน ซ่ึงเปนสารประกอบประเภทพอลิฟนอล (polyphenol) หรือท่ีกําลังเปน
ที่นิยมกันมาก คือสารตานอนุมูลอิสระจากพืช (plant antioxidants) ชนิดตาง ๆ ซ่ึงสารเหลานี้เปน
สารกลุมใหญมีชื่อเรียกหลายแบบเชน 

 ฟลาโวนอยด (flavonoid)  ฟลาวานอล (flavanol) หรือสารกลุมฟนอลิก (phenolic) 
ตัวอยางเชน เกอรเซทิน (quercetin)   คาเทชิน(catechins) จากใบชา   กรดแกลลิก (gallic acid)    
ไฮดรอกซีซินามิก (hydroxycinnamic) และเลซิทิน (lacithin) เปนตน ซ่ึงสารตานอนุมูลอิสระเหลานี้
ยังนิยมนํามาใชเปนสารปองกันการเสื่อมสภาพของเซลล โดยเติมลงในเครื่องสําอางค หรือเติมลง
ในอาหารเสริม เพื่อใชเปนสารปองกันการเกิดมะเร็งอีกดวย ตัวอยางสารกันหืนที่นิยมใชกวางขวาง
ในผลิตภัณฑอาหาร  

เชนโทโคฟรอล (tocopherol) หรือ วิตามินอี ซ่ึงพบมากในจมูกขาวสาลี ขาวโพด เปนสาร
กันหืนที่มีอยูตามธรรมชาติในน้ํามันพืช มีลักษณะเปนของเหลวขนหนืดที่อุณหภูมิ 23oC มีสีเหลือง
ออนถึงสีน้ําตาล อาจตกผลึกไดที่อุณหภูมิต่ํา ถาอยูในรูปที่บริสุทธิ์จะไมมีสี ไมมีกล่ิน ละลายไดใน
น้ํามัน ชนิดที่พบในธรรมชาติแบงตามโครงสรางไดแก α-Tocopherol พบมากในจมูกขาวสาลี β-
Tocopherol พบมากในขาวโพด γ-Tocopherol และ δ-Tocopherol โทโคฟรอลมี ประสิทธิภาพใน
การกันหืนที่ดอยกวาสารกันหืนชนิดอื่นๆอยูบาง ดังนั้นเวลาใชมักจะใชรวมกับวัตถุกันหืนชนิดอื่น
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ 



  
   
   

ตารางที่ 2.4 สารตานออกซิเดชันบางชนิดที่นิยมใชในอาหาร 

ชนิด สูตรโครงสราง ปริมาณที่อนญุาตใหใช* ตัวอยางอาหาร 
1. BHA 

 

0.02% น้ํามันหม-ูพืช มัน
ฝร่ังทอด ขนมปง
กรอบ และขนมอบ 

2. BHT 

 

0.02% น้ํามันหม-ูพืช มัน
ฝร่ังทอด ขนมปง
กรอบ และขนมอบ 

3.Propyl 
Gallate 

 

0.02% น้ํามันหม ู น้ํามันพืช 
อาหารสัตว 

4. TBHQ 

 

0.2%** น้ํามันฝาย มันฝร่ัง
ทอด คอนเฟรก็ 
น้ํามันหม ู

5.Alpha 
tocopherol  

0.3% น้ํามันหมู ขนมอบ 
มันฝรั่งทอด  แครก
เกอร 

6. Sesamol 

 

ปริมาณที่เหมาะสม หรือ
0.01% 

อาหารที่มี
องคประกอบของ
น้ํามัน 

7.Quercitrin ปริมาณที่เหมาะสม หรือ
0.01% 

อาหารที่มี
องคประกอบของ
น้ํามัน 

*  = เปนปริมาณสูงสุดที่อนุญาตใหใชไดในอาหารโดยคิดเปนรอยละของไขมัน 
**= เปนปริมาณสูงสุดที่อนุญาตใหใชไดตามกฎหมายของประเทศไทย 
ที่มา :  http://class.fst.ohio-state.edu/fst605/lectures/lect6.html; Anderson, 2001 

 
กรดแอสคอรบิค ไอโซเมอรของกรดแอสคอรบิค หรือเกลือของกรดแอสคอรบิคไดแก 

โซเดียมแอสคอรเบต และแคลเซียมแอสคอรเบต เปนสารกันหืนที่จัดวามีความปลอดภัย เมื่อเติมลง



  
   
   

ไปในอาหารจะทําหนาที่ในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยเปนตัวถายเทไฮโดรเจน
อะตอมจากโมเลกุลไปใหกับออกซิเจนทําใหออกซิเจนไมสามารถเกิดปฏิกิริยากับไขมันในอาหาร
ตอไปได (Ibrahim Sallam, 2007) 
 

2.3.2 การใชสารตานออกซิเดชันและตานจุลินทรียจากธรรมชาติในผลิตภัณฑอาหาร
(Application of natural antioxidants and antimicrobial in food products) 
ในปจจุบันนิยมใชสารตานออกซิเดชนัและตานจุลินทรียที่ไดมาจากธรรมชาติในผลิตภัณฑ

อาหารมากขึ้น โดยเฉพาะอาหารแนวเพื่อสุขภาพซึ่งปราศจากสารเคมี ทําใหมีการศึกษาวิจัยพรรณ
พืชสมุนไพรที่มีคุณสมบัติในการตานปฏิกิริยาออกซิเดชันเพิ่มขึ้น สมุนไพรจัดเปนกลุมของ
เครื่องเทศที่นิยมเติมลงไปในอาหาร เพื่อเพิ่มกลิ่นและรสของอาหารใหดีขึ้น นอกจากนี้พบวา ใน
สมุนไพรมีสารประกอบที่มีความสามารถในการเปนสารกันหืนและสารตานจุลินทรียไดอีกดวย ซ่ึง
สารประกอบในกลุมนี้สวนใหญจะเปนสารประกอบฟนอลลิคเชน ในสารสกัดของโรสแมรีมี 
carnosic acid, carnosol และ rosmarinic acid นอกจากนี้ไดมีการศึกษาในกลุมของเครื่องเทศที่ให
กล่ินหอมไดแก พืชตระกูล Labiaiae (กระเพรา) ซ่ึงมีความสามารถในการตานออกซิเดชันไดแรง
ที่สุดโดยเฉพาะ sage และ rosemary เมื่อเปรียบเทียบกับพืชสมุนไพรหรือเครื่องเทศทั่วไป 
(Richheimer et al., 1996) สอดคลองกับการศึกษาของ Masuda et al. (2002) และ Inatani et al. 
(1983) รายงานวา โรสแมรีมีคุณสมบัติของการเปนสารตานออกซิเดชัน 

การศึกษาใชสารสกัดโรสแมรีในเนื้อบดของ Balentine et al. (2006)  โดยการนําสารสกัด

โรสแมรีเติมลงในขั้นตอนการบดเนื้อ แลวเกบ็เนื้อบดไวที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลานาน 144 ช่ัวโมง 
จากนั้นทําการตรวจวัดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมัน (lipid oxidation) โดยการวิเคราะหหาคา 
TBARS วัดคาสีแดง (a values) และปริมาณ oxymyoglobulin ในตัวอยางเนื้อบดพบวา ตัวอยางเนื้อ
บดที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรีมีคาสีแดง (a values) และมีปริมาณ oxymyoglobulin สูงที่สุด สวน
คา TBARS จะมีคาต่ําเทียบกับตัวอยางเนื้อบดที่ไมมีการเติมสารสกัดโรสแมรี นอกจากนี้ศึกษาของ 
Iamsa-ard (2005) พบวา การใชสารสกัดจากโรสแมรีเติมลงในเนื้อไกแยกกระดูกแชเย็นที่ระยะเวลา 
3 วัน สามารถลดการเกิดปฎิกิริยาลิพิดออกซิเดชันไดดีที่สุด เมื่อเทียบกบัตัวอยางชุดควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  

น้ํามันหอมระเหยจากพืชธรรมชาติ สามารถใชเปนสารกันเสีย เนื่องจากสารประกอบบาง
ตัวในน้ํามันหอมระเหยมีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย ซ่ึงฤทธ์ิในการตานเชื้อแบคทีเรียของน้ํามันหอม
ระเหยมาจากสารประกอบในกลุม terpenoids และ phenolic เชน thymol, carvacrol และ eugenol 
เปนตน  Mounia et al. (2007) ไดศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยชนิดตาง ๆ ตอ
เชื้อจุลินทรียกอโรค 4 สายพันธุคือ Escherichia coli  O157:H7, Listeria monocytogenes 2812 1/2a, 



  
   
   

Salmonella typhimurium SL 1344 และ Staphylococcus aureus พบวา น้ํามันหอมระเหยที่ใหฤทธิ์
ตานเชื้อแบคทีเรียที่ดีที่สุดคือ น้ํามันหอมระเหยจาก Corydothymus capitatus (ออริกาโนสเปน)   
Cinnamomum cassia (อบเชยจีน) Origanum heracleoticum (ออริกาโนกรีก) Satureja Montana 
(savory) และ Cinnamomum verum (เปลือกไมของตนอบเชยเทศ) โดยมีคา MIC (Minimum 
Inhibitory Concentration) ตอเชื้อทั้ง 4 ชนิด ≤0.05% และ S. aureus เปนเชื้อท่ีไวตอการออกฤทธิ์
ของน้ํามันหอมระเหยมากที่สุด  

Oussalah et al. (2006) ทําการศึกษาผลของการใชน้ํามันหอมระเหยจากพืชชนิดตาง ๆ 60 
ชนิด ในการยับยั้งการเจริญของ Pseudomonas putida สายพันธุที่แยกไดจากเนื้อ ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่
ทําใหเนื้อเกิดการเนาเสีย โดยทําการหาคาที่ใชในการยับยั้งอยูในชวงความเขมขนต่ําที่ สุด 
(minimum inhibitory, MIC) ถึงสูงที่สุด (maximal tolerated concentrations, MTC)  คือ 0.003-0.8% 
(wt/vol) ของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด พบวา น้ํามันหอมระเหยของ Corydothymus capitatus มี
ผลการยับยั้งดีที่สุด โดยมีคา MIC เทากับ 0.025% และ MTC เทากับ 0.06%  

Bhusita et al. (2005) ไดศึกษาฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียของน้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพร
ไทย 32 ชนิดตอเชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร 4 สายพันธุคือ Salmonella spp., E. coli O157, 
Campylobacter jejunii และ Clostridium  perfringens พบวา น้ํามันหอมระเหยจากสมุนไพรที่มีฤทธิ์
ตานเชื้อแบคทีเรียไดแก 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) ไดทดสอบฤทธิ์ตานเชื้อราของน้ํามันหอมระเหยจากพืชใน
ตระกูล Citrus spp. 4 ชนิด คือ lemon oil, mandarin oil, grapefruit oil และ orange oil โดยใชเชื้อรา
ที่มักปะปนในอาหารไดแก Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum และ 
Penicillium verrucosum พบวา น้ํามันหอมระเหยทั้ง 4 ชนิดมีฤทธ์ิตานเชื้อราทั้ง 4 สายพันธุในความ
แรงที่ตางกัน โดย orange oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Asp. niger, mandarin oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Asp. 
flavus และ grapefruit oil ออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Pen. chrysogenum และ Pen. verrucosum  

Ahna, Gru และ Mustapha (2007) ไดศึกษาผลของ butylated hydroxyanisole/butylated 
hydroxytoluene (BHA/BHT) สารสกัดจากเมล็ดองุน (grape seed extract; ActiVinTM), pine bark 

extract (Pycnogenol®) และสารสกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary; Herbalox®) ตอการเจริญของ  
จุลินทรีย การเปลี่ยนแปลงสี และการเกิดออกซิเดชันของเนื้อวัวสุกพบวา ActiVinTM และ 

Pycnogenol® สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli O157:H7   และ Salmonella Typhimurium และ
สามารถหนวงการเจริญของ Listeria monocytogenes และ Aeromonas hydrophila มีความคงตวัตอสี

แดงของเนื้อไดนานที่สุด นอกจากนี้ BHA/BHT, ActiVinTM, Pycnogenols® และ Herbaloxs® ทํา



  
   
   

ใหการเกิดออกซิเดชันในเนื้อชาลง โดยมีคา TBARS ลดลงเทียบกับตัวอยางควบคุมเทากับ 75%, 
92%, 94 % และ 92% ตามลําดับ ของระยะเวลาการเก็บ 9 วัน  

Romano et al. (2009) ไดศึกษาผลของสารสกัดโรสแมรี และผลการใชรวมกับ BHA หรือ 
BHT ในการเปนสารตานออกซิเดชันและตานจุลินทรีย  สารสกัดโรสแมรี (RE) ที่สกัดดวยเมททา
นอลประกอบดวย สารประกอบฟนอลลิคคือ   carnosic acid (CA), carnosol (COH) และ rosmarinic 
acid (RA) เทากับ 30, 16 และ 5% ตามลําดับ ทําการวิเคราะหหาคุณสมบัติในการตานอนุมูลอิสระ
โดยวิธี 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate radical (DPPH) และผลยับยั้งตอการเจริญของ  E. 
coli และ Stap. aureus โดยวิธีหาคา MIC พบวา RE, RA และ CA สามารถลดการเกิดอนุมูลอิสระได
ดีเทียบกับ BHA และ BHT และถาใช RE+BHA จะสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Stap. 
aureus ไดดีกวาการใช RE เพียงอยางเดียว 

นอกจากนี้มีงานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการประยุกตใชสารตานออกซิเดชัน และตานจุลินทรีย
จากธรรมชาติ รวมกับกรรมวิธีถนอมอาหารแบบตาง ๆ โดยมีความมุงหมายใหผลิตภัณฑอาหารมี
อายุการเก็บนานขึ้นหลายวิธีไดแก การใชสารสกัดโรสแมรีและสาร ascorbate กับ citrate รวมกับ
การบรรจุแบบดัดแปรบรรยากาศในเนื้อบด (Lund, Hviid, and Skibsted, 2007)  การศึกษาของ
Fernandez-Lopez et al. (2005) ใชสารสกัดจากโรสแมรี สม และมะนาวในลูกชิ้นวัว  Estévez et al. 
(2007) ทําการศึกษาผลของน้ํามันหอมระเหยของเสท และโรสแมรีตอการเกิดออกซิเดชันในตับบด  
และ Bozkurt (2006) ไดศึกษาความสามารถในการตานออกซิเดชันของสารสกัดจากชาเขียวและ
นํ้ามันหอมระเหยของไทม (Thymbra spicata oil) ในไสกรอกหมักแหงของประเทศตุรกี และจาก
การศึกษาของพิชญอร  ไหมสุทธิสกุล (2549) พบวา สารสกัดจากพืชผักพื้นบานของไทยหลายชนิด
มีฤทธิ์การตานออกซิเดชัน โดยสารสกัดจากใบผักติ้วมีสารประกอบฟนอลิกหลักคือ collagenic acid  
สามารถยับยั้งการเกิดกลิ่นหืนในขาวอบกรอบไดดีกวาวิตามินอี เปนตน 

 

2.4 เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว (Meat and meat products) 
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตว เปนกลุมอาหารที่เสี่ยงตอการเสื่อมเสียไดงาย เนื่องจากเปน

อาหารที่มีโปรตีนสูง มีความชื้นสูงถึงรอยละ 50-75 มีคา water activity (aw) มากกวา 0.99 มีคา pH 
5.4-5.6 และมีธาตุอาหารพวกไนโตรเจน แรธาตุและไวตามินที่อุดมสมบูรณ จึงเหมาะกับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียสวนใหญ โดยเฉพาะกลุมแบคทีเรียกอเกิดโรคและทําใหอาหารเนาเสีย 
เชน Aeromonas hydrophila, C. botulinum, Listeria spp., Yersinia enterocolitica และบาง strains 
ของ Bacillus cereus, E. coli และ Vibrio parahaemolyticus (Marth, 1998) 

ผลิตภัณฑเนื้อสัตวที่ใชเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในการผลิตสวนใหญ เปนผลิตภัณฑเนื้อ
หมักเชน แหนม หม่ํา สมฟก รวมทั้งไสกรอกแหงและไสกรอกกึ่งแหงเชน ซาลามิ เปปเปอรโรมิ 



  
   
   

เปนตน   แหนมจัดเปนผลิตภัณฑเนื้อหมักของไทยที่มีความแตกตางจากผลิตภัณฑในแถบยุโรป 
เปนผลิตภัณฑที่มีปริมาณไขมันต่ํา ใชระยะเวลาในการหมักคอนขางสั้น ไมมีการทําใหแหง ผลิต
จากเนื้อหมูบดละเอียด หนังหมู ขาวสุก  กระเทียม และ สวนผสมอื่น ๆ คลุกเคลาใหเขากันแลว
บรรจุในถุงพลาสติกอาจมีการหอทับดวยใบตอง ปจจุบันนิยมบรรจุลงในหลอดพลาสติก เพื่อ
ปองกันการระเหยของน้ํา ระหวางการหมักมีการสรางกรดแลคติกเกิดขึ้น ทําใหคา pH ของ
สวนผสมลดจาก 6.5-6.6 เปน 4.5-5.0 ซ่ึงการลดลงของคา pH มีผลตอรสชาติของแหนม (Adam and 
Moss, 1995) นอกจากนั้นยังทําใหการเจริญของเชื้อจุลินทรียที่อาจปนเปอน และกอโรคในเนื้อสัตว
และผลิตภัณฑเนื้อสัตวลดลงดวย  ซ่ึงผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้นจากสารที่ผลิตจากกลาเชื้อ
หรือจากแบคทีเรียที่พบในแหนม เชน สารกลุมสารแบคทีริโอซิน (Noonpakdee, 2003) โดย            
จุลินทรียที่ใชเปนหัวเชื้อชวยใหแหนมมีความปลอดภัยตอการบริโภคและเก็บไวไดนานขึ้น 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่เกี่ยวของกับการหมักแหนมที่พบไดแก Lactobacillus sp. และ Pediococcus 
sp. ซ่ึงทั้งสองสายพันธุใชเปนกลาเชื้อในทางการคาของผลิตภัณฑเนื้อหมักในตางประเทศ 
นอกจากนั้นบางผลิตภัณฑยังใช Micrococcus sp. ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่รีดิวซไนเทรตเปนไนไทรต มี
ผลทําใหสีของผลิตภัณฑมีความคงทนยิ่งขึ้น (สุชาดา  อนุตรกุล และคณะ, 2537) 
 

2.4.1 ลูกชิ้น (Meatball) 
ลูกชิ้นเปนผลิตภัณฑเนื้อที่นิยมบริโภคกันสูง สามารถบริโภคไดทางตรงหรือใชเปน

