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บทคดัย่อ 
การศึกษาการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีพบในตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความ

ร้อน จ านวน 30 ตวัอยา่ง จากตลาดนดั รถเข็น และแผงลอย ห้างสรรพสินคา้และซุปเปอร์มาเก็ตในเขต
หนองจอกและลาดกระบงั และจากโรงงานอุตสาหกรรม พบการปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp. 
จ  านวน 26 ตัวอย่าง คิดเป็น 87 เปอร์เซ็นต์,  Staphylococcus aureus จ านวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็น 10 
เปอร์เซ็นต์ และพบเช้ือ Bacillus cereus จ  านวน 1 ตวัอย่าง คิดเป็น 3 เปอร์เซ็นต์ ท าการคดัแยกและ
ยนืยนัเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบและน ามาทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งของสารแบคเทอริโอซินท่ีผลิต
โดยกลา้เช้ือ Lactobacillus plantarum SS7 โดยวธีิ spot-on-lawn ผลการทดสอบพบวา่สามารถยบัย ั้งเช้ือ 
S. aureus และ B. cereus ท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนและยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค
ทางเดินอาหารบางกลุ่มได ้ จากนั้นศึกษาผลของการใช้กลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริ
โอซินต่อการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ในสภาวะจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน ท่ีระยะเวลาใน
การหมกั 0-48 ชัว่โมง พบวา่สามารถลดปริมาณเช้ือ B. cereus ท่ีเจริญในแบบจ าลองได ้โดยชัว่โมงท่ี 18 
ปริมาณเช้ือ B. cereus ท่ีพบลดลงเหลือ 1.30±0.30 log cfu/ml และพบการสร้างแบคเทอริโอซินของ
แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 มีค่าสูงสุด เท่ากับ 200 AU/ml ท่ีชั่วโมงท่ี 24 จากนั้นท าการ
ตรวจสอบลกัษณะการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ในแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสานดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบลกัษณะของเซลล ์B. cereus มีการเสียสภาพเน่ืองจากสารแบคเทอริโอซิน
ท่ีผลิตโดย Lb. plantarum SS7 ท าให้รูปร่างของเซลล์เปล่ียนไปในชัว่โมงท่ี 24 เม่ือศึกษาผลการใช้กลา้
เช้ือในสภาวะการหมกัไส้กรอกอีสานจริง ท่ีระยะเวลาการหมกั 2 วนั ผลการทดลองพบว่าไส้กรอก
อีสานสูตรท่ีไม่เติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ยงัตรวจพบเช้ือ B. cereus เหลือรอดในวนัท่ี 1 แต่ตรวจ
ไม่พบเช้ือ B. cereus ในวนัท่ี 2 ของการหมกั เปรียบเทียบกบัไส้กรอกอีสานสูตรท่ีมีการใช้กล้าเช้ือ       
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Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ร่วมกนั ซ่ึงตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus 
และเช้ือแบคทีเรียก่อโรค ตั้งแต่วนัท่ี 1 และ 2 ของการหมกั ผลการศึกษาการมีชีวิตรอดของกลา้เช้ือ     
Lb. plantarum SS7 ในระหว่างการหมกัไส้กรอกอีสานโดยใช้เทคนิคอาร์เอพีดี-พีซีอาร์ (RAPD-PCR; 
Random Amplification of Polymorphic DNA Polymerase Chain Reaction) พบวา่กลา้เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 สามารถมีชีวติรอดในระหวา่งการหมกัไปจนถึงส้ินสุดกระบวนการหมกัได ้  
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ABSTRACT  
 
Contamination of pathogenic bacteria in ready to cook of Thai fermented meat-rice sausage 

was studied. A total of 30 of samples were obtained from local market, supermarket in Nongchok 
and Ladkrabang Districts and factory. The results 30 samples of Thai fermented meat-rice sausage 
from 3 different groups (local market, supermarket and factory) showed contamination of 
Salmonella spp. in 26/30 samples (87%), Staphylococcus aureus in 3/30 samples (10%), and 
Bacillus cereus in 1/30 samples (3%). Then, the isolated pathogenic bacteria was tested on 
bacteriocin inhibition produce by Lactobacillus plantarum SS7 using spot-on-lawn method. The 
results showed that bacteriocin produced by Lb. plantarum SS7 could inhibit S. aureus and                
B. cereus isolated from Thai fermented meat-rice sausage and some pathogenic bacteria. Then, 
study on the effects of Lb. plantarum SS7 was produced bacteriocin to inhibit B. cereus at 104 cfu/g 
in Isan Sausage Model Broth (ISMB). At 0-48 hours of fermentation, it was found that B. cereus 
was able to reduce the growth of cells but could not destroy all the bacteria. The amount of B. 
cereus found decreased to 1.30 ± 0.30 log cfu/ml at 18 hour and the maximum bacteriocin 
producing was 200 AU /ml at 24 hours. Characterization of B. cereus in ISMB under scanning 
electron microscope (SEM) found that B. cereus cells were destroyed by bacteriocin produced by 
Lb. plantarum SS7 in the 24 hours. Thus, Lb. plantarum SS7 were used as a starter culture of Thai 
fermented meat-rice sausage during spontaneous fermentation for 2 days. It was found that the 
fermented sausage without Lb. plantarum SS7 could detect B. cereus on 1 day, but did not detected 
on 2 days of the fermentation and compared with the fermented sausage with Lb. plantarum SS7 
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were not detectable B. cereus and pathogenic bacteria at 1 and 2 days of fermentation. It could be 
concluded that the fermented sausage with Lb. plantarum SS7 was able to inhibit the growth of B. 
cereus at 104 cfu/ml during fermentation. Identification of Lb. plantarum SS7 in Thai fermented 
meat-rice sausage with and without starter culture using Random Amplification of Polymorphic 
DNA Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR). The results showed Lb. plantarum SS7 as starter 
culture could survive until the end of the fermentation process. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1.1  ควำมเป็นมำ และควำมส ำคญัของปัญหำ 
ไส้กรอกอีสานเป็นผลิตภณัฑเ์น้ือหมกัท่ีมีรสชาติเปร้ียว ท่ีนิยมผลิตและบริโภคในประเทศไทย 

ซ่ึงจะตอ้งน ามาท าให้สุกก่อนรับประทาน โดยกระบวนการหมกัไส้กรอกอีสานให้ไดร้สเปร้ียวนั้น เกิด
จากการหมกัโดยแบคทีเรียแลคติกท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ (Jindaprasert et al., 2011) โดยส่วนใหญ่จะไม่มี
การควบคุมสภาวะในการหมกั (Sriphochanart and Skolpap, 2010).  โดยจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดโรคอาหาร
เป็นพิษในอาหารท่ีมกัพบในผลิตภณัฑ์ เช่น  Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus และ Salmonella ( Paukatong and Kunawasen, 2001; Visessanguan et al., 2006; Chokesajjawatee 
et al., 2009) ซ่ึงจะก่อให้เกิดความเส่ียงในดา้นความปลอดภยัของอาหารและสุขภาพของผูบ้ริโภค โดย
ปัจจยัท่ีท าให้เกิดการปนเป้ือนนั้น เกิดได้ทั้ งจากวตัถุดิบท่ีใช้ กระบวนการผลิต และการเก็บรักษา 
รวมถึงสุขลกัษณะส่วนบุคคลของผูผ้ลิตและผูจ้  าหน่าย เป็นตน้ การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคส่งผล
ต่อคุณภาพและความปลอดภยัของผลิตภณัฑอ์าหาร  

จากสาเหตุดงักล่าว จึงท าให้สนใจท่ีจะศึกษาเก่ียวกบัการปรับปรุงคุณภาพของผลิตภณัฑ์ไส้
กรอกอีสาน โดยใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติกบริสุทธ์ิเขา้มาช่วยในกระบวนการผลิต เพื่อปรับปรุง
คุณภาพของผลิตภณัฑ์ไส้กรอกอีสาน เพื่อให้มีความปลอดภยัต่อการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีท า
ให้เกิดการเจ็บป่วย ดงันั้นจึงเป็นท่ีมาของการใช้กลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติกในกลุ่มของ Lactobacillus 
plantarum SS7 ท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน (Swetwiwathana et al., 2016) และมีความสามารถในการ
ผลิตสารแบคเทอริโอซิน ชนิด Plantaricin W (Holo et al., 2001; Swetwiwathana et al., 2016; Barbosa 
et al., 2016 ) สารแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) นั้นมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิด
อ่ืนในผลิตภณัฑ์อาหารนั้นๆ ได้ (Klaenhammer, 1993; Ennahar et al., 2000) โดยแบคเทอริโอซินท่ีมี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งกวา้ง สามารถน ามาประยุกตใ์ชเ้ป็นสารกนัเสียในอุตสาหกรรมอาหารเพื่อท่ีจะลดการ
ใชส้ารเคมีและลดการใชค้วามร้อนในการแปรรูปอาหาร ท าใหอ้าหารยงัคงมีคุณค่าทางอาหารสูง อีกทั้ง
การใชแ้บคเทอริโอซินยงัมีไดรั้บการยอมรับวา่มีความปลอดภยัและช่วยยืดอายุการเก็บรักษาอาหารได้
อีกดว้ย (อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550; Swetwiwathana and Visessanguan, 2015; Omar et al., 2006)  

ดงันั้นงานวิจยัน้ีน้ีจึงมีจุดประสงค์เพื่อศึกษาการใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum 
SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ต่อการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีปนเป้ือนในไส้กรอกอีสาน ศึกษา
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ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินในรูปแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน และศึกษาการใชก้ลา้เช้ือ 
Lb. plantarum SS7 ต่อการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคในผลิตภณัฑ์เม่ือท าการหมกัจริง และตรวจติดตามการ
เจริญของกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 เพื่อยืนยนัการอยู่รอดของกลา้เช้ือในระหว่างการหมกั เพื่อการ
ยอมรับในด้านคุณภาพและความปลอดภยัของผูบ้ริโภคในเร่ืองของความปลอดภยัในการบริโภค
ผลิตภณัฑไ์ส้กรอกอีสานต่อไป 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของงำนวจิยั  
1.2.1  ศึกษาการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผ่านความร้อน ในแหล่ง

จ าหน่ายท่ีแตกต่างกนั 
1.2.2  ศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7

ต่อการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบในไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน 
1.2.3 ศึกษาผลของการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคโดยการใช้แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum 

SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ในสภาวะจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน  
1.2.4  ศึกษาผลของการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคในไส้กรอกอีสานท่ีมีการเติมกล้าเช้ือ Lb. 

plantarum SS7 ในสภาวะการหมกัจริง  
1.2.5  ตรวจสอบยืนยนัการเหลือรอดและการผลิตแบคเทอริโอซินของกลา้เช้ือ Lb. plantarum 

SS7 ในไส้กรอกอีสาน ดว้ยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 
1.3 ขอบเขตกำรวจิัย  
 งานวิจยัน้ีท าการส ารวจตวัอย่างไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผ่านความร้อน ในเขตหนองจอกและ
ลาดกระบงั จ  านวนทั้งหมด 30 ตวัอยา่ง จากแหล่งจ าหน่ายท่ีแตกต่างกนั (ตลาดนดั รถเขน็ และแผงลอย, 
ห้างสรรพสินคา้และซุปเปอร์มาเก็ต และจากโรงงานอุตสาหกรรม) โดยท าการตรวจวิเคราะห์ทางจุล
ชีววิทยา (เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด, แบคทีเรียแลคติกทั้งหมด, Salmonella, S. aureus และ B. cereus) และ
ตรวจวิเคราะห์ทางเคมี (ความเป็นกรด-ด่าง, ความเป็นกรดทั้งหมด, ความช้ืน และค่า water activity) ท า
การคดัเลือกเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบในไส้กรอกอีสาน มาท าการศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคโดยใช้กลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติก  Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินด้วย
เทคนิค agar spot test ท  าการคดัเลือกเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบปนเป้ือนในไส้กรอกอีสาน เพื่อมาศึกษา
การยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสานโดยการใชก้ลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริ
โอซิน ในสภาวะจ าลองการหมักไส้กรอกอีสาน (Isan sausage model broth, ISMB) จากนั้ นจึง
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ท าการศึกษาผลของการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสานท่ีมีการเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 ในสภาวะการหมักจริง โดยสุ่มวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีมีการเติมและไม่เติมกล้าเช้ือในระหว่าง
กระบวนการผลิต ท่ีระยะเวลาในการหมกั 0, 1 และ 2 วนั ท าการวเิคราะห์ความเป็นกรด-ด่าง, ความเป็น
กรดทั้งหมด, ปริมาณแบคทีเรียแลคติก, เช้ือจุลินทรียก่์อโรค และวเิคราะห์การผลิตแบคเทอริโอซินของ
กลา้เช้ือในระหวา่งการหมกั จึงท าการตรวจสอบยืนยนัการเหลือรอดของกลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติกและ
การผลิตแบคเทอริโอซินระหวา่งกระบวนการหมกัไส้กรอกอีสาน โดยวิธี Polymerase Chain Reaction 
(PCR) 
 

1.4 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1.4.1 ทราบถึงผลการศึกษาการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในตวัอยา่งไส้กรอกอีสานในแหล่ง

จ าหน่ายท่ีแตกต่างกนั  
1.4.2 สามารถคดัเลือกเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีให้ผลยบัย ั้งโดยการใชก้ลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 

ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อมาท าการศึกษาในส่วนต่อไป  
1.4.3 ทราบถึงผลของการยบัย ั้ง B. cereusโดยการใชก้ลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอ

ริโอซิน ในสภาวะจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (Isan sausage model broth) 
1.4.4 สามารถยืนยนัผลการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสานท่ีมีการเติมและไม่เติม

กลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในสภาวะการหมกัจริง 
1.4.5 สามารถยืนยนัสายพนัธ์ุแบคทีเรียแลคติกและการผลิตแบคเทอริโอซินของกลา้เช้ือ Lb. 

plantarum SS7 ในผลิตภณัฑ์ไส้กรอกอีสานท่ีเติมและไม่เติมกล้าเช้ือด้วยเทคนิค Polymerase Chain 
Reaction (PCR) 
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บทที ่2 

ทฤษฎแีละวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
2.1 ไส้กรอกอสีำน  

2.1.1 ควำมหมำยและคุณลกัษณะของไส้กรอกอสีำน 

ไส้กรอกอีสานหรือไส้กรอกเปร้ียวเป็นอาหารพื้นบ้านไทย ทางภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ ของไทย เป็นไส้กรอกประเภทไส้กรอกสด ท่ีผลิตจากเน้ือหมูบด มนัหมู และขา้ว
เจา้หุงสุก ปรุงรสดว้ยเกลือ เคร่ืองเทศสมุนไพร เช่น กระเทียม และพริกไทย ลูกผกัชี ผสมให้เขา้กนั 
นวดให้เหนียว บรรจุใส่ไส้หมู แลว้มดัดว้ยเชือกเป็นขอ้ ปล่อยไวใ้ห้เกิดการหมกัเพื่อให้เกิดรสเปร้ียว 
เม่ือรับประทานตอ้งท าให้สุกดว้ยการทอด หรือยา่ง (มาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชน, 2555) ในการหมกัไส้
กรอกอีสานเป็นการหมกัเพื่อให้เกิดรสเปร้ียวโดยใช้กรดแลคติก โดยใช้แบคทีเรียแลคติกท่ีมีอยู่ตาม
ธรรมชาติ (Phalakornkule and Tanasupawat, 2007; Sriphochanart and Skolpap, 2010) โดยในช่วงแรก
ของการหมกัพบแบคทีเรียพวก Pediococcus sp. ท่ีท  าให้เกิดกรด และท าให้พีเอชลดลงอยู่ในช่วง 4.5-
5.6 ต่อมาพบแบคทีเรียพวก Lactobacillus sp. เจริญในช่วงหลงั 

โดยกระบวนการหมกัไส้กรอกอีสานให้เกิดรสเปร้ียวนั้นเกิดจากการน าวตัถุดิบมาเติมเกลือ 
และสารคาร์โบไฮเดรต เช่น น ้ าซาวข้าว ข้าวสุก ข้าวคั่ว น ้ าตาล หรือกระเทียม จากนั้ นจึงจัด
สภาพแวดลอ้มให้เหมาะสมกบักระบวนการหมกั โดยการอดัวตัถุดิบให้แน่นเพื่อให้มีอากาศน้อยท่ีสุด 
หรือลดความช้ืนในวตัถุดิบโดยการน ามาผึ่งแดด เช่น ไส้กรอกท่ีบรรจุให้แน่นแล้วน ามาผึ่งแดดใน
ระหว่างการหมัก เม่ือเวลาหมักผ่านไป จะพบว่ามีการเปล่ียนแปลงทางด้านเน้ือสัมผสั (texture) 
เปล่ียนแปลงทางลกัษณะท่ีปรากฏให้เห็น (appearance) และมีกล่ินรสเฉพาะท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของแต่ละ
ชนิดของผลิตภณัฑ์ การเปล่ียนแปลงเช่นน้ีเกิดจากเอนไซม์ของจุลินทรีย์ท้องถ่ิน (normal flora) ท่ี
ปนเป้ือนมากบัอาหาร และเอนไซมท่ี์มีอยูใ่นอาหารจะท าการเปล่ียนสารคาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมนั 
สารอินทรียอ่ื์นๆไปเป็นกรดแลคติกกรดอะซิติกและแอลกอฮอล์ (Ammor et al., 2005; Martín et al., 
2005) ท าใหจุ้ลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุการเส่ือมเสียของอาหารไม่สามารถเจริญเติบโตไดใ้นอาหารหมกัซ่ึงมี
สภาพเป็นกรด จึงท าให้เก็บอาหารหมกัดองไดเ้ป็นเวลานาน นอกจากน้ียงัพบว่าจุลินทรียบ์างชนิดใน
อาหารหมกัยงัสร้างไวตามินเอ ไวตามินต่างๆในกลุ่มบีซ่ึงเป็นการเพิ่มคุณค่าของอาหารดว้ย ซ่ึงความ
เปร้ียวของไส้กรอกอีสานข้ึนอยู่กบัส่วนผสมและอุณหภูมิของการเก็บ โดยหลงัการหมกัมี pH อยู่ท่ี
ประมาณ 4.5-5.5โดยประมาณ 
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2.1.2 กระบวนกำรผลติไส้กรอกอสีำน 
การผลิตไส้กรอกอีสาน มีส่วนผสมและกรรมวธีิการผลิตท่ีท าใหไ้ส้กรอกอีสานมีลกัษณะพิเศษ 

ในด้านกล่ิน รส และเน้ือสัมผสั ส่วนผสม ประกอบด้วย เน้ือหมู, มนัหมู, หนังหมูสุก, ข้าวจ้าวสุก, 
กระเทียม, พริกไทย และน ้าตาล  

กรรมวิธีการผลิต คือ ใช้เน้ือหมูติดมนับดละเอียดพอประมาณผสมกบัเคร่ืองปรุง คือ ขา้วจา้ว
สุก หนงัหมู กระเทียม และเกลือ อาจมีการเติมมนัแข็งบดละเอียด เพิ่มท าให้ไส้กรอกนุ่ม นวดผสมให้
เขา้กนัแลว้บรรจุในไส้หมูสด มดัดว้ยเชือกเป็นปลอ้งขนาด 1-3 น้ิว แขวนราวหมกัไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 2-3 
วนั ควรเก็บรักษา ไวใ้นตูเ้ยน็ น ามาป้ิง ทอด หรืออบ ก่อนรับประทาน 

 
2.1.2.1 ส่วนผสมหลกัในกำรผลติไส้กรอกหมัก  
ในกระบวนการผลิตไส้กรอกอีสานโดยพบว่ารสชาติและเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์

เน้ือสัตว์ท่ีแตกต่างกันเป็นผลมาจากปริมาณของเคร่ืองเทศ น ้ าตาลและเกลือท่ีใช้ในสูตรการผลิต 
อยา่งไรก็ตามความคงตวัของผลิตภณัฑ์ตลอดจนคุณค่าทางโภชนาการของอาหารเหล่าน้ี ข้ึนอยูก่บัการ
ควบคุมการเปล่ียนแปลงน ้ าตาลไปเป็นกรดแลคติกโดยแบคทีเรียแลคติก ส่วนผสมหลกัของผลิตภณัฑ์
ไส้กรอกหมกั ไดแ้ก่  

2.1.2.1.1 เน้ือสัตว ์
เน้ือสัตว์เป็นส่วนผสมเร่ิมต้นในการผลิตไส้กรอกหมกั สูตรโดยทัว่ไปใช้

เน้ือสัตวป์ระมาณ 50-70 เปอร์เซ็นต์ เน้ือสัตวท่ี์ใช้ในการผลิตอาจเป็นเน้ือสัตวช์นิดต่างๆ เช่น เน้ือหมู 
เน้ือไก่ เน้ือหมูนิยมใช้มากในยุโรปตอนเหนือ ยุโรปตอนกลางและประเทศจีน นอกจากนั้นมีบาง
ประเทศท่ีนิยมใช้เน้ือววัหรือเน้ือแกะ เน้ือสัตวท่ี์น ามาใชต้อ้งมีคุณภาพดีและไม่มีรอยต าหนิต่างๆ เช่น 
ไม่มีรอยปนเป้ือนของเลือดหรือจุดท่ีมีลกัษณะของเลือดคัง่ (blood splashes) สามารถอุม้น ้ าไดดี้ มีค่าพี
เอชประมาณ 5.6-6.0 ซ่ึงจะช่วยใหก้ารหมกัในช่วงแรกไดค้่าพีเอชท่ีลดลงจนพอเหมาะและสีท่ีไดไ้ม่คล ้า 
ไม่แห้งและมีความแน่น (กรมปศุศตัว์, 2551) เน้ือสัตว์ท่ีน ามาใช้ในการผลิตควรเป็นเน้ือไม่ติดมัน 
องคป์ระกอบของเน้ือสัตวโ์ดยทัว่ไป มีทั้งสารประกอบท่ีไม่ใช่ไนโตรเจน (non-nitrogenous compound) 
ไดแ้ก่ น ้ า ไขมนั แร่ธาตุและคาร์โบไฮเดรต สารประกอบท่ีเป็นไนโตรเจน (nitrogenous compound) ซ่ึง
มีโปรตีนเป็นส่วนใหญ่ องคป์ระกอบของโปรตีนมีความส าคญัในการผลิต เพราะปริมาณโปรตีนเป็นตวั
บ่งช้ีถึงคุณภาพของผลิตภณัฑ์ โปรตีนเหล่าน้ีจดัเรียงตวัอยู่ในโครงสร้างท่ีเรียกว่า filament structure 
และเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการหดตัว (contraction) (ชัยณรงค์  คันธพนิต , 2529; เยาวลักษณ์ สุร
พนัธพิศิษฐ์, 2536)ในสูตรการผลิตยงัมีการเติมเกลือประมาณ 2.5 เปอร์เซ็นต์ โดยประโยชน์ของเกลือ 
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พบว่าช่วยในการสกัดโปรตีนให้ละลายน ้ า ท าให้ผลิตภณัฑ์มีเน้ือสัมผสัท่ีดี เม่ือพิจารณาถึงสีของ
เน้ือสัตวท่ี์ใชใ้นการผลิต สีของเน้ือสัตวเ์กิดข้ึนจากเม็ดสี myoglobin และยงัมีความแตกต่างกนัตามชนิด
ของเน้ือสัตวท่ี์ใช้ โดยพบว่าเน้ือววัมีปริมาณของ myoglobin มากกว่าเน้ือหมูท าให้มีสีเขม้กว่า ดงันั้น
เน้ือสัตวท่ี์ไดจ้ากสัตวท่ี์มีอายุมาก จึงมีความเหมาะสมในการผลิต ซ่ึงให้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีคุณภาพสูงและ
เป็นท่ียอมรับของผูบ้ริโภค (สัญชยั จตุรสิทธา, 2543) 

2.1.2.1.2ไขมนั  
ไขมนัเป็นส่วนผสมท่ีส าคญัของการผลิตไส้กรอก โดยเฉพาะไส้กรอกหมกั

ภายหลงัจากการท าแหง้ อาจมีไขมนัไดถึ้ง 50 เปอร์เซ็นต ์ไขมนัเม่ือถูกออกซิไดซ์ท าใหเ้กิดการเหม็นหืน 
(rancidity) และท าให้ผลิตภณัฑท่ี์หมกัเสร็จแลว้มีอายกุารเก็บสั้น ดงันั้นไขมนัท่ีใชเ้ป็นส่วนผสมในการ
ผลิตควรมีองคป์ระกอบของไขมนัไม่อ่ิมตวัต ่า ไขมนัในเน้ือหมูท่ีบริเวณส่วนหลงันิยมใชก้นัมากเพราะ
มีองค์ประกอบของ polyunsaturated linoleic ต ่าและมี linoleic acid 8.5 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงยอมให้เกิด auto 
oxidation ไดสู้ง (วฒันี บุญวทิยา, 2542; สัญชยั จตุรสิทธา, 2543) 

2.1.2.1.3 เกลือ  
โดยปกติแล้วการผลิตไส้กรอกหมกัใช้เกลือประมาณ 2.5-3.0 เปอร์เซ็นต์ 

บทบาทท่ีส าคญัของเกลือคือ ช่วยในการถนอมรักษา (preservation) (เยาวลกัษณ์ สุรพนัธพิศิษฐ์, 2536; 
วฒันี บุญวิทยา, 2542)  และยงัช่วยในการสกดัโปรตีนให้ละลายออกมารวมตวักบัส่วนผสมอ่ืนๆ การ
ละลายของโปรตีนท าให้เกิดแผ่นฟิล์มท่ีมีความเหนียว (sticky film) ข้ึนรอบๆ อนุภาคของเน้ือ ใน
ผลิตภณัฑบ์างชนิดอาจใชเ้กลือไดม้ากกวา่ 2.5-3.0 เปอร์เซ็นต ์เช่นใน Italian salamis โดยอาจใชเ้กลือได้
สูงถึง 8 เปอร์เซ็นต ์ 

2.1.2.1.4 คาร์โบไฮเดรต 

คาร์โบไฮเดรตใช้เป็นส่วนผสมของการผลิตเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนให้กับ
เช้ือจุลินทรีย ์ทั้งน้ีเพื่อใหแ้น่ใจไดว้า่ กิจกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติกในการหมกัเกิดข้ึนอยา่งเพียงพอ 
เป็นการส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียตลอดจนสร้างกรดอินทรีย์ ทั้ งชนิดและปริมาณของ
คาร์โบไฮเดรตท่ีเติมลงไปท าใหเ้กิดสมดุลของการหมกัระหวา่งการสร้างกรดแลคติก และการลดลงของ
ค่าพีเอช ปริมาณของคาร์โบไฮเดรตท่ีเติมลงไปอยู่ในช่วง 0.4-0.8 เปอร์เซ็นต ์การผลิตไส้กรอกก่ึงแห้ง
ในประเทศสหรัฐอเมริกามีการเพิ่มปริมาณกลูโคสสูงถึง 2 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงพบวา่มีผลท าให้ค่าพีเอชลดล
งอย่างรวดเร็ว เช้ือแบคทีเรียแลคติกแต่ละชนิดมีความสามารถในการใช้น ้ าตาลแต่ละชนิดได้ต่างกนั 
การศึกษาถึงการใชน้ ้าตาลชนิดต่างๆ ในการผลิตแหนม (น ้าตาลกลูโคส ซูโครส มอลโตส แลคโตสและ
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กาแลคโตส) ของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่ากลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการสร้าง
กรดของแบคทีเรียกรดแลคติกมากท่ีสุด (เยาวลกัษณ์ สุรพนัธพิศิษฐ์, 2536; วฒันี บุญวทิยา, 2542) 

2.1.2.1.5 ส่วนผสมอ่ืนๆ 
สารประกอบหลายชนิดนอกเหนือจากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ใชเ้ติมลงในสูตรการ

ผลิตเพื่อช่วยสนบัสนุนกระบวนการผลิตและเพิ่มรสชาติของผลิตภณัฑ์ ส่วนผสมอ่ืนๆในสูตรการผลิต 
ได้แก่ น ้ า เติมลงเพื่อช่วยให้ส่วนผสมต่างๆ กระจายตัวได้อย่างทั่วถึง ช่วยในการสกัดโปรตีน 
นอกจากนั้นยงัช่วยให้ผลิตภณัฑมี์ความชุ่มฉ ่าและมีเน้ือสัมผสัดี เคร่ืองเทศ เคร่ืองปรุงรส เป็นส่วนผสม
อีกกลุ่มหน่ึงท่ีนิยมใช ้ไดแ้ก่ กระเทียม พริกไทย ปาปริกา ไส้กรอกหมกัของประเทศจีนหลายชนิดมีการ
เพิ่มรสชาติดว้ยการเติมไวน์ ส่วนสารช่วยเพิ่มรสชาติท่ีใชใ้นส่วนผสม ไดแ้ก่ ผงชูรส ทั้งน้ีเช่ือวา่จะท า
ใหผ้ลิตภณัฑมี์รสชาติท่ีดี มีการใชส้ารยบัย ั้งการเกิดออกซิเดชัน่ มีการใชส้ารยบัย ั้งเช้ือราเพื่อป้องกนัการ
เจริญของเช้ือราท่ีปนเป้ือนในระหวา่งการผลิต เพราะอาจท าใหผ้ลิตภณัฑมี์รสชาติท่ีไม่พึงประสงค ์กล่ิน
รสท่ีเกิดข้ึนในผลิตภณัฑ์ เป็นผลมาจากเน้ือสัตวท่ี์ใชเ้ป็นวตัถุดิบและสารประกอบอ่ืนๆ ท่ีเติมลงไปใน
สูตรการผลิต เช่น คาร์โบไฮเดรต สารท่ีช่วยในการถนอมอาหาร เคร่ืองเทศ สารประกอบอ่ืนๆท่ีเกิดจาก
กิจกรรมของจุลินทรียโ์ดยผา่นกระบวนการไกลโคไลซีส การสลายโปรตีน การสลายไขมนัและ ลิปิด
ออกซิเดชัน่ โดยกระบวนการเหล่าน้ีท าให้เกิดกล่ินรส เร่ิมจากเอนไซมใ์นเน้ือสัตวแ์ละจากการหมกัของ
จุลินทรีย ์นอกจากนั้นยงัข้ึนกบัสภาวะแวดลอ้มท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความช้ืนสัมพทัธ์ 
ขนาดของบรรจุภณัฑ ์ขนาดอนุภาคของเน้ือสัตว ์(ชยัณรงค ์ คนัธพนิต, 2529; เยาวลกัษณ์ สุรพนัธพิศิษฐ์
, 2536; วฒันี บุญวทิยา, 2542) 

 
2.1.3 คุณค่ำทำงโภชนำกำรของไส้กรอกอสีำน 
ไส้กรอกอีสาน จัดเป็นอาหารในกลุ่มผลิตภัณฑ์อาหารท่ีผ่านการหมัก โดยจุลินทรีย์ เช่น 

แบคทีเรียแลคติกท่ีท าให้อาหารความเป็นกรดสูงข้ึน ซ่ึงมีผลในการถนอมอาหาร ท าให้ลกัษณะของ
อาหาร และคุณค่าทางโภชนาการเปล่ียนแปลง ผลิตภณัฑอ์าหารหมกัจดัเป็น functional foods ชนิดหน่ึง 
เน่ืองจากมีรายงานว่าเป็นผลิตภณัฑ์ อาหารท่ีส่งผลดีต่อสุขภาพและมีผลในการป้องกนัรักษา โรคได้
อาหารหมกัเกิดจากการหมกัดว้ยรา ยีสต ์หรือ แบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีสร้างกรดแลคติก (lactic 
acid bacteria) หรือจุลินทรียพ์วกโปรไบโอติกส์ (probiotics) ซ่ึง FAO/WHO ให้ความหมายของ โปร
ไบโอติกส์วา่ เป็นจุลินทรียท่ี์มีชีวิตซ่ึงหากบริโภคเขา้สู่ร่างกายในปริมาณท่ีเพียงพอและก่อให้เกิดผลดี
ต่อสุขภาพ 
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ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจากเน้ือสัตวแ์ละพืชยงัเป็นท่ีนิยมรับประทานในหลายประเทศ เช่น ปลา 
หมกั ปลาร้า แหนม ไส้กรอกหมกั ไส้กรอกอีสาน น ้ าปลา หรืออาหารหมกัจากถัว่เหลือง เช่น มิโซะ 
ซี อ้ิว  เต้าเ จ้ียว อีกด้วย แบคทีเรียแลคติกได้รับการยอมรับและใช้เป็นสารกันเสียทางชีวภาพ 
(biopreservative) มาเป็นเวลานาน โดยมีผลต่อการรักษา สมดุลของระบบทางเดินอาหาร ส่งเสริมการ
เจริญของ จุลินทรียป์ระจ าถ่ินในล าไส้ โดยแบคทีเรียแลคติกสามารถเจริญในระบบทางเดินอาหารท่ีมี
ฤทธ์ิเป็นกรด ทนต่อน ้ าดีและสามารถยึดเกาะกบัผนงัล าไส้เล็กเพื่อเพิ่มจ านวนและคงอยู่ในสภาพท่ีมี
ชีวติได ้(อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550; อจัฉรา เพิ่ม, 2550) 

นอกจาก กรดแลคติกท่ีแบคทีเรียแลคติกสร้างออกมาซ่ึงมีผลใน  การยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียก่์อโรคแลว้ แบคทีเรียแลคติกยงัสามารถสร้างสารเมตาบอไลทอ่ื์นๆ เช่น วิตามินต่างๆ วิตามิน
บี โฟลเอซิน (folacin) หรือสารประกอบระหว่างกรดโฟลิก และวิตามินบี 11 ซ่ึงมีผลในการป้องกนั
ความผิดปกติ ของระบบประสาท ความเส่ียงในการเป็นโรคหัวใจ และ มะเร็งบางชนิดได ้(Stanton et 
al., 2005)  

 
2.1.3 จุลนิทรีย์ทีเ่กีย่วข้องกบักำรหมักไส้กรอกอสีำน 
อาหารหมกัดองส่วนใหญ่ท่ีผลิตในปัจจุบนัน้ียงัใช้จุลินทรียเ์ร่ิมตน้ (starter) เป็นจุลินทรียซ่ึ์งมี

อยูแ่ลว้ในธรรมชาติ เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มในอาหารหมกัมีความเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย
กรด แลคติกและจุลินทรียอ่ื์นๆท่ีมีความส าคญัต่อการหมกั จึงท าให้มีการเจริญไดดี้กว่าจุลินทรียช์นิด
อ่ืนๆ จุลินทริยท่ี์มีอยู่แลว้ในธรรมชาติน้ีปนเป้ือนมากบัอุปกรณ์ต่างๆท่ีใชใ้นการเตรียมอาหาร หรือมา
จากอุปกรณ์ท่ีเคยใช้ในการหมกั เช่น การผลิตไส้กรอกในห้องท่ีเคยผลิตมานานแลว้และใช้อุปกรณ์
ต่างๆท่ีเป็นของเดิม ยอ่มท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑท่ี์ดีเช่นเดิม เม่ือความเจริญทางวชิาการของอาหารหมกัดองมี
มากข้ึน จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้เช้ือบริสุทธ์ิเป็นเช้ือเร่ิมต้น ปัจจุบนัได้มีการคัดแยกและเลือก
แบคทีเรียผลิตกรดแลคติก มาพฒันาเป็นเช้ือบริสุทธ์ิของแบคทีเรียส าหรับผลิตไส้กรอกเปร้ียว เพื่อจะได้
ผลิตภณัฑ์ท่ีไดม้าตรฐานมีคุณภาพสม ่าเสมอ และปรับปรุงคุณภาพของอาหารหมกัดองเหล่าน้ีได้ดีข้ึน 
คือกลุ่มของแบคทีเรียท่ีสามารถสร้างกรดแลคติกในระหว่างการหมกัเน้ือสัตว ์ ส่วนมากเป็นพวกท่ี
ตอ้งการออกซิเจนต ่ากวา่ความเขม้ขน้ท่ีบรรยากาศปกติ (microaerophilic condition) สามารถใชน้ ้ าตาล
ไดโ้ดยการออกซิไดซ์ ท าให้ไดค้าร์บอนไดออกไซด์และน ้ า แต่ถา้มีปริมาณออกซิเจนจ ากดัหรือถา้การ
ออกซิไดซ์ของน ้ าตาลไม่สมบูรณ์จะท าให้เกิดกรดอินทรีย ์โดยส่วนใหญ่การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน
ระหว่างการหมกั คือการเปล่ียนแปลงน ้ าตาลไปเป็นกรดแลคติก มีหลกัฐานดงัน้ีคือ มีรสเปร้ียวข้ึน
เน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของปริมาณกรดทั้งหมดประมาณ 1 เปอร์เซ็นตห์รือมากกวา่ และการลดลงของ pH 
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จากระหวา่ง 6.2-6.6 ไปเป็น 4.2-5.0 ระดบัของความเป็นกรดน้ียงัข้ึนกบัระยะเวลาของการหมกัการผสม
กลมกลืนกนัของเน้ือ และอตัราการเปล่ียนแปลงความช้ืน ในบางสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติกจะ
สร้าง อะซีโตน ซ่ึงจะมีส่วนเร่ืองกล่ินและรสของผลิตภณัฑอ์าหารหมกั แบคทีเรียพวกน้ีมีบทบาทส าคญั
ต่อผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยท่ีไดจ้ากการหมกั (fermentation products) ซ่ึงแบ่งเป็น 2 ชนิดคือ 

- แบคทีเรียอ่ืนท่ีไม่ใช่แบคทีเรียกรดแลคติก ไดแ้ก่ 
1.1) Bacillus sp. แบคทีเรียพวกน้ีจะพบเฉพาะในผลิตภณัฑเ์น้ือสัตวท่ี์เติมสารไนเตรต

เท่านั้น จะท าใหเ้กิดกรดแลคติก กรดอะซิติกและคาร์บอนไดออกไซด์ 
1.2) Clostridium sp. แบคทีเรียพวกน้ีจะหมกัให้เกิดกรดแลคติก กรดอะซิติก อะซิโตน 

บิวทิลแอลกอฮอล ์คาร์บอนไดออกไซดแ์ละก๊าซไฮโดรเจน 
- แบคทีเรียกรดแลคติก 

แบคทีเรียกรดแลคติก เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) มีรูปร่างกลม
หรือเป็นแท่ง (cocci or rods) ไม่มีการสร้างสปอร์ (non sporeforming) ไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ 
ซ่ึงจดัเป็น facultative anaerobic สามารถผลิตกรดแลคติกไดโ้ดยใชค้าร์บอนเป็นสารอาหาร น ้าตาลท่ีใช ้
ได้แก่ กลูโคสและแลคโตส ตวัอย่างของแบคทีเรียกรดแลคติก ได้แก่ Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus และ Streptococcus เป็นตน้ 
 

2.2 เช้ือจุลนิทรีย์ทีพ่บปนเป้ือนในไส้กรอกอสีำน 

ในการผลิตไส้กรอกอีสานนั้ น  เป็นการหมักเพื่อให้เกิดรสเปร้ียวตามธรรมชาติอีกทั้ ง
กระบวนการหมักไม่ได้มีการควบคุม อาจท าให้การเกิดการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคใน
ผลิตภณัฑ์ได ้ซ่ึงการปนเป้ือนมกัมีสาเหตุมาจากการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคในวตัถุดิบเน้ือสัตวท่ี์น ามา
ท าไส้กรอกอีสาน และการปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคในไส้สุกรท่ีน ามาใช ้และมีรายงานการตรวจพบเช้ือ 
Salmonella spp., L. monocytogenes และ S. aureus ในแหนมและไส้กรอกอีสาน (Chokesajjawatee et al., 
2009) สาเหตุท่ีท าให้ไส้กรอกอีสานเส่ียงต่อการปนเป้ือนนั้น จะพบว่ามาจากหลายสาเหตุดว้ยกนั เช่น 
จากแหล่งวตัถุดิบท่ีใช ้ขั้นตอนการขนส่ง กระบวนการผลิตท่ีจะท าให้เกิดการปนเป้ือน รวมถึงขั้นตอน
การเก็บรักษาท่ีไม่ถูกตอ้ง สามารถเป็นสาเหตุท่ีท าให้เกิดการปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในผลิตภณัฑ์
ไดท้ั้งนั้น โดยจะยกตวัอย่าง เช่น Salmonella มกัพบในเน้ือดิบหรือสัตวปี์กท่ีใช้เป็นวตัถุดิบ, S. aureus 
เป็นเช้ือจุลินทรีย์ท่ีพบได้ทัว่ไปและอาจพบได้ในอาหาร ส่ิงแวดล้อม มนุษย์และสัตว์ และสามารถ
ปนเป้ือนไปยงัผลิตภณัฑ์จากการขาดการปฏิบติัตามสุขอนามยัส่วนบุคคลท่ีเหมาะสมได ้(FDA, 2012) 
รวมถึง B. cereus ท่ีสามารถพบไดใ้นอาหารหลายชนิดโดยเฉพาะขา้ว สมุนไพรและเคร่ืองเทศ โดยเฉพาะ
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ขา้วท่ีเป็นส่วนผสมของไส้กรอกอีสานก็มีความเส่ียงต่อเช้ือ B. cereus ท่ีสามารถผลิตสารพิษท่ีอุณหภูมิต ่า
ในขา้วได ้(Finlay et al., 2002) 

2.2.1 Staphylococcus aureus 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ทีมีลกัษณะกลม เรียงตวัเป็นกลุ่มคลา้ยพวงองุ่น หรือเป็นคู่ 
หรือเป็นสายสั้ น ๆ ไม่เคล่ือนท่ี โคโลนีมีสีเหลืองหรือสีทอง เจริญเติบโตได้ดีในสภาพมีออกซิเจน
มากกวา่ในสภาพไม่มีออกซิเจน ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเติบโตคือ 35-40 องศาเซลเซียส ช่วง pH 
หรือความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตอยู่ท่ี 7-7.5 ส่วนค่า water activity (Aw) ต ่าสุด
ส าหรับการเติบโตในสภาพมีออกซิเจนอยูท่ี่ประมาณ 0.86 และสภาพไม่มีออกซิเจนประมาณ 0.90 เช้ือ 
S. aureus บางสายพนัธ์ุสามารถสร้างสารพิษ คือ เอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีทน
ต่อความร้อนได้ดี และเป็นสาเหตุท าให้เกิดอาการเจ็บป่วยในมนุษย  ์สารพิษชนิดน้ีทนความร้อนถึง
ระดบั 143.3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 9 วินาทีได ้ดงันั้นอุณหภูมิในการหุงตม้ธรรมดาหรืออุณหภูมิน ้ า
เดือดจึงไม่สามารถท าลายสารพิษชนิดน้ีได ้(คมแข พิลาสมบติั, 2550; Chokesajjawatee et al., 2009) 

S. aureus มกัพบอยู่ในอากาศ ฝุ่ นละออง ขยะมูลฝอย น ้ า อาหารและนม หรืออาหาร
บรรจุเสร็จ สภาวะแวดลอ้มภายนอกมนุษยแ์ละสัตว ์มนุษยแ์ละสัตว ์จึงเป็นแหล่งของเช้ือชนิดน้ี (FDA, 
2012) โดยจะพบอยูต่ามทางเดินหายใจ ล าคอ หรือ เส้นผมและผิวหนงัถึง 50 เปอร์เซ็นต ์หรือมากกวา่น้ี 
ในคนทีมีสุขภาพดี และอาจพบเช้ือ ชนิดน้ี 60-80 เปอร์เซ็นต์ในผูท่ี้สัมผสัโดยตรงกบัผูป่้วยหรือผูท่ี้
สัมผสักบัสภาพแวดลอ้มในโรงพยาบาล ตลอดจนผูป้ระกอบอาหารรวมทั้งในขั้นตอนของการบรรจุ
และสภาพแวดลอ้มภายนอกนบัเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ท่ีท าให้เกิดการปนเป้ือน ส่ิงท่ีตอ้งค านึงถึงอีกอยา่ง
หน่ึงคือ การเก็บอาหารไวใ้นอุณหภูมิทีไม่เหมาะสมเป็นผลให้อาหารทีมีการปนเป้ือนอยูแ่ลว้มีการเพิ่ม
จ านวนของเช้ือและสร้างสารพิษได้อย่างรวดเร็วการได้รับเช้ือ S. aureus เข้าสู่ร่างกายได้จากการ
รับประทานอาหารท่ีมีเช้ือปนเป้ือน อาหารท่ีมกัพบเช้ือ S. aureus ปนเป้ือนไดแ้ก่ เน้ือและผลิตภณัฑ์เน้ือ 
เน้ือสัตวปี์กและผลิตภณัฑ์จากไข่ อาหารประเภท สลดัเช่น ไข่ ทูน่า เน้ือไก่ มนัฝร่ัง และมกักะโรนี 
ผลิตภณัฑ์ขนมอบ ครีมพาย เอแคลร์ ช็อกโกแลต แซนวิช และผลิตภณัฑ์นมท่ีเก็บไวใ้นอุณหภูมิท่ีไม่
เหมาะสม และเก็บไวเ้ป็นเวลานานก่อนรับประทาน (Baruzzi et al., 2006)  

Chokesajjawatee และคณะ (2009) กล่าวว่า S. aureus เป็นเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคท่ี
แพร่หลายมากท่ีสุดแห่งหน่ึงท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นอาหารทัว่โลก โดยอาการเป็นพิษเกิดจากการกิน
อาหารท่ีมีสารพิษ enterotoxins staphylococcal (SEs) ท่ีเช้ือสร้างข้ึนซ่ึงเป็นสารพิษท่ีทนความร้อน จึง
เส่ียงต่อความปลอดภยัของผูบ้ริโภคเม่ือรับประทานเขา้ไป  
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2.2.2 Salmonella spp.  
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปท่อน ไม่สร้างสปอร์ ไม่มีแคปซูล เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจล

ลาท่ีอยูร่อบเซลล ์(peritrichous flagella) เจริญไดดี้ทั้งในท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน สามารถหมกักลูโคสได้
ก๊าซเกิดข้ึน แต่ไม่สามารถหมกัแลคโตสและซูโครสได้ ให้ไฮโดรเจนซัลไฟต์หรือก๊าซจากการหมกั
คาร์โบไฮเดรต อุณหภูมิท่ีต ่าสุดท่ีเช้ือเจริญไดใ้นอาหารอยูใ่นช่วง 6.7 – 7.8 องศาเซลเซียส และสูงกวา่ 
10 องศาเซลเซียส ในคสัตาร์ด แฮม และสลดั ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเช้ือเจริญไดคื้อ 45.6 องศา
เซลเซียส โดยเช้ือน้ีสามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิห้อง แต่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของเช้ืออยู่ท่ี 37 องศา
เซลเซียส ช่วง pH ส าหรับการเจริญคือ 4.1 – 9.0 ซ่ึงโดยทัว่ไปเจริญไดใ้นอาหารท่ีเป็นกรดต ่า (low acid 
food) ส าหรับค่า aw ต ่าสุด ในการเจริญนั้นข้ึนอยู่กบัชนิดของอาหาร ซ่ึงจะมีค่าประมาณ 0.93 – 0.95 
(บุญศรี จงเสรีจิตต,์ 2553) 

Salmonella spp. เป็นเช้ือท่ีพบอยูใ่นธรรมชาติ เช่น ระบบทางเดินอาหารของสัตวเ์ล้ียง
และสัตวป่์า สัตวปี์ก เต่า และกบ รวมทั้งแมลงต่าง ๆ สัตวแ์ละสัตวปี์กจะท าให้มนุษยเ์กิดโรคซลัโมเนล
โลซิสไดแ้ละเป็นพาหะน าโรคติดต่อ โดยการแพร่หลายของเช้ือทางอุจจาระ นอกจากน้ียงัสามารถแยก
เช้ือได้จากดิน น ้ า และสกปรกต่าง ๆ ท่ีปนเป้ือนด้วยอุจจาระ มนุษยแ์ละสัตวเ์ป็นแหล่งให้เกิด การ
ปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารไดท้ั้งทางตรงและทางออ้ม โดยการแพร่ระบาดของโรคเกิด
จากอาหารและน ้ าท่ีปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. เช่น น ้ าท่ีปนเป้ือนกบั อุจจาระ นอกจากนั้นเป็นพวก 
นมและผลิตภณัฑ์นม เช่น ไอศกรีม เนยแข็ง คสัตาร์ด ซ่ึงอาจปนเป้ือนจาก อุจจาระหรือผา่นการฆ่าเช้ือ
ดว้ยความร้อนท่ีไม่เพียงพอ รวมทั้งอาจมีการแพร่ระบาดของโรคจากอาหาร ต่าง ๆ เช่น ไข่ผง ไข่แช่แขง็
หรือปลาหมึก อีกทั้งเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์ เช่น เน้ือสับ ไส้กรอก แฮม เบคอน ซ่ึงไม่ไดเ้ก็บในตูเ้ยน็
และวางไวใ้นอุณหภูมิหอ้งนาน ๆ จะท าใหเ้ช้ือน้ีเจริญข้ึนมาได ้สัตวเ์ล้ียง ต่าง ๆ เช่น สุนขั แมว ก็เป็นตวั
แพร่กระจายของเช้ือได ้รวมทั้งผูท่ี้เป็นแหล่งของเช้ือซ่ึงไดแ้ก่ผูท่ี้ซ่ึงเคย เป็นโรคและหายป่วยแลว้ แต่ยงั
มีเช้ืออยู ่จึงเป็นพาหะของโรคได ้โดยพบวา่ผูท่ี้หายป่วยจากโรคจะเป็น พาหะเร้ือรังคิดเป็น 3 เปอร์เซ็นต ์
ซ่ึงจะมีเช้ืออยูใ่นถุงน าดี ท่อน าดี ในล าไส้หรือท่อปัสสาวะ  

การเกิดโรคของเช้ือ Salmonella spp. หลังการรับประทานเช้ือน้ีเข้าไปเช้ือจะไป
เกาะติดกบัเยื่อเมือกในล าไส้เล็ก และแพร่พนัธ์ุบนเยื่อบุ ล าไส้เล็กพร้อมกบัมีการสร้างสารพิษท่ีท าให้
ล าไส้บวม เน่ืองจากมีการสะสมของของเหลวในล าไส้ ความสามารถของเช้ือโรคในการบุกรุกและ
ท าลายเซลล์ซ่ึงเกิดการสร้าง thermostable cytotoxic factor เช้ือโรคแบ่งตวัเพิ่มจ านวนและสร้างสารพิษ 
ท่ีไม่ทนความร้อนซ่ึงมีผลต่อการหลัง่ของของเหลวและสารเกลือแร่ รวมถึงการสร้างสารพิษเก่ียวขอ้ง
กบัอตัราการเติบโตของเช้ือโรค (บุษกร อุตรภิชาติ, 2545) 
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  2.2.3 Bacillus cereus  
B. cereus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อนขนาด 0.9 ไมครอน ต้องการ

ออกซิเจนในการเจริญ สร้างสปอร์ รูปร่างเป็นท่อน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญคือ  30 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิต ่าสุดท่ีสามารถเจริญไดคื้อ 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถเจริญได้
คือ 49 องศาเซลเซียส ช่วง pH ในการเจริญได้ดีคือ 4.9–9.3 เช้ือ B. cereus น่ีมีการกระจายตัวสูงใน
ธรรมชาติและในอาหารแห้ง สามารถพบไดจ้าก ดิน เน้ือสัตว ์ผลิตภณัฑ์จากน ้ านม ผกั ธัญพืช ขา้วผดั 
ขา้วสวย เส้นหม่ี และขนมอบ และอาหารประเภทแป้งเช่น พาสตา้ ก๋วยเต๋ียว (Finlay et al., 2002)  

 บุญศรี จงเสรีจิตต์ (2552) กล่าววา่ เช้ือ B. cereus ท าให้เกิดอาการของโรคอาหารเป็น
พิษ 2 แบบ คือ อาหารเป็นพิษแบบท่ีมีอาการทอ้งร่วง เก่ียวขอ้งกบัการกินอาหารจ าพวกเน้ือ ซุป หรือผกั
ท่ีมีเช้ือปนเป้ือน รวมทั้งพวกเคร่ืองเทศแห้ง อาการท่ีเกิดข้ึนจะคลา้ยกบัโรคอาหารเป็นพิษท่ีเกิดจาก Cl. 
perfringens หลังจากบริโภคอาหารเข้าไป  8–16 ชั่วโมง และจะหายภายใน  12–14 ชั่วโมง อาการท่ี
เกิดข้ึนคือ ปวดทอ้ง ถ่ายอุจจาระเหลวเป็นน ้ าและปวดอกัเสบอนัเน่ืองมาจากการถ่ายเบ่ง ส่วนอาการ
คล่ืนใสและอาเจียนนั้นมกัไม่ค่อยเกิดข้ึน และอาการแบบท่ีมีอาการอาเจียน เก่ียวขอ้งกบัการกินอาหาร
จ าพวกขา้วท่ีมีเช้ือปนเป้ือน โดยเม่ือหุงขา้วตวัเซลล์จะถูกท าลาย แต่สปอร์ยงัคงอยู ่เม่ือเก็บขา้วท่ีหุงสุก
แลว้ไวท่ี้อุณหภูมิห้องโดยไม่แช่เยน็ ก็จะมีผลให้สปอร์ของเช้ือเจริญข้ึนมาไดแ้ละจะสร้างสารพิษท่ีท า
ใหอ้าเจียน (emetic toxin) ท่ีทนความร้อนออกมา ถึงแมจ้ะน าอาหารไปอุ่นซ ้ าอีกคร้ังก็ไม่สามารถท าลาย
สารพิษน้ีได ้ซ่ึงหากใช้อุณหภูมิไม่สูงพอ จะเป็นการกระตุน้การงอกของสปอร์และสารพิษออกมาจน
เป็นสาเหตุท าใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ ซ่ึงเรียกวา่ “Chinese Restaurant Syndrome” ระยะฟักตวัของเช้ือ
น้ีกินเวลา 1–5 ชั่วโมง ผูป่้วยจะมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง แต่จะไม่มีไขแ้ละทอ้งร่วง อาการ
ดงักล่าวเป็นอยูเ่พียงระยะเวลาสั้นๆ ราว 6–24 ชัว่โมง  

 
2.1.5 มำตรฐำนผลติภัณฑ์ไส้กรอกอสีำน 
ความหมายของไส้กรอกอีสานตามท่ีใชใ้นมาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชนมีดงัต่อไปน้ี (มาตรฐาน

ผลิตภณัฑชุ์มชน, 2555) 
1. ไส้กรอกอีสานหมู หมายถึง ผลิตภณัฑ์ท่ีท าจากเน้ือหมู ไขมนั ขา้วเจา้สุกหรือขา้ว

เหนียวน่ึง เคร่ืองเทศและ สมุนไพร เคร่ืองปรุงรส เช่น น ้าตาลทราย เกลือ กระเทียมบด พริกไทย ลูกผกัชี 
คลุกเคลา้ผสมให้เขา้กนั บรรจุในไส้ มดัเป็นเปลาะ ผา่นกระบวนการหมกัจนเปร้ียว และตอ้งท าให้สุก
ก่อนบริโภค 
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2. ไขมนั หมายถึง ไขมนัจากสัตว ์เช่น สุกร ไก่ เป็ด 
3. ไส้ หมายถึง ไส้ธรรมชาติ เช่น ไส้หมู ไส้แพะ ไส้แกะ ท่ีท าความสะอาดและเก็บ

รักษาอยา่งถูกสุขลกัษณะหรือไส้เทียม เช่น ไส้ชนิดรีเจเนอเรเตด คอลลาเจน (regenerated collagen) 
 

2.1.5.1 คุณลกัษณะทีต้่องกำรของไส้กรอกอสีำนหมู (มาตรฐานผลิตภณัฑชุ์มชน, 2555) 
1. ลกัษณะทัว่ไป ในภาชนะบรรจุเดียวกนั ตอ้งมีรูปทรงเดียวกนั และมีขนาดใกลเ้คียง

กนั มีการกระจายตวัของส่วนประกอบท่ีใชอ้ยา่งสม ่าเสมอ มีผวิเรียบ ไม่ฉีกขาด 
2. สี ตอ้งมีสีท่ีดีตามธรรมชาติของส่วนประกอบ ไส้กรอกอีสานหมูท่ีใช ้
3. กล่ินรสตอ้งมีกล่ินรสท่ีดีตามธรรมชาติท่ีเกิดจากการหมกัและของส่วนประกอบท่ี

ใช ้มีรสเปร้ียวพอเหมาะ ปราศจากกล่ินอ่ืนท่ีไม่พึงประสงค ์เช่น กล่ินอบั กล่ินเหมน็ 
4. ลกัษณะเน้ือตอ้งนุ่มและไม่ร่วน 
5. ส่ิงแปลกปลอม ตอ้งไม่พบส่ิงแปลกปลอมท่ีไม่ใช่ส่วนประกอบท่ีใช้ เช่น เส้นผม 

ขนสัตว ์ดิน ทราย กรวด ช้ินส่วนหรือส่ิงปฏิกูลจากสัตว ์
 
2.1.5.2 จุลนิทรีย์ก่อโรคตำมเกณฑ์ก ำหนด (มาตรฐานผลิตภณัฑชุ์มชน, 2555) 

1. Salmonella spp. ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 25 กรัม 
2. Staphylococcus aureus ตอ้งนอ้ยกวา่ 100 โคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
3. Bacillus cereus ตอ้งนอ้ยกวา่ 1 × 103 โคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
4. Clostridium perfringens ตอ้งนอ้ยกวา่ 1 × 103 โคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม 
5. Escherichia coli โดยวธีิเอม็พีเอน็ ตอ้งนอ้ยกวา่ 3 ต่อตวัอยา่ง 1 กรัม  

 

2.3 แบคทเีรียแลคติก 

 2.3.1 ลกัษณะทัว่ไปของแบคทเีรียแลคติก  

 แบคทีเรียแลคติก (Lactic Acid Bacteria; LAB) เป็นจุลินทรียท่ี์จดัอยู่ในกลุ่มของ mesophilic 
bacteria แต่สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิต ่ากว่า 5 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิสูงกวา่ 45 องศาเซลเซียส 
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างสปอร์สร้างกรดแลกติกเป็นผลิตภัณฑ์หลักของ
กระบวนการหมกัน ้าตาล ขาดเอนไซมค์ะตะเลส ขาดไซโตโครม ตอ้งการสารอาหารสูงในการเจริญ เช่น
คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน เปปไทด์ กรดนิวคลีอิก และวิตามิน ทนต่อสภาวะมีอากาศ (aerotolerant) 
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ทนต่อความเป็นกรดโดยสามารถเจริญไดท่ี้ pH 4.0-4.5 บางสายพนัธ์ุสามารถเจริญไดท่ี้ pH 3.2 และท่ี 
pH สูงถึง 9.6 แต่สามารถสลายโปรตีนและไขมนัไดเ้พียงเล็กนอ้ย แหล่งท่ีมกัพบแบคทีเรียกรดแลคติก 
ได้แก่ ในระบบทางเดินอาหารของสัตวเ์ลือดอุ่น เช่น หนู หมู สัตวปี์ก มนุษย ์นมและผลิตภณัฑ์นม 
ผลิตภณัฑอ์าหารทะเล พืช และอาหารหมกัดองต่าง ๆ เป็นตน้ (ศิริรัตน์ ตนัไสว, 2547; อรอนงค ์พร้ิงศุล
กะ, 2550; อจัฉรา เพิ่ม, 2550) 

 2.3.2 กำรจ ำแนกแบคทเีรียกรดแลคติก 
แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่มตามลกัษณะรูปร่างคือ พวกท่ีมีรูปร่าง

ท่อน ไดแ้ก่ lactobacilli และ carnobacteria และรูปร่างกลม ไดแ้ก่ streptococci (Collier และคณะ, 1998)  
เม่ือศึกษาถึงลกัษณะทางกายภาพ สมบติัทางชีวเคมี ลกัษณะสัณฐานวิทยา องคป์ระกอบของผนงัเซลล์ 
กรดไขมนัภายในเซลล์ ไอโซพรีนอยด์ (isoprenoid) ควิโนน (quinone) รวมทั้งศึกษาในระดบัโมเลกุล 
เช่น โมลเปอร์เซ็นต ์G+C ของดีเอ็นเอ การเขา้คู่กนัของดีเอ็นเอ ล าดบัเบสบน rRNA ท าให้สามารถจดั
จ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ทั้ งหมด 12 สกุล คือ Carnobacterium, Lactobacillus, Aerococcus, 
Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, 
Tetragenococcus และ Weissella ดงัน้ี 

2.2.2.1 Homofermentation  
เป็นการหมกัให้เกิดกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนโดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตกรด       แล

คติกจากการหมกัน ้ าตาลกลูโคสโดยผ่านกระบวนการท่ีเรียกว่า Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) หรือ 
glycolytic pathway ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถผลิตกรดแลคติกได้ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ จากการ
หมกักลูโคสโดยท่ีกลูโคส 1 โมเลกุลเม่ือเขา้สู่ EMP จะได้ไพรูเวท 2 โมเลกุลจากนั้น ไพรูเวทจะถูก
เปล่ียนไปเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ยคือกรดแลคติกซ่ึงกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึน พบทั้ง D-Lactic และ L-Lactic 
(Adams และ Moss, 1995) แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีการหมักแบบ homofermentative มีทั้ งชนิดท่ีมี
รูปร่างเป็นแท่ง (ตารางท่ี 2.1) เช่น สกุล  Lactobacillius และชนิดท่ีมีรูปร่างทรงกลม ได้แก่ สกุล 
Streptococcus, Lactococcus และ Enterococcus เป็นตน้ 
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ตำรำงที ่2.1 แบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มของ homofermentation 
Cocci Rods 

Streptococci Lactobacillus 
Lactococcus lactis subsp. Lactis Thermobacteria 
Lactococcus lactis subsp. Lactis (temp. opt. 40oC, do not grow at 15oC) 
var. diacetialactis Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 
Lactococcus lactis subsp. Cremoris Lactobacillus delbrueckii subsp lactis 
Enterococcus feacalis Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus 
Streptococcus salivarius subsp. Salivarius Lactobacillus helveticus  
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus  Lactobacillus salivarius 
Streptococcus pyrogenes 
 

 
Streptobacteria 

 (temp. opt. 30-37oC, always growth at 18oC) 
 Lactobacillus casei  

Lactobacillus alimentaris  
Lactobacillus coryniformis  
Lactobacillus plantarum 

ทีม่ำ : Schlegel (1993)  
 

2.3.2.2 Heterofermentation  
เป็นการหมกัให้เกิดแลคติกโดยแบคทีเรียกรดแลคติก ซ่ึงหมกัน ้ าตาลกลูโคสและแลค

โตสไปเป็นเป็นผลิตภณัฑ์หลายชนิดได้แก่ กรดแลคติก กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก เอธานอล    และ
คาร์บอนไดออกไซด์ (Schlegel, 1993; Adams and Moss, 1995) ตวัอย่างของแบคทีเรียแลคติก ท่ีมีวิถี
การหมกัแบบ heterofermentative ไดแ้ก่สกุล Lactobacillus บางสปีชีส์และสกุลของ Leuconostoc โดย
เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุล Lactobacillus มีการหมกัไดส้องแบบ (ตารางท่ี 2.2)  
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ตำรำงที ่2.2 แบคทีเรียกรดแลคติกของกลุ่ม heterofermentation 
Cocci Rods 

Streptococci Lactobacilli 

Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus bifermentans 

subsp. Mesenteroides Lactobacillus brevis 
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum Lactobacillus fermentum 

Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus kandleri 

subsp. Cremoris Lactobacillus viredescens 

Leuconostoc lactis   

ทีม่ำ: Schlegel (1993)  
 

2.3.2 Lactobacillus plantarum  

Lb. plantarum อยู่ในกลุ่มของ Lactobacillus ซ่ึงเป็นกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่
ท่ีสุด เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ในกลุ่ม Gram-positive-aerotolerant สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 15 องซา
เซลเซียส แต่ไม่เกิน 45 องซาเซลเซียส มีความหลากหลายของลกัษณะทางฟีโนไทป์ ลกัษณะทางชีวเคมี
และลกัษณะทางสรีรวิทยา อนัเน่ืองมาจากมีความแตกต่างของ GC content ภายในสกุลค่อนขา้งสูง โดย
อยู่ระหว่าง 32-53 โมลเปอร์เซ็นต์ เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งหรือเป็นรูปทรงรี มีการจดัเรียงตวัเป็นเซลล์
เด่ียวๆหรือเป็นโซ่ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่มีการสร้างแคตาเลส มีบางสายพนัธ์ุเป็นแคตาเลสเทียม มีคุณสมบติั
ในการใช้เป็นโพรไบโอติกได้เป็นอย่างดี พบได้ทัว่ไปในมนุษยแ์ละสัตว์ ในนมและผลิตภณัฑ์นม 
อาหารหมกัชนิดต่างๆและเคร่ืองด่ืม พบในพืชเพียงเล็กน้อย เช่น ในหญา้หมกัและผกัดอง (Ammor et 
al., 2005; Swetwiwathana et al., 2011) 

โดยเช้ือในกลุ่ม Lactobacillus มกัพบไดท้ัว่ไปและเป็นแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุท่ีโดดเด่นใน
อาหารหมกัดองและมีการนิยมใช้เป็นกลา้เช้ือในกระบวนการหมกั เน่ืองจากคุณสมบติัท่ีช่วยในเร่ือง 
เน้ือสัมผสั กล่ิน และรสชาติท่ีเป็นลกัษณะเฉพาะ (Bernardeau et al., 2006) นอกจากน้ี แบคทีเรียแลคติก
ยงัสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินท่ีสามารถใช้เป็นสารกันเสียตามธรรมชาติเพื่อป้องกันการ
เจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในผลิตภณัฑ์เน้ือสัตวท่ี์มีกระบวนการหมกั (Noonpakdee et al., 
2003) โดยแบคทีเรียแลคติกในกลุ่ม Lactobacillus จดัเป็นโปรไบโอติกสายพนัธ์ุท่ีไดรั้บการพิจารณาวา่
เป็นประโยชน์ต่อผูบ้ริโภคอีกดว้ย  
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 2.3.3 กำรใช้ประโยชน์ของแบคทเีรียแลคติกในอำหำรหมัก  

แบคทีเรียแลกติกจดัเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความปลอดภยั (Generally recognized as safe, GRAS) 
สามารถน ามาใชป้ระโยชน์ได ้โดยน าไปใชใ้นการถนอมอาหาร เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติกมีคุณสมบติั
ท่ีเหมาะสมสามารถผลิตสารยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคหลายชนิด เช่น แบคเทอริโอซิน 
และ กรดอินทรียต่์างๆ นอกจากน้ียงัสามารถสร้างสารท่ีจ าเพาะท่ีมีผลต่อลกัษณะของกล่ินรสของอาหาร
ไดอี้กดว้ย (อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550; Swetwiwathana and Visessanguan, 2005) 

การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียโ์ดยแบคทีเรียแลกติกในอาหารนั้น พบว่าแบคทีเรียแลคติก
สามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์ท าให้เกิดโรคบางกลุ่มและท าใหผ้ลิตภณัฑมี์ความปลอดภยัสูงข้ึน 
ตลอดจนมีผลท าให้สามารถเก็บรักษาอาหารไดน้านข้ึน โดยหลกัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งคือ การสร้าง
กรด การลดลงของค่าพีเอช และกรดอินทรีย ์ท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย ทั้ง
กรดแลกติก และกรด อะซิตริก นอกจากนั้นยงัมีสารประกอบอินทรียช์นิดอ่ืนๆ ท่ีเกิดข้ึน มีผลในการ
ยบัย ั้งการเจริญของ จุลินทรียช์นิดอ่ืน เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์แบคเทอริโอซิน เป็นตน้ (Ammor et 
al., 2005; Martín et al., 2005) 

2.4 แบคเทอริโอซิน  

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) หมายถึง เปปไทด์หรือโปรตีนท่ีสังเคราะห์จากไรโบโซมและมี
ฤทธ์ิในการยบัย ั้งแบคทีเรียชนิดต่างๆไดดี้ แบคเทอริโอซินแตกต่างจากสารปฏิชีวนะ (antibiotics) ตรงท่ี
แบคเทอริโอซินมีฤทธ์ิการยบัย ั้งแคบและเป็นพิษกบัแบคทีเรียท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกนั แบคเทอริ
โอซินสามารถสร้างไดจ้ากแบคทีเรียท่ีมีกลุ่ม แกรมลบและแกรมบวกหลายสปีชีส์ แต่แบคเทอริโอซินท่ี
สามารถสร้างจากกลุ่มแบคทีเรียแลคติกนั้นกลบัเป็นท่ีไดรั้บความสนใจมากท่ีสุด กลุ่มแบคทีเรียแลคติก
ท่ีสร้างแบคเทอริโอซินได้นั้นมกัแยกมาจากอาหาร ดงันั้นจึงเหมาะท่ีจะน ามาใช้ในการประยุกต์ใน
กระบวนการผลิตอาหาร แบคเทอริโอซินท่ีสร้างข้ึนโดยแบคทีเรียแลคติกบางชนิดมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
ค่อนขา้งกวา้ง ท าใหมี้การน าแบคเทอริโอซินไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใชส้ารกนัเสียท่ี
เป็นสารเคมี รวมทั้งลดการใชค้วามร้อน ท าใหอ้าหารนั้นยงัคงอุดมไปดว้ยคุณค่าของสารอาหาร ซ่ึงเป็น
ทางเลือกหน่ึงท่ีผูบ้ริโภคตอ้งการ เน่ืองจากมีความปลอดภยั มีรสชาติสดใหม่ และพร้อมรับประทาน 
(อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550) 
 แบคเทอริโอซินมีการพบคร้ังแรกในแบคทีเรียแกรมลบในปี ค.ศ. 1925 โดยพบว่าเช้ือ E. coli 
สามารถผลิตสารในกลุ่มโปรตีนออกมายบัย ั้งการเติบโตของ E. coli และเรียกสารยบัย ั้งนั้นว่า colicins 
ต่อมามีการคน้พบสารคลา้ยโคลิซิน (colicin-like) ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแกรมบวก จึงเรียกสารโปรตีนท่ี
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สามารถยบัย ั้งการเติบโตของจุลินทรียไ์ดว้า่แบคเทอริโอซิน โดยพบวา่แบคเทอริโอซินเป็นสารเปปไทด์
หรือโปรตีนท่ีผลิตจากไรโบโซม และมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเติบโตของแบคทีเรียอ่ืนท่ีมีสายพนัธ์ุใกลเ้คียงกบั
แบคทีเรียท่ีผลิตแบคเทอริโอซินหรือสามารถยบัย ั้งการเติบโตของแบคทีเรียสายพนัธ์ุอ่ืนไดท้ั้งแบคทีเรีย
แกรมบวก หรือแบคทีเรียแกรมลบบางชนิดได ้(Klaenhammer, 1993; Ennahar et al., 2000) 

2.4.1 คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินจำกแบคทเีรียแลคติก 
 แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่ละลายน ้ า มีประจุบวก มีจุดสมมูลทางไฟฟ้าสูง มกั
เสถียรท่ีพีเอชเป็นกรดหรือเป็นกลาง เม่ือพิจารณาสมบติัอ่ืนๆ ได้แก่ โครงสร้างปฐมภูมิ มวลโมเลกุล 
และความเสถียรต่อความร้อน สามารถแบ่งแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลคติก ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม คือ (อร
อนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550; Nissen-Meyer et al., 2009; Wen et al., 2016) 

2.4.1.1 แลนติไบโอติก (lantibiotic) เป็นเปปไทด์ขนาดเล็ก ประกอบดว้ยกรดอะมิโน
ชนิดดีไฮโดรไทโออีเทอร์ (dehydrothiorther) แลนไทโอนีน และ 3-เมทิลแลนไทโอนีน สร้างข้ึนโดย
ดัดแปลงกรดอะมิโนปกติในสายเปปไทด์หลังกระบวนการแปลรหัส แบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีของ
แบคทีเรียแลคติกป็นชนิด A มีโครงสร้างคลา้ยเกลียวท่ียืดออก (ชนิด B เป็นโครงสร้างกอ้นกลม) ไดแ้ก่ 
nisin A, nisin Z, lactocin S, lactocin, mutacin เป็นตน้ 

  2.4.1.2 แบคเทอริโอซินท่ีเป็นเปปไทดข์นาดเล็กกวา่ 10 กิโลดาลตนั ทนอุณหภูมิตั้งแต่ 
100-121 องศาเซลเซียส แบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

กลุ่ม a. เป็นแบคเทอริโอซินซ่ึงยบัย ั้งการเจริญของ Listeria spp.ไดดี้ กรดอะมิ
โนบางส่วนเหมือนกนั 38-55 เปอร์เซ็นต ์เรียกกลุ่มน้ีวา่ Pediocin พบในแบคทีเรียแลคติกหลายชนิด เช่น 
Pediocin PA-1 ผลิตโดย Pediococcus acidilactici, Sakacin A ผลิตโดย Lactobacillus sake 706 และ 
Enterococcus 

กลุ่ม b. เป็นแบคเทอริโอซินซ่ึงการออกฤทธ์ิต้องอาศยัสายเปปไทด์ 2 สาย
ท างานร่วมกันจึงจะมีประสิทธิภาพลักษณะคล้ายแบคเทอริโอซินเป็นองค์ประกอบร่วม ได้แก่  
Lactococcin G, Lactacin F และ LaLacotccin M 

กลุ่ม c. เป็นแบคเทอริโอซินซ่ึงการออกฤทธ์ิตอ้งอาศยัหมู่ไทออล 
2.4.1.3 แบคเทอริโอซินซ่ึงเป็นโปรตีนขนาดใหญ่ (มากกว่า 30 กิโลดาลตนั) รวมทั้ง

เอนไซม์ เช่น hemolisins และ muramirase แบคเทอริโอซินกลุ่มน้ีไม่ทนความร้อนแยกได้จากสกุล 
Lactobacillus เท่านั้น เช่น Acidophilucin A, Caseicin 80 
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2.4.1.4 แบคเทอริโอซินซ่ึงมีคาร์โบไฮเดรตหรือไขมนัเป็นองค์ประกอบร่วมส าหรับ
การออกฤทธ์ิ ไม่ไดรั้บการยอมรับเพราะอาจเกิดจากกรณีท าให้แบคเทอริโอซินบริสุทธ์ิไม่ดีพอลกัษณะ
โดยสรุปของแบคเทอริโอซินทั้ง 4 กลุ่ม แสดงดงัตารางท่ี 2.3 

 
ตำรำงที ่2.3 การจดัแบ่งกลุ่มของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
กลุ่ม (Class) กลุ่มยอ่ย ลกัษณะ 

I 
 

แลนติไบโอติก 
II 

 
แบคเทอริโอซินขนาดเล็กกว่า 10 กิโลดาลตนั ทนความร้อน 
100-121 องศาเซลเซียส  

IIa ออกฤทธ์ิต่อListeria ประกอบด้วย -Y-G-N-G-V-X-C- บริเวณ
ใกลเ้คียงปลายดา้น N  

IIb การออกฤทธ์ิตอ้งการโปรตีนชนิดอ่ืนเป็นองคป์ระกอบร่วม  
IIc การออกฤทธ์ิตอ้งการหมู่ไทออล 

III 
 

แบคเทอริโอซินขนาดใหญ่กวา่ 30 กิโลดาลตนั ไม่ทนความร้อน 

IV 
 

แบคเทอริโอซินซ่ึงมีคาร์โบไฮเดรตหรือ/และไขมันเป็น
องคป์ระกอบร่วม 

ทีม่ำ : ดดัแปลงจาก Ouwehand (1998) 
 
 2.4.2 กลไกกำรออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน  
 การท าลายเซลลเ์ป้าหมายของแบคเทอริโอซิน เกิดจากการท่ีแบคเทอริโอซินแต่ละโมเลกุลอยู่
ร่วมกนัท าให้เกิดเป็นช่องว่างท่ีเยื่อหุ้มเซลล์เป้าหมาย ซ่ึงจะมีลกัษณะคลา้ยช้ินไมท่ี้มาประกอบกนัเป็น
ผนังด้วยข้างของถังไม้ (barrel-stave) ช่องว่างดังกล่าวท าให้เกิดการเสียสมดุลของไอออน สูญเสีย
กรดอะมิโน และสารประกอบอนินทรีย์ในกลุ่มฟอสเฟต ซ่ึงเป็นส่วนประกอบส าคญัในการสร้าง
พลงังานของเซลล์ ดงันั้นกลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินจึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ขั้นตอน 
คือ ขั้นแรก แบคเทอริโอซินจะยึดจบักบัผิวของเซลล์เป้าหมาย และขั้นต่อไป คือ แบคเทอริโอซินจะ
สร้างช่องวา่งในชั้นของเยือ่หุม้เซลล ์ซ่ึงขั้นตอนและกลไกในการท าลายเซลลเ์ป้าหมายจะแตกต่างกนัไป
ตามชนิดของ แบคเทอริโอซิน เช่น ไนซินซ่ึงเป็นแบคเทอริโอซินในกลุ่ม lantibiotic ท่ีสร้างจาก Lc. 
Lactis subsp. lactis พบวา่เป็นสายเพปไทด์ท่ีมีประจุสุทธิเป็นบวกและมีขั้นตอนในการเขา้ท าลายเซลล์
เป้าหมาย คือ การเขา้จบักบัเซลล์ของแบคเทอริโอซินเป้าหมายท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ถูกรบกวน ส่งผลให้
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เกิดการร่ัวขององคป์ระกอบภายในเซลล ์เช่น กรดอะมิโน สารใหพ้ลงังาน และไอออนของสารท่ีจ าเป็น
ต่อการด ารงชีวติของเซลล์ออกมาสู่ภายนอกเซลล ์(Davidson and Hoover, 1993) นอกจากน้ีในแบคเทอ
ริโอซิน class II ท่ีมีขนาดเล็กและทนความร้อน พบวา่ในขั้นตอนแรกปลายดา้น N ของโมเลกุลแบคเทอ
ริโอซิน ซ่ึงมีประจุบวกจะเขา้จบักบัส่วนหวัของฟอสโฟลิปิดท่ีเยื่อหุ้มของแบคทีเรียเป้าหมาย ซ่ึงมีประจุ
ลบโดยจบัเข้าคู่กัน หลังจากนั้นปลายด้าน C ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินซ่ึงมีคุณสมบติัไม่ชอบน ้ า 
(hydrophobic) จะท าปฏิกิริยากบัหมู่เอซิล (acyl group) ของไขมนัในเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดเป็นช่องวา่ง
ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดการสูญเสียความสมดุลของไอออน และสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล์ 
(Nissen-Meyer et al., 2009;Xing Wan, 2012; Wen et al., 2016) 

 
ภำพที ่2.1 กลไกการท างานของสารแบคเทอริโอซิน กลุ่ม class IIa 

ท่ีมา : https://www.researchgate.net/figure/The-structure-of-class-IIa-bacteriocins-in-membrane-232229756  
 

2.4.3 กำรน ำแบคเทอริโอซินไปใช้ในกำรปรับปรุงควำมปลอดภัยในอำหำร  
อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ (2550) กล่าววา่ แบคเทอริโอซินจะช่วยในการปรับปรุงความปลอดภยัใน

อาหารและลดการป่วย เน่ืองมาจากอาหารเป็นพิษจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรคบางกลุ่ม เช่น แบคทีเรียแกรม
ลบท่ีท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ เช่น E. coli VTEC 0157, Campylobacter และ Salmonella ถึงแมว้่า
ฤทธ์ิของแบคเทอริโอซินจะไม่สามารถท าลายผนงัเซลล์ของกลุ่มแกรมลบไดอ้ยา่งสมบูรณ์ แต่สามารถ
ใชร่้วมกบักรรมวธีิอ่ืน เช่น การใชค้วามดนัสูง (High Hydrostatic Pressure; HHP) เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการท าลายเช้ือหรือใช้ร่วมกับกรด   แลคติกท่ีความเขม้ขน้สูงจะส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการ
ท าลายเช้ือในกลุ่มแกรมลบ เช่น S. Anatum ท่ีพบมากในแหนมถูกท าลายไดเ้ร็วข้ึน (Swetwiwathana et 
al., 2007) ดงันั้น แบคเทอริโอซินสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคและพวกท่ี
ก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหารโดยเฉพาะจะเข้าไปมีบทบาทในการควบคุมการปนเป้ือนภายหลงั
กระบวนการผลิต  

https://www.researchgate.net/figure/The-structure-of-class-IIa-bacteriocins-in-membrane-232229756
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แบคเทอริโอซินไดเ้ขา้มามีบทบาทอยา่งนอ้ย 3 ทางในการควบคุมความปลอดภยัในอาหาร คือ 
การใช ้  แบคเทอริโอซินท่ีบริสุทธ์ิหรือบริสุทธ์ิบางส่วนในการเติมเป็นส่วนประกอบหน่ึงในอาหาร การ
ใชส้ายพนัธ์ุของเช้ือท่ีสร้างแบคเทอริโอซินผสมกบัองคป์ระกอบท่ีใชเ้ตรียมอาหาร หรือการใชส้ายพนัธ์ุ
ท่ีสร้างแบคเทอริโอซินแทนสายพนัธ์ุเดิมท่ีใชเ้ป็นเช้ือตั้งตน้ในอาหารหมกั เป็นตน้ 

Todorov (2009) ศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซิน เพื่อใช้ในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียหลายสาย
พนัธ์ุ โดยในช่วงสองทศวรรษท่ีผา่นมาไดมี้การแยกแบคทีเรียแลคติกในกลุ่ม Lb.  plantarum หลายสาย
พนัธ์ุท่ีแตกต่างกัน จากหลากหลายกลุ่มอาหารเช่น เน้ือปลา, ผลไม้, ผกั, นมและผลิตภณัฑ์ธัญพืช 
โดยสาร plantaricins หลายชนิดท่ีเช้ือ Lb. plantarum สร้างข้ึนนั้น มีคุณลกัษณะและล าดบักรดอะมิโนท่ี
แตกต่างกนั และมีการจ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรมรวมถึงรูปแบบการท างานท่ีเหมาะสมของแบคเทอ
ริโอซินแต่ละชนิดและการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตแบคเทอริโอซิน จากแบคทีเรียกรดแลคติค โดย
มุ่งเนน้ท่ีแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย แบคทีเรีย Lb. plantarum เป็นตน้ 

 

2.5 งำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

2.5.1 เช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในไส้กรอกอสีำนและผลติภัณฑ์อำหำรหมักจำกเน้ือสัตว์ 

Baruzzi และคณะ (2006) ท าการศึกษาสายพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติกท่ีในระหวา่งกระบวนการ
ผลิตซาลาม่ี ท าการตรวจสอบโดยใช้เทคนิคทางโมเลกุลและศึกษาสรีรวิทยาเพื่อระบุลักษณะทาง
อนุกรมวิธานของสายพนัธ์ุ นอกจากน้ียงัศึกษาการปนเป้ือนของ Bacillus sp. และ Staphylococcus sp. 
ในซาลาม่ี โดยตวัอย่างท่ีน ามาตรวจสอบจะแบ่งออกเป็น 2 สภาวะ คือ ในวนัท่ี 0 ของการหมกั และ
หลงัจากหมกัผ่านไปแล้ว 25 วนั จากนั้นท าการวิเคราะห์เช้ือ Bacillus sp., จุลินทรียท์ั้งหมด รวมถึง
แบคทีเรียแลคติก และท าการวเิคราะห์ทางเคมี ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด (pH) และปริมาณน ้าอิสระ (water 
activity) ผลท่ีได้พบว่าสายพนัธ์ุของ Bacillus sp. ท่ีตรวจพบในระหว่างการหมกัไส้กรอกนั้น อาจมี
บทบาทส าคญัต่อการเปล่ียนแปลงรสชาติและลกัษณะทางประสาทสัมผสัของซาลาม่ีได ้

Bohaychuk และคณะ (2006) ท าการส ารวจตวัอยา่งเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์จากเน้ือสัตวท์ั้งหมด 
800 ชนิดจากตลาดคา้ปลีกใน Edmonton, Alberta และ Canada ยกตวัอย่างเช่น ผลิตภณัฑ์จากเน้ือววั, 
ขาไก่, หมูสับ, ไส้กรอกหมกัพร้อมบริโภค, เน้ือยา่ง, เน้ือไก่งวง  โดยท าการวิเคราะห์เพื่อหาค่าความชุก
ของ E. coli, Salmonella, Campylobacter spp. และ L. monocytogenes โดยผลการวิเคราะห์พบเช้ือ E. 
coli O22: H8 ท่ีผลิตสารพิษจาก Shiga ในตวัอย่างเน้ือววัดิบ พบเช้ือ Salmonella และ Campylobacter 
ในขาไก่ดิบประมาณ 30 และ 62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และ L. monocytogenes พบในเน้ือววัดิบ 52 
เปอร์เซ็นต์ เน้ือไก่ดิบ 34 เปอร์เซ็นต์ เน้ือหมู 24 เปอร์เซ็นต์ ไส้กรอกหมกั 4 เปอร์เซ็นต์ ไก่งวง 3 
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เปอร์เซ็นต์ เป็นตน้ จึงสรุปได้ว่าเช้ือก่อโรคท่ีพบในการศึกษาน้ีคล้ายคลึงกบัการพบเช้ือก่อโรคใน
ผลิตภณัฑท่ี์จ าหน่ายในหลายประเทศเช่นกนั 

Chokesajjawatee และคณะ (2009) ไดท้  าการศึกษาความเส่ียงจากปัจจยัต่างๆ ท่ีท าให้พบการ
ปนเป้ือน     S. aureus ในผลิตภณัฑ์แหนม 155 ตวัอย่าง โดยจากการศึกษา พบการปนเป้ือน S. aureus 
ในตวัอย่างเท่ากับ 39.35 เปอร์เซ็นต์ ของตวัอย่างแหนมทั้งหมด โดยพบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 2–3500 
MPN/g โดยปัจจยัท่ีมีความส าคญัในการปนเป้ือนของเช้ือมากท่ีสุดคือผูผ้ลิตและความเป็นกรดด่างของ
ผลิตภณัฑ์ อีกทั้งพบว่าการเพิ่มปริมาณของเช้ือจะเพิ่มข้ึนในวนัแรกและการปนเป้ือนเช้ือจะลดลง
ภายหลงัจากนั้น และการเก็บรักษาโดยการแช่ตูเ้ยน็ยงัเป็นการช่วยลดปริมาณการปนเป้ือนของเช้ือไดอี้ก
ดว้ย 

Limsombun และคณะ (2012) ศึกษาลกัษณะคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผลิตภณัฑห์ม ่า ซ่ึงเป็น
ผลิตภณัฑ์เน้ือหมกัแบบดั้งเดิมของไทย ท าการเก็บตวัอย่างทั้งหมด 100 ตวัอย่างจากโรงงานผลิต 50 
แห่งเพื่อตรวจวิเคราะห์หา E. coli, S. aureus, Cl. perfringens และ Salmonella ตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์
ชุมชนไทย โดยพบการปนเป้ือนของ E. coli สูงกวา่เกณฑ์สูงสุดท่ีมาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชนก าหนดไว ้
นอกจากน้ียงัพบวา่มีการปนเป้ือน Cl. perfringens และ S. aureus จ  านวน 50 และ 8 ตวัอยา่งตามล าดบั 
และตรวจพบ Salmonella 15 ตวัอยา่ง  

Buyukunal และคณะ (2016) ท าการศึกษาการปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp., L. monocytogenes,    
E. coli O157 รวมถึงการใชไ้นเตรทและไนไตรทใ์นไส้กรอกหมกัตุรกี (ซูชุก) โดยท าการเก็บตวัอยา่งไส้
กรอกหมกัตุรกีจ านวน 132 ตวัอยา่ง แลว้น าตวัอยา่งมาวเิคราะห์หา Salmonella spp.,  L. monocytogenes 
และ E. coli O157 จากผลการศึกษาพบว่าตรวจพบ Salmonella spp. และ L. monocytogenes ทั้ งหมด 
2.52 เปอร์เซ็นต ์และ 2.02 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และตรวจไม่พบเช้ือ E. coli O157  

 
2.5.2 ผลของกำรใช้กล้ำเช้ือแบคทเีรียแลคติกในไส้กรอกอสีำน และผลติภัณฑ์ใกล้เคียง 

Sarkar และ Banerjee (1996) ไดท้  าการคดัแยกแบคทีเรียแลคติกจากหลายๆแหล่ง ไดเ้ช้ือ 171 
ไอโซเลต ซ่ึงอยู่ในกลุ่มของ Lactobacillus (106 สายพนัธ์ุ) Lactococcus (53สายพนัธ์ุ) Leuconostoc (6 
สายพนัธ์ุ) และ Pediococcus (6 สายพนัธ์ุ) จุลินทรียท่ี์คดัแยกไดท้ั้งหมดน้ีจะมี 24 สายพนัธ์ุ ท่ีสามารถ
ยบัย ั้งแบคทีเรียแลคติก 19 สายพนัธ์ุ ซ่ึงทดสอบด้วยวิธีอาการ์สปอทเทสต์ (agar spot test) และเวลล์ 
ดิฟฟิวชันแอสเซย์ (well diffusion assay) และภายใต้สภาวะท่ีมีการก าจัดอิทธิพลของกรดอินทรีย์
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และแบคเทอริโอฟาจ (bacteriophages) Lactobacillus ทั้ง 7 ไอโซเลต จะแสดง
ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียเน่ืองจากเช้ือสามารถผลิตสารท่ีคลา้ยกบัแบคเทอริโอซินได ้
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Swetwiwathana (2533) ท าการศึกษาการใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติกทั้ งสองสายพันธ์ุคือ
Lactobacillus spp. (L1) และ Pediococcus spp. (P5) เพื่อเป็นเช้ือเร่ิมตน้ในการหมกัแหนม โดยมีการเติม
เช้ือก่อโรคในกลุ่มของซัลเนลลา 3 สายพนัธ์ุ คือ Salmonella Derby, Sal. Anatum และ Sal. Newport 
เพื่อเปรียบเทียบกบัแหนมท่ีหมกัโดยธรรมชาติท่ีไม่เติมกลา้เช้ือ พบวา่ การใชก้ลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติก 
L1 และ P5 มีผลในการยบัย ั้งและท าลายเช้ือซลัโมเนลลาในระหวา่งการหมกัแหนมไดเ้ร็วกวา่แหนมท่ี
หมกัโดยไม่เติมกลา้เช้ือ นอกจากน้ีแหนมท่ีหมกัดว้ยกลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติกยงัมีรสชาติ เน้ือสัมผสั 
ลกัษณะปรากฎทางดา้นสีท่ีเป็นท่ียอมรับ ดงันั้น จึงบอกไดว้่าการใช้กลา้เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกใน
การหมกัแหนมเพื่อควบคุมคุณภาพความปลอดภยัในระหวา่งการหมกัไดดี้ 

Swetwiwathana และ Lotong (1999) ท าการคดัแยกเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถสร้าง
แบคเทอริโอซินจากตวัอย่างแหนม เพื่อใช้เป็นกล้าเช้ือบริสุทธ์ิในการหมกัแหนมและเพื่อใช้ในการ
ยบัย ั้งเช้ือซลัโมเนลลาท่ีเป็นปัญหาส าคญัของผลิตภณัฑแ์หนม จากงานวิจัยพบวา่ ไดเ้ช้ือกลุ่มท่ีสามารถ
ผลิตสารแบคเทอริโอซินไดห้ลายสายพนัธ์ุ แต่สายพนัธ์ุท่ีเป็นน่าสนใจ คือ P. pentosaceus TISTR 536 
เป็นเช้ือท่ีสร้างสารยบัย ั้งแบคเทอริโอซินท่ีช่ือวา่ pediocin PA-1 ดงันั้น จึงไดท้  าการศึกษาประสิทธภาพ
ในการใช้เช้ือ P. pentosaceus TISTR 536 เป็นกลา้เช้ือหมกัแหนมเทียบกบัแหนมท่ีหมกัโดยธรรมชาติ 
รวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งและท าลายเช้ือโรคอาหารเป็นพิษ S. Anatum จากการทดลอง
ดงักล่าวท าให้เช่ือมัน่ว่าเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536  น่าจะเป็น
ทางเลือกท่ีจะใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการหมกัแหนม เพื่อช่วยพฒันาคุณภาพของแหนมใหค้งท่ีในดา้นรสชาติ 
และลกัษณะของเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑร์วมถึงความปลอดภยัจากแบคทีเรียก่อโรค 
 มัลลิกา ไชยวุฒิ (2556) ท าการศึกษาผลของการหมักไส้กรอกอีสานท่ีผลิตจากเน้ือโคพื้น
เมืองไทยหมกัในไส้หมูและไส้คอลลาเจนโดยสภาวะการหมกัแบบแห้ง และสภาวะการหมกัแบบก่ึง
แห้ง โดยศึกษาสภาวะการหมกัและชนิดไส้ท่ีบรรจุแตกต่างกนั โดยเปรียบเทียบการเจริญของแบคทีเรีย
แลคติก ค่าพีเอช เปอร์เซ็นตก์รดแลคติก ค่าความช้ืนและค่า aw และศึกษาผลของการเติมและไม่เติมกลา้
เช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum RS49 ในการหมกัไส้กรอกอีสาน เพื่อดูการยบัย ั้ง S. Anatum ใน
ระหวา่งการหมกั พบวา่สามารถยบัย ั้ง S. Anatum ไดใ้นการหมกัวนัท่ี 2 จึงมีแนวโนม้ในการน าการเช้ือ
แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum RS49 มาใช้ในการพฒันาดา้นคุณภาพของไส้กรอกอีสานและท าให้
ผลิตภณัฑมี์ความปลอดภยัจากเช้ือจุลินทรียก่์อโรค 

Rattanachaikunsopon และ Phumkhachorn (2000) ได้คัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหาร
พื้นบา้น ท่ีมีคุณสมบติัในการผลิตแบคเทอริโอซิน ภายใตส้ภาวะท่ีมีการกา จดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
และกรดอินทรีย ์สารยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีผลิตข้ึนไดจ้ากแบคทีเรีย 1 สายพนัธ์ุ ซ่ึงก็คือ Lactobacillus lactis 
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subsp. lactis ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีจ  าเพาะ ไวต่อเอนไซม์โปรติ
โอไลติก (proteolytic enzymes) และทนความร้อน โดยแบคเทอริ โอซินท่ีผลิตไดจ้าก Lc. lactis subsp. 
lactis มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือ Leuconostoc mesenteroides (TISTR 473) โดยไม่ตอ้งท าลายเซลล์ 
โดยแบคเทอริโอซินจะถูกสร้างในช่วง log phase และจะมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือได้สูงสุด
ในช่วง stationary phase จึงมีการน าผลการทดลองท่ีได้เพื่อไปปรับปรุงคุณภาพของผลิตภณัฑ์อาหาร
หมกัต่อไป 

Bromberg และคณะ (2004) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินดว้ยวิธีแซนวิช  
(sandwich test) จากตวัอยา่งเน้ือ และผลิตภณัฑ์จากเน้ือทั้งหมด 285 ตวัอยา่ง พบวา่ ใน 17 ตวัอยา่ง จะ
สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียแลคติกได้ 813 สายพันธ์ุ  เ ช้ือท่ีแยกได้จะย ับย ั้ งการ เจริญของเ ช้ือ
Staphylococcus aureus CTC33 และ /หรื  อ  Listeria innocua Lin11 เ ม่ือมีการทดสอบด้วยวิ ธี เวลล์
ดิฟฟิวชนัแอสเซย ์(well-diffusion assay) พบวา่เช้ือ 128 สายพนัธ์ุ สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็นดชันีได ้
เช้ือท่ีคดัแยกไดน้ี้จะสามารถยบัย ั้งเช้ือไดท้ั้งแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบ S. aureus จะไว
ต่อการทดสอบมากสุด ขณะท่ี Enterococcus faecalis และ Lactobacillus plantarum จะทนได้มากสุด 
สารประกอบทั้งหมดท่ีผลิตข้ึนจากเช้ือแบคทีเรียแลคติกจะถูกยบัย ั้งการทา งานบางส่วนหรือทั้งหมด
ดว้ยเอนไซมโ์ปรติโอไลติกบางชนิด 
 Phalakornkule และ Tanasupawat (2007) ไดท้  าการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติคจากไส้กรอกหมกั
ของไทย โดยไส้กรอกหมกัส่วนใหญ่มาจากเน้ือหมูสับ เน้ือววัหรือเน้ือหมูจาก 65 ตวัอยา่งทางภาคกลาง
และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยท าการวิเคราะห์ดว้ยวิธีมาตรฐานและการทดสอบ
ทางสัณฐานวิทยาและทางทดสอบทางชีวเคมี รวมถึงการวิเคราะห์ล าดบั 16S rDNA โดยพบกลุ่มท่ีแยก
ได้พบว่า เ ป็น W. confusa (3),   P. pentosaceus (20), P. acidilactici (2), Lb. fermentum (3), Lb. brevis 
(4), Lb. farciminis (4),  Lb. plantarum (23), and Lb. sakei (1) และพบว่าบางสายพนัธ์ุยงัไม่เคยถูกแยก
ออกมาจากไส้กรอกหมกัของไทย การทดสอบการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus และ S. aureus พบว่ามี 5 สาย
พนัธ์ุท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ B. cereus และอีก 2 ชนิดท่ีสามารถยบัย ั้งได ้S. aureus ได ้
คือ W. confusa (1), P. acidilactici (1),   Lb. plantarum (3) ไดต้ามล าดบั 

Vatanyoopaisarn และคณะ (2011) ไดท้  าการศึกษาแบคทีเรียแลคติคท่ีแยกไดจ้ากผลิตภณัฑไ์ส้
กรอกหมกั  3 สายพนัธ์ุ คือ P. acidilactici (CP7-3) และ Lb. plantarum (CP1-15 และ CP2-11) โดยท า
การทดสอบคุณสมบติัการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ในกลุ่ม S. aureus โดยพบว่า ผลของแบคเทอริ
โอซินจาก Lb. plantarum CP1-15 และ P. acidilactici CP7-3 สามารถลดการเจริญของ S. aureus ได้  
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ดงันั้นการใช ้เช้ือผสมในกลุ่ม CP1-15, CP2-11 และ CP7-3 สามารถช่วยยืดอายุกระบวนการหมกัและ
ช่วยควบคุมจ านวนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีไม่ตอ้งการ และรักษาคุณภาพของผลิตภณัฑไ์ดดี้ข้ึน 

Arief และคณะ (2017) ท าการศึกษาลกัษณะและคุณสมบติัของแบคเทอริโอซินท่ีแยกไดจ้าก 
แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum IAA-1A5 ท่ีส่งผลต่อคุณภาพของไส้กรอกเน้ือ โดยท าการศึกษา
คุณสมบติัทางเคมี เช้ือจุลินทรีย ์และลกัษณะทางประสาทสัมผสั โดยเปรียบเทียบกบัตวัอย่าง 3 กลุ่ม 
ดงัน้ี ไส้กรอกเน้ือ (control), ไส้กรอกเน้ือ + 0.3 เปอร์เซ็นต ์ไนไตรท, ไส้กรอกเน้ือ + 0.3 เปอร์เซ็นต ์แบ
คเทอริโอซินพบวา่ การใช ้plantaricin IAA-1A5 ท่ีผลิตโดย Lb. plantarum IAA-1A5 สามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ S. aureus และ E. coli ท่ีพบในไส้กรอกเน้ือหลังการเก็บรักษา 6 วนัได้ และสามารถ
น ามาใชเ้ป็นสารกนัเสียทางธรรมชาติแทนการเติมไนไตรทในผลิตภณัฑไ์ดอี้กดว้ย 
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บทที ่3 

วธีิด ำเนินกำรวจิยั 
 

3.1 วตัถุดิบ 
3.1.1 วตัถุดิบ 

3.1.1.1 ตวัอย่างไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผ่านความร้อน ท่ีจ  าหน่ายในตลาดนัด รถเข็น และ
แผงลอย และจากหา้งสรรพสินคา้และซุปเปอร์มาเก็ต ในเขตหนองจอกและลาดกระบงั จ านวน
ทั้งหมด 30 ตวัอยา่ง 

3.1.1.2 ตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการคา้ ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทันายฮัง่ 
อินเตอร์ฟู้ดส์ จ  ากดั จงัหวดันนทบุรี 

3.1.1.3 กระเทียมปลอดเช้ือ (ยี่ห้อฟาร์มเฟรช, บริษทั เฟรช ฟอร์ม ฟาร์ม จ ากดั, ไทย) ซ้ือ
จากจากวลิล่ามาร์เก็ต สาขา เดอะ พาซิโอ ้ลาดกระบงั 

 3.1.2 เช้ือจุลนิทรีย์  
3.1.2.1 กล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lactobacillus plantarum SS7 ท่ีแยกได้จากไส้กรอก

อีสาน (Swetwiwathana et al., 2016)  
3.1.2.2 เช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีทราบสายพนัธ์ุ ได้แก่ Lactobacillus plantarum RS54, 

RS49 และ NF38, Pediococcus pentosaceus TISTR 536 และ M13 และ Weissella cibaria SI21 
ใชเ้ป็นเช้ือจุลินทรียอ์า้งอิง  

3.1.2.3 เช้ือจุลินทรียส์ าหรับทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซิน  
3.1.2.3.1 เช้ือแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร ได้แก่ Bacillus cereus AIKC 

1062, B. coagulans JCM 2257T, K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708 และ Lis. 
Innocua ATTC 33090T รวมถึง  B. cereus และ Staphylococcus aureus ท่ีคัดแยกได้
จากไส้กรอกอีสาน  

3.1.2.3.2 เช้ือแบคทีเรียแลคติก ไดแ้ก่ Lc. lactis ATCC 19435, Enterococcus 
faecalis JCM 5803T, Lactobacillus sakei subs sakei JCM 1157T, Lb. dextranicus JCM 
5887T และ P. pentosaceus JCM 5885   
เช้ือจุลินทรีย์ทั้ งหมด เก็บไวใ้นรูปของ glycerol stockได้รับจาก คณะอุตสาหกรรม

เกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั  



27 
 

3.2 อำหำรเลีย้งเช้ือแบคทเีรียและสำรเคมี  
 3.2.1 สำรเคมี  

   3.2.1.1 น ้ามนัพาราฟิน      (Metha Group, Thailand) 
 3.2.1.2 น ้าปราศจากไอออน (Deionized water, DI)  (Elix, Germany) 
 3.2.1.3 Agarose      (Vivantis, USA) 
 3.2.1.4 Calcium carbonate (CaCO3)   (Scharlab, Spain) 
 3.2.1.5 10mM Deoxynucleotide (dNTP)   (#R0189, Thermo  
        Scientific, USA) 
 3.2.1.6 Di-ammonium citrate ((NH4)2·C6H6O7)   (Merck, Germany) 
 3.2.1.7 Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  (Merck, Germany) 
 3.2.1.8 DNA Marker GeneRuler 100 bp plus  (Thermo Scientific,  
        USA) 

3.2.1.9 Ethanol (C2H5OH) 95 เปอร์เซ็นต ์   (องคก์ารสุราไทย, ไทย) 
3.2.1.10 Ethidium bromide     (Vivantis, USA) 

 3.2.1.11 Iodine (I2)      (Carlo Erba, Italy) 
3.2.1.12 Kovac indole reagent     (Merck, Germany) 

   3.2.1.13 6X Loading dye buffer     (#R0611, Thermo  
          Scientific, USA) 

3.2.1.14 25mM Magnesium Chloride (MgCl2)   (Thermo Scientific, 
        USA)  
3.2.1.15 Manganese sulfate∙H2O (MnSO4·H2O)   (Carlo Erba, Italy) 

 3.2.1.16 Magnesium sulfate (MgSO4)    (Carlo Erba, Italy) 
 3.2.1.17 Molecular Biology Grade water    (HypureTM,  
        GE healthcare, USA) 

  3.2.1.18 10X PCR buffer with (NH4)2SO4   (Thermo Scientific,  
         USA) 
  3.2.1.19 Phenolphthalein (C20H14O4)    (Carlo Erba, Italy) 

3.2.1.20 10 µM Primer OPA-3 (5-AGTCAGCCAC-3) (Integrated Technologies,  
        Singapore) 
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3.2.1.21 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  (Carlo Erba, Italy) 
3.2.1.22 Sodium acetate (CH3COONa)    (Carlo Erba, Italy) 
3.2.1.23 Sodium hydroxide (NaOH)    (Carlo Erba, Italy) 
 3.2.1.24 Sodium chloride (NaCl)    (Merck, Germany) 
 3.2.1.25 50X TAE Buffer    (Vivantis, USA) 
 3.2.1.26 Taq DNA polymerase    (#EP0402, Thermo  
        Scientific,USA) 
3.2.1.27 Tartaric acid (C4H6O6)    (Merck, Germany) 
3.2.1.29 Tris (Molecular Biology Grade) (Vivantis, USA) 
3.2.1.30 Tween 80 (Merck, Germany) 
 

  3.2.2 อำหำรเลีย้งเช้ือ 
 3.2.2.1 ไข่ไก่      (CP, Thailand) 
 3.2.2.2 Agar       (Difco, USA) 
 3.2.2.3 Beef extract     (V.S. Chem house,  
        Thailand) 
 3.2.2.4 Baird parker agar (BP)     (Difco, USA) 
 3.2.2.5 Brain heart infusion broth (BHI)   (Difco, USA) 
 3.2.2.6 Buffered peptone water (BPW)   (Difco, USA) 

3.2.2.7 Dextose      (Merck, Germany) 
3.2.2.8 Hektoen enteric (HE)     (Difco, USA) 
3.2.2.9 Lysine indole motility medium (LIM)   (Merck, Germany) 
3.2.2.10 Mannitol–Egg Yolk–Polymyxin (MYP) agar (Difco, USA) 
 3.2.2.11 MRS (De Man Rogosa and Sharpe)  (Difco, USA)  

 3.2.2.12 Muller Kauffmann tetrathinate novobiocin broth  (Merck, Germany) 
 3.2.2.13 Plate count agar (PCA)     (Difco, USA)  
 3.2.2.14 Peptone      (Difco, USA)  
 3.2.2.15 Potato dextrose agar (PDA)    (Difco, USA) 
 3.2.2.16 Rabbit plasma with EDTA    (Merck, Germany) 
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 3.2.2.17 Rappaport – Vassiliadis Salmonella broth (RVS)  (Merck, Germany) 
 3.2.2.18 Triple sugar iron agar (TSI)    (Merck, Germany) 
 3.2.2.19 Tryptic soy agar (TSA)     (Difco, USA)  
 3.2.2.20 Tryptone     (Difco, USA) 
 3.2.2.21 Urea agar     (Difco, USA) 
 3.2.2.22 Xylose lysine dextrose (XLD)    (Difco, USA)  

3.2.2.23 Yeast extract     (Difco, USA) 
 

3.3 เคร่ืองมือและอปุกรณ์  
 3.3.1 กลอ้งจุลทรรศน์  (Nikon ECLIPSE E200,  
          China) 
 3.3.2 กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด    (JEOL IT500HR, Japan) 
 3.3.3 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง     (Ohaus Corp, USA) 

3.3.4 เคร่ืองตีป่ัน       (Interscience, France) 
3.3.5 เคร่ืองถ่ายภาพเจล       (Bio-Rad Laboratories,  
         USA) 
3.3.6 เคร่ืองเขยา่สาร       (Scientific Industrirs,  
         USA) 
3.3.7 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ     (Bio-Rad Laboratories,  
         USA) 
3.3.8 เคร่ืองวดัพีเอช         (Mettler Toledo,  
         Switzerland) 
3.3.9 เคร่ืองผสม       (Scientific Industries,  
         USA) 
3.3.10 เคร่ืองไมโครเซนตริฟิวจ ์     (Bio Lab, Thailand) 
3.3.11 เคร่ืองวดัค่าเวอเตอร์แอคติวิต้ี    (4TE AQUALAB, USA)  
3.3.12 เคร่ืองอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส   (Bio-Rad Laboratories,  
         USA) 
3.3.13 จานเพาะเช้ือพลาสติก     (Kartell, Italy)  
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3.3.14 ตูแ้ช่แขง็ -20 และ -80 องศาเซลเซียส   (Sanyo, Japan) 
3.3.15 ตูบ้่มเช้ืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส    (Heraeus, Germany)  
3.3.16 ตูป้ลอดเช้ือ      (Astec Microflow, UK) 
3.3.17 ตูอ้บลมร้อน       (Skadi, Netherland) 
3.3.18 ไมโครปิเปต และทิป     (Gilson, France) 
3.3.19 ไมโครเวฟ      (Hitachi, Thailand) 
3.3.20 อ่างควบคุมอุณหภูมิ         (Memmert, Germany) 

  3.3.21 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือความดนัไอน ้า    (Tommy, Japan) 
  3.3.22 หลอดไมโครเซนติฟิวจ ์ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร   (NEST Biotechnology,  
          China) 
  3.3.23 หลอดทดลอง ขนาด 16x150 มิลลิลิตร 
  3.3.24 โถดูดความช้ืน  

3.3.25 โถบ่มไร้ออกซิเจน  
3.3.26 กระบอกตวง ขนาด 50 100 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.3.27 ขวดดูแรน ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร  
3.3.28 ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
3.3.29 บีกเกอร์ ขนาด 100 250 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
3.3.30 ปากคีบ  
3.3.31 ปิเปต ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
3.3.32 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 

3.4 วธิีกำรทดลอง 
3.4.1 กำรศึกษำกำรปนเป้ือนเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในไส้กรอกอสีำน 

3.4.1.1 วธีิกำรเกบ็ตัวอย่ำงไส้กรอกอสีำน 

ท าการเก็บตวัอย่างไส้กรอกอีสานท่ียงัไม่ผา่นความร้อน จากแหล่งจ าหน่ายต่างๆ 

ในเขตหนองจอกและลาดกระบงั ในช่วงเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 – กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2560 เป็นจ านวน

ทั้งหมด 30 ตวัอยา่ง   แบ่งเป็น 3 ประเภท ไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน ท่ีจากตลาดนดั รถเขน็ และ

แผงลอย จ านวน 19 ตวัอยา่ง ไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน ท่ีจากห้างสรรพสินคา้และซุปเปอร์มา

เก็ต จ านวน 8 ตวัอย่าง และไส้กรอกอีสานท่ีผลิตจากโรงงานอุตสาหกรรม จ านวน 3 ตวัอย่าง สุ่มเก็บ
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ตวัอย่างจากแหล่งจ าหน่ายต่างๆ ปริมาณ 300-500 กรัม ลงในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ ตวัอย่างไส้กรอก

อีสานท่ีไม่ผ่านความร้อน ท่ีจากห้างสรรพสินค้าและซุปเปอร์มาเก็ต ท าการเก็บตวัอย่างโดยเลือก

ตวัอย่างในบรรจุภณัฑ์ท่ีวางขายปริมาณ 300-500 กรัม ในถุงพลาสติกปลอดเช้ือ และเก็บตวัอย่างไวท่ี้

อุณหภูมิต ่าในระหวา่งการขนส่ง (แช่เยน็หรือใส่กล่องเก็บรักษาดว้ยแผน่เก็บความเยน็) และน ามาท าการ

วเิคราะห์ในหอ้งปฏิบติัการ  

3.4.1.2 กำรเตรียมตัวอย่ำงไส้กรอกอสีำน 

ท าการเตรียมตวัอยา่งไส้กรอกอีสานในตูป้ลอดเช้ือ โดยสุ่มตวัอยา่งไส้กรอกอีสาน

ท่ียงัไม่ผ่านความร้อนตดับรรจุภณัฑ์ออก ชั่งตวัอย่าง 200-300 กรัม และตดัช้ินเป็นช้ินเล็กๆ โดยใช้

กรรไกรจุ่มแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ แลว้เผาไฟฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ในถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ แลว้จึง

น ามาท าการตรวจวเิคราะห์คุณภาพทางเคมีและทางจุลชีววทิยา  

3.4.1.3 กำรตรวจวเิครำะห์คุณภำพทำงเคมี  

น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไดจ้ากขอ้ 3.4.1.2  มาท าการตรวจตรวจวิเคราะห์ทาง

เคมีในไส้กรอกอีสาน ดงัน้ี 

   3.4.1.3.1 การวเิคราะห์ความเป็นกรดด่าง (pH) (AOAC, 2000) 

   ชัง่ตวัอย่างไส้กรอกอีสาน 5 กรัม ดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยมส่ีต าแหน่ง ใส่ในบีก

เกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ าปราศจากไอออน(DI) ต้มไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จ  านวน 20 

มิลลิลิตร โดยใชแ้ท่งแกว้ผสมตวัอยา่งให้เขา้กนั วดัความเป็นกรดด่าง (pH) โดยใชเ้คร่ืองวดัพีเอช (pH 

meter) โดยท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง ซ ้ า และบนัทึกผล 

3.4.1.3.2 การวเิคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด (AOAC, 2000) 

   ปิเปตตวัอย่างจากขอ้ 3.4.1.3.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 

250 มิลลิลิตร แล้วเติมน ้ าปราศจากไอออน(DI) ต้มไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์49 มิลลิลิตร เติม

สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต ์ฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด แลว้ไตเตรทดว้ยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 

จนกระทัง่ถึงจุดยุติ สารละลายเกิดเป็นสีชมพูอ่อน ท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง และบนัทึกผล เพื่อน าค่ามา

ค านวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดแลคติก  

ค่าความเป็นกรดทั้งหมด (เปอร์เซ็นต)์   =     (V)(N)(90.8)(100)  
                                                                     (1000) 
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                            โดย  V = ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH ท่ีใชใ้นการไตเตรท (มิลลิลิตร) 

                                        N = นอร์มลัท่ีแทจ้ริงของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 

           90.8 = น ้าหนกัโมเลกุลของกรดแลคติก (C3H6O3) 

 

3.4.1.3.3 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืน (AOAC, 2000) 

อบกระป๋องอะลูมิเนียม (aluminium cans) ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 1 ชั่วโมง ท าให้เย็นลงในโถดูดความช้ืน (desiccator) น าไปชั่งน ้ าหนักด้วยเคร่ืองชั่งทศนิยม 4 

ต  าแหน่ง และบนัทึกค่าท่ีได ้น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน จากขอ้ 3.4.1.2  มาชัง่น ้าหนกั

ตวัอยา่งละ 2 กรัม ดว้ยเคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต  าแหน่ง ใส่ในกระป๋องอะลูมิเนียมท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอน

แลว้ และบนัทึกน ้าหนกัของตวัอยา่ง ท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า น าไปอบในตูอ้บลมร้อนอุณหภูมิ 125 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และท าให้เยน็ลงในโถดูดความช้ืน แลว้จึงน าไปชัง่น าหนกัและบนัทึกค่า 

เพื่อค านวณหาปริมาณความช้ืนในหน่วยเปอร์เซ็นต ์

ปริมาณความช้ืน (เปอร์เซ็นต)์ = 
น ้าหนกัอาหารก่อนอบ - น ้ าหนกัอาหารหลงัอบ

น ้าหนกัอาหารก่อนอบ
 ×100 

 

3.4.1.3.4 การวเิคราะห์ค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี (aw) (ตามวธีิใชเ้คร่ืองรุ่น 4T 

บริษทั Aqualab, USA) 

สอบเทียบเคร่ืองวดัค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี รุ่น 4TE ยี่ห้อ AQUALAB โดยน าน ้ า

ปราศจากไอออน (deionized water) ใส่ในตลบัตวัอยา่ง จากนั้นน าเขา้เคร่ืองวอเตอร์แอคติวิต้ีเพื่ออ่านค่า 

โดยตอ้งไดค้่าสอบเทียบวอเตอร์แอคติวิต้ีอยูร่ะหวา่ง 0.997-1.003 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้น

น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานจากขอ้ 3.4.1.2 ใส่ในตลบัตวัอยา่งให้ไดป้ระมาณคร่ึงตลบั แลว้เกล่ียตวัอยา่ง

ให้เรียบแบนพอสมควร ใส่เขา้เคร่ืองและอ่านค่าวอเตอร์แอคติวิต้ีและค่าอุณหภูมิท่ีปรากฏบนหน้า

จอแสดงผล จดบนัทึกค่า ท าการทดลองตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า  

 

3.4.1.4 กำรตรวจวเิครำะห์ทำงจุลชีววทิยำ  

   3.4.1.4.1 การเจือจางตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน   
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   ชัง่ตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนเตรียมจากขอ้ 3.4.1.2 ตวัอยา่งละ 

25 กรัม ใส่ในถุงปลอดเช้ือ แล้วเติมสารละลาย butterfield's phosphate buffer ปริมาตร 225 มิลลิลิตร 

(BAM, 2003) ท่ีท  าการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นน าไปตีป่ันดว้ยเคร่ืองตีป่ัน (stomacher) ท่ีความเร็ว 8 นาน 1 

นาที ท าการเจือจางตวัอยา่งดว้ย butterfield's phosphate buffer ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้ไดร้ะดบัการเจือ

จางท่ี 10-1 -  10-8  ตามล าดบั แลว้น ามาตรวจวเิคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด ปริมาณแบคทีเรียแลคติก

ทั้งหมด ปริมาณเซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus และปริมาณ S. aureus 

   3.4.1.4.2 การวเิคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด (FDA-BAM, 2002) 

   น าตัวอย่างไส้กรอกอีสานท่ีเจือจางแล้วจากข้อ 3.4.1.4.1 มาท าการตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (total plate count) โดยวิธี Aerobic Plate Count โดยปิเปตตวัอย่างท่ี

ระดบัการเจือจางท่ี 10-4 - 10-8  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในจานเพาะเช้ือระดบัความเจือจางละ 2 จาน เท

ทบั (pour plate)ดว้ยอาหาร Plate count agar (PCA) เขยา่ใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวใ้หอ้าหารแขง็ตวั บ่มท่ีอุณหภูมิ 

35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีในช่วง 30-300 โคโลนี และรายงานผล

จ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น cfu/g  

   3.4.1.4.3 การวิ เ ค ร าะ ห์ป ริม าณ เ ช้ือแบคที เ รี ยแลค ติก  ( ISO, 1998 ; 

Swetwiwathana et al., 2007)  

   น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.4.1 ท่ีระดบัการเจือจางท่ี 

10-4 -  10-8 โดยท าการปิเปตตวัอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ de Man Rogosa and Sharpe 

(MRS agar) + 0.5 เปอร์เซ็นต ์CaCO3 ระดบัความเจือจางละ 2 จาน ท าการเกล่ียเช้ือ (spread plate) ลงบน

จานเพาะเช้ือจนผิวหน้าของอาหารเล้ียงเช้ือแห้ง และบ่มภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจน ในโถบ่มไร้

ออกซิเจน (candle jar) ท่ีอุณหภูมิห้อง (35±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจนับโคโลนี

ในช่วง 30-300 โคโลนี รายงานผลจ านวนโคโลนีต่อหน่วยเป็น cfu/g  

   3.4.1.4.4 การวเิคราะห์ S. aureus (BAM, 2002) 

   น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.4.1  ท่ีระดบัการเจือจางท่ี 

10-1 โดยท าการปิเปตตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า (ปริมาตร 0.3, 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร) และท่ีระดบัการเจือจาง

ท่ี 10-2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ซ ้ า ลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร Baird-Parker agar (BP agar)  

และท าการเกล่ียเช้ือบนจานเพาะเช้ือจนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือแหง้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 45-48 ชัว่โมง จากนั้นท าการนบัโคโลนีท่ีมีสีด าขอบขาว มีการตกตะกอนและรอบโคโลนีมี
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บริเวณใส (clear zone) และสุ่มเลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะดงักล่าวมาท าการทดสอบยืนยนัเช้ือ โดยถ่ายเช้ือ

ลงในอาหาร Brain Heart Infusion (BHI) broth ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และเติม rabbit plasma ปริมาตร 

0.5 มิลลิลิตร บ่มเช้ือในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง เพื่อดูการสร้าง

เอนไซม์โคแอคกูเลส (coagulase) ท าการอ่านผลโดยดูการแข็งตัวของ plasma เน่ืองจากเอมไซม์ 

coagulase ท่ีเช้ือ S. aureus สร้างข้ึน ซ่ึงถา้ผลการทดสอบเกิดการแข็งตวั ถือวา่ coagulase positive ถา้ไม่

เกิดการแข็งตัวถือว่าไม่ใช่ coagulase positive จากนั้นจึงท าการคัดเลือกโคโลนีท่ีให้ผลยืนยนัเป็น 

coagulase positive เพื่อท าการส่งตรวจยืนย ันสายพันธ์ุ เ ช้ือ S. aureus โดยท าการส่งวิ เคราะห์ ท่ี

กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุขต่อไป 

   3.4.1.4.5 การวเิคราะห์เซลลแ์ละสปอร์ของ B. cereus (BAM, 2002) 

   น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนท่ีเจือจางแลว้จากขอ้ 3.4.1.4.1  ท่ี

ระดบัการเจือจางท่ี 10-1 โดยท าการปิเปตตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า (ปริมาตร 0.3, 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร) และ

ท่ีระดบัการเจือจางท่ี 10-2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ซ ้ า ลงบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร Mannitol-

Egg Yolk-Polymyxin (MYP) agar ท าการเกล่ียเช้ือลงบนจานเพาะเช้ือจนผิวหน้าของอาหารเล้ียงเช้ือ

แหง้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนั้นท าการนบัโคโลนีท่ีมีสีชมพู มีโซน

ตะกอนสีขาวขุ่นรอบๆโคโลนี โดยคดัเลือกจ านวน 3-5 โคโลนี มาท าการทดสอบการยอ่ยสลายเมด็เลือด

แดง (hemolytic activity test) โดยใช้ลูปเข่ียเช้ือแตะลงบนผิวหน้าอาหาร Trypticase soy sheep blood 

agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดูผลปฏิกิริยา hemolytic positive โดยเลือก

โคโลนีของเช้ือท่ีมีการสร้างโซนใส และท าการส่งตรวจยืนยนัสายพนัธ์ุเช้ือ B. cereus โดยท าการส่ง

วเิคราะห์ท่ีกรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุขต่อไป 

   ท าการตรวจหาสปอร์ของ B. cereus โดยน าตวัอย่างไส้กรอกอีสานท่ีเจือจาง

แลว้จากขอ้ 3.4.1.4.1 ท่ีระดบัการเจือจางท่ี 10-1 แบ่งใส่ขวดดูแรน ปริมาตร 150 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน

อ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Baillie, 1964) และท าให้เย็นลงในอ่าง

น ้าแขง็ จากนั้นท าการปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัการเจือจางท่ี 10-1 จากขวดดูแรน จ านวน 3 ซ ้ า (ปริมาตร 0.3, 

0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร) และท่ีระดบัการเจือจางท่ี 10-2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ซ ้ า ใส่ในจานเพาะ

เช้ือท่ีมีอาหาร MYP agar ท าการเกล่ียเช้ือลงบนจานเพาะเช้ือจนผวิหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือจนแหง้ บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนั้นท าการนบัโคโลนีท่ีมีสีชมพู มีโซนตะกอนสี

ขาวขุ่นรอบๆโคโลนี โดยคดัเลือกโคโลนีมาท าการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (hemolytic 



35 
 

activity test) โดยใชอ้าหาร Trypticase soy sheep blood agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง ดูผลปฏิกิริยา hemolytic positive โดยเลือกโคโลนีของเช้ือท่ีมีการสร้างโซนใส (BAM, 2002) 

และท าการส่งตรวจยืนยนัสายพนัธ์ุเช้ือ B. cereus โดยท าการส่งวิเคราะห์ท่ีกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

กระทรวงสาธารณสุขต่อไป 

   3.4.1.4.6 การวเิคราะห์เช้ือ Salmonella spp. (ISO 6579:2002) 

   น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีเตรียมตวัอยา่ง จากขอ้ 3.4.1.2 มาชัง่ตวัอยา่งละ 25 

กรัมใส่ในถุงปลอดเช้ือ เติม Buffered peptone water ปริมาณ 225 มิลลิลิตร น าไปตีป่ันดว้ยเคร่ืองตีป่ัน 

(stomacher) ท่ีความเร็ว 8 นาน 1 นาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนั้น

ถ่ายเช้ือจากอาหารเล้ียงเช้ือ ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร Rappapost Vassiliadis Soya 

(RVS) broth ผสมให้เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 41.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และถ่ายเช้ือจาก

อาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร Muller-kauffman tetrathionate brilliant green 

(MKTTn) broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าหลอดอาหาร RVS 

broth และ MKTTn broth มาท าการ steak plate ลงบนอาหาร Xylose Lysine Deoxycholate (XLD agar) 

และ Hektoen Enteric Agar (HE agar) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

   คดัเลือกโคโลนีท่ีสงสัยว่าเป็นเช้ือซลัโมเนลลา คือพบโคโลนีสีชมพูหรือมีสี

ด าตรงกลางหรือมีสีด าทั้งโคโลนีเน่ืองจากการเกิดไฮโดรเจนซัลไฟด์บนเพลทอาหาร XLD agar และ

ลกัษณะโคโลนี กลมสีฟ้าหรือฟ้าอมเขียว หรือสีด า บนเพลทอาหาร HE agar จากนั้นท าการเลือกโคโลนี

ท่ีมีลกัษณะดงักล่าว เก็บเช้ือลงในหลอดอาหาร TSA agar เพื่อท าการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี ดงัน้ี 

ถ่ายเช้ือลงในอาหารทดสอบ Triple sugar iron (TSI) agar, Lysine-Indole-Medium (LIM) และ ยูเรีย 

(Urea agar) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  และบนัทึกผล จากนั้นเลือกโคโลนีท่ี

ใหผ้ลการยนืยนัขั้นตน้ ตามตารางท่ี 3.1  

ตำรำงที ่3.1 คุณสมบติัทางชีวเคมีของเช้ือ Salmonella spp. ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

TSI LIM Urea VP 
slant butt H2S gas lysine indole motile 

K A +/- +/- + - +/- - - 
ท่ีมา: Ohashi และคณะ (1978) 



36 
 

ท าการทดสอบยืนยนัคุณสมบติัทางเซร่ัมวิทยา เพื่อตรวจกลุ่มของเช้ือซัล

โมเนลลา โดยหยด agglutinating antiserum ชนิด A-I ลงบนสไลด์ท่ีสะอาด แลว้ใชลู้ปเข่ียเช้ือจาก TSA 

agar เกล่ียเช้ือให้ทัว่หยดของ antiserum บนสไลด์ และสังเกตการตกตะกอนของเช้ือในหยด antiserum 

ท่ีใชท้ดสอบ ถา้เป็นเช้ือซลัโมเนลลาจะเกิดการตกตะกอนของเช้ือข้ึน ถา้ไม่ใช่เช้ือจะละลายอยูใ่นหยด

ของ antiserum จะมีสีขาวขุ่นเหมือนน ้ านมทั้งหยด แลว้จึงส่งตรวจวิเคราะห์ยืนยนั เพื่อหาเซโรวาร์ของ

เช้ือซัลโมเนลลาท่ี สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวง

สาธารณสุขต่อไป 

3.4.1.5 กำรคัดเลือกและเกบ็เช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคที่แยกได้จำกไส้กรอกอสีำน  

ท าการคัดเ ลือก และเก็บเ ช้ือจุ ลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่  S. aureus, B. cereus และ

Salmonella spp. ท่ีคัดแยกได้จากไส้กรอกอีสาน และทดสอบยืนยนัเพื่อระบุสายพนัธ์ุของเช้ือจาก

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุขแล้ว โดยน าเช้ือ S. aureus,B. cereus ท  และ 

Salmonella spp. ท่ีแยกได ้จากขอ้ 3.4.1.4.4-3.4.1.4.6 มา streak plate บนอาหาร TSA agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จนไดโ้คโลนีเด่ียวของเช้ือจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ จากนั้นถ่ายเช้ือใน

หลอดอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเช้ือ B. cereus ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ

บ่มเช้ือ S. aureus และ Salmonella ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าเช้ือในหลอด

อาหารท าการเก็บในรูปแบบ stock glycerol โดยใส่สารละลายกลีเซอรอลและเช้ือจุลินทรียท่ี์เจริญใน

อาหารเหลว ในอตัราส่วน 1:1  โดยใชป้ริมาตรละ 0.5 มิลลิลิตร และเก็บเช้ือจุลินทรียโ์ดยวธีิแช่เยอืกแข็ง

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อน ามาใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินต่อไป  

 

3.4.2 ศึกษำประสิทธิภำพของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ต่อกำร

ยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคทีพ่บในไส้กรอกอสีำน (ดัดแปลงจำก Ennahar et al., 1999;  Swetwiwathana 

et al., 2016 ; Arief et al., 2017) 

  3.4.2.1 กำรเตรียมกล้ำเช้ือแบคทเีรียแลคติก  

  ท าการถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 และ P. pentosaceus TISTR536 

จาก glycerol stock ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ท่ีมีปริมาตร 10 

มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปิเปตเช้ือท่ีผ่านการบ่มแลว้ จ  านวน 1 
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มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร MRS broth ท่ีมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ไดเ้ช้ือความเขม้ขน้ท่ี 108 cfu/ml 

  3.4.2.2 กำรเตรียมเช้ือจุลนิทรีย์ 

เตรียมเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีแยกได้จากไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผ่านความร้อนจากขอ้ 

3.4.1.5 ไดแ้ก่ S. aureus, B. cereus และ Salmonella spp. และเช้ือแบคทีเรียทดสอบประสิทธิภาพของแบ

คเทอริโอซิน ได้แก่ B. cereus 1062, Lc. lactis ATCC 19435, En. faecalis JCM 5803T, Lb. sakei subs 

sakei JCM 1157T, Lb. dextranicus JCM 5887T, P. pentosaceus JCM 5885, B. coagulans JCM 2257T, 

K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708 และ Lis. innocua ATTC 33090T จากขอ้ 3.1.2.3 โดยท าการ

ถ่ายเช้ือจาก glycerol stock ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ปริมาตร 10 

มิลลิ ลิตร บ่ม B. cereus 1062, Lc. lactis ATCC 19435, En. faecalis JCM 5803T, Lb. sakei subs sakei 

JCM 1157T, Lb. dextranicus JCM 5887T, P. pentosaceus JCM 5885, B. coagulans JCM 2257T และ 

K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708 ท่ี อุณหภู มิ  30 องศา เซล เ ซียส  และบ่ม เ ช่ือ  S. aureus, 

Salmonella spp. และ Lis. innocua ATTC 33090T ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือความเขม้ขน้ท่ี 106 cfu/ml 

3.4.2.3 กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคเทอริโอซิน Plantaricin W ที่สร้ำงโดยเช้ือ                  

Lb. plantarum SS7 ด้ วยวิ ธี  spot- on lawn (Mayr - Harting et al., 1972 , Schillinger and Lucke., 

1989, Corsetti et al., 2004)   

น ากลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 และ P. pentosaceus TISTR536 จาก

ขอ้ 3.4.2.1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนเพลทอาหาร Bacteriocin Screening Medium agar (BSM) 

โดยท าการแบ่งเพลทอาหารเป็น 4 ส่วน ท าการทดสอบเช้ือตวัอยา่งละ 2 ช่อง รอจนหยดเช้ือบนจานเพาะ

เช้ือแห้ง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือกลา้แบคทีเรียแลคติกเจริญบนเพลท

อาหาร BSM agar แลว้ จึงท าการทดสอบประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซิน ในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์

ก่อโรคท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนและเช้ือแบคทีเรียท่ีใชใ้นทดสอบประสิทธิภาพ

ของแบคเทอริโอซิน ท่ีเตรียมจากขอ้ 3.4.2.2 โดยดูดเช้ือปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดใส่ในหลอดอาหาร 

TSA agar + 0.6 เปอร์เซ็นต ์yeast extract ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีหลอมและอุ่นอยูใ่นอ่างควบคุมอุณหภูมิ 

ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส แล้วน าไป vortex เพื่อให้เช้ือกระจายตวัในหลอดแล้วจากนั้นเทลงบน

เพลทอาหาร BSM agar ท่ีมีการเจริญของกล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติกแลว้ บ่มจานเพาะเช้ือในโถบ่มไร้
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ออกซิเจน (candle jar) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ท าการตรวจสอบผลโดยดู

การเกิดโซนใส (clear zone) รอบโคโลนีของกลา้แบคทีเรียแลคติก เพื่อสังเกตการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อ

โรคท่ีใชท้ดสอบ โดยวดัขนาดความกวา้งของโซนใสท่ีเกิดจากการยบัย ั้ง โดยใชไ้มบ้รรทดัวดัความกวา้ง

ของโซนใสทั้ง 4 ดา้น บนัทึกหน่วยเป็นเซนติเมตร น ามาหาค่าเฉล่ีย และค านวณหาความเขม้ขน้ของแบ

คเทอริโอซินตามวธีิการใน ภาคผนวก ค. โดยท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า 

 

3.4.3 ศึกษำกำรยบัยั้งเช้ือก่อโรค B. cereus ทีแ่ยกได้จำกไส้กรอกอสีำน โดยกำรใช้กล้ำเช้ือ 

Lb. plantarum SS7 ทีผ่ลติแบคเทอริโอซิน ในสภำวะจ ำลองกำรหมักไส้กรอกอสีำน   

 ท าการเล้ียงกลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 ให้มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 108 cfu/ml 

ตามขั้นตอนขอ้ 3.4.2.1 และเล้ียงเช้ือ B. cereus ให้มีปริมาณเช้ือเร่ิมต้นท่ี   106cfu/ml ตามขั้นตอนข้อ 

3.4.2.2 จากนั้นจึงเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (Isan Sausage Model Broth, 

ISMB) ในภาคผนวก ก.16  (มลัลิกา ไชยวุฒิ, 2555) โดยปรับปรุงจากสูตรแบบจ าลองการหมกัแหนม 

(Nham Model Broth, NMB) ของ Swetwiwathana และคณะ (1999) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ลงในขวดดู

แรนขนาด 500 มิลลิลิตร จ านวน 5 ขวด น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

โดยก าหนดรูปแบบของแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสานเป็นตวัอย่างท่ีไม่เติมเช้ือจุลินทรียเ์ป็นชุด

ควบคุม (รูปแบบท่ี 1) ตวัอยา่งท่ีไม่เติมเช้ือจุลินทรีย ์และเติมกระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์(รูปแบบ

ท่ี 2) ตวัอยา่งท่ีเติมเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml (รูปแบบท่ี 3) ตวัอยา่งท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 

cfu/ml (รูปแบบท่ี 4) และตัวอย่างท่ีเติมเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค B. cereus ท่ี 104 cfu/ml และเช้ือ Lb. 

plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml (รูปแบบท่ี 5) ดงัน้ี 

 รูปแบบท่ี 1 คือ ISMB (ชุดควบคุม) 

 รูปแบบท่ี 2 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์ 

รูปแบบท่ี 3 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 

cfu/ml 

รูปแบบท่ี 4 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 

  รูปแบบท่ี 5 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 

cfu/ml + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml   
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ท าการบ่มขวดอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่ง

ในแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน ISMB ท่ีรูปแบบต่างๆ ทุก 6 ชัว่โมง ตั้งแต่วนัท่ีเร่ิมตน้ใส่เช้ือท่ี 0 

ชัว่โมง จนครบ 48 ชัว่โมงของการหมกั เพื่อท าการตรวจวิเคราะห์ทางเคมี จุลชีววิทยา ตรวจสอบความ

เขม้ขน้และการสร้างสารแบคเทอริโอซินดว้ยวธีิ spot- on lawn และลกัษณะการยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ของ

แบคเทอริโอซิน ดงัต่อไปน้ี 

3.4.3.1 กำรเกบ็ตัวอย่ำงในรูปแบบจ ำลองกำรหมัก 

ท าการเก็บตวัอยา่งในรูปแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองปลอดเช้ือเพื่อใชใ้นการตรวจวเิคราะห์ทางเคมีและจุลชีววทิยา  

3.4.3.2 กำรตรวจวเิครำะห์ทำงเคมี 

3.4.3.2.1 การวเิคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) (AOAC, 2000) 

น าตวัอยา่ง ISMB ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3.1 มาท าการวิเคราะห์ค่าความเป็น

กรด-ด่าง (pH) โดยใช้ตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้วดัค่า

ความเป็นกรด-ด่าง โดยใชเ้คร่ืองวดัพีเอช (pH meter)  ท าการทดลองตวัอยา่งละ 3 คร้ัง 

3.4.3.2.2 การวเิคราะห์ความเป็นกรดทั้งหมด (AOAC, 2000) 

น าตวัอย่าง ISMB ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมน ้ า

ปราศจากไอออน(DI) ต้มไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์49 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 0.1 

เปอร์เซ็นต์ ฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด แล้วไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 

จนกระทัง่ถึงจุดยุติ สารละลายเกิดเป็นสีชมพูอ่อน ท าการทดลองตวัอยา่งละ 3 คร้ัง และบนัทึก

ผล เพื่อน าค่ามาค านวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดแลคติก  

3.4.3.3 กำรตรวจวเิครำะห์ทำงจุลชีววทิยำ 

3.4.3.3.1 การวเิคราะห์ปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลคติก (ISO, 1998; Swetwiwathana 

et al., 2007) 

น าตวัอยา่ง ISMB ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3.1 มาท าการวเิคราะห์เช้ือแบคทีเรีย

แลคติกดว้ยวธีิ spread plate บนอาหาร MRS agar + 0.5 เปอร์เซ็นต ์CaCO3 ตามวธีิการวเิคราะห์

ในขั้นตอนท่ี 3.4.1.4.3 
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3.4.3.3.2 การวเิคราะห์ปริมาณเช้ือ B. cereus (BAM, 2002) 

น าตวัอยา่ง ISMB ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3.1 มาท าการวเิคราะห์เช้ือ B. cereus 

ท่ีเหลือรอดในรูปแบบจ าลองการหมัก ด้วยวิธี spread plate บนอาหาร TSA ตามวิธีการ

วเิคราะห์ในขั้นตอนท่ี 3.4.1.4.5  

 

3.4.3.4 ศึกษำควำมเข้มข้นของแบคเทอริโอซินของกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ใน

สภำวะจ ำลองกำรหมักไส้กรอกอสีำน (Swetwiwathana et al., 2003) 

ท าการเล้ียงเช้ือ B. cereus ท่ีแยกได้จากไส้กรอกอีสาน ในหลอดอาหาร TSB ให้มี

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 108 ตามขั้นตอนจากขอ้ 3.4.3.2 จากนั้นดูดเช้ือ B. cereus ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ลงในอาหาร TSB + 0.5 เปอร์เซ็นต ์agar ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามาเทลงบนผิวหนา้อาหาร NA ท่ีเตรียม

ไวแ้ละรอจนเพลทอาหารเล้ียงเช้ือแหง้ 

เก็บตวัอยา่งจากแบบจ าลองการหมกั (ISMB) ทั้ง 5 รูปแบบ จากขอ้ 3.4.3  ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ในหลอดเซนตริฟิวส์ (centrifuge) มาท าการป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนใส ท่ีความเร็ว 5000 รอบ/

นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นดูดส่วนใสท่ีไดโ้ดยใชห้ลอดฉีดยาปลอดเช้ือ 

ฉีดผา่นตวักรอง (sterile polysuifone membrane) ขนาด 0.20 ไมครอน ลงในหลอดทดลองท่ีผา่นการฆ่า

เช้ือแล้ว จากนั้นจึงท าการเจือจางสารแบคเทอริโอซินท่ีได้ด้วยน ้ าปราศจากไอออน(DI) แบบ 2 fold 

dilution ใหไ้ดร้ะดบัการเจือจางท่ี 1:0 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 และ 1:128 ตามล าดบั น าตวัอยา่งท่ี

เจือจางแลว้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาหยดลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท่ีเททบัดว้ยเช้ือ B. cereus ท่ี

เตรียมไว ้โดยท าการแบ่งช่องบนเพลทอาหารโดยไล่ระดบัการเจือจางจากความเขม้ขน้มากไปหาน้อย 

จากนั้นรอจนหยดของเหลวบนผวิอาหารแหง้ จึงท าการบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ตรวจสอบการเกิดโซนใส (clear zone) ท่ีเกิดจากการยบัย ั้งตามความเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซิน 

โดยน าค่าความเจือจางท่ียบัย ั้งไดสู้งสุดมาค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินท่ีเช้ือผลิตได ้

โดยคิดค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน Arbitrary Unit (AU/ml) ซ่ึงค านวณไดจ้ากส่วนกลบัของค่าอตัรา

การเจือจางสูงสุด ท่ีมีค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินต่อมิลลิลิตร ดงัน้ี 

 

ค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน   =   ระดบัการเจือจางสูงสุดท่ีเกิดการยบัย ั้ง  ×  1000  AU/ml 

     ปริมาตรแบคเทอริโอซิน (ไมโครลิตร) 



41 
 

3.4.3.4 ศึกษำลกัษณะกำรยบัยั้งเช้ือ B. cereus ของสำรแบคเทอริโอซินด้วยเทคนิค Scanning 

electron microscope (SEM)  

เก็บตวัอยา่ง ISMB จากขอ้ 3.4.3 โดยเลือกตวัอยา่งรูปแบบท่ี 4 คือ ISMB + B. cereus ท่ี 104 

cfu/ml ท่ีชัว่โมงท่ี 24 และ ตวัอยา่งรูปแบบท่ี 5 คือ ISMB + Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml + B. cereus 

ท่ี 104 cfu/ml ท่ีชัว่โมงท่ี 12, 24 และ 36 ตามล าดบั รวมทั้งหมด 4 ตวัอย่าง ปิเปตตวัอย่าง ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนตริฟิวส์ (centrifuge) มาท าการป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกส่วนใส ท่ีความเร็ว 5000 

รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทส่วนใสท่ีไดทิ้้ง และเก็บส่วนท่ีเป็น

ตะกอนในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ดดัแปลงจาก Swetwiwathana et al., 2003) 

และเติมสารละลายท่ีช่วยรักษาสภาพเซลล์ เพื่อเตรียมส่งวิเคราะห์ตวัอยา่ง ตามวิธีการใน ภาคผนวก ข 

ท าการส่งตวัอย่างวิเคราะห์เพื่อดูลกัษณะการเปล่ียนแปลงของเช้ือ B. cereus ในระหว่างการหมกัใน

แบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (ISMB) ท่ีช่วงระยะเวลาต่างๆ ของการหมกั โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด SEM-EDS (IT500HR) ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

 

3.4.4 ศึกษำผลของกำรยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในไส้กรอกอสีำนทีม่ีกำรเติมและไม่เติมกล้ำ

เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในสภำวะกำรหมกัจริง  
ตวัอย่างไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการค้าท่ียงัไม่ผ่านความร้อน ได้รับความอนุเคราะห์จาก

บริษทันายฮัง่ อินเตอร์ฟู้ดส์ จ  ากดั จงัหวดันนทบุรี มาท าการเตรียมไส้กรอกอีสานแบ่งเป็น 4 สูตร คือ  

- สูตรท่ี 1 คือ ไส้กรอกอีสานท่ีผลิตโดยไม่เติมกลา้เช้ือ (control)  

ชัง่ตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการคา้  500 กรัม  

- สูตรท่ี 2 คือไส้กรอกอีสานท่ีเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml  

ชั่งตัวอย่างไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการค้า 500 กรัม เติมกล้าเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีมี

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 108 cfu/ml จากขอ้ 3.4.2.1 ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  

- สูตรท่ี 3 คือไส้กรอกอีสานท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  

ชัง่ตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการคา้ 500 กรัม เติมเช้ือ B. cereus ท่ีมีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 

106 cfu/ml จากขอ้ 3.4.2.1 ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  
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- สูตรท่ี 4 คือไส้กรอกอีสานท่ีเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus 

ท่ี 104 cfu/ml  

ชั่งตัวอย่างไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการค้า 500 กรัม เติมกล้าเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีมี

ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ 108 cfu/ml จากขอ้ 3.4.2.1 ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร และเช้ือ B. cereus ท่ีมีปริมาณเช้ือ

เร่ิมตน้ 106 cfu/ml จากขอ้ 3.4.2.1 ปริมาตร 0.5  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  

น าส่วนผสมไส้กรอกอีสานทั้งหมดบรรจุใส่ถุงพลาสติกปลอดเช้ือและมดัให้เป็นตุม้ โดยแต่ละ

ตุม้มีน ้าหนกัประมาณ 25 กรัม จากนั้นรีดเอาอากาศออกและมดัใหแ้น่น น าผลิตภณัฑท่ี์ได ้บ่มท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั โดยท าการเก็บตวัอยา่งท่ี 0, 1 และ 2 วนั หรือจนส้ินสุดกระบวนการ

หมกั เพื่อน าไปวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงต่างๆ ในไส้กรอกอีสาน โดยท าการวิเคราะห์ทางเคมีและทาง

จุลชีววทิยา โดยวธีิดงัต่อไปน้ี 

3.4.4.1 กำรวเิครำะห์คุณภำพทำงเคมีของไส้กรอกอสีำนในกระบวนกำรหมัก 

น าตวัอย่างไส้กรอกอีสานสูตรท่ี 1, สูตรท่ี 2, สูตรท่ี 3 และ สูตรท่ี 4 ระยะเวลาการหมกั 0, 1 

และ 2  วนั มาท าการวิเคราะห์ความเป็นกรดด่าง (pH) (AOAC, 2000) ตามวิธีการวิเคราะห์ขอ้ 3.4.1.3.1 

และวเิคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด (AOAC, 2000) ตามวธีิการวเิคราะห์ขอ้ 3.4.1.3.2 

3.4.4.2 ศึกษำกำรเจริญของเช้ือ Lb. plantarum SS7 ทีใ่ช้เป็นกล้ำเช้ือในกำรหมักไส้กรอกอสีำน 

น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานสูตรท่ี 1, สูตรท่ี 2 และ สูตรท่ี 4 ระยะเวลาของการหมกัท่ี 0, 1 และ 2 

วนั โดยการสุ่มไส้กรอกอีสานสูตรละ 75-100 กรัม (3-4 ตุม้) และท าการเตรียมตวัอย่าง ตามขั้นตอนท่ี 

3.4.1.2 จากนั้นน ามาวิเคราะห์หาปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลคติกบนอาหาร MRS agar + 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

CaCO3 โดยใชว้ธีิ spread plate (ISO, 1998) ตามวธีิการขอ้ 3.4.1.4.3 

3.4.4.3 กำรตรวจหำเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคตำมมำตรฐำนไส้กรอกอสีำน  

น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานสูตรท่ี 1, สูตรท่ี 3 และ สูตรท่ี 4 ระยะเวลาของการหมกัท่ี 0, 1 และ 2 

วนั โดยการสุ่มไส้กรอกอีสานสูตรละ 75-100 กรัม (3-4 ตุม้) และท าการเตรียมตวัอย่าง ตามขั้นตอนท่ี 

3.4.1.2 จากนั้นน ามาวิเคราะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคตามมาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชนไส้กรอกอีสานหมู 

(มผช. 144/2555) ดงัน้ี 

3.4.4.1.1 Staphylococcus aureus ตามวธีิการของ BAM (2002)  

  3.4.4.1.2 Bacillus cereus ตามวธีิการของ BAM (2002)  

3.4.4.1.3 Salmonella spp. ตามวธีิการ ISO 6579: 2002 (2002) 
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รายละเอียดวธีิการตรวจวเิคราะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคตามขอ้ 3.4.1.4.4-3.4.1.4.6 

 

3.4.5 กำรตรวจสอบยืนยนักำรเหลือรอดของกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ทีผ่ลติ   

แบคเทอริโอซินในไส้กรอกอสีำน ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  
3.4.5.1 กำรคัดแยกแบคทเีรียแลคติกจำกไส้กรอกอสีำน  

เช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสานแต่ละสูตร จากขอ้ 3.4.4.1 ท าการสุ่ม

โคโลนีท่ีมีโซนใสท่ีเจริญบนอาหาร MRS agar+ 0.5 เปอร์เซ็นต ์CaCO3 น ามาเล้ียงในอาหาร MRS broth 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และท าการแยกเช้ือให้ได้โคโลนีเด่ียวโดยใช้วิธี streak plate technique ลงบน

อาหาร MRS agar + 0.5 เปอร์เซ็นต ์CaCO3 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อน า

โคโลนีเด่ียวท่ีได ้มาท าการยืนยนัสายพนัธ์ุแบคทีเรียแลคติกท่ีใชเ้ป็นกลา้เช้ือ  และตรวจสอบยีนท่ีสร้าง

แบคเทอริโอซินดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) ต่อไป  

3.4.5.2 กำรตรวจสอบยืนยนัสำยพนัธ์ุแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 โดยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction (PCR-RAPD)  

3.4.5.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอ (DNA) โดยวิธีการให้ความร้อน (Packeiser และคณะ, 
2556) 

น าโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียแลคติกบริสุทธ์ิท่ีทราบสายพนัธ์ุ (เช้ือจุลินทรียอ์า้งอิงจาก
ขอ้ 3.2) และเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกอีสานท่ีเติมและไม่เติมกลา้เช้ือ 1-2 โคโลนี มา
ผสมกบัน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 25 ไมโครลิตร น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ให้ถงัน ้าแข็งนาน 3 นาที น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที 
จะไดส่้วนใสดา้นบน  

3.4.5.2.2 การสังเคราะห์ดีเอน็เอ (DNA) โดยเทคนิค PCR –RAPD  
ปิเปตส่วนใสของเช้ือแบคทีเรียแลคติก ท่ีเตรียมได้จากการหมุนเหวี่ยง จากข้อ 

3.4.5.2.1 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาสัง เคราะ ห์ป ริมาณดีเอ็น เอ โดยใช้ไพเมอร์  OPA-3 (5'- 
AGTCAGCCAC-3') (Oneca et al., 2003) ท่ีจ  าเพาะกบัแบคทีเรียแลกติกเขา้จบัแบบสุ่ม ส่วนประกอบ
ของสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงัตารางท่ี 3.2 
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 ตำรำงที ่3.2 สารต่างๆ ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
     สารท่ีใช ้                                    ความเขม้ขน้                   ปริมาตร (µl) 

               PCR buffer with (NH4)2SO4  10x 1.0 
               MgCl2 25 mM                     0.8 
               dNTP                      10 mM                    0.4 
              Primer OPA – 3       10 µM                  0.4 
              Taq DNA polymerase                 5U/µl                       0.2 
              น ้ากลัน่ปลอดเช้ือ                                                                  7.2 
              สารละลายดีเอน็เอจากการหมุนเหวีย่ง 2.0 
               รวม                                                                        12 
 
    เตรียมสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยน าส่วนผสมทั้งหมดผสมตามสัดส่วน
ขา้งบนใส่ในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นน าหลอดเขา้เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ (thermal 
cycler) โดยตั้งอุณหภูมิและเวลาส าหรับการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ดงัน้ี  

 
   รอบท่ี 1          94  องศาเซลเซียส                     นาน  5  นาที 
         รอบท่ี 2-45        94  องศาเซลเซียส                นาน  30  วนิาที 
   36  องศาเซลเซียส                นาน  1  นาที 
   72  องศาเซลเซียส               นาน  1  นาที 
     รอบท่ี 3       72  องศาเซลเซียส                นาน  1  นาที       
 

พกัปฏิกิริยาท่ี 4 องศาเซลเซียส เม่ือปฏิกิริยาพีซีอาร์ เสร็จส้ินลง ขั้นต่อไปคือท าการ
ตรวจวิเคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) โดยใชว้ิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) ดว้ย
เคร่ืองอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

3.4.5.2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอ  
     น าผลผลิตพี ซีอาร์จากข้อ 3.4.5.2.2  มาผสมกับ 6X loading dye จากนั้ นท าการ
ตรวจสอบ ลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจลท่ีมีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์
ในสารละลาย 1X TAE buffer โดยใช้ 100 bp DNA Ladder plus เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) 
เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอโดยใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้า 50 โวลต ์นาน 90 นาที จากนั้นถ่ายภาพเจลภายใต้
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แสงอตัราไวโอเลตดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพเจล แลว้ท าการเปรียบเทียบรูปแบบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนของแบคทีเรีย
แลคติกท่ีแยกได้จากไส้กรอกอีสานกบัรูปแบบดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียแลคติกบริสุทธ์ิท่ีทราบสาย
พนัธ์ุท่ีใช้เป็นเช้ืออา้งอิง โดยใช้โปรแกรม Quality one เพื่อยืนยนัสายพนัธ์ุแบคทีเรียแลคติกและ Lb. 
plantarum SS7 ท่ีใชเ้ป็นกลา้เช้ือในกระบวนการหมกัไส้กรอกอีสาน 
 

3.5 กำรวำงแผนกำรทดลองและกำรวเิครำะห์ข้อมูล 
 วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) โดยท าการศึกษาการ
ปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสานในแหล่งจ าหน่ายท่ีแตกต่างกนั โดยแบ่งตวัอยา่งเป็น 
3 กลุ่มจากแหล่งจ าหน่ายท่ีแตกต่างกนั (ตลาดนดั รถเขน็ และแผงลอย, หา้งสรรพสินคา้และซุปเปอร์มา
เก็ต และจากโรงงานอุตสาหกรรม)  และมีผลวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา และผลวิเคราะห์ทางเคมีของ
ตวัอย่างในแต่ละแหล่งจ าหน่ายเป็นตวัแปรตาม วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติโดยใช้โปรแกรม
ส าเร็จรูป SPSS รุ่น 16.0 และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) ระดบัความ
เช่ือมัน่ ร้อยละ 95 จากนั้นศึกษาผลของการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคโดยการใชก้ลา้เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ในสภาวะจ าลองการหมักไส้กรอกอีสาน (Isan Sausage Model Broth, 
ISMB) โดยท าการเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหวา่งแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสานท่ีเติม
กลา้เช้ือแบคทีเรียแลคติกและหลอดจ าลองท่ีเติมเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ต่อระยะเวลาในการหมกันาน 48 
ชั่วโมง โดยมีผลวิเคราะห์การเจริญของเช้ือจุลินทรีย์และผลวิเคราะห์ทางเคมีเป็นตัวแปรตาม 
เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหวา่งหลอดจ าลองทั้ง 5 รูปแบบ โดยใชว้ธีิ T-Test 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

4.1 ผลการศึกษาการปนเป้ือนเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคในไส้กรอกอสีาน 
 ท ำกำรส ำรวจเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อน โดยเก็บตวัอย่ำงไส้
กรอกอีสำนทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง โดยแบ่งตำมแหล่งจ ำหน่ำยออกเป็น 3 ประเภท ดงัน้ี ไส้กรอกอีสำนท่ี
ไม่ผำ่นควำมร้อนจำก ตลำดนดั รถเข็น และแผงลอย จ ำนวน 19 ตวัอยำ่ง ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำม
ร้อนจำกห้ำงสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ตจ ำนวน 8  ตวัอยำ่ง และ ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อน
จำกโรงงำนอุตสำหกรรม จ ำนวน 3 ตวัอยำ่ง น ำตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนมำท ำกำรวิเครำะห์คุณภำพทำง
เคมี โดยท ำกำรวเิครำะห์หำค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (พีเอช), ควำมเป็นกรดทั้งหมด, ควำมช้ืน และค่ำ water 
activity และท ำกำรวิเครำะห์ทำงจุลชีววิทยำ โดยหำปริมำณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด เช้ือแบคทีเรียแลคติก
ทั้งหมด รวมถึงเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในกลุ่ม Salmonella,  B. cereus และ S. aureus ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีก่อใหเ้กิด
โรคอำหำรเป็นพิษท่ีมกัพบวำ่มีกำรปนเป้ือนไดใ้นไส้กรอกอีสำนและผลิตภณัฑ์เน้ือหมกัประเภทอ่ืนๆ 

4.1.1 ผลการตรวจวเิคราะห์ทางเคมีในตัวอย่างไส้กรอกอสีานทีไ่ม่ผ่านความร้อน 
  ผลกำรวิเครำะห์ค่ำพีเอช ควำมเป็นกรดทั้งหมด ควำมช้ืน และค่ำ water activity ของ
ตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อนทั้ง 30 ตวัอย่ำง จำกตลำดนัด รถเข็น และแผงลอย จำก
ห้ำงสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต และจำกโรงงำนอุตสำหกรรม ดงัตำรำงท่ี 4.1 พบวำ่ค่ำพีเอชเฉล่ียท่ี
ไดคื้อ 4.67, 4.64 และ 4.58 ตำมล ำดบั ค่ำควำมเป็นกรดทั้งหมด เท่ำกบั 0.23, 0.30 และ 0.27 เปอร์เซ็นต ์
ตำมล ำดบั ค่ำควำมช้ืนเท่ำกบั 43.40, 39.33 และ 33.83 เปอร์เซ็นต์ และค่ำ water activity เท่ำกบั 0.982, 
0.976 และ 0.970 ตำมล ำดับ จำกผลกำรวิเครำะห์พบว่ำ ค่ำพีเอชและค่ำควำมเป็นกรดทั้งหมดของ
ตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนจำกทั้ง 3 แหล่งจ ำหน่ำย ไม่มีควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญัในทำงสถิติ (p≥0.05) 
โดยค่ำเฉล่ียปริมำณควำมช้ืนและค่ำ water activity  ของไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนจำกตลำดนดั 
รถเขน็ และแผงลอยมีค่ำมำกกวำ่ไส้กรอกอีสำนจำกหำ้งสรรพสินคำ้และซูเปอร์มำร์เก็ต และจำกโรงงำน
อุตสำหกรรม แตกต่ำงกนัอยำ่งมีนยัส ำคญั (p <0.05) เน่ืองจำก ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนท่ีผลิต
จำกตลำดนดั รถเข็น และแผงลอย มกัจะเป็นกำรผลิตเองในครัวเรือน และไม่มีกำรควบคุมคุณภำพและ
กระบวนกำรผลิต และปล่อยให้เกิดกำรหมกัเองโดยเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องไม่มีกำรควบคุมอุณหภูมิและ
สภำวะแวดลอ้มในกระบวนกำรหมกั  จึงอำจท ำให้ไส้กรอกอีสำนท่ีไดมี้ควำมช้ืนและค่ำ water activity 
ท่ีสูงกวำ่ตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีมำจำกหำ้งสรรพสินคำ้และซูเปอร์มำร์เก็ต 
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ตารางที ่4.1  ค่ำเฉล่ียพีเอช ควำมเป็นกรดทั้งหมด ควำมช้ืนทั้งหมด และค่ำ water activity  ของไส้กรอก
อีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนจำกแหล่งจ ำหน่ำยท่ีแตกต่ำงกนั ทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง 

หมายเหตุ   ns หมำยถึง ไม่แตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั (p≥0.05) 
a,b หมำยถึง ค่ำเฉล่ียท่ีมีตวัอกัษรต่ำงกนัในแนวตั้ง มีควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั (p>0.05) 

 

  4.1.2 ผลการตรวจวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยา ในตัวอย่างไส้กรอกอสีาน 

ผลกำรวเิครำะห์ปริมำณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด และแบคทีเรียแลคติกทั้งหมด ในตวัอยำ่ง
ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อนจ ำนวน 30 ตัวอย่ำง จำกตลำดนัด รถเข็น และแผงลอย จำก
ห้ำงสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต และจำกโรงงำนอุตสำหกรรม พบวำ่ปริมำณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดท่ี
พบจำกทั้ง 3 แหล่งจ ำหน่ำย มีค่ำอยู่ระหว่ำง 106-108cfu/g โดยมีค่ำเฉล่ียปริมำณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมด 
เท่ำกับ  2.3×108, 4.8×107 และ 1.8×108 cfu/g ของตัวอย่ำงจำกตลำดนัด รถเข็น และแผงลอย จำก
ห้ำงสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต และจำกโรงงำนอุตสำหกรรม ตำมล ำดบั และพบปริมำณแบคทีเรีย
แลคติกทั้งหมด มีค่ำอยูร่ะหวำ่ง 1.1×106-1.1×108 cfu/g โดยมีค่ำเฉล่ียอยูท่ี่ 3.9×107, 1.9×107 และ 2.9×107 

cfu/g ตำมล ำดบั  

ผลกำรตรวจวิเครำะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคในตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำม
ร้อนจ ำนวน 19 ตวัอย่ำงจำกแหล่งจ ำหน่ำยตลำดนัด รถเข็น และแผงลอย ตรวจพบกำรปนเป้ือนเช้ือ 
Salmonella spp. 18 ตวัอย่ำง คิดเป็น 95 เปอร์เซ็นต์ และพบ S. aureus จ ำนวน 2 ตวัอย่ำง คิดเป็น 11 
เปอร์เซ็นต์  ตวัอย่ำงจำกห้ำงสรรพสินค้ำทั้งหมด 8 ตวัอย่ำง พบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. 
จ ำนวน 6 ตวัอยำ่ง คิดเป็น 75 เปอร์เซ็นต ์และตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus และ S. aureus และตวัอยำ่งจำก
โรงงำนอุตสำหกรรม จ ำนวน 3 ตวัอย่ำง พบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. 2 ตวัอย่ำง คิดเป็น 67 

แหล่งจ าหน่าย พเีอชns 
ความเป็นกรด

ทั้งหมด ( %)ns 

ความช้ืนทั้งหมด
(%) 

Water activity 

ตลำดนดั รถเขน็ และแผงลอย  
(19 ตวัอยำ่ง) 

4.67 0.23 43.40ab 0.982ab 

หำ้งสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต  
(8 ตวัอยำ่ง) 

4.64 0.30 39.33a 0.976a 

โรงงำนอุตสำหกรรม  
(3 ตวัอยำ่ง) 

4.58 0.26 33.83b 0.970b 

ค่ำเฉล่ีย 4.64(±0.04) 0.28(±0.03) 39.86(±4.48) 0.98(±0.01) 
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เปอร์เซ็นต์ และพบเช้ือ B. cereus และ S. aureus จ ำนวน 1 ตวัอย่ำง คิดเป็น 33 เปอร์เซ็นต์ ดงัตำรำงท่ี 
4.2 

ตารางที ่4.2 ผลวเิครำะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรค B. cereus, S. aureus และ Salmonella spp. ท่ีพบในตวัอยำ่ง
ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง 

หมำยเหตุ  ND หมำยถึง ตรวจไม่พบ (not detected) 
 

จำกกำรตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. ในตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนทั้งหมด 26 ตวัอย่ำง
จำกทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง คิดเป็น 87 เปอร์เซ็นต ์โดยแบ่งเป็นจำกกลุ่มตลำดนดั รถเข็น และแผงลอย พบ
จ ำนวน 18 ตวัอย่ำง จำกห้ำงสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต พบจ ำนวน 6 ตวัอย่ำง และจำกโรงงำน
อุตสำหกรรม พบจ ำนวน 2 ตวัอยำ่ง เม่ือท ำกำรทดสอบทำงซ่ีร่ัมวิทยำ (Salmonella groups) เพื่อท ำกำร
จดักลุ่มของเช้ือ Salmonella spp. ผลกำร กำรจดักลุ่มพบว่ำส่วนใหญ่อยู่ในกลุ่ม C ( 23 ตวัอย่ำง ) และ
กลุ่ม E ( 6 ตวัอยำ่ง ) ดงัแสดงใน ตำรำงท่ี 4.3 

ท ำกำรส่งตัวอย่ำงเพื่อยืนย ันสำยพันธ์ุท่ี  สถำบันวิจัยวิทยำศำสตร์สำธำรณสุข 
กรมวิทยำศำสตร์กำรแพทย ์กระทรวงสำธำรณสุข พบว่ำ เช้ือ Salmonella spp. ในไส้กรอกอีสำนท่ีไม่
ผ่ำนควำมร้อนทั้งหมด 26 ตวัอย่ำง พบเช้ือ Salmonella spp. ทั้งส้ิน 7 เซโรไทป์ โดยเซโรไทป์ท่ีพบ 
ได้แก่ Salmonella Bovismorbificans จ  ำนวน 2 ตัวอย่ำง, Sal. Corvallis จ  ำนวน 2 ตัวอย่ำง, Sal. Give 
จ  ำนวน 1 ตวัอยำ่ง, Sal.  Hvittingfoss จ ำนวน 9 ตวัอยำ่ง, Sal.  Kedougou จ  ำนวน 4 ตวัอยำ่ง, Sal. Krefeld 
จ  ำนวน 4 ตวัอยำ่ง และ Sal.  Rissen จ  ำนวน 12 ตวัอยำ่ง ตำมตำรำงท่ี 4.3 

 

แหล่งจ าหน่าย 
B. cereus 

S. aureus Salmonella spp. 
เซลล ์     สปอร์ 

ตลำดนดั รถเขน็ และแผงลอย  
(19 ตวัอยำ่ง) 

ND ND 2 (11%) 18 (95%) 

หำ้งสรรพสินคำ้และซุปเปอร์มำเก็ต  
(8 ตวัอยำ่ง) 

ND ND ND 6 (75%) 

โรงงำนอุตสำหกรรม  
(3 ตวัอยำ่ง) 

ND 1 (33%) 1 (33%) 2 (67%) 

ทั้งหมด 0 1 (3%) 3 (10%) 26 (87%) 
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ตารางที่ 4.3 ผลกำรตรวจยืนยนั Salmonella groups และผลยืนยนัซีโรวำห์ของเช้ือ Salmonella spp. ท่ี
พบในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำน  

แหล่งจ าหน่าย ตวัอย่าง 
ตรวจพบเช้ือ 

Salmonella 
 Salmonella 

group 
เซโรไทป์ทีต่รวจพบ 

ตลำดนดั รถเขน็ และ
แผงลอย 

19 18 

 

Group C (16) 
Group E (3) 

serovar Bovismorbificans (2) 
serovar Corvallis (2) 

 serovar Give (1) 
serovar Hvittingfoss (6) 
serovar Kedougou (3) 

serovar Krefeld (2) 
serovar Rissen (12) 

หำ้งสรรพสินคำ้และ
ซุปเปอร์มำเก็ต 

8 6 

 

Group C (4) 
Group E (2) 

serovar Hvittingfoss (2) 
serovar Kedougou (1) 

serovar Krefeld (1) 
serovar Rissen (2) 

โรงงำนอุตสำหกรรม 3 2 
 Group C (3) 

Group E (1) 
serovar Hvittingfoss (1) 

serovar Krefeld (1) 

 

จำกกำรตรวจวิเครำะห์ตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อนทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง พบกำร
ปนเป้ือนเช้ือ B. cereus, S. aureus  และ Salmonella spp. ในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อน
ทั้งหมด 26  ตวัอยำ่ง ซ่ึงสอดคลอ้งกบังำนวจิยัของ อดิศร เสวตววิฒัน์ และ อรุณ บ่ำงตระกูลนนท ์(2548) 
ไดท้  ำกำรตรวจหำเช้ือ Salmonella spp. ในแหนมหมูท่ีจ ำหน่ำยตำมทอ้งตลำดและห้ำงสรรพสินคำ้ใน
เขตกรุงเทพมหำนคร จ ำนวน 40 ตวัอยำ่ง พบวำ่มีกำรปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์แหนมมำกถึง 30 ตวัอย่ำง 
คิดเป็น 75 เปอร์เซ็นตข์องทั้งหมด และมีรำยงำนวำ่ อุกฤษฏ ์สุกใส และคณะ (2558) ไดท้  ำกำรศึกษำกำร
ปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคในผลิตภณัฑ์อำหำรหมกัพื้นเมืองจำกเน้ือสัตวใ์นจงัหวดัเชียงรำย พะเยำ แพร่ 
และน่ำน โดยตรวจพบเช้ือก่อโรคในแหนม 71 ตวัอยำ่งจำกทั้งตวัอยำ่ง 84 ตวัอยำ่ง พบกำรปนเป้ือนของ
เช้ือ Salmonella spp. จ ำนวน 7 ตวัอย่ำง และพบเช้ือ S. aureus จ ำนวน 11 ตวัอย่ำง และ Baruzzi และ
คณะ (2006) ศึกษำสำยพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติกในระหว่ำงกระบวนกำรผลิตซำลำม่ี  และตรวจพบ
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีปนเป้ือน เช่น B. cereus และ S. aureus ในระหวำ่งกระบวนกำรหมกั นอกจำกนั้น
ยงัมีรำยงำนกำรตรวจพบเช้ือ B. cereus ท่ีมกัพบปนเป้ือนไดท้ัว่ไปในอำหำรหลำกหลำยชนิดโดยเฉพำะ
ในกลุ่มธัญพืช ขำ้ว สมุนไพรและเคร่ืองเทศ ท่ีเป็นส่วนผสมหลกัของไส้กรอกอีสำน ( Finlay et al., 
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2002) และงำนวิจยัของ Limsombun และคณะ (2012) ท่ีพบกำรปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp. และ 
S. aureus ในผลิตภณัฑ์เน้ือหมกัแบบดั้งเดิมของไทย (หม ่ำ) โดยพบกำรปนเป้ือนคิดเป็น 15  และ 8 
เปอร์เซ็นต ์(จำกทั้งหมด 100 ตวัอยำ่ง นอกจำกน้ี ยงัพบวำ่มีกำรตรวจพบกำรปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อ
โรค ในกลุ่ม L. monocytogenes, S. aureus และ Salmonella ในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนและแหนมท่ีไม่มี
กำรควบคุมกระบวนกำรผลิต (Chokesajjawatee et al., 2010; Visessanguan et al., 2006)   

ไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อนจำกแหล่งจ ำหน่ำยตลำดนัด รถเข็น และแผงลอยมีกำร

ปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียก่์อโรค S. aureus และ Salmonella spp. มำกท่ีสุด จำกตวัอยำ่งทั้งหมดใน 3 แหล่ง

จ ำหน่ำย เน่ืองจำกลกัษณะของไส้กรอกอีสำนท่ีเตรียมจ ำหน่ำยโดยท่ียงัไม่ไดผ้ำ่นกำรให้ควำมร้อนถูก

วำงจ ำหน่ำยในสภำพแวดลอ้มแบบเปิดโดยไม่มีกำรควบคุมอุณหภูมิในกำรเก็บรักษำ ไม่มีกำรบรรจุใน

ภำชนะปิดสนิทและถูกเก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เม่ือน ำมำเปรียบเทียบกบัตวัอยำ่งท่ีไดจ้ำกห้ำงสรรพสินคำ้

และซุปเปอร์มำเก็ต และตวัอยำ่งจำกโรงงำนอุตสำหกรรม ท่ีมีกระบวนกำรผลิตในระบบปิด ถึงแมจ้ะยงั

ไม่ผำ่นควำมร้อนแต่ตวัอยำ่งถูกบรรจุในภำชนะปิดสนิทและวำงขำยโดยมีกำรเก็บรักษำท่ีอุณหภูมิต ่ำ จึง

ท ำให้ตรวจพบเช้ือก่อโรคในกลุ่มน้ีน้อยกว่ำตวัอย่ำงท่ีพบจำกตลำดนัด รถเข็น และแผงลอย  ผลกำร

วิเครำะห์ทำงเคมีและกำรปนเป้ือนของเช้ือก่อโรคท่ีพบในไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนแสดงให้

เห็นถึงควำมสอดคลอ้งของค่ำพีเอชและค่ำควำมเป็นกรด ท่ีมีผลต่อกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือจุลินทรีย์

ก่อโรคท่ีพบในผลิตภณัฑไ์ส้กรอกอีสำน โดยท่ีเช้ือ Salmonella จะไม่สำมำรถเติบโตไดท่ี้ค่ำพีเอชต ่ำกวำ่ 

4.5 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Swetwiwathana และคณะ (1999) และ Veerawatanayotin และคณะ 

(2010) รำยงำนวำ่เช้ือ S. Anatum และ S. Ratchaburi ไม่สำมำรถตรวจพบท่ี pH ต ่ำกวำ่ 4.5 ในผลิตภณัฑ์

แหนมและแบบจ ำลองกำรหมกัแหนม 

กำรปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp., S. aureus และ B. cereus ท่ีตรวจพบในตวัอยำ่งไส้กรอก

อีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนจำกทั้ง 3 แหล่งจ ำหน่ำยนั้น  อำจเกิดจำกหลำยสำเหตุ  ไดแ้ก่ กำรปนเป้ือนของ

เช้ือจุลินทรียท่ี์ติดมำจำกวตัถุดิบ ขั้นตอนกำรผลิตท่ีสำมำรถท ำให้เกิดกำรปนเป้ือนกบัผลิตภณัฑ์ และ

อำจเกิดจำกกำรไม่รักษำสุขอนำมยัส่วนบุคคลท่ีเหมำะสมของผูป้ฏิบติั มีรำยงำนวำ่ B. cereus สำมำรถ

ผลิตสำรพิษท่ีอุณหภูมิต ่ำในขำ้ว และพบสปอร์ของ B. cereus อยู่ในส่วนประกอบของสำรปรุงแต่ง

ผลิตภณัฑ์จำกเน้ือสัตวจึ์งท ำให้พบกำรปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์สุดทำ้ยได ้(Shinakawa et al., 1988) กำร

ปนเป้ือนของเช้ือ Salmonella spp. มีสำเหตุมำจำก Salmonella spp. เป็นเช้ือก่อโรคท่ีพบได้ทัว่ไปใน

เน้ือสัตวแ์ละสัตวปี์ก ซ่ึงใชเ้ป็นวตัถุดิบหลกัในกำรผลิตไส้กรอกอีสำน และสำมำรถเกิดกำรปนเป้ือนได้
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ตั้งแต่กำรเลือกซ้ือวตัถุดิบ กำรจดัเก็บ รวมถึงกำรเก็บรักษำโดยไม่มีกำรควบคุมอุณหภูมิท่ีเหมำะสม  จึง

เป็นสำเหตุหลกัท่ีท ำให้เกิดกำรปนเป้ือนในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนได ้ และกำรพบ

กำรปนเป้ือนของเช้ือ S. aureus  เน่ืองจำกขั้นตอนกำรผลิตท่ีสำมำรถท ำให้เกิดกำรปนเป้ือนกับ

ผลิตภณัฑ์ และอำจเกิดจำกผูป้ฏิบติังำนไม่ปฏิบติัตำมสุขลักษณะส่วนบุคคลท่ีดีในกำรปฏิบัติงำน 

(Paukatong and Kunawasen, 2001; Chokesajjawatee et al., 2010; Visessanguan et al., 2006 ) 

 

4.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินที่ผลิตโดยแบคที เ รียแลคติก                       

Lb. plantarum SS7 ต่อการยบัยั้งเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคทีพ่บในไส้กรอกอสีาน  

จำกกำรส ำรวจเช้ือจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในไส้กรอกอีสำน จำกตลำดนดั รถเข็น และแผงลอย 
จำกห้ำงสรรพสินค้ำและซุปเปอร์มำเก็ต และจำกโรงงำนอุตสำหกรรม พบกำรปนเป้ือนของ
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคในกลุ่ม B. cereus, S. aureus และ Salmonella spp. ท ำกำรคดัแยกและยืนยนัสำย
พนัธ์ุเช้ือจุลินทรียก่์อโรค  เพื่อน ำไปทดสอบประสิทธิภำพของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรีย      
แลคติก   Lb. plantarum SS7 ต่อกำรยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค ดว้ยเทคนิค Spot-on-lawn ในกำรศึกษำ
คร้ังน้ีใชเ้ช้ือจุลินทรียก่์อโรค ไดแ้ก่ B. cereus และ S. aureus ท่ีตรวจพบปนเป้ือนในไส้กรอกอีสำน และ
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคทำงเดินอำหำร และเช้ือแบคทีเรียแลคติกในกำรทดสอบ โดยท ำกำรศึกษำและ
เปรียบเทียบกำรยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 และ 
Lb. plantarum SS7 ต่อเช้ือในกลุ่มต่ำงๆ ดงัภำพท่ี 4.1 และ 4.2 

                
         ก              ข 

ภาพที ่4.1 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 
ต่อเช้ือ B. cereus (ก) และ S. aureus (ข) ท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนบนอำหำร BSM 
agar 

B. cereus S. aureus 
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ผลกำรทดสอบกำรยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 จำกภำพท่ี 4.1 แสดงให้เห็นควำมกวำ้งของกำรเกิดโซนใส (clear zone) ของสำรแบคเทอริโอซินท่ี
มีผลยบัย ั้งต่อเช้ือ B. cereus และ S. aureus ท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนโดยท่ีโซนใส
ในกำรยบัย ั้ งเช้ือ B. cereus เฉล่ียอยู่ท่ี  0.13±0.057 เซนติเมตร (ซม.) และเช้ือ S. aureus เฉล่ียอยู่ท่ี  
0.43±0.115 ซม. แสดงในตำรำงท่ี 4.4 

 

          
    ก       ข 

            
ค                        ง 

ภาพที ่4.2 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 
และ P. pentosaceus TISTR536 ต่อเช้ือจุลินทรียก่์อโรคและแบคทีเรียแลคติกท่ีใช้ทดสอบ 
(ก ) Lb. sakei subs sakei JCM 1157T (ข ) Lc. lactis ATCC 19435  (ค ) K. rhizophila                  
(M. luteus) NBRC/IF 12708 (ง) P. pentosaceus JCM 5885 บนเพลทอำหำร BSM agar 

 
จำกผลกำรทดสอบกำรยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินต่อเช้ือจุลินทรีย ์พบว่ำแบคทีเรียแลคติก  P. 

pentosaceus TISTR536 และ Lb. plantarum SS7 ท่ีใช้ในกำรทดสอบสำมำรถยบัย ั้ งกำรเจริญของ
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคและแบคทีเรียแลคติกได้ เช่น Lb. sakei subs sakei JCM 1157T, Lc. lactis ATCC 

Lc. lactis ATCC 19435 Lb. sakei subs sakei JCM 1157T 

P. pentosaceus JCM 5885 K. rhizophila  (M. luteus) NBRC/IF 12708 
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19435, K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708 และ P. pentosaceus JCM 5885 ดงัตวัอย่ำงท่ีแสดง
ในภำพท่ี 4.2 โดยแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ P. pentosaceus TISTR536 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือ Lis. 
innocua ATTC 33090T ไดดี้ท่ีสุด โดยค่ำเฉล่ียกำรยบัย ั้งอยู่ท่ี 0.80±0.141 ซม. และจำกผลกำรทดสอบ 
สำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยเช้ือ Lb. plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. cereus ATCC 1062 
ไดถึ้ง 0.60±0.353 ซม. และให้ผลกำรยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lc. lactis ATCC 19435 และ Lb. sakei 
subs sakei JCM 1157T ได้ดี โดยมีค่ำเฉล่ียโซนใสท่ีได้อยู่ท่ี 0.96±0.378 ซม. และ 0.40±0.200 ซม. 
ตำมล ำดบั และไม่มีกำรยบัย ั้งเช้ือ B. coagulans JCM 2257T ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4.4  

 
ตารางที ่4.4  ผลกำรยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคและเช้ือแบคทีเรียแลคติกของเช้ือ Lb. plantarum SS7 

และ P. pentosaceus TISTR536 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน 

เช้ือจุลินทรียท่ี์ใชท้ดสอบ 
ค่ำเฉล่ียช่วงกำรเกิดโซนใส (เซนติเมตร)* 

P. pentosaceus TISTR536** Lb. plantarum SS7** 
เช้ือก่อโรคท่ีแยกไดจ้ำกไสก้รอกอีสำน   

B. cereus  -    0.13±0.057 

S. aureus -    0.43±0.115 

เช้ือแบคทีเรียก่อโรคทำงเดินอำหำร   
B. cereus ATCC 1062      0.20±0.141     0.60±0.353 
B. coagulans JCM 2257T  0.00±0.000 0.00±0.000 
K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708  0.00±0.000 0.20±0.230 
Lis. innocua ATTC 33090T 0.80±0.141 0.20±0.070 
เช้ือแบคทีเรียแลคติก   
En. faecalis JCM 5803T     1.20±0.848 0.30±0.000 
Lb. dextranicus JCM 5887T     1.00±0.378 0.40±0.100 
Lb. sakei subs sakei JCM 1157T 0.20±0.141     0.40±0.200 

Lc. lactis ATCC 19435 0.75±0.057 0.96±0.378 
P. pentosaceus JCM 5885 0.95±0.404 0.37±0.208 

หมำยเหต ุ   * หมำยถึง ท ำกำรทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ ำ 
                  ** หมำยถึง ปริมำณเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 106 

                                -  หมำยถึง ไม่ไดท้ ำกำรทดลอง 
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จำกกำรศึกษำพบวำ่แบคทีเรียแลคติก  Lb. plantarum SS7 ผลิตแบคเทอริโอซินชนิด Plantaricin 
W (Swetwiwathana et al., 2016) สำมำรถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค B. cereus และ S. aureus ท่ีแยกได้
จำกไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผ่ำนควำมร้อน แบคทีเรียก่อโรคทำงเดินอำหำรบำงสำยพนัธ์ุ เช่น B. cereus 
ATCC 1062, K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708, Lis. innocua ATTC 33090T และแบคทีเรียแล
คติกท่ีใชท้ดสอบไดดี้ พบวำ่จำกเช้ือท่ีใชท้ดสอบทั้งหมด 11 สำยพนัธ์ุ สำมำรถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้10 
สำยพนัธ์ุ เม่ือเปรียบเทียบขนำดโซนใส พบวำ่แบคทีริโอซิน ท่ีผลิจจำกเช้ือ Lb. plantarum SS7 สำมำรถ
ยบัย ั้งเช้ือ     Lc. lactis ATCC 19435 ไดม้ำกท่ีสุด โดยมีค่ำเฉล่ียโซนใสท่ีไดอ้ยูท่ี่ 0.96±0.378 ซม. และ
สำมำรถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีพบปนเป้ือนในไส้กรอกอีสำนไดดี้  

แบคเทอริโอซิน เป็นสำรประกอบโปรตีนท่ีมีคุณสมบติัในสำรต่อตำ้นจุลินทรีย ์(Proteinaceous 
antimicrobial substance) ชนิดหน่ึงซ่ึงผลิตจำกแบคทีเรียบำงชนิด มีคุณสมบติัในกำรยบัย ั้งหรือท ำลำย
จุลินทรียใ์นสปีชีส์หรือสำยพนัธ์ุท่ีใกลเ้คียงกนั สำมำรถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้โดยท ำให้เกิดรูท่ีเยื่อหุ้ม
เซลล์ของเซลล์เป้ำหมำย จึงท ำให้เกิดกำรเสียสมดุลของไอออนและสูญเสียกรดอะมิโน และ
สำรประกอบอนินทรียใ์นกลุ่มฟอตเฟต ซ่ึงเป็นส่วนประกอบส ำคญัในกำรสร้ำงพลงังำนของเซลล ์เป็น
ผลท ำให้เซลล์โดนท ำลำย (Klaenhammer, 1993; กฤตพร ร ำจวนเกียรติ, 2551) และพบว่ำ แบคเทอริ
โอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก  Lb. plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้กวำ่แกรม
ลบ ซ่ึงสอดคลอ้งกบักำรทดลองของฐำปนี และ ศิริกำนต ์(2543) ซ่ึงพบวำ่แบคทีเรียแกรมลบมีชั้นนอก
สุดของเยื่อหุ้มเซลล์ (outer membrane layer) ท ำให้สำรยบัย ั้งเขำ้สู่เซลล์ไดย้ำกกวำ่แบคทีเรียแกรมบวก 
เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งกบัเช้ือ P. pentosaceus TISTR536 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินชนิด 
Pediocin PA-1 จะพบวำ่ สำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตจำกแบคทีเรีย Pediococcus มีควำมสำมำรถในกำร
ยบัย ั้งเช้ือท่ีกวำ้งโดยสำมำรถยบัย ั้งเช้ือในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกไดดี้ (Nielsen et al., 1990; Rozben et 
al., 1993; Schillinger Holzapzel, 1990) สอดคลอ้งกบัรำยงำน พบวำ่ เช้ือ P. pentosaceus TISTR536 ท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซินชนิด Pediocin PA-1 ซ่ึงเป็นสำรแบคเทอริโอซินท่ีสำมำรถยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค
ทำงอำหำรไดห้ลำยกลุ่ม เช่น Lis. monocytogenes, Lis. inocua, S. aureus และ Salmonella ท่ีพบปนเป้ือน
ในอำหำรประเภทเน้ือหมกัและผลิตภณัฑ์จำกเน้ือหมกั (Swetwiwathana et al., 2003; Veerawatanayotin 
et al., 2010)  

จำกผลกำรทดลองพบวำ่เม่ือท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค โดย
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. cereus 
และ S. aureus ท่ีพบในไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนและเช้ือทดสอบบำงสำยพนัธ์ุได ้จำกนั้นจึงน ำ
เช้ือ Lb. plantarum SS7  มำท ำกำรศึกษำกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. cereus ท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำน โดย
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กำรใช้กล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ในสภำวะจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน
ต่อไป 

 

4.3 ผลการยบัยั้งเช้ือก่อโรค B. cereus ทีแ่ยกได้จากไส้กรอกอสีาน โดยการใช้กล้าเช้ือ Lb. 
plantarum SS7 ทีผ่ลติแบคเทอริโอซิน ในสภาวะจ าลองการหมกัไส้กรอกอสีาน   

 จำกกำรทดลองกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ท่ีพบปนเป้ือนในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำม
ร้อน โดยท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพกำรยบัย ั้งของสำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย กล้ำเช้ือ Lb. 
plantarum SS7 โดยวิธี spot-on-lawn บนจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ BSM agar พบว่ำสำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. 
cereus ท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนได ้จำกนั้นจึงท ำกำรศึกษำกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. 
cereus โดยกำรใชก้ลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน เพื่อศึกษำผลของกรดแลคติก ค่ำพี
เอช กำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ท่ีมีผลต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ใน
สภำวะจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน  

 4.3.1 การเปลีย่นแปลงของกรดแลคติก และพเีอช ในสภาวะจ าลองการหมักไส้กรอกอีสาน   

ท ำกำรศึกษำกำรหมกัไส้กรอกอีสำนในรูปแบบจ ำลองรูปแบบต่ำงๆ ไดแ้ก่ กำรหมกัไส้กรอก

อีสำนท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือเป็นชุดควบคุม (รูปแบบท่ี 1) กำรหมกัท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ และเติมกระเทียมปลอด

เช้ือ 5 เปอร์เซ็นต์ (รูปแบบท่ี 2) กำรหมกัท่ีเติมกระเทียม + กล้ำเชื้อ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 

(รูปแบบท่ี 3) กำรหมกัท่ีเติมกระเทียม + เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (รูปแบบท่ี 4) และกำรหมกัท่ีเติม

กระเทียม +กลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml  + เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (รูปแบบท่ี 5) พบวำ่

ปริมำณกรดแลคติกท่ีพบเร่ิมตน้ในแบบจ ำลองกำรหมกัชุดควบคุมท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 

(รูปแบบท่ี 1) อยู่ท่ี 0.28±0.09 เปอร์เซ็นต์ และเพิ่มข้ึนเป็น 0.41±0.09 เปอร์เซ็นต์ ในชัว่โมงท่ี 48 และ

แบบจ ำลองกำรหมกัท่ีเติมกระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต์ (รูปแบบท่ี 2)  มีปริมำณกรดแลคติกท่ี 

0.32±0.05 เปอร์เซ็นต์ ถึง 1.17±0.22 เปอร์เซ็นต์ ในชัว่โมงท่ี 0 ถึงชัว่โมงท่ี 48 ในแบบจ ำลองกำรหมกั 

เม่ือเปรียบเทียบกับรูปแบบท่ีเติมเช้ือ B. cereus  (รูปแบบท่ี 4) พบว่ำปริมำณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนถึง 

1.01±0.05 เปอร์เซ็นต ์ในชัว่โมงท่ี 48 และรูปแบบท่ีเติมเช้ือ B. cereus และกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 

(รูปแบบท่ี 5) พบวำ่มีปริมำณกรดแลคติกท่ีเพิ่มข้ึนมำกกวำ่รูปแบบท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ โดยปริมำณกรดแล

คติกเพิ่มจำก 0.36±0.07 เปอร์เซ็นต์ จนถึง 1.23±0.00 เปอร์เซ็นต์ ในชั่วโมงท่ี 48 (ภำพท่ี 4.3) ซ่ึง

สอดคลอ้งกบักำรเปล่ียนแปลงของค่ำพีเอช ท่ีลดลงในแต่ละช่วงระยะเวลำในกำรหมกั โดยค่ำพีเอช
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เร่ิมตน้ในแบบจ ำลองกำรหมกัชุดควบคุมท่ีเติมและไม่เติมกระเทียม อยูท่ี่ 6.66 และ 6.68 จนถึงชัว่โมงท่ี 

48 ค่ำพีเอชอยูท่ี่ 4.12 และ 6.56 ตำมล ำดบั (ภำพท่ี 4.4) 

 

ภาพที ่ 4.3 เปอร์เซ็นตก์รดแลคติก ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน (ISMB)  บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง 

หมำยเหต ุ ISMB control  คือ ISMB (ชุดควบคุม) 
   ISMB + Gal คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์ 
   ISMB + SS7 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
   ISMB + B. cereus คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 

 ISMB + SS7 + B. cereus คือ ISMB+ กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี  
106 + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml   

 

เม่ือเปรียบเทียบกบัแบบจ ำลองกำรหมกัชุดท่ีเติมและไม่เติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ใน

แบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน พบวำ่รูปแบบท่ีเติมเช้ือ B. cereus อยำ่งเดียวมีค่ำพีเอชเร่ิมตน้ท่ี 6.66 

และลดลงตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 6 ของกำรหมกั จนถึงชัว่โมงท่ี 48 มีค่ำพีเอชอยูท่ี่ 4.18 ส่วนรูปแบบท่ีเติมเช้ือ 

B. cereus และกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 มีค่ำพีเอชเร่ิมตน้ท่ี 6.49 ในระหว่ำงกำรหมกัได้ค่ำพีเอชต ่ำ

กว่ำ 4.5 ท่ีชัว่โมงท่ี 18 และลดลงจนมีค่ำพีเอชอยู่ท่ี 3.58 ในชัว่โมงท่ี 48 ซ่ึงจะเห็นไดว้่ำรูปแบบท่ีเติม

กลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 มีกำรลดลงของค่ำพีเอชไดเ้ร็วกวำ่ตวัอยำ่งในรูปแบบท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (ภำพ
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ท่ี 4.4) ซ่ึงค่ำพีเอชท่ีต ่ำ อำจท ำใชเ้ช้ือจุลินทรียก่์อโรคเจริญไดช้ำ้กวำ่เน่ืองจำกสภำวะท่ีไม่เหมำะสมต่อ

กำรเจริญของเช้ือ ผลของค่ำพีเอชท่ีลดลงนอกจำกเป็นเพรำะเช้ือแบคทีเรียแลคติกเจริญในระหว่ำง

กระบวนกำรหมกั เน่ืองจำกแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนมีกำรใชก้ลูโคสและสำรอำหำรอ่ืนๆเป็น

ส่วนประกอบ ท ำให้แบคทีเรียแลคติกสำมำรถเปล่ียนแปลงน ้ ำตำลไปเป็นกรดแลคติก และยงัมำจำก

กระเทียมท่ีเติมลงไปในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน เน่ืองจำกสำรอลัลิซิน (allicin) ท่ีมีอยู่ใน

กระเทียมมีคุณสมบติักรดท ำให้ค่ำพีเอชของไส้กรอกอีสำนลดลงในระหว่ำงกำรหมกั (Sallam et al., 

2007; Yim et al., 2015) จึงเป็นสำเหตุให้ค่ำพีเอชในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกระเทียม

ปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์มีค่ำพีเอชลดลง 

 

ภาพที่ 4.4 แสดงค่ำพีเอชในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน (ISMB) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง 

หมำยเหต ุ ISMB control  คือ ISMB (ชุดควบคุม) 
   ISMB + Gal คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์ 
   ISMB + SS7 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
   ISMB + B. cereus คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 

 ISMB + SS7 + B. cereus คือ ISMB+ กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 
106 + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml   
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ตารางที ่4.5 ค่ำพีเอชและเปอร์เซ็นตก์รดแลคติก ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน (ISMB) ทั้ง 5 รูปแบบ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศำ

เซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง   
 

เวลาใน
การบ่ม 
(ช่ัวโมง) 

รูปแบบที ่1 
ISMB Control 

รูปแบบที ่2 
ISMB + Gal  

รูปแบบที ่3 
ISMB + Gal + SS7 

รูปแบบที ่4 

ISMB + Gal + B.cereus 

รูปแบบที ่5 

ISMB + Gal + SS7 + B.cereus 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 

0 6.68±0.14 0.28±0.09 6.66±0.11 0.32±0.05 6.43±0.29 0.47±0.09 6.66±0.13 0.28±0.00 6.49±0.20 0.36±0.07 

6 6.65±0.13 0.35±0.05 6.46±0.14 0.38±0.00 5.14±0.35 0.66±0.09 6.00±0.17 0.44±0.05 5.57±0.31 0.54±0.05 

12 6.66±0.15 0.35±0.05 5.75±0.08 0.54±0.05 4.57±0.10 0.76±0.09 5.48±0.31 0.54±0.05 4.88±0.12 0.66±0.09 

18 6.65±0.13 0.41±0.05 5.22±0.13 0.66±0.09 4.12±0.14 0.88±0.05 4.97±0.25 0.60±0.05 4.38±0.23 0.69±0.14 

24 6.63±0.13 0.41±0.05 4.78±0.09 0.82±0.05 3.92±0.08 1.10±0.05 4.73±0.39 0.69±0.05 4.02±0.08 0.95±0.00 

30 6.63±0.13 0.41±0.05 4.51±0.06 0.85±0.09 3.81±0.04 1.20±0.05 4.59±0.45 0.82±0.14 3.91±0.06 1.10±0.05 

36 6.61±0.12 0.41±0.05 4.35±0.17 0.88±0.05 3.71±0.01 1.17±0.11 4.45±0.37 0.91±0.05 3.73±0.02 1.10±0.14 

42 6.58±0.10 0.41±0.05 4.24±0.12 0.88±0.05 3.60±0.09 1.23±0.00 4.25±0.21 1.04±0.25 3.62±0.03 1.20±0.05 

48 6.56±0.09 0.41±0.09 4.12±0.04 1.17±0.22 3.41±0.19 1.35±0.11 4.18±0.18 1.01±0.05 3.58±0.10 1.23±0.00 

 หมายเหตุ รูปแบบท่ี 1 ISMB Control  คือ ISMB (ชุดควบคุม)           
   รูปแบบท่ี 2 ISMB + Gal  คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์ 
   รูปแบบท่ี 3 ISMB + Gal + SS7 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
   รูปแบบท่ี 4 ISMB + Gal + B.cereus คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 
   รูปแบบท่ี 5 ISMB + Gal + SS7 + B.cereus  คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 + เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  
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4.3.2 ผลของการใช้กล้าเช้ือ Lb. plantarum SS7 ที่ผลิตแบคเทอริโอซิน ต่อการยับยั้ งเช้ือก่อโรค               

B. cereus ในสภาวะจ าลองการหมักไส้กรอกอสีาน 

 ผลกำรศึกษำกำรใชก้ลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ต่อกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค 
B. cereus ในรูปแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนโดยท ำกำรเปรียบเทียบรูปแบบท่ีมีกำรเติม (รูปแบบ
ท่ี 3 และ 5) และไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 (รูปแบบท่ี 4) ต่อกำรเปล่ียนแปลงปริมำณแบคทีเรีย
แลคติกและเช้ือ B. cereus  ดังภำพท่ี 4.5 และตำรำงท่ี 4.6  พบว่ำ แบบจ ำลองท่ีมีกำรเติมเช้ือ Lb. 
plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml (รูปแบบท่ี 3) มีกำรเพิ่มข้ึนของแบคทีเรียแลคติกจำก 6.41 log cfu/ml เพิ่ม
เป็น 7.71 log cfu/ml ในชัว่โมงท่ี 48 เม่ือเปรียบเทียบกบัแบบจ ำลองท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 
106 cfu/ml และเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  (รูปแบบท่ี 5) พบวำ่มีกำรเพิ่มข้ึนของแบคทีเรียแลคติกจนถึง
ชั่วโมงท่ี 48 โดยเพิ่มจำก 6.07 log cfu/ml เพิ่มเป็น 7.48 log cfu/ml (ตำรำงท่ี 4.6) จ  ำนวนของเช้ือ B. 
cereus ท่ีเปล่ียนแปลงในรูปแบบจ ำลองไส้กรอกอีสำนท่ีมีกำรเติมและไม่เติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum 
SS7 พบวำ่รูปแบบท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติกนั้น (รูปแบบท่ี 4) กำรเจริญของเช้ือ B. cereus ท่ีมี
เช้ือเร่ิมตน้ 104 cfu/ml มีกำรลดลงเล็กนอ้ยในชัว่โมงท่ี 6 ของกำรหมกั และเพิ่มข้ึนในชัว่โมงท่ี 12 (ภำพ
ท่ี 4.5)  เน่ืองจำกระยะแรกของกำรหมกัเช้ือ B. cereus อำจจะยงัใช้เวลำปรับตวัในรูปแบบจ ำลองกำร
หมกัจึงมีกำรเจริญนอ้ย แต่หลงัจำกชัว่โมงท่ี 12 พบวำ่เช้ือมีกำรเจริญไดดี้ในแบบจ ำลอง ก่อนท่ีจะค่อยๆ
ลดลงในชั่วโมงท่ี 30 และเหลือเช้ือ B. cereus ท่ีเหลือรอดในชั่วโมงท่ี 48 เท่ำกบั 1.63 log cfu/ml ซ่ึง
พบว่ำท่ีรูปแบบท่ี 4 เช้ือ B. cereus ลดลง 1.49 log ในระยะเวลำกำรบ่ม 48 ชัว่โมง  เม่ือเปรียบเทียบกบั
รูปแบบท่ีเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml (รูปแบบท่ี 5) พบว่ำมีเช้ือ B. cereus เร่ิมต้นท่ี
ชัว่โมงท่ี 0 เท่ำกบั 2.67 log cfu/ml และเร่ิมลดลงตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 6 โดยลดลงจนถึง 1.30 log cfu/ml ใน
ชัว่โมงท่ี 18  และลดลงอยำ่งต่อเน่ืองถึงชัว่โมงท่ี 48 ซ่ึงพบเช้ือ B. cereus อยูท่ี่ 0.33 log cfu/ml  ซ่ึงกำร
เติม Lb. plantarum SS7 ท  ำให้เช้ือ B. cereus ลดลง 2.34 log ในระยะเวลำกำรบ่ม 48 ชั่วโมง (ตำรำงท่ี 
4.6)   

  ผลของกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. cereus ในสภำวะจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน แสดงให้เห็น

กำรลดลงของเช้ือท่ีพบในแบบจ ำลองท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และเช้ือ B. cereus 

ท่ี 104 cfu/ml  (รูปแบบท่ี 5) เป็นผลมำจำกกำรเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีเพิ่มข้ึน มีกำรสร้ำงกรด

แลคติกในแบบจ ำลองกำรหมกั ท ำใหเ้ปอร์เซ็นตก์รดแลคติกเพิ่มข้ึน และมีค่ำพีเอชลดลงในระหวำ่งกำร

หมกัมีผลต่อกำรลดลงของเช้ือ B. cereus โดยพบวำ่ท่ีสภำวะควำมเป็นกรด (ค่ำพีเอชต ่ำกวำ่ 4.5) สำมำรถ

ลดกำรเจริญของเช้ือ B. cereus ได ้(Benedict et al., 1993) และคุณสมบติัของสำรอลัลิซิน (allicin) ท่ีเป็น
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สำรท่ีมีอยูใ่นกระเทียม ยงัมีฤทธ์ิในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือจุลินทรียห์ลำยกลุ่มและเป็นสำรปฏิชีวนะ 

(antibiotics) ท่ีมีผลต่อจุลินทรียก่์อโรค (Swetwiwathana, 2000; Talia et al., 2001; Sallam et al., 2004) 

รวมถึงผลของกำรเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีมีกำรสร้ำงสำรแบคเทอริโอซินชนิด Plantaricin W  

มีผลต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน เช่นเดียวกบังำนวิจยัของ สรุจน์ 

วรีวฒันโยธิน (2555) ไดท้  ำกำรศึกษำกำรใชก้ลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ท่ีผลิต

แบคเทอริโอซินต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ S. Ratchaburi โดยศึกษำผลของกำรใช้ไนไตรท์ กระเทียม ควำมเป็น

กรดร่วมกับสำรแบคเทอริโอซิน โดยผลกำรศึกษำพบว่ำผลของกำรใช้กระเทียมร่วมกับกล้ำเช้ือ

แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ท่ีพีเอช 4.5 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือ        

S. Ratchaburi ในแบบจ ำลองกำรหมกัแหนมได ้

      

ภาพที ่4.5 ปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plamtarum SS7 และเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกั
ไส้กรอกอีสำน บ่มท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง 

หมำยเหต ุ log (LAB) คือ แบคทีเรียแลคติกในรูปแบบจ ำลอง ISMB+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
 log (B. cereus) คือ เช้ือ B. cereus ในรูปแบบจ ำลอง ISMB + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 

log (LAB) mix คือเช้ือแบคทีเรียแลคติกในรูปแบบจ ำลอง ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 
เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml   

log (B. cereus) mix คือ เช้ือ B. cereus ในรูปแบบจ ำลอง ISMB+ กระเทียมปลอดเช้ือ 5 
เปอร์เซ็นต ์+ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml + B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 
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ตารางที ่4.6 ค่ำเฉล่ียปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติกและเช้ือ B. cereus ท่ีเหลือรอดในแบบจ ำลองกำรหมกั
ไส้กรอกอีสำน เปรียบเทียบรูปแบบท่ีมีกำรเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plamtarum SS7 บ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง  

เวลาในการ
บ่ม (ช่ัวโมง) 

รูปแบบที ่3 
ISMB + Gal + SS7 

รูปแบบที ่4 
ISMB + Gal + B.cereus 

รูปแบบที ่5 
ISMB + Gal + SS7 + B.cereus 

LAB 
(log cfu/ml) 

B. cereus 
(log cfu/ml) 

LAB 
(log cfu/ml) 

B. cereus 
(log cfu/ml) 

LAB 
(log cfu/ml) 

B. cereus 
(log cfu/ml) 

0 6.41±0.47 - - 3.12±0.04 6.07±0.53 2.67±0.28 
6 6.94±0.04 - - 3.40±0.18 6.81±0.09 2.74±0.54 
12 7.25±0.02 - - 4.27±0.08 6.98±0.07 2.35±0.31 
18 7.49±0.30 - - 4.05±0.85 6.97±0.04 1.30±0.30 
24 7.54±0.30 - - 4.23±0.62 7.33±0.28 1.39±0.08 
30 7.61±0.43 - - 3.27±0.21 7.32±0.04 1.23±0.24 
36 7.56±0.30 - - 3.20±0.18 7.19±0.36 0.79±0.42 
42 7.62±0.16 - - 1.82±0.51 7.15±0.17 0.35±0.47 
48 7.71±0.21 - - 1.63±0.35 7.48±0.24 0.33±0.35 

หมำยเหต ุ -  หมำยถึง ไม่ไดท้ ำกำรทดลอง 
 LAB คือ ปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก (log cfu/ml) 

รูปแบบท่ี 3 ISMB + Gal + SS7 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
รูปแบบท่ี 4 ISMB + Gal + B.cereus  คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ B. cereus ท่ี   
104 cfu/ml 

 รูปแบบท่ี 5 ISMB + Gal + SS7 + B.cereus  คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. 
plantarum SS7 ท่ี 106 + เช้ือB. cereus ท่ี 104 cfu/ml  

   

4.3.3 ผลการศึกษาความเข้มข้นของแบคเทอริโอซินของกล้าเช้ือ Lb. plantarum SS7 ในสภาวะ

จ าลองการหมักไส้กรอกอสีาน 

ผลกำรทดสอบควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซิน ท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum 

SS7 ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน พบว่ำท่ีระยะเวลำในกำรหมกัตั้งแต่ 0-48 ชัว่โมง พบกำร

สร้ำงแบคเทอริโอซิน ท่ีสำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ตั้งแต่ช่วงเวลำท่ี 18 ชัว่โมงท่ี 100 AU/ml  และมีผล
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กำรยบัย ั้งสูงสุดท่ี 24 ชัว่โมง โดยมีค่ำควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสูงสุดอยูท่ี่ 200 AU/ml และควำม

เขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินลดลงจนตรวจไม่พบ (ตำรำงท่ี 4.7) แสดงให้เห็นว่ำกลำ้เช้ือแบคทีเรียแล

คติก Lb. plantarum SS7 สร้ำงแบคเทอริโอซินท่ีสำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ไดส้อดคลอ้งกบักำรลดลง

ของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน ท่ีมีกำรเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 

cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (รูปแบบท่ี 5) พบกำรลดลงของเช้ือ B. cereus ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 18 

ท่ีท  ำกำรหมกัจนถึงส้ินสุดกำรหมกั พบเช้ือ B. cereus เหลือรอดอยู่ท่ี 0.33 log cfu/ml โดยในระยะแรก

นั้นพบวำ่เช้ือแบคทีเรียแลคติกก ำลงัปรับตวัและเจริญในแบบจ ำลองกำรหมกั จนถึงชัว่โมงท่ี 24 ท่ีมีกำร

เพิ่มข้ึนของแบคทีเรียแลคติกเป็น 7.33±0.28 log cfu/ml (ตำรำงท่ี 4.6) และมีกำรผลิตแบคเทอริโอซิน 

ในระหวำ่งกำรหมกั โดยพบกำรลดลงของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองสอดคลอ้งกบักำรสร้ำงแบคเทอ

ริโอซินท่ีพบในชัว่โมงท่ี 24 มีค่ำควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสูงสุดอยูท่ี่ 200 AU/ml (ตำรำงท่ี 4.7) 

และเน่ืองจำกสำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตออกมำยบัย ั้งจุลินทรียแ์ลว้ยงัคงเหลืออยูใ่นแบบจ ำลอง จึงท ำให้

พบควำมเขม้ขน้ในชัว่โมงท่ี 30-36 อยูท่ี่ 10-100 AU/ml เน่ืองจำกปัจจยัของควำมเป็นกรดและพีเอชท่ีอยู่

ในแบบจ ำลองร่วมดว้ยจึงท ำให้แบคเทอริโอซินเสียประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้ง จึงพบกำรควำมเขม้ขน้

ของแบคเทอริโอซินนอ้ยลงจนส้ินสุดกำรหมกั 

จำกผลกำรทดสอบ พบวำ่แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน สำมำรถ

ลดปริมำณเช้ือ B. cereus ท่ีเจริญในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนได ้แต่ไม่สำมำรถท ำลำยเช้ือได้

ทั้งหมด  สอดคลอ้งกบังำนวิจยัของ Kaboré และคณะ (2013) ท่ีศึกษำกำรยบัย ั้งกำรเติบโตของเช้ือ B. 

cereus ATCC 14579 ในตวัอย่ำงเน้ือบด โดยใช้เช้ือ Lb. plantarum UG1 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินชนิด 

plantaricin UG1 โดยผลกำรยบัย ั้งของ L. plantarum UG1 ท่ีผลิต plantaricin UG1 นั้น มีผลให้เช้ือ B. 

cereus ATCC 14579 ลดจ ำนวนลง 2 log cfu/g ท่ีระยะเวลำกำรบ่ม 48 ชัว่โมง เช่นเดียวกบังำนวิจยัของ 

สรุจน์ วีรวฒันโยธิน (2555) ไดท้  ำกำรศึกษำกำรใชก้ลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 

ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ Sal. Ratchaburi ในแบบจ ำลองกำรหมกัแหนม โดยพบว่ำค่ำ

ควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสูงสุดท่ีได ้คือ 3200 AU/ml ในชัว่โมงท่ี 30 สำมำรถควบคุมเช้ือ Sal. 

Ratchaburi ได ้แต่ไม่สำมำรถท ำลำยไดท้ั้งหมด และงำนวิจยัของ มลัลิกำ ไชยวุฒิ (2556) ท่ีศึกษำกำรใช้

แบคเทอริโอซินท่ีผลิตไดจ้ำกเช้ือ Lb. plantarum RS49 ควำมเขม้ขน้ 400 AU/ml ในกำรยบัย ั้งเช้ือ Sal. 

Anatum ในแบบจ ำลองไส้กรอกอีสำน โดยมีแนวโน้มกำรลดลงของเช้ือท่ีชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 30 

ตำมล ำดบั   



63 
 

ตารางที ่4.7 ควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินท่ีพบในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนท่ีมีกำรเติม

กลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus  

เวลาในการบ่ม (ช่ัวโมง) 
ค่าความเข้มข้นของแบคเทอริโอซิน (AU/ml)* 
คร้ังท่ี 1 คร้ังท่ี 2 เฉล่ีย 

0 0 0 0 
6 0 0 0 

12 0 0 0 
18  100  10 55 
24  200  200  200  
30 100  100  100  
36 10  10  10  
42  0 0 0 
48  0 0 0 

หมำยเหต ุ* รูปแบบท่ี 3 ISMB + Gal + SS7 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum SS7 
ท่ี 106 cfu/ml ท่ีใชใ้นกำรทดลองหำควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซิน 

4. 3 .4 ลักษณะการยับยั้ ง เ ช้ือ  B. cereus ของสารแบคเทอริโอซินที่ผลิต โดยกล้า เ ช้ือ                           

Lb. plantarum SS7 ด้วยเทคนิค Scanning electron microscope (SEM)  

ผลกำรตรวจสอบลกัษณะกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ของสำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยกลำ้เช้ือ 
Lb. plantarum SS7 ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กรำด พบวำ่เซลล์  B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกั (รูปแบบท่ี 4) ท่ีชัว่โมงท่ี 24 (ภำพท่ี 4.6 ก และ ข) 
จะเห็นวำ่เซลล์ของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองมีลกัษณะเป็นรูปท่อนสมบูรณ์ ผนงัเซลล์เรียบไม่มีรอย
ฉีกขำด เม่ือท ำกำรเปรียบเทียบกบัลกัษณะของเซลล์ B. cereus ในแบบจ ำลองท่ีมีเช้ือ B. cereus ร่วมกบั
แบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน (รูปแบบท่ี 5) ชัว่โมงท่ี 24 (ภำพท่ี 4.6  ค 
และ ง) ลกัษณะของเซลลมี์กำรเปล่ียนแปลงอยำ่งเห็นไดช้ดั โดยพื้นผวิของเซลลข์รุขระ ผนงัเซลลมี์กำร
ฉีกขำด ท ำให้ลกัษณะเซลล์ไม่สมบูรณ์ และท ำกำรเปรียบเทียบกบัเซลล์ B. cereus ในแบบจ ำลองท่ีอยู่
ร่วมกบัแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน ชัว่โมงท่ี 36 (ภำพท่ี4.6 จ และ ฉ)  
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ก)  ข) 

 

 

 

 

ค)     ง) 

                

 

 

 

จ) ฉ) 

 

 

 

ภาพที ่4.6  ลกัษณะกำรเปล่ียนแปลงของเช้ือ B. cereus ในรูปแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำนท่ีช่วง

ระยะเวลำ 24 และ 36 ชัว่โมง ภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกรำด (SEM) 

หมำยเหต ุ (ก), (ข) คือ ลกัษณะของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกัชุดควบคุม ชัว่โมงท่ี 24  ท่ี
ก ำลงัขยำย 5000 และ 20000 เท่ำ 

(ค), (ง) คือ ลกัษณะของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกั + Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิต         
แบคเทอริโอซิน ชัว่โมงท่ี 24 ท่ีก ำลงัขยำย 5000 และ 20000 เท่ำ 

(จ), (ฉ) คือ ลกัษณะของเช้ือ B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกั + Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิต         
แบคเทอริโอซิน ชัว่โมงท่ี 36 ท่ีก ำลงัขยำย 5000 และ 20000 เท่ำ 
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ลกัษณะภำยนอกของเซลล์ไม่พบกำรฉีกขำดหรือเสียหำยของผนงัเซลล์ แต่ลกัษณะของเซลล์มีกำรบิด

งอ ท ำให้รูปร่ำงของเซลล์เปล่ียนไป จำกภำพ จะเห็นไดว้ำ่ B. cereus ท่ีพบในชัว่โมงท่ี 24 ลกัษณะเซลล ์

มีกำรเปล่ียนแปลงมำกกว่ำเม่ือเปรียบเทียบกบัภำพเซลล์ในชั่วโมงท่ี 36 เน่ืองจำกกำรสร้ำงแบคเทอริ

โอซินท่ีพบในชัว่โมงท่ี 24 มีค่ำควำมเขม้ขน้ของแบคเทอริโอซินสูงสุดอยูท่ี่ 200 AU/ml (ตำรำงท่ี 4.6) 

จึงอธิบำยได้ว่ำ ในชั่วโมงท่ี 24 ของกำรหมกัในแบบจ ำลองไส้กรอกