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บทคดัย่อ 

 งานวจิยัน้ีมีจุดประสงคเ์พื่อศึกษาการใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน
ต่อคุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด  โดยแบ่งการทดลองออกเป็น  3  การ
ทดลอง  ไดแ้ก่  การทดลองท่ี  1  ศึกษาความสามารถของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบ
คเทอริโอซินท่ีสร้างจากเช้ือ  Lactobacillus plantarum KL-1  ในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ี
ก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย  การทดลองท่ี  2  ศึกษาความสามารถของสาร
สกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  และการใชร่้วมกนัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิด
โรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค Staphylococcus  aureus และ Salmonella Typhimurium  
และการทดลองท่ี  3 ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง   แบคเทอริโอซิน  และการใช้
ร่วมกนัต่อคุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด 
 การทดลองท่ี  1  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  ในการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสียทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยวิธี  
Agar well diffusion method เช้ือทดสอบจ านวน  19  สายพนัธ์ุ  ทดสอบความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี
สามารถยบัย ั้งและท าลายจุลินทรีย ์ ผลการทดลองพบวา่สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ย 
เอทานอลสามารถยบัย ั้งจุลินทรียท์ดสอบไดทุ้กสายพนัธ์ุท่ีความเขม้ขน้  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  แต่
ท่ีความเขม้ขน้  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือทดสอบได ้ ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ี
ยบัย ั้ง  (MIC)  ท่ียบัย ั้งเช้ือ  S.  aureus TISTR  118, Pseudomonas  fluorescens TISTR  358  และ  
Escherichia  coli  TISTR 780  มีค่าเท่ากบั  25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  แต่ไม่พบการยบัย ั้ง  
S.  Typhimurium TISTR  292  ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายเช้ือ  (MBC)  ทดสอบดงักล่าว
ขา้งตน้มีค่า  25, 50, 50  และ  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ตามล าดบั  เม่ือศึกษาคุณสมบติัเสริมฤทธ์ิกนั
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และท าลายเช้ือ  (FICI และ FBCI)  ของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกบัแบคเทอริโอซินต่อ
เช้ือ  S.  aureus TISTR  118, P. fluorescens TISTR  358  และ S.  Typhimurium TISTR  292  พบวา่
ท่ีความเขม้ขน้ 6.25 + 10, 6.25 + 80 และ 6.25 + 40 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + AU/ml)  ตามล าดบั มี
คุณสมบติัเสริมฤทธ์ิกนัและท าลายเช้ือดงักล่าว   นอกจากน้ีการศึกษาระยะเวลาท่ีใช้ในการท าลาย
เช้ือของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงในรูปแบบสารชนิดเดียวและใช้ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 
พบวา่การใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีความเขม้ขน้  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  สามารถท าลาย
เช้ือ  S.  aureus TISTR  118  และ S.  Typhimurium TISTR  292   ไดท่ี้ระยะเวลา  4  และ  2  นาที  
แต่การใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกบัแบคเทอริโอซินนั้นสามารถควบคุมการเจริญของ
เช้ือดงักล่าวได ้แต่ไม่สามารถท าลายเช้ือดงักล่าวได ้
 การทดลองท่ี  2  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  และการใช้
ร่วมกนัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค  S. aureus และ 
S. Typhimurium   โดยเลือกความเขม้ขน้ของสารจากค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมกนัในการยบัย ั้งและ
ท าลายจุลินทรีย ์(FICI และ FBCI)  โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น  6  กลุ่ม  ดงัน้ี (1) กลุ่มควบคุม 
(ไม่เติมสารสกดั)  (2) กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  (3) กลุ่มท่ี
เติมแบคเทอริโอซิน 640 AU/ml  (4) กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน  320 AU/ml  (5) กลุ่มท่ีเติมสาร
สกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 640  AU/ml และ  
(6) กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 40  AU/ml  
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  นาน  10  วนั  ผลการศึกษาพบวา่กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร กลุ่มท่ีเติมสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 640  AU/ml และกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบ
แดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 40  AU/ml  สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ได้
มากกวา่เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (P<0.05)  แต่สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน
ไม่มีผลในการยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium  โดยทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม  
(P>0.05)   
 การทดลองท่ี  3 ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง   แบคเทอริโอซิน และการใช้
ร่วมกนัต่อคุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด  โดยมีกลุ่มการทดลองเช่นเดียวกบั 
การทดลองท่ี  2  ท าการวิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพ  ส าหรับเน้ือสุกรแช่เยน็   4 
องศาเซลเซียส  พบวา่ทุกกลุ่มการทดลองท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน
สามารถควบคุมการเจริญของจุลินทรียท์ั้งหมด  ยีสตร์า และ  Coliform  แต่ไม่สามารถควบคุมการ
เจริญของจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่าได้  ค่าสีพบว่ากลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่าความสว่างต ่าท่ีสุด  ค่าสีแดงทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)   และค่าสีเหลืองกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
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มีค่าสีเหลืองต ่าท่ีสุด  และกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน 640  AU/ml  มีค่าสีเหลืองสูงท่ีสุด   ส าหรับค่า
ความเป็นกรด-ด่าง  ทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกนัในทางสถิติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา
(P<0.05)  ส าหรับการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH  ในเน้ือสุกรบดแช่แข็ง  -20 
องศาเซลเซียส  เก็บรักษานาน  4  เดือน  พบวา่ทุกกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงมีฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่กลุ่มท่ีไม่เติม  โดยกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
มีค่าการก าจดัอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดร้อยละ 92-97  แตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
(P<0.05)  
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ABSTRACT 
 The objective of this research was to study the effects of roselle flower  (Hibiscus 
sabdariffa L.) extract and bacteriocin KL-1 on microbial and physical qualities of ground pork.  
The study was designed into 3  parts. Firstly, study of antimicrobial properties of  roselle flower  
(Hibiscus sabdariffa L.) extract and bacteriocin production from Lactobacillus plantarum KL-1 
against pathogenic and spoilage bacteria in vitro. Secondly, effects of roselle flower extract and 
bacteriocin KL-1 on growth of Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium  in ground 
pork. Thirdly, effects of roselle flower  extract and  bacteriocin KL-1 on microbial and physical 
qualities of  ground pork. 
 The in vitro  properties of antibacterial activity against 19 tested strains by agar well 
diffusion method, minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration 
(MBC), synergistic testing and killing time were performed. The results  showed  that roselle 
flower extract (50 mg/ml) revealed  antibacterial  activity against all 19 strains of both pathogenic 
and spoilage bacteria. Antibacterial  activity of the lowest concentration of 6.25 mg/ml did not 
inhibit any tested bacterial strains. The MIC of  roselle flower extracts to inhibit S. aureus 
TISTR118, Pseudomonas  fluorescens TISTR  358 and Escherichia  coli  TISTR 780  was at 25 
mg/ml, but did not inhibit S.  Typhimurium TISTR  292. The MBC of those bacteria were 25, 50, 
50 and 50 mg/ml, respectively. The combination of  roselle flower extract  and  bacteriocin 
(Fractional inhibitory concentration index, FICI and Fractional bactericidal concentration index, 
FBCI) at 6.25+10, 6.25+80 and 6.25+40 (mg/ml+AU/ml) showed a synergistic activity against   
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S. aureus TISTR 118, P. fluorescens TISTR 358 and S.  Typhimurium TISTR  292. Moreover, 
roselle flower extract showed killing time property at 4 and 2 minutes against S. aureus TISTR 
118 and S.  Typhimurium TISTR  292. The combination of roselle flower extract and bacteriocin 
had the effect on growth inhibition but did not kill the pathogen.  
 The second experiment, study of roselle flower extract and bacteriocin KL-1 against      
S. aureus and S.Typhimurium on ground pork stored at 4 ๐C for 0, 2, 4, 6, 8 and 10 days. The 
experiments were arranged in 6 treatments as follow : (1) control (no additive), (2)  roselle flower  
extract 50 mg/ml, (3) bacteriocin 640 AU/ml, (4) bacteriocin 320 AU/ml, (5) roselle flower  
extract 6.25 mg/ml plus bacteriocin 640 AU/ml and (6) roselle flower  extract 6.25 mg/ml plus  
bacteriocin 40 AU/ml. The results showed that ground pork mixed with roselle flower extract 50 
mg/ml, roselle flower extract 6.25 mg/ml plus bacteriocin 640 AU/ml and  roselle flower  extract 
6.25 mg/ml plus bacteriocin 40 AU/ml inhibited the growth of S. aureus (P<0.05). However, 
there was no any treatments had the effect on the growth of S. Typhimurium (P>0.05). 
 The third experiment, the effects of roselle flower (Hibiscus sabdariffa L.) extract and 
bacteriocin KL-1 on microbial and physical qualities of ground pork (treatment groups were the 
same as in second experiment). For microbial qualities, all chilled ground pork mixed with roselle 
extract store at 4 ๐C could control total plate count, yeast and mold and coliform except 
psychrophilic bacteria. The lowest lightness in ground pork was found in roselle extract at 50 
mg/ml. Meanwhile, there was no significant differences (P>0.05) on treatment. However, the 
yellowness of treatment was lowest in in roselle extract at 50 mg/ml but highest in bacteriocin 
640 AU/ml. There were no significant differences in pH (P>0.05) at all treatments. Nevertheless, 
all frozen ground pork mixed with roselle flower extract store at -20 ๐C  for 4 months had the 
highest % inhibition of DPPH value at 92-97% compared to all treatment.  
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บทที ่ 1 

บทน ำ 
 
1.1  ควำมส ำคญั และทีม่ำ 
 เน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์จากเน้ือสัตว ์ เป็นแหล่งอาหารประเภทโปรตีนท่ีส าคญัท่ีผูบ้ริโภค
ส่วนใหญ่นิยมบริโภค  อีกทั้งยงัเป็นกลุ่มอาหารท่ีเส่ือมเสียไดง่้าย  เน่ืองจากเป็นอาหารประเภทท่ีมี
โปรตีนสูง  มีค่าวอเตอร์แอคทิวต้ีิ  (water activity, aw)  และความช้ืนสูง  และมีค่าความเป็นกรด-ด่าง
ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ (Borch et al.  1996; มาลยัพร ศรีวิระ.  2551)  โดยเฉพาะกลุ่ม
แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและกลุ่มท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย  เกิดลกัษณะการเส่ือมเสียท่ีผูบ้ริโภคไม่
สามารถยอมรับได้  เช่น  การเกิดเมือกท่ีผิวหน้า  การเปล่ียนแปลงของสี  กล่ินรส  และการ
ออกซิเดชนัของไขมนัท่ีท าให้เกิดการเหม็นหืน  (Samelis et al.  2000)  เพื่อให้อาหารมีความปลอดภยั
มากข้ึน  และเพื่อการยืดอายุการเก็บรักษา  จึงมีการใช้วตัถุเจือปนอาหารกลุ่มสารกนัเสียและสาร
ตา้นการออกซิเดชนัเพื่อควบคุมลกัษณะของการเส่ือมเสียดงักล่าว   
 อย่างไรก็ตาม  ปัจจุบนัผูบ้ริโภคมีความตระหนักถึงผลขา้งเคียงท่ีเกิดข้ึนจากการบริโภค
สารเคมีเหล่านั้น  และใส่ใจต่อสุขภาพมากข้ึน  ซ่ึงอาจก่อให้เกิดอนัตรายต่อสุขภาพไดห้ากไดรั้บใน
ปริมาณมาก  (Moure et al.  2001)  จึงมีการใชส้ารท่ีไดจ้ากธรรมชาติ  ไดแ้ก่  (1)  สารสกดัท่ีไดจ้าก
พืช  ผกั  ผลไม ้ ซ่ึงในพืช ผกั ผลไมเ้หล่าน้ีผลไมน้ี้มีสารพฤษเคมีท่ีมีศกัยภาพในการตา้นจุลินทรีย ์ 
ไดแ้ก่  สารโพลีฟีนอล  ฟลาโวนอยด์  แอนโทไซยานิน  เป็นตน้  ซ่ึงสารเหล่าน้ีสามารถพบไดใ้น
สารสกดัจากเปลือกมงัคุด  สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  และสารสกดัจากผลไมก้ลุ่มเบอร์ร่ี  เป็นตน้  
นอกจากน้ีสารยจีูนอลท่ีพบในหวัหอม  แอลิซินท่ีพบในกระเทียม  สารไทมอลท่ีพบในสาระแหน่  
และคาร์วาครอลท่ีพบในออริกาโน  ยงัสามารถใชเ้ป็นสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ดอี้กดว้ย (บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)  
และ  (2) จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์  เช่น  การใชป้ระโยชน์จากแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถผลิตสาร แบ
คเทอริโอซิน   เน่ืองจากแบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ี
ก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย นอกจากน้ียงัเป็นสารท่ีมีความคงตวัสูงต่อ
อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่างและเอนไซมย์อ่ยโปรตีนบางชนิด  อีกทั้งไม่ตกคา้งในร่างกาย  จึงมีการ
น ามาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารในการถนอมอาหารและผสมในบรรจุภณัฑ์อาหาร เพื่อทดแทนการ
ใชว้ตัถุเจือปนอาหารดงักล่าว  ผูบ้ริโภคในปัจจุบนัยงัให้ความสนใจในเร่ืองของอาหารเพื่อสุขภาพ  
ซ่ึงอาหารเพื่อสุขภาพ (functional food)  หมายถึง  ผลิตภณัฑ์อาหารและเคร่ืองด่ืมท่ีมีการเติมสารอาหาร
บางอย่างเขา้ไป  เช่น  สารสกดัจากธรรมชาติท่ีให้ประโยชน์นอกเหนือจากคุณค่าทางโภชนาการ
พื้นฐาน  และสารอาหารท่ีมีคุณสมบติัเหล่านั้นยงัส่งผลดีต่อสุขภาพและลดความเส่ียงจากการเป็น
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โรคต่างๆ ซ่ึงถูกดูดซึมเขา้สู่ร่างกายไดง่้าย (จามรี พระสุนิล.  2557; Jime´nez-Colmenero et al.  
2001)  ดงันั้นผูบ้ริโภคท่ีใส่ใจในเร่ืองของปัญหาสุขภาพจึงหลีกเล่ียงการบริโภคอาหารท่ีมีสารเคมี
เป็นองคป์ระกอบและยงัหาแนวทางในทางป้องกนัโรค  ซ่ึงอีกแนวทางหน่ึงคือการบริโภคอาหารท่ี
มีสารตา้นอนุมูลอิสระโดยเฉพาะจากแหล่งท่ีไดจ้ากธรรมชาติ 
 กระเจ๊ียบแดง  ช่ือสามญั  roselle, red sorrel, Jamaica sorrel หรือ karkade ช่ือวิทยาศาสตร์  
Hibiscus  sabdariffa Linn. (H. sabdariffa) อยูใ่นวงศ ์ Malvaceae  เป็นพืชท่ีหาไดง่้ายทัว่ไป  ราคา
ไม่แพงและยงัอุดมไปดว้ยสารพฤกษเคมีท่ีส่งผลดีต่อสุขภาพ  โดยเฉพาะในเมล็ดเป็นแหล่งท่ีมีกรด
ไขมนัไม่อ่ิมตวัและไขมนัท่ีละลายน ้ า  โดยเฉพาะ  γ-Tocopherol  (Hudson.  1990)  ในกลีบดอก
กระเจ๊ียบแดง  พบสารส าคญัท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียแ์ละเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  คือ สารแอนโท
ไซยานิน (เช่น ไซยานิดิน และเดลฟีนิดีน)  สารกลุ่มฟีนอลิก  วิตามิน  แร่ธาตุ  และกรดอินทรีย์
ต่างๆ  (Jung et al. 2013)  นอกจากน้ีสารสกดักระเจ๊ียบแดงยงัมีการรายงานเก่ียวกบัการตา้น
จุลินทรีย ์ พบว่าสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัด้วยน ้ าและเอทานอลสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้ 
เช่น  Bacilus  subtilis, Escherichia  coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, Micrococcus leuteus, Serratia marcessens, Clostridium sporagens และ  Streptococcus 
spp. เป็นตน้  (Tolulope. 2007; Fullerton et al.  2011; Al-Hashimi.  2012; Khalaphallah and Soliman.  2014). 
 แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจาก Lactobacillus plantarun KL-1  แยกจากแหนมในประเทศ
เวียตนามเรียกว่า เนมชวั (Nem Chua)  โดยแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้งแกรม
บวกและลบ ไดแ้ก่  Lactobacillus plantarum ATCC14917T  (6400 AU/ml)  , (12800 AU/ml), 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157T (12800 AU/ml),  Lactobacillus sakei TISTR 890 
(12800 AU/ml), Leuconostoc  mesenteroides sub sp. mesenteroides JCM6124T (1600 AU/ml)   , 
Leuconostoc  mesenteroides sub sp. mesenteroides TISTR942 (400 AU/ml)  , Enterococcus 
faecalis JCM5803T(6400 AU/ml)   และ  Enterococcus faecalis TISTR888 (6400 AU/ml)  โดย
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ือท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินไดม้ากท่ีสุด (12,800 
AU/ml) คืออุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  สารแบคเทอริโอซินสามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100  
องศาเซลเซียส  และความเยน็ท่ี 4  องศาเซลเซียส  นานสองวนั (Pilasombut et al.  2015)   
 ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงมีแนวคิดในการน าสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน
และการใชง้านร่วมกนั  เพื่อควบคุมการเน่าเสียในเน้ือสุกรบด 
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1.2  ควำมมุ่งหมำย และวตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

 1.2.1  เพื่อศึกษาความสามารถของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  
KL-1  ในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสีย 
 1.2.2  เพื่อศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  ต่อ
คุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด 
 

1.3  สถำนทีด่ ำเนินงำน 
 1.3.1  ห้องปฏิบตัิการจุลินทรียเ์น้ือสัตว ์ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตวแ์ละประมง 
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 1.3.2  ห้องปฏิบติัการวิทยาศาสตร์เน้ือสัตว ์ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตวแ์ละประมง
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 1.3.3  ห้องปฏิบตัิการโภชนศาสตร์สัตว ์ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตวแ์ละประมง 
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

 
1.4  ขั้นตอนกำรศึกษำ 
 1.4.1  ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  ในการยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสีย 
 1.4.2  ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  ในการยบัย ั้ง
แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค  Staphylococcus  aureus และ 
Sallmonella Typhimurium 
 1.4.3  ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  ต่อคุณภาพ
ทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด 

 
1.5  ระยะเวลำกำรศึกษำ 
 ใชเ้วลาในการศึกษาทั้งส้ิน  24 เดือน  เร่ิมท าการศึกษาตั้งแต่เดือนมิถุนายน พ.ศ. 2556 เสร็จ
ส้ินการศึกษาเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2558   
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1.6  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
 1.6.1  สามารถใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสีย 
 1.6.2  สามารถน าสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  มาประยุกตใ์ช้
ในเน้ือสุกรบดเพื่อควบคุมการเน่าเสียในเน้ือสุกรบด 
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บทที ่ 2 

ทฤษฎแีละวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 
 

2.1  กระเจี๊ยบแดง (Hibiscus sabdariffa L.) 
  

 2.1.1  ลกัษณะทัว่ไปของกระเจ๊ียบแดง 
กระเจ๊ียบแดง ช่ือสามญั  roselle, red sorrel, Jamaica sorrel หรือ karkade ช่ือ

วิทยาศาสตร์  Hibiscus sabdariffa Linn. อยู่ในวงศ์  Malvaceae  กระเจ๊ียบแดงเร่ิมน ามาใช้
ประโยชน์ทางดา้นอาหารและเภสัชวิทยา  ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1658 (ศุภร องัศุจินดา.  2549)  โดยน ามาท า
เป็นเคร่ืองด่ืมท่ีใหค้วามสดช่ืนท่ีปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคเน่ืองจากไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic 
effects) ตับและไต  หรือสกัดเป็นสารให้สีแดงเน่ืองจากเป็นแหล่งของแอนโทไซยานิน 
(anthocyanin) ในปริมาณสูง  ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มฟลาโวนอยด ์ นอกจากน้ียงัมีการรายงานถึงคุณสมบติั
ของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยน ้ าและเมทานอลวา่มีคุณสมบติัในการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระสูงมากเม่ือเทียบกบั butylated hydroxyl anisole (BHA) และ α-tocopherol อีกทั้งยงั
สามารถป้องกนัโรคหวัใจและมะเร็งบางชนิดได ้(Awe et al.  2013)  ส าหรับคุณสมบติัทางยาของ
กระเจ๊ียบคือ ช่วยขับพยาธิตัว จ๊ีด ช่วยรักษาโรคกระเพาะ เป็นยาระบาย และขับปัสสาวะ 
(สารานุกรมสมุนไพร.  2543) 

องค์ประกอบของกระเจ๊ียบแดง  ส่วนใหญ่เป็นกรดอินทรียช์นิดต่างๆ  เช่น  กรด              
ฮิบิสซิค (hibisic acid) ร้อยละ  23  กรดซิตริก  (citric acid) ร้อยละ  12-17  นอกจากน้ียงัมีกรดมาลิค 
(malic acid) กรดทาร์ทาลิค (tartaric) กรดออกซาลิค (oxalic acid)  เน่ืองจากองคป์ระกอบส่วนมาก
เป็นกรดจึงท าใหมี้ค่าความเป็นกรด-ด่างอยูใ่นช่วง 2-3  (วรีสิงห์ เมืองมัน่.  2552)   
  
 2.1.2  คุณสมบัติของกระเจ๊ียบแดงในการเป็นสารต้านจุลนิทรีย์ 

Tolulope  (2007)  ไดท้  าการศึกษาความเป็นพิษและการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียของกลีบ
ดอกกระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเมทานอล  โดยท าการศึกษาท่ีความเขม้ขน้  20, 40, 60  และ 80  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ดว้ยวิธี Disc diffusion method  พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัม/ลิตร  สามารถยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย  S. aureus, B. tearothermophilus, M. luteus, S. erratia marcences, Cl. sporogenes, E. coli, 
Klebsiella pneumoniae, B. cereus  และ  P. fluorescence  ได ้ ซ่ึงผลดงักล่าวช้ีให้เห็นถึงการน าสาร
สกดัไปใช้เพื่อรักษาโรคในระบบทางเดินอาหาร  โรคทอ้งร่วงในมนุษยแ์ละโรคผิวหนัง  อย่างไรก็ตาม  
สารสกดัดงักล่าวไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือรา  Candida albicans  ได ้ จึงไม่สามารถน าไปใชใ้นการรักษา
เช้ือราได ้ ประสิทธิภาพเหล่าน้ีแสดงใหเ้ห็นถึงประสิทธิภาพในการใชส้ าหรับแพทยพ์ื้นบา้นในการ
รักษาโรคต่างๆ เช่น  โรคทอ้งร่วง  เลือดออกตามไรฟันและมะเร็ง  เป็นตน้  ความสามารถในการเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียเหล่าน้ีนั้นลว้นมาจากสารทุติยภูมิท่ีมีอยูใ่นสารสกดั  สารประกอบเหล่านั้นไดแ้ก่  
อลัคาลอยด์  (alkaloids)  ฟีนอลิก  (phenolics) อะซีโทจีนิน (acetogenins) และเทอร์พีนอยด์ 
(terpenoids) 

Fullerton et al.  (2011) ศึกษาคุณสมบติัการยบัย ั้งเช้ือ  E.  coli O157:H7  ท่ีแยกได้
จากอาหารของกลีบดอกกระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเอทานอลร้อยละ  80  ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  2.5, 5  
และ 10  ดว้ยวิธี  Agar disk diffusion พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10  มีความสามารถในการยบัย ั้ง
เช้ือ E.  coli O157:H7  ไดสู้งท่ีสุด เน่ืองจากสารประกอบฟลาโวนอยด์ในกระเจ๊ียบท่ีมีโครงสร้างท่ี
สามารถรวมกบัผนงัเซลล์ของแบคทีเรียไดแ้ละการเพิ่มข้ึนของจ านวนหมู่ไฮดรอกซิลในวงแหวนของ
โครงสร้างท่ีเพิ่มข้ึน  จะท าใหค้วามสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียเพิ่มข้ึน 

Morales-Cabrera et al.  (2013)  ท าการศึกษาอิทธิพลของสายพนัธ์ุและการสกดัดว้ย
ตวัท าละลายท่ีต่างกนัจากกลีบดอกกระเจ๊ียบต่อการยบัย ั้งแบคทีเรีย  ดว้ยวิธี Agar disk diffusion  
โดยท าการสกดัดว้ยน ้ า  เอทานอลและเมทานอลของกลีบกระเจ๊ียบ  5 สายพนัธ์ุ  คือ  Alma blanca, 
Criolla de Oaxaca, Huajicori, Chiautla  และ  Tecoanapa  ศึกษาการยบัย ั้งเช้ือ S.  Typhimurium,      
S. Choleraesuis และค่าความเป็นกรด-ด่าง  พบวา่สายพนัธ์ุ Alma blanca ท่ีสกดัดว้ยน ้ า  เอทานอล
และเมทานอล ปริมาตร  10  ไมโครลิตร  มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium  และ  
S. Choleraesuis  ไดม้ากกวา่สายพนัธ์ุอ่ืนๆ  ส่วนค่าความเป็นกรด-ด่าง  พบวา่สายพนัธ์ุ  Alma blanca  
ท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมีค่าความเป็นกรด-ด่าง  เป็นกรดท่ีต ่ากวา่ทุก ๆ สายพนัธ์ุ   

นอกจากน้ี  Khalaphallah and Soliman  (2014)  ไดท้  าการศึกษาผลของสารสกดั          
เฮนน่าและกลีบดอกกระเจ๊ียบเพื่อยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค  โดยสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอล  ท่ีความ
เขม้ขน้ร้อยละ  2.5, 5  และ 10  ดว้ยวิธี  Agar disk diffusion  พบวา่สารสกดัท่ีสกดัดว้ยเอทานอล
ให้ผลยบัย ั้ งแบคทีเรียก่อโรคได้ดีกว่าสารสกัดท่ีสกัดด้วยน ้ า  เน่ืองจากฤทธ์ิทางชีวภาพของ
สารพฤกษเคมี  และท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  10 พบวา่กระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเอทานอลสามารถยบัย ั้งเช้ือ  
B. subtilis,  E. coli  และ  P. aeruginosa  ได ้ เน่ืองจากไอออนไฮดรอกซิลอิสระท่ีมีอยูใ่นสารละลาย
ท่ีมีความสามารถในการรวมตวักบัคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย  ท าให้ไป
เกาะติดอยู่กับเอนไซม์  เอนไซม์ท่ีเร่งการเจริญเติบโตไม่สามารถท างานได้  จึงช้ีให้เห็นได้ว่า
กระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเอทานอลสามารถน าไปใชเ้พื่อยดือายใุนผลิตภณัฑต่์างๆ ได ้ 

เน่ืองจากคุณสมบติัของกระเจ๊ียบท่ีมีปริมาณสารแอนโทไซยานิน  และสารแอนโทไซยานิน
น้ีจะมีความคงตวัมากเม่ืออยูใ่นสภาวะเป็นกรด  (สุภาพ  นนทะสันต.์  2556)   โดยค่าความเป็นกรด-
ด่างของกลีบกระเจ๊ียบสายพนัธ์ุน้ียงัมีค่าอยูใ่นช่วง 1.5-2.4 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั  วีรสิงห์  เมืองมัน่  (2522)  
ไดอ้ธิบายวา่สารสกดัจากกระเจ๊ียบประกอบไปดว้ยกรดอินทรียนิ์ดต่างๆ จ านวนมาก  เช่น  กรดฮิบิสซิค 
(hibisic acid)  ร้อยละ  23  กรดซิตริก  (citric acid) ร้อยละ   12-17  ซ่ึงกรดเหล่าน้ีมีผลไปลดค่า
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ความเป็นกรด-ด่าง  ท าให้รบกวนการผา่นเขา้ออกของผนงัเซลล์และไปท าลายเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้ง
กบัการสร้างพลงังาน  ท าใหย้บัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ด ้(ศุภร  องัศุจินดา.  2549) 

นอกจากน้ียงัพบว่าในกลีบกระเจ๊ียบมีสารแอนโธไซยานิน  ซ่ึงเป็นรงควตัถุในกลุ่ม    
ฟลาโวนอยด์ท่ีพบมากในกระเจ๊ียบ  มีสมบติัในการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ได้นั้นเน่ืองจาก
โครงสร้างท่ีเป็น double-ring benzopyran มีประจุบวกท าให้วอ่งไวต่อการเกิดคีเลท (chelate)  ของ
โลหะไอออนไปรวมกบัหมู่ซัลไฟดริล (sulfydryl) ของเอนไซม์ท่ีเก่ียวกบัการสร้างพลงังานของ
แบคทีเรีย  เม่ือเอนไซม์ถูกยบัย ั้งการท างานจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตท าให้เกิดการยบัย ั้งและตาย
ไปในท่ีสุด  (Sommaatmadja et al.  1964) 
  
 2.1.3  คุณสมบัติของกระเจ๊ียบแดงในการเป็นสารต้านอนุมูลอสิระ 

ฟลาโวนอยด์ เป็นสารท่ีออกฤทธ์ิในการตา้นออกซิเดชันสูงท่ีสุด  ซ่ึงจะไปยบัย ั้ง
ปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูลอิสระ  เน่ืองจากดอกไมใ้นกลุ่มสีแดงมีรงควตัถุในกลุ่มฟลาโวนอยด์  
แอนโทไซยานิน และเบตา้แคโรทีน  กระเจ๊ียบแดงก็เป็นพืชชนิดหน่ึงท่ีมีรงควตัถุในกลุ่มแอนโทไซ
ยานินเช่นกนัจึงท าใหมี้ความสามารถในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ  (Nanjo et al.  1996)   

สุภาพ นนทะสันต ์(2556)  ท าการศึกษาการประยกุตใ์ชส้ารตา้นอนุมูลอิสระจากสาร
สกดัจากกลีบดอกกระเจ๊ียบแดงในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต เพื่อศึกษาผลของการเติมสารสกดัจากกลีบ
ดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยเอทานอลปริมาณต่างๆ ไดแ้ก่ร้อยละ  0.2, 0.4 และ 0.6  และศึกษาผล
ต่อคุณภาพทางดา้นเคมี  ไดแ้ก่  ปริมาณแอนโทไซยานิน  ค่า DPPH (2,2-Diphenyl-I-Picrylhydrazyl  
ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ)  ค่าความเป็นกรด-ด่าง  ศึกษาคุณภาพทางกายภาพ  ไดแ้ก่  
ค่าความสามารถในการอุ้มน ้ า  ปริมาณแบคทีเรียแลคติก  คุณลักษณะทางประสาทสัมผสัของ                
โยเกิร์ต  ต่อคุณภาพโยเกิร์ตท่ีเติมสารสกัด    ผลการศึกษาพบว่าเม่ือความเข้มข้นของสารสกัด
เพิ่มข้ึน  ปริมาณแอนโทไซยานินเพิ่มข้ึนเป็น 4.34, 8.90 และ 14.64 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  และ
ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 12.57, 24.24 และ 31.24 ตามล าดับ  
เน่ืองจากคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูงของแอนโทไซยานินซ่ึงมีอยูใ่น
สารสกดัท่ีเติมลงไป  แต่ไม่มีผลต่อจ านวนแบคทีเรียแลคติกระหวา่งการหมกั  แต่การเติมสารสกดั
ในปริมาณสูงข้ึนถึงร้อยละ 0.6  ท าใหคุ้ณภาพทางประสาทสัมผสัลดลง  อาจเน่ืองจากสีของโยเกิร์ต
มีลกัษณะเขม้ข้ึนรวมทั้งกล่ินรสของกระเจ๊ียบแดงเด่นชดัซ่ึงมีผลต่อการยอมรับของผูบ้ริโภคต่อ
ผลิตภณัฑ ์ โดยปริมาณท่ีเหมาะสมส าหรับเติมในโยเกิร์ต คือร้อยละ  0.4   

เม่ือศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษา (4 องศาเซลเซียส เวลา 21 วนั) ต่อ
คุณภาพโยเกิร์ตท่ีเติมสารสกดั พบวา่ระยะเวลาการเก็บรักษาเพิ่มข้ึนเป็น 21 วนั ปริมาณแอนโทไซยานิน
มีแนวโนม้ลดลง (จาก 8.94 เหลือ 5.73 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) และความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ
ลดลง (จากร้อยละ 24.24 เป็น ร้อยละ 19.97)  ทั้งน้ีเน่ืองจากสารสกดัจากกลีบดอกกระเจ๊ียบแดงเป็น
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แหล่งของแอนโทไซยานินซ่ึงเป็นสารให้สีจากธรรมชาติ เม่ือน ามาประยุกตใ์ชก้บัผลิตภณัฑ์อาหาร
จะเกิดการสลายตวัเม่ือระยะเวลานานข้ึน นอกจากน้ีจ านวนแบคทีเรียแลคติกมีแนวโน้มลดลง 
(8.12-5.30 log cfu/g)  เช่นเดียวกนักบัคุณภาพทางประสาทสัมผสัของโยเกิร์ตซ่ึงมีแนวโนม้ลดลงใน
วนัท่ี 21 ของการเก็บรักษา ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากจากกลีบดอกกระเจ๊ียบแดงมี
ศกัยภาพในการน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นแหล่งของสารตา้นอนุมูลอิสระในโยเกิร์ตได ้ 

Christian and Jackson (2009)  ศึกษาการเปล่ียนแปลงของการเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระของกระเจ๊ียบ  3  ช่วงการเจริญเติบโตตลอดระยะเวลา 35 วนั (traditional bearing red:TRED, 
early bearing red:ERED และ white:WHTE)  โดยศึกษาสารประกอบฟีนอลิก  ปริมาณแอนโทไซยานิน
และการตา้นอนุมูลอิสระ (Antioxidant)  พบว่าในกระเจ๊ียบในช่วง ERED  มีความสามารถตา้น
อนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด (ร้อยละ  79)  เน่ืองมาจากสารประกอบพวกฟีนอลิก  รวมทั้งสารแอน
โทไซยานินและสารท่ีไม่ใช่แอนโทไซยานิน  และหากน าไปใช้ร่วมกับ  BHA  จะท าให้มี
ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระมากถึงร้อยละ  86    

Mohd-Esa  et  al. (2010)  ศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระในส่วนต่างๆ
ของกระเจ๊ียบแดง (กลีบดอก ใบ เมล็ดและล าตน้)  สกดัด้วยน ้ าและเอทานอลร้อยละ  80  โดย
ท าการศึกษาสารประกอบฟีโนลิก  ค่า  DPPH  และน าผลท่ีไดไ้ปศึกษาการตา้นออกซิเดชนัของ
ไขมนัในเน้ือววับด (Lipid oxidation)  เม่ือเก็บรักษาท่ี 4  องศาเซลเซียส  นาน 14 วนั  ผลการศึกษา
พบวา่  ส่วนของเมล็ดท่ีสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอลร้อยละ  80 มีค่าฟีโนลิกสูงท่ีสุด (2.97 ± 0.17 mg 
GAE /g และ 4.87 ± 0.14 mg GAE /g) มีค่า DPPH สูงท่ีสุด  (ร้อยละ 65.1 ± 2.58  และ  91.8 ± 1.05)  
เน่ืองจากในส่วนของเมล็ดมีปริมาณค่าฟีโนลิกและการตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าทุกๆส่วน  จึงน าไป
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในเน้ือววับด  โดยศึกษาค่าการตา้นออกซิเดชนั  (Lipid oxidation) ดว้ยวิธี  
TBARs  ของสารสกดัเมล็ดกระเจ๊ียบ  ปริมาณการใชคื้อท่ีความเขม้ขน้ 7.5 กรัม/กิโลกรัม  พบว่า
สามารถลดการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัไดเ้ม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุมคือ  BHT  และ  α-tocopherol  ทั้งน้ีเน่ืองมาจากในส่วน
ของสารสกดัจากเมล็ดนั้นมีค่าฟีโนลิกและค่า  DPPH  ท่ีสูงกวา่  BHT  และ α-tocopherol  จึง
น าไปใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูลอิสระธรรมชาติในผลิตภณัฑ์ 

Yang et al.  (2012) ศึกษาความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของกลีบดอก
กระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอลท่ีแตกต่างกนั  โดยสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอลร้อยละ  30, 60 
และ 95  เทียบกบักรดแอสคอบิก ศึกษาการตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี  DPPH  ผลแสดงให้เห็นวา่สกดั
ดว้ยเอทานอลร้อยละ  30  กระเจ๊ียบแดงมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีดี  ผลแสดงให้เห็นว่าสารสกดัน้ี
สามารถใช้เป็นแหล่งท่ีมาของสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีประสิทธิภาพและปลอดภยั  เน่ืองจากมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลมากท่ีสุด  (20.25 mg GAE /g) ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในการตา้นอนุมูลอิสระ 
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Ahmed and Abozed (2014) ศึกษาการเติมผงกลีบดอกกระเจ๊ียบในแครกเกอร์เพื่อ
เพิ่มใยอาหารและความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ  ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 1.25, 2.5, 3.75  
และ 5  โดยศึกษาปริมาณใยอาหารทั้งหมด  ค่า DPPH (ความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ)  
และคุณภาพทางประสาทสัมผสั  พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  0-5   มีใยอาหารเพิ่มข้ึนร้อยละ  3.36-8.17  
ค่า  DPPH  สูงท่ีสุดท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  5  เน่ืองจากมีปริมาณสารประกอบฟีโนลิกสูงท่ีสุดคือร้อยละ  
17.57  แสดงให้เห็นว่ามีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชันดีท่ีสุด    แต่จะส่งผลทางด้านคะแนนทางประสาท
สัมผสัท่ีไม่ยอมรับท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  5  แต่จะยอมรับไดท่ี้ร้อยละ  3.75  ผลโดยรวมแสดงให้
เห็นวา่ผงกลีบดอกกระเจ๊ียบมีคุณสมบติัเหมาะสมท่ีจะน ามาใชเ้ป็นส่วนผสมในอาหารจะให้ปริมาณ
เส้นใยและสารตา้นอนุมูลอิสระกิจกรรมท่ีดีท่ีตอ้งการน าไปใชใ้นแป้งและอาหาร  เช่น  ขนมอบ   
  

2.2  แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
 แบคเทอริโอซินเป็นสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์มีการใชม้ากในอุตสาหกรรมอาหาร   เป็นโปรตีน
ท่ีมีคุณสมบติัในการย ับย ั้ งการเจริญของแบคที เ รียหลายชนิดรวมทั้ งแบคที เ รียก่อโรคใน
อาหาร โมเลกุลของแบคเทอริโอซินประกอบดว้ย กรดอะมิโนหลายร้อยตวัต่อกนัแบบ linear 
chain  เน่ืองจากไม่มีพนัธะโฮโดรเจนและ disulphide bridges (-s-s-) สารแบคเทอริโอซินท่ีสร้าง
จากเช้ือต่างชนิดกนัจะมีโครงสร้างทางเคมีท่ีแตกต่างกนั และสามารถออกฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือไดแ้ตกต่าง
กนั  (Muyanja et al. 2002)  โดยแบคเทอริโอซินสามารถก าจดัและยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยเฉพาะ
จุลินทรีย์ท่ีมีสปีชีส์เดียวกันหรือสปีชีส์ใกล้เคียงกัน  และส่วนใหญ่จะไม่มีผลต่อเซลล์ท่ีผลิต                  
แบคเทอริโอซินจะมีขนาดเล็กและทนต่อความร้อน (Rodríguez et al.  2003) 
  
 2.2.1  การจัดแบ่งประเภทของแบคเทอริโอซิน 

ในปัจจุบนัมีการจดัแบ่งกลุ่มของแบคเทอริโอซิน  (Classification of Bacteriocin)  
ออกเป็น  4  กลุ่ม  ดงัแสดงในตารางท่ี  2.3   
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่2.1  การจดัแบ่งกลุ่มของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจากแบคทีเรียกรดแลกติก 
กลุ่ม (class) กลุ่มยอ่ย ลกัษณะ 
I   แบคเทอริโอซินขนาดเล็กกว่า 5 กิโลดาลตนั  ทนความร้อน 

จดัเป็น Lantibiotic 
II  

 
 
IIa 
IIb 
IIc 

แบคเทอริโอซินขนาดเล็กกว่า  10  กิโลดาลตนั  มีขนาดเล็ก (มี
กรดอะมิโน 30-100 ตวั) ทนความร้อน 100-121 องศาเซลเซียส 
จดัเป็น non-Lantibiotic 
เหมือนแบคเทอริโอซินชนิด  pediocin มีผลยบัย ั้งต่อ Listeria 
เป็นแบคเทอริโอซินสองเปปไทด ์
การออกฤทธ์ิตอ้งการหมู่ไธออล 

III  แบคเทอริโอซินขนาดใหญ่กวา่  30 กิโลดาลตนั  ไม่ทนความร้อน  
IV  เ ป็นแบคเทอริโอซินท่ีประกอบดว้ยคาร์โบไฮเดรต  และ/หรือ

ไขมนัเป็นองคป์ระกอบร่วม 
ทีม่า : ดดัแปลงจาก Caplice and Fitzgerald  (1999); Ouwehand and Vesterlund  (2004)    

2.2.1.1  Class I : Lantibiotic เป็นแบคเทอริโอซินที่มีสายเพปไทด์ขนาดเล็ก  
ประกอบดว้ยจ านวนกรดอะมิโน 19-38 โมเลกุล มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า  (นอ้ยกวา่  5  กิโลดาลตนั)    
แบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีมีคุณสมบติัในการทนต่อความร้อน ซ่ึงภายในสายเพปไทด์แต่ละสายจะมี
โครงสร้างลกัษณะเป็นวงแหวนย่อย ๆ ท่ีเกิดจากการสร้าง thioether bridge ระหวา่ง sulphydryl 
group ของกรดอะมิโน  ซีสเทอีนกบักรดอะมิโน didehydroalanine ท่ีมีช่ือเรียกวา่ lanthionine หรือ
กรดอะมิโนซีสเทอีน   กบักรดอะมิโน didehydrobutyrine ท่ีมีช่ือเรียกว่า -methyl lanthionine  
ตวัอยา่งการสร้างแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีโดยแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติก  เช่น  ไนซิน  A  ผลิตโดย
เช้ือ  Lactococcus lactis supsp. Lactis ATCC 11454  แลกโตซิน S ผลิตโดยเช้ือ L. sakei L45                 
แลคติซิน 481  ผลิตโดยเช้ือ  L.lactis supsp. lactis CNRZ 481 เป็นตน้ 

2.2.1.2  Class II : Non Lantibiotic เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาดเล็ก โดย
ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 20-60 โมเลกุล  มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า  (นอ้ยกวา่  10  กิโลดาลตนั)   เป็น
แบคเทอริโอซินชนิดท่ีทนความร้อนได้ดีตั้ งแต่  100-121 องศาเซลเซียส  ซ่ึงสามารถแบ่ง                    
แบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

(1)  IIa. กลุ่มแบคเทอริโอซินท่ีสามารถท าลาย Listeria sp. ไดดี้  ซ่ึงในบางคร้ัง
ถูกเรียกวา่กลุ่ม pediocin-like bacteriocins โดยพบวา่ในขั้นตอนแรกแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีจะถูก
สร้างข้ึนมาในลกัษณะท่ีเป็นสายเพปไทด์ตั้งตน้ (precursor peptide) ท่ียงัไม่สามารถท าลายเซลล์
เป้าหมายได ้ แต่หลงัจากนั้นจะถูกเปล่ียนแปลง โดยการตดัสายเพปไทด์ในต าแหน่งท่ีมีกรด  อะมิโน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไกลซีน 2 โมเลกุลติดกนั ไดเ้ป็นสายเพปไทด์ท่ีสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์
เป้าหมาย นอกจากน้ีท่ีปลาย N ในสายเพปไทด์ของแบคเทอริโอซินแต่ละชนิดในกลุ่มน้ีจะมีล าดบั
ของกรดอะมิโนท่ีเป็นลกัษณะจ าเพาะเหมือนกนั (conserved N-terminal sequence) ไดแ้ก่ Try-Gly-
Asn-Gly-Val และมีการสร้างพนัธะไดซลัไฟดร์ะหวา่งกรดอะมิโนซีสเทอีน 2 โมเลกุลท่ี อยูค่่อนมา
ทางปลาย N ของสายเพปไทด์  ตวัอย่างของแบคเทอริโอซินในกลุ่มน้ี เช่น  pediococcus  
acidilactici  ซ่ึงเป็น pediocin PA-1 

(2)  IIb. กลุ่มแบคเทอริโอซินท่ีประกอบดว้ยสายเพปไทด์ 2 สายท่ีแตกต่างกัน  
โดยสายเพปไทด์อาจแสดง กิจกรรมในการยบัย ั้งแบคทีเรียเป้าหมายเพียงเส้นใดเส้นหน่ึง หรือ
ทั้งสองเส้น แต่ในการยบัย ั้งเซลล์เป้าหมายจะมีประสิทธิภาพสูงสุดตอ้งอาศยัการท างานร่วมกนั
ของสาย เพปไทด์ทั้ งสอง เส้น   ต ัวอย่างของกลุ่ม น้ีคือ   แลคตา ซิน เอฟ (lactacin F)  
และแลคโตคิกซินจี (lactococcin G)  

(3)  IIc.  การออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีตอ้งอาศยัหมู่ไธออล  ตวัอยา่ง
ของกลุ่มน้ีคือ  แลกตาซิน B  ผลิตโดยเช้ือ  L. acidophilus N2 

2.2.1.3  Class III : เป็นแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาดของโมเลกุลใหญ่  (มากกวา่  30  
กิโลดาลตนั)  รวมทั้งเอนไซม ์ เช่น  ฮีโมไลซิน (hemolysins)  และมิวรามิเดส (muramidase)  ไม่ทน
ต่อความร้อนจึงแตกต่างจาก  Class I และ Class II  ตวัอยา่งของกลุ่มน้ีคือ  เฮลเวติซิน J (helveticin J) 
และเอนเทอโรไลซิน A (enterolysin A)  

2.2.1.4  Class IV : เป็นกลุ่มท่ีรวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซอ้นขนาดใหญ่กบัสาร 
อ่ืนๆ เช่น ไขมนัหรือคาร์โบไฮเดรต  ตวัอยา่งของแบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีคือ  แลกโตซิน 27  ผลิต
โดยเช้ือ  L. helveticus LP27  ซ่ึงจะมีส่วนของไกลโคโปรตีนในโครงสร้าง (Klaenhammer.  1993) 

 
2.2.2  การใช้แบคเทอริโอซินในการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ 

กฤตพร ร าจวนเกียรติ  (2552)  ท าการทดลองคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติ ของ
สารแบคเทอริโอซินท่ีสร้างโดยแบคทีเรียกรดแลกติกจากระบบทางเดินอาหารของปลา โดยท าการ
คดัแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก จ านวน 400 ไอโซเลท จากปลาจ านวน 6 ชนิด ได้แก่ Lates 
calcarifer (seabass), Channa stiata (striped snake-head fish), Clarias batrachus (catfish), 
Orcochromis niloticus (nile tilapia), Barbonymus gonionotus (javanese barb) และ Pangasianodon 
hypophthalmus (striped catfish) ซ่ึงสามารถแยกเช้ือ  L. lactis supsp. lactis Sb2  เป็นแบคทีเรียท่ีคดั
แยกไดจ้ากระบบทางเดินอาหารของปลากะพง สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินท่ียบัย ั้งเช้ือไดท้ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ไดแ้ก่ L. plantarum ATCC 14917, L. sakei subsp. sakei JCM 
1157T, L. sakei TISTR 890, L. lactis subsp. cremoris TISTR 1344, Leuconostoc mesenteroides 
subsp. mesenteroides JCM 6124T, Leu. mesenteroides TISTR 942, B. coagulans JCM 257T,        

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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L. innocua  ATCC 33090, Brochotrix campestris NBRC 11547, P. fluorescens JCM 5693T,       
Ps. fluorescens TISTR 358, E. faecalis JCM 5803T, E. faecalis TISTR 888, S. aureus TISTR 118 
และ Streptococcus sp. TISTR 1030  เช้ือสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินมากท่ีสุดเม่ือบ่มเช้ือท่ี
อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  18  ชัว่โมง (12,800 AU/ml)  

Nielsen et al.  (1990)  ไดท้  าการศึกษาการใช ้ pediocin  ในการยบัย ั้งเช้ือ L. monocytogenes  
ในเน้ือโคสด  โดยเติมเช้ือ  L. monocytogenes  จากนั้นแช่ตวัอยา่งเน้ือโคลงในสาร  pediocin  ทิ้งไว ้ 
2 นาที  พบวา่สามารถลดปริมาณเช้ือ  L. monocytogenes  ได ้ 0.5-2.2 log cycle  ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัปริมาณ
ความเขม้ขน้ของ  pediocin  ท่ีใช ้ และจากผลการทดลองพบวา่ช้ินเน้ือโคท่ีใส่  pediocin  จะตรวจ
พบเช้ือ  L. monocytogenes  นอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดส้ัมผสั  pediocin  เท่ากบั  1-2.5  log cfu/g   

Cintas et al.  (1997)  ศึกษาพบวา่  E. faecium  P13  ท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกเปร้ียวสเปน  
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินท่ีมีคุณสมบติัตา้นทานความร้อนท่ีอุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส 
นาน  60  นาที  และ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที  มีช่ือวา่  enterocin P  มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง  
L. monocytogenes, S. aureus, C. perfringens  และ  C. botulinum  ได ้

Simonetta et al.  (1997)  ศึกษาพบวา่  Enterococcus feacalis และ E. faecium  สายพนัธ์ุ
ต่างๆ  ท่ีแยกได้จากนมและผลิตภณัฑ์นมในประเทศอาร์เจนติน่า  สามารถสร้างสารยบัย ั้งเช้ือ  
Vibrio cholera O1E1T  และ  V. cholera  non-O1   ได ้ ซ่ึงมีคุณสมบติัคือ  สามารถทนความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  10-30  นาที   

Solomakos et al. (2008a)  ท าการศึกษาผลของน ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme, nisin 
และการใช้ร่วมกนัในการยบัย ั้ง  L. monocytogenes ในเน้ือววับดระหวา่งการเก็บรักษาแบบแช่เยน็  
โดยการใชน้ ้ามนัหอมระเหยจาก Thym ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.3, 0.6  และ  0.9  ระดบัความ
เขม้ขน้ของ nisin  ท่ี  500 และ 1000 IU/g  และการใชร่้วมกนัเพื่อยบัย ั้ง L. monocytogenes โดยท า
การทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือ  tryptic soy broth (TSB)  (In vitro)  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  
นาน  32  ชัว่โมง  พบวา่น ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6  และ  0.9  
สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได ้ ส าหรับความเขม้ขน้ของ nisin ท่ีระดบัความเขม้ขน้  500  และ  1000 IU/g  
ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได้  และเม่ือใช้สารสองชนิดร่วมกันพบว่า  น ้ ามนัหอมระเหยจาก 
Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6 ร่วมกบั nisin  500  และ 1000  IU/g  และน ้ ามนัหอมระเหย
จาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.9  ร่วมกบั nisin  500  และ 1000  IU/g  นั้นสามารถ
ยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได ้  นอกจากน้ียงัท าการศึกษาในเน้ือววับดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  และ  10   
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  12  วนั  ผลการทดลองพบวา่  น ้ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ร้อยละ  0.6  ร่วมกบั  nisin  1000  IU/g  นั้นสามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวท่ีอุณหภูมิ  4   
องศาเซลเซียส  ไดม้ากกวา่  10  องศาเซลเซียส  ส าหรับความเขม้ขน้ของ nisin ท่ีระดบัความเขม้ขน้  
500  และ  1000 IU/g   ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวไดเ้ม่ือทดลองในเน้ือววับด  นอกจากน้ีน ้ ามนั

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



13 
 

 

หอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.9  แสดงให้เห็นวา่ไม่เป็นท่ียอมรับในการ
ประเมินคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั   

นอกจากน้ี  Solomakos et al. (2008b)  ยงัท าการศึกษาผลของน ้ ามนัหอมระเหยจาก 
Thyme, nisin และการใชร่้วมกนัในการยบัย ั้ง  E. coli O157:H7  ในเน้ือววับดระหวา่งการเก็บรักษา
แบบแช่เยน็  โดยการใชน้ ้ามนัหอมระเหยจาก Thym ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.3, 0.6  และ  0.9  
ระดบัความเขม้ขน้ของ nisin  ท่ี  500 และ 1000 IU/g  และการใชร่้วมกนัเพื่อยบัย ั้ง  E. coli O157:H7    
โดยท าการทดลองในอาหารเล้ียงเช้ือ  tryptic soy broth (TSB)  (In vitro)  บ่มท่ีอุณหภูมิ  37   
องศาเซลเซียส  นาน  32  ชัว่โมง  พบวา่น ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  
0.6  และ  0.9  สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได ้ ส าหรับความเขม้ขน้ของ nisin ท่ีระดบัความเขม้ขน้  
500  และ  1000 IU/g   ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได ้ และเม่ือใชส้ารสองชนิดร่วมกบัพบว่า  
น ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6 ร่วมกบั nisin  500  และ 1000  IU/g  
และน ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.9  ร่วมกบั nisin  500  และ 1000  IU/g  
นั้นสามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวได ้  นอกจากน้ียงัท าการศึกษาในเน้ือววับดเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  
และ  10  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  12  วนั  ผลการทดลองพบวา่  น ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme      
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6  ร่วมกบั  nisin  500  และ 1000  IU/g  นั้นสามารถยบัย ั้งเช้ือ
ดงักล่าวท่ีอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ไดม้ากกวา่  10  องศาเซลเซียส  ส าหรับความเขม้ขน้ของ 
nisin ท่ีระดบัความเขม้ขน้  500  และ  1000  IU/g  ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวไดเ้ม่ือทดลองใน
เน้ือววับด  นอกจากน้ีน ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.9  แสดงให้เห็น
วา่ไม่เป็นท่ียอมรับในการประเมินคุณลกัษณะทางประสาทสัมผสั 

Govaris  et al. (2010)  ท าการศึกษาผลของน ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโน, nisin 
และการใชร่้วมกนัในการยบัย ั้ง  S.  Enteritidis   ในเน้ือแกะบดระหวา่งการเก็บรักษาแบบแช่เยน็  
โดยการใชน้ ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโนท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6  และ  0.9  ระดบัความ
เขม้ขน้ของ nisin  ท่ี  500 และ 1000 IU/g  และการใชง้านร่วมกนัในการยบัย ั้ง S. Enteritidis   ใน
เน้ือแกะบดท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  และ  10  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  12  วนั  ผลการศึกษาพบวา่
การใชน้ ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโนท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.9  สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าว
ไดดี้ท่ีสุด  ในส่วนของการใชร่้วมกนัพบวา่น ้ามนัหอมระเหยจากออริกาโนท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อย
ละ  0.9  ร่วมกบั nisin   ท่ีระดบัความเขม้ขน้  500  และ 1000  IU/g   สามารถยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวไดดี้
ท่ีสุด  เม่ือเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  และ  10 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีเม่ือท าการทดสอบทาง
ประสาทสัมผสัพบวา่  น ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโนท่ีระดบัความเขม้ขน้ร้อยละ  0.6  มีคะแนน
การยอมรับทางประสาทสัมผสัสูงกว่าน ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโนท่ีระดับความเขม้ข้นร้อยละ  0.9  
นอกจากน้ียงัท าการศึกษาถึงองคป์ระกอบของน ้ ามนัหอมระเหยจากออริกาโน  พบองคป์ระกอบท่ี
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โดดเด่นคือสารประกอบฟีนอลท่ีช่ือวา่  carvacrol  ร้อยละ  80.15  และ  thymol  ร้อยละ  4.82  ซ่ึง
สารฟีนอลท่ีโดดเด่นน้ีเป็นสารส าคญัในการยบัย ั้งและท าลายแบคทีเรียท่ีท าการทดสอบ 

Turgis et al. (2012)  ศึกษาประสิทธิภาพการใชน้ ้ ามนัหอมระเหยร่วมกบัแบคเทอริโอซิน
ในการยบัย ั้ งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร  โดย
ท าการศึกษาน ้ ามนัหอมระเหยทั้งหมด  6  ชนิด  ไดแ้ก่  Origanum vulgare, Cinnamomum cassia, 
Brassica hirta, Thymus vulgaris, Satureja Montagna และ  Cymbopogon nardus  ร่วมกบัแบคเทอริ
โอซิน  4  ชนิด  ไดแ้ก่  nisin, pediocin  และแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจาก  E. faecium คือ  MT 104  
และ  MT162  ทดสอบกบัแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค  5  สายพนัธ์ุ  ไดแ้ก่  B. cereus, E. coli,  
L. monocytogenes, S. Typhimurium และ S. aureus  และแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร  
2  สายพนัธ์ุ  ไดแ้ก่  L. sakei และ P. putida  โดยการหาค่าความเขม้ขน้ท่ีต ่าท่ีสุดในการยบัย ั้งเช้ือ  
(MIC)  พบวา่ค่า  MIC  ของน ้ ามนัหอมระเหย  O. vulgare,  C. cassia  ท่ีทดสอบกบัเช้ือ  B. cereus , 
E. coli O157:H7  และ  L. sakei  มีค่าเท่ากบั  500  ppm  และเม่ือท าการทดสอบน ้ ามนัหอมระเหย  
B. hirta  ในการยบัย ั้งเช้ือ  P. putida  และ  S. aureus  พบว่ามีค่าเท่ากบั  500 ppm เช่นกนั  
นอกจากน้ียงัทดสอบการใช้น ้ ามันหอมระเหยร่วมกับแบคเทอริโอซินโดยวิธี  Checkerboard 
technique  พบวา่  การใชน้ ้ามนัหอมระเหย  O. vulgare  ร่วมกบั nisin  สามารถเสริมฤทธ์ิกนัต่อการ
ยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium   โดยมีค่าดชันีการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง  (FIC)  คือ  0.2  นอกจากน้ีน ้ ามนั
หอมระเหย  S. Montagna  ท่ีใชร่้วมกบั  pediocin  ยงัสามารถยบัย ั้ง  E. coli O157:H7  โดยมีค่าดชันี
การออกฤทธ์ิยบัย ั้ง  (FIC)  คือ  0.3  และการใชน้ ้ ามนัหอมระเหย  C. cassia  ร่วมกบั  MT104   
ยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือ  L. sakei  โดยมีค่าดชันีการออกฤทธ์ิยบัย ั้ง  (FIC)  คือ  0.3  เช่นกนั  เห็นไดว้า่
การใชน้ ้ ามนัหอมระเหยร่วมกบัแบคเทอริโอซินนั้นสามารถใช้เป็นสารตา้นจุลินทรียธ์รรมชาติใน
การควบคุมแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหารได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

 
 2.2.3  แบคเทอริโอซิน  KL-1   

Pilasombut et al.  (2015)  ศึกษาการคดัแยกเช้ือท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินและ
คุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลกติกจากแหนมจากประเทศเวียตนาม
เรียกวา่ เนมชวั (Nem Chua)  จากผลการทดลองสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีสามารถ
สร้างสารแบคเทอริโอซิน ตั้งช่ือวา่ L. plantarum  KL-1 โดยแบคเทอริโอซินท่ีพบสามารถยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและลบ ไดแ้ก่  L. plantarum ATCC14917T  (6,400 AU/ml), (12,800 AU/ml), 
L. sakei subsp. sakei JCM1157T (12,800 AU/ml), L. sakei TISTR 890 (12,800 AU/ml), Leu. 
mesenteroides subsp. mesenteroides JCM6124T (1,600 AU/ml), Leu. mesenteroides subsp. 
mesenteroides TISTR942 (400 AU/ml), E. faecalis JCM5803T(6,400 AU/ml)   และ  E. faecalis 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



15 
 

 

TISTR 888 (6,400 AU/ml)  นอกจากน้ีท าการศึกษาคุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซินโดยศึกษา
อุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมของเช้ือในการสร้างสารแบคเทอริโอซิน และจ าแนกชนิดของ
เช้ือท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน พบวา่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ือท่ีสามารถสร้างสาร
แบคเทอริโอซินไดม้ากท่ีสุด (12,800 AU/ml) ท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส ในระยะเวลาการเล้ียง
เช้ือเดียวกนั ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   สามารถสร้างสารได ้6,400 AU/ml สารแบคเทอริโอซิน
สามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100  องศาเซลเซียสและความเยน็ท่ี 4 องศาเซลเซียส นานสองวนั 
อยา่งไรก็ตามการตม้ท่ี 100  องศาเซลเซียส และเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลาท่ีนานข้ึน 
พบวา่กิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือลดลง  

 
2.2.4  กลไกในการท าลายเซลล์แบคทเีรียเป้าหมายของแบคเทอริโอซิน 

การท าลายเซลล์เป้าหมายของแบคเทอริโอซิน เกิดจากการท่ีแบคเทอริโอซินแต่ละ
โมเลกุลมาอยูร่่วมกนัท าให้เกิดเป็นช่องวา่งท่ีเยื่อหุ้มเซลล์เป้าหมาย ซ่ึงจะมีลกัษณะคลา้ยช้ินไมท่ี้มา
ประกอบกนัเป็นผนงัดา้นขา้งของถงัไม ้(barrel-stave) แสดงดงัภาพท่ี 2.1 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2.1 ช่องวา่งท่ีเยื่อหุม้เซลลซ่ึ์งเกิดจากโมเลกุลแบคเทอริโอซินรวมตวักนั 
ทีม่า  :  Klaenhammer  (1993) 
 

ช่องว่างดังกล่าวท าให้เกิดการเสียสมดุลของไอออน สูญเสียกรดอะมิโน และ
สารประกอบอนินทรียใ์นกลุ่มฟอสเฟต ซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัในการสร้างพลงังานของเซลล ์
ดงันั้นกลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินจึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น  2   ขั้นตอน คือ ขั้นแรก 
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แบคเทอริโอซินจะยึดจบักับผิวของเซลล์เป้าหมาย และขั้นต่อไป คือ แบคเทอริโอซินจะสร้าง
ช่องว่างในชั้นของเยื่อหุ้มเซลล์   ซ่ึงขั้นตอนและกลไกการท าลายเซลล์เป้าหมายจะแตกต่างกนัไป
ตามชนิดของแบคเทอริโอซิน  ซ่ึงในกลุ่มของ  lantibiotic  แบคเทอริโอซิน กลุ่มน้ีไม่ตอ้งการ
ต าแหน่งจ าเพาะส าหรับการดูดซับท่ีผิวเซลล์ การออกฤทธ์ิตอ้งอาศยัพลงังานจากเยื่อหุ้มเซลล์ของ
เซลล์เป้าหมาย เพื่อท าให้เยื่อหุ้ม เซลล์เ กิดช่อง (Bruno and Montville.  1993)  แบคเทอริโอซิน   
เช่น  ไนซินซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินในกลุ่ม lantibiotic ท่ีสร้างจาก L. lactis subsp. lactis พบวา่
เป็นสายเพปไทด์ท่ีมีประจุสุทธิเป็นบวกและมีขั้นตอนในการเขา้ท าลายเซลล์เป้าหมาย คือ การเขา้
จับกับเซลล์ของแบคทีเรียเป้าหมายท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ถูกรบกวน ส่งผลให้เกิดการร่ัวของ
องคป์ระกอบภายในเซลล์ เช่น กรดอะมิโน สารให้พลงังาน และไอออนของสารท่ีจ าเป็นต่อการ
ด ารงชีวิตของเซลล์ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ (Davidson and Hoover. 1993)   ในกรณีท่ีเป็นสปอร์  
พบวา่เยื่อหุ้มเซลล์จะถูกท าลายอยา่งรวดเร็ว  ในระหว่างท่ีสปอร์งอกออกมา  ส่วนแบคเทอริโอซิน
ในกลุ่มของ non lantibiotic จะเป็นกลุ่มท่ีตอ้งการต าแหน่งท่ีมีความจ าเพาะส าหรับการดูดซบัท่ีผิว
เซลล์ และการออกฤทธ์ิไม่จ  าเป็นตอ้งใชพ้ลงังาน (Ennahar et al.  2000) นอกจากน้ีในแบคเทอริโอซิน 
class II ท่ีมีขนาดเล็ก และทนความร้อน   พบวา่ ในขั้นตอนแรกปลายดา้น N ของโมเลกุลแบคเทอริโอซิน     
ซ่ึงมีประจุบวกจะเข้าจับ ส่วนหวัของฟอสโฟลิปิดท่ีเยื่อหุ้มของแบคทีเรียเป้าหมาย ซ่ึงมีประจุ
ลบโดยจบัเขา้คู่กนั (Abee. 1995) หลงัจากนั้นปลายดา้น C ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินซ่ึงมี
คุณสมบติัไม่ชอบน ้ า (hydrophobic)  จะท าปฏิกิริยากบัหมู่เอซิล (acyl group) ของไขมนัในเยื่อหุ้ม
เซลล์ท าให้เกิดเป็นช่องว่างท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดการสูญ เ สี ย ความสมดุลของไอออนและ
สารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล์ (Ennahar et al. 2000) แสดงดงัภาพท่ี 2.2  ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียเป้าหมายโดยแบคเทอริโอซิน  นอกจากจะมีผลแบบฆ่าท าลายแลว้ (bactericidal) ยงัมี
ผลท าใหห้ยดุการเจริญของเซลล์  (bacteriostatic) ไดด้ว้ย   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที ่2.2  โครงสร้างของแบคเทอริโอซิน Class  II  และการเขา้จบักบัเยื่อหุม้เซลลข์องเซลล์
เป้าหมาย 
a) โครงสร้างของแบคเทอริโอซิน 
b) การเขา้จบักนัของแบคเทอริโอซินกบัผวิของเซลลเ์ป้าหมาย  
c) การแทรกตวัของแบคเทอริโอซิน ท าให้เกิดช่องวา่ง และเกิดการผา่นเขา้ออกของน ้ า

ทีม่า  :  Ennahar et al.  (2000) 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3  สารต้านอนุมูลอสิระ (Antioxidant) 
 ปฏิกิริยาออกซิเดชนั-รีดกัชนั (oxidation-reduction reactions)  เป็นปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนทัว่ไป
ในระบบทางชีววิทยาและระบบอาหาร  ปฏิกิริยาออกซิเดชนับางประเภทก็ให้ประโยชน์ต่ออาหาร  
บางประเภทก็ท าให้เกิดความเสียหาย  เช่น  ออกซิเดชันท่ีท าให้เกิดการแตกสลายของวิตามิน             
รงควตัถุต่างๆ ของลิปิดซ่ึงท าให้เกิดการสูญเสียคุณค่าทางโภชนาการ  การควบคุมปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัอาจใชก้ระบวนการควบคุมหรือใชเ้ทคนิคการบรรจุภณัฑ์  หรือเติมสารเคมีท่ีช่วยก าจดั
สารท่ีท าใหเ้กิดออกซิเดชนั (รัชนี  ตณัฑะพานิชกุล.  2532) 
 สารตา้นอนุมูลอิสระ คือโมเลกุลของสารท่ีสามารถจบักบัตวัรับและสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของโมเลกุลสารอ่ืนๆ ได้ ปฏิกิริยาออกซิเดชันเป็นปฏิกิริยาเคมีท่ีเก่ียวเน่ืองกับการ
แลกเปล่ียนอิเล็กตรอนจากสารหน่ึงไปยงัตวัออกซิไดซ์ ปฏิกิริยาดงักล่าวสามารถให้ผลิตภณัฑ์เป็น
สารอนุมูลอิสระ (free radical) ซ่ึงสารอนุมูลอิสระเหล่าน้ีจะเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่และท าลายเซลล์ของ
ร่างกาย สารตา้นอนุมูลอิสระจะเขา้ยุติปฏิกิริยาลูกโซ่เหล่าน้ีดว้ยการเขา้จบักบัสารอนุมูลอิสระและ
ยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยถูกออกซิไดซ์ ดงันั้นสารตา้นอนุมูลอิสระจึงถือเป็นตวัรีดิวซ์ อาทิ               
ไธออล กรดแอสคอร์บิก และโพลีฟีนอล   
 สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ เช่น กรดยริูค บิลิรูบิน จะก าจดัอนุมูลอิสระ ส่วน
วิตามินซี วิตามินอี กลูตาไทโอน เบตาแคโรทีน และยบิูควิโนน จะหยุดปฏิกิริยาของการเกิดอนุมูล
อิสระ สารตา้นอนุมูลอิสระประเภทหลงัมีบทบาทส าคญัในการท าให้ออกซิเดชนัของไขมนัส้ินสุด
ลง สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีกล่าวมามีโครงสร้างทางเคมีและฤทธ์ิการตา้นออกซิเดชนัท่ีแตกต่างกนั 
เช่น วิตามินอี มีโครงสร้างเคมีท่ีละลายไดดี้ในไขมนั ดงันั้นจึงสามารถเขา้ไปออกฤทธ์ิท่ีผนงัเซลล์
ได ้วติามินอี จดัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีฤทธ์ิแรงสามารถหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ได ้วิตามินอีจะท า
ปฏิกิริยาขจดัอนุมูลลิพิดเปอร์ออกซี (lipid peroxy) และไดเ้ป็นอนุมูลวิตามินอี ซ่ึงเป็นอนุมูลท่ีมี
ความไวต ่า ท าใหไ้ม่สามารถเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัต่อไปได ้(Michel.  2001)  
 
 2.3.1  แหล่งของสารต้านอนุมูลอสิระ 

2.3.1.1  สารต้านอนุมูลอสิระสังเคราะห์ (synthetic antioxidant) 
สารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์เป็นสารท่ีผลิตข้ึนดว้ยวิธีทางเคมี  ไดมี้การ

พฒันาและใชป้ระโยชน์จากในผลิตภณัฑท่ี์เป็นอาหารและไม่ใช่อาหารหลายชนิด  เช่น ใชเ้พื่อรักษา
ความคงตวัของพลาสติกและโพลิเมอร์  แต่มีสารตา้นอนุมูลอิสระบางชนิดเท่านั้นท่ีสามารถใช้ได้
ในอาหาร  เน่ืองจากตอ้งค านึงถึงความปลอดภยัในอาหาร (Loliger and Wille.  1993 )   สารตา้น
อนุมูลอิสระท่ีไดรั้บอนุญาตใหใ้ชใ้นอาหารไดแ้ก่  โพรพิวแกลเลต  พีจี (propyl gallate, PG)  บิวทิล
เลตไฮดรอกซีอะนิซอล บีเอชเอ (butylated hydroxyanisole, BHA) บิวทิเลตไฮดรอกซีโทลูอีน บีเอช
ที  (butylated  hydroxytoluene, BHT) และ เทอเทียรีบิวทิลไฮโดรควิโนน ทีบีเอชคิว  (tertiary  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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butylhydroquinone, TBHQ)  สารตา้นอนุมูลอิสระเหล่าน้ีส่วนใหญ่เป็นสารประกอบฟิโนลิก  ใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหารเพื่อยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของไขมนัอนัเป็นสาเหตุให้อาหารมีกล่ิน 
สี และรสชาติท่ีเปล่ียนไป สารสังเคราะห์เหล่าน้ีมีประสิทธิภาพและความคงตวัสูงกวา่สารสกดัจาก
ธรรมชาติ แต่มีขอ้จ ากดัของการใช้เน่ืองจากปัญหาด้านความปลอดภยัในการบริโภค (Miková.  
2001) สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีนิยมใชใ้นอาหารไดแ้ก่  BHA,  BHT  และ  TBHQ  ซ่ึงอาจใชส้าร
ดงักล่าวเพียงอย่างใดอย่างหน่ึงหรือใช้ร่วมกนั  โดยมีวตัถุประสงค์หลกัในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ
และยบัย ั้งการเกิดปฏิกิริยา  อีกทั้งตอ้งค านึงถึงปริมาณท่ียอมรับไดใ้นแต่ละวนัของสารตา้นอนุมูลอิสระ
สังเคราะห์ท่ีใชอี้กดว้ย  ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2  
 
ตารางที่ 2.2  ค่าท่ียอมรับไดใ้นการรับต่อวนั  (Acceptable Daily Intake; ADI)  และปริมาณสูงสุดท่ี

ใหใ้ชไ้ดข้องสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 

ชนิดของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
ค่าท่ียอมรับไดใ้นการ
รับต่อวนั (ADI) 

(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)* 

ปริมาณสูงสุดท่ีใหใ้ชไ้ด ้
(มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)** 

Butylated  hydroxyanisole  (BHA) 0-0.5 175 

Butylated  hydroxytoluene  (BHT) 0-0.3 75 
Propyl gallate (PG) 0-1.4 100 
Tertiary  buthyl  hydroquinone TBHQ) 0-0.7 120 
ทีม่า : *JECFA  (2003a; 2003b; 2003c; 2003d) 

**กระทรวงสาธารณสุข (2543) 
    

ปัจจุบนัมีสารตา้นอนุมูลอิสระเพียงไม่ก่ีชนิดท่ีสามารถใช้ในผลิตภณัฑ์อาหารได ้ 
เน่ืองจากการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระในผลิตภณัฑ์อาหารจะถูกควบคุมภายใตก้ฎหมายของประเทศ
นั้นๆ  สารต้านอนุมูลอิสระมีทั้งสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์และสารต้านอนุมูลอิสระจาก
ธรรมชาติ  สานตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์  เช่น  Butylated hydroxyanisole (BHA), Butylated 
hydroxytoluene (BHT), Tert-butylhydroquinone (TBHQ)  และ  Propyl  gallate (PG)  ซ่ึงสูตร
โครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 2.3  ซ่ึงมีการน ามาใชก้นัอยา่งแพร่หลายในผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวแ์ละสัตว์
ปีก  (Shah et al.  2014) แต่หลายปีท่ีผา่นมามีความตอ้งการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ
มากข้ึน  โดยเฉพาะสารตา้นอนุมูลอิสระจากพืช  เน่ืองจากผูบ้ริโภคมีความกงัวลในเร่ืองผลทาง
พิษวทิยาของสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์  (ศิวาพร ศิวเวชช.  2535)  

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    2-isomer                  3-isomer 
Butylated  hydroxyanisole  (BHA) (2003a)  Butylated hydroxytoluene  (BHT) (2003b) 
 
 
 
 
 
Propyl gallate (PG) (2003c)    Tertiary  butylhy hydroquinone (TBHQ)  
        (2003d) 
 

ภาพที ่2.3 โครงสร้างทางเคมีของสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 
ทีม่า : JECFA  (2003a; 2003b; 2003c; 2003d) 
 

สารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์มีข้อจ ากัดในการใช้  เน่ืองจากการได้รับสาร
สังเคราะห์น้ีในปริมาณท่ีสูงกวา่ท่ีปริมาณท่ีควรจะไดรั้บในแต่ละวนั  และรับประทานเป็นประจ า
อยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลานานอาจท าใหเ้กิดความผดิปกติแก่ผูบ้ริโภคได ้ ซ่ึงมีรายงานท่ีระบุถึงอนัตราย
ของการใช้สารสังเคราะห์ในหนูทดลอง  เช่น  การเกิดเลือดคัง่ในปอดและอวยัวะอ่ืนๆ ในหนู
ทดลองท่ีบริโภคอาหารท่ีผสมบีเอชเอร้อยละ 50  การขยายตวัผิดปกติของเน้ือเยื่อหนูทดลองเป็น
สาเหตุท่ีท าให้เกิดเน้ืองอกในช่องทอ้งในหนูท่ีบริโภคอาหารท่ีเติมบีเอชเอร้อยละ 25  (ศิวาพร  ศิวเวชช.  
2535) ในต่างประเทศมีการก าหนดปริมาณการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์โดยจ ากดัท่ีชนิด
ของอาหารและปริมาณการใช ้ เช่น  หากใชใ้นผลิตภณัฑ์ท่ีมีไขมนัเป็นส่วนประกอบ อนุญาตให้ใช ้
BHA หรือ BHT  120 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  หากมีการผสมกนัหรือผสมกบัสารอ่ืนๆ อนุญาตให้ใช ้
100  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  ส าหรับ BHA และ BHT  ท่ีใช้ร่วมกบัแป้งมนัฝร่ังหรือเกล็ดขนมปัง 
อนุญาตใหใ้ช ้25  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  และ BHT ท่ีใชใ้นหมากฝร่ังอนุญาตใหใ้ชเ้พียง 200  มิลลิกรัม/
กิโลกรัม  (Taylor.  1980) ส าหรับประเทศไทย  กระทรวงสาธารณสุขไดมี้ก าหนดค่าการใชไ้ด้
สูงสุดของสารตา้นอนุมูลอิสระสังเคราะห์ เช่น PG อนุญาตให้ใชไ้ด ้100  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  BHT 
อนุญาตให้ใช้ได้   75  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  BHA ให้ใช้ได้ 175 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  TBHQ              
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ให้ใชไ้ด ้120 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  แต่ถา้ตอ้งการใช ้PG รวมกบั BHT หรือ BHA หรือ TBHQ หรือ
รวมทั้งสามอยา่งใชร่้วมกนัตอ้งไม่เกิน 200  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  แต่ปริมาณการใชข้องแต่ละตวัตอ้ง
ไม่เกินปริมาณท่ีก าหนด (กระทรวงสาธารณสุข.  2543) 

 2.3.1.2  สารต้านอนุมูลอสิระจากธรรมชาติ  (natural antioxidant) 
ช่วงหลายปีท่ีผา่นมาผูบ้ริโภคไดมี้ความต่ืนตวัในเร่ืองพิษของสารเคมีท่ีใช้

เจือปนในอาหาร จึงมีการศึกษาและพยายามน าเอาวสัดุจากธรรมชาติท่ีมีฤทธ์ิเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระมาใช้เป็นสารตา้นออกซิเดชนัในอาหารทั้งในรูปสารสกดัและใช้โดยตรง เช่น สารสกดัจาก
โรสแมร่ี สารสกดัจากชาเขียวเป็นตน้ บางชนิดก็ใชโ้ดยตรงเช่น  เคร่ืองเทศและสมุนไพรท่ีเติมลงใน
อาหาร รวมทั้งมีการท าอาหารเสริมเพื่อตา้นอนุมูลอิสระจ าหน่าย สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีในพืช
ชนิดต่างๆ  (Rajalakshmi and Narrasimhan.  1996) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.3 
 
ตารางที ่2.3 สารตา้นอนุมูลอิสระจากพืชชนิดต่างๆ 
ชนิดของพืช ชนิดของสารตา้นอนุมูลอิสระ 
ชาเขียว  
 
โรสแมร่ี  
 
กานพลู 
วานิลลา 
พริก 
ขมิ้น 
พริกไทยด า 
งา 
ถัว่เหลือง 
ผกัและผลไมท่ี้มีสีเหลือง สีแดง  
หรือสีเขม้ บางชนิด 
ผลไม ้ผกัและผลไมท่ี้มีสีม่วงและสีแดง 
บางชนิด เช่น องุ่น 
 
ชา 

Epigallocatechin-gallate  
Epigallocatechin  Epicatechin-gallate 
Carnosol  Rosmarinic acid  Carnosic acid and 
Rosmoridi acid 
Phenol 
Eugenol 
Vanillin 
Capsaicin 
Tetrahydrocurcumin  
Ferulic acid 
Sesamol  Sesamoldimer Sesmolinol  and  Sesaminol 
Isoflavone 
 
Carotenoid  Vitamin C  
 
 
Anthocyanin  Gallic acid 

ทีม่า : ดดัแปลงจาก  Rajalakshmi and Narrasimhan  (1996) 
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  นอกจากน้ีสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบในธรรมชาติยงัสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 
ประเภท ไดแ้ก่  
  (1)  สารตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มของเอนไซม์ท่ีสร้างได้ในเซลล์ร่างกาย ไดแ้ก่  
คาทาเลส (catalase) ซูเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (superoxide dismutase) และกลูตาไธโอนเปอร์ออกซิเดส 
(glutathione peroxidase) เป็นตน้  
  (2)  สารตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มของวติามิน ไดแ้ก่ วติามินอี ซี และเอ  
  (3)  สารตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มของแร่ธาตุ เช่น ซิลิเนียมและสังกะสี ซ่ึงเป็น
โคแฟกเตอร์ของเอนไซมท่ี์ตา้นออกซิเดชนั  
  (4)  สารตา้นออกซิเดชนัในกลุ่มของสารพฤกษเคมี (phytochemicals) เช่น แคโรทีน 
(carotene) ไลโคปีน (licopene) และสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) เป็นตน้  (Frankel 
and Meyer.  2000) 
  โดยสารตา้นอนุมูลอิสระจากธรรมชาติส่วนใหญ่ท่ีนิยมใชเ้ติมในเน้ือสัตว ์ ไดแ้ก่  
เคร่ืองเทศและพืชสมุนไพร  ซ่ึงมีสมบัติในการถนอมอาหาร  โดยช่วยชะลอการเน่าเสียและ               
เหมน็หืน  ดงันั้นจึงไดมี้การเร่ิมการคน้ควา้และวจิยัน าเอาเคร่ืองเทศและพืชสมุนไพรอ่ืนๆ มาเติมลง
ในเน้ือสัตวเ์พื่อปรับปรุงคุณภาพดงักล่าว  (ไมตรี สุทธจิตต ์และ ศิริวรรณ สุทธจิตต.์  2545) 

 
2.3.2  กลไกการท างานของสารต้านอนุมูลอสิระ 

สารตา้นอนุมูลอิสระมีกลไกการท างานแบ่งไดเ้ป็น  6  แบบ คือ 
2.3.2.1  ดักจับอนุมูลอสิระ (radical scavenging) 

โดยการใหไ้ฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแกอนุมูลอิสระ  ดงัสมการ  
R• + AH      RH + A• 
RO• + AH   ROH + A• 

2.3.2.2  ยับยั้ งการท างานของออกซิเจนที่ขาดอิเล็กตรอน (singlet oxygen 
quenching) 

สารกลุ่มแคโรทีนอยด์  (carotenoids)  สามารถยบัย ั้งการท างานของ  singlet 
oxygen  โดยการเปล่ียน  singlet oxygen  (1O2*)  ใหอ้ยูใ่นรูป  triplet  oxygen  (3O2) 

2.2.2.3  จับกบัโลหะทีส่ามารถเร่งปฏิกริิยาออกซิเดชันได้  (metal chelation) 
 สารท่ีสามารถจบัโลหะท่ีส าคญัคือ  EDTA และกรดซิตริก  (citric acid) 

2.3.2.4  หยุดปฏิกริิยาการสร้างอนุมูลอสิระ  (chain-breaking) 
วิตามินอี  (α-tocopherol)  สามารถป้องกนัการถูกท าลายของเยื้อหุ้มเซลล์

จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมนั  โดยท าหน้าท่ีเป็นตวัรับอิเล็กตรอนจากอนุมูลเปอร์ออกซิล  
(ROO• )  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3.2.5  เสริมฤทธ์ิ (synergism) 
สารชนิดน้ีจะช่วยสนับสนุนให้สารตา้นอนุมูลอิสระท างานได้ดีข้ึน  เช่น  

การท างานร่วมกนัระหวา่งวติามินอี  (α-tocopherol)  กบักรดแอสคอบิก  (ascorbic acid)  โดยท่ีกรด
แอสคอบิกจะให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูล  α-tocopherol  peroxyl   ท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยา
ระหว่าง  กับอนุมูลเปอร์ออกซิล  (ROO• )  เปล่ียนรูปกลับไปเป็นวิตามินอี  (α-tocopherol)             
ท่ีสามารถท างานได ้

2.3.2.6  ยบัยั้งการท างานของเอนไซม์  (enzyme inhibition)  
สารประกอบฟีโนลิกบางชนิด  เช่น  ฟลาโวนอยด์  (flavonoids)  กรดฟีโนลิก  

(phenolic acid)  และแกลเลต  (gallates)  สามารถยบัย ั้งการเกิดเอนไซมลิ์โปออกซิจีเนส  (lipoxygenease)  
ไดยสามารถเขา้จบักบัไอออนของเหล็กซ่ึงเป็นโคแฟกเตอร์  (cofactor)  ส่งผลต่อการท างานของ
เอนไซมด์งักล่าว  (Yanishieva-Maslarova.  2001) 

 
2.4  ความส าคญัของจุลนิทรีย์ในอาหาร 
 จุลินทรียเ์ป็นส่ิงมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมองไม่เห็นด้วยตาเปล่าตอ้งอาศยักลอ้งจุลทรรศน์ช่วย
ขยายให้เห็นรูปร่าง ลกัษณะ จุลินทรียจ์  าแนกออกเป็น 6 ชนิด คือ แบคทีเรีย ยีสต์ รา โปรโตซัว 
สาหร่าย และไวรัส จุลินทรีย์สามารถแพร่กระจายโดยทัว่ไปในธรรมชาติอย่างกวา้งขวางใน
สภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ  การเส่ือมเสียของอาหารส่วนใหญ่ไม่ว่าจะเป็นเน้ือสัตว ์ 
หรือผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวส่์วนใหญ่มกัมีสาเหตุมาจากจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในระหวา่งการฆ่า  การตดัแต่ง  
การขนส่ง  ระบบทางเดินอาหารของสัตวแ์ละยงัมีการปนเป้ือนจากอากาศ  ภาชนะบรรจุ พนกังาน  
หรือหลงักระบวนการแปรรูป  เน่ืองจากมีจุลินทรียจ์ากแหล่งต่างๆ  จึงท าให้พบจุลินทรียห์ลายชนิด
ท่ีปนเป้ือนก่อให้เกิดความเสียหายท่ีแตกต่างกนัไป  ซ่ึงการเส่ือมเสียมกัส่งผลโดยตรงในทางท่ีไม่ดี
ต่อการเปล่ียนแปลงของเน้ือสัมผสั สี  กล่ิน  รสชาติและคุณค่าทางอาหารในเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ ์ 
ท าให้การยอมรับของผูบ้ริโภคในตวัสินคา้ลดลง  อีกทั้งในอาหารท่ีเราบริโภค ยากท่ีจะหลีกเล่ียง
จากจุลินทรีย ์แมก้ระทัง่ในร่างกายมนุษยแ์ละสัตวก์็ยงัมีจุลินทรียอ์าศยัอยูใ่นระบบทางเดินอาหาร 
โดยมีทั้งชนิดท่ีเป็นประโยชน์และเป็นโทษ ส าหรับการมีจุลินทรียแ์ปลกปลอมปนเป้ือนในอาหาร
ถือวา่เป็นส่ิงท่ีไม่พึงปรารถนา จุลินทรียใ์นอาหารก่อใหเ้กิดผลต่ออาหารสามารถจ าแนกออกไดด้งัน้ี 
(บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552; บุญศรี  จงเสรีจิตต.์  2552)  
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 2.4.1  จุลนิทรีย์ทีก่่อให้เกดิโรค  (Pathogenic microorganisms)  
จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของการเกิดโรคในมนุษยแ์ละสัตว ์ จุลินทรียก่์อโรคท่ีส าคญั

ในอาหาร ได้แก่  แบคทีเรีย รา ไวรัส และ ปรสิต  แต่จุลินทรีย์ก่อโรคท่ีส าคัญในอาหารคือ  
แบคทีเรีย  ซ่ึงแบคทีเรียเป็นจุลินทรียก์ลุ่มใหญ่ท่ีสุดท่ีท าให้เกิดโรคและมีอตัราการเสียชีวิตมากมาย
ทัว่โลก (Khalaphallah and Soliman.  2014)  การเจ็บป่วยของผูบ้ริโภคมีความเก่ียวเน่ืองกบัการ
รับประทานเน้ือสัตวท่ี์ปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในสัตวท่ี์ติดต่อไปยงัคนได ้(Zoonosis) เช่นโรค  
Brucellosis, Tuberculosis  และ  Bovine encepha  เป็นตน้   นอกจากน้ีจุลินทรียย์งัก่อให้เกิดโรค
อาหารเป็นพิษ  (food poisoning)  เป็นโรคท่ีเกิดการจากการบริโภคอาหารซ่ึงส่วนมากมีสาเหตุมา
จากจุลินทรีย ์ ท าใหเ้กิดอากรปวดทอ้ง  ทอ้งเสียและบางคร้ังอาจมีคล่ืนไส้อาเจียนและมีไขร่้วมดว้ย  
โรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดจากเช้ือจุลินทรียมี์  2  ลกัษณะคือ  
  2.4.1.1  การรับจุลินทรีย์ผ่านอาหาร  (Foodborn  infection)  เป็นโรคท่ีเกิดจาก
การกินอาหารท่ีปนเป้ือนด้วยเช้ือจุลินทรียก่์อโรคเขา้ไป  เม่ือเขา้ไปสู่ร่างกายแล้วก็สามารถเพิ่ม
จ านวนได ้ เช้ือจุลินทรียท่ี์ส าคญัไดแ้ก่  Salmonella spp., Yersinia enterocolitic, C. perfringen, 
Campyrobacter jejuni/coli, Listeria spp.  และ  E.coli O157:H7 (คมแข  พิลาสมบติั.  2550)   
  2.4.1.2  การรับพิษผ่านอาหาร  (Foodborn intoxication)  เป็นโรคท่ีเกิดจากการ
รับเอาสารพิษท่ีมีอยูแ่ลว้ในอาหารเขา้ไปในร่างกาย  โดยสารพิษนั้นถูกสร้างข้ึนในขณะท่ีจุลินทรีย์
เพิ่มจ านวนในอาหาร  เช้ือจุลินทรียที์่ส าคญัไดแ้ก่  C. botulinum, S. aureus  และ  B. cereus  ซ่ึง  
S.  aureus  เป็นแบคทีเรียท่ีสร้างสารพิษประเภทเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin)  ท่ีมีผลต่อระบบ
ทางเดินอาหารของผูบ้ริโภค  C.  botulinum  เป็นแบคทีเรียท่ีสร้างสารพิษประเภทนิวโรทอกซิน 
(neurotoxin)  ท่ีมีผลต่อระบบประสาท  (จุฑารัตน์ เศรษฐกุล.  2542) 
  
 2.4.2  จุลนิทรีย์ทีท่ าให้เกดิการเน่าเสีย  (Spoilage microorganisms)  

ผลิตภณัฑ์จากเน้ือสัตวห์รือเน้ือสัตวจ์ดัไดว้า่เป็นอาหารท่ีดีท่ีสุดต่อการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย ์ จะเร่ิมมีการเปล่ียนแปลงตั้งแต่ขั้นตอนการท าให้สัตวส์ลบ การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน
อาจมีสาเหตุมาจากการท างานเอนไซมใ์นกลา้มเน้ือเองหรือมาจากเอนไซมท่ี์จุลินทรียส์ร้างข้ึนการ
เปล่ียนแปลงบางประการเป็นสาเหตุ ท่ีท าใหเ้กิดการเส่ือมเสียของเน้ือไดด้งัน้ี 

 2.4.2.1  การเกิดเมือกที่บริเวณผิวหน้า (surface slime)  พบในเน้ือสัตวแ์ช่เยน็ท่ีมี
ความช้ืนสูง  เกิดจากแบคทีเรีย  Pseudomonas  sp.,  Achromobacter  sp.,  Streptococcus  sp.,  
Leuconostoc  sp.,  Bacillus  sp.,  Micrococcus  sp.  และ  Lactobacillus  sp. ส่วนการเสียของเน้ือสัตวท่ี์
แช่เยน็ในท่ีท่ีความช้ืนต ่าจะพบเช้ือ  Micrococcus   sp.  และยสีตเ์ติบโตมาก 

 2.4.2.2  การเปลีย่นสีเนือ้  เปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเขียวหรือน ้ าตาลหรือเทาได ้ โดย
เช้ือ  Lactobacillus  sp.  และ  Leuconostoc  sp.   เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 2.4.2.3  เนื้อเกิดการเรืองแสง  (phosphorescence)  เกิดจากเช้ือ  Photobacterium  sp.  
การเน่าเสียแบบน้ีจะพบไดน้อ้ยกวา่การเน่าเสียแบบอ่ืนๆ    

 2.4.2.4  มีกลิ่นผิดปกติ  มกัเกิดจากการออกซิไดส์ไขมนั โดยเช้ือ  Achromobacter   sp.  
และ  Pseudomonas  sp.   

 2.4.2.5  มีจุดสีบนผิวเนื้อ  มกัเกิดจากแบคทีเรียชนิดท่ีมีสารสีต่างๆ เช่น  Serratia 
marcescen  ท  าให้เกิดสีแดง  Pseudomonas syncyanae  ท าให้เกิดสีฟ้า  Chromobacterium lividum  
ท  าให้เกิดสีน ้ าเงินแกมเขียว  Micrococcus sp.  ท าให้เกิดสีเหลือง  Flavobacterium sp. ท าให้เกิดสี
เหลือง 

 2.4.2.6  การเกดิกลิน่ไม่ดีหรือรสไม่ดีมีกลิ่นตุๆ  (taints)  เกิดกล่ินและรสไม่ดีก่อน
จะมีรสเปร้ียวเกิดข้ึน  (souring) เน่ืองจากแบคทีเรียเติบโตบนเน้ือและสร้างกรดต่างๆ  เช่น  กรดฟอร์มิก  
กรดเอซิติก  กรดบิวทิริก  และกรดโพรพิโอนิก  เป็นตน้ (บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552) 
  ในการป้องกนัการเส่ือมเสียจากจุลินทรียน์ั้นจะช่วยไดห้ากผูบ้ริโภคมีความรู้ความ
เขา้ใจในเร่ืองจุลินทรียท่ี์ท าให้อาหารเน่าเสีย  รวมถึงกลไกท่ีน าไปสู่การเส่ือมคุณภาพจะช่วยให้
ควบคุมจุลินทรียแ์ละช่วยชะลอการเน่าเสียไดเ้ป็นผลส าเร็จ  เทคโนโลยีการถนอมอาหารจะช่วย    
ยืดอายุการเก็บรักษาของอาหารท าให้ได้ผลิตภณัฑ์ซ่ึงเป็นท่ียอมรับและมีประโยชน์ต่อร่างกาย     
การถนอมอาหารจะช่วยยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ไม่ตอ้งการไดอี้กดว้ย (สุมณฑา วฒันสินธ์ุ.  
2549) 

 
2.4.3  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลนิทรีย์ในเนือ้สัตว์  

2.4.3.1  ชนิดของจุลนิทรีย์ท่ีปนเป้ือนมากบัเน้ือสัตวห์รือผลิตภณัฑจ์ากเน้ือสัตว ์
2.4.3.2  คุณสมบัติทางเคมีและฟิสิกส์ของเนื้อสัตว์ และผลิตภณัฑ์สัตว ์เน้ือสัตวเ์ป็น

แหล่งอาหารท่ีดีของจุลินทรีย์ เน่ืองจากมีคุณค่าทางอาหารครบถ้วน ความช้ืนในอาหารจะเป็น
ตวัก าหนดชนิดและประเภทของจุลินทรีย ์เช่น บริเวณผิวดา้นนอกช้ินเน้ือค่อนขา้งแห้ง อาจพบเช้ือ
ราเจริญเติบโต ส่วนเน้ือท่ีอยู่ลึกเข้าไปภายในช้ินเน้ือจะมีความช้ืนมากข้ึนจึงพบแบคทีเรีย
เจริญเติบโต ดงันั้นการควบคุมความช้ืนในห้องท่ีเก็บเน้ือจึงมีความส าคญัมาก  ความเป็นกรด-ด่าง
ของเน้ือสดก็จะแตกต่างกนัไปตั้ งแต่  5.7-7.2  ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัปริมาณไกลโคเจน  โดยทัว่ไป
แบคทีเรียจะเจริญเติบโตไดดี้ในช่วงท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นกลาง 

2.4.3.3  ปริมาณออกซิเจน จุลินทรียป์ระเภทยีสต์ เช้ือรา และแบคทีเรียท่ีตอ้งการ
อากาศในการด ารงชีวิต จะสามารถเติบโตไดดี้ในเน้ือสัตวบ์ริเวณพื้นผิวดา้นนอก และหากพื้นท่ีผิว
เพิ่มข้ึนจะพบจุลินทรียบ์ริเวณนั้นเพิ่มข้ึนดว้ย ตวัอย่างเช่นบริเวณพื้นผิวของเน้ือบดจะพบจุลินทรีย์
ในปริมาณสูงกวา่บริเวณพื้นผวิของช้ินเน้ือทั้งกอ้น 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4.3.4  อุณหภูมิ อุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บเน้ือไม่ควรจะเป็นอุณหภูมิท่ีสูงกวา่จุดเยือก
แข็งมากนกัเพราะจะท าให้จุลินทรียท่ี์เติบโตได้ดีในอุณหภูมิต ่าเติบโตได ้โดยปกติแลว้อุณหภูมิมี
ส่วนส าคญัในการก าหนดชนิดของจุลินทรียท่ี์พบในเน้ือ  เช่น  การเก็บเน้ือไวท่ี้อุณหภูมิส าหรับการ
แช่เยน็  จะพบจุลินทรียพ์วกไซโครฟายล์เจริญเติบโตไดดี้  จึงท าให้เกิดการเสียแบบเน่าเหม็นได ้ 
ส่วนการเก็บเน้ือท่ีอุณหภูมิห้องนั้น  จะพบการเจริญของเช้ือมีโซฟายล์  ซ่ึงสามารถสร้างแก๊สได้
(บุษกร อุตรภิชาติ.  2552) 

 
2.4.4  การเน่าเสียของเนือ้สัตว์ 

เน้ือสัตวท่ี์เน่าเสีย  หมายถึง  เน้ือสัตวท่ี์มีสี  กล่ิน  และรสชาติท่ีผิดปกติไป  เน่ืองจาก
จุลินทรียส์ร้างสารประกอบบางชนิดข้ึนมาระหว่างเจริญบนเน้ือสัตว ์ จ  านวนท่ีมกัพบในเน้ือสดมี
ค่าประมาณ  102-105  cfu/cm2  แต่มีเพียงประมาณร้อยละ  10  ท่ีสามารถเจริญเติบโตต่อไปได ้ ซ่ึง
เช้ือเหล่าน้ีจะมีการปรับตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้มต่างๆ  ซ่ึงเม่ือเช้ือเจริญเพิ่มถึง  107  cell/cm2  เน้ือ
เร่ิมมีกล่ินเหม็นเน่า  และเม่ือจ านวนเช้ือเพิ่มถึง  108  cell/cm2  จะพบเมือกบริเวณผิวหนา้ของเน้ือ  
โดยเฉพาะบริเวณผวิหนา้ของเน้ือสัตวจ์ะเน่าเสียก่อนส่วนอ่ืนๆ  (จุฑารัตน์  เศรษฐกุล.  2542)   

การเน่าเสียของเน้ือสัตวแ์บ่งการเปล่ียนแปลงออกได ้ 2  แบบ  คือ  
2.4.4.1  การเปลีย่นแปลงทางเคมี 

การเกิดการยอ่ยสลายของโปรตีน  ไขมนั  คาร์โบไฮเดรต และโมเลกุลอ่ืนๆ  
ไปเป็นโมเลกุลท่ีเล็กยอ่ยลลงไปนั้น  อาจเป็นผลมาจากปฏิกิริยาของสารยอ่ยท่ีมีอยูภ่ายในเน้ือสัตว์
เอง  หรือสารย่อยทีผลิตข้ึนมาจากจุลินทรียก์็ได้  ในระยะแรกๆ สารย่อยภายในเน้ือสัตวอ์าจเป็น
สาเหตุท าให้เกิดการย่อยสลาย  แต่ต่อมาเม่ือจ านวนจุลินทรียเ์หล่าน้ีมากข้ึน  ท าให้มีกิจกรรมและ
สร้างสารย่อยออกมามากข้ึนตามไปด้วย  และการเกิดการย่อยสลายต่อจากน้ีจึงมีสาเหตุมาจาก
จุลินทรียเ์ป็นส่วนใหญ่  สารยอ่ยท่ีจุลินทรียผ์ลิตออกมาส่วนใหญ่จะเป็นพวกไลเปส  (lipases)  ซ่ึง
สามารถไฮโดรไลซ์พวกไขมนั  และฟอสโฟลิปิดไปเป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนั  การย่อย
ดงักล่าวเรียกวา่  ไลโปลิซิส (lipolysis)  ถา้เกิดข้ึนมากๆ  ก็จะช่วยให้การเกิดออกซิเดชนัของไขมนั
เร็วข้ึน  จึงท าใหเ้หมน็หืนได ้ (ชยัณรงค ์ คนัธพินิจ.  2529) 

 
2.4.4.2  การเปลีย่นแปลงทางกายภาพ 

การเปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีเกิดเน่ืองมาจากจุลินทรียเ์ป็นสาเหตุนั้น  จะมี
การเปล่ียนแปลงรูปร่าง  สี  กล่ิน  รสชาติและความนุ่ม  ลกัษณะการเน่าเสียทางกายภาพสามารถ
แบ่งออกไดเ้ป็น  2  แบบ คือ  

(1)  การเน่าเสียในสภาพท่ีมีอากาศ  ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงบริเวณผิว
นอกของเน้ือสัตว ์ เช่น  การเกิดเมือกบริเวณผวิหนา้ (surface slime)  การเปล่ียนสี  อาจท าให้ผิวของ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เน้ือสัตวมี์สีเขียว  สีน ้ าตาล  หรือซีด  การเกิดการเรืองสี  การมีกล่ินรสผิดปกติ  และการเหม็นหืน  
(rancidity)  เกิดข้ึนเน่ืองจากปฏิกิริยาของเอนไซมจ์ากแบคทีเรีย  และปฏิกิริยาการออกซิไดซ์ของ
กรดไขมนัอ่ิมตวั 

(2)  การเน่าเสียในสภาพไม่มีอากาศ  มกัเป็นแบคทีเรียท่ีเจริญได้ทั้งท่ีมี
อากาศและไม่มีอากาศ  (facultative bacteria)  หรืออาจเกิดจากแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการอากาศ  
(anaerobic bacteria)  ท าให้เกิดการเน่าเสีย  เช่น  การมีรสเปร้ียว  (souring)  เกิดจาการยอ่ยสลาย
คาร์โบไฮเดรตในเน้ือสัตว ์ ท าให้เกิดกรดอินทรียต่์างๆ ข้ึน  ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลง และเกิด
แก๊สในเวลาเดียวกนั  เน้ือสัตวท่ี์บรรจุแบบสุญญากาศมกัมีการเน่าเสียในลกัษณะน้ีมาก  และการเกิด
กล่ินเหม็นเน่าของโปรตีน  (putrification)  เกิดจากการยอ่ยสลายไมเลกุลของโปรตีน  สายเปปไทด์
หรือกรดอะมิโนอิสระ  ท าให้เกิดกล่ินเหม็นไดแ้ก่  ไฮโดรเจนซลัไฟด์  แอมโมเนีย  เอมีน  เป็นตน้  
(บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552) 

 

2.5 เนือ้สุกร 
 เน้ือสุกร (pork)  หมายถึง  เน้ือเยื่อจากซากสุกรซ่ึงสามารถบริโภคเป็นอาหารได ้ โดยมี
กล้ามเน้ือลาย (skeletal muscle) จากสุกรเป็นส่วนประกอบท่ีมีอยู่ในปริมาณสูงสุด  อาจผ่าน
กระบวนการแช่เยน็  แต่ยงัไม่ไดถู้กกระท าการใดๆ  อยา่งอ่ืนเพื่อวตัถุประสงคใ์นการถนอมอาหาร
ซ่ึงเน้ือสุกรท่ีบรรจุในบรรจุภณัฑ์แลว้ตอ้งเก็บให้มีอุณหภูมิภายในของเน้ือไม่สูงกวา่ 10 องศาเซลเซียส
ตลอดเวลา  แต่ตอ้งไม่เกิน 24 ชัว่โมง  หรือมีอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียสตลอดเวลาแต่ตอ้งไม่เกิน 7 วนั 
(มกษ 6700-2547) เน้ือสุกร. 2547)   
 
 2.5.1  จุลนิทรีย์ก่อโรคทีม่ักพบในเนือ้สัตว์ 

 2.5.1.1  Salmonella spp. 
Salmonella spp.  เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ  ยอ้มติดสี

แกรมลบ  ไม่สร้างสปอร์  รูปร่างเป็นแท่ง เคล่ือนท่ีไดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลาท่ีอยูร่อบเซลล์  สามารถ
เจริญได้ทั้ งในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน สามารถสร้างแก๊สในอาหารท่ีมีน ้ าตาล
กลูโคส  ไม่สร้างเอนไซมย์ูรีเอส (urease)  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของเช้ือ Salmonella 
spp. คือ 35–37  องศาเซลเซียส  แต่เช้ือสามารถมีชีวติรอดไดร้ะหวา่ง 5–47  องศาเซลเซียส  บางคร้ังพบวา่
เช้ือสามารถมีชีวติรอดในอาหารท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่าง  4–5.3 ท าให้บางคร้ังยงัสามารถตรวจพบ
เช้ือในไส้กรอกหมกั  (คมแข พิลาสมบติั.  2550)  เช้ือ Salmonella spp. มกัพบการปนเป้ือนจากสัตว ์
โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง ไข่ดิบ และสัตวปี์ก เน้ือสุกรเป็นอีกแหล่งการปนเป้ือนเช้ือท่ีส าคญัในการท าให้
เกิดโรคอาหารเป็นพิษ สุกรท่ีมีสุขภาพดีมกัพบการปนเป้ือนของเช้ือโดยไม่แสดงอาการเจ็บป่วย  แต่
จะเป็นพาหะของโรคโดยจะขบัถ่ายอุจจาระท่ีมีเช้ือน้ีออกมาเม่ือถ่ายทอดไปสู่คนท าให้แสดงอาการเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท่ีรุนแรงออกมาได ้ นอกจากน้ีอาจยงัไดรั้บเช้ือทางออ้มจากการรับประทานอาหารท่ีผา่นการปรุงท่ี
ไม่ถูกสุขลกัษณะ  (ศุภร องัศุจินดา.  2549)  ปริมาณเช้ือท่ีท าให้เกิดโรคข้ึนอยูก่บัสภาพร่างกายของ
ผูป่้วย โดยทัว่ไปแลว้ค่าเฉล่ียจ านวนเช้ือท่ีท าให้เกิดอาการของโรคอาหารเป็นพิษประมาณ 105-106 
เซลล์ อย่างไรก็ตามในการระบาดของโรคอาหารเป็นพิษพบว่ามีจ  านวนเช้ือเพียง 103 เซลล์ ก็
สามารถท าให้เกิดอาการของโรคได ้  อาการของโรคจะเกิดข้ึนภายหลงัจากรับเช้ือเขา้ไป  8-42  
ชัว่โมง  มีอาการป่วย  2-3 วนั  โดยมีอาการดงัน้ี  เป็นตะคริวท่ีทอ้ง  ทอ้งเสีย  คล่ืนไส้  อาเจียน  
(บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)   
 2.5.1.2  Campylobacter spp.  

Campylobacter spp. เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  รูปร่างเป็นเกลียว (curved or 
spiral formed) มีขนาดเล็ก (กวา้ง 0.2-0.9 ไมโครเมตรและยาว 0.2-0.9 ไมโครเมตร) เคล่ือนท่ีโดยใช้
แฟลกเจลลา  มีความตอ้งการออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย (microaerophilic) อุณหภูมิท่ีเหมะสมต่อการ
เจริญเติบโตอยู่ระหวา่ง 37–46  องศาเซลเซียส  แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะแก่การเจริญคือ ประมาณ 46  
องศาเซลเซียส  เช้ือน้ีจะมีอายุอยูไ่ดเ้พียง 2–3 วนัเม่ืออยูภ่ายนอกโฮสต ์ (คมแข  พิลาสมบติั.  2550) 
Campylobacter spp. จดัวา่เป็นแบคทีเรียก่อโรคในสัตวแ์ละติดต่อไปยงัมนุษย ์สายพนัธุท่ีก่อโรคใน
มนุษย ์คือ C. jejuni และ C. coli ซ่ึงทั้งสองสายพนัธ์ุน้ีสามารถผลิตสารพิษ enterotoxin และ 
cytotoxin ซ่ึงเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ โดยสารพิษท าให้เกิดการกระตุน้การ
หลัง่ของเหลวในล าไส้ของสัตวท์ดลอง (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549)  การระบาดของโรคท่ีพบใน
มนุษยส่์วนใหญ่เกิดจากการบริโภคอาหารต่างๆ เช่น นมท่ีผา่นการความร้อน ผกัดิบและเน้ือสัตวท่ี์
ปรุงไม่สุก โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเน้ือสัตวปี์ก อย่างไรก็ตามถึงแม ้Campylobacter spp. จะมีแหล่งการ
ปนเป้ือนหลายแหล่ง แต่แหล่งการปนเป้ือนท่ีส าคญั คือสัตวปี์ก เช้ือ Campylobacter spp.  เพียง  
500 เซลลก์็สามารถก่อโรคได ้ โดยผูป่้วยไดรั้บเช้ือจากการรับประทานอาหารเป็นเวลา  2-5  วนั  แต่
บางคร้ังอาจนานถึง  2  สัปดาห์  อาการหลกัท่ีพบคือ  ถ่ายเหลวอยา่งมาก  คล่ืนไส้และอาเจียน  มีไข ้ 
ปวดศีรษะ  หนาวสั่น  บางรายถ่ายเป็นเลือด  (บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)   

2.5.1.3  Yersinia enterocolitica   
เป็นแบคทีเรียท่ีจดัอยูใ่นตระกลู Enterobacteriaceae  เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 

ท่อนสั้น  ไม่สร้างสปอร์  เคล่ือนท่ีโดยแฟลกเจลลาท่ีอุณหภูมิต ่าว่า  37  องศาเซลเซียส  สามารถ
เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส  โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 29  องศาเซลเซียส   
บางคร้ังพบวา่สามารถเจริญในอุณหภูมิต ่าหรือในตูเ้ยน็  สามารถมีชีวิตภายหลงัการแช่แข็ง และการ
ละลายอาหาร (thawing) แบคทีเรียชนิดน้ีสามารเจริญเติบโตในช่วงอุณหภูมิท่ีกวา้ง คือ 4–42   
องศาเซลเซียส  สายพนัธ์ุทีท าให้เกิดโรคในมนุษยมี์ 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Y. pestis, Y. pseudotuberculosis 
และ Y. enterocolitica แหล่งการปนเป้ือนท่ีส าคญัของสายพนัธ์ุท่ีท าให้เกิดโรคในมนุษยม์าจากสุกร 
สามารถแยกเช้ือ Y. enterocolitica และ Y. pseudotuberculosis ไดจ้ากสุกรท่ีมีสุขภาพดี แต่พบ  
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Y. enterocolitica บ่อยกว่า โดยมกัพบบริเวณต่อมทอนซิลของซากสุกร ซ่ึงพบมากถึง 106 cfu/g   
ท าให้เกิดโรค Yersiniosis (Van Damme et al.  2015)  อาการของโรคคือ  ปวดบริเวณทอ้งนอ้ย  
ทอ้งเสีย  คล่ืนไส้ อาเจียน มีไข ้ อาการจะเกิดข้ึนภายหลงัการรับเขา้ไปเป็นเวลา  24-30  ชัว่โมง  โดย
มีอาการป่วยประมาณ  2-3  วนั  (บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)   

2.5.1.4. Escherichia  coli   
E. coli  อยู่ในตระกูล Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถ

เจริญเติบโตไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) โดยทัว่ไปมกัพบใน
ระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตวเ์ลือดอุ่น โดยท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ  กลุ่มท่ีท าให้เกิด
โรค เรียกวา่ enteropathogenic E. coli (EC) ซ่ึงประกอบไปดว้ย 5 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่  

(1)  กลุ่มท่ีท าให้เกิดโรคในทางเดินอาหาร (enteropathogenic E. coli  
เขียนยอ่วา่ EPEC)  

(2)  กลุ่มท่ีสร้างสารพิษข้ึนในทางเดินอาหาร (enterotoxigeric E. coli     
เขียนยอ่วา่ ETEC)  

(3)  กลุ่มท่ีท าใหเ้กิดเลือดออกในทางเดินอาหาร (enterohemorrhagic E. coli 
เขียนยอ่วา่ EHEC)  

(4)  กลุ่มท่ีท าลายเซลลใ์นระบบทางเดินอาหาร (enteroinvasive E. coli เขียน
ยอ่วา่ EIEC)  

(5)  กลุ่มท่ีท าใหเ้กิดการรวมตวัของเซลลเ์ยือ่บุผนงัล าไส้ (enteroaggregative 
E. coli เขียนยอ่วา่ EAggEC) (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549)    

E. coli O157:H7 เป็นเช้ืออีกชนิดหน่ึงท่ีเป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดโรค
ระบาดเน่ืองจากการบริโภคเน้ือสัตว ์และมีแนวโนม้พบการระบาดของโรคเพิ่มข้ึน การระบาดของ
โรคส่วนใหญ่มีสาเหตุมากจากการบริโภคเน้ือโค   นอกจากน้ียงัพบการปนเป้ือนในแมวและสุนขั 
แต่มีรายงานค่อนขา้งนอ้ย   E. coli O157:H7 สามารถมีชีวิตรอดบนเน้ือโคไบซนัเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ 
5  องศาเซลเซียส  แต่ไม่มีการเจริญเติบโตหรือเพิ่มจ านวน  แต่พบการเพิ่มจ านวนของเช้ือดงักล่าว
บนเน้ือโคไบซนัท่ีเก็บเน้ือไวอุ้ณหภูมิ 10  องศาเซลเซียส  และพบวา่เช้ือยงัสามารถเพิ่มจ านวนได้
นานถึง  12  วนั  ในเน้ือโคบดท่ีอุณหภูมิ –20  องศาเซลเซียส  พบวา่เช้ือมีชีวิตรอดแต่ไม่เพิ่มจ านวน 
(Li and Logue.  2005)  โรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดจาก E. coli O157:H7 ท าให้เกิดอาการในเด็กท่ี
เรียกวา่ “Hemorrhagic colitis” ผูป่้วยจะมีอาการทอ้งเดิน ถ่ายเป็นเลือดและปวดทอ้ง ท าให้ถึงตายได ้
และยงัท าให้เกิดโรค “hemolytic uremic syndrome” เป็นผลให้ไตวายฉบัพลนัในเด็ก และยงัท าให้
เกิดอนัตรายกบัสมองส่วนกลาง (central nervous system) ด้วย ซ่ึงอาการเหล่าน้ีพบในผูป่้วย 
หลงัจากรับประทานแฮมเบอร์เกอร์ท่ีปรุงไม่สุก   E. coli ท่ีสร้างสารพิษ verotoxin จะมีระยะการฟัก
ตวัของโรคประมาณ 1-4  วนัและระยะเวลาของการเป็นโรค 5-10  วนั ปริมาณเช้ือท่ีท าให้เกิดโรค 
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(the infection dose) ต ่ามาก ประมาณ 1000 เซลล/์กรัม ซ่ึงการถ่ายทอดเช้ือโรคสามารถถ่ายทอดจาก
คนหน่ึงไปสู่อีกคนหน่ึงได ้บางรายงานกล่าววา่การบริโภคอาหารท่ีมีเช้ือปนเป้ือนเพียงนอ้ยกวา่ 10 
เซลลส์ามารถท าใหเ้กิดโรคได ้(Carney et al. 2006; บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)    

2.5.1.5  Listeria  monocytogenes 
L. monocytogenes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน ไม่สร้างแคปซูล

และสปอร์ สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) สามารถ
สร้างกรดแต่ไม่สร้างแก๊ส เช้ือสามารถเคลื่อนที่ได้เมื่อเจริญในสภาวะที่มีอุณหภูมิต  ่า โดยใช้
แฟลกเจลลาท่ีอยู่รอบๆตวั ท่ีมีอยู่ประมาณ 2-3 เส้น   สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้
ของเกลือสูง ปัจจุบนัเช้ือ Listeria spp. ประกอบไปดว้ย 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ L. monocytogenes , L. innocua , 
L. ivanovii , L. seelingeri , L. welshimeri , L. grayi ส่วน L. murrayi รวมอยูใ่น L. grayi  พบวา่
เฉพาะ L. monocytogenes และ L. ivanovii เท่านั้นท่ีก่อโรคในคนและสัตว ์ L. monocytogenes 
สามารถเจริญในช่วงอุณหภูมิกวา้ง ตั้งแต่ 0–42  องศาเซลเซียส  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 30–35  
องศาเซลเซียส  เช้ือ  L. monocytogenes  มกัพบทัว่ไปในธรรมชาติ และสภาพแวดลอ้ม สามารถแยก
เช้ือไดจ้ากดิน หญา้หมกั (silage) ผกั อุจจาระของมนุษย ์และสัตว ์ มกัพบการปนเป้ือนของเช้ือใน
มูลไก่ นอกจากน้ียงัสามารถแยกเช้ือไดจ้ากไก่สด ไก่แช่แข็ง และยงัพบเช้ือในเคร่ืองในสุกร และใน
คนงานโรงฆ่าสัตว ์ซ่ึงพบวา่มนุษยเ์ป็นพาหะในการแพร่กระจายเช้ือโดยไม่มีอาการเจ็บป่วยและยงั
พบเช้ือน้ีในนมท่ีผา่นการพาสเจอร์ไรซ์อีกดว้ย การระบาดของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ L. monocytoges 
จากการบริโภคอาหารท่ีปนเป้ือนเช้ือเรียกวา่ Listeriosis การเกิดพิษของ Listeriosis ในคนเช่ือว่า
แบคทีเรียผ่านเขา้สู่ทางเดินอาหาร แล้วเกาะกับเซลล์ของล าไส้พร้อมกบัขบัสารบางอย่างท่ีเป็น
โปรตีนและมีคุณสมบัติป้องกันตนเองจากการท าลายของเม็ดเลือดขาว โดยอาศัยกลไกการ
ช่วยเหลือของสารพิษคือ เบตา-เฮโมไลซิน (beta-haemolysin) ท่ีเรียกว่าลิสเตอไลโอไลซินโอ 
(listeriosin O หรือเรียกช่ือยอ่วา่ LLO) ท าให้แบคทีเรียเขา้มาอยูใ่นแวคคิวโอล (Vacuoles) แต่การท่ี
แบคทีเรียจะเพิ่มจ านวนข้ึนภายในเซลลข์องเจา้บา้นไดน้ั้น แบคทีเรียตอ้งออกจากแวคคิวโอล เพราะ
เมด็เลือดขาวจะก าจดัจ านวนแวคคิวโอลโดยการกินแบบฟาโกไซโตซิส (phagocytosis) แบคทีเรียท่ี
ออกจากแวคคิวโอลจะเขา้ไปในส่วนอ่ืนๆ ของเซลล์ และสามารถเดินทางจากเซลล์หน่ึงไปยงัอีก
เซลล์หน่ึงได ้พร้อมกบัท าลายเซลล์หรือเน้ือเยื่อ ท าให้เกิดการอกัเสบของเยื่อหุ้มสมอง เขา้ท าลาย
มดลูก ต่อมน ้าเหลือง ทารกในครรภ ์และก่อให้เกิดการติดเช้ือในกระแสโลหิต จึงเป็นผลให้มีอตัรา
การตายสูง นอกจากน้ียงัมีอาการติเช้ือในกระแสเลือด บางรายมีอาการคล่ืนไส้ ปวดทอ้ง ทอ้งเดิน 
อยูน่านถึง 72 ชัว่โมง ก่อนมีอาการอ่ืนๆตามมาอีก (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549)  
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2.5.1.6 Staphylococcus  aureus 
 เป็นแบคทีเรียท่ียอ้มติดสีแกรมบวก รูปร่างกลม (cooci) สร้างเอนไซม ์

coagulase ไม่สามารถเคล่ือนท่ีได้ เจริญได้ทั้งในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ (facultative 
anaerobe)  S. aureus สามารถสร้างสารพิษ staphylococcal enterotoxins (SEA) มีคุณสมบติัทน
ความร้อน ทนต่อการย่อยของเอนไซม์ท่ีย่อยโปรตีนท่ีพบในระบบทางเดินอาหารของมนุษย ์ช่วง
อุณหภูมิท่ีแบคทีเรียสามารถสร้างสารพิษอยูใ่นช่วง 10 – 46  องศาเซลเซียส  แต่ท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ 
35-40 องศาเซลเซียส  (บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552) ในสภาวะท่ีเหมาะสมสารพิษเอนเทอโรทอกซิน 
(enterotoxins) สามารถผลิตไดภ้ายในเวลา 4 -6 ชัว่โมง การเกิดโรคอาหารเป็นพิษ เกิดจากสารพิษ
เอนเทอโรทอกซินท่ี S. aureus สร้างข้ึนและขบัออกมานอกเซลล์ Staphylococcus แต่ละสายพนัธ์ุ
สามารถสร้างเอนเทอโรทอกซินหลายชนิด เช่น เอนเทอโรทอกซิน A (SEA) และ B (SEB) โดย
พบว่าสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษส่วนใหญ่เกิดจาก เอนเทอโรทอกซิน A ส่วน เอนเทอโรทอกซิน B 
พบวา่ก่อให้เกิดโรคเป็นส่วนน้อย อาหารท่ีเก็บในตูเ้ยน็ท่ีมีอุณหภูมิสูงกวา่ 7  องศาเซลเซียส  เช้ือ
สามารถเจริญเติบโตได้และสามารถสร้างสารพิษเอนเทอโรทอกซิน  ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี
สามารถเจริญได ้อยู่ในช่วง 4.2-9.3 และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ คือ 6.8-7.2 
แบคทีเรียชนิดน้ีทนต่อเกลือท่ีมีความเขม้ขน้สูง ทนต่อเกลือไนไตรท ์และสามารถเจริญไดใ้นสภาวะ
ท่ีมีค่า aw ต ่าถึง 0.83 ค่า aw ท่ีเหมาะสมในการเจริญของเช้ือและสร้างสารพิษอยู่ในช่วง 0.95-0.9 
สามารถพบการปนเป้ือนทัว่ไปในอากาศ ฝุ่ น น ้ า นม อุปกรณ์ต่างๆ มนุษยแ์ละสัตว ์ผูป้ฏิบติังานท่ี
สัมผสัอาหาร มักพบแบคทีเรียในโพรงจมูก ล าคอ ผมและผิวหนัง   อาการโรคอาหารเป็นพิษ
เน่ืองมาจากเช้ือ S. aureus มกัเกิดข้ึนแบบเฉียบพลนัคือ มีอาการอาเจียน ทอ้งเสีย นอกจากน้ียงัพบวา่
มีอาการคล่ืนไส้ ปวดทอ้ง ปวดหัว กล้ามเน้ือเป็นตะคริว มีไข ้ในรายท่ีมีอาการรุนแรงจะพบว่ามี
อุจจาระมีมูกเลือดปนออกมา ส่วนใหญ่แลว้อาการของโรคจะเกิดภายหลงัการบริโภคอาหารท่ีมีการ
ปนเป้ือนของเช้ือ 1-6  ชัว่โมง อตัราการตายต ่ามาก ส่วนมากการเสียชีวิตมกัพบในเด็กและผูสู้งอาย ุ
(สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549; บุษกร  อุตรภิชาติ.  2552)  

 
 2.5.2  มาตรฐานทางด้านจุลนิทรีย์ในเนือ้สุกร 

 จุลินทรียท่ี์อาจปนเป้ือนเน้ือสุกร ตอ้งเป็นไปตามเกณฑท่ี์ก าหนดดงัน้ี 
 2.5.2.1  จ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมด ตอ้งไม่เกิน 5 x 105 โคโลนี (CFU) ต่อตวัอยา่ง 1 

กรัม วธีิทดสอบใหป้ฏิบติัตาม AOAC (2000)  ขอ้  966.23C หรือวธีิการทดสอบท่ีเทียบเท่า 
2.5.2.2  Coliform organisms  ก าหนดค่า Most Probable Number (MPN) ต่อ

ตวัอยา่ง  1 กรัม ตอ้งไม่เกิน 5 x 103 วธีิทดสอบให้ปฏิบติัตาม AOAC (2000) ขอ้ 966.24 หรือวิธีการ
ทดสอบท่ีเทียบเท่า 
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 2.5.2.3  Salmonella  spp.  ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง  25 กรัม วิธีทดสอบให้ปฏิบติั
ตาม AOAC (2000) ขอ้ 967.26 หรือวธีิการทดสอบท่ีเทียบเท่า 

 2.5.2.4  S. aureus  ก าหนดค่า Most Probable Number (MPN) ต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
ตอ้งไม่เกิน 1 x 102 วิธีทดสอบให้ปฏิบติัตาม AOAC (2000) ขอ้ 977.55 หรือวิธีการทดสอบท่ี
เทียบเท่า (มาตรฐานสินคา้เกษตร (มกษ 6700-2547) เน้ือสุกร. 2547)  
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บทที ่ 3 

วธีิด ำเนินงำนวจิัย 
 

3.1  สำรทดสอบ 
 
  สารสกดักระเจ๊ียบแดงในรูปแบบสกดัด้วยเอทานอล ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร. 
มณทินี ธีรารักษ ์ ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระ
จอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 
 การเตรียมสารสกดักระเจ๊ียบแดง โดยการน ากลีบดอกกระเจ๊ียบแดงน าไปอบดว้ยตูอ้บลมร้อน
ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นน ากระเจ๊ียบแดงมาสกดัโดยแช่ในเอทานอล
ความเขม้ขน้ร้อยละ 95 ในอตัราส่วนของกระเจ๊ียบแดงต่อตวัท าละลาย 1 : 9 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร 
สกดัโดยการแช่ตวัอย่างในตวัท าละลายเป็นเวลา 3 วนั จากนั้นกรองสารสกดัผ่านกระดาษกรอง 
whatman No.1 แล้วน าไประเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary 
evaporator) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จากนั้นเก็บสารสกดัที่ได้ในขวดสีชาที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ส าหรับใชใ้นการวิเคราะห์ต่อไป  ซ่ึงคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ของสาร
สกดักระเจ๊ียบแดงแสดงดงัตารางท่ี  3.1  
 

ตำรำงที ่3.1  คุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระเบ้ืองตน้ของสารสกดักระเจ๊ียบแดง 

ส่ิงท่ีตรวจวิเคราะห์ ค่าท่ีได ้
1.  ปริมาณฟีนอลิกทั้งหมด (mg GAE/น ้าหนกัแหง้ 100 g) 675.80 
2.  ความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระโดยวธีิ DPPH: IC50 (ppm)  932.25 
3.  ความสามารถในการรีดิวซ์: EC50 (ppm) 937.20 
4.  ความสามารถในการยบัย ั้ง lipid peroxidation: IC50  (ppm) 217.07 
ทีม่ำ : คมแข พิลาสมบติั และมณทินี ธีรารักษ ์ (2557) 
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3.2  จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในกำรทดสอบ 

 
 จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการทดสอบมีทั้งหมด  19  สายพนัธ์ุ  แบ่งออกเป็น  3  กลุ่มคือ  แบคทีเรียท่ี
ก่อให้เกิดโรค  แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสียและแบคทีเรียอ่ืนๆ  ซ่ึงแสดงการติดสีแกรมของ
แบคทีเรีย  อาหารท่ีใชใ้นการเจริญเติบโตและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ  ดงัแสดงในตารางท่ี  3.2   
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ตำรำงที่ 3.2  แบคทีเรียทดสอบ ชนิดแบคทีเรีย อาหารท่ีใช้เล้ียง และอุณหภูมิส าหรับการเจริญของ   
       แบคทีเรีย 

เช้ือทดสอบ 
การติดสี
แกรม 

อาหาร 
อุณหภูมิ 

(๐C) 
แบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรค    
Salmonella Typhimurium TISTR 292 - TSB-YE 37 
Staphylococcus aureus TISTR 118 + TSB-YE 37 
Escherichia coli  TISTR 780 - TSB-YE 37 
Listeria innocua  ATCC 33090T + TSB-YE 37 
Aeromonas hydrophila TISTR 1321 - TSB-YE 30 
แบคทเีรียทีก่่อให้เกดิกำรเน่ำเสีย    
Pseudomonas fluorescens JCM 5963T - TSB-YE 26 
Pseudomonas fluorescens TISTR 358 - TSB-YE 26 
Lactobacillus plantarum  1149 + MRS 30 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157T + MRS 30 
Lactobacillus sakei TISTR 890 + MRS 37 
Lactobacillus plantarum ATCC 14947 + MRS 30 
Lactococcus cremoris TISTR 1344 + MRS 30 
Lactococcus lactis 19435 + MRS 30 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 
6124T 

+ MRS 30 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides TISTR 
942 

+ MRS 30 

Enterococcus faecalis TISTR 888 + MRS 37 
Streptococcus sp. TISTR 1030 + MRS 30 
แบคทเีรียอืน่ๆ    
Bacillus coagulans  TISTR 1447 + TSB-YE 37 
Bacillus subtilis JCM 1465 + TSB-YE 37 
ATCC =   American Type Culture Collection, Rockville, Md 
JCM =   Japanese Culture of Microorganism, Wako, Japan 
TISTR =   Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Thailand 
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3.3  อปุกรณ์และเคร่ืองมอื  
1)  เคร่ืองสับผสม  (K41RaS, Seydelmann, Seydelmann, Germany)   
2)  เคร่ืองชัง่ชนิดหยาบ  (Tanita model 1144, Tanita Corporation, Japan) 
3)  เคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด  (Sartorius, Basic, Sartorius Stedim Biotech GmbH , Germany) 
4)  ตูเ้ข่ียเช้ือ Laminar Flow  (Dwyer model merk II, Corporate HQ Michigan city , USA) 
5)  ตูบ้่มเพาะเช้ือจุลินทรีย ์ (WTB Binder model BD, BINDER GmbH , Germany) 
6)  ตูอ้บเคร่ืองแกว้  (Hot-air oven, Memmert model CM500, Memmert  GmbH , Germany) 
7)  หมอ้น่ึงความดนัส าหรับฆ่าเช้ือ 

 (Auto clave,  Hirayama model HVE 50, Hariyama  manufacturing corporation , Japan) 
8)  อ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิ  (Water Bath, Memmert, Memmert GmbH ,Germany)            
9)  เคร่ืองผสมสารละลาย  (Vortex Mixer KMC-1300V, Vision Sciencyific co. ltd., Korea) 
10)  เคร่ืองตีป่นไฟฟ้า   (Stomacher Bag Mixer 400 model VW, Vision  Scientific , France) 
11)  ไมโครเวฟ  (Toshiba model ER-G8C, Toshiba Thailand, Thailand ) 
12)  Multipipette  (CappAero96 Multichanel pipette C20-8, Capp, Capp Brand, Denmark )  
13)  Autopipette  (Capp Aid pipette controller PA-100, Capp, Capp Brand, Denmark) 
14) ไมโครปิเปต ขนาด 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร (Finnpipette F3, Thermo Scientific, USA) 
15)  เคร่ืองวดัค่าสี  (Hunterlab Mini Scan EZ LAV, Hunter Associates   Laboratory, Inc , USA) 
16)  เคร่ือง Homogenizer  (Ultra tarrax model IKA T25 digital, IKA group, Germany) 
17)  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง   (Shimadzu model UV–1601, Shimadzu Corparation , Japan) 
18)  เคร่ืองวดัค่า กรด-ด่าง  (Mettler Toledo model SG-2, Mettler Toledo International Inc., 

  Switzerland) 
19)  เคร่ืองหมุนเหวีย่ง (Centrifuge)  (Beckman Coulter model Avanti J-E, Beckman coulter 

   company , USA) 
20)  เคร่ืองปิดผนึกดว้ยความร้อน  (SK-310, Dako, Impulse sealer , Korea) 
21)  กระดาษกรองเบอร์  1  (Whatman, SIGMA-ALDRICH, England) 

 
3.4  อำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคมี 

1)  Agar       (Criterion, USA) 
2)  Baird-Parker agar     (Merck, Germany) 
3)  Chromocult      (Merck, Germany) 
4)  Hekoten-Entero-Agar     (Merck, Germany) 
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5)  Malt extract      (Merck, Germany) 
6)  Lysine-Indole-Motility (LIM)  medium   (Difco, USA) 
7)  MRS broth      (Merck, Germany) 
8)  Plate count agar      (Merck, Germany) 
9)  Simmons citrate agar     (Merck, Germany) 
10)  Tryptic Soy Broth (TSB)    (Merck, Germany) 
11)  Triple sugar iron (TSI) agar    (Merck, Germany) 
12)  Yeast extract granulated     (Merck, Germany) 
13)  Mueller Hinton Broth (MHB)    (Merck, Germany) 
14)  Potassium tellurite-hydrate    (Merck, Germany) 
15)  2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)   (Sigma, Germany) 
16)  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman- 
   2-carboxylic acid   (Trolox)        (Sigma, Germany) 
17)  Ethanol 99%      (Merck, Germany) 

    18)  Methanol      (Merck, Germany) 
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ในการทดลองคร้ังน้ีแบ่งออกเป็น 3 การทดลอง ดงัน้ี 
วตัถุประสงค์ กจิกรรม 

การทดลองท่ี  1 
ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ                
แบคเทอริโอซิน  KL-1  ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียท่ี
ท าใหอ้าหารเน่าเสีย 

1.1  ทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค
และแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสียของสารสกดั
จากดอกกระเจ๊ียบแดง   โดยวิธี   Agar well  
diffusion method 
1.2  ศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งแบคทีเรีย
โดยศึกษาค่าความเข้มข้นต ่ าสุดในการยบัย ั้ ง
แบคทีเรีย (Minimum inhibition concentration,  
MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าแบคทีเรีย
(Minimum bactericidal concentration,  MBC) 
1.3  ศึกษาการท างานเสริมฤทธ์ิกนั (Synergistic 
testing) ของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง
ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน  KL-1  ท่ีมีผลต่อการ
ย ับย ั้ งการ เจ ริญของ เ ช้ือ เ ป้ าหมาย  โดยวิ ธี 
Checker board broth 
1.4  ศึกษาระยะเวลาท่ีสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบ
แดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  สัมผสัเช้ือต่อ
การลดลงของจ านวนเช้ือ S. aureus และ  
S. Typhimurium  โดยศึกษาจ านวนเช้ือท่ีมีชีวิต
รอดและจ านวนเซลล์ท่ีบาดเจ็บ (Cell stress) 
ของเช้ือบริสุทธ์ิ (In vitro) 

การทดลองท่ี  2   
ผลของสา รสกัดจ า กดอกกระ เ จ๊ี ยบแดง   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัใน
การยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในเน้ือสุกรบด  

โดยเลือกความเข้มข้นของสารสกัดจากดอก
กระเจ๊ียบแดงท่ีสรุปไดจ้ากการทดลองท่ี  1  เติม
ในเน้ือสุกรบด  เก็บรักษาในถาดโฟมท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  สุ่มตวัอยา่งเพื่อหาจ านวนเช้ือท่ี 
0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

2.1  เติมเช้ือ S. aureus 
2.2  เติมเช้ือ  S. Typhimurium 
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การทดลองท่ี  3   
ผลของสา รสกัดจ า กดอกกระ เ จ๊ี ยบแดง                   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัต่อ
คุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือ
สุกรบด 

 

3.1  ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัต่อ
คุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกร
บดแช่เยน็ 4 องศาเซลเซียส  บรรจุใส่ถาดโฟม
เก็บรักษานาน  10  วนั  ดงัน้ี  

3.1  คุณภาพดา้นจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ 
-  จุลินทรียท์ั้งหมด 
-  จุ ลินทรีย์ท่ีชอบอุณหภู มิต ่ า  

(Psychrophilic) 
-  ยสีตแ์ละรา 
-  Coliforms และ E. coli   

     3.2  คุณภาพดา้นกายภาพ ไดแ้ก่ 
-  ค่าสี (L*a*b*) 
-  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

3.2  ศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัต่อ
เน้ือสุกรบดแช่แข็ง  -20  องศาเซลเซียส  บรรจุ
ใส่ถุงเยน็  ปิดผนึกดว้ยความร้อน  เก็บรักษานาน  
4  เดือน  ศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระด้วยวิธี  
DPPH (1,1-Diphenyl-2 picrylhydrazyl) 

 

3.5  วธิีด ำเนินงำนวจิัย 
 3.5.1  กำรทดลองที ่ 1  ผลของสำรสกดัจำกดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ใน
กำรยบัยั้งกำรเจริญของแบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรค และแบคทเีรียทีท่ ำให้อำหำรเน่ำเสีย 

(1)  วธีิการเตรียมจุลินทรีย ์
จุลินทรียท่ี์ใช้ในการศึกษาแสดงในตารางท่ี 3.2 ไดจ้ากห้องปฏิบติัการจุลินทรีย ์

โดยท าการจดัเก็บ stock culture ไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เม่ือตอ้งการท าการทดลอง น า stock culture 
มาละลายน ้ าแข็ง และเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมกบัเช้ือแต่ละชนิด เป็นเวลา 22-24 ชัว่โมง 
เพื่อให้เช้ืออยูใ่นสภาวะ late log phase (non-stressed cells) ตามวิธีของ Tangwatcharin et al. (2006) 
จากนั้นเตรียมสารละลายแบคทีเรียให้มีความเขม้ขน้แบคทีเรีย 108 cfu/ml (McFarland standard of  0.5) 
เพื่อน าไปใชใ้นการทดลอง 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(2)  วธีิการเตรียมแบคเทอริโอซิน 
แบคเทอริโอซินท่ีใช้ในการทดสอบได้จากการแยกเช้ือ  L. plantarum KL-1   

ท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซิน  วิธีการเตรียมแบคเทอริโอซินดงักล่าว  น ามาเล้ียงในอาหาร  
MRS broth ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อยละ  1  บ่มท่ีอุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  
18  ชัว่โมง  น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ  4000 รอบ/นาที  อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส เป็นเวลา  20  นาที  
น าเฉพาะส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือไปต้มเป็นเวลา  10  นาที  จากนั้นเตรียมความเขม้ขน้ของ 
แบคเทอริโอซินโดยท าการเจือจางแบบ two fold dilution  ซ่ึงส่วนใสท่ีน ามาใชคื้อ แบคเทอริโอซิน  
KL-1 น าส่วนใสท่ีไดท้  าการการทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยวิธี spot-on-lawn ท่ีดดัแปลงจาก 
Ennahar et al. (1999) เทอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะส าหรับเช้ือทดสอบท่ีมีวุน้ (agar) ร้อยละ  1.5  
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือแลว้ทิ้งไวใ้ห้วุน้แข็งตวั จากนั้นถ่ายเช้ือ L. sakei subsp. sakei 
JCM 1157 ท่ีตอ้งการทดสอบปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีวุน้ร้อยละ 1 ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร ท่ีหลอมตวัและมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส ผสมให้เขา้กนัแลว้เททบัลงในจาน
เพาะเช้ือท่ีเตรียมไว ้ปล่อยทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที เพื่อให้อาหารแข็งตวั จากนั้นน าแบคเทอริโอซิน 
KL-1 ท่ีได ้ ดูดส่วนใสมาท าให้เจือจางลงคร้ังละ 2 เท่าอยา่งต่อเน่ืองกนัดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 
น าส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละความเจือจางปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหน้าของ
อาหารเล้ียงเช้ือที่ เต รียมไว ้รอจนกระทั่งหยดน ้ าส่วนใสท่ีหยดลงบนผิวหน้าของอาหารเล้ียงเช้ือ
แหง้ หลงัจากนั้นน าจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเช้ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง การ
อ่านผลให้ดูจากบริเวณใสท่ีเกิดข้ึนจากผลการถูกยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียในแต่ละความเจือจางลงไป 
ซ่ึงสามารถค านวณค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีอยูใ่นน ้ าส่วนใสต่อแบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิดเป็น 
arbitrary unit (AU/ml) โดยค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินคือค่าความเจือจางสูงสุดของอาหารเล้ียง
เช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใสซ่ึงยงัสามารถสังเกตเห็นบริเวณใส (clear zone) ท่ีเกิดจากการถูกยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบ โดยค านวณไดจ้าก (1000/10)D เม่ือ D เท่ากบัค่าความเจือจางสูงสุดของอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใส (Parente et al. 1995) 

3.5.1.1  กำรทดลองที่ 1.1  ทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ี
ท าให้อาหารเน่าเสียของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  โดยวิธี  Agar well  diffusion method   ตาม
วิธีของ Perez et al.  (1990) ท าการเจือจางสารสกดัแบบ two fold dilution โดยมีระดบัความเขม้ขน้
ของสารสกดั 4 ระดบั ไดแ้ก่ 50, 25, 12.5  และ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร โดยผสมสารละลายแบคทีเรีย
ในอาหารปริมาตร  25  มิลลิลิตร  จะไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยในจานอาหาร 5x105 cfu/ml  เจาะหลุมดว้ย 
cork-borer (เส้นผ่าศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร) ปิเปตสารสกดัลงในหลุมปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิเหมาะสมของเช้ือทดสอบ (ตารางท่ี 3.2) เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ท าการทดลองจ านวน 3 ซ ้ า 
วดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของ inhibition zone หน่วยมิลลิเมตร (รวมกบัเส้นผา่ศูนยก์ลางของหลุม)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



41 

 

3.5.1.2  กำรทดลองที ่1.2  ศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง
ท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งแบคทีเรียโดยศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดในการยบัย ั้งแบคทีเรีย (Minimum 
inhibition concentration,  MIC) และความเขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าแบคทีเรีย  (Minimum bactericidal 
concentration,  MBC) ดว้ยวิธี broth microdilution method ตามวิธีของ CLSI M7-A4 (2002) น าเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคชนิดท่ีถูกยบัย ั้งจากการทดลองท่ี 1.1 มาท าการศึกษา ท าการเตรียมสารปิเปตลงใน
หลุมของไมโครเพลท โดยมีล าดบัการใส่ ดงัน้ี 

 - ใส่สารสกดัความเขม้ขน้แต่ละระดบัลงในหลุมปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
 - ใส่อาหาร 2x TSB ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
 - ใส่อาหาร 1x TSB ปริมาตร 120 ไมโครลิตร 
 - ใส่เช้ือแบคทีเรียก่อโรคจากการทดลองท่ี 1.1 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ให้มี

ระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ยใน microplate 5 x 105 cfu/มิลลิลิตร โดยเตรียมกลุ่มควบคุมตวัอย่างละ 3 
แบบ ดงัน้ี 

 1) growth control คือ อาหารเล้ียงเช้ือ TSB + แบคทีเรีย 
 2) negative control คือ ตวัท าละลาย + อาหารเล้ียงเช้ือ TSB + แบคทีเรีย 
 3) sterile control คือใส่เฉพาะอาหารเล้ียงเช้ือ 

ปิดฝา microplate เขยา่เบาๆ ให้อาหารและเช้ือผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18 ชัว่โมง แลว้ท าการวดัความขุ่น จากนั้นท าการวิเคราะห์หาค่า MIC, MIC90 และ MBC โดยน า
สารละลายในหลุมของ microplate ท่ีใส ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSA 
แลว้ท าการบนัทึกระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารสกดั  โดยถา้พบการเจริญมากกว่า 500 โคโลนี 
เป็นค่า MIC หากพบการเจริญอยูใ่นช่วง 5-500 โคโลนี เป็นค่า MIC90 และถา้พบการเจริญไม่เกิน 5 
โคโลนี เป็นค่า MBC ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถท าลายแบคทีเรียไดไ้ม่นอ้ยกวา่ร้อยละ 99.9 
ของจ านวนแบคทีเรียเร่ิมตน้ 

3.5.1.3  กำรทดลองที่  1.3  ศึกษาการท างานเสริมฤทธ์ิกนั (Synergistic testing) ของ
สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  ท่ีมีผลต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
เป้าหมาย โดยวเิคราะห์แบบ Checker board broth dilution แบบ two fold dilution ของ MIC ของสาร
แต่ละชนิด  ในสัดส่วน  1 : 1  จ  านวน  7 ระดบั  ไดแ้ก่  สารสกดักระเจ๊ียบแดงความเขม้ขน้  100 ถึง 
0.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  และจากการศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของแบคเทอริโอซิน  KL-1  พบวา่มี
ค่าความเขม้ขน้ในการยบัย ั้งเช้ือ  L. sakei subsp. sakei JCM 1157 เท่ากบั  6400  AU/ml  และท าการ
เจือจางแบบ two fold dilution  จะไดค้วามเขม้ขน้  6400  ถึง 50 AU/ml  ตามวิธีของ  Turgis et al.  (2012)  
ท าการศึกษาการเสริมฤทธ์ิกนัตามวธีิของ Bharadwaj et al. (2003) ท าการทดลองจ านวน 3 ซ ้ า  ท าการ
เตรียมสารปิเปตลงในหลุมของ micro plate ล าดบัการใส่ ดงัน้ี 
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- ใส่สารสกดัความเขม้ขน้แต่ละระดบัลงในหลุมปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
- ใส่แบคเทอริโอซินความเขม้ขน้แต่ละระดบัปริมาตร  50  ไมโครลิตร 
- ใส่อาหาร 2x TSB ปริมาตร 110 
- ใส่เช้ือ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ให้มีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ยใน microplate 

5 x 105 cfu/มิลลิลิตร โดยเตรียมกลุ่มควบคุมตวัอยา่งละ 3 แบบ ดงัน้ี 
1) growth control คือ อาหารเล้ียงเช้ือ TSB + แบคทีเรีย 
2) negative control คือ ตวัท าละลาย + อาหารเล้ียงเช้ือ TSB + แบคทีเรีย 
3) sterile control คือใส่เฉพาะอาหารเล้ียงเช้ือ 
ปิดฝา microplate เขยา่เบาๆ ให้อาหารและเช้ือผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง แลว้ท าการวดัความขุ่น จากนั้นน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปประมวลผลค่า 
MIC, MIC90 และ MBC ของการใชส้ารสกดักระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซินร่วมกนัและวิเคราะห์ค่า 
Fractional inhibitory concentration index (FICI) และ Fractional bactericidal concentration index 
(FBCI) ตามล าดบั โดยมีสูตรในการค านวณหาค่าดชันีเพื่อใชพ้ิจารณาการออกฤทธ์ิเสริมกนั (Lorian.  
2005) ดงัน้ี 

ค่า FICI  = FIC(A) + FIC(B) 
   = [A]/MIC(A) + [B]/MIC(B) 

[A] คือ ค่า MIC ของสาร A ในสารผสมระหวา่งสาร A และสาร B 
[B] คือ ค่า MIC ของสาร B ในสารผสมระหวา่งสาร A และสาร B 
MIC(A) คือ ค่า MIC ของสาร A 
MIC(B) คือ ค่า MIC ของสาร B 

ค่า FBCI  = FBC(A) + FBC(B) 
   = [A]/MBC(A) + [B]/MBC(B) 

 
[A] คือ ค่า MBC ของสาร A ในสารผสมระหวา่งสาร A และสาร B 
[B] คือ ค่า MBC ของสาร B ในสารผสมระหวา่งสาร A และสาร B 
MBC(A) คือ ค่า MBC ของสาร A 
MBC(B) คือ ค่า MBC ของสาร B 

เม่ือค านวณตามสูตรขา้งตน้จะน าค่าดชันีมาแปลผลเพื่อพิจารณาการออก-
ฤทธ์ิเสริมกนั ดงัน้ี 

- FICI หรือ FBCI < 0.5  คือ ออกฤทธ์ิเสริมกนั 
- FICI หรือ FBCI > 0.5 to 1.0  คือ ออกฤทธ์ิเสริมกนับางส่วน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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- FICI หรือ FBCI > 1.0 to <2.0 คือ ไม่ออกฤทธ์ิเสริมกนัหรือขดัขวาง
กนั  

- FICI หรือ FBCI > 2.0  คือ ออกฤทธ์ิขดัขวางกนั 
3.5.1.4  กำรทดลองที่ 1.4   ศึกษาระยะเวลาท่ีสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ 

แบคเทอริโอซิน  KL-1  ต่อจ านวนเช้ือ S. aureus  และ   S. Typhimuriumโดยศึกษาจ านวนเช้ือท่ีมีชีวิต
รอดและจ านวนเซลล์ท่ีบาดเจ็บ (Cell stress) ของเช้ือบริสุทธ์ิ (In vitro)  ตามวิธีของ  Tangwatcharin  
et.  al.  (2006)  โดยเลือกระดบัความเขม้ขน้ต ่าท่ีสุดท่ีสามารถท าลายแบคทีเรียได ้(MBC)  จากการ
ทดลองท่ี 1.2    ท าการวเิคราะห์ปริมาณแบคทีเรียท่ีเหลืออยูภ่ายหลงัสัมผสัสารสกดับนอาหารเล้ียงเช้ือ 
MHA ท่ีระยะเวลา  0, 2, 4, 6, 15, 30, 60, 180, 360, 720  และ  1440  นาที  ส าหรับเช้ือ  (1) S. aureus 
TISTR 118 และ (2) S. Typhimurium TISTR 292 เพื่อหาปริมาณ total culturable cells ของแบคทีเรีย
ทุกชนิดและจุลินทรียท์ั้ งหมด และเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีจ าเพาะกบัเช้ือจุลินทรีย์ชนิดนั้น เพื่อหา
ปริมาณ culturable cells โดยท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง บนัทึก
ปริมาณแบคทีเรียท่ีเหลืออยูภ่ายหลงัสัมผสัสารสกดั น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปประมวลผล และน าเสนอเป็นค่า 
log cfu โดยน าขอ้มูลไปประมวลผล  Population density estimate หาค่า  non-stressed และ stressed cells 
ของแบคทีเรียแต่ละชนิด  ดงัสมการ  

stressed cells         =  total culturable – culturable 
  non-stressed cells =  culturable 
 

3.5.2  กำรทดลองที่  2  ผลของสำรสกัดจำกดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และ
กำรใช้ร่วมกนัในกำรยบัยั้งแบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรคในเนือ้สุกรบด  

(1)  วธีิการเตรียมตวัอยา่ง 
เตรียมตวัอย่างเน้ือสุกรบดโดยใช้เน้ือส่วนสะโพกต่อไขมนัในอตัราส่วนร้อยละ  

90 : 10 ท่ีซ้ือจากโรงฆ่าท่ีไดม้าตรฐาน จงัหวดันครปฐม  ท าการตดัแต่งไขมนัท่ีติดอยูใ่นส่วนสะโพก
ออก  จากนั้นหัน่เน้ือและไขมนัเป็นช้ินเล็กๆ  น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 0-4  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  
12  ชั่วโมง  จากนั้นน าไปบดด้วยเคร่ืองสับผสม  บดให้เขา้กนั   จากนั้นน าไปคลุกกบัสารสกดั
กระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซินท่ีเตรียมไว ้โดยแบ่งออกเป็น  6  กลุ่มการทดลอง (ความเขม้ขน้
สุดทา้ยในเน้ือสุกรบด)  คือ   
  1.  กลุ่มควบคุม (ไม่เติมสารสกดั) 
  2.  กลุ่มท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
  3.  กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1  640  Au/ml 
  4.  กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1  320  AU/ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



44 

 

  5.  กลุ่มท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 
KL-1  640  AU/ml 
  6.  กลุ่มท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 
KL-1  40  AU/ml 
 น าเน้ือสุกรบดแบ่งบรรจุถาดโฟมชนิดโพลีสเตรียรีน (Polystyrene, PS)  ถาดละ  50  กรัม  ใชฟิ้ล์ม
พลาสติกชนิด PVC ปิดทบั  และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ท่ีระยะเวลา 0,  2, 4, 6, 8  และ 
10  วนั 

(2)  วธีิการเตรียมเช้ือทดสอบ  เตรียมเช้ือทดสอบดงัขอ้  (1)  ในขอ้  3.5.1   
3.5.2.1  ศึกษาความสามารถของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  

KL-1  และการใชร่้วมกนัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค  
S. aureus เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   เป็นระยะเวลา  0, 2, 4, 6, 8 และ 10 วนั จากนั้น
ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเช้ือดงักล่าวตามวิธีของ  BAM  (2001)  โดยท าการเติมสารละลายเช้ือ
บริสุทธ์ิท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 103 cfu/g  ในเน้ือสุกรบดทั้ง  6  กลุ่มการทดลอง  น าไปเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน  10  วนั   วิเคราะห์หาจ านวนการมีชีวิตรอดของ   S. aureus ในเน้ือ
สุกรบดท่ีเติมสารสกดัหลงัเติมเช้ือ  โดยสุ่มตวัอยา่งเน้ือสุกรบด น ้าหนกั 25 กรัม ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือ
ใส่ในถุงพลาสติก ละลายในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ   0.85  ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร ตีป่ันให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Stomacher จะไดส้ารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจาง
ตวัอย่าง จนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 และ 1:100000 เป็นตน้) 
จากนั้นดูดสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร Baird-Parker agar (BP)  ท่ีผสม
ไข่แดง ปริมาตร 15 - 20 มิลลิลิตร โดยวิธี Spread plate  รอจนอาหารแข็งแลว้คว  ่าจานเพาะเช้ือ  น า
จานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  นบัจ านวนโคโลนีท่ีมี
ลักษณะกลมนูน สีด าเป็นมัน ผิวเรียบ ขอบขาว มีตะกอนขุ่นรอบ ๆ โคโลนี รายงานผลจ านวน
จุลินทรียเ์ฉพาะจานอาหารเพาะเช้ือท่ีมีจ  านวนระหวา่ง 30–300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g จากนั้น
สุ่มเลือกโคโลนีท่ีสงสัยมาวิเคราะห์การสร้างเอนไซม์ Couagulase test โดยดูด Rabbit plasma 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงบนสไลด์ท่ีท าความสะอาดแลว้ ถ่ายเช้ือลงบนสไลด์ท่ีมีการหยด Rabbit 
plasma แลว้ ท าการ smear สังเกตการเกิดเส้นใยบนสไลด ์

3.5.2.2  ศึกษาความสามารถของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วม  แบคเทอริโอซิน  
KL-1  และการใชร่้วมกนัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค  
S. Typhimurium เก็บรักษาอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   เป็นระยะเวลา  0, 2, 4, 6, 8 และ 10 วนั จากนั้น
ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเช้ือดงักล่าวตามวิธีของ  BAM  (2014)  โดยท าการเติมสารละลายเช้ือ

บริสุทธ์ิท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 103 cfu/g  ในเน้ือสุกรบดทั้ง  6  กลุ่มการทดลอง  น าไปเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นาน  10  วนั  วิเคราะห์หาจ านวนการมีชีวิตรอดของ  S. Typhimurium ในเน้ือ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สุกรบดท่ีเติมสารสกดัแลว้ก่อนเติมเช้ือและหลงัเติมเช้ือ  โดยสุ่มตวัอยา่งเน้ือสุกรบดน ้ าหนกั 25 กรัม 
ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือใส่ในถุงพลาสติก ละลายในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อย
ละ  0.85  ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีป่ันให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง Stomacher จะไดส้ารละลายท่ีมีความ
เขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจางตวัอย่าง จนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 
และ 1:100000 เป็นตน้) จากนั้นดูดสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร  
Hektoen enteric agar (HE) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะ  Novomyocin  โดยวิธี  Spread plate  บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สังเกตโคโลนีสีน ้ าเงินเขียว และตรงกลางมีสีด า กลม 
นูน ผิวเรียบเป็นมนั อาจพบหรือไม่พบจุดตรงกลาง น าโคโลนีไปท าการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี
โดยใชเ้ข็มเข่ียเช้ือโคโลนีท่ีสงสัยไปเพาะลงในอาหาร lysine iron agar (LIA) และ triple sugar iron 
agar slant (TSI) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดูผลปฏิกิริยาทางชีวเคมีใน
หลอด TSI agar slant และ LIA agar เช้ือ Salmonella spp  โดยผลการทดสอบแสดงดงัตารางใน
ภาคผนวก ค  3 
 

3.5.3  กำรทดลองที่  3  ผลของสำรสกัดจำกดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และ
กำรใช้ร่วมกนัต่อคุณภำพทำงจุลนิทรีย์และกำยภำพของเนือ้สุกรบด 

3.5.3.1  ผลของสำรสกัดจำกดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และกำรใช้
ร่วมกนัต่อคุณภำพด้ำนจุลนิทรีย์และกำยภำพของเนือ้สุกรบดแช่เยน็ 4  องศำเซลเซียส   

วิธีเตรียมตวัอยา่งดงัแสดงในการทดลองท่ี  2  ขอ้  (1)  เก็บรักษาอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส   เป็นระยะเวลา  0, 2, 4, 6, 8 และ 10 วนั  ท าการวเิคราะห์  ดงัน้ี 

(1)  คุณภาพทางจุลินทรีย ์ ดงัน้ี 
-  จุลินทรียท์ั้งหมด (Total plate count) 
    การวิเคราะห์จุลินทรีย์ทั้ งหมดในเน้ือสุกบด ตามวิธีของ AOAC 

(2006) โดยสุ่มตวัอย่าง 25 กรัม ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือใส่ในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ความ
เขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร น าตวัอย่างไปตีป่ันดว้ยเคร่ือง Stomacher เป็นเวลา 60 
วินาที จากนั้นน ามาเจือจางจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 และ 
1:100000 เป็นตน้) จากนั้นปิเปตตวัอยา่งและ dilution ท่ีเตรียมไวจ้  านวน 1 มิลลิลิตร เพื่อการเพาะเล้ียง
จุลินทรียด์ว้ยวธีิ Pour plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Plate Count Agar หลงัจากนั้นน าจานอาหารเพาะเล้ียง
เช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนบัจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด 
รายงานผลจ านวนจุลินทรียเ์ฉพาะจานอาหารเพาะเช้ือจุลินทรียท่ี์มีจ  านวนระหว่าง 30–300 โคโลนี 
หน่วยเป็น log cfu/g 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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-  จุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่า  (Psychrophilic)   
  การวิเคราะห์จ านวนจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่าในเน้ือสุกรบด  ตาม

วิธีการของ Diliello  (1982)  โดยสุ่มตวัอยา่งน ้ าหนกั 25 กรัม ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือใส่ในถุงพลาสติก 
ละลายในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ  0.85 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีป่ันให้เขา้กนัดว้ย
เคร่ือง Stomacher จะไดส้ารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจางตวัอยา่ง จนไดร้ะดบัความเจือ
จางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 และ 1:100000 เป็นตน้) จากนั้นดูดสารละลายเจือจาง 1 
มิลลิลิตร ลงจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร Plate Count Agar โดยวธีิ Pour plate ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ า 
รอจนอาหารแข็งแล้วคว  ่าจานเพาะเช้ือ  น าจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส 
นาน  10  วนั จากนั้นนบัจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด รายงานผลจ านวนจุลินทรียเ์ฉพาะจานเพาะเช้ือท่ี
มีจ  านวนระหวา่ง 30–300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g 

-  ยสีต ์และรา  
 การวเิคราะห์หายีสต ์และราในเน้ือสุกรบด ตามวิธีของ AOAC (2005) 

โดยสุ่มตวัอยา่ง 25 กรัม ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือใส่ในสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 0.85 ปริมาตร 225 มิลลิลิตร น าตวัอยา่งไปตีป่ันดว้ยเคร่ือง Stomacher เป็นเวลา 60 วินาที จากนั้น
น ามาเจือจางจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 และ 1:100000 เป็นตน้) 
จากนั้นปิเปตตวัอยา่งและ dilution ท่ีเตรียมไวจ้  านวน 1 มิลลิลิตร เพื่อการเพาะเล้ียงจุลินทรียด์ว้ยวิธี 
Pour plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Malt agar ท่ีมีการเติมกรดแลกติค  หลงัจากนั้นน าจานอาหารเพาะเล้ียง
เช้ือไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นนบัจ านวนเช้ือยีสต์และราทั้งหมด 
รายงานผลจ านวนจุลินทรียเ์ฉพาะจานอาหารเพาะเช้ือจุลินทรียท่ี์มีจ  านวนระหว่าง 30–300 โคโลนี 
หน่วยเป็น log cfu/g 

-  Coliforms และ E. coli 
 การวิเคราะห์หา  Coliform  และ  E. coli  ในผลิตภณัฑ์  ตามวิธีของ 

AOAC  (2006)  โดยสุ่มตวัอยา่งเน้ือสุกรบดน ้ าหนกั  25 กรัม ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือใส่ในสารละลาย 
เกลือโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ  0.85  ปริมาตร 225 มิลลิลิตร น าตวัอยา่งไปตีป่ันดว้ยเคร่ือง 
Stomacher เป็นเวลา 60 วินาที จากนั้นน ามาเจือจางจนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 
1:1000, 1:10000 และ 1:100000 เป็นตน้) จากนั้นปิเปตตวัอยา่งและ dilution ท่ีเตรียมไวจ้  านวน 0.1 
มิลลิลิตร เพื่อการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียด์ว้ยวิธี Spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ Chromocult agar บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นนบัจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดบนจาน
อาหารเพาะเช้ือ รายงานผลจ านวนจุลินทรียเ์ฉพาะจานอาหารเพาะเช้ือท่ีมีจ  านวนระหว่าง 30-300 
โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g  

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(2)  คุณภาพดา้นกายภาพ  ดงัน้ี 
-  การวดัค่าสี (L*a*b*)  
 วดัค่าสี (CIE L*a*b*)   โดยน าตวัอยา่งเน้ือสุกรบดทุกกลุ่มการทดลอง 

โดยมีขนาด 5 x 5 x 2 เซนติเมตร  กลุ่มทดลองละ  3 ช้ิน มาวดัค่าสีในรูปแบบ CIE (L*a*b*) ช้ินละ 3 จุด 
ดว้ยเคร่ืองวดัสี Hunter Lab Mini  Scan  EZ  (Hunter Lab Inc., Reston, USA)  เม่ือ L* คือค่าความ
สวา่ง  a*  คือสีแดง  และ b*  คือสีเหลือง 

-  การวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง 
วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง  ตามวิธีของ  Carpenter  et  al.  (2007)  โดยชัง่ตวัอยา่ง

เน้ือสุกรบด  2  กรัม  ใส่น ้ ากลัน่  20  มิลลิลิตร  น าไปป่ันดว้ยเคร่ืองโฮโมจีไนซ์ จากนั้นน าไปวดัดว้ย
เคร่ืองวดั  pH meter บนัทึกผล กลุ่มการทดลองละ 3 ซ ้ า  

   
3.5.3.2  ผลของสำรสกัดจำกดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และกำรใช้

ร่วมกันเพื่อทดสอบฤทธ์ิต้ำนอนุมูลอิสระด้วยวิธี  DPPH (1,1-Diphenyl-2 picrylhydrazyl)  ของเนื้อ
สุกรบดแช่แข็ง  -20  องศำเซลเซียส 

วิธีเตรียมตวัอยา่งดงัแสดงในการทดลองท่ี  2  ขอ้  (1)  เก็บรักษาอุณหภูมิ            
-20 องศาเซลเซียส  โดยเก็บใส่ถุงส าหรับแช่แข็งชนิด PE (polyethylene) และปิดผนึกดว้ยความร้อน   
เป็นระยะเวลา  0, 1, 2, 3 และ 4 เดือน ท าการทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี  DPPH  (1,1-Diphenyl-2 
picrylhydrazyl ) ตามวิธีการท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Qwele et al.  (2013) และ Tongnuanchan et al.  (2012) 
โดยชัง่ตวัอยา่งเน้ือสุกรบดจ านวน 2 กรัม ละลายในเอทานอลความเขม้ขน้ร้อยละ  99  ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร  น าไปโฮโมจีไนซ์ท่ีความเร็วรอบ 9500 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าไปเขา้เคร่ือง
หมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อวนิาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที และน ามากรอง
ดว้ยกระดาษกรองเบอร์ 1 เก็บสารละลายส่วนใส (ตวัอย่าง) โดยดูดสารละลายส่วนใสปริมาณ 1 
มิลลิลิตร ผสมกบั 0.2 mM DPPH ท่ีละลายดว้ยเมทานอล ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย ทิ้ง
ไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที นอกจากน้ีเตรียมหลอดควบคุมโดยใชเ้มทานอลปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกบั
สารละลาย DPPH ปริมาณ  มิลลิลิตร และเตรียมหลอด Blank ดูดสารละลายส่วนใสปริมาณ 1 
มิลลิลิตร ผสมกบัเมทานอล 1 มิลลิลิตร วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  ท่ี
ความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าท่ีวดัไดม้าค านวณหาค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอนุมูลอิสระ
จากสูตร  
  
      % Inhibition of DPPH = 1 – (absorbance of sample – absorbance of blank) x 100 
                                                   absorbance of control 
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3.6  กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
 การทดลองท่ี  1  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ในการ
ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย  ไม่ได้ท  าการ
วิเคราะห์ค่าทางสถิติ แต่ยงัคงมีค่าเฉล่ีย (±SD)  ส่วนการศึกษาระยะเวลาท่ีสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  
แบคเทอริโอซิน  KL-1 และการใชร่้วมกนัต่อการลดลงของจ านวนเช้ือ S. aureus และ S. Typhimurium  
โดยศึกษาจ านวนเช้ือท่ีมีชีวิตรอดและจ านวนเซลล์ท่ีบาดเจ็บ (Cell stress) ของเช้ือบริสุทธ์ิ (In vitro)  
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของขอ้มูลโดยใช้ Analysis of Variance (ANOVA) วิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้โปรแกรม
คอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป (SPSS for windows version 11.5: SPSS Inc.)   
 การทดลองท่ี  2  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้
ร่วมกนัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคในเน้ือสุกรบด โดยการเติมเช้ือก่อโรค  S. aureus และ  
S. Typhimurium  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block 
Design, RCBD) วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของขอ้มูลโดยใช้ Analysis of Variance (ANOVA) 
วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป (SPSS for windows version 11.5: SPSS Inc.) 
 การทดลองท่ี  3  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้
ร่วมกนัต่อคุณภาพด้านจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบด  โดยวางแผนการทดลองแบบสุ่มใน
บล็อคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block Design, RCBD) วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนของ
ขอ้มูลโดยใช ้Analysis of Variance (ANOVA) วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป (SPSS for windows 
version 11.5: SPSS Inc.)   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจี๊ยบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรค และแบคทเีรียทีท่ าให้อาหารเน่าเสีย  

 

 4.1.1  ทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียที่ท าให้อาหารเน่าเสียของ
สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  โดยวธีิ  Agar well  diffusion method 

จากการศึกษาผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยเอทานอลท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 50, 25, 12.5 และ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  จะเห็นไดว้า่สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง
มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  พบวา่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  สามารถย ับย ั้ งเ ช้ือแบคทีเรียท่ีทดสอบได้ทุกสายพันธ์ุ โดยมีค่าเฉล่ีย
เส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง 11.00–23.33 มิลลิเมตร สารสกดัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร  สามารถยบัย ั้งเช้ือได้เกือบทุกสายพนัธุ์ ยกเวน้เช้ือ  Leu.  mesenteroides subsp. 
mesenteroides JCM 6124T และ Streptococcus sp. TISTR 1030 โดยมีค่าเฉล่ียเส้นผา่ศูนยก์ลาง
บริเวณยบัย ั้ง 8.00 – 16.00 มิลลิเมตร  สารสกดัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 12.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  
สามารถยบัย ั้งเช้ือไดเ้พียง 4 ชนิด คือ S. aureus TISTR 118, B. subtilis JCM 1465, S.  Typhimurium 
TISTR 292 และ A. hydrophila TISTR 1321 โดยมีค่าเฉล่ียเส้นผ่าศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง 
11.00-12.50 มิลลิเมตร และสารสกดัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  พบว่าไม่
สามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียได ้ ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.1   

 จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นถึงความสามารถของสารสกดัจากดอก
กระเจ๊ียบแดงท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ  เน่ืองจากใน
กลีบกระเจ๊ียบแดงมีสารแอนโธไซยานิน  ซ่ึงเป็นรงควตัถุในกลุ่มฟลาโวนอยดท่ี์พบมากในกระเจ๊ียบ  
มีสมบติัในการตา้นการเจริญของจุลินทรียไ์ด้  เน่ืองจากโครงสร้างท่ีเป็น double-ring benzopyran มี
ประจุบวกท าให้วอ่งไวต่อการเกิดคีเลท (chelate)  ของโลหะไอออนไปรวมกบัหมู่ซลัฟ์ไฮดริลของ
เอนไซมท่ี์เก่ียวกบัการสร้างพลงังานของแบคทีเรีย  เม่ือเอนไซมถู์กยบัย ั้งการท างานจะส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตท าให้เกิดการยบัย ั้งและตายไปในท่ีสุด  นอกจากน้ีสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงยงั
ประกอบดว้ยกรดอินทรียช์นิดต่างๆ  เช่น กรดฮิบิสซิค กรดซิตริก  ซ่ึงกรดเหล่าน้ีมีผลไปลดค่าความ
เป็นกรด-ด่าง  รบกวนการขนส่งสารผ่านเขา้ออกของผนังเซลล์  ส่งผลให้เยื่อบุเซลล์แตก  ท าให ้
ไซโตพลาสซึมตกตะกอน  อีกทั้งยงัมีการรวมกบัไรโบโซมและส่งผลต่อการยบัย ั้งการสร้างโปรตีน  
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หรืออาจมีการรบกวนการใช้ L-alanine หรือกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโต  
(Sommaatmadja et al.  1964)   

  ผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบั  ศุภร องัศุจินดา (2549) ท าการศึกษาสมบติั
การตา้นจุลินทรียข์องสารสกดัจากกระเจ๊ียบแดง  เปลือก และเมล็ดส้มเขียวหวาน  ดว้ยวิธี  Agar 
well diffusion method  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  5  ระดบั ดงัน้ี  25, 50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร ต่อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ  ได้แก่ E. coli, S. Anatum, S. aureus และ 
L. innocua  และกลา้เช้ือแบคทีเรียแลกติก  ไดแ้ก่  L. platarum  และ P. pentosaceus พบวา่ภายหลงั
การบ่ม  24  ชั่วโมง  สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ผลการตา้น  
L. innocua เพียงสายพนัธ์ุเดียว  ท่ีความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ผลการตา้น L. innocua 
และ S. aureus ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ให้ผลการตา้นแบคทีเรียแกรมบวกและ
แกรมลบทั้งหมด  และท่ีระดบัความเขม้ขน้ 150 และ 200  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยบัย ั้งเช้ือทุก
ตวัท่ีทดสอบ จากการศึกษาดังกล่าวสอดการยบัย ั้งจุลินทรียด์้วยสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  
Fullerton et al.  (2011) ศึกษาคุณสมบติัการยบัย ั้งเช้ือ  E. coli O157:H7  ท่ีแยกไดจ้ากอาหารของ
กลีบดอกกระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเอทานอลร้อยละ  80  ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  2.5, 5  ฃและ 10  ดว้ยวิธี  
Agar disk diffusion พบวา่ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10  มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ E.  coli 
O157:H7  ไดสู้งท่ีสุด เน่ืองจากสารประกอบฟลาโวนอยด์ในกระเจ๊ียบท่ีมีโครงสร้างท่ีสามารถจบั
กับผนังเซลล์ของแบคทีเรียได้   และการเพิ่มข้ึนของจ านวนหมู่ไฮดรอกซิลในวงแหวนของ
โครงสร้างท่ีเพิ่มข้ึน  จะท าให้ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียเพิ่มข้ึน  Khalaphallah and 
Soliman  (2014)  ไดท้  าการศึกษาผลของสารสกดัเฮนน่าและกลีบดอกกระเจ๊ียบเพื่อยบัย ั้งแบคทีเรีย
ก่อโรค  โดยสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอล  ท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ  2.5, 5  และ 10  ดว้ยวิธี  Agar disk 
diffusion  พบวา่สารสกดัท่ีสกดัดว้ยเอทานอลให้ผลยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคไดดี้กวา่สารสกดัท่ีสกดั
ดว้ยน ้ า  เน่ืองจากฤทธ์ิทางชีวภาพของสารพฤกษเคมี  และท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 พบว่ากลีบ
กระเจ๊ียบท่ีสกดัดว้ยเอทานอลสามารถยบัย ั้งเช้ือ B. subtilis, E. coli และ P. aeruginosa ได ้ 
เน่ืองจากไอออนไฮดรอกซิลอิสระท่ีมีอยู่ในสารละลายท่ีมีความสามารถในการรวมตัวกับ
คาร์โบไฮเดรตและโปรตีนในผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย  ท าให้ไปเกาะติดอยูก่บัเอนไซม ์ เอนไซม์ท่ี
เร่งการเจริญเติบโตไม่สามารถท างานได ้ Morales-Cabrera  et  al. (2013)  ท าการศึกษาอิทธิพลของ
สายพนัธ์ุและการสกดัดว้ยตวัท าละลายท่ีต่างกนัจากกลีบดอกกระเจ๊ียบต่อการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย  
ดว้ยวิธี Agar disk diffusion  โดยท าการสกดัดว้ยน ้ า  เอทานอลและเมทานอลของกลีบกระเจ๊ียบ  5 
สายพนัธ์ุ  คือ  Alma blanca, Criolla de Oaxaca, Huajicori, Chiautla  และ  Tecoanapa  โดยศึกษา
เช้ือทดสอบคือ S. Typhimurium,  S. Choleraesuis   พบวา่สายพนัธ์ุ Alma blanca ท่ีสกดัดว้ยน ้ า  เอทานอล
และเมทานอล ปริมาตร  10 ไมโครลิตร  มีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium  และ  
S. Choleraesuis  ไดม้ากกวา่สายพนัธ์ุอ่ืนๆ   
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ตารางที่ 4.1  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยเอทานอลในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสีย  โดยวิธี  Agar well  
diffusion method 

 ค่าเฉล่ียเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง (มิลลิเมตร)   

เช้ือทดสอบ การติดสีแกรม 
ความเขม้ขน้ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

50 25 12.5 6.25 

แบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรค      
Salmonella Typhimurium TISTR 292 - 21.33 ± 0.58† 15.00 ± 1.15 12.00 ± 2.31 NI 
Staphylococcus aureus TISTR 118 + 22.66 ± 2.08 15.00 ± 2.52 12.50 ± 2.89 NI 

Escherichia coli  TISTR 780 - 20.66 ± 1.15 13.00 ± 1.53 NI NI 
Listeria innocua  ATCC 33090T + 20.66 ± 0.58 15.00 ± 2.08 NI NI 
Aeromonas hydrophila TISTR 1321 - 23.33 ± 1.73 16.00 ± 1.15 12.00 ± 1.00 NI 
แบคทเีรียทีก่่อให้เกดิการเน่าเสีย      
Pseudomonas fluorescens JCM 5963T - 20.66 ± 0.58 15.00 ± 0.58 NI NI 
Pseudomonas fluorescens TISTR 358 - 21.00 ± 1.73 12.00 ± 2.00 NI NI 
Lactobacillus plantarum  1149 + 11.66 ± 2.08 9.00 ± 0.58 NI NI 
Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM1157T + 13.00 ± 0.58 9.00 ± 0.58 NI NI 
Lactobacillus. sakei TISTR 890 + 14.33 ± 2.89 10.00 ± 1.00 NI NI 
†   ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต, NI = No inhibition       
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ตารางที ่4.1  (ต่อ) 
 ค่าเฉล่ียเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้ง (มิลลิเมตร)   

เช้ือทดสอบ การติดสีแกรม 
ความเขม้ขน้ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

50 25 12.5 6.25 

Lactobacillus.plantarum ATCC 14947 + 11.00 ± 2.83† 9.00 ± 0.58 NI NI 
Lactococcus cremoris TISTR 1344 + 22.33 ± 2.03 14.00 ± 1.00 NI NI 
Lactococcus lactis 19435 + 12.00 ± 0.58 8.00 ± 0.58 NI NI 

Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides JCM 6124T + 11.50 ± 0.71 NI NI NI 
Leuconostoc mesenteroides subsp.mesenteroides TISTR 942 + 13.00 ± 1.00 10.00 ± 1.00 NI NI 
Enterococcus faecalis TISTR 888 + 22.00 ± 0.58 12.33 ± 0.58 NI NI 
Streptococcus sp. TISTR 1030 + 12.00 ± 1.00 NI NI NI 
แบคทเีรียอืน่ๆ      
Bacillus coagulans  TISTR 1447 + 19.66 ± 0.58 15.00 ± 1.15 NI NI 
Bacillus subtilis JCM 1465 + 21.00 ± 0.58 15.00 ± 0.58 11.50 ± 0.58 NI 
†   ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต       

NI = No inhibition 
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 4.1.2  ศึกษาระดับความเข้มข้นของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน 
KL-1 ที่มีผลต่อการยับยั้งแบคทีเรียโดยศึกษาค่าความเข้มข้นต ่าสุดในการยับยั้งแบคทีเรีย 
(Minimum inhibition concentration,  MIC) และความเข้มข้นต ่าสุดในการท าลายแบคทีเรีย
(Minimum bactericidal concentration,  MBC) 

จากผลการทดลองท่ี 4.1.1  ท่ีพบว่าสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงสามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียทดสอบไดทุ้กสายพนัธ์ุ  ดงันั้นในการทดลองท่ี 4.1.2  จึงเลือกแบคทีเรียท่ีมีความส าคญัท่ี
ก่อให้เกิดโรคและก่อให้เกิดการเน่าเสียท่ีส าคญัในเน้ือสัตว ์ ไดแ้ก่เช้ือ S. aureus TISTR 118  ซ่ึง
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  S. Typhimurium TISTR 292,   P. fluorescens TISTR 358  และ  E. coli  
TISTR 780  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  พบวา่ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งเช้ือ (MIC)  ดงักล่าวคือ  
ท่ีระดบัความเขม้ขน้  25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ยกเวน้เช้ือ S. Typhimurium TISTR 292  ท่ีไม่สามารถ
หาค่าได ้ ส่วนค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดร้้อยละ  90 (MIC90)  คือ  ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้  25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ยกเวน้เช้ือ  S. Typhimurium TISTR 292  ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้  12.5  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายเช้ือ  (MBC) คือ  ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ยกเวน้เช้ือ  S. aureus TISTR 118  ท่ีมีระดบัความเขม้ขน้
เท่ากบั 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2  นอกจากน้ีท าการศึกษาค่าความเขม้ขน้ต ่าสุด
ในการยบัย ั้งเช้ือ (MIC)  และค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายเช้ือ (MBC)  L. sakei subsp. sakei  
JCM 1157 ของแบคเทอริโอซิน KL- 1 พบวา่มีค่าเท่ากบั 6400 AU/ml  
  เม่ือพิจารณาจากค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายเช้ือ (MBC)  พบว่าสารสกดั
จากดอกกระเจ๊ียบแดงมีประสิทธิภาพในการท าลายแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ  
เน่ืองจากมีค่า MBC  ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต ่าว่าแบคทีเรียแกรมลบ  จากผลดงักล่าวจะเห็นไดว้่า
แบคทีเรียทั้งสองชนิดมีความแตกต่างกนัของโครงสร้าง  ซ่ึงโครงสร้างของแบคทีเรียแกรมลบมี
ส่วนประกอบทางเคมีและโครงสร้างของผนงัเซลลท่ี์ซบัซอ้นกวา่ผนงัเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก  
ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบมีสารประกอบพวก  phospholipid lipopolysaccharide และ 
lipoprotein c และชั้นของ  peptidoglycan จึงส่งผลให้สารสกดัเขา้ไปท าลายหรือรบกวนการท างาน
บริเวณเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบไดย้ากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก (Samuel et al.  2014)  ซ่ึง
จากผลการทดลองของ  Bokaeian et al.  (2014)  ท าการศึกษาผลของสารสกดักระเจ๊ียบแดงท่ีสกดั
ดว้ยเอทานอลต่อการยบัย ั้งเช้ือท่ีก่อใหเ้กิดโรคในมนุษย ์ ผลการทดลองพบวา่  ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุด
ในการยบัย ั้ง  (MIC)  ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ E. coli  (แบคทีเรียแกรมลบ)  ท่ีแยกได ้ 2  สายพนัธ์ุ  คือ 
20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  และค่าท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus  (แบคทีเรียแกรมบวก)  ท่ีแยกได ้ 3  
สายพนัธ์ุ  คือ  1.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร   
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ตารางที ่4.2  ระดบัความเขม้ขน้ของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงต่อการยบัย ั้งแบคทีเรีย (MIC)  
และการท าลายแบคทีเรีย (MBC) 

เช้ือทดสอบ 
ความเขม้ขน้ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

MIC MIC90 MBC 
Staphylococcus  aureus TISTR 118 
Pseudomonas  fluorescens TISTR 358 

25 
25 

25 
25 

25 
50 

Salmonella  Typhimurium TISTR 292 NI 12.5 50 
Escherichia  coli  TISTR 780 25 25 50 
MIC = Minimum inhibition concentration ; MBC = Minimum bactericidal concentration ; NI = No inhibition 

  
 
 4.1.3 ศึกษาการท างานเสริมฤทธ์ิกัน (Synergistic testing) ของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบ

แดงร่วมกับแบคเทอริโอซิน KL-1 ที่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของเช้ือ  S. aureus TISTR 118, 

P.  fluorescens TISTR 358 และ S. Typhimurium TISTR 292 โดยวธีิ Checker board broth 
 

จากผลการทดลองท่ี 4.1.1 ท่ีพบว่าสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงสามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียไดทุ้กชนิด  ดงันั้นในการทดลองท่ี 4.1.3 จึงเลือกแบคทีเรียท่ีมีความส าคญัท่ีก่อให้เกิดโรค
และก่อให้เกิดการเน่าเสียท่ีมีความส าคญัในเน้ือสัตวแ์ละถูกท าลายดว้ยสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบ
แดงไดดี้  ไดแ้ก่เช้ือ  S. aureus TISTR 118  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  S. Typhimurium TISTR 
292 และ  P. fluorescens TISTR 358  ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดมี
ความส าคญัในเน้ือสัตว ์ โดยท่ี S. aureus TISTR 118  และ  S. Typhimurium TISTR 292 มี
ความส าคัญเน่ืองจากเป็นเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคทางเดินอาหารในมนุษย์และสัตว์ นอกจากน้ี  
P. fluorescens TISTR 358 มกัพบในอาหารสดส่วนใหญ่ เช่น ผกั และเน้ือสัตวแ์ช่เย็น (บุษกร  
อุตรภิชาติ. 2552)  ส าหรับ E.  coli  TISTR 780  มกัใชเ้ป็นดชันีบ่งช้ีถึงการปนเป้ือนของอุจจาระใน
น ้าและอาหาร (สุมณฑา วฒันสินธ์ุ. 2549)  

ค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมเพื่อยบัย ั้งแบคทีเรีย  (Fractional inhibitory concentration 
index, FICI) และค่าดัชนีการออกฤทธ์ิร่วมเพื่อท าลายแบคทีเรีย (Fractional bactericidal 
concentration index, FBCI) ของการใช้สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1 
ร่วมกนั  พบวา่การใชส้ารทั้งสองชนิดร่วมกนัมีฤทธ์ิเสริมกนัในการยบัย ั้งเช้ือ  S. aureus TISTR 118  
โดยค่า  FICI  คือ  0.31 (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 10 AU/ml)  และค่า FBCI คือ  0.31 (6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 10 AU/ml)  การใชส้ารทั้งสองชนิดร่วมกนัมีฤทธ์ิเสริมกนับางส่วนในการ
ยบัย ั้งเช้ือ P. fluorescens TISTR 358  โดยค่า  FICI  คือ  0.75 (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 80 AU/ml)   
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และมีฤทธ์ิเสริมกนัในการยบัย ั้งเช้ือ  โดยค่า  FBCI  คือ  0.37 (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 80 AU/ml)  การ
ใชส้ารทั้งสองชนิดร่วมกนัมีฤทธ์ิเสริมกนับางส่วนในการยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium TISTR 292  โดยค่า   
FICI  0.75 (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 40 AU/ml)  และมีฤทธ์ิเสริมกนัในการยบัย ั้งเช้ือ  โดยค่า  
FBCI  คือ  0.25 (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 40 AU/ml)  ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3  จากผลการทดลอง
ดงักล่าวพบว่าทั้งสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัในการท าลาย
แบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ  โดยสารทั้งสองชนิดจะไปท าลายท่ีผนงัเซลล์ของ
แบคทีเรีย  ซ่ึงอาจมีผลต่อการท างานของเมมเบรนและท าให้สูญเสียความสามารถในการควบคุม
การแลกเปล่ียนสารระหว่างภายในเซลล์และนอกเซลล์  (Tokarskyy and Marshall.  2008)  
นอกจากน้ีการเสริมฤทธ์ิกันของสารยงัข้ึนอยู่กับโครงสร้างของผนังเซลล์ของแบคทีเรีย  ซ่ึง
แบคทีเรียแกรมบวกมีความไวต่อส่ิงรบกวนได้ไวกว่าแบคทีเรียแกรมลบอาจเน่ืองมาจากความ
แตกต่างกนัของโครงสร้างผนงัเซลล์ แบคทีเรียแกรมลบจะมีผนงัเซลล์ท่ีซับซ้อนและมีโครงสร้าง
หลายชั้นประกอบดว้ย ชั้นท่ีเป็นฟอสโฟลิปิด (phospholipids) และลิโพลีแซคคาไรด์  (lipolysacchride) 
ซ่ึงเป็นอุปสรรคต่อการผ่านเขา้ออกเซลล์ของสสารรวมถึงยาปฏิชีวนะกลุ่มสังเคราะห์ และจาก
ธรรมชาติ ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกมีผนงัเพียงชั้นเดียวท่ีเป็นเปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ซ่ึง
ไม่เป็นอุปสรรคต่อการซึมผา่นของสาร  (Gupta et al.  2012)   อีกทั้งสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีมีอยู่
ในสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสามารถท าลายผนังเซลล์ท าให้คุณสมบัติของผนังเซลล์
เ ป ล่ี ย น ไ ป   ก า ร ท า ง า น เ ส ริ ม ฤ ท ธ์ิ กั น มี ก ล ไ ก คื อ ท า ใ ห้ ผ นั ง เ ซ ล ล์ เ กิ ด ร อ ย ร่ั ว 
ชกัน าให้สารต่างๆเขา้ออกไดง่้ายข้ึน ชกัน าให้แบคเทอริโอซินเขา้สู่เซลล์ไดง่้ายข้ึนและเขา้ท าลาย
แบคทีเรียดงักล่าว  (Solomakosa et al.  2008a)   

 Turgis et al.  (2012)  ศึกษาประสิทธิภาพการใชน้ ้ามนัหอมระเหยร่วมกบัแบคเทอริโอซิน
ในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรคและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียในอาหาร  โดยวิธี  
Checkerboard technique  พบวา่การใชน้ ้ ามนัหอมระเหย  Origanum vulgare  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  
750 ppm  ร่วมกบั nisin  250 ppm สามารถเสริมฤทธ์ิกนัต่อการยบัย ั้งเช้ือ  S. Typhimurium   โดยมี
ค่า  FIC  คือ  0.2  และการใชน้ ้ ามนัหอมระเหย  Cinnamomum cassia  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  500 ppm 
ร่วมกบั  E. faecium   MT104  800 AU/ml  ยงัสามารถยบัย ั้งเช้ือ     L. sakei  โดยมีค่า FIC  คือ  0.3  เช่นกนั  
แมว้า่ในปัจจุบนังานวจิยัท่ีเก่ียวกบัการศึกษาการใชส้ารสกดัจากพืชร่วมกบัแบคเทอริโอซินค่อนขา้ง
นอ้ย  แต่ก็มีการประยกุตใ์ชน้ ้ามนัหอมระเหยจากพืชร่วมกบัแบคเทอริโอซินซ่ึงผลดงักล่าวแสดงให้
เห็นว่าสารทั้งสองชนิดออกฤทธ์ิเสริมกนัในการยบัย ั้งเช้ือ  อีกทั้งกลุ่มสารท่ีออกฤทธ์ิต่อการยบัย ั้ง
นั้นเป็นกลุ่มท่ีแตกต่างกนั  สารสกดัจากพืชมกัจะมีสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์และแอนโทไซยานิน  
ในขณะท่ีน ้ ามนัหอมระเหยจะมีสารประกอบประเภทเทอร์ปีนส์ (terpenes) และสารประกอบอะโรมาติก 
ฟีนอล  เช่น ยกิูนอล  ไทมอล และคาร์วาครอล เป็นตน้ (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549; Turgis et al.  
2012; Solomakosa et al.  2008a) จึงอาจกล่าวไดว้า่สารสกดัจากพืชและแบคเทอริโอซินนั้นสามารถ
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ใชเ้ป็นสารตา้นจุลินทรียธ์รรมชาติในการควบคุมแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคและแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิด
การเน่าเสียในอาหารไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ   

 
ตารางที ่4.3  ค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมเพื่อยบัย ั้งแบคทีเรีย  (FICI) และค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมเพื่อ

ท าลายแบคทีเรีย  (FBCI)  ของการใช้สารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกับ 
แบคเทอริโอซิน  KL-1    

เช้ือทดสอบ 
FICIa  FBCIa 

ความเขม้ขน้
ของสารb 

แปลผลc 
ความเขม้ขน้
ของสารb 

แปลผลc 

Staphylococcus  aureus TISTR 118 6.25 + 10 0.31  6.25 + 10 0.31 
Pseudomonas  fluorescens TISTR 358 6.25 + 80 0.75  6.25 + 80 0.37 
Salmonella  Typhimurium TISTR 292 6.25 + 40 0.75  6.25 + 40 0.25 
aFICI = fractional inhibitory concentration index ; FBCI = fractional bactericidal concentration index 
bความเขม้ขน้ของกระเจ๊ียบแดง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน (KL-1)  (AU/ml)  
cการแปลผลค่า  FICI  และ  FBCI :   - FICI หรือ FBCI < 0.5  คือ ออกฤทธ์ิเสริมกนั 

- FICI หรือ FBCI > 0.5 to 1.0  คือ ออกฤทธ์ิเสริมกนับางส่วน  
- FICI หรือ FBCI > 1.0 to <2.0    คือ ไม่ออกฤทธ์ิเสริมกนัหรือขดัขวางกนั  
- FICI หรือ FBCI ≥  2.0   คือ ออกฤทธ์ิขดัขวางกนั 
 
 

 4.1.4  ศึกษาระยะเวลาทีส่ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้

ร่วมกันต่อการลดลงของจ านวนเช้ือ S. aureus  และ  S. Typhimurium  โดยศึกษาจ านวนเช้ือที่มี

ชีวติรอดและจ านวนเซลล์ทีบ่าดเจ็บ (Cell stress) ของเช้ือบริสุทธ์ิ (In vitro) 
จากท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ว่าเช้ือ S. aureus  และ  S. Typhimurium  เป็นเช้ือท่ีมี

ความส าคญัท่ีมกัปนเป้ือนในเน้ือสัตว ์ และก่อให้เกิดโรคท่ีมีความส าคญัในเน้ือสัตว ์ จึงตอ้งการ
ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1 ต่อประสิทธิภาพ
การลดลงของเช้ือดงักล่าว  

4.1.4.1  การศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือ S. aureus TISTR 118 (log CFU/ml) ภายหลงั
การสัมผสักบัสารเป็นระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 15, 30, 60, 180, 360, 720  และ  1440  นาที   

จากการศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือ  S. aureus TISTR 118 ของสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใชร่้วมกนั  โดยเลือกความเขม้ขน้จากค่า  MBC 
(25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรและ  160 AU/ml)  และค่า  FBCI  (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 10 AU/ml)  
พบวา่  การใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงเพียงอยา่งเดียวสามารถท าลายจ านวนเช้ือ S. aureus ได้
ภายใน  4  นาที  ในขณะท่ีการใชแ้บคเทอริโอซิน KL-1 เพียงอยา่งเดียวไม่สามารถลดจ านวนเช้ือ  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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S. aureus ได้  นอกจากน้ีการใช้สารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1 
สามารถลดจ านวนเช้ือ  S. aureus ไดห้ลงัจากสัมผสัสารนาน  60  นาที  (P<0.05)  โดยกลุ่มควบคุม 
(ไม่สัมผสัสาร)  ท่ีระยะเวลา  2  นาที  จ  านวนแบคทีเรียทั้งหมด  (total culturable cells)  และจ านวน
แบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  (non-stressed cells)  มีค่าค่อนขา้งคงท่ี  จนถึงนาทีท่ี  360  เช้ือมี
จ านวนเพิ่มข้ึน  และเหน่ียวน าให้แบคทีเรียเขา้สู่สภาวะเครียด  (stressed cells)  จ  านวนเช้ือท่ีสัมผสั
สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงความเขม้ขน้  25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  
พบว่าจ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียท่ีอยู่ในสภาวะไม่เครียด ลดลงอย่างรวดเร็ว  
โดยลดลงจาก  5.09 ± 0.07  และ  4.92 ± 0.28  log CFU/ml  ตามล าดบั  เหลือเพียง  1.67 ± 0.25  
และไม่สามารถตรวจพบได ้ ตามล าดบั  โดยเหน่ียวน าให้แบคทีเรียเขา้สู่สภาวะเครียดมากท่ีสุดจาก  
0.17 ± 0.21  เพิ่มข้ึนเป็น  1.67 ± 0.25  log CFU/ml  ในนาทีท่ี  2  และหลงัจากนั้นแบคทีเรียทั้งสาม
สภาวะมีจ านวนลดลงและถูกท าลายทั้งหมดภายหลงัสัมผสัสารสกดัเป็นเวลา  4  นาที  (P<0.05)  
ในขณะท่ีแบคเทอริโอซิน KL-1  ท่ีความเขม้ขน้  160 AU/ml  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  พบวา่
จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  มีค่าค่อนขา้งคงท่ีจนถึงนาที
ท่ี  360  เช้ือมีจ านวนเพิ่มข้ึน  และเหน่ียวน าให้แบคทีเรียเขา้สู่สภาวะเครียด  (stressed cells)  
ภายหลงัจากนาทีท่ี  360  ข้ึนไป นอกจากน้ีการใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีความเขม้ขน้  
6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  10 AU/ml  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  
พบวา่จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  ลดลงจาก  5.05 ± 0.21  และ  
4.96 ± 0.22 log CFU/ml  ตามล าดบั  ซ่ึงมีจ านวนค่อนขา้งคงท่ีจนถึงเวลาท่ี  360  จากนั้นเช้ือมี
แนวโนม้ลดลงในนาทีท่ี  720    เหลือเพียง  4.31 ± 0.13  และ  4.15 ± 0.13  log CFU/ml  สอดคลอ้ง
กบัสภาวะเครียด  (stressed cells)  ท่ีเพิ่มข้ึนในนาทีท่ี  720  จาก  0.10 ± 0.02  เป็น  0.16 ± 0.10  log CFU/ml  
(P<0.05)  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.1     
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ภาพที่  4.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณเช้ือ  S. aureus TISTR 118  ท่ีอยูใ่นสภาวะ  total culturable 

cells  (ก)  non-stressed cells  (ข)  และ  stressed cells  (ค)  เม่ือ           คือกลุ่มควบคุม,                                                                                                

     คือกลุ่มท่ีเติมสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง  25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร,               

      คือกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1  160 AU/ml  และ             คือกลุ่มท่ีเติม

สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  

10 AU/ml 
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4.1.4.2 ศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือ S. Typhimurium  TISTR 292 (log CFU/ml) ภายหลงั
การสัมผสักบัสารเป็นระยะเวลา  0, 2, 4, 6, 15, 30, 60, 180, 360, 720  และ  1440  นาที   

จากการศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือ  S. Typhimurium  TISTR 292 ของสารสกดั
จากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนั  โดยเลือกความเขม้ขน้จากค่า  
MBC  (50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรและ 320 AU/ml)  และค่า  FBCI (6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 40 AU/ml)  
พบว่า  การใช้สารสกัดจากดอกกระเ จ๊ียบแดงเพียงอย่างเดียวสามารถท าลายจ านวนเช้ือ  
S. Typhimurium ไดภ้ายใน  2  นาที  ในขณะท่ีการใชแ้บคเทอริโอซิน KL-1 เพียงอยา่งเดียวไม่
สามารถลดจ านวนเช้ือ S. Typhimurium ได้  นอกจากน้ีการใช้สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง
ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1 สามารถลดจ านวนเช้ือ  S. Typhimurium ไดห้ลงัจากสัมผสัสารนาน  
60  นาที   (P<0.05)  โดยกลุ่มควบคุม (ไม่สัมผสัสาร)  ท่ีระยะเวลา 2  นาที  พบวา่จ านวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด  (total culturable cells)  และจ านวนแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  (non-stressed cells)  
มีค่าค่อนขา้งคงท่ี  จนถึงนาทีท่ี  30  เช้ือมีจ านวนเพิ่มข้ึน  และเหน่ียวน าให้แบคทีเรียเขา้สู่สภาวะ
เครียด  (stressed cells)  จ  านวนเช้ือท่ีสัมผสัสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงความเขม้ขน้  50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  พบวา่จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและจ านวนแบคทีเรีย
ท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด ลดลงอยา่งรวดเร็ว  โดยลดลงจาก  5.44 ± 0.04  และ  5.36  ± 0.11  log CFU/ml  
ตามล าดบั  จนไม่สามารถตรวจนบัได ้ และหลงัจากนั้นแบคทีเรียทั้ง  3  สภาวะมีจ านวนลดลงและ
ถูกท าลายทั้งหมดภายหลงัสัมผสัสารสกดัเป็นเวลา  2  นาที  (P<0.05)  ในขณะท่ีแบคเทอริโอซิน 
KL-1  ท่ีความเขม้ขน้  320 AU/ml  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  พบวา่จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและ
จ านวนแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  มีค่าค่อนขา้งคงท่ีจนถึงนาทีท่ี  180  เช้ือมีจ านวนเพิ่มข้ึน  
และเหน่ียวน าให้แบคทีเรียเขา้สู่สภาวะเครียด  (stressed cells)  ภายหลงัจากนาทีท่ี  180  ข้ึนไป    
นอกจากน้ีการใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีความเขม้ขน้  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ร่วมกบั  
แบคเทอริโอซิน KL-1  40 AU/ml  ท่ีระยะเวลาสัมผสั  2  นาที  พบวา่จ านวนแบคทีเรียทั้งหมดและ
จ านวนแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสภาวะไม่เครียด  ลดลงจาก  5.41 ± 0.04  และ  5.27 ± 0.01 log CFU/ml  
ตามล าดบั   ซ่ึงมีจ  านวนค่อนขา้งคงท่ีจนถึงเวลาท่ี  180  จากนั้นเช้ือมีแนวโนม้ลดลงในนาทีท่ี  360  
เหลือเพียง  4.87 ± 0.35  และ  4.58 ± 0.16  log CFU/ml  สอดคลอ้งกบัสภาวะเครียด  (stressed 
cells)  ท่ีเพิ่มข้ึนในนาทีท่ี  360  จาก  0.13 ± 0.03  เป็น  0.28 ± 0.27  log CFU/ml  (P<0.05)  เม่ือ
ระยะเวลาผ่านไปเช้ือท่ีบาดเจ็บจะสามารถฟ้ืนฟูและกลบัมาเจริญเติบโตใหม่ได้  (Slavik et al.  
1995)  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.2 

เน้ือสัตวเ์ป็นแหล่งท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย  โดยเฉพาะแบคทีเรียก่อ
โรค  เช่น  Salmonella spp และ S. aureus ซ่ึงเป็นปัญหาส าคญัท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ              
(คมแข  พิลาสมบติั.  2550)  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สารสกดักระเจ๊ียบแดงมีประสิทธิภาพ
ในการท าลายเช้ือ  S. aureus  และ S. Typhimurium  ดงัท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้วา่สารสกดัจากดอก

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กระเจ๊ียบแดงมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งแบคทีเรีย  โดยมีสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบ
ส าคญัในการยบัย ั้ง  โดยสารดงักล่าวจะเขา้ไปท าลายผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย  ซ่ึงการบาดเจ็บหรือ
เซลล์ท่ีบาดเจ็บของจุลินทรียน์ั้น สามารถเกิดข้ึนไดโ้ดยทัว่ไปทางกายภาพ  เคมีหรือในสภาวะท่ีมี
สารอาหารท่ีไม่เพียงพอ  ส่งผลให้เกิดการบาดเจ็บของจุลินทรีย ์อีกทั้งยงัสามารถเกิดข้ึนได้ใน
ระหวา่งการเก็บรักษาหรือเม่ือสภาพแวดลอ้มต่างๆ ไม่เหมาะสม  เช่น  ไดรั้บความร้อน  แช่แข็งหรือ
ท าละลาย  การสัมผสัสารบางชนิด  เป็นตน้  โดยปกติแบคทีเรียจะมีอยูใ่นสภาวะ non-stressed cells 
แต่เม่ืออยู่ในสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม  แบคทีเรียจะมีการปรับตวัเพื่อให้สามารถอยู่รอดได ้ 
โดยแบคทีเรียจะมีการเปล่ียนแปลงทางกายวิภาค  สรีระวิทยา  และระบบ  metabolism  ท าให้
แบคทีเรียอยูใ่นสภาวะ  stressed  cells เพื่ออยูร่อดในสภาวะนั้นๆ ได ้ ซ่ึงการปรับเปล่ียนสภาวะน้ี
อาจส่งผลใหแ้บคทีเรียมีความสามารถทนต่อสารเคมี  และสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมอ่ืนๆ  มาก
ข้ึน  stressed cells ท าให้แบคทีเรียบาดเจ็บ  และหากยงัอยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมนั้นต่อจะท าให้
แบคทีเรียตายในท่ีสุด (ผุสดี ตงัวชัรินทร์ และอรุณพร อิฐรัตน์.  2552)  ความส าคญัของการหา
จ านวนเซลล์ท่ีบาดเจ็บนั้น  เน่ืองจากในการตรวจสอบคุณภาพอาหารทัว่ไปอาจตรวจไม่พบจ านวน
เซลล์ท่ีบาดเจ็บดงักล่าว  ท าให้เซลล์เหล่านั้นอาจปรับตวัและซ่อมแซมตนเองเพื่อการเจริญเติบโต  
และก่อให้เกิดการเน่าเสียและสร้างสารพิษในผลิตภณัฑ์ได ้ เป็นท่ีทราบกนัดีว่า  Salmonella spp.  
และ  S. aureus  นั้นเป็นจุลินทรียก่์อให้เกิดโรคท่ีส าคญัในอาหาร สามารถมีชีวิตรอดจากการ
บาดเจบ็และซ่อมแซมตวัเองเพื่อการเจริญเติบโตในอาหารได ้ (Wesche et al.  2009)   
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ภาพที่  4.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเช้ือ  S. Typhimurium  TISTR 292 ท่ีอยู่ในสภาวะ  total 

culturable cells  (ก)  non-stressed cells  (ข)  และ  stressed cells  (ค)  เม่ือ           คือ

กลุ่มควบคุม,            คือกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร,             คือกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน  320 AU/ml  และ              คือกลุ่มท่ีเติม

สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  40 AU/ml 
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4.2  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจี๊ยบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนั
ในการยบัยั้งแบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรคในเนือ้สุกรบด 
 

   4.2.1 ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกันใน

การยบัยั้ง  S. aureus  ในเนือ้สุกรบด 
จากผลการทดลองพบว่าในวนัแรกของการเก็บรักษาทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวน

เช้ือ  3.26, 3.20, 3.11, 3.16, 3.11 และ  3.16  ซ่ึงไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (P>0.05)  ในวนัท่ี  2  
กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1  ไม่สามารถลดจ านวนเช้ือได ้ ในขณะท่ีกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  640  AU/ml และกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  
6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  40  AU/ml  สามารถลดจ านวนเช้ือ  S. aureus   
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (P<0.05)  โดยมีจ านวนเช้ือ 3.35, 3.59  และ  3.66  log cfu/g  
ตามล าดบั  ในวนัท่ี  4 และ  6  ทุกกลุ่มการทดลองสามารถยบัย ั้งเช้ือ  S. aureus ได ้ (P<0.05)  เม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม  ในขณะท่ีเก็บเน้ือสุกรบดเป็นระยะเวลา  8-10  วนั  กลุ่มควบคุมมีจ านวนเช้ือ
เพิ่มข้ึนทุกระยะเวลา  (P<0.05)  ในขณะท่ีกลุ่มการทดลองอ่ืนจ านวนเช้ือเพิ่มข้ึนชา้กวา่กลุ่มควบคุม  
ดงัแสดงในตารางท่ี  4.4 

จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าการใช้สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง
สามารถยบัย ั้งเช้ือ  S. aureus ได ้ แต่แบคเทอริโอซิน KL-1 ไม่สามารถยบัย ั้ง S. aureus ได ้ อยา่งไร
ก็ตามการใช้สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  สามารถยบัย ั้งเช้ือ 
S. aureus  แสดงใหเ้ห็นถึงการเสริมฤทธ์ิกนั  ทั้งสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน
มีคุณสมบติัในการท าลายแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวา่แบคทีเรียแกรมลบ  โดยสารทั้งสองชนิดจะ
ไปท าลายท่ีผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย  เน่ืองจากสารในกลุ่มฟลาโวนอยด์ท่ีมีอยูใ่นสารสกดัจากดอก
กระเจ๊ียบแดงท่ีสามารถท าลายผนังเซลล์ท าให้คุณสมบัติของผนังเซลล์เปล่ียนไป  เกิดการ
เปล่ียนแปลงในส่วน outer membrane  ของเซลล์ท าให้  outer membrane  ถูกท าลายและเกิดรูร่ัว  
ก่อให้เกิดการบาดเจ็บของเซลล์และท าให้ยบัย ั้งการเจริญไดอ้ยา่งสมบูรณ์  (Ncube et al.  2012)  
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ตารางที ่ 4.4  ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1  และการใช้ร่วมกันหลังเติมเช้ือ  S. aureus  (log cfu/g) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั  

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน           
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน            
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร+  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 3.26 ± 0.08 a,E†,‡,§ 3.20 ± 0.11 a,B 3.11 ± 0.10 a,D 3.16 ± 0.06 a,E 3.11 ± 0.15 a,C 3.16 ± 0.08 a,D 
2 4.16 ± 0.37 a,D 3.35 ± 0.05 c,B 3.90 ± 0.23 ab,C 3.95 ± 0.16 ab,D 3.59 ± 0.14 bc,BC 3.66 ± 0.21 bc,CD 
4 4.53 ± 0.18 a,C 3.64 ± 0.20 d,AB 4.11 ± 0.05 bc,C 4.33 ± 0.25 ab,CD 3.71 ± 0.09 d,BC 3.88 ± 0.02 cd,BC 
6 4.86 ± 0.03 a,B 3.73 ± 0.23 c,AB 4.29 ± 0.25 b,BC 4.49 ± 0.19 b,BC 3.95 ± 0.17 c,AB 3.97 ± 0.03 c,ABC 
8 5.07 ± 0.16 a,B 4.17 ± 0.74 a,A 4.59 ± 0.30 a,AB 4.82 ± 0.33 a,AB 4.41 ± 0.51 a,A 4.43 ± 0.49 a,AB 

10 6.42 ± 0.06 a,A 4.43 ± 0.65 b,A 4.85 ± 0.37  b,A 5.11 ± 0.28  b,A 4.51 ± 0.57  b,A 4.53 ± 0.51  b,A 
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 4.2.2  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกันใน

การยบัยั้งแบคทเีรียทีก่่อให้เกดิโรคในเนือ้สุกรบดโดยการเติมเช้ือก่อโรค  S. Typhimurium   

จากการทดลองพบวา่  ในวนัแรกของการเก็บรักษาทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวนเช้ือ  
3.12, 3.07, 3.09, 3.21, 3.18  และ  2.92  log cfu/g ตามล าดบั  ซ่ึงไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ 
(P>0.05)  เม่ือเก็บรักษาเน้ือสุกรบดนานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบวา่ทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวนเช้ือ
เพิ่มข้ึนในวนัท่ี  2  ของการเก็บรักษา (P<0.05)  โดยทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวนเช้ือต ่ากวา่กลุ่ม
ควบคุมแต่ไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (P>0.05)  ดงัแสดงในตารางท่ี  4.5 

  ผลดงักล่าวเกิดจากแบคทีเรียแกรมลบมีส่วนประกอบทางเคมีและโครงสร้างของ
ผนงัเซลล์ท่ีซับซ้อนกวา่ผนงัเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวก  ซ่ึงผนงัเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบมี
สารประกอบพวกฟอสโฟลิพิด (phospholipid)  ลิโพโพลีแซคคาไรด์  (lipopolysaccharide)  
ลิโพโปรตีน ซี  (lipoprotein c)   และชั้นของเพปทิโดไกลแคน   (peptidoglycan)  จึงส่งผลให้สารสกดั
เข้าไปท าลายบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบได้ยากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก 
(Solomakosa et al.  2008b)   
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ตารางที่  4.5  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และการใช้ร่วมกนัหลงัเติมเช้ือ S. Typhimurium  (log cfu/g) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน            
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน             
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริอซิน KL-1 

  640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 3.12 ± 0.17 a,E†,‡,§ 3.07 ± 0.08 a,F 3.09 ± 0.13 a,E 3.21 ± 0.21 a,E 3.18 ± 0.21 a,F 2.92 ± 0.17 a,F 
2 4.30 ± 0.18 ab,D 4.05 ± 0.05 b,E 4.08 ± 0.02 b,D 4.15 ± 0.09 ab,D 4.07 ± 0.01 b,E 4.14 ± 0.06 ab,E 
4 5.20 ± 0.10 a,C 4.75 ± 0.07 a,D 4.53 ± 0.62 a,D 4.83 ± 0.71 a,C 4.67 ± 0.04 a,D 4.82 ± 0.08 a,D 
6 5.84 ± 0.03 a,B 5.26 ± 0.01 d,C 5.30 ± 0.02 cd C 5.49 ± 0.12 b,B 5.41 ± 0.06 bc,C 5.47 ± 0.07 b,C 
8 6.98 ± 0.38 a,A 6.25 ± 0.39 b,B 6.22 ± 0.36 b B 6.38 ± 0.03 ab,A 6.39 ± 0.43 ab,B 6.40 ± 0.12 ab,B 

10 7.41 ± 0.68 a,A 6.77 ± 0.12 a,A 6.89 ± 0.06 a,A 6.87 ± 0.08 a,A 6.90 ± 0.03 a,A 7.09 ± 0.39 a,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจี๊ยบแดง   แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนั
ต่อคุณภาพด้านจุลนิทรีย์และกายภาพของเนือ้สุกรบด 
 

 4.3.1  ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง   แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกัน
ต่อคุณภาพด้านจุลนิทรีย์และกายภาพของเนือ้สุกรบดแช่เยน็   

4.3.1.1  คุณภาพดา้นจุลินทรีย ์
การวิเคราะห์หาจุลินทรียท์ั้งหมด  (Total plate count)  (log cfu/g)  พบ

จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  4.99, 4.79, 4.93, 4.85, 5.06  และ  4.97  log cfu/g  ตามล าดบั  ซ่ึงไม่
แตกต่างกนัในทางสถิติ  (P>0.05)  สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน KL-1  มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมดเม่ือเก็บรักษานาน  10  วนั  (P<0.05)  เม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม  โดยในวนัท่ี  2  มีจ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  5.29, 4.61, 4.65, 4.75, 4.73  
และ  4.84  log cfu/g  ตามล าดบั  วนัท่ี  4  มีจ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  5.86, 5.25, 5.34, 5.44, 5.32  
และ  5.43  log cfu/g  ตามล าดบั  วนัท่ี  6  มีจ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  6.11, 5.77, 5.74, 5.87, 5.61  
และ  5.63  log cfu/g  ตามล าดบั  ในวนัท่ี  10  มีจ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด  8.73, 7.28, 7.47, 7.55, 
7.29  และ  7.25  log cfu/g  ตามล าดบั  โดยพบวา่กลุ่มควบคุมเน้ือเร่ิมเน่าเสียในวนัท่ี  8  ของการเก็บรักษา  
โดยมีจ านวนจุลินทรียร์วม  7.31  log cfu/g ซ่ึงจ านวนเช้ือท่ีเร่ิมเน่าเสียคือ log 7 cfu/g  ท าให้เน้ือมี
กล่ินผิดปกติ  (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549; Olaoye and Ntuen.  2011)  นอกจากน้ีเน้ือจะเร่ิมเกิด
เมือกเม่ือตรวจนบัจุลินทรียไ์ด ้log 7.5- log 8  (ในวนัท่ี 7 ของการเก็บรักษา)  ซ่ึงการเกิดเมือกบน
เน้ือสดเป็นปัญหาการเน่าเสียของเน้ือท่ีเก็บในตูเ้ยน็มากท่ีสุด  (สุมณฑา  วฒันสินธ์ุ.  2549)  ซ่ึงกลุ่ม
ท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  เน้ือเร่ิมเน่าเสียในวนัท่ี  10 อยา่งไร
ก็ตามกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  พบวา่จ านวนเช้ือไม่
แตกต่างกนัในทางสถิติ  ดงัแสดงในตารางท่ี  4.6 

การวิเคราะห์หาจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่า  (Psychrophilic) (log cfu/g) พบ
จ านวนจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่า  4.23, 4.15, 4.09, 4.17, 4.23  และ  4.22  log cfu/g  ตามล าดบั  
สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ไม่มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์
ชอบอุณหภูมิต ่า  โดยมีจ านวนจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่าไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (P>0.05)  และ
เม่ือเก็บรักษาเน้ือสุกรบดนานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบวา่ ทุกกลุ่มการทดลองมีปริมาณเช้ือเพิ่มข้ึน
ในวนัท่ี 4 ของการเก็บรักษาและมากท่ีสุดในวนัท่ี 10 ของการเก็บรักษา (P<0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี  4.7   

การวิเคราะห์หายีสต์และรา  (log cfu/g)  พบจ านวนยีสตร์า  3.54, 3.54, 
3.41, 3.58, 3.60  และ  3.68  log cfu/g  ตามล าดบั  ในวนัแรกของการเก็บรักษาทุกกลุ่มการทดลองมี
ปริมาณเช้ือไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ  (P>0.05)  กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  มีจ  านวนเช้ือต ่ากวา่กลุ่มควบคุม  ในวนัท่ี  2  โดยมีจ านวนเช้ือ  3.91, 3.49, 
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3.49, 3.41, 3.61  และ  3.64  log cfu/g  ตามล าดบั  และวนัท่ี  4  มีจ  านวนเช้ือ  4.06, 3.46, 3.44, 3.64, 
3.66 และ 3.72  log cfu/g  ตามล าดบั  ในวนัท่ี  6  และ 8  จ  านวนเช้ือไม่แตกต่างกนัทางสถิติ  ส่วน
ในวนัท่ี  10  พบวา่กลุ่มท่ีเติมสารแบคเทอริโอซิน  KL-1  และกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบ
แดงร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  มีจ  านวนเช้ือต ่ากวา่กลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอก
กระเจ๊ียบแดงเพียงอยา่งเดียว  โดยมีค่า  5.34, 5.21, 5.00, 5.11,5.19  และ 5.11  log cfu/g  ตามล าดบั  
และเม่ือเก็บรักษาเป็นระยะเวลา  10  วนั  พบวา่ทุกกลุ่มการทดลองมีปริมาณเช้ือเพิ่มข้ึนในวนัท่ี  4  
ของการเก็บรักษา  ยกเวน้กลุ่มควบคุมท่ีมีปริมาณเช้ือเพิ่มข้ึนในวนัท่ี  2  ของการเก็บรักษาและมาก
ท่ีสุดในวนัท่ี  10  ของการเก็บรักษา  (P<0.05)  ดงัแสดงในตารางท่ี  4.8   

การวเิคราะห์จ านวน Coliform (log cfu/g)  พบจ านวน  Colifom  3.90, 3.91, 
3.94, 3.93, 4.04  และ  4.11  log cfu/g  ตามล าดบั  ในวนัแรกของการเก็บรักษาทุกกลุ่มการทดลองมี
จ านวนเช้ือไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (P>0.05)  นอกจากน้ีในวนัท่ี 2, 4, 6 และ 8  ทุกกลุ่มการ
ทดลองมีจ านวน  Coliform  ไม่แตกต่างกนั  ยกเวน้กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1  640 AU/ml มี
ผลในการลดจ านวน  Coliform ในวนัท่ี 2  ส าหรับกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ            
แบคเทอริโอซิน  KL-1 และการใชร่้วมกนั  มีผลในการลดจ านวน  Coliform ในวนัท่ี  10  เท่านั้น  
โดยมีค่า  6.82, 5.82, 6.37, 6.40, 6.00  และ  6.24  log cfu/g  ตามล าดบั  ดงัแสดงในตารางท่ี  4.9   

การวิเคราะห์หา  E. coli (cfu/g)  พบวา่ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  10  
วนั  ทุกกลุ่มการทดลองมีจ านวน  E. coli  ต  ่ากวา่ค่าท่ีสามารถตรวจพบได ้ (<1 lof cfu/g)   ดงัแสดง
ในตารางท่ี  4.10 
  จากการสุ่มตวัอย่างช้ีให้เห็นว่า  เน้ือสุกรมีสุขลกัษณะในการผลิตท่ีดี  เน่ืองจาก
จ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดเร่ิมตน้อยูใ่นเกณฑ์มาตรฐานของมาตรฐานสินคา้เกษตร (มกษ 6000-2547) 
เน้ือสุกร. 2547)  ซ่ึงก าหนดไวว้า่จ  านวนจุลินทรียท์ั้งหมด ตอ้งไม่เกิน 5 x 105 โคโลนี (CFU) ต่อตวัอยา่ง 
1 กรัม  เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม  ท าการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดักระเจ๊ียบแดงท่ีมีผลต่อ
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ พบวา่ไม่สามารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท์ั้งหมด
ได ้ เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์พบในเน้ือสัตวมี์หลายชนิด  บางชนิดสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบ
คเทอริโอซิน  KL-1   ไม่สามารถยบัย ั้งได ้ ซ่ึงหากมีจ านวนจุลินทรียท่ี์ไม่สามารถยบัย ั้งไดม้าก  ท า
ให้ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ด ้  (Jazani et al.  2007) ทั้งน้ียงัข้ึนอยูก่บัความ
เขม้ขน้ของสารสกดัท่ีใช ้และชนิดของเช้ือจุลินทรีย ์(Almajano et al.  2008)  นอกจากน้ียงัสอดคลอ้ง
กบัผลการทดลองของ  Babatunde and Adewumi (2015)  ท าการศึกษาผลของการใชส้ารสกดัจาก
กลีบดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัด้วยเอทานอลในแพตต้ีไก่  พบว่าจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดเม่ือเก็บ
รักษาเป็นระยะเวลา  14  วนั มีจ  านวนเพิ่มข้ึน  ผลดงักล่าวอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพของสารสกดั  
เน่ืองจากในเน้ือสัตวมี์ปัจจยัท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพของสารสกดั  เช่น  สารอินทรียต่์างๆ ไขมนั  
หรือเช้ือชนิดอ่ืนๆ ท าใหส่ิ้งเหล่าน้ีไปขดัขวางการท างานของสารสกดัท าให้สารสกดัออกฤทธ์ิไดไ้ม่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เต็มท่ี  อีกทั้งยงัข้ึนอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และความเข้มข้นของสารสกดั (นิพฒัน์  ล้ิมสงวน.  
2547)   นอกจากน้ีการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์ท่ีอุณหภูมิต ่าสามารถลดอตัราการแลกเปล่ียนของเหลว
ภายในและภายนอกเซลล ์ ซ่ึงการเปล่ียนแปลงเหล่าน้ีท าใหก้รดไขมนัท่ีปกติเป็นสายยาวเปล่ียนเป็น
ผลึกท่ิมแทงเซลล์ท าให้เซลล์ตาย  โดยเช้ือจะเปล่ียนสภาวะจากปกติไปเป็นเซลล์ท่ีบาดเจ็บ  (ผุสดี  
และคณะ.  2553)  แต่เม่ือเช้ืออยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสม  เช่น  เน้ือสัตว ์ จะท าให้เช้ือสามารถปรับตวั
เพื่อให้อยู่รอดในผลิตภณัฑ์ได ้ เช่นเดียวการทดลองผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ
แบคเทอริโอซิน  KL-1  จ  านวนเช้ือไม่มีจ  านวนท่ีลดลง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ 4.6  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใชร่้วมกนัต่อจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด (Total Plate Count)  (log cfu/g) ของเน้ือ
สุกรบดแช่เยน็  4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร+  
แบคเทอริโอซิน KL-1   

40 AU/ml 
0 4.99 ± 0.31 a,D†,‡,§ 4.79 ± 0.01 a,E 4.93 ± 0.25 a,E 4.85 ± 0.19 a,E 5.06 ± 0.20 a,DE 4.97 ± 0.21 a,C 
2 5.29 ± 0.18 a,D 4.61 ± 0.01 b,E 4.65 ± 0.03 b,F 4.75 ± 0.03 b,E 4.73 ± 0.23 b,E 4.84 ± 0.02 b,C 
4 5.86 ± 0.01 a,C 5.25 ± 0.01 d,D 5.34 ± 0.02 c,D 5.44 ± 0.12 b,D 5.32 ± 0.03 c,DE 5.43 ± 0.02 b,BC 
6 6.11 ± 0.11 a,C 5.77 ± 0.26 bc,C 5.74 ± 0.04 bc,C 5.87 ± 0.02 b,C 5.61 ± 0.03 c,C 5.63 ± 0.29 c,B 
8 7.31 ± 0.65 a,B 6.24 ± 0.71 b,B 6.55 ± 0.03 b,B 6.52 ± 0.53 b,B 6.36 ± 0.69 b,B 6.67 ± 0.57 ab,A 

10 8.73 ± 0.17 a,A 7.28 ± 0.02 b,A 7.47 ± 0.05 b,A 7.55 ± 0.01 b,A 7.29 ± 0.01 b,A 7.25 ± 0.98 b,A 
†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ 4.7  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใชร่้วมกนัต่อจ านวนจุลินทรียท่ี์ชอบอุณหภูมิต ่า   (Psychrophilic)  (log cfu/g) 
ของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 4.23 ± 0.33 a,D†,‡,§ 4.15 ± 0.15 a,CD 4.09 ± 0.19 a,E 4.17 ± 0.05 a,E 4.23 ± 0.36 a,E 4.22 ± 0.03 a,E 
2 4.51 ± 0.71 a,D 3.95 ± 0.77 a,D 4.22 ± 0.02 a,E 4.33 ± 0.04 a,E 4.22 ± 0.22 a,E 4.25 ± 0.10 a,E 
4 5.56 ± 0.02 a,C 5.05 ± 0.86 a,C 5.10 ± 0.85 a,D 5.24 ± 0.46 a,D 5.23 ± 0.23 a,D 5.32 ± 0.09 a,D 
6 7.01 ± 0.39 a,B 6.49 ± 0.92 a,B 6.68 ± 0.02 a,C 6.75 ± 0.04 a,C 6.65 ± 0.25 a,C 6.82 ± 0.07 a,C 
8 8.12 ± 0.13 a,A 7.62 ± 0.53 a,A 7.70 ± 0.01 a,B 7.80 ± 0.48 a,B 7.80 ± 0.48 a,B 7.81 ± 0.49 a,B 

10 8.87 ± 1.19 a,A 8.36 ± 0.86 a,A 8.40 ± 0.29 a,A 8.50 ± 1.02 a,A 8.53 ± 0.85 a,A 8.41 ± 0.82 a,A 
†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ 4.8  ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกันต่อจ านวนยีสต์และรา  (log cfu/g) ของเน้ือสุกรบดแช่เย็น 
4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1   

40 AU/ml 
0 3.54 ± 0.03 a,E†,‡,§ 3.54 ± 0.32 a,C 3.41 ± 0.21 a,C 3.58 ± 0.23 a,CD 3.60 ± 0.20 a,C 3.68 ± 0.08 a,C 
2 3.91 ± 0.01 a,D 3.49 ± 0.36 b,C 3.49 ± 0.33 b,C 3.41 ± 0.45 b,D 3.61 ± 0.29 ab,C 3.64 ± 0.18 ab,C 
4 4.06 ± 0.03 a,C 3.46 ± 0.04 c,C 3.44 ± 0.10 c,C 3.64 ± 0.18 b,CD 3.66 ± 0.02 b,C 3.72 ± 0.04 b,C 
6 4.11 ± 0.02 a,C 3.92 ± 0.12 a,BC 3.82 ± 0.54 a,BC 3.87 ± 0.28 a,BC 3.99 ± 0.24 a,BC 3.89 ± 0.40 a,C 
8 4.35 ± 0.12 a,B 4.15 ± 0.31 a,B 4.24 ± 0.49 a,B 4.26 ± 0.48 a,B 4.25 ± 0.55 a,B 4.30 ± 0.30 a,B 

10 5.34 ± 0.01 a,A 5.21 ± 0.06 ab,A 5.00 ± 0.02 c,A 5.11 ± 0.02 bc,A 5.19 ± 0.18 b,A 5.11 ± 0.17 bc,A 
†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ 4.9  ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัต่อจ านวน Coliform (log cfu/g)  ของเน้ือสุกรบดแช่เย็น  4 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ  10 วนั 

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 3.90 ± 0.34 a,D†,‡,§ 3.91 ± 0.18 a,D 3.94 ± 0.05 a,D 3.93 ± 0.05 a,D 4.04 ± 0.11 a,C 4.11 ± 0.13 a,D 
2 4.18 ± 0.37 a,D 3.95 ± 0.15 ab,D 3.81 ± 0.21 b,D 3.92 ± 0.11 ab,D 4.01 ± 0.16 ab,C 4.08 ± 0.21 ab,D 
4 4.28 ± 0.35 a,D 4.30 ± 0.37 a,CD 4.12 ± 0.35 a,D 4.13 ± 0.35 a,D 4.19 ± 0.21 a,C 4.21 ± 0.46 a,D 
6 4.94 ± 0.48 a,C 4.54 ± 0.67 ab,C 4.70 ± 0.55 ab,C 4.92 ± 0.22 ab,C 4.34 ± 0.24 b,C 4.99 ± 0.28 ab,C 
8 5.92 ± 0.39 a,B 5.15 ± 0.49 b,B 5.49 ± 0.43 ab,B 5.55 ± 0.14 ab,B 5.24 ± 0.45 b,B 5.65 ± 0.35 ab,B 

10 6.82 ± 0.31 a,A 5.82 ± 0.40 d,A 6.37 ± 0.28 bc,A 6.40 ± 0.15 ab,A 6.00 ± 0.24 cd,A 6.24 ± 0.21 bcd,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที ่ 4.10  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกนัต่อจ านวน E. coli  (log cfu/g)  ของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  4 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

* นอ้ยกวา่ 1 log  cfu/g (ต ่ากวา่ระดบัท่ีตรวจนบัได)้ 

 
 
 
 
 
 

ระยะเวลา 
การเก็บ 

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร + 
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1 

  40 AU/ml 
0 <1* <1 <1 <1 <1 <1 
2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
4 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
6 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
8 <1 <1 <1 <1 <1 <1 

10 <1 <1 <1 <1 <1 <1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.3.1.2  คุณภาพดา้นกายภาพ 
(1)  ค่าสี (L*a*b*)  

  จากการวิเคราะห์ค่าความสวา่ง  (Lightness, L*)  พบวา่ในวนัแรกมีค่า
เท่ากบั  46.62, 45.86, 47.91, 48.85, 46.67  และ  46.33  ตามล าดบั  โดยกลุ่มที่เติมสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  มีค่าความสว่างน้อยที่สุด  (P<0.05)  และกลุ่มที่เติม
แบคเทอริโอซิน KL-1 320 Au/ml มีค่าความสว่างสูงท่ีสุด (P<0.05)  ในขณะท่ีกลุ่มอ่ืนมีค่าไม่
แตกต่างกนัในทางสถิติ  ในวนัท่ี 4 ทุกกลุ่มการทดลองมีค่าความสว่างแตกต่างกนัในทางสถิติ 
(P<0.05) ยกเวน้กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง 6.25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 
KL-1 640 AU/ml  และเม่ือเก็บรักษาเน้ือสุกรบดนานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบวา่ค่าความสวา่งมีค่า
สูงข้ึน  และไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05)  ยกเวน้กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (P<0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี  4.11  

ค่าสีแดง  (Redness, a*)  ในวนัแรกมีค่าเท่ากบั  6.06, 6.80, 7.03, 6.23, 
6.65  และ  6.68  ตามล าดบั  ซ่ึงไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ  (P>0.05)  และเม่ือเก็บรักษาเน้ือสุกรบด
นานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบวา่ทุกกลุ่มการทดลองค่าสีแดงมีค่าลดลงในวนัท่ี 4 ของการเก็บรักษา 
(P<0.05)  ยกเวน้กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1 640 AU/ml  (P>0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี  4.12   

อย่างไรก็ตามค่าสีเหลือง  (Yellowness, b*)  ในวนัแรกมีค่าเท่ากบั  
13.03, 13.39, 15.04, 14.74, 13.95  และ  13.80  ตามล าดบั  โดยกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1 
640 AU/ml มีค่าสีเหลืองสูงท่ีสุดในวนัแรกของการเก็บรักษา (P<0.05) เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม  
เม่ือเก็บรักษาในวนัท่ี  2, 6 และ 10  พบวา่กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตรมีค่าสีเหลืองต ่าท่ีสุด และกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1 320 AU/ml  มีค่าสูงท่ีสุด 
แตกต่างกนัในทางสถิติ  (P<0.05)  และเม่ือเก็บรักษาเน้ือสุกรบดนานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบวา่ค่า
สีเหลืองมีค่าลดลง  และไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05)  ยกเวน้กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอก
กระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรและกลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1 640  AU/ml  ค่าสีเหลือง
ลดลงในวนัท่ี  2  ของการเก็บรักษา (P<0.05)  กลุ่มท่ีเติมแบคเทอริโอซิน KL-1 320  AU/ml ค่าสี
เหลืองลดลงในวนัท่ี  6  ของการเก็บรักษา (P<0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี  4.13 

จากผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ  เยาวลกัษณ์ 
สุรพนัธพิศิษฐ์  (2546)  ท าการศึกษาการใช้สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง เปลือกและเมล็ด
ส้มเขียวหวานเป็นสารตา้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัธรรมชาติในหมูแผน่ โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 6 กลุ่ม 
ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีเติม BHT  ร้อยละ  0.01 กลุ่มท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดงร้อยละ 0.05, 0.1, 
0.2  และ 0.3  ส าหรับเปลือกส้มก็ใชก้ลุ่มการทดลองเช่นเดียวกนัและระดบัความเขม้ขน้ของสาร
สกดัก็เช่นเดียวกบัสารสกดักระเจ๊ียบแดง เก็บรักษาผลิตภณัฑ์นาน 28 วนั พบวา่หมูแผน่ดิบและสุก
ท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดงท่ีระดบัร้อยละ  0.05–0.1  โดยน ้ าหนกั มีค่าสีแดง (a*) ไม่แตกต่างจาก

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตวัอยา่งควบคุม  ส่วนค่าความสว่าง  (L*) และค่าสีเหลือง  (b*) มีค่าการเปล่ียนแปลงเล็กนอ้ยซ่ึง
ไม่ไดร้ายงานค่าไว ้ นอกจากน้ีลกัษณะของแบคเทอริโอซินท่ีเติมลงในเน้ือสุกรบดมีลกัษณะใส  จึง
ไม่มีผลต่อค่าสี  อีกทั้ งตัวอย่างเน้ือสุกรบดมีส่วนผสมของไขมันจึงท าให้การสุ่มตัวอย่างไม่
สม ่าเสมอจึงท าใหผ้ลดงักล่าวมีค่าไม่คงท่ี  

 
(2)  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

การวเิคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่างของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  4  องศาเซลเซียส  
พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่าง  ในวนัแรกมีค่าเท่ากบั  5.70, 5.49, 5.76, 5.80, 5.59  และ  5.61  ตามล าดบั  
ในแต่ละกลุ่มการทดลองค่าความเป็นกรด-ด่างไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ  (P>0.05)  และเม่ือเก็บ
รักษาเน้ือสุกรบดนานข้ึนเป็นเวลา  10  วนั  พบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างมีค่าใกลเ้คียงกนัแต่ไม่
แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05)  ดงัแสดงในตารางท่ี  4.14  แมว้า่สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและ
แบคเทอริโอซินจะมีค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง 3-4  แต่การเติมลงไปเพียงเล็กนอ้ยในเน้ือสุกรบด
ไม่ไดส่้งผลต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง  นอกจากน้ี  สุภาพ นนทะสันต์  (2556)  ท่ีท าการศึกษาการ
ประยุกตใ์ชส้ารตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดักลีบดอกกระเจ๊ียบแดงในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตท่ีร้อยละ
0.2, 0.4  และ 0.6  พบวา่ไม่มีผลกระทบต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่  4.11  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และการใช้ร่วมกนัต่อค่าความสว่าง (Lightness, L*) ของเน้ือสุกรบดแช่เย็น  4 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน        
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน               
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1                      

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร+  
แบคเทอริโอซิน KL-1                        

40 AU/ml 
0 46.62 ± 0.81 ab,A†,‡,§ 45.86 ± 0.78 b,B 47.91 ± 1.41 ab,A 48.85 ± 1.88 a,A 46.67 ± 0.69 ab,A 46.33 ± 2.24 ab,A 
2 46.83 ± 1.30 a,A 47.03 ± 1.69 a,AB 47.58 ± 2.60 a,A 48.39 ± 2.10 a,A 47.41 ± 1.14 a,A 46.58 ± 1.70 a,A 
4 45.93 ± 1.40 b,A 46.37 ± 0.93 b,B 48.80 ± 0.20 a,A 48.89 ± 1.30 a,A 47.29 ± 0.36 ab,A 46.59 ± 0.69 b,A 
6 47.94 ± 1.32 a,A 47.21 ± 0.81 a,AB 49.51 ± 1.13 a,A 48.74 ± 2.52 a,A 47.66 ± 1.51 a,A 46.78 ± 1.06 a,A 
8 48.37 ± 2.85 a,A 49.12 ± 1.45 a,A 49.42 ± 2.72 a,A 48.96 ± 2.97 a,A 48.36 ± 2.23 a,A 48.53 ± 0.84 a,A 

10 46.94 ± 3.44 a,A 47.50 ± 2.19 a,AB 48.47 ± 3.53 a,A 48.20 ± 3.45 a,A 47.12 ± 2.74 a,A 48.34 ± 2.88 a,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่  4.12  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และการใชร่้วมกนัต่อค่าสีแดง  (Redness, a*) ของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั 

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1                  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1    

40 AU/ml 
0 6.06 ± 1.08 a,AB†,‡,§ 6.80 ± 0.51 a,A 7.03 ± 0.79 a,A 6.23 ± 0.52 a,AB 6.65 ± 1.01 a,A 6.68 ± 0.69 a,A 
2 7.42 ± 1.97 a,A 6.18 ± 0.32 a,AB 6.69 ± 1.53 a,A 7.28 ± 1.80 a,A 6.57 ± 1.71 a,A 6.60 ± 1.38 a,A 
4 6.90 ± 2.40 a,AB 6.02 ± 0.93 a,AB 6.50 ± 1.66 a,A 6.59 ± 1.88 a,AB 5.94 ± 1.54 a,AB 6.53 ± 1.15 a,A 
6 5.48 ± 2.00 a,AB 5.13 ± 0.83 a,BC 5.43 ± 1.54 a,A 5.59 ± 1.11 a,AB 5.14 ± 1.09 a,AB 5.21 ± 1.16 a,AB 
8 3.92 ± 0.54 a,B 4.17 ± 1.29 a,C 4.52 ± 0.94 a,A 4.47 ± 0.71 a,B 4.06 ± 0.86 a,B 4.07 ± 1.33 a,B 

10 4.52 ± 0.78 a,AB 4.23 ± 0.29 a,C 4.63 ± 0.94 a,A 4.73 ± 0.97 a,B 4.47 ± 0.27 a,AB 4.17 ± 0.63 a,B 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่  4.13  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และการใช้ร่วมกนัต่อค่าสีเหลือง (Yellowness, b*) ของเน้ือสุกรบดแช่เย็น  4 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั  

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร+  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 13.03 ± 1.30 c,A†,‡,§ 13.39 ± 0.57 bc,A 15.04 ± 0.27 a,A 14.74 ± 0.48 ab,A 13.95 ± 0.97 abc,A 13.80 ± 0.53 abc,A 
2 14.16 ± 0.87 a,A 12.59 ± 0.17 b,AB 13.91 ± 0.94 ab,AB 14.80 ± 0.71 a,A 13.79 ± 0.53 ab,A 13.66 ± 0.98 ab,A 
4 13.86 ± 1.65 a,A 12.87 ± 0.60 a,AB 14.42 ± 0.50 a,AB 14.45 ± 1.02 a,A 13.26 ± 1.13 a,A 13.52 ± 0.50 a,A 
6 13.60 ± 0.81 ab,A 12.37 ± 0.60 b,AB 13.83 ± 1.14 a,AB 13.62 ± 0.31 ab,AB 12.80 ± 0.51 ab,A 12.87 ± 0.45 ab,A 
8 12.81 ± 1.36 a,A 12.37 ± 0.99 a,AB 13.97 ± 1.46 a,AB 13.25 ± 1.65 a,AB 12.52 ± 1.25 a,A 12.35 ± 1.74 a,A 

10 12.30 ± 0.11 ab,A 11.99 ± 0.39 b,B 13.13 ± 0.88 a,B 12.55 ± 0.38 ab,B 12.22 ± 0.77 ab,A 12.41 ± 0.22 ab,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่4.14   ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1 และการใช้ร่วมกนัต่อค่าความเป็นกรด-ด่างของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  4  องศาเซลเซียส    
เป็นเวลา 0, 2, 4, 6, 8  และ 10 วนั  

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 
 

ระยะเวลา
การเก็บ

รักษา (วนั) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร+  
แบคเทอริโอซิน KL-1 

  40 AU/ml 
0 5.70 ± 0.26 a,A†,‡,§ 5.49 ± 0.29 a,A 5.76 ± 0.22 a,A 5.80 ± 0.21 a,A 5.59 ± 0.24 a,A 5.61 ± 0.23 a,A 
2 5.73 ± 0.20 a,A 5.55 ± 0.14 a,A 5.78 ± 0.16 a,A 5.78 ± 0.20 a,A 5.61 ± 0.19 a,A 5.62 ± 0.18 a,A 
4 5.83 ± 0.28 a,A 5.58 ± 0.25 a,A 5.86 ± 0.26 a,A 5.87 ± 0.29 a,A 5.73 ± 0.25 a,A 5.69 ± 0.27 a,A 
6 5.76 ± 0.20 a,A 5.51 ± 0.24 a,A 5.80 ± 0.25 a,A 5.84 ± 0.23 a,A 5.66 ± 0.22 a,A 5.64 ± 0.23 a,A 
8 5.85 ± 0.12 a,A 5.51 ± 0.18 a,A 5.78 ± 0.17 a,A 5.82 ± 0.14 a,A 5.58 ± 0.13 a,A 5.63 ± 0.17 a,A 

10 6.10 ± 0.26 a,A 5.69 ± 0.35 a,A 6.01 ± 0.44 a,A 6.12 ± 0.35 a,A 5.83 ± 0.41 a,A 5.82 ± 0.46 a,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 4.3.2  ผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง   แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใช้ร่วมกัน
เพือ่ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอสิระด้วยวธีิ  DPPH  ในเนือ้สุกรบดแช่แข็ง  

วิเคราะห์ความสามารถของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  
และการใชร่้วมเพื่อทดสอบฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวิธี  DPPH  (1,1-Diphenyl-2 picrylhydrazyl)  
พบวา่กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1  และการใชร่้วมกนัมีค่าการ
ก าจดัอนุมูลอิสระสูงกวา่กลุ่มควบคุม  (P<0.05)  โดยกลุ่มท่ีเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดงท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มีค่าการก าจดัอนุมูลอิสระมากท่ีสุด  รองลงมาคือกลุ่มท่ีเติมสารสกดั
จากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  640  AU/ml และ
กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน KL-1  
40  AU/ml  และเม่ือเก็บรักษาเป็นระยะเวลา  4 เดือน พบว่าพบวา่กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอก
กระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1  และการใชร่้วมกนัมีค่าการก าจดัอนุมูลอิสระคงท่ีตลอดอายุ
การเก็บรักษา (P>0.05) ยกเวน้กลุ่มควบคุมท่ีมีค่า  DPPH ลดลงเม่ืออายุการเก็บรักษาเพิ่มข้ึน  เม่ือ
เทียบกบัการการศึกษาเบ้ืองตน้พบวา่  เน้ือสุกรบดท่ีเติม  BHT  ร้อยละ  0.02  มีค่าการก าจดัอนุมูลอิสระ
เพียง  48.71 ดงัแสดงในตารางท่ี  4.15 

สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีน ามาศึกษาคร้ังน้ีมีปริมาณฟีอลิกทั้งหมด  675.80  
มิลลิกรัมแกลลิกต่อน ้ าหนกัแห้ง  100  กรัม  นอกจากน้ียงัมีค่าความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ
เท่ากบั  937.20  ppm  กลไกการตา้นอนุมูลอิสระ  DPPH  เกิดจากการรับอิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ  
DPPH  ของสารจ าพวกฟีนอล  ซ่ึงจะไดเ้ป็นสาร  DPPH  ท่ีไม่เป็นอนุมูลอิสระอีกต่อไป  ท าให้
ปฏิกิริยาลูกโซ่ของการเกิดอนุมูลอิสระหยุดลง  (บุหรัน  พนัธ์ุสวรรค์.  2556)  ค่าการก าจดัอนุมูลอิสระ 
(DPPH)  เป็นวิธีหน่ึงท่ีใช้วิเคราะห์ค่าความสามารถในการก าจดัอนุมูลอิสระ  เป็นค่าท่ีบอกถึง
ศกัยภาพของสารตา้นอนุมูลอิสระ หรือพืชท่ีใช้  หากมีค่าสูงหมายความว่ามีความสามารถในการ
ตา้นอนุมูลอิสระสูง  (วิไลพร ปองเพียร.  2550) Mohd-Esa et al.  (2010)  ศึกษาความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระในส่วนต่างๆของกระเจ๊ียบแดง (กลีบดอก ใบ เมล็ดและล าตน้)  สกดัดว้ยน ้ า
และเอทานอลร้อยละ  80  โดยท าการศึกษาสารประกอบฟีโนลิก  ค่า  DPPH  และน าผลท่ีไดไ้ปศึกษา
การตา้นออกซิเดชนัของไขมนัในเน้ือววับด (Lipid oxidation)  เม่ือเก็บรักษาท่ี 4  องศาเซลเซียส  นาน 14 
วนั  ผลการศึกษาพบวา่  ส่วนของเมล็ดท่ีสกดัดว้ยน ้ าและเอทานอลร้อยละ  80  มีค่าฟีโนลิก สูงท่ีสุด 
(2.97 ± 0.17 mg GAE /g และ 4.87 ± 0.14 mg GAE /g) มีค่า DPPH สูงท่ีสุด คือร้อยละ  65.1 ± 2.58 
และ 91.8 ± 1.05 เน่ืองจากในส่วนของเมล็ดมีปริมาณค่าฟีโนลิกและการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่ทุกๆ
ส่วน   สุภาพ นนทะสันต ์  (2556)  ท าการศึกษาการประยุกตใ์ชส้ารตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดั
กระเจ๊ียบแดงในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตเพื่อศึกษาผลของการเติมสารสกดักระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยเอทา
นอลปริมาณต่างๆ ไดแ้ก่ร้อยละ  0.2, 0.4  และ 0.6  และศึกษาผลต่อคุณภาพทางดา้นเคมี  ไดแ้ก่  
ปริมาณแอนโทไซยานิน  ค่า DPPH (2,2-Diphenyl-I-Picrylhydrazyl, ความสามารถในการยบัย ั้ง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อนุมูลอิสระ)  ผลการศึกษาพบว่าเม่ือความเขม้ขน้ของสารสกดัเพิ่มข้ึน  ปริมาณแอนโทไซยานิน
เพิ่มข้ึนเป็น 4.34, 8.90 และ 14.64  มิลลิกรัม/กิโลกรัม  และความสามารถในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ
เพิ่มข้ึนเป็นร้อยละ 12.57, 24.24 และ 31.24 ตามล าดบั  เน่ืองจากคุณสมบติัการเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระท่ีมีประสิทธิภาพสูงของแอนโธไซยานินซ่ึงมีอยูใ่นสารสกดัท่ีเติมลงไป  อีกทั้ง  Christian and 
Jackson  (2009)  ศึกษาการเปล่ียนแปลงของการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระของกระเจ๊ียบ  3  ช่วงการ
เจริญเติบโตตลอดระยะเวลา 35 วนั (traditional bearing red:TRED, early bearing red:ERED และ 
white:WHTE)  โดยศึกษาสารประกอบฟีนอลิก  ปริมาณแอนโธไซยานินและการตา้นอนุมูลอิสระ 
(Antioxidant)  พบว่าในกระเจ๊ียบในช่วง ERED  มีความสามารถตา้นอนุมูลอิสระได้สูงท่ีสุด       
(ร้อยละ  79)  เน่ืองมาจากสารประกอบพวกฟีนอลิก  รวมทั้งสารแอนโทไซยานินและสารท่ีไม่ใช่
แอนโทไซยานิน  และหากน าไปใชร่้วมกบั  BHA  จะท าให้มีความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ
มากถึงร้อยละ  86   

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที ่ 4.15  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใชร่้วมกนัต่อฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดว้ยวธีิ  DPPH ของเน้ือสุกรบดแช่แขง็  -20  
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 0, 1, 2, 3  และ  4  เดือน 

†   ค่าเฉล่ีย  ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของตวัอยา่งจ านวน  3  รอบการผลิต 
‡ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีแตกต่างกนัในแถวเดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
§ ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพใ์หญ่ท่ีแตกต่างกนัในคอลมัน์เดียวกนัมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 
 

ระยะเวลา 
การเก็บ 

รักษา (เดือน) 
ควบคุม 

กระเจ๊ียบ 50  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1 640 AU/ml 

แบคเทอริโอซิน  
KL-1  320 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

640 AU/ml 

กระเจ๊ียบ 6.25  
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร +  
แบคเทอริโอซิน KL-1  

40 AU/ml 
0 15.85 ± 1.05 e,A†,‡,§ 94.77 ± 0.71 a,A 20.11 ± 0.95 d,C 19.71 ± 1.56 d,B 76.85 ± 0.13 b,A 70.73 ± 0.34 c,B 
1 15.29 ± 1.59 e,AB 92.70 ± 1.92 a,A 22.35 ± 0.88 d,A 22.44 ± 0.22 d,A 66.24 ± 0.97 c,C 72.26 ± 0.21 b,A 
2 14.74 ± 0.64 d,AB 93.21 ± 1.44 a,A 21.75 ± 1.08 c,AB 20.47 ± 0.33 c,B 72.14 ± 0.01 b,B 71.00 ± 0.93 b,B 
3 11.65 ± 0.38 d,C 93.74 ± 1.62 a,A 20.92 ± 0.23 c,ABC 20.81 ± 0.54 c,AB 70.72 ± 1.43 c,E 70.81 ± 0.17 b,B 
4 13.59 ± 1.11 e,B 93.83 ± 0.17 a,A 20.59 ± 0.13 d,BC 21.01 ± 1.26 d,AB 70.68 ± 0.40 c,B 72.86 ± 0.10 b,A 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที ่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 การทดลองท่ี  1  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ในการ
ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรค และแบคทีเรียท่ีท าใหอ้าหารเน่าเสีย พบวา่ 
  1. สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีระดบัความเขม้ขน้  50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร  มี
ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบไดทุ้กสายพนัธ์ุ (ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ) ดว้ยค่าเฉล่ียเส้นผา่ศูนยก์ลางยบัย ั้ง  23.33–20.66 มิลลิเมตร 
  2.  ค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้งเช้ือ  (MIC)  ส าหรับ  S. aureus TISTR 118, 
P. fluorescens TISTR 358  และ  E. coli  TISTR 780  คือ  ท่ีระดบัความเขม้ขน้  25  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร  ยกเวน้เช้ือ  S. Typhimurium TISTR 292  ท่ีไม่สามารถหาค่า  MIC  ได ้  และค่าความ
เขม้ขน้ต ่าสุดในการท าลายเช้ือ  (MBC)  ส าหรับเช้ือดงักล่าวคือ ท่ีระดบัความเขม้ขน้  25, 50, 50 
และ 50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
  3.  ค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมระหวา่งสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  
KL-1 เพื่อยบัย ั้งแบคทีเรีย  (FICI)  ส าหรับ  S. aureus TISTR 118, P. fluorescens TISTR 358  และ  
S. Typhimurium TISTR 292  คือ  0.31 (ออกฤทธ์ิเสริมกนั), 0.75 (ออกฤทธ์ิเสริมกนับางส่วน) และ
0.75 (ออกฤทธ์ิเสริมกนับางส่วน)  ตามล าดบั  และค่าดชันีการออกฤทธ์ิร่วมระหวา่งสารสกดัจาก
ดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  เพื่อท าลายแบคทีเรีย  (FBCI)  ส าหรับเช้ือดงักล่าวคือ
0.31 (ออกฤทธ์ิเสริมกนั), 0.37 (ออกฤทธ์ิเสริมกนั) และ  0.25 (ออกฤทธ์ิเสริมกนั)  ตามล าดบั 
  4.  ระยะเวลาท่ีสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  แบคเทอริโอซิน KL-1  และการใช้
ร่วมกนัต่อการลดลงของจ านวนเช้ือ S. aureus TISTR 118  และ  S. Typhimurium TISTR 292  
พบวา่การใชส้ารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงสามารถท าลายไดใ้นเวลา  2  และ  4  นาที   นอกจากน้ี
การใชแ้บคเทอริโอซิน KL-1 เพียงอยา่งเดียวไม่สามารถลดจ านวนเช้ือทั้งสองได ้ ในขณะท่ีการใช้
ร่วมกนัของสารทั้งสองสามารถลดจ านวนเช้ือไดใ้นเวลา  60  นาที 
 การทดลองท่ี  2  ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ในการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคในเน้ือสุกรบด (In vitro) พบวา่กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบ
แดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร กลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/มิลลิลิตร
ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 640  AU/ml และกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  6.25  มิลลิกรัม/
มิลลิลิตรร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 40  AU/ml  สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ไดม้ากกวา่เม่ือเทียบกบั
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กลุ่มควบคุม (P<0.05)  แต่สารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซินไม่มีผลในการยบัย ั้ง
เช้ือ  S. Typhimurium  โดยทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม  (P>0.05)    
 การทดลองท่ี  3 ผลของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงและแบคเทอริโอซิน  KL-1  ต่อ
คุณภาพทางจุลินทรียแ์ละกายภาพของเน้ือสุกรบดแช่เยน็  พบว่าทุกกลุ่มการทดลองค่าสี ค่าความ
เป็นกรด-ด่างและจุลินทรีย์ไม่แตกต่างกัน  นอกจากน้ีผลของสารสกัดจากดอกกระเจ๊ียบแดง   
แบคเทอริโอซิน  KL-1  และการใชร่้วมกนัในการก าจดัอนุมูลอิสระของเน้ือสุกรบดแช่แข็ง  พบวา่
ทุกกลุ่มการทดลองท่ีมีการเติมสารมีค่า  DPPH สูงกวา่กลุ่มควบคุมตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  
โดยกลุ่มท่ีเติมสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดง  50  มิลลิกรัม/มิลลิลิตรมีค่า  DPPH  สูงท่ีสุด   
 

5.2  ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1  จากการศึกษาของคุณสมบติัของสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงดงักล่าวมีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งจุลินทรีย ์ จึงอาจน าไปประยกุตใ์ชใ้นทางเภสัชกรรม  เพื่อใชเ้ป็นยาตา้นจุลชีพ 
 5.2.2  ควรศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีหรือสารท่ีออกฤทธ์ิท่ีแน่นอนของกระเจ๊ียบแดงเพื่อ
น าไปใชใ้นผลิตภณัฑต่์างๆ ไดอ้ยา่งเหมาะสม 
 5.2.3  ควรมีการศึกษาสารสกดัจากดอกกระเจ๊ียบแดงท่ีสกดัดว้ยตวัท าละลายชนิดอ่ืนหรือ
แบบผงเพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค และแบคทีเรียท่ีท าให้
อาหารเน่าเสียเพิ่มเติม 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคม ี
 

1.  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.85   
Sodium chloride (NaCl)    8.50 กรัม 

 ละลายส่วนผสมในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึง
ฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
2.  สารละลายเอทานอล ความเข้มข้นร้อยละ 70 
 95% ethanol     737.00 มิลลิลิตร 
 Distilled water     233.00 มิลลิลิตร         
 สารละลายเอทานอลผสมกบัน ้ากลัน่ และเขยา่ใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสีชาปิดฝาสนิท 
 
3.  การเตรียมสารละลาย 0.2 mM DPPH (40 มิลลลิติร) 
  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl   0.0032 กรัม 
  Methanol     40 มิลลิลิตร 
  ท าการละลาย 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 0.0032 กรัม ใน เมทานอล 40 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสีชา ควรเตรียมใหม่ทุกคร้ังเม่ือใชง้าน 
 
4.  การเตรียม 60 µM Trolox  
  Trolox      0.0015 กรัม 
  95% ethanol     10 มิลลิลิตร 
  ท าการละลาย trolox 0.0015 กรัม ใน 95% ethanol 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บใน
ขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
5.  การวเิคราะห์การก าจัดอนุมูลอสิระด้วย DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

 1)  สุ่มชัง่ตวัอยา่งเน้ือสุกรบด  2  กรัม  แลว้เติมเอทานอลร้อยละ 99 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
 2)  น าไปโฮโมจีไนซ์ดว้ยเคร่ือง homogenizer ท่ีความเร็วรอบ 13, 000 รอบต่อนาที นาน 1 
นาที  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3)  จากนั้นน าไป centrifuge ท่ี 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้
น ามากรรองดว้ยกระดาษ whatman No.1 
 4)  แบ่งหลอดทดลองออกเป็น 3 กลุ่ม โดยแบ่งส่วนใส (supernatant) ดงัน้ี (i) เป็นหลอด
ของตวัอยา่ง ดูดส่วนใส 1 มิลลิลิตร ผสมกบั 0.2 mM DPPH  ปริมาตร 1 มิลลิลตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
(ii) ดูดส่วนใส 1 มิลลิลิตร ผสมกบั เมทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร (เป็น blank) และ (iii) หลอด
ควบคุมท่ีผสมระหวา่ง 0.2 mM DPPH ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กบั 100% เมทานอลปริมาตร 1 
มิลลิลิตร 
 5)  วางหลอดทดลองทั้ง 3 กลุ่ม ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที  
 6)  เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร 
 7)  ค  านวณค่าการก าจดัอนุมูลอิสระ ดว้ยสูตรการค านวณ 
 
       % Inhibition of DPPH = 1 – (absorbance of sample – absorbance of blank) x 100 

                                                   absorbance of control 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1.  Baird-Parker agar (BP) 
ประกอบดว้ย  Peptone from casein   10.0 กรัม 

   Meat extract    5.0 กรัม 
   Yeast extract    1.0 กรัม 
    Sodium pyruvate   10.0 กรัม 
    Glycine     12.0 กรัม 
    Lithium chloride    5.0 กรัม 
    Agar-agar    15.0 กรัม   
 วธีิการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 950 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้
เป็น 6.8 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าให้ปลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 การเตรียม egg yolk solution 
  (i)  น าไข่ไก่สดมาลา้งเปลือกใหส้ะอาด จากนั้นน าไปแช่ใน 70% ethyl alcohol เป็นเวลา 15 
นาที 
  (ii)  น าไข่ไก่มาวางในบีกเกอร์ท่ีมีกระดาษกรองรองปลอดเช้ือ ทิ้งไวใ้หแ้อลกอฮอลร์ะเหย 
  (iii)  ตอกไข่ไก่ในตูป้ลอดเช้ือ ท าการแยกไข่ขาวออกให้หมดโดยเทคนิคปลอดเช้ือ แยก
ส่วนท่ีเป็นไข่แดงลงในบีกเกอร์ปลอดเช้ือ เติมไข่แดงลงในดูแรนขนาดปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท่ีมี
น ้าเกลือร้อยละ  0.85   ท่ีผา่นการฆ่าเช้ืออยู ่140 มิลลิลิตร ใส่ไข่แดงจนมีปริมาตร 200 มิลลิลิตร เขยา่
ใหผ้สมเป็นเน้ือเดียวกนั เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เตรียมใหม่ทุกคร้ัง) 
 การเตรียมร้อยละ  1 potassium tellurite (PT) 
  (i)  ชัง่ Potassium tellurite 1 กรัม ใส่ลงในบีกเกอร์แกว้ ใส่น ้ ากลัน่ท าการคนจนสารละลาย
หมด แลว้ปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร ดว้ยขวดปรับปริมาตร 
  (ii)  น า Potassium tellurite ท่ีปรับปริมาตรแลว้ ท าให้สารละลายปลอดเช้ือโดยการกรอง
ดว้ยกระดาษกรองปลอดเช้ือใส่ลงในขวดดูแรนปลอดเช้ือ เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 การผสม egg yolk-tellurite emulsion 
  (i)  น าร้อยละ  1   Potassium tellurite ท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 40 มิลลิลิตร (ใชก้ระบอกตวง
ปลอดเช้ือ) ผสมกบั egg yolk solution ท่ีเตรียมไว ้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  (ii)  ท าการเขยา่ให้เขา้กนัจะได ้ egg yolk tellurite 240 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกวา่จะน าไปใช ้(เตรียมใหม่ทุกคร้ัง)  
 การเตรียม Baird-Parker medium 
  (i)  เตรียมอาหาร Baird-Parker agar 285 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึง
ฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
  (ii)  น าขวดอาหารไปแช่ในอ่างปรับอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือเยน็ลง 
เติม egg yolk tellurite ลงในขวดอาหาร 15 มิลลิลิตร 
 
2.  Chromocult 
   Chromocult    26.5 กรัม 
   น ้ากลัน่     1000 มิลลิลิตร 
หมายเหตุ : ในการเตรียมอาหาร  Chromocult  โดยน าอาหารมาผสมกบัน ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแล้ว  
จากนั้นน าไปผ่านความร้อนให้อาหารละลาย  โดยไม่ตอ้งน าอาหารไปน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที  เพราะจะท าให้
ประสิทธิภาพของอาหารเปล่ียนไปจากเดิม 
 
3.  Hekoten-Entero-Agar 

ประกอบดว้ย Peptic digest of animal tissue  12.00 กรัม 
    Lactose     12.00 กรัม 
    Sucrose     12.00 กรัม 
    Bile salt       9.00 กรัม 
   Sodium chloride      5.00 กรัม 
    Sodium Thiosulfate      5.00 กรัม 
             Yeast Extract      3.00 กรัม 
  Salicin                    2.00 กรัม 
    Ferric ammonium citrate           1.50 กรัม 
    Acid fuchsin            0.10 กรัม 
    Bromothymol Blue           0.064 กรัม 
    Agar             1.00 กรัม 
    น ้ากลัน่ปลอดจุลินทรีย ์                1000 มิลลิลิตร    

หมายเหตุ : ในการเตรียมอาหาร  Hekoten-Entero-Agar โดยน าอาหารมาผสมกบัน ้ ากลัน่ท่ีฆ่า
เช้ือแล้ว  จากนั้ นน าไปผ่านความร้อนให้อาหารละลาย  โดยไม่ต้องน าอาหารไปน่ึงฆ่าเช้ือ 
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(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที  เพราะ
จะท าให้ประสิทธิภาพของอาหารเปล่ียนไปจากเดิม  รอให้เยน็ เติมยาปฏิชีวนะ novomyocin 1 
มิลลิลิตร 
 
4.  Malt agar 
 ประกอบดว้ย Malt     30.0 กรัม 
    Agar     15.0 กรัม 
 วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าให้ปลอด
จุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที เติมกรดแลคติก (ความเขม้ขน้ 85%) ปริมาตร 360 ไมโครลิตร ค่าความเป็น
กรด-ด่างเท่ากบั 3.5     
 
5.  Lysine-Indole-Motility medium (LIM) 
 ประกอบดว้ย  Peptone     10.0 กรัม 
    Pancreatic Digest of Casein  10.0 กรัม 
    Yeast extract    3.0 กรัม 
    L-lysine HCI    10.0 กรัม 
    Dextrose    1.0 กรัม 
    Ferric Ammonium Citrate  0.5 กรัม 
    Bromcresol Purple   0.02 กรัม 
    Agar     2.0 กรัม 
 วธีิการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร น าไปท าการละลายดว้ยการ
ตม้หรือใช้ไมโครเวฟ  ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 6.6 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าให้ปลอด
จุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
6.  MRS broth 

ประกอบดว้ย  Peptone from casein   10.0 กรัม 
   Meat extract    8.0 กรัม  
   Yeast extract    4.0 กรัม  
   D(+)Glucose    20.0 กรัม 
   di-Potassium hydrogen phosphate  2.0 กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   Tween 80    1.0 กรัม 
   di-Ammonium hydrogen citrate  2.0 กรัม 
   Sodium acetate    5.0 กรัม 
   Magnesium sulfate   0.2 กรัม 
   Manganese sulfate   0.04 กรัม 

วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ใหเ้ป็น 5.7 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
7.  MRS agar + 0.5% CaCO3 

ประกอบดว้ย  Peptone from casein   10.0 กรัม 
   Meat extract    8.0 กรัม 
   Yeast extract    4.0 กรัม 
   D(+)Glucose    20.0 กรัม 
   di-Potassium hydrogen phosphate  2.0 กรัม 
   Tween 80    1.0 กรัม 
   di-Ammonium hydrogen citrate  2.0 กรัม 
   Sodium acetate    5.0 กรัม 
   Magnesium sulfate   0.2 กรัม 
   Manganese sulfate   0.04 กรัม 
   Calcium carbonate   5.0 กรัม 

วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าให้ปลอด
จุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
8.  Plate count agar (PCA) 
     ประกอบดว้ย  Peptone from casein   5.0 กรัม 
    Yeast extract     2.5 กรัม 
    D(+)Glucose     1.0 กรัม 
    Agar-Agar    14.0 กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ใหเ้ป็น 7.0 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
9. Simmons citrate agar 

ประกอบดว้ย  NH4H2PO4    1.0   กรัม 
  K2HPO4       1.0 กรัม  
   Sodium chloride    5.0 กรัม 
   Sodium cetrate    2.0 กรัม 
   Manganese sulfate   0.20 กรัม 
   Bromothymol blue   0.08 กรัม 
   Agar     13.00 กรัม  

วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ให้เป็น 6.6  จากนั้นน าไปท าให้ปลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
10.  Tryptic Soy Agar (TSA) 
 ประกอบดว้ย  Peptone from casein   17.0 กรัม 
    Peptone from soymeal   3.0 กรัม 
    D(+)Glucose    2.5 กรัม 
    Sodium chloride    5.0 กรัม 
    di-potassium hydrogen phosphate  2.5 กรัม 
    Agar     15.0 กรัม 
 วธีิการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ใหเ้ป็น 7.3 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
11.  Tryptic Soy Broth (TSB) 
 ประกอบดว้ย  Peptone from casein   17.0 กรัม 
    Peptone from soymeal   3.0 กรัม 
    D(+)Glucose    2.5 กรัม 
    Sodium chloride    5.0 กรัม 
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    di-potassium hydrogen phosphate  2.5 กรัม 
 วธีิการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ใหเ้ป็น 7.3 ± 0.2 จากนั้นน าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที 
 
12.  Triple sugar iron agar (TSI agar) 
 ประกอบดว้ย  Peptone from casein   15.0 กรัม 
    Peptone from meat   5.0 กรัม 
    Meat extract    3.0 กรัม 
    Yeast extract    3.0 กรัม 
    Sodium chloride    5.0 กรัม 
    Lactose     10.0 กรัม 
    Sucrose     10.0 กรัม 
    D(+)Glucose    1.0 กรัม 
    Ammonium iron (III) citrate  0.5 กรัม 
    Sodium thiosulfate   0.5 กรัม 
    Phenol red    0.024 กรัม 
    Agar-agar    12.0 กรัม 
 วธีิการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร น าไปท าการละลายดว้ยการ
ตม้หรือใชไ้มโครเวฟแลว้ใส่ในหลอดทดลอง ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 7.4 ± 0.2 จากนั้น
น าไปท าใหป้ลอดจุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั
ไอ 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที จากนั้นน ามาวางเอียงใหเ้ยน็ 
 
13.  Mueller Hinton Broth (MHB) 

ประกอบดว้ย  Beef infusion solid   2.0 กรัม 
   Casein hydrolyses   15.0 กรัม 
   Starch powder    1.5 กรัม 
วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าให้ปลอด

จุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (auto clave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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14.  Mueller Hinton Agar (MHA) 
ประกอบดว้ย  Beef infusion solid   2.0 กรัม 
   Casein hydrolyses   15.0 กรัม 
   Starch powder    1.5 กรัม 
   Agar     15 กรัม 
วิธีการเตรียม     ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปท าให้ปลอด

จุลินทรียด์ว้ยเคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (auto clave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

ตารางวเิคราะห์จุลนิทรีย์  
 

ตารางภาคผนวกที ่ค  1  การตรวจผลของเช้ือ Salmonella spp.โดยวธีิทางชีวเคมี 
TSI  LIM 

Slant Butt H2S Gas  Lysine Indole Motile 
K A +/- +/-  + - +/- 

 
K =  การเกิด alkaline โดยบริเวณปลายหลอด (slant) ของอาหาร TSI จะมีสี

ชมพ ูบานเยน็-แดง 
  A =  การเกิด Acid บริเวณกน้หลอด (butt) ของ TSI จะมีสีเหลือง 
  H2S (+)  =  ภายในหลอดอาหาร TSI เกิดตะกอนสีด าของไฮโดรเจนซลัไฟต ์ซ่ึง 
Salmonella spp. ส่วนใหญ่จะใหผ้ล + 
  H2S (-) =  ภายในหลอดอาหาร TSI ไม่เกิดตะกอนสีด าของไฮโดรเจนซลัไฟต ์ 
  Gas (+) =  มีฟองอากาศดนัวุน้ของอาหาร TSI เน่ืองจาก Salmonella spp. ส่วน
ใหญ่สามารถหมกัยอ่ยน ้าตาลกลูโคสแลว้ไดก้รดและแก็สเพียงเล็กนอ้ย 
  Gas (-) =  ภายในหลอดอาหารไม่มีฟองอากาศดนัวุน้ของ TSI 
  Lysine (+) =  หลอดอาหารจะมีสีม่วงทั้งหลอดเน่ืองจากเช้ือ Salmonella spp. 
มีเอนไซม ์Lysine decarboxylase ไปยอ่ย Lysine ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวมีความเป็นด่างมาก
ข้ึน มีผลท าให้ Brom cresol purple ซ่ึงใชเ้ป็น Indicator ในอาหารดงักล่าวและมีค่าความเป็นกรด
ด่างต ่าเป็นกลาง มีสีม่วงเขม้ข้ึนซ่ึง Salmonella spp. จะมีเอนไซมน้ี์ 
  Lysine (-) =  หลอดอาหารจะมีสีเหลืองเน่ืองจากเช้ือ Salmonella spp. มี
เอนไซม ์Lysine decarboxylase ไปยอ่ย Lysine ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวมีความเป็นด่างต ่ามาก
ข้ึน มีผลท าให ้Brom cresol purple เปล่ียนเป็นสีเหลือง  
  Indole (+) =  อาหารเล้ียงเช้ือจะมีสีแดงบนหลอดอาหารเล้ียงเช้ือหลงัหยด
น ้ายา Kovac ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ  
  Indole (-) =  อาหารเล้ียงเช้ือไม่เกิดสีแดงบนหลอดอาหารเล้ียงเช้ือหลงัหยด
น ้ายา Kovac ซ่ึง Salmonella spp.  ไม่มีเอนไซม ์ tryptophanase จึงไม่เกิดปฏิกิริยากบั Kovac 
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  Motile (+) =  หลอดอาหารเล้ียงเช้ือ LIM จะขุ่นทั้งหลอด ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือ 
Salmonella spp. ส่วนมากจะมีแฟลกเจลลาในการเคล่ือนท่ีดงันั้น เม่ือท าการ Stab เช้ือลงในอาหาร
เล้ียงเช้ือจะเกิดการเคล่ือนท่ีจากรอย Stab ไปทุกทิศทุกทางจึงท าใหห้ลอดขุ่น 
  Motile (-) =  หลอดอาหารเล้ียงเช้ือ LIM จะมีการเจริญบริเวณรอย Stab 
เท่านั้น ส่วนบริเวณอาหารรอบรอย Stab จะใสทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือไม่มีแฟลกเจลลาในการเคล่ือนท่ี 
เช้ือจึงเจริญบริเวณรอย Stab เท่านั้น 
 
การอ่านค่าองศาของสี มีรายละเอียด ดงัน้ี 

L* = The lightness factor (value) 
ค่า L* แสดงค่าความสวา่ง 

- วตัถุมีสีขาวเม่ือมีค่าเท่ากบั 100 
- วตัถุมีสีด าเม่ือมีค่าเท่ากบั 0 

a*, b* = The Chromaticity coordinates (Hue, Chroma) 
ค่า a*  - มีค่าบวก หมายถึง วตัถุมีสีแดง 

- มีค่าลบ หมายถึง วตัถุมีสีเขียว 
ค่า b*  - มีค่าบวก หมายถึง วตัถุมีสีเหลือง 

- มีค่าลบ หมายถึง วตัถุมีสีน ้าเงิน 
ทั้ง a* และ b* หากมีค่าเป็นศูนย ์หมายถึง วตัถุมีสีเทา 
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