สวนประกอบของอาหารชนิดอื่น ๆ เชน ลูกชิ้นทอด  นึ่ง และยาง กวยเตี๋ยว แกงตาง ๆ เปนตน ทาํให
มีกําลังผลิตที่สูงในระดับอุตสาหกรรมภายในประเทศไทย การผลิตลูกชิ้นเปนกรรมวิธีที่ไมยุงยาก
ผลิตจากเนื้อสัตวตาง ๆ เชน เนื้อหมู เนื้อวัว เนื้อไก และเนื้อปลา เปนตน เครื่องเทศหรือสมุนไพร 
เชน กระเทียม รากผักชี พริกไทยดํา เครื่องปรุงรส เชน เกลือ และวัตถุเจือปนอาหารอื่น โดยการนํา
บดเนื้อจนละเอียดผสมรวมกับสวนผสมอื่น ๆ จนเปนเนื้อเดยีวกัน แลวทําใหเปนรูปรางตามตองการ 
ลวกใหสุก ผ่ึงลมจนเย็น บรรจุลงถุงพลาสติกทั้งแบบธรรมดา และแบบสุญญากาศ โดยปกติลูกชิ้น

ทั่วไปจะมีอายุการเก็บรักษาประมาณ 2-7 วัน ที่อุณหภูมิ 4oC ในตูเย็น  
การเสื่อมเสียของลูกชิ้นโดยสวนใหญเกิดจากการปนเปอนของจุลินทรีย และการเกิด

ออกซิเดชันของไขมัน ซ่ึงทําใหลูกชิ้นมีกล่ินเหม็นหืน สีเปล่ียนแปลง มีเนื้อสัมผัสเปลี่ยนแปลง มีน้ํา
เยิ้ม หรือเกิดเมือกได เนื่องจากสวนประกอบของลูกชิ้นเปนแหลงอาหารชั้นเลิศในการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียไดแก โปรตีน ไขมัน และคารโบไฮเดรต เปนตน เชื้อจุลินทรียที่
พบและเปนปญหาในลูกชิ้นที่เก็บในตูเย็น สวนใหญเปนกลุมแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดดีที่
อุณหภูมิต่ํา (psychrotrophic bacteria) ยีสตและราไดแก 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
ลูกชิ้นที่วางขายหรือเก็บที่อุณหภูมิหองปกติ อาจจะพบกลุมมีโซไฟล (mesophilic bacteria) ซ่ึงเปน
สาเหตุของการเนาเสียและเกิดอาหารเปนพิษในลูกชิ้นไดเชน ในตัวอยางลูกชิ้นไก มักจะพบคือ  L. 
monocytogenes, Salmonella, C. perfringens, Bacillus aureus , Enterobacteriaceae และ B. cereus 
เปนตน (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 บทคัดยอ 
การวิจัยนี้เพื่อทําการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria, LAB) ที่ผลิต

สารยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไก โดยทําการศึกษา LAB ที่สามารถผลิตสาร
แบคทีริโอซินได 5 สายพันธุ ไดแก Lactobacillus acidophilus TISTR1338, Pediococcus 
acidilactici TISTR051, Pediococcus acidilactici TISTR424, Pediococcus acidilactici TISTR425 
และ Lactococcus  lactis  TISTR1401 โดยใชเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ปนเปอนที่แยกและจําแนกไดจาก
ลูกชิ้นไกเปนแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria) สําหรับทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสาร
แบคทีริโอซินที่ผลิตไดจาก LAB แบคทีเรียทดสอบที่แยกและจําแนกไดจากลูกชิ้นไกประกอบดวย 
Staphylococcus lentus, Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus ssp. โดยมีจํานวนประชากร
ของเชื้อที่ปนเปอนของแตละสายพันธุ คือ 3, 12 และ 85%  ตามลําดับ จากการทดสอบความสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบของสารแบคทีริโอซินโดยวิธี agar well diffusion พบวา cell free 
supernatant (CFS) ของเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มีประสิทธิภาพยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus ssp. สูงที่สุด มีขนาดของวงใสการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 9.6  และ 22.5 
มิลลิเมตร ตามลําดับ แต CFS ของ LAB ทุกสายพันธุไมสามารถยับยั้งการเจรญิของ Stap. lentus ได 
สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins supernatant: CBS) ของเชื้อ Lc.  lactis 

TISTR1401  มีความเสถียรตอความรอนที่ 100oC เปนเวลา 20 นาที และเสถียรตอความเปนกรด-
ดางชวง pH 2-8 และเมื่อทําให CBS ซ่ึงมีคาการยับยั้งเฉลี่ย 5,333.3 AU/ml มีความเขมขนขึ้น 10 เทา
โดยการระเหยน้ําออกดวย rotary evaporator และการทําใหแหงโดยวิธีระเหิดแหง พบวา 
ความสามารถการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและผงแหงมีคาเฉลี่ยเทากับ 3,200 
และ 6,400 AU/ml ตามลําดับ 

 



  
   
   

3.2 บทนํา  
ปจจุบันเทคโนโลยีไดเขามามีบทบาทสําคัญตออุตสาหกรรมอาหารทั้งการแปรรูปและการ

ถนอมอาหาร ทําใหผูบริโภคสามารถเลือกซื้ออาหารไดหลากหลายชนิดมากขึ้น โดยในการเลือกซื้อ
อาหาร นอกจากจะพิจารณาจากรสชาติและราคาแลว ยังคํานึงถึงคุณคาทางโภชนาการและความ
ปลอดภัยดวย อุตสาหกรรมการผลิตอาหารนิยมใชสารเจือปนในอาหารที่เกินขนาดมาตรฐาน
กําหนดโดยรูเทาไมถึงการณหรือการดวยเจตนา เชน การใชสารกันเสีย และการบริโภคอาหารที่ไม
ถูกสุขลักษณะ เชน อาหารที่มีการปนเปอนจุลินทรียกอโรค ทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษและโรค
ตางๆที่เกี่ยวของกับระบบทางเดินอาหารหรือแมกระทั่งโรคมะเร็ง เปนตน ดั ง นั้ น เ พื่ อ ค ว า ม
ปลอดภัยจากจุลินทรียกอโรค และสารเคมีที่ใชเปนสารกันเสียในอาหาร จึงไดมีความพยายามที่
หาทางแกไขปญหาการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียกอโรค และมีการวิจัยคนควาหาและใชสารกันเสีย
ธรรมชาติทดแทนสารเคมีที่ไดจากการสังเคราะห ซ่ึงมีความปลอดภัยมากกวาสารกันเสียที่มาจาก
การสังเคราะหดวยวิธีทางเคมีที่อาจกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคได ถาไดรับในปริมาณมาก
ติดตอกันเปนเวลานาน ทางเลือกหนึ่งที่ไดรับความสนใจ และมีการศึกษากันอยางกวางขวาง คือ 
การใชสารตานแบคทีเรียที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria, LAB) ที่เรียกวา
สารแบคทีริโอซิน (bacteriocins)  
 แบคทีเรียกรดแลคติก  เปนแบคทีเรียที่พบมากในอาหารประเภทอาหารหมัก เชน แหนม 
ผักดอง ผลไมดอง ไสกรอกเปรี้ยว ผลิตภัณฑนมเชน เนยแข็ง นมเปรี้ยวหรือ โยเกิรต  และยังพบได
ในรางกายคน และสัตวเชนในระบบทางเดินหายใจและระบบทางเดินอาหาร อวัยวะสืบพันธุ  ใน
ระดับอุตสาหกรรมมีการใชแบคทีเรียกรดแลคติกเปนหัวเชื้อตั้งตนเพื่อเติมในอาหาร (Hugas and 
Monfort, 1997)  เพื่อใหผลตอกล่ินรสและเนื้อสัมผัสของอาหาร  แบคทีเรียกรดแลคติกมี
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียได เนื่องจากกรด     
แลคติกที่แบคทีเรียผลิตขึ้นทําใหความเปนกรด-ดางไมเหมาะสมตอจุลินทรียกอโรคหรือจุลินทรียที่
ปนเปอนในอาหาร  นอกจากนี้ยังมีการสรางสารระเหยที่มีกล่ินเฉพาะตัวเชน  ไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด สารไดอะซิติล (diacetyl) มีผลตอคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑอาหาร และมีสารที่
สําคัญอีกชนิดหนึ่งคือ สารแบคทีริโอซิน (bacteriocins) ซ่ึงเปนสารที่มีความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นไดอยางจําเพาะ (Hoover and Steenson, 1993; Jack et al.,1995)  

ดังนั้นในปจจุบันจึงมีความพยายามใชสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
ในอุตสาหกรรมอาหาร สารแบคทีริโอซินที่ไดถูกนํามาใชในทางอุตสาหกรรมอาหาร และเปนที่
ยอมรับแลววาเปนสารที่ปลอดภัย (Generally Regarded As Safe: GRAS) ไดแก ไนซิน (nisin) ที่
ผลิตจาก Lactococcus  lactis (Reunanen and Saris, 2004) และมีการใชมากในผลิตภัณฑอาหาร



  
   
   

ประเภทเนื้อ ผักบรรจุกระปอง  เนย  นม และโยเกิรต เปนตน (Reunanen and Saris, 2004; Nieto-
Lozano et al., 2002) 
 สารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก มีประสิทธิภาพสามารถยับยั้งจุลินทรีย
แกรมบวก (Gram-positive) ไดหลายชนิดรวมทั้งแบคทีเรียกอโรคเชน Staphylococcus aureus 
(Ananou et al., 2005), Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ Cl. 
botulinum เปนตน (Ennahar et al., 1999; Cleveland et al., 2001) และอาจจะมีผลยับยั้งเชื้อแบคทเีรยี
แกรมลบ (Gram-negative) ไดบางเปนบางชนิด แตตองมีการใชรวมกับสารยับยั้งอ่ืน ๆ (disodium 
EDTA) ดวย เชน Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, Salmonella spp. (Sankuntaw  et al., 
2008; Stevens et al., 1991) นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถที่จะยับยั้งเชื้อราและยีสต
ไดอีกดวย (Lavermicocca et al., 2000) การผลิตสารแบคทีริโอซินจากแบคทีเรียแลคติกเพื่อนําไปใช
ในผลิตภัณฑอาหารประเภทตาง ๆ นั้น    มีความจําเปนอยางยิ่งในการศึกษาถึงปจจัยที่เหมาะสม
สําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุตาง ๆ ซ่ึงแบคทีเรียกรด
แลคติกแตละสายพันธุนั้น ตองการสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและสรางสารแบคทีริโอซิน
แตกตางกันดวยไดแก องคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ  ความเปนกรด-ดาง และระยะเวลา
ในการหมัก เปนตน (Avonts, Uytven, and Vuyst, 2004)  

สารแบคทีริโอซินสวนใหญมีคุณสมบัติในการเสถียรตออุณหภูมิสูงได ซ่ึงเหมาะสมตอการ
นําไปใชในอาหาร เนื่องจากอาหารสวนใหญตองผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน 
ตัวอยางเชน สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Pediococcus acidilactici สายพันธุ Hansen มีความเสถยีร

ตออุณหภูมิสูงที่ 115oC เปนเวลานาน 15 นาที โดยมีคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
เปาหมาย Ped. pentosaceus Fbb 61 เทากับ 4000 BU/ml (Nieto-Lozano et al., 2002) การศึกษาของ 
Khalid et al. (1999) พบวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactobacillus strain LC-09 สามารถทน

ความรอนไดสูงที่ 100oC เปนเวลานานถึง 4 ช่ัวโมง และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ระดับ pH 

ต่ําไดอีกดวย นอกจากนี้ไนซินยังมีความสามารถในการทนความรอนไดสูงที่ 121oC นาน 15 นาที 
(Noonpakdee et al., 2003)    สารแบคทีริโอซินอีกชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย
เปาหมายไดคือ Pediocin ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารที่แชในตูเย็นเนาเสียไดแก 
Brochotrix thermosphacta ที่พบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง ๆ ที่บรรจุในระบบสุญญากาศและ
เนื้อหมัก (Ennahar et al., 1999)   

นอกจากนี้ Hugas (1998) ไดรายงานเกี่ยวกับการใชไนซินในผลิตภัณฑเนื้อตาง ๆ วา มี
ประสิทธิภาพในการเปนสารตานจุลินทรียไดดีนอยกวาการใชในผลิตภัณฑนม เนื่องจากไนซินมี



  
   
   

คุณสมบัติความสามารถในการละลายต่ํา (low solubility) การกระจายตัวไมสม่ําเสมอ (uneven 
distribution) และไมมีความเสถียร (lack of stability)  

โดยทั่วไปผลิตภัณฑเนื้อในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต มักมีการปนเปอนดวย
เชื้อจุลินทรียเชน Staphylococcus spp. และ Bacillus spp. เปนตน ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอใหเกิดโรคที่
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูง (thermal tolerance pathogenic bacteria) และสามารถสรางสปอรที่
ทนทานตอความรอนสูงไดอีกดวย โดยเฉพาะสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่ยังสามารถเจริญขึ้น
ได แมจะผานกระบวนการใหความรอนสูง ซ่ึงความสามารถในการทนความรอนของแบคทีเรีย
ขึ้นอยูกับความแหง ปริมาณไขมัน และปริมาณเกลือในตัวอยางอาหารดวย การปนเปอนของ           
จุลินทรียในผลิตภัณฑเนื้อและสัตวปก โดยทั่วไปขึ้นอยูกับหลายปจจัยที่เอื้ออํานวยอาทิเชน 
องคประกอบของสารอาหาร ปริมาณน้ําที่จุลินทรียใชได (aw) คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ และ
สภาพบรรยากาศในสถานที่เก็บรักษา เปนตน ปจจัยตาง ๆ เหลานี้มีอิทธิพลอยางยิ่งที่จะเปน
ตัวกําหนดกลุมของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียหรือกอใหเกิดโรคได   

ในการศึกษานี้มีความคาดหมายวาจะไดทราบขอมูลในการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อ
ยับยั้งจุลินทรียที่ปนเปอนในลูกชิ้นไก และศึกษาคุณสมบัติของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตได 
ตลอดจนสามารถคัดเลือกสารแบคทีริโอซินที่เหมาะสมในการประยุกตใชกับผลิตภัณฑลูกชิ้นไก 
เพื่อใชเปนสารตานแบคทีเรีย และสามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกใหนานขึ้นได 

 

3.3 อุปกรณและวิธีการทดลอง 
3.3.1 การแยกและคัดเชื้อจุลินทรียจากลูกชิ้นไกเพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบ 

3.3.1.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีปนเปอนในลูกชิ้นไก 
เก็บตัวอยางลูกชิ้นไกอายุ 24 ชั่วโมง ที่ผลิตไดจากสูตรที่ดัดแปลงมาจากสูตร

มาตรฐานสําหรับลูกชิ้นไกของกรมปศุสัตว (ตารางที่ 3.1) จํานวน 25 กรัม ใสลงในถุงพลาสติกที่ใช
สําหรับเครื่องตีปน เติมน้ําเกลือปลอดเชื้อ (0.85% NaCl) 225 มิลลิลิตร ตีปนในเครื่องตีปน 
(Stomacher Lab-blender model 400, Seward, London, England) นาน 2 นาที ไดตัวอยางอาหารเจือ
จาง 1:10 จากนั้นเจือจางลงครั้งละ 10 เทา จนมีความเจือจาง 10-7 เทา ปเปตตัวอยางอาหารเจือจางใส
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ plate count agar (PCA agar: Hi-media, Mumbai, India) จานละ 0.1 

มิลลิลิตร เพื่อทํา spread plate บมเชื้อท่ี 37 และ 45oC เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง และที่ 10oC เปนเวลา 
24-48 ช่ัวโมง สังเกตและนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
 
 



  
   
   

ตารางที่ 3.1 อัตราสวนผสมของลูกชิ้นไก 

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   * = ใชในปริมาณที่คิดเทียบกับสวนประกอบหลักทั้งหมด  
 

3.3.1.2 การแยกเชื้อใหบริสุทธ์ิโดยวิธี Streak plate 
นําโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อขางตนขีดลากบนวุนอาหาร

เล้ียงเช้ือ nutrient agar (NA: Merck, Darmstadt, Germany) บมเชื้อท่ี 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
สังเกตลักษณะโคโลนีเดี่ยว ๆ ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เก็บแยกโคโลนีของแบคทีเรียและทําการ
เพิ่มจํานวนเชื้อที่แยกไดโดยเก็บโคโลนี่เดี่ยวไวในหลอดอาหารวุนแข็งผิวหนาลาดเอียง (slant agar) 

ที่ 4oC และเก็บเปน stock culture สําหรับใชทดสอบคุณสมบัติตางๆตอไป ดังนี้  
1. ใชลวดหวงเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อบริสุทธ์ิ จํานวน 1 loopful ลงใน

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

2. บมเชื้อใหเจริญในอาหารเหลว TSB ที่ 37oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
3. นําสวนของเซลลแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลว TSB ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร  

ผสมกับอาหารเหลวที่เตรียมดวยหางนมผง (skim milk powder) รอยละ 10 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 
0.6 มิลลิลิตร ใน microcentrifuge tube ขนาดบรรจุ 1.5 มิลลิลิตร 

4. เก็บเชื้อนั้นเขาตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -40oC  ทันที 
 
 
 



  
   
   

3.3.1.3 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 

3.3.1.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเซลลและสปอร  
ศึกษาลักษณะ รูปราง การเรียงตัว และการติดสียอมแบบแกรมของเซลล

แบคทีเรีย โดยเตรียมรอย smear ของแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient 
agar ลงบนแผนแกวสไลดที่สะอาด  ตรึงเซลลใหติดแนนบนแผนแกวสไลดดวยความรอน ปลอยไว
ใหเย็น หยดสี crystal violet ใหทวมรอย smear เปนเวลา 1 นาที  ชะลางสีออกดวยน้ําเบา ๆ ลางน้ํา
ออกดวย Gram’s iodine และหยด Gram’s iodine ใหทวมรอย smear เปนเวลา 1 นาที  ลางรอย 
smear ดวยแอลกอฮอล (95%) จนหมดสีมวงของ crystal violet แตไมควรเกิน 20 วนิาที ลางดวยน้ํา
ทันที ยอมทับรอย smear ดวยสี safranin เปนเวลา 1 นาที  ลางดวยน้ํา แลวทิ้งใหแหง  จากนัน้ตรวจดู
รูปราง โครงสราง และการเรียงตัวของเซลล ดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง (Light microscope, 
Olympus, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 

ศึกษาลักษณะ รูปรางของ endospore ดวยการยอมสีสปอรโดยเตรียมรอย 
smear ของแบคทีเรียอาย ุ24-48 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient agar บนแผนแกว
สไลดที่สะอาด  ตรึงเซลลใหติดแผนแกวสไลดดวยความรอน วางสไลดบนลวดรองสไลดที่วางบน
ไอน้ําเดือด  หยดสี malachite green ใหทวมรอย smear  อังบนไอน้ําเปนเวลา 5 นาที  คอยเติมสี
ไมใหแหง เมื่อครบเวลานําสไลดออกจากไอน้ําเดือดทิ้งใหเย็นแลวลางสีออกดวยน้ํา ยอมทับรอย 
smear ดวยสี safranin เปนเวลา 1 นาที  เทสีทิ้ง ลางดวยน้ํา ทิ้งใหแหง  แลวตรวจดูรูปรางและ
โครงสรางของสปอรดวยกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 

3.3.1.3.2 การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนท่ีของแบคทีเรีย 
เตรียมแบคทีเรียบริสุทธิ์อายุ 24 ชั่วโมง ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง nutrient 

agar และทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยใช motility test medium โดยใช
เข็มเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แลวแทงลงใน motility test medium ทําการทดลองสองซ้ํา บมใหเชื้อเจริญที่ 

37oC เปนเวลา 1-2 วัน ตรวจสอบการกระจายของเชื้อจากรอยที่ใสเชื้อลงไปในอาหาร 

3.3.1.3.3 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 
ทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่คัดเลือกได โดยการเตรียม

แบคทีเรียบริสุทธิ์อายุ 24 ช่ัวโมง ที่เจริญบนอาหารวุนเลี้ยงเชื้อ nutrient agar และทดสอบคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีดังตอไปนี้ 

3.3.1.3.3.1 การสรางเอนไซม Oxidase 
วางแผนกระดาษกรอง Whatman No. 4 ลงในจานเลี้ยงเชื้อเปลาท่ี

สะอาด แลวหยดสารละลาย tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (1%) ลงบนกระดาษ



  
   
   

กรอง ใชหวงเขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียบริสุทธิ์ปายลงบนกระดาษกรองที่เปยกสารละลายสําหรับทดสอบ 
สังเกตดูการเปลี่ยนสีของเชื้อที่ปายบนกระดาษกรอง ซ่ึงถาเปนผลบวกของการสรางเอนไซม 
oxidase เชื้อที่ปายจะเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขมภายใน 1 นาที 

3.3.1.3.3.2 การสรางเอนไซม Catalase 
ใชหวงเขี่ยเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ปายบนแผนแกวสไลดที่สะอาด หยด

สารละลาย hydrogen peroxide (3%) ลงบนเชื้อที่ปายไวบนแผนแกวสไลด สังเกตดูการเกิดฟองแกส 
ซ่ึงเปนผลบวกของการสรางเอนไซม 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 และทดลองควบคูทั้งหลอดที่ปดทับผิวหนาอาหารดวย Mineral oil ปลอด
เชื้อ และไมปดทับผิวหนาอาหาร ภายหลังการใสเชื้อ (inoculate) โดยใชเข็มเขี่ยปลายตรง (needle) 
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ที่เตรียมไว แลวแทง (stab) ลงในอาหาร ทําการทดลองสองซ้ํา บมใหเชื้อเจริญที่ 

37oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเปลี่ยนสีของอาหารและการเกิดแกสภายหลังการเจริญ 
ผลบวกสีของอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลืองและอาจเกิดแกส 

3.3.1.3.3.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยใชชุดทดสอบสมบัติทาง
ชีวเคมีของระบบ API (bioMérieux) 

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบระบบ API (API System; 
bioMérieux, bioMérieux Inc., Lyon, France) ตามกลุมของแบคทีเรีย โดยเตรียม suspension ของ
เซลลแบคทีเรียบริสุทธิ์ใหมีความขุนตาม turbidity standard ที่สอดคลองกับขอแนะนําของผูผลิตชุด
ทดสอบ และดําเนินตามขั้นตอนที่ระบุไว และเทียบผลการทดสอบกับสายพันธุของแบคทีเรียที่มีใน
ฐานขอมูลของระบบ API (bioMérieux) และ/หรือสงวิเคราะห เพื่อจัดจําแนกชนิดจุลินทรียทาง
ชีวเคมี ดวยระบบ API ที่ศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
(วว.) 

 
3.3.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน 

3.3.2.1 เชื้อจุลินทรีย 
3.3.2.1.1 แบคทีเรียกรดแลคติก  
เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ที่นํามาศึกษาในครั้งนี้ เปนสายพันธุใกลเคียง

กับ LAB ที่มีการศึกษาในผลิตภัณฑเนื้อสัตวประเภทไสกรอกและลูกชิ้น และมีคุณสมบัติในการ
สรางสารตานจุลินทรีย (Rodriguez et al., 1995; Lunnaboot, 2003; Gosaarak, 2006)  ซ่ึงไดรับเชื้อ 
LABs จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสาตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) เปน



  
   
   

ลักษณะเชื้อแหงในหลอดแกวเพื่อใชทดสอบและคัดเลือกทั้งหมด 5 เชื้อไดแก Lactobacillus 
acidophilus TISTR1338, Pediococcus acidilactici TISTR051, Pediococcus acidilactici 
TISTR424, Pediococcus acidilactici TISTR425 และ Lactococcus  lactis  TISTR1401 ทําการเลี้ยง
เซลลของ LAB ใหพรอมสําหรับการใชทดสอบความสามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ดังนี้ 

3.3.2.1.1.1 การเตรียม LAB จากหลอดเชื้อแหงแข็ง 
เปดหลอดแกวเก็บเชื้อ LAB ดวยวิธีปลอดเชื้อ (aseptic techcnique) ใช

หลอดแกวดูดสาร (pasture pipette) ดูดอาหารเหลว MRS (Hi- media, Mumbai, India) ปริมาตร
ประมาณ 0.3-0.4 มิลลิลิตร ถายลงในหลอดบรรจุจุลินทรียเพื่อละลายสารผสมเซลลจุลินทรียใน
หลอด ดูดสารละลายผสมเซลลจุลินทรียหยดลงบนจานวุน MRS agar (Hi- media, Mumbai, India) 
1 หยด ใชหวงเขี่ยเชื้อใหกระจายเชื้อ (streak plate) เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว สวนสารละลายผสมเซลล

จุลินทรียที่เหลือถายลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 37oC ใน anaerobic jar เปน
เวลา 24-48 ชั่วโมง เลือกโคโลนีที่เปน pure culture บันทึกลักษณะและขนาดของโคโลนี จากนั้น

เพิ่มจํานวนเชื้อ โดย streak เชื้อที่เจริญตออีกบนวุน  MRS agar และบมเชื้อใหเจริญที่ 37oC ใน 
anaerobic jar เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  

3.3.2.1.1.2 การเตรียม Stock culture ของ LAB 
ใชหวงเขี่ยเชื้อ เขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อบริสุทธิ์ ลงในหลอดอาหารเหลว 

MRS ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมเชื้อใหเจริญที่ 37oC ใน anaerobic jar เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนั้น
นําสวนของเซลลแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ผสมกับอาหารเหลว
ที่เตรียมจากหางนมผง (skim milk powder) รอยละ 10 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ในหลอด 

microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บเชื้อเขาตูแชแข็งที่ -40oC ทันที 

3.3.2.1.2 แบคทีเรียทดสอบ (Indicator bacteria) 
จุลินทรียที่ใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินไดรับมา

จาก 2 แหลงดังนี้ 
3.3.2.1.2.1 ใชแบคทีเรียจาก stock culture ของสาขาวิชาเทคโนโลยี

อาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ไดแก 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 เชื้อจุลินทรียที่คัดแยกไดจากลูกชิ้นไก 3 สายพันธุ (ตามขอ 
3.3.1) ไดแก 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 
ดัดแปลงการทดสอบจากวิธีของสุรียรัตน  เงินดวง (2545), Mogan et al. 

(1999) และ Nieto-Lozano et al. (2006) โดยถายเช้ือ LAB ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ   จากนั้นถายเชื้อปริมาณ 
10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว bacteriocin screening medium (BSM) ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
broth ที่มีการเติม yeast extract (Hi- media, Mumbai, India), glucose (Ajax Finechem, Australia), 
และ meat extract (Merck, Darmstadt, Germany) อยางละ 2% (w/w) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่ 

30oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ  แยกเซลลออกโดยการปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 
centrifuge (Hollywood PK 121R, ALC International srl., Italy) ความเร็ว 12000 x g เปนเวลา 20 
นาที เก็บเฉพาะสวนใส (cell-free supernatant, CFS) ปรับ pH ใหได 6.5 ดวย 1 M NaOH แลวมา
กรองแบบปลอดเชื้อผาน cellulose acetate syringe filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (PALL, New 
York, USA)  แลวเติมเอนไซม catalase ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อ
กําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocin supernatant: 

CBS) เก็บไวในหลอดแกวปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชทดสอบความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

3.3.2.2.2 การเตรียมเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
ใชเชื้อจุลินทรียที่แยกและจําแนกสายพันธุไดจากขอ 3.3.2.1.2 เปน

เชื้อจุลินทรียทดสอบ สําหรับทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน โดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย

ทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นถาย
อาหารเลี้ยงเชื้อที่บมแลว 1 มิลลิลิตร เติมลงในขวดอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง soft nutrient agar หรือ 

soft tryptic soy agar ปริมาตร 99 มิลลิลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 45oC ผสมใหเขากัน เพื่อใหมีความ

เขมขนของเชื้อจุลินทรียทดสอบเปน 1×106 โคโลนีตอมิลลิลิตร 
3.3.2.2.3 การทดสอบผลการยับยั้งของสารแบคทีริโอซิน 
ใช CBS ที่สรางจาก LAB ในขอ 3.3.2.1.1 ทดสอบดวยเชื้อแบคทีเรียทดสอบ

จากขอ 3.3.2.1.2 โดยถายเชื้อแบคทีเรียทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่
รองพ้ืนดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  จานละ 15 มิลลิลิตร ปลอยไวใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
จากนั้นใช cork borer ที่ปลอดเชื้อเจาะวุนใหเปนหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะจานละ 6 หลุม จากนั้น
ใช micropipette ขนาด 40-200 ไมโครลิตร ปเปต CBS ของเชื้อ LAB ที่เตรียมไดใสลงไปในหลุม ๆ 
ละ 40 ไมโครลิตร โดยมีกรดแลคติก 5% pH 2.3 เปน positive control และอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 



  
   
   

broth (Hi- media, Mumbai, India) pH 7.0 เปน negative control วางไวที่อุณหภูมิ 4oC จนแหง 

จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดสอบ 2 คร้ัง ๆ ละ 4 ซํ้า ตรวจสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ CBS ที่สรางจาก LAB ที่มีตอแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ 
PN-3   โดยการสังเกตและวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น มีหนวย
เปนมิลลิเมตร  

3.3.2.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
3.3.2.3.1 ระยะเวลาการผลติสารแบคทีริโอซิน 
ถายเชื้อ LAB แตละชนิด ปริมาณ 10% ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BSM broth 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร  บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 

37oC เปนระยะเวลา 12, 18, 24, 48 และ 72  ชั่วโมง จากนั้นปนแยกเซลล เชนเดียวกับการเตรียม 
CBS ของ LAB (ขอ 3.3.2.2.1) ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ CBS ที่สรางจาก 
LAB ที่มีตอแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3   โดยการสังเกตและวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
วงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น  

3.3.2.3.2 อุณหภูมิการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
ถายเชื้อ LAB แตละชนิด ปริมาณ 10% ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ BSM broth 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิเมตร บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 30, 

35, 37 และ 45oC เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนแยกเซลลเชนเดียวกับการเตรียม CBS 
ของ LAB (ขอ 3.3.2.2.1) ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3  
โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น 

3.3.2.4 การตรวจสอบคุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินท่ีผลิตจากเชื้อ 

Lactococcus  lactis  TISTR1401 
นําสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401 ซ่ึงมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย

ทดสอบ PN-2 และ PN-3 ไดดีที่สุด มาทดสอบคุณสมบัติดังนี้  
3.3.2.4.1 ความเสถียรตอความรอน 
ใช micropipette ปเปตสาร CBS ที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401 500 

ไมโครลิตร ใสในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร วางในอางควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath: GP-400, Neslab instruments, Newington, USA) ที่ระดับอุณหภูมิ 40, 60, 80 และ 

100oC เปนเวลา 10, 20 และ 30 นาที ทดสอบความสามารถของ CBS ที่ผานการใหความรอนตอการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3 โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth pH 7.0 



  
   
   

เปน negative control ทําการทดสอบ 2 คร้ัง ๆ ละ 4 ซํ้า โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้น 

3.3.2.4.2 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดาง (pH) 
ใช CBS ที่ผลิตจาก  Lc. lactis TISTR 1401  5 มิลลิลิตร ปรับคา pH เปน 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 ดวยเครื่องวัดpH (718 STAT 
Titrino, Metrohm, Ireland) โดยใช 1 N HCl และ 1 N NaOH เปนตัวปรับคา pH จากนั้นทดสอบ
ความสามารถของ CBS ที่ระดับ pH ตาง ๆ ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 
และ PN-3 โดยการสังเกต และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส (inhibition zone) ที่เกิดขึ้นโดย
มีอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth pH 7.0 เปน 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 
ถายเชื้อ  Lc.  lactis  TISTR1401 ปริมาณ 10% ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว BSM 

ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร บมที่ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ ปนเหวี่ยงอาหารเลี้ยง

เชื้อเพื่อแยกเซลลออก ดวยเครื่อง centrifuge  ความเร็ว 12000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC 
เก็บเฉพาะสวนใสดานบน (supernatants) ปรับความเปนกรดดาง (pH) ดวย 1 M NaOH ใหมี pH 
เทากับ 6.5 จากนั้นเติมเอนไซม catalase ใน cell-free supernatant (CSF) ใหมีความเขมขนสุดทาย

เทากับ 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 30 นาที (Nieto-Lozano et al., 2005) 
กรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ cellulose acetate membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร และ/หรือ
ทําใหปลอดเชื้อโดยใชความรอนดวยเครื่อง autoclave (LABO Autoclave, Sanyo, NB Scientific, 

Edison, N.J.) ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 20 นาที (Gosaarak, 2006) ไดสารแบคทีริโอซิน (CBS) ที่
ผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธีคือ การกรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude bacteriocin 
supernatant: FCBS) และการฆาเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocin supernatant: HCBS) 

เก็บตัวอยาง CBS ทั้ง 2 ตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  4oC เพื่อใชในการผลิตลูกชิ้นไกตอไป  

3.3.3.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซินแบบเขมขน 
3.3.3.2.1 การเตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขน   
ทําให CBS ที่เตรียมไดตามขอ 3.3.3.1 มีความเขมขนขึ้น 10 เทา โดยใช CBS 

250 มิลลิลิตร ใสใน round bottom flask ปลอดเชื้อ ขนาด 500 มิลลิลิตร ทําระเหยดวยเครื่อง rotary 

evaporator ที่อุณหภูมิ 40-60oC เวลาประมาณ 6-8 ช่ัวโมง เก็บสารแบคทีริโอซินชนิดระเหยเขมขน 

(concentrated crude bacteriocin: CCB) ที่ไดในรูปของเหลวขน ที่อุณหภูมิ 4oC  



  
   
   

3.3.3.2.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง  
ทําให CBS ที่เตรียมไดตามขอ 3.3.3.1 แหงดวยเครื่อง freeze drying โดยใส 

CBS 100 มิลลิลิตร ใน round bottom flask ปลอดเชื้อ ขนาด 500 มิลลิลิตร แลวกล้ิง flask ใน
ไนโตรเจนเหลว ให CBS มีลักษณะแข็งเปนชั้นบาง ๆ รอบ ๆ กนขวด แลวเก็บไวที่อุณหภูมิเยือก

แข็ง -20oC นาน 12 ชั่วโมง นําเขาเครื่องระเหิดแหง freeze dryer (LYOVAC GT2, GEA Lyophil 
GmbH) จนกระทั่ง CBS มีลักษณะเปนของแข็งแหง โดยใชเวลาประมาณ 18-20 ช่ัวโมง เก็บสาร
แบคทีริโอซินชนิดผงแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) บรรจุลงถุงในระบบสุญญากาศ  

เก็บไวใน desiccator  cabinet ที่อุณหภูมิ 4oC 

3.3.3.3 การตรวจสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน   
ทําการตรวจวัดประสิทธิการยับยั้งแบคทีเรียของ CBS ที่เตรียมไดในรูปตาง ๆ ใน

หนวยของ Arbitary Unit (AU/ml) ดวยวิธี agar well diffusion กอนใชเติมในการผลิตลูกชิ้นไก โดย
เจือจาง CBS ที่เตรียมไดดวยน้ํากล่ันปลอดเชื้อท่ีระดับความเจือจางลดลงในชวง 2 ระดับ (two-fold 
serial dilution) คือ 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 และ 512 เทา (A) ปริมาตร 40 ไมโครลิตร (B) 
หยดลงไปในหลุมอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy soft agar หรือ Nutrient soft agar ขนาด 6 มิลลิเมตร 

ของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ PN-2 และ PN-3  บมที่ 37oC นาน 24 ชั่วโมง ทําการทดสอบ 2 ครั้ง ๆ ละ 
3 ซํ้า คํานวณคา AU/ml จากความเขมขนต่ําสุดที่ทําใหเกิดวงใสของการยับยั้ง คูณกับ 1,000 
ไมโครลิตร หารดวยปริมาตร CBS ที่ใช (นิธินาถ หนูเอก, 2539) ดังสมการตอไปนี้ 
 
 Arbitary Unit =  
 
 

3.3.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหขอมูลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD (completely randomized design) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT 
(Duncan’s multiple range test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต ดวยโปรแกรม Statistical 
Analysis System (SAS institute, Inc., 1995) สําหรับทุกการวิเคราะห 
 
 
 
 

Bµl 
1000µl×A 



  
   
   

3.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 
3.4.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียทดสอบจากลูกชิ้นไก 

3.4.1.1 การแยกเชื้อจุลินทรียท่ีปนเปอนในลูกชิ้นไก 
จากการเก็บตัวอยางลูกชิ้นไกอายุ 24 ชั่วโมง จากการผลิตเสร็จ 2 ครั้ง ๆ ละ 3 ซํ้า เปน

จํานวน 6 ตัวอยาง โดยแยกเก็บเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่สภาวะการบมเชื้อท่ีอุณหภูมิ 45, 37 และ 

10oC เพื่อแยกเชื้อแบคทีเรียชนิดที่ปนเปอนมาก (dominant flora) ในตัวอยางลูกชิ้น  ไดเชื้อบริสุทธ์ิ
ทั้งหมด 3 isolates คือ PN-1, PN-2 และ PN-3 ซ่ึงปริมาณเชื้อท่ีปนเปอนคิดเปน 3%, 12% และ 85% 

ตามลําดับ (ตารางที่ 3.2) โดยทั้ง 3 isolates สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิการบมเชื้อท่ี 37 และ 45oC 

ภายในระยะเวลา 18-24 ช่ัวโมง เมื่อเทียบเปรียบกับอุณหภูมิการบมเชื้อท่ี 10oC ที่มีเฉพาะ PN-2 และ 
PN-3 ที่สามารถเจริญได แตตองใชเวลานานถึง 48 ช่ัวโมง แสดงวากลุมของเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอน
และเปนสาเหตุของการเนาเสียในลูกชิ้นไก สวนใหญเปนกลุม mesophile  

กลุมจุลินทรีย mesophile เปนกลุมที่สรางความเสื่อมเสียแกอาหารไดมากที่สุดกลุม

หนึ่ง สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง 25-45oC โดยเฉพาะผลิตภัณฑเนื้อสัตวมีบทบาทตั้งแต
กระบวนการผลิต ขนสง และการจัดเก็บ (Borch et al., 1996; George-John et al., 2008) เชื้อ
แบคทีเรียที่พบปนเปอนไดบอยไดแก Salmonella และ Staphylococcus เปนตน (Chris, 2008) 

 
3.4.1.2 การจําแนกชนิดของแบคทีเรีย  
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย และสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ

เชื้อทั้ง 3 isolates พบวา ลักษณะโคโลนีของ PN-1 และ PN-2 มีลักษณะคลายคลึงกันในดานขนาด 
รูปราง  ระดับความนูน และขอบริมของโคโลนีคือ มีขนาดเล็ก (1-2 mm.) รูปรางกลม โคงนูน และ
มีขอบริมเรียบ แต PN-1 และ PN-2 มีความแตกตางกันในดานสีคือ สีเหลือง และสีขาว ตามลําดับ 
สวน PN-3 มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางจาก PN-1 และ PN-2  คือ มีขนาดใหญกวา (2-3 mm.) รูปราง
กลมรี มีความโคงนูนนอยกวา สีขาวแกมเหลือง และมีขอบริมหยักเล็กนอย ลักษณะเซลลของ PN-1 
และ PN-2 มีรูปรางเซลลกลม มีการเรียงตัวเปน Tetrads สวน PN-3 มีรูปรางเซลลแทง มีการเรียงตัว
เปน Pairs ตวัอยางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนีและเซลลแสดงในรูป 3.1A และ 3.1B 
ตามลําดับ  

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแตละ isolate มีความแตกตางกันใน
รายละเอียดตาง ๆ แสดงในตารางที่ 3.2 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของทั้ง 3 isolates ในการ
เคล่ือนที่ และการสรางเอนไซมบางชนิดพบวา เชื้อแบคทีเรียแตละ isolate มีความสามารถแตกตาง
กัน เชื้อแบคทีเรียทุก isolates ไมสามารถเคลื่อนที่ได ไมสรางเอนไซม oxidase    PN-1 และ PN-2 



  
   
   

สามารถเจริญไดดีในทั้งสภาวะอากาศที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน สวน PN-3 สามารถเจริญได
ดีในสภาวะอากาศที่มีออกซิเจน และมีการเจริญไดบางเล็กนอยในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
ความสามารถในการสรางเอนไซม catalase พบวา มีเพียง  PN-1 ที่สามารถสรางได  

จากการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของเซลล และคุณสมบัติทางชีวเคมีเบื้องตน 
สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกไดจากลูกชิ้นไก โดยการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีเพิ่มเติม
ดวยชุดทดสอบระบบ API ซ่ึงเปนการศึกษา fermentative metabolism ของแบคทีเรียแตละไอโซเลท 
โดยสามารถจัดกลุมเชื้อแบคทีเรีย PN-1 และ PN-2 ที่มีลักษณะเซลลเปน cocci ติดสีแกรมบวก และ
เมื่อทดสอบดวย OF mediumใหผลเปนบวก, บวก (O+F+) ทําการทดสอบดวยชุดทดสอบ API 
STAPH ซ่ึงเปนชุดทดสอบที่ใชจัดจําแนกกลุม Staphylococcus  สําหรับ PN-3 มี ลักษณะเซลลเปน 
rod ติดสีแกรมบวก มีการสราง endospore ไมสรางเอนไซม oxidase และเมื่อทดสอบดวย OF 
mediumใหผลเปนลบ, ลบ (O-F-) การทดสอบทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบ API 50 CH/B ซ่ึงเปนชุด
ทดสอบที่ใชจําแนกกลุมของ Bacillus พบวา ชุดทดสอบ API STAPH สามารถระบุสายพันธุของ
เชื้อแบคทีเรียเปนที่นายอมรับได โดยเชื้อ PN-1 มีความใกลเคียงกับ Stap. lentus มีเปอรเซนตความ
ถูกตอง (% ID) เทากับ 90.8% และเชื้อ PN-2 มีความใกลเคียงกับ Stap. saprophyticus มีเปอรเซนต
ความถูกตอง (% ID) เทากับ 87.9% แตกตางกับเชื้อ PN-3 ที่วิเคราะหดวยชุดทดสอบ API 50 CH/B 
(อางอิงผลวิเคราะหจาก วว.) ที่ไมสามารถระบุชื่อและสกุลของแบคทีเรียสายพันธุนี้ได เนื่องจาก
ใหผลไมชัดเจนในกลุมของ Bacillus  

จากผลการศึกษาการแยกและจําแนกแบคทีเรียที่ปนเปอนในลูกชิ้นไก เพื่อคัดเลือก
เปนแบคทีเรียทดสอบนั้นไดแก Stap. lentus (PN-1), Stap. saprophyticus (PN-2) และ Bacillus spp. 
(PN-3) โดยใชแบคทีเรียทดสอบทั้งหมดเปนดัชนีบงชี้ผลการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก
แบคทีเรียแลคติกได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  
   
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่แยกไดจากลูกชิ้นไก: 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  (ตอ) 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  (ตอ) 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  (ตอ) 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(จากการสงวิเคราะหที่ วว.))  
+    = Positive test 
 -    = Negative test 
ND = Not detect 
+ ve= Gram positive bacteria 
- ve= Gram negative bacteria 
 
 
 



  
   
   

3.4.2 การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน 
3.4.2.1 การทดสอบการยับยั้งตอแบคทีเรียทดสอบ  
ทําการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย LAB จาก 5 สายพันธุไดแก Ped. acidilactici 

TISTR051, Ped. acidilactici TISTR424, Ped. acidilactici TISTR425, Lb. acidophilus TISTR1338 
และ Lc. lactis TISTR1401 ที่มีความสามารถผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด เชื้อทดสอบประกอบดวย Stap. lentus, Stap. saprophyticus และ 
Bacillus spp. strain PN-3 ที่คัดเลือกไดจากลูกชิ้นไก และเชื้อแบคทีเรียทดสอบ Stap. aureus TISTR 
118, B. subtilis TISTR 008, B. cereus TISTR 687, Bacillus sp. TISTR 908 และ E. coli TISTR 780 
ไดจากหองปฏิบัติการพบวา LAB 2 สายพันธุคือ Lb. acidophilus   TISTR1338 และ Lc. lactis 
TISTR1401 ที่ใหผลการทดสอบดีมาก สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-3 ที่แยกไดจากลูกชิ้นไกไดดีที่สุด  

เมื่อสังเกตวงใส (clear zone) ของการยับยั้งการเจริญของสาร CBS ที่สรางจากเชื้อ 
LAB ทั้ง 5 สายพันธุ ที่มีตอเชื้อแบคทีเรียทดสอบ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-
3 แสดงดังรูป 3.2 และตารางที่ 3.3 พบวา สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 สามารถ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบทั้ง 2 สายพันธุไดดีที่สุดโดยเกิดวงใสขนาด 9.6 และ 22.5 มิลลิเมตร 
ตามลําดับ รองลงมาคือ สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lb. acidophilus TISTR1338 โดยเกิดวงใสขนาด 
7.8 และ 21.0 มิลลิเมตร ตามลําดับ แตกตางกับสาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Ped. acidilactici 
TISTR051, Ped.  acidilactici TISTR424 และ Ped.  acidilactici TISTR425 สามารถยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบไดเพียง 1 สายพันธุเทานั้นคือ Bacillus spp. strain PN-3  

และจากตารางที่ 3.3 แสดงประสิทธิภาพของ CBS ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบทั้งหมด 8 สายพันธุพบวา สาร CBS ที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบมากที่สุด เนื่องจากสามารถยับยั้งเชื้อไดมากถึง 6 สาย
พันธุไดแก 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 ที่สรางจาก
เชื้อ Lb. acidophilus TISTR1338  โดยใหผลยับยั้งตอเชื้อเพียง 3 สายพันธุ ดังนั้นเชื้อ Lc. lactis 
TISTR1401 จึงเปนเชื้อ LAB ที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อใชตานแบคทีเรีย 
แกรมบวก (Stecchini et al., 1992) สวนมากที่เปนสาเหตุทาํใหอาหารเนาเสียได ซ่ึงสอดคลองกับผล
การยับยั้งการเจริญตอแบคทีเรียทดสอบทั่วไปที่มีแกรมบวกของ nisin ที่สรางโดยเชื้อ Lc. lactis 
strain จากไสกรอกหมักแหง (Rodriguez et al., 1995) และงานวิจัยของ Gosaarak (2006) พบวา เชื้อ 
Lc. lactis TISTR1401 สามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ที่มีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมบวกหลายสายพันธุไดแก  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 เปนตน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 ตอแบคทีเรียทดสอบ โดยวัด
ขนาดวงใส หนวยเปนมิลลิเมตร (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 

- - - - - 

 - = ไมเกิดวงใส 
 

3.4.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารแบคทีริโอซิน 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน ที่มีประสิทธิภาพ

ตานการเจริญของแบคทีเรียทดสอบของเชื้อแบคทีเรียกลุม LAB มีปจจัยหลายประการที่เกี่ยวของ
ไดแก องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเชน แหลงไนโตเจน แหลงคารบอน เปนตน คา pH เร่ิมตน
ของอาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ และอุณหภูมิในการบมเชื้อ ซ่ึงปจจัยดังกลาวนี้มีผลทํา



 

 

ใหสารแบคทีริโอซินมีคุณภาพและประสิทธิภาพแตกตางกันในแตละสายพันธุ (Li et al., 2002; 
Avonts, Uytven, and Vuyst, 2004; Todorov, 2008)  

ดังนั้นจึงทําการศึกษาหาระยะเวลาและอุณหภูมิการเจริญของเชื้อ LAB ที่ใชทดสอบที่มี
ความสามารถในการผลิตสารแบคทีริโอซิน เพื่อใชประกอบการคัดเลือก LAB ที่สามารถผลิตสาร
แบคทีริโอซินที่ใหผลทดสอบกับแบคทีเรียทดสอบดี และเปนสภาวะที่ใหผลการยับยั้งดีที่สุด โดย
ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมสําหรับ LAB ที่สามารถสรางสารแบคทีริโอซินไดดี แสดงผลดังตาราง
ที่ 3.4 และตารางที่ 3.5 ตามลําดับ เมื่อทดสอบผลการยับยั้งกับแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain 
PN-3 คือ BSM broth และเปนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใหผลการยับยั้งดีกวาการใช MRS broth เปนอาหาร
เล้ียงเชื้อ (ไมไดแสดงผล) จากผลการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมเกี่ยวกับระยะเวลาและอุณหภูมิ
สําหรับการเลี้ยงเชื้อ เพื่อผลิตสารแบคทีริโอซินของเชื้อ LAB ใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของ ศิริ
นาถ หนูเอก (2540) และจิตราภรณ แสนสิทธิ์ (2547) รายงานวา ชวงของระยะเวลาในการเจริญของ
เชื้อ LAB ทั่วไปที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินได และมีผลตอการยับยั้งเริ่มตั้งแตชั่วโมงท่ี 18 ถึง
ช่ัวโมงที่ 72 หรืออยูในชวง  log phase จนถึงชวงตนของ stationary phase (Muriana and 
Luchansky, 1993) ดังนั้นเชื้อ LABs ที่ทําการศึกษาสวนใหญ จึงมีระยะเวลาในการบมเชื้อท่ีมีผลตอ
การสรางสารแบคทีรีโอซินที่ใหผลการยับยั้งที่ดีตอเชื้อ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. 
strain PN-3 คือ อยูในชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของระยะเวลาในการบมเชื้อ  

และเมื่อพิจารณาผลการยับยั้งที่มีตอ Bacillus spp. strain PN-3 ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
(ตารางที่ 3.4) พบวา เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ใหผลการทดสอบที่ดีกวา LAB อ่ืน ๆ คือ มีขนาดวง
ใสการยับยั้งเทากับ 22 มิลลิเมตร รองลงมาคือ Lb. acidophilus  TISTR1338, Ped.  acidilactici 
TISTR425, Ped.  acidilactici TISTR051 และ Ped.  acidilactici TISTR424 โดยมีขนาดวงใสการ
ยับยั้งเทากับ 18, 17.9, 16.7 และ 16.3 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมงพบวา เชื้อ 
Lc. lactis TISTR1401 ใหผลการทดสอบลดลงเมื่อเทียบกับระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แตในทางตรงกัน
ขาม LAB อ่ืน ๆ กลับใหผลการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain PN-3 ไดดีขึ้น  

การศึกษาการเจริญของเชื้อ LAB ที่อุณหภูมิ 30, 35, 37 และ 45oC (ตารางที่ 3.5) พบวา 

อุณหภูมิในการเจริญของ LAB แตละสายพันธุที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินไดดีที่ 37oC ซ่ึงเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญของ LAB ทั้ง 5 สายพันธุนี้ และสอดคลองกับขอมูลท่ีได
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) ทั้งนี้เชื้อ Lc. lactis 
TISTR1401 ใหผลการยับยั้งที่ดีที่สุดและเปนที่นาพอใจมากกวา LAB อ่ืน ๆ คือ มีขนาดวงใสการ
ยับยั้งมากเทากับ 23.2 มิลลิเมตร ซ่ึงเปนผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Gosaarak (2006) ที่พบวา 
สภาวะการบมเชื้อที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการเจริญของเชื้อ 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 

- = ไมเกิดวงใส 
 



 

 

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 

- = ไมเกิดวงใส 
 
ดังนั้นจากการศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของสารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ LAB 

ตอเชื้อแบคทีเรียทดสอบคือ Stap. saprophyticus และ  Bacillus spp.strain PN-3 ซ่ึงเปนเชื้อที่
ปนเปอนในลูกชิ้นไกพบวา เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 สามารถสรางสารแบคทีริโอซินเพื่อยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่ปนเปอนในลูกชิ้นไกไดดีที่สุด โดยมีสภาวะการเลี้ยงเชื้อที่



 

 

เหมาะสมสําหรับการเจริญและผลิตสารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพสูงคือ บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยใชอาหาร BSM broth เปนอาหารสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน  
 

3.4.2.3 คุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินท่ีผลิตจาก Lc. Lactis 
TISTR1401 

สารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 เปนสารแบคทีริโอซินที่มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. strain PN-3 ไดดี และเมื่อ
ศึกษาคุณสมบัติบางประการของสารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lc. lactis TISTR1401 (CBS) ไดแก 
การทดสอบความเสถียรตอความรอนและ pH ที่ระดับตางๆ ไดผลการทดลองแสดงดังรูป 3.3 และ
รูป 3.4 ตามลําดับ เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ในอาหาร BSM broth บมที่อุณหภูมิ 

37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  แลวใหความรอนกับ CBS ที่ไดในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่

อุณหภูมิ 40, 60, 80 และ 100oC แตละอุณหภูมิใชเวลานาน 10, 20 และ 30 นาทีพบวา CBS ของเชื้อ 

Lc. lactis TISTR1401 ที่ผานการใหความรอนสูงถึง 100oC เปนเวลา 10-20 นาที ยังมีประสิทธิภาพ
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Bacillus spp. strain PN-3 ไดโดยมีขนาดวงใสการยับยั้งเฉลี่ยเทากับ 
7.5 และ 6.3 มิลลิเมตร ตามลําดับ แตวงใสจากสภาวะนี้มีขนาดลดลงถึง 61.95 และ 69.27% เมื่อ
เทียบกับวงใสการยับยั้งของ CBS ที่ไมไดรับความรอน และ CBS จะสญูเสียความสามารถในการ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบอยางสมบูรณ (ลดลง 100%) เมื่อเพิ่มเวลานานถึง 30 นาที  

การศึกษาผลของ pH ตอความเสถียรของ CBS โดยปรับ pH ของ CBS ใหมีคา pH 
เทากับ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 และ 14 ดวย 1 N. HCl  และ 1 N. NaOH  และใช CBS ที่ 
pH  6.5 เปนตัวอยางควบคุมเพื่อการเปรียบเทียบผล ไดผลการทดลองแสดงดังรูป 3.4 พบวา CBS มี
ประสิทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดในชวงที่เปนกรดถึงเปนกลางคือ ที่ pH 2-7  และใหผลการยับยั้ง
ที่ไมแตกตางจากตัวอยางควบคุม pH 6.5 โดยมีขนาดวงใสการยับยั้งเทากับ 20±0.2 มิลลิเมตร แตที่
ระดับ pH 8 (เปนดาง) นั้นจะมีความสามารถลดลงกวาครึ่งของตัวอยางควบคุม (ลดลง 56.93%)  
และ CBS จะสูญเสียความสามารถในการยับยั้งอยางสมบูรณ 100% เมื่ออยูในสภาวะความเปนดาง
สูงตั้งแต pH 9 ขึ้นไป 

จากผลการทดสอบความเสถียรตอความรอน และความเปนกรด-ดาง ของ CBS ที่
ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 กลาวไดวาเปนสารแบคทีริโอซินที่มีความเสถียรตอความรอน

สูงถึง 100oC และเสถียรตอคา pH อยูในชวงของ pH 2-7 ผลการศึกษาคุณสมบัติของ CBS ทั้งสอง
ประการนี้ไดผลเชนเดียวกับการศึกษาของ Moreno et al. (2000) ที่ไดศึกษาคุณลักษณะของสารแบค
ทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc.  lactis  ทั้งนี้ strains ของ Lc.  lactis  สวนมากจะมีความทนตอความรอนได
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สูงที่อุณหภูมิ 100oC นาน 10 นาที และ 121oC นาน 10 นาที และมีคา pH ที่เหมาะสมตอการทํางาน
อยูในชวง pH ที่เปนกรดจนถึงเปนดางออน (pH 2-8) ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวนี้เปนคุณสมบัติที่คลาย
กับ nisin ซ่ึงเปนสารแบคทีริโอซินทางการคาที่นิยมและใชไดอยางกวางขวางในการยืดอายุการเก็บ
ของอาหารประเภทผลิตภัณฑนม และเนื้อสัตว (Hoover and Steenson, 1993; Ouwehand, 1998; 
Cleveland et al., 2001) 

จากคุณสมบัติของ CBS ที่ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ดังกลาวจึงไดใช CBS ที่ได
จากการทดลองนี้ในรูปของสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins) ในการทดลองผลิต
และยืดอายุการเก็บของผลิตภัณฑเนื้อสัตว อันไดแก ลูกชิ้นไกตอไป เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของ CBS กับ nisin ทางการคา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 3.3  ความเสถียรตอความรอนที่อุณหภูมิตางๆของสารแบคทีริโอซิน  
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รูป 3.4 ความเสถียรตอความเปนกรด-ดางที่ระดับตาง ๆ ของสารแบคทีริโอซิน  

 
3.4.3 การผลิตและประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิ 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ที่มี
ผลตอการผลิตและประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน และคุณสมบัติความเสถียรตอความรอนและ
ระดับ pH ของสารแบคทีริโอซินตามผลการศึกษาขางตนนั้น จึงไดทาํการผลิตสารแบคทีริโอซินจาก
เชื้อ Lc. lactis TISTR1401 ใน 3 รูปแบบคือ 1) สารแบคทีริโอซินแบบปกติ 2) สารแบคทีริโอซิน
แบบเขมขนโดยการระเหยน้ําออกบางสวนดวยเครื่อง rotary evaporator ไดแก สารแบคทีริโอซิน
ชนิดของเหลวขน และ 3) สารแบคทีริโอซินแบบของแหงโดยการระเหิดแหงดวยเครื่อง  freeze 
dryer  ไดแก สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหงโดยมีเปาหมาย เพื่อคงความสามารถของสารแบคทีริโอ
ซิน ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกชุดเดิม และเพื่อใหไดสารแบคทีริ
โอซินในรูปแบบที่เหมาะสมคือ ใหความสะดวกมากขึ้นสําหรับการใชกับผลิตภัณฑเนื้อสัตว และ
ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีคุณลักษณะปรากฏและคุณลักษณะอื่น ๆ ที่ดีเปนที่ยอมรับไดของผูบริโภค  

จากผลการทดสอบการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินตอแบคทีเรียทดสอบ Bacillus spp. 
ใหผลเปนที่ชัดเจนกวาการใช Stap. saprophyticus (ไมไดแสดงผล) เปนแบคทีเรียทดสอบ ผลการ
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินทั้ง 3 รูปแบบตอการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบ โดยวิธี Agar well diffusion แสดงดังตารางที่ 3.6 พบวา สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง 
(freeze dried crude bacteriocin: FDCB) มีความสามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุด มีคาการ
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ยับยั้ง (inhibition activity) เทากับ 6,400 AU/ml รองลงมาไดแก สารแบคทีริโอซินที่ผลิตแบบปกติ 
(crude bacteriocin supernatant: CBS)  ซ่ึงสาร CBS ไดผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธีคือ การกรอง
ผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude bacteriocin supernatant: FCBS) และการฆาเชื้อดวยความ
รอน (heated crude bacteriocin supernatant: HCBS) มีผลการยับยั้งเฉลี่ยที่เทากันคือ 5,333.3 AU/ml 
และสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocin: CCB) มีผลการยับยั้งต่ํา
ที่สุดคือ 3,200 AU/ml  

จากการทดลองในการผลิตสารแบคทีริโอซินทั้ง 3 รูปแบบ แสดงใหเห็นวา สารแบคทีริ
โอซินที่สรางจากเชื้อเชื้อ Lc. lactis TISTR1401 มีคุณสมบัติในการทนตอความรอนไดดี เปนผลที่
สอดคลองกับการทดสอบของสารแบคทีริโอซิน (ขอ 3.4.2.3) ถึงแมวาจะมีการใหความรอนเปน

เวลานาน เชนดังในขั้นตอนการเตรียม CCB ขณะทําการระเหยน้ําที่อุณหภูมิ 40 ถึง 60oC นานถึง 6 
ช่ัวโมง พบวา CCB มีประสิทธิภาพในการยับยั้งลดลง 39.9% เทียบกับ FCBS แสดงวา การเพิ่ม
ระยะเวลาการใหความรอนแก CBS จะมีผลทําใหฤทธ์ิการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินลดลง 
เนื่องจากสารแบคทีริโอซินเปนสารประกอบประเภทโปรตีน จึงไมสามารถทนตอการสัมผัสความ
รอนที่อุณหภูมิสูง โดยอาจเกิดการสูญเสียสภาพของโปรตีน (denaturation of protein)ไดบางสวน 
(นิธินาถ  หนูเอก, 2540) สอดคลองกับการทดลองของ Vandenbergh et al. (1993) ที่รายงานวา สาร 
nisin ที่สรางจาก Lc. lactis สายพันธุที่แยกไดจากผัก ไมสูญเสียฤทธิ์ยับยั้งที่ความรอนอุณหภูมิ 

100oC นาน 2 ชั่วโมง และ Moreno et al. (2000) รายงานวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lc. 

lactis subsp. lactis ITAL 383 ที่ทําการปรับคา pH ที่ 2 และที่ 6 แลวฆาเชื้อดวยความรอนที่ 121oC 
เปนเวลานาน 15 นาที พบวาที่ pH  2 ไมสูญเสียฤทธิ์ยับยั้งของสารแบคทีริโอซินหลังจากแชในอาง
น้ําเดือด (boiling bath) นาน 60 นาที  แตที่ pH  6 จะสูญเสียการฤทธิ์ยับยั้งลง 50% เมื่อแชนาน 30 
นาที  

และเมื่อพิจารณาถึงการผลิตสารแบคทีริโอซินในปริมาณมาก การทําใหสารแบคทีริโอซิน
ปลอดเชื้อโดยวิธีการกรองนั้นไมเหมาะสม เนื่องจากแผนกรองมีราคาสูง อายุการใชงานต่ําใชได
เพียงครั้งเดียวเทานั้น บางครั้งตองเปลี่ยนแผนกรองบอยๆ และใชเวลาในการกรองนาน นอกจากนี้
จากการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบของ FCBS และ HCBS 
พบวา สารแบคทีริโอซินทั้ง 2 รูปแบบนี้มีคาการยับยั้งใกลเคียงกันของแตละชุดการทดลองคือ มี
คาเฉลี่ยประมาณ 5,333.3 AU/ml ดังนั้นจึงแนะนําวาควรเลือกใชวิธีการใหความรอนทําใหปลอด
เชื้อสําหรับการผลิตสารแบคทีริโอซิน (crude) ในปริมาณมากเพื่อใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหาร  

 
 



 

 

ตารางที่ 3.6 ความสามารถในการยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 
ตอแบคทีเรียทดสอบ 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 
การแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียปนเปอนผลิตภัณฑลูกชิ้นไกที่เก็บเปนระยะเวลา 24 

ชั่วโมง เพื่อคัดเลือกเชื้อที่มีจํานวนมาก (dominant flora) เพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบพบวา มีเชื้อ
แบคทีเรียที่ปนเปอนลูกชิ้นไกมากได 3 สายพันธุไดแก Stap. lentus, Stap. saprophyticus และ 
Bacillus spp. มีจํานวนประชากรคิดเปน 3, 12 และ 85% ตามลําดับ และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพ
การยับยั้งของสารแบคทีริโอซินผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก 5 สายพันธุจากศูนยจุลินทรีย สถาบัน
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยวิธี agar well diffusion พบวา สารละลายที่ผลิต
จากแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดคือ Stap. 
saprophyticus และ Bacillus spp.  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ที่สามารถผลิตสารแบคทีริโอซินมีคุณภาพ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบไดดีที่สุดจาก 5 สายพันธุไดแก Lc. lactis TISTR1401, Lb. acidophilus  
TISTR1338, Ped.  acidilactici TISTR425, Ped.  acidilactici TISTR051 และ Ped.  acidilactici 
TISTR424 พบวา สารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR1401 มีประสิทธิภาพยับยั้งไดดี

ที่สุด CBS จาก Lc. lactis TISTR1401 ที่ผลิตไดสามารถทนความรอนไดถึง 100oC เปนเวลานาน 20 
นาที และมีความเสถียรตอความเปนกรด-ดางชวง pH 2-7 แตที่ระดับความเปนดางออน (pH 8) มี
ประสิทธิภาพการยับยั้งลดลงมากกวาครึ่งหนึ่งของตัวอยางควบคุม (CBS ที่ pH 6.5) และไมสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบได เมื่อปรับ CBS ใหมี  pH ชวง 9-14 และเมื่อทํา CBS ใหเขมขนขึ้น 10 เทา



 

 

โดยวิธีระเหยน้ําออกและการระเหิดแหงพบวา สารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและชนิดผงแหง
มีคาการยับยั้งเทากับ 3,200 และ 6,400 AU/ml ตามลําดับ  
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บทที่ 4 
การประยุกตใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรสแมรี ในลูกช้ินไก 

Application of crude bacteriocins and rosemary extracts  
in chicken meatballs 

 

4.1 บทคัดยอ 
การวิจัยนี้เพื่อประยุกตใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ที่ผลิตจากเชื้อ Lactococcus lactis 

TISTR  1401 และสารสกัดโรสแมรี เปนสารตานแบคทีเรียและตานออกซิเดชันจากธรรมชาติ เพื่อ
ยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก ลูกชิ้นไกที่เคลือบและผสมสารแบคทีริโอซิน ลูกชิ้นไกผสมสารสกัด
โรสแมรี และลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรีแลวเคลือบดวยสารแบคทีริโอซินหรือผสมทั้งสาร

แบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีทั้งหมดเก็บที่อุณหภูมิ 4oC  ในสภาวะการบรรจุแบบปกติและ
แบบสุญญากาศ วิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย เคมี และกายภาพ ทุก 3 วัน เปนเวลา 12-21 วัน 
ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน (crude bacteriocins supernatant: CBS)  ชนิดปลอดเชื้อดวยการ
กรอง (FCBS)  และชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS)  และลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซิน
ชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins: CCB) และชนิดผงแหง (freeze dried crude 
bacteriocins: FDCB)  รวมถึงลูกชิ้นที่ใชไนซิน  มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.05)  พิจารณาตามมาตรฐานจํานวนจุลินทรียทั้งหมดในอาหาร 105 cfu/g (มอก. 1009-2533) 
ลูกชิ้นเคลือบ  HCBS และ FCBS บรรจุแบบปกติ สามารถเก็บลูกชิ้นไดนานประมาณ 15 วัน ขณะที่
ลูกชิ้นเคลือบไนซินเก็บไดประมาณ 18 วัน และแบบสุญญากาศเก็บไดนานประมาณ 18 วัน และ 21 
วัน ตามลําดับ ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมเก็บไดนานเพียง 9 วัน และ 12 วัน ตามลําดับ  สําหรับลูกชิ้น
ผสมสารแบคทีริโอซินมีอายุการเก็บที่นานกวาลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) โดยลูกชิ้นผสม CCB 
สามารถเก็บไดนานประมาณ 18 วัน ลูกชิ้นผสม FDCB และลูกชิ้นผสมไนซินสามารถเก็บไดนาน
ประมาณ 21 วัน แตลูกชิ้นควบคุมเก็บไดเพียง 15 วัน แบบการบรรจุปกติ และแบบสุญญากาศ
สามารถเก็บไดประมาณ 21 วัน สําหรับลูกชิ้นที่ผสมสารแบคทีริโอซินทุกชิ้น ขณะที่ลูกชิ้นควบคุม
เก็บไดนานเพียง 18 วัน 

สารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) มีประสิทธิภาพตาน             
จุลินทรียและตานออกซิเดชันไดดีกวาชนิด oil of rosemary (OR) (p<0.05) และเมื่อใชชนิดORH ใน
ลูกชิ้นและเคลือบดวยสารแบคทีริโอซินผลิตจาก Lc. lactis TISTR  1401 พบวา ลูกชิ้นไกที่ไดจาก 



   

การใชสารสกัดโรสแมรีและรวมกับสารแบคทีริโอซินมีการเจริญของจุลินทรียและการเกิด
ออกซิเดชันต่ํากวา (p<0.05) ลูกชิ้นควบคุม ทั้งนี้ลูกชิ้นไกผลิตแบบผสมสารสกัดโรสแมรีและ
เคลือบดวยสารแบคทีริโอซิน เก็บบรรจุแบบปกติมีเชื้อจุลินทรีย  3.82 log cfu/g ในวันที่ 15 ขณะที่
คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.29 μg MDA/g และ 1.717 μg/g ตามลําดับ และแบบ
สุญญากาศ 4.5 log cfu/g ในวันที่ 18 ขณะที่คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.26 μg 
MDA/g และ 2.462 μg/g ตามลําดับ สวนลูกชิ้นไกผลิตแบบผสมทั้งสารสกัดโรสแมรีและสารแบคที
ริโอซินในลูกชิ้น เก็บแบบปกติมีเชื้อจุลินทรีย  3.54 log cfu/g ในวันที่ 15 ขณะที่คา TBARS และ
ปริมาณ hexanal เทากับ 0.23 μg MDA/g และ 0.781 μg/g ตามลําดับ และแบบสุญญากาศ  3.60 log 
cfu/g ในวันที่ 18  ขณะที่คา TBARS และปริมาณ hexanal เทากับ 0.23 μg MDA/g และ 0.681 μg/g 
ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาคา pH ของลูกชิ้นไกทุกชนิดและลูกชิ้นควบคุม มีคาไมแตกตางกัน 
(p>0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา แตผลทางเนื้อสัมผัสของลูกชิ้นทุกชนิด ตลอดระยะการเก็บ
รักษา 12 วันที่มีคาแรงตานทานการกด (compression force) แตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) แสดงวา
การใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีสามารถใชเปนสารตานจุลินทรียและสารตาน
ออกซิเดชัน เพื่อยืดอายุการเก็บรักษาของลูกชิ้นไกได 

 

4.2 บทนํา 
สารแบคทีริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถยับยั้งจุลินทรียแกรมบวกได

หลายชนิดรวมทั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคเชน Staphylococcus aureus (Ananou et al., 2005), Listeria 
monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens และ Clostridium botulinum เปนตน 
(Ennahar et al., 1999; Cleveland et al., 2001) และอาจจะมีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมลบไดบาง
บางชนิด แตตองมีการใชรวมกับสารยับยั้งอื่น ๆ ดวย เชน disodium, ethylenediaminetetraacetic 
acid (EDTA) เปนตน ไดแก Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp. 
(Sankuntaw  et al., 2008; Stevens et al., 1991) นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินบางชนิดสามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราและยีสตไดอีกดวย(Lavermicocca et al., 2000)  

สารแบคทีริโอซินสวนใหญมีคุณสมบัติในการทนตออุณหภูมิสูงได จึงเหมาะสมตอการใช
ในอาหาร  เนื่องจากอาหารทั่วไปสวนมากตองผานกระบวนการแปรรูปโดยใชความรอน 
ตัวอยางเชน สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Pediococcus acidilactici strain Hansen มีความเสถียรตอ

อุณหภูมิสูงที่ 115oC นาน 15 นาที โดยมีคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียเปาหมาย 
Pediococcus pentosaceus Fbb 61 เทากับ 4000 BU/ml (Nieto-Lozano et al., 2002) การศึกษาของ 
Khalid et al. (1999) พบวา สารแบคทีริโอซินที่สรางจาก Lactobacillus strain LC-09 สามารถทน

ความรอนไดสูงที่ 100oC เปนเวลานานถึง 4 ช่ัวโมง และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ระดับ pH 



 

 

ต่ําไดอีกดวย นอกจากนี้ ไนซิน (nisin) ซ่ึงเปนสารแบคทีริโอซินทางการคายังมีความสามารถในการ

ทนความรอนไดสูงที่ 121oC นาน 15 นาที (Noonpakdee et al., 2003) สารแบคทีริโอซินอีกชนิด
หนึ่งที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียเปาหมายไดคือ Pediocin ซ่ึงสามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทํา
ใหอาหารที่แชในตูเย็นเนาเสียไดแก Brochotrix thermosphacta พบไดในอาหารจําพวกเนื้อสัตวตาง 
ๆ ที่บรรจุในระบบสุญญากาศและเนื้อหมัก เปนตน (Ennahar et al., 1999)  นอกจากนี้ Hugas 
(1998) ไดรายงานเกี่ยวกับการใชไนซินในผลิตภัณฑเนื้อตาง ๆ วา มีประสิทธิภาพในการเปนสาร
ตานจุลินทรียไดดีนอยกวาการใชในผลิตภัณฑนม เนื่องจากไนซินมี ความสามารถในการละลายต่ํา 
(low solubility) การกระจายตัวไมสม่ําเสมอ และขาดความเสถียร   

การเสื่อมเสียของอาหารโดยทั่วไปมีสาเหตุมาจากการปนเปอนของจุลินทรียและการ
เปล่ียนแปลงขององคประกอบของอาหารเองดวย โดยอาหารแตละชนิดมีระดับการเสื่อมเสียยากงาย
แตกตางกันขึ้นอยูกับ องคประกอบของอาหารไดแก ไขมัน โปรตีน คารโบไฮเดรท และแรธาตุเปน
ตน ปริมาณน้ําที่จุลินทรียใชได (aw) คาความเปนกรด-ดาง  อุณหภูมิ และสภาพบรรยากาศใน
สถานที่เก็บรักษา ปจจัยตาง ๆ เหลานี้มีอิทธิพลอยางยิ่งที่เปนตัวกําหนดกลุมของจุลินทรียที่ทําให
อาหารเสื่อมเสีย  โดยทั่วไปผลิตภัณฑเนื้อในแถบภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต มักมีการปนเปอน
จากจุลินทรียเชน Staphylococcus spp. และ Bacillus spp. เปนตน ซ่ึงเปนแบคทีเรียกอโรคที่สามารถ
เจริญไดที่อุณหภูมิสูง (thermal tolerance pathogenic bacteria) และสามารถสรางสปอรที่ทนตอ
ความรอนสูงไดอีกดวย โดยเฉพาะสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ที่ยังสามารถเจริญได แมผาน
กระบวนการใหความรอนสงู (Anonymous, 2007) การเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาทางเคมีของอาหารเชน  
เกิดกล่ินเหม็นหืน สามารถเกิดขึ้นไดในผลิตภัณฑอาหารระหวางการเก็บวัตถุดิบ กระบวนการแปร
รูป การขนสง ตลอดจนการเก็บรักษา ซ่ึงนําไปสูการไมยอมรับของผูบริโภคที่ทําใหอาหารเสื่อมเสีย
แลว ยังทําใหเกิดสารพิษ (toxic byproducts) (Anonymous, 2002) ซ่ึงกอใหเกิดโรคตาง ๆ ได  

ดังนั้นจําเปนตองใชสารกันหืนหรือสารตานออกซิเดชัน (antioxidant) เพื่อยืดอายุการเก็บ
ของอาหารที่มีไขมันเปนองคประกอบ โดยทั่วไปสารกันหืนที่ใชในอาหารเปนสารสังเคราะหเชน 
butylated hydroxyanisol (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ propyl gallate (PG) เปน
ตน ในปจจุบันผูบริโภคใสใจกับความปลอดภัยที่มีตอสุขภาพ จึงยอมรับสารตานออกซิเดชันที่ได
จากธรรมชาติมากขึ้นเชน วิตามินอี เครื่องเทศ และสมุนไพร เปนตน การศึกษาการใชสารสกัดจาก
ธรรมชาติ เพื่อปองกันการเกิดออกซิเดชันของอาหารที่ใหผลดีและปลอดภัยตอผูบริโภคหลายชนิด 
เชน การใชสารสกัดจากโรสแมรีในเนื้อสัตวและผลิตภัณฑเนื้อสัตวไดแก เนื้อไก (Keokamnerd et 
al., 2008) ไสกรอกหมู (Martínez et al., 2006) แฮมเบอรเกอรสเต็ก (hamburger steak) (Lee et al., 
2005) เนื้ออกไกงวงสด และเนื้ออกไกงวงสุก (Leaflet, 2004) และลูกชิ้นเนื้อวัว (Fernández-López 
et al., 2005) พบวา สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันได 



 

 

นอกจากนี้การศึกษาของ Lalas และ Dourtoglou (2003) โดยการใชสารสกัดโรสแมรีในการ
ปองกันการเกิดออกซิเดชันระหวางการทอดมันฝรั่งพบวา น้ํามันที่มีสวนผสมของสารสกัดโรสแมรี
ใหสีคลํ้านอยกวาน้ํามันที่ไมมีการเติมสารสกัดโรสแมรี และเมื่อตรวจสอบการเกิดกลิ่นหืน 
(rancidity) ของมันฝรั่งแผนและน้ํามันที่ใชทอด และทดสอบทางประสาทสัมผัส (sensory test) โดย
ผูทดสอบชิมพบวา ในตัวอยางที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรีมีคาการเกิดกลิ่นหืนและมีสีคลํ้านอยกวา
ตัวอยางควบคุม 
 สารตานออกซิเดชันที่พบและมีบทบาทมากในโรสแมรีไดแก rosmanol และ carnosol  
โดยเฉพาะ rosmanol ซ่ึงเปนสารที่ไมมีสีไมมีกล่ิน สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
ตัวอยางน้ํามันหมูไดดีกวา BHA  และ BHT (Inatani et al., 1983) 

วัตถุประสงคการทดลองนี้เพื่อประยุกตใชสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์และสารสกัดโรส
แมรีในลูกชิ้นไก และเปรียบเทียบการตานแบคทีเรียและตานออกซิเดชันของสารทั้งสองชนิด และ
เพื่อยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกใหนานขึ้นได 

 

4.3 วัสดุและวิธีการ 
4.3.1 การผลิตสารแบคทีริโอซินดวยเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401 

4.3.1.1 การเพาะเชื้อจุลินทรียและสภาวะการเลี้ยงเชื้อ 
เพาะเชื้อและเพิ่มจํานวน (reactivate) เชื้อแบคทีเรียจาก stock culture ที่เก็บไวที่

อุณหภูมิ -40oC ไดแก เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่สรางสารแบคทีริโอซินคือ Lc. lactis TISTR 1401 
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสาตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (TISTR) และเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกคือ Stap. saprophyticus (PN-2) และ Bacillus ssp. (PN-3) 

ใหเปนเชื้อแบคทีเรียพรอมใชงาน โดยปลอยใหเชื้อแบคทีเรียละลายที่อุณหภูมิ 4oC จากนั้นถายเชื้อ 
Lc. lactis TISTR 1401 จํานวน 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (Hi-media, Mumbai, 
India) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยา (shaking incubator) (Orbital Incubator 
S-150, Stuart Sciencetific, UK) ที่สภาวะเขยาความเร็ว  50 rpm ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บมเชื้อและเขยาที่ความเร็ว 

100 rpm ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง เพื่อใชเปนกลาเชื้อในการผลิตสารแบคทีริโอซิน สวน

เชื้อแบคทีเรียทดสอบเมื่อละลายที่อุณหภูมิ 4oC แลวถายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Typtic soy broth 
(TSB) (Hi-media, Mumbai, India) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมเชื้อในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยาที่สภาวะ

เขยาความเร็ว 50 rpm ที่อุณหภูมิ 37oC  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อใชทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
ของสารแบคทีริโอซิน 



 

 

4.3.1.2 การเตรียมสารแบคทีริโอซิน 

ถายกลาเชื้อ  Lc.  lactis  TISTR 1401 จากขอ 4.3.1.1 ปริมาณ 10% (v/v) ในอาหาร
เล้ียงเชื้อเหลว BSM ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่มีการเติม yeast extract (Hi- media, 
Mumbai, India), glucose (Ajax Finechem, Australia) และ meat extract (Merck, Darmstadt, 
Germany) อยางละ 2% (w/w)  ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร บมในสภาวะมีอากาศเล็กนอย (micro 

aerobically) โดยการเขยาที่ความเร็ว 100 rpm ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นปน
เหวี่ยงอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อแยกเซลลออก ดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall®

 
RC SC-plus centrifuge, 

Thermo Sciencetific, Waltham, USA) ความเร็ว 12000×g เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4oC เก็บ
เฉพาะสวนใส (supernatants) ปรับความเปนกรดดาง (pH) ดวย 1 M NaOH ใหมี pH เทากับ 6.5 
แลวเติมเอนไซม catalase ใน cell-free supernatant (CSF) ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 1 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25oC เปนเวลา 30 นาที (Nieto-Lozano et al., 2006) และทําให
ปลอดเชื้อโดยกรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ cellulose acetate membrane filter ขนาด 0.22 
ไมโครเมตร และ/หรือใชความรอนดวยเครื่อง autoclave (LABO Autoclave, Sanyo, NB Scientific, 

Edison, N.J.) ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 20 นาที (Gosaarak, 2006) แลวทําใหเย็นลงอยางรวดเร็ว
โดยการแชน้ําแข็ง ไดเปนสารแบคทีริโอซินที่ไมบริสุทธิ์ (crude bacteriocins supernatant: CBS)  
สาร CBS ที่ผานการทําใหปลอดเชื้อ 2 วิธี คือ 1) กรองผานแผนกรองปลอดเชื้อ (filtered crude 
bacteriocins supernatant: FCBS) และ 2) ฆาเชื้อดวยความรอน (heated crude bacteriocins 

supernatant: HCBS) เก็บตัวอยาง CBS ทั้ง 2 ตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  4oC เพื่อไวใชเคลือบผิวลูกชิ้นไก
ตอไป  

เตรียมสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนดวยการระเหยแบบสุญญากาศ (rota 
evaporator) (concentrated crude bacteriocins: CCB)  ตามวิธีในขอ 3.3.3.2.1  และสารแบคทีริ
โอซินชนิดผงแหงดวยการระเหิดแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) ตามวิธีในขอ 

3.3.3.2.2 เก็บ CCB ที่ไดที่อุณหภูมิ 4oC และ FDCB ไวในตูดูดความชื้น (desiccator  cabinet) ที่

อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชผสมในสูตรการผลิตลูกชิ้นไกตอไป 

4.3.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารแบคทีริโอซิน 
ทดสอบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซินโดยวิธี agar well diffusion ดัดแปลงการ

ทดสอบจากวิธีของสุรียรัตน  เงินดวง (2545) Mogan et al. (1999) และ Nieto-Lozano et al. (2006) 
โดยนําสารแบคทีริโอซินที่สกัดไดจาก LAB ในขอ 4.3.1.2 ทดสอบดวยเชื้อแบคทีเรียทดสอบจาก
ขอ 3.3.2.1.2 โดยถายเชื้อแบคทีเรียทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีรอง
พื้นดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar  จานละ 15 มิลลิลิตร ปลอยไวใหอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งตัว แลว



 

 

ใช cork borer ที่ปลอดเชื้อเจาะวุนใหเปนหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร เจาะจานละ 6 หลุม ใช 
micropipette ขนาด 40-200 ไมโครลิตร ดูด supernatant ของเชื้อ LAB ที่เตรียมไดใสลงไปในหลุม 
ๆ ละ 40 ไมโครลิตร โดยมีกรดแลคติก 5% pH 2.3 เปน positive control และอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 

broth (Hi- media, Mumbai, India) pH 7.0 เปน negative control วางไวที่อุณหภูมิ 4oC จนแหง 

จากนั้นบมที่ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดสอบ 2 ครั้ง ๆ ละ 4 ซํ้า ทําการตรวจวัดประสิทธิ
การยับยั้งแบคทีเรียของ CBS ที่เตรียมไดในรูปตาง ๆ ในหนวยของ Arbitary Unit (AU/ml) 

4.3.2 การผลิตลูกชิ้นไก 
ทําการผลิตลูกชิ้นไก โดยการใชเนื้ออกไกไมติดมัน (หจก.สหฟารม จังหวัด

นครราชสีมา) บดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวสับผสมกับสวนผสมตางๆ 
(ตารางที่ 4.1)ไดแก เกลือ น้ําตาล ฟอสเฟต น้ําแข็ง และแปงมันสําปะหลังใหเขากันแลว บรรจุลงใน
เครื่องบรรจุไส ทําการบรรจุลงในไส cellophane ขนานเสนผานศูนยกลาง 22  มิลลิเมตร และไล

อากาศ แลวมัดเปนทอน ๆ ยาวประมาณ 6 นิ้ว  ตมใหความรอน อุณหภูมิ 60oC เปนเวลา 20 นาที 

แลวเพิ่มเปน 80oC เปนเวลา 30 นาที แชในน้ําเย็นอุณหภูมิ 10oC จากนั้นลอกไส cellophane ที่หุม

ออก แลวตัดเปนชิ้นขนาด 20 ± 2 มิลลิเมตร เก็บที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
 

ตารางที่ 4.1 สูตรสวนผสมลูกชิ้นไก 

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 

 
* ปริมาณที่คิดเทียบกับสวนประกอบหลักทั้งหมด 
 
 
 



 

 

4.3.3 การใชสารแบคทีริโอซินสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก  
4.3.3.1 การใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิเคลือบลูกชิ้นไก 
ทําการเคลือบผิวลูกชิ้นไกที่ผลิตตามขอ 4.3.2 ดวย crude bacteriocins supernatant 

(CBS)  ชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (FCBS) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 5,333.3 AU/ml  และชนิดปลอด
เชื้อดวยความรอน (HCBS)  มีประสิทธิภาพยับยั้ง 5,333.3 AU/ml และใชไนซิน ความเขมขน 0.2%  
(commercial nisin) (Fluka; 72535 nisin from Streptococcus lactic, UK) ซ่ึงมีประสิทธิภาพยับยั้ง 
6,400 AU/ml เปน negative control เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารแบคทีริโอซิน และ
ตัวอยางลูกชิ้นควบคุม (positive control) คลุกเคลาใหสารแบคทีริโอซินเคลือบบนผิวของลูกชิ้นไก

ใหสม่ําเสมอเปนเวลา 5 นาที แลวทําใหผิวลูกชิ้นแหงโดยการผึ่งที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลา 10 นาที 
ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ (vacuum packaged) 

เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บ
ตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย เคมีและกายภาพทุก 3 วัน  

4.3.3.2 การใชสารแบคทีริโอซินชนิดของเหลวขนและชนิดผงแหงผสมในลูกชิ้นไก 
ทําการผลิตลูกชิ้นไกตามสูตร (ตารางที่ 4.1) จากขอ 4.3.2 โดยผสมสารแบคทีริโอซิน

ชนิดของเหลวขน (concentrated crude bacteriocins: CCB) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 3,200 AU/ml และ
ชนิดผงแหง (freeze dried crude bacteriocins: FDCB) มีประสิทธิภาพยับยั้ง 6,400 AU/ml ในสูตร
สวนผสมลูกชิ้นปริมาณ 0.2% ใช nisin มีประสิทธิภาพยับยั้ง 6,400 AU/ml ปริมาณ 0.2% และ
ตัวอยางลูกชิ้นควบคุม ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบ

สุญญากาศ (vacuum packaged) เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บ
รักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 
วัน  

 
4.3.4 การใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก  

4.3.4.1 การคัดเลือกสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก 
เพื่อคัดเลือกชนิดของสารสกัดโรสแมรีทางการคา สําหรับการใชเสริมฤทธิ์การตาน         

จุลินทรียและตานออกซิเดชันรวมกับสารแบคทีริโอซินที่ผลิตไดจากเชื้อ 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) (ไดรับความอนุเคราะหจาก Vicchi Consolidated Co Ltd., 
Thailand) ทําการผลิตลูกชิ้นดวยสารสกัดโรสแมรีปริมาณ 0.5% ในสูตรการผลิตลูกชิ้นตามขอ 4.3.2 
ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ (vacuum packaged) 



 

 

เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 12-21 วัน และเก็บ
ตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 วัน  

4.3.4.2 การใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับการผลิตลูกชิ้นไก 
คัดเลือกชนิดของสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีที่ไดผลการตานการเจริญ

ของเชื้อจุลินทรีย และตานออกซิเดชันไดดีที่สุดจากการทดลอง ขอ 4.3.3.1, 4.3.3.2 และ 4.3.4.1 ซ่ึง
ไดแก สารแบคทีริโอซินไมบริสุทธิ์ชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS) จากขอ 4.3.3.1 สารแบค
ทีริโอซินชนิดผงแหง (FCDB) จากขอ 4.3.3.2 และสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary 
Herbalox® (OH) จากขอ 4.3.4.1 

ทําการผลิตลูกชิ้นตามขอ 4.3.2 และใชสารแบคทีริโอซิน และสารสกัดโรสแมรีใน 2 
กระบวนการผลิตคือ  

1) ผสม ORH ในสูตรสวนผสมลูกชิ้น 0.5% แลวเคลือบลูกชิ้นดวย HCBS ตามวิธีขอ 
4.3.3.1 

2) ผสม ORH ปริมาณ 0.5% และ FDCB ปริมาณ 0.2% ในสูตรสวนผสมลูกชิ้น ตาม
ขอ 4.3.3.2 

ทําการแบงบรรจุลูกชิ้นแบบปกติ (aerobically packaged) และแบบสุญญากาศ 

(vacuum packaged) เก็บลูกชิ้นไกที่อุณหภูมิ 4oC เพื่อทําการวิเคราะหคุณภาพการเก็บรักษาเปนเวลา 
12-21 วัน และเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรียเคมีและกายภาพทุก 3 วัน  
 

4.3.5 การวิเคราะหคุณภาพของลูกชิ้นไก  
4.3.5.1 การวิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย 
วิเคราะหปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (total plate count) และปริมาณแบคทีเรียกรด    

แลคติก โดยวิธีตาม AOAC (1997); Ananou et al. (2005) และ Viana et al. (2005) ชั่งตัวอยางลูกชิ้น
ไก 10 กรัม เติม 0.1% peptone water (Hi-media, Mumbai, India) ปลอดเชื้อจํานวน 90 มิลลิลิตร ตี
ปนดวยเครื่องตีปน (Stomacher Lab-blender model 400, Seward, London, England) ที่ระดับ
ความเร็วปานกลาง เปนเวลา 1 นาที และที่ระดับความเร็วสูงสุด เปนเวลา 1 นาที ไดสารละลาย
ตัวอยางความเขมขน 10-1 เจือจางตัวอยางดวย 0.1% peptone water ใหไดระดับความเขมขนที่ 10-2-
10-6 แลวทําการ spread plate โดยปเปตสารละลายตัวอยาง 0.1 มิลลิลิตร ใสลงบนผิวหนาอาหารเลี้ยง
เชื้อ PCA agar (Hi-media, Mumbai, India) สําหรับการหาปริมาณจุลินทรียทั้งหมด บมที่อุณหภูมิ 

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

การหาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก บมที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ในสภาวะไร



 

 

อากาศ ตรวจนับจํานวนโคโนนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้ออยูในชวง 30-300 โคโลนี หาคาเฉลี่ย
และรายงานผลเปนหนวย log cfu/g  

4.3.5.2 การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี 
4.3.5.2.1 การวัดคาความเปนกรด-ดาง 
การวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของลูกชิ้นไก โดยสุมตัวอยางลูกชิ้น วัด pH ดวย

เครื่อง meat pH meter แบบ probe แทง (Hanna; HI99163 pH/temperature meter, Italy) 
4.3.5.2.2 การวิเคราะหคา TBARS  
ติดตามการเกิดออกซิเดชันดวยการวิเคราะหคา Thiobarbituric Acid Reactive 

Substances (TBARS) โดยดัดแปลงจากวิธีของ McDonald and Hultin (1987) ทําการวิเคราะหโดย
ชั่งตัวอยางลูกชิ้นไก 10 กรัม กับน้ํากล่ัน 50 มิลลิลิตร ตีปนละเอียดดวยเครื่องปนไฟฟา 
(Homogenizer) เปนเวลา 1 นาที ปรับ pH ใหเทากับ 1.5 ดวย 4.0 M HCl  แลวเติม BHA (1.5% BHA  
in ethanol) 500 ไมโครลิตร และสารปองกันการเกิดฟอง (antifoam) 1-2 หยด กล่ันดวยความรอน
โดยตรงใหได distillate 25 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาการเกิดสี (color reaction)โดยใช distillate 5 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง เติม 0.02 M TBA (in 15% TCA) 5 มิลลิลิตร บมสารละลายในอาง

ควบคุมอุณหภูมิที่ 90oC เปนเวลา 60 นาที ลดอุณหภูมิลงอยางรวดเร็วโดยการแชน้ําเย็นจดั วดัคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 532 นาโนเมตร โดยใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer, 
GBC รุน UV/VIS 916) และคํานวณปริมาณ MDA  (mg/kg)  ของตัวอยาง โดยคํานวณคาความ
เขมขนเทียบกับกราฟมาตรฐานของ malonaldehyde (MDA) ที่ความเขมขน 0, 0.25, 0.5,1.0, 1.5, 
2.0, 3.0 และ 4.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  การเตรียม stock solution ของ MDA โดยช่ัง 1,1,3,3 
Tetraethoxypropane (Fluka, USA) 100 mg แลวปรับปริมาตรเปน 10  มิลลิลิตร ดวย 0.1 N HCl ตม
ในน้ําเดือด 5 นาที แลวทําใหเย็นอยางรวดเร็วโดยเปดน้ําไหลผาน จะได stock solution เขมขน 10 
mg/ml 

4.3.5.2.3 การวิเคราะหปริมาณ  hexanal 
วิเคราะหหาปริมาณ hexanal จาก headspace volatiles ดวยวิธี headspace ดัดแปลง

ตามวธีิของ Ahn et al. (2007)  โดยช่ังตัวอยางจํานวน 1.5 กรัม ใสใน GC vials ขนาด 22 มิลลิลิตร 
เติม  deionized water 3 มิลลิลิตร แลวไลอากาศดวยกาซไนโตรเจน ปดฝา vial ดวยฝาอลูมิเนียมและ 
Teflon septa อยางรวดเร็วใหสนิท นําขวด vial ตัวอยางใสในชองตัวอยาง (carousel) ของ 

headspace autosampler (Teledyne Tekmar HT3TM, USA) ตั้งคาใหความรอน 70oC เปนเวลา 30 
นาที แลวเขยาผสมตัวอยางเปนเวลา 2 นาที แลวทําการ pressurize ดวย helium  0.30 นาที จากนั้น 
headspace ของตัวอยางจะถูกดูดเขาในใน loop เปนเวลา 0.30 นาที แลวฉีดเขาเครื่อง Gas 
Chromatography (Varian, CP-3800 GC; Varian Associates, Walnut Creek, USA) โดยตั้งเวลาใน



 

 

การฉีด 1 นาที มีอุณหภูมิของ injector เทากับ 220oC split ratio 10:1 โดยใชคอลัมน fused silica 
capillary column (CP8924, 30 m ×0.32 mm ID ×0.25μm film thickness) ตั้งคาการไหลของ 

carrier gas เทากับ 2.0 ml/min อุณหภูมิเร่ิมตนจาก 35oC 5 นาที แลวเพิ่มเปน 45oC (8oC/min) และที่ 

200oC (40oC/min) 6 นาที อุณหภูมิของ FID detector ตั้งที่ 250oC การคํานวณความเขมขนของ 
hexanal ในตัวอยาง จากกราฟมาตรฐาน โดยฉีด standard hexanal (H9008, Sigma-Aldrich Co.St. 
Louis, USA) ที่ความเขมขนตางๆคือ 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 และ 7.5 μg/ml รายงานผลของ
ปริมาณ hexanal เปน μg/g 

4.3.5.3 การวิเคราะหเนื้อสัมผัส 
การวิเคราะหเนื้อสัมผัสดวยเครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture Analyzer: TA.XT.plus, 

Texture Technologies Crop., Scardals, USA) ใชหัววัด (Probe) แบบ spherical probes (P/ 0.5 s, 1.2 
cm diameter ball probe) และใชอัตราการเคลื่อนที่ของหัววัดเทากับ 2 มิลลิเมตรตอวินาที ระยะทาง
การกดของหัววัดเทากับ 10 มิลลิเมตร นําตัวอยางลูกชิ้นไกขนาดเสนผานศูนยกลาง 22 มิลลิเมตร 
ยาว 2 เซนติเมตร วัดเนื้อสัมผัสตัวอยางละ 6 ครั้ง อานคาแรงตานทานการกด หนวยเปนนิวตัน (N) 
(Huang et al., 2005)  

4.3.5.4 การวิเคราะหทางสถิติ 
วิเคราะหคุณภาพทางจุลินทรีย ทางเคมี และทางกายภาพ โดยวิเคราะห 3 ซํ้าในทุก

การวิเคราะห วิเคราะหขอมูลทางสถิติ โดยวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) วางแผนการทดลอง
แบบ CRD (Completely Randomized Design) และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี DMRT (Duncan’s 
Multiple Range Test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (p<0.05) ดวยโปรแกรม Statistical 
Analysis System (SAS institute, Inc., 1995) สําหรับทุกการวิเคราะห 

 

4.4 ผลการทดลองและการวิจารณ 
4.4.1 ผลการใชสารแบคทีริโอซินไมบริสุทธ์ิเคลือบลูกชิ้นไก 
ลูกชิ้นที่เคลือบ (coating) ดวยสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจาก Lc. lactis TISTR 1401 และไน

ซิน เพื่อยืดระยะเวลาการเก็บรักษาลูกชิ้นไก (รูป 4.1) พบวา ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรีย
ทั้งหมดมากกวาลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินโดยในวันที่ 9 ของสภาวะบรรจุแบบปกติ (รูป 4.1A) 
ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่ 5.05 log cfu/g  ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริ
โอซินชนิดปลอดเชื้อดวยการกรอง (FCBS) และชนิดปลอดเชื้อดวยความรอน (HCBS) และไนซิน 
มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดที่ 1.26, 1.25 และ 2.05 log cfu/g ตามลําดับ จากมาตรฐานจุลินทรีย
กําหนดปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดในอาหารที่สามารถยอมรับไดสําหรับลูกชิ้นไกไมเกิน 105 cfu/g 
(5 log cfu/g) (มอก.1009-2533; the Meat Standards Committee of ARMCANZ, 2003)  ดังนั้น



 

 

ลูกชิ้นควบคุมสามารถเก็บไดนานประมาณ 9 วัน ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซิน และไนซิน

สามารถเก็บไดนานกวา 15 วัน และ 18 วัน ตามลําดับที่อุณหภูมิ 4oC  
สําหรับลูกชิ้นไกในสภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 4.1B) ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคที

ริโอซินและไนซิน มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาลูกชิ้นควบคุม และเมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดลูกชิ้นพบวา ลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บรักษา 12 วัน ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบ
สารแบคทีริโอซินและไนซินสามารเก็บไดนานกวา 18 วัน และ 21 วัน ตามลําดับ แสดงวา ลูกชิ้น
เคลือบสารแบคทีริโอซินสามารถยืดอายุการเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุมประมาณ 1 สัปดาห 

เชื้อ LAB เปนเชื้อแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งที่เปนสาเหตุของการเนาเสียของลูกช้ิน ที่เก็บรักษา
ในตูเย็นหรือที่อุณหภูมิต่ํา ทําใหผิวของลูกชิ้นมีลักษณะเปนเมือก (slime surface) เกิดกาซ (gassing) 
และกลิ่นรสเปรี้ยว (souring) เปนตน กลุมเชื้อ spoilage LAB ที่พบและเปนสาเหตุของการเนาเสีย
ของเนื้อสัตวและผลิตภัณฑสวนใหญ เกิดจากเชื้อ Leuconostoc sp. (Samelis et al., 2006), 
Streptococcus faecium, Strep. faecalis, Microbacterium thermosphactum (Holy et al., 1992) เปน
ตน     

ปริมาณเชื้อ LAB ทั้งหมด (รูป 4.2) ของลูกชิ้นไกทุกชนิด สามารถตรวจพบไดในวันที่ 9 
ของการเก็บรักษา ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินทุกชนิดมีปริมาณเชื้อ LAB นอยกวาลูกชิ้น
ควบคุมทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ และเมื่อพิจารณาลูกชิ้นในวันที่ 15 
ของสภาวะการบรรจุแบบปกติ พบวา ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณ LAB ทั้งหมดเทากับ 5.17  log cfu/g 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินชนิด HCBS, FCBS และไนซินมี 3.79, 3.88 และ 3.51 log 
cfu/g ตามลําดับ และแบบสุญญากาศ ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณ LAB ทั้งหมดเทากับ 5.11 log cfu/g 
ขณะที่ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินชนิด HCBS, FCBS และไนซินมี 3.89, 3.87 และ 3.43 log 
cfu/g ตามลําดับ  

และตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 21 วัน ลูกชิ้นไกไมมีลักษณะเปนเมือกเยิ้มหรือมีกล่ิน
เหม็นเปร้ียว เนื่องจากผลของปริมาณ LAB ทั้งหมดที่พบในลูกชิ้นทุกชนิดนั้นต่ํากวา 107-108 cfu/g 
ซ่ึงเปนปริมาณที่ไมมากพอ สําหรับเชื้อ LAB เกิดการสรางกรดและปลอยออกมาอยูในสิ่งแวดลอม 
(Kun  et al., 2008) จากผลทางจุลินทรียของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน แสดงวาสารแบคทีริ
โอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ชนิด HCBS มีความสามารถในการลดปริมาณ
เชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนไดไมแตกตางกับชนิด FCBS และไนซิน (p>0.05) ดังนั้นจึงเลือก HCBS ที่มี
การเตรียมไดงาย สะดวก และใชตนทุนในการผลิตที่ต่ํากวา FCBS เพื่อใชเปนสารตานจุลินทรียจาก
ธรรมชาติ ในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกตอไป  
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รูป 4.1 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging 
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รูป 4.2 ปริมาณ LAB (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 48 

ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic 
packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินมีคา pH แสดงดังตารางที่ 4.2 ลูกชิ้นทุกชนิดมีคา pH 
แตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) เมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและ
แบบสุญญากาศ โดยมีชวง pH เทากับ  6.17-6.30 และมีคาไมแตกตางกับคา pH ของ batter คือ 6.30 
(ไมไดแสดงผล) คา pH ของอาหารเปนตัวกําหนดชนิด และปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนใน
อาหารได โดยทั่วไปแบคทีเรียสวนใหญจะเจริญไดดีในชวง pH ที่เปนกลาง และคอนขางไปทางดาง
ออน (pH 7-9) ดังนั้นเนื้อสัตวและผลิตภัณฑที่มีชวง pH สูง จึงเกิดการเนาเสียไดงายกวาเนื้อสัตวที่มี
ชวง pH ต่ํา (pH<6) (Borch, Kant-Muermans, and Blixt, 1996) 
 

ตารางที่ 4.2 คา pH ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 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) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 
 

การเกิดออกซิเดชันในลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินแสดงโดยคา TBARS (รูป 4.3) 
ลูกชิ้นเคลือบสารแบคทีริโอซินทุกชนิดมีคา TBARS ไมแตกตางทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุแสดงวา สารแบคทีริโอซินไม
สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันของไขมันในตัวอยางลูกชิ้นไกได 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซิน แสดงดังรูป 4.4 พบวา ลูกชิ้นเคลือบสาร
แบคทีริโอซินบรรจุแบบปกติมีคาแรงตานทานการกดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาเก็บรักษา โดยมีคาแรงอยูระหวาง 5.30- 6.62 N แตการบรรจุแบบ
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สุญญากาศแรงกดของลูกชิ้นแตกตางกันเล็กนอย (p<0.05) โดยลูกชิ้นเคลือบไนซินมีแรงกดลดลง
เมื่อเก็บนานขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.3 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.4 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกเคลือบสารแบคทีริโอซินเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 
12 
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4.4.2 ผลการผสมสารแบคทีริโอซินในสวนผสมของลูกชิ้นไก 
การผสมสารแบคทีริโอซินเขมขน 2 ชนิดไดแก CCB และ FDCB และไนซิน ลงใน batter 

ของลูกชิ้นไกพบวา ในสภาวะบรรจุแบบปกติ (รูป 4.5A) ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้น
ผสมสารแบคทีริโอซินทั้ง 2 ชนิด และไนซินมีปริมาณต่ํากวาลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลาการเก็บ 
ในสภาวะการบรรจุแบบปกติลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บประมาณ 15 วัน ขณะที่ลูกชิ้นผสมสาร
แบคทีริโอซินสามารถเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุม โดยลูกชิ้นผสม CCB สามารถเก็บรักษาได
ประมาณ 18 วัน ลูกชิ้นผสม FDCB กับลูกชิ้นผสมไนซิน เก็บไดนานขึ้นถึง 21 วัน และแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นควบคุมมีอายุการเก็บไดประมาณ 18 วัน ขณะที่ลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินทุก
ชนิด รวมทั้งไนซินสามารถเก็บไดนานกวา 21วัน ของระยะเวลาการเก็บรักษา 

ปริมาณ LAB ทั้งหมดในลูกชิ้นไก เร่ิมตรวจพบไดในวันที่ 9 ของระยะเวลาเก็บรักษา 
ลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินทั้ง 2 ชนิด และไนซินมีปริมาณ LAB  ทั้งหมดต่ํากวาเมื่อเทียบกับ
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  

คา pH ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบ
สุญญากาศ (ตารางที่ 4.3) คา pH ของลูกชิ้นทุกชนิดมีคาไมแตกตางกันตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุ โดยมีชวง pH ระหวาง 5.99-6.30 แสดงวาระยะเวลาการเก็บรักษา ของลูกชิ้น

ที่อุณหภูมิ 4oC ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา pH ในตัวอยางลูกชิ้น  
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รูป 4.5 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging  
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รูป 4.6 ปริมาณ LAB (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC เปนเวลา 

48 ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ 
aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging  
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ตารางที่ 4.3 คา pH ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่อุณหภูมิ 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) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 

ปริมาณ TBARS ในตัวอยางลูกชิ้นไกที่ผสมดวยสาร CCB, FDCB และไนซิน เก็บที่ 4oC 
เปนระยะเวลา 12 วัน แสดงดังรูป 4.7 มีคาไมแตกตางกันเมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม (p>0.05) โดย
ลูกชิ้นทุกชนิดมีคา TBARS สูงขึ้นตามระยะเวลาการเก็บรักษา 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกแสดงดังรูป 4.8 พบวา ลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซินทุกชนิด 
และลูกชิ้นควบคุมมีคาแรงตานทานการกดแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) ตลอดระยะการเก็บรักษา
ทั้งสภาวะบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ โดยเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นลูกชิ้นมีคาแรงการ
กดเพิ่มขึ้นดวย เรียงลําดับจากคาสูงที่สุดไปหาต่ําสุดคือ ลูกชิ้นผสมไนซิน ลูกชิ้น CCB ลูกชิ้น 
FDCB และลูกชิ้นควบคมุ ตามลําดับ แสดงวาสารแบคทีริโอซินและไนซินทางการคาที่ผสมลงไป 
ซ่ึงเปนสวนผสมเพิ่มเติมจากลูกชิ้นควบคุม ทําใหเกิดแรงตานทานการกดที่กระทําตอหัววัดมีคามาก
ขึ้น 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.7 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารแบคทีริโอซิน เก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.8 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกที่ผสมสารแบคทีริโอซินเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 
12 
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4.4.3 ผลการผสมสารสกัดโรสแมรีในผสมของลูกชิ้นไก 
ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีไดแก OR และ ORH ปริมาณ 

0.5% ลงในสวนผสมของลูกชิ้น แสดงดังรูป 4.9 พบวา มีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) โดยที่
ลูกชิ้นที่เติมสารสกัดโรสแมรีชนิด ORH มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดนอยกวาชนิด OR และลูกชิ้น
ควบคุม ในวันที่ 15 ของการเก็บแบบปกติพบวา ลูกชิ้น OR มีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไมแตกตาง
กับลูกชิ้นควบคุม มีปริมาณเทากับ 5.45 และ 5.77 log cfu/g แตลูกชิ้น ORH มีคาเทากับ 3.55 log 
cfu/g แสดงวาการใช ORH เติมลงในลูกชิ้นไกสามารถลดปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไดเทากับ 2 log 
cfu/g เทียบกับลูกชิ้นควบคุม โดยลูกชิ้นควบคุมและลูกชิ้น OR สามารถเก็บรักษาไดนานประมาณ 
12 วัน ขณะที่ลูกชิ้น ORH สามารถเก็บไดนานมากกวา 21 วัน 

ปริมาณเชื้อ LAB ทั้งหมดของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูป 4.10 พบวา 

ปริมาณ LAB ทั้งหมดของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่ 4oC ตรวจพบไดในวันที่ 12 ของ
การเก็บรักษา โดยลูกชิ้นทุกชนิดมีปริมาณ LAB ไมแตกตางกัน (p>0.05) ทั้ง 2 แบบสภาวะบรรจุ
แบบปกติและแบบสุญญากาศ และมีปริมาณที่เพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้นในลูกชิ้นที่เติม
สารสกัดโรสแมรีและลูกชิ้นควบคุมไมแตกตางกัน (p>0.05)  

คา pH ของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีทุกชนิด และลูกชิ้นควบคุม เก็บที่อุณหภูมิ 4oC 
(ตารางที่ 4.4) มีคา pH ไมแตกตางกัน (p>0.05)  ทั้ง 2 สภาวะการบรรจุ แตมีแนวโนมที่ลดลงเพียง

เล็กนอย โดยมีคา pH อยูในชวง 6.12-6.22 แสดงวา  เมื่อเก็บลูกชิ้นที่อุณหภูมิ 4oC เปนเวลานานหรือ
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 21 วัน ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคา pH ของลูกชิ้นทุกชนิด 
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รูป 4.9 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic 
packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ตารางที่ 4.4 คา pH ของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 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) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 
การเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรี 2 ชนิดไดแก OR และ ORH และ

ลูกชิ้นควบคุม เก็บที่อุณหภูมิ 4oC โดยการหาปริมาณ TBARS แสดงผลดังรูป 4.11 พบวา ปริมาณ 
TBARS ของลูกชิ้นไกทุกชนิดในวันที่ 0-3 อยางคอนขางต่ําประมาณ 0.13-0.20 μg MDA/g sample   
และเริ่มเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆเมื่อระยะเวลาการเก็บนานขึ้น หลังจากผานวันที่ 6 ไปแลว โดยเฉพาะใน
วันที่ 12 ของการบรรจุแบบปกติ คา TBARS ของลูกชิ้นไกที่เติมสารสกัดโรสแมรีชนิด OR มีคาสูง
ที่สุดเทากับ 0.42 μg MDA/g sample แตปริมาณ TBARS ของลูกชิ้นที่มีการเติมสารสกัดโรสแมรี
ชนิด ORH มีคาที่ไมเปล่ียนแปลงจากวันที่ 0 และมีคาต่ํากวาการเติมสารสกัดโรสแมรีชนิด OR และ
ลูกชิ้นควบคุมทุกตัวอยางตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ดังนั้นลูกชิ้นไกผสมสารสกัดจากโรสแมรี
ชนิด oleoresin rosemary Herbalox® (ORH) มีการเกิดออกซิเดชันที่แตกตางกับการใชชนิด oil of 
rosemary (OR) ที่ไมสามารถยับยั้งการเกิดออกเดชันไดเทียบกับลูกชิ้นควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) แสดงวา สารสกัดโรสแมรีชนิด OR ไมเหมาะที่จะนํามาใชเปนสารตานออกซิเดชัน
ในลูกชิ้นไก 

เมื่อสภาวะในการบรรจุของลูกชิ้นตางกันมีผลตอการเกิดออกซิเดชันที่แตกตางกันพบวา
สภาวะในการบรรจุแบบปกติ (รูป 4.11A) ของตัวอยางลูกชิ้นทุกชนิดมีปริมาณ TBARS สูงกวา
สภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 4.11B) ซ่ึงมีผลเชนเดียวกับการทดลองของ Martınez et al. 



 

 

(2007) รายงานวา ผลของสภาวะการบรรจุที่ไมมีออกซิเจน ชวยยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมัน
ในอาหารไดดีขึ้นเมื่อใชรวมกับสารตานออกซิเดชันที่ไดจากสารสกัดโรสแมรี วิตามินซี และ
พริกไทยดํา เปนตน  

แบบบรรจุภัณฑมีอิทธิผลตอการเกิดออกซิเดชันของอาหาร ที่มีไขมันเปนองคประกอบเชน 
ผลิตภัณฑเนื้อ เปนตน ดังนั้นการบรรจุแบบสุญญากาศสามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก 
เนื่องจากไมมีออกซิเจนไปเรงการเกิดออกซิเดชันของไขมันในอาหาร ซ่ึงสอดคลองกับผลการวิจัย
ของ Martınez et al. (2006) ที่ทําการศึกษาผลของระดับความเขมขนของปริมาณออกซิเจน ในการ
บรรจุแบบดัดแปรบรรยากาศ (modified atmosphere) ที่ % ออกซิเจน: % คารบอนไดรออกไซด: % 
ไนโตรเจนตางๆไดแก 0:20:80, 0:20:80 + O2 scavenger, 20:20:60, 40:20:40, 60:20:20 และ 
80:20:0 ตออายุการเก็บรักษาของไสกรอกหมูพบวา ตัวอยางไสกรอกหมูที่บรรจุแบบไมมีออกซิเจน 
(vacuum packed) และแบบใสตัวกําจัดออกซิเจน สามารถยืดอายุการเก็บของไสกรอกหมูได โดยทีสี่
และกลิ่นไมเปลี่ยนแปลง เนื่องจากมีอัตราการเกิดออกซิเดชัน ต่ํา และในตัวอยางที่มีออกซิเจนเปน
สวนประกอบจะมีการเปลี่ยนแปลงของสี (discoloration)  และเกิดกลิ่น (off-odor) อยางรวดเร็ว
ภายใน 8 วัน ของการเก็บรักษา 

การวิเคราะหปริมาณ hexanal  ในลูกชิ้นไก โดยใชเครื่อง gas chromatography (GC) เปน
อีกวิธีหนึ่งที่ใชในการศึกษาการเกิดออกซิเดชันของไขมันในผลิตภัณฑอาหาร เชนเดียวกับคา 
TBARS ซ่ึงทั้ง 2 คามีความสัมพันธไปในทางเดียวกัน (Ahn, Grün, and Mustapha, 2007) โดยที่
ปริมาณ hexanal ในลูกชิ้นไกจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นหลังจากวันที่ 6 เชนกันกับปริมาณ 
TBARS (รูป 4.12) และเมื่อพิจารณาชนิดของสารสกัดโรสแมรีทั้ง 2 ชนิดที่ใชในลูกชิ้นไกก็ใหผล
เหมือนกันคือลูกชิ้น ORH มีปริมาณ haxanal ท่ีต่ํากวาลูกชิ้น OR และลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) ทั้ง 2 
แบบการบรรจุ โดยสังเกตในวันที่ 12 ปริมาณ hexanal ของลูกชิ้น ORH , OR และ ลูกชิ้นควบคุม
เก็บแบบปกติมีคาเทากับ 0.500, 1.055  และ 0.856 μg/g ตามลําดับ ขณะที่เก็บแบบสุญญากาศมีคา
เทากับ 0.989, 1.047 และ 0.487 μg/g ตามลําดับ 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกที่ผสมสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูป 4.13 พบวา ลูกชิ้นไกที่ผสม
สารสกัดโรสแมรีทุกชนิด มีคาแรงตานทานการกดไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) ตลอดระยะการ
เก็บรักษาทั้งสองสภาวะการบรรจุ แสดงวาการใชสารสกัดโรสแมรีผสมลงใน batter ของลูกชิ้นนั้น
ไมมีผลตอคาแรงตานทานการกดที่เพิ่มมากขึ้นเม่ือระยะเวลาการเก็บนานขึ้น (p>0.05) เทียบกับ
ลูกชิ้นควบคุม 
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รูป 4.11 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; 
A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตาง
กันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 8 
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รูป 4.12 ปริมาณ hexanal (μg/g sample) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= 
บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกัน
ในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 6 
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รูป 4.13 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกผสมสารสกัดโรสแมรีเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging; 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 12 
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4.4.4 ผลการใชสารแบคทีริโอซินรวมกับสารสกัดโรสแมรีสําหรับผลิตลูกชิ้นไก 
การศึกษาการใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี เพื่อเปนสารตาน

แบคทีเรีย (antibacterial) และสารตานออกซิเดชัน (antioxidation) ในลูกชิ้น 2 ชนิดคือ ลูกชิ้นผสม
สารสกัดโรสแมรีแลวเคลือบสารแบคทีริโอซิน (mixed with rosemary extract and coated with 
bacteriocins; RC) และลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี (mixed with bacteriocins 
and rosemary extract; MR)   

ลูกชิ้นควบคุมมีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นถึง 5 log cfu/g (ปริมาณเชื้อจุลินทรีย
ทั้งหมดที่เกินมาตรฐานกําหนด) ของสภาวะการบรรจุแบบปกติ (รูป 4.14A) ในวันที่ 15 ขณะที่
ปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดของลูกชิ้นไก RC และ MR มีปริมาณนอยกวาลูกชิ้นควบคุม โดยท่ี
ลูกชิ้น MR มีปริมาณเชื้อจุลินทรียทั้งหมดนอยกวา RC และลูกชิ้นควบคุม คือ 3.54, 4.83 และ 5.14 
log cfu/g ตามลําดับ แสดงวา ลูกชิ้น MR มีอายุการเก็บนานกวา 21 วัน และลูกชิ้น RC สามารถเก็บ
ไดประมาณ 20 วัน ขณะที่ลูกชิ้นควบคุมประมาณ 14 วัน และสภาวะการบรรจุแบบสุญญากาศ (รูป 
4.14B)  สามารถเก็บได 21 วัน 19 วัน และ 16 วัน ตามลําดับ 

จากผลการทดลองพบวาการใชสารสกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary Herbalox®, ORH)  
0.5% รวมกับสารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง (freeze drying crude bacteriocins, FDCB) 0.2% ผสม
เพิ่มในสวนผสมของลูกชิ้น (ลูกชิ้น MR) สามารถลดปริมาณจุลินทรียทั้งหมดไดดีกวาการใชสาร
สกัดโรสแมรี (oleoresin rosemary Herbalox®, ORH) 0.5% แลวเคลือบดวย heated crude 
bacteriocins supernatant (HCBS) (ลูกชิ้น RC) ทั้งนี้ปริมาณจุลินทรียทั้งหมดในวันที่ 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 พบวา ปริมาณ LAB ทั้งหมดของ

ลูกชิ้นไกเก็บที่ 4oC สามารถตรวจพบไดในวันที่ 6 เปนตนไป ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR มีปริมาณ 
LAB นอยกวาลูกชิ้นควบคุม ทั้งในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศตลอดระยะเวลา
การเก็บ 21 วัน จากผลการทดลองนี้แสดงวา สามารถใชสารตานจุลินทรียจากธรรมชาติ ไดแก สาร
แบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีแทนสารตานจุลินทรียจากเคมี ที่อาจเปนอันตรายตอผูบริโภค
ในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกได 

 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูป 4.14 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ของ

ลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= 
บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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รูป 4.15 ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด (log cfu/g) บมเพาะเชื้อบนอาหาร MRS agar ที่อุณหภูมิ 30oC 
นาน 48 ช่ัวโมง ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum packaging 
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ผลการวัดคา pH ของลูกชิ้นไกที่ใชรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี 

เก็บที่อุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ (ตารางที่ 4.5) มีคาไมแตกตาง
กันระหวางลูกชิ้นที่ผสมดวยสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีกับลูกชิ้นควบคุม ตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษาและในสภาวะการบรรจุที่แตกตางกัน โดยที่คา pH ของลูกชิ้นควบคุมและ
ลูกชิ้นที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี มีคา pH ตางกันเล็กนอยอยูในชวง ± 0.02-0.04 

แสดงวาการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาของลูกชิ้นที่อุณหภูมิ 4oC ไมมีผลตอการ
เปล่ียนแปลงคา pH  

 
ตารางที่ 4.5 คา pH ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่

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) ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอน= มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
n= 6 

 
ผลการใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในลูกชิ้นไก ในการตานการเกิด

ออกซิเดชัน แสดงถึงคา TBARS (รูป 4.16) พบวา ลูกชิ้นไกควบคุมมีคา TBARS สูงกวาลูกชิ้น RC 
และลูกชิ้น MR อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยที่ระยะเวลาการเก็บที่ 12 วัน ของสภาวะการ
บรรจุแบบปกติลูกชิ้นควบคุมมีคา TBARS สูงที่สุดเทากับ 1.42 μg MDA/g ขณะที่คา TBARS ของ
ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR มีคาเทากับ 0.29 และ 0.23 μg MDA/g ตามลําดับ และสภาวะการบรรจุ
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แบบสุญญากาศคา TBARS ของลูกชิ้นควบคุมมีคาสูงที่สุด รองลงมาคือ ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR 
โดยมีคาเทากับ 0.60, 0.26 และ 0.23 μg MDA/g ตามลําดับ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 4.16 คา TBARS (μg MDA/g sample) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและสารสกัดโรสแม

รีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum 
packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05), n= 8 
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ปริมาณ hexanal ในลูกชิ้นไกแสดงดังรูป 4.17 โดยปริมาณ hexanal ของลูกชิ้นควบคุมมี
คาที่สูงที่สุดเทากับ 11.937 μg/g (บรรจุแบบปกติ) เมื่อเทียบกับลูกชิ้นที่ใชสารแบคทีริโอซินและ
สารสกัดโรสแมรี ซ่ึงมีปฏิสัมพันธเหมือนกับปริมาณ TBARS คือ ถามีปริมาณ TBARS สูงก็จะมี
ปริมาณ hexanal สูงขึ้นเชนกันในทุก ๆ ตัวอยางที่ระยะเวลาการเก็บวันเดียวกัน (r2 = 0.85; p<0.05) 
และเมื่อพิจารณาผลรวมกันระหวางสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีตอปริมาณ hexanal 
พบวาลูกชิ้น MR มีปริมาณ hexanal ตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา 12 วันนั้นต่ํากวาลูกชิ้น CR 
และแตกตางจากลูกชิ้นควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยในวันที่ 12 (บรรจุแบบปกติ) 
มีคาลดลงจากลูกช้ิน CR  และลูกชิ้นควบคุม คิดเปน 54.52% และ 94.46% ตามลําดับ  และแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นมีปริมาณ hexanal สูงที่สุดไปต่ําที่สุดคือ ลูกชิ้นควบคุม ลูกชิ้น RC และลูกชิ้น MR 
โดยมีคาเทากับ 9.179, 2.462 และ 0.681 μg/g ตามลําดับ 

เนื้อสัมผัสของลูกชิ้นไกท่ีผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรี แสดงดังรูปที่ 4.18 
พบวา ลูกชิ้นไกที่ผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีทุกชนิด มีคาแรงตานทานการกด
แตกตางกันเพียงเล็กนอย (p<0.05) ในบางวันของการเก็บรักษาที่บรรจุแบบปกติ แตสําหรับแบบ
สุญญากาศลูกชิ้นผสมสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีโดยรวมไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติ (p>0.05) ตอคาแรงตานทานการกด (N.) เทียบกับลูกชิ้นควบคุม แตลูกชิ้น MR มีแรงกดสูงกวา
ลูกชิ้น RC และลูกชิ้นควบคุมเล็กนอยตลอดระยะเวลาเก็บรักษา 
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รูป 4.17 ปริมาณ hexanal (μg/g sample) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและสารสกัดโรสแมรี

ในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= บรรจุแบบ vacuum 
packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05), n= 4 
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รูป 4.18 คาแรงตานทานการกด (compression force, N) ของลูกชิ้นไกที่ใชสารแบคทีรีโอซินและ

สารสกัดโรสแมรีในการผลิตเก็บที่อุณหภูมิที่ 4oC; A= บรรจุแบบ aerobic packaging, B= 
บรรจุแบบ vacuum packaging; ตัวอักษรที่แตกตางกันในกราฟ= มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05), n= 12 
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4.4 สรุปผลการทดลอง 
สารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lactococcus lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรสแมรี 

สามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไกเก็บที่อุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปกติ และแบบ
สุญญากาศไดนานกวาเมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม  เมื่อพิจารณามาตรฐานการปนเปอนของปริมาณ        
จุลินทรียทั้งหมดที่ไมยอมรับในอาหารคือ 5.0 log cfu/g พบวา ลูกชิ้นที่เคลือบสารแบคทีริโอซิน 
ลูกชิ้นที่ผสมสารแบคทีริโอซิน ลูกชิ้นที่ผสมสารสกัดโรสแมร ีและลูกชิ้นที่ใชทั้งสารแบคทีริโอซิน
และสารสกัดโรสแมรีมีอายุการเก็บรักษาไดนานกวา 9-15 วัน ของระยะเวลาการเก็บของลูกชิ้น
ควบคุม และการผสมสารสกัดโรสแมรีในลูกชิ้นไก สามารถลดอัตราการเกิดออกซิเดชันไดดีกวา
ลูกชิ้นลูกชิ้นควบคุม โดยในวันที่ 12 ของการเก็บรักษาลูกช้ินที่ผสมดวยสารสกัดโรสแมรีชนิด 

oleoresin rosemary Herbalox® มีคา TBARS และปริมาณ hexanal ต่ําที่สุดเทียบกับลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.05) คา pH และคาตานทานการกดของลูกชิ้นมีคาไมแตกตางกัน (p>0.05) ตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา 

ดังนั้นสารแบคทีริโอซินที่สรางจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรสแมรีชนิด 

oleoresin rosemary Herbalox® สามารถใชเปนสารตานจุลินทรียและสารตานออกซิเดชัน เพื่อยืด
อายุการเก็บของลูกชิ้นไกได  
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
การแยกและจําแนกเชื้อแบคทีเรียที่ปนเปอนในลูกชิ้น และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีจํานวน

ประชากรสูง (dominant microbial flora) เพื่อใชเปนแบคทีเรียทดสอบ (indicator bacteria) ได
ทั้งหมด 3 สายพันธุคือ Staphylococcus lentus, Staphylococcus saprophyticus และ Bacillus spp. 
strain PN-3 มีจํานวนประชากรเทากับ 3%, 12% และ 85% ตามลําดับ และเมื่อใชเปนเชื้อแบคทีเรีย
ทดสอบความสามารถในยับยั้งของสารแบคทีริโอซินที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) 
จํานวน  5  สายพันธุจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยวิธี 
agar well diffusion พบวา เชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เหมาะสม สําหรับใชในการทดสอบประสิทธิภาพ
การยับยั้งของสารแบคทีริโอซินคือ Stap. saprophyticus และ Bacillus spp. strain PN-3  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถสรางสารแบคทีริโอซิน ซ่ึงมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบที่แยกไดจากลูกชิ้นไกที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งดีที่สุด
จาก 5 สายพันธุไดแก Lactococcus lactis TISTR  1401,  Lactobacillus acidophilus  TISTR 1338, 
Pediococcus acidilactici TISTR 425, Pediococcus acidilactici TISTR 424 และ Pediococcus 
acidilactici TISTR 051 พบวา สารแบคทีริโอซินที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งตอการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบดีที่สุดคือ สารแบคทีริโอซิน (CBS) จากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 ซ่ึงมี

คุณสมบัติที่มีความเสถียรตอความรอนไดถึง 100oC เปนเวลา 20 นาที และมีความเสถียรตอชวง pH 
2-7 จะสูญเสียประสิทธิภาพการยับยั้งลดลงครึ่งหนึ่งที่ pH 8 เทียบกับที่ pH 6.5 และสูญเสีย
ประสิทธิภาพการยับยั้งทั้งหมดที่ pH 9 เปนตนไป  นอกจากนี้สารแบคทีริโอซินชนิดผงแหง 
(FDCB) มีประสิทธิภาพการยับยั้งมากกวา CBS และชนิดของเหลวขน (CCB) โดยมีคาการยับยั้ง
เฉลี่ยเทากับ 6,400, 5,333.3 และ 3,200 AU/ml ตามลําดับ 

การใชสารแบคทีริโอซินและสารสกัดโรสแมรีในการยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไก โดยการ
เคลือบ การผสมอยางใดอยางหนึ่ง และการใชสารทั้ง 2 ชนิดรวมกัน เพื่อตานการเจริญของจุลินทรีย

และการตานการเกิดออกซิเดชันของลูกชิ้นไกเก็บท่ีอุณหภูมิ 4oC ในสภาวะการบรรจุแบบปดปกติ
และแบบสุญญากาศ ติดตามการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางจุลินทรียไดแก ปริมาณจุลินทรียทั้งหมด 
และปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ทางเคมีไดแก คา pH คา TBARS และปริมาณ hexanal 



 
   

     

 

และทางกายภาพวิเคราะหเนื้อสัมผัสแสดงคาแรงตานทานการกดตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 12-
21วัน พบวา  

การเคลือบและการผสมสารแบคทีริโอซินในลูกชิ้น สามารถลดการเจริญของจุลินทรียของ
ลูกชิ้นไดดีกวาลูกชิ้นควบคุม (p<0.05) โดยสามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดนาน 9 และ 15 วัน
ตามลําดับ เมื่อเทียบกับลูกชิ้นควบคุม มีคา TBARS ไมแตกตางกับลูกชิ้นควบคุมตลอดระยะเวลา
เก็บรักษา สวนคา pH และเนื้อสัมผัสของลูกชิ้นทุกชนิดมีคาแตกตางกันเล็กนอยตลอดระยะเวลาเก็บ
รักษา  

การผสมสารสกัดโรสแมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® ในลูกชิ้น สามารถลดการ
เกิดออกซิเดชันไดดีที่สุดโดยมีคา TBARS และปริมาณ hexanal ในปริมาณต่ํากวาลูกชิ้นควบคุม 
(p<0.01) และมีปริมาณจุลินทรียที่ปนเปอนนอยกวาลูกชิ้นควบคุม คา pH และเนื้อสัมผัสมีคา
ใกลเคียงกันตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 

การใชสารแบคทีริโอซินชนิด FDCB ผลิตจากเชื้อ Lc. lactis TISTR 1401 และสารสกัดโรส

แมรีชนิด oleoresin rosemary Herbalox® ผสมในสวนผสมลูกชิ้นไก เปนวิธีที่เหมาะสมที่สุด ที่
สามารถยืดอายุการเก็บของลูกชิ้นไดนานกวาลูกชิ้นควบคุม เนื่องจากเปนการเสริมฤทธิ์การทํางาน
ในการตานจุลินทรียของสารแบคทีริโอซิน และการตานออกซิเดชันของสารสกัดโรสแมรี สามารถ
เก็บลูกชิ้นไดนานกวา 21 วัน ทั้ง 2 แบบการบรรจุแบบปกติและแบบสุญญากาศ ซ่ึงสามารถยืดอายุ
การเก็บไดนานกวาลูกชิ้นควบคุมประมาณ 1 สัปดาห 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
   

     

 

ประวัติผูเขียน 
 

นางสาวมาลัยพร ศรีวิระ เกิดเมื่อวันที่ 26 กุมภาพันธ พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดนครราชสีมา เร่ิม
ศึกษาระดับชั้นประถมที่โรงเรียนชุมชนบานศีรษะละเลิง ชั้นประถมศึกษาปที่ 1-6 และตอระดับชั้น
มัธยมศึกษาปที่ 1-6 ที่โรงเรียนบุญวัฒนา ศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขา
เทคโนโลยีอาหาร ที่มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปการศึกษา 2540 และสําเร็จการศึกษาในป
การศึกษา 2543  จากนั้นในป พ.ศ. 2544-2546 ทํางานในตําแหนงเจาหนาที่วิจัยและพัฒนา ที่บริษัท 
เจียเมง จํากัด นครราชสีมา ภายหลังไดศึกษาตอในระดับระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีอาหาร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีในป พ.ศ. 2546 
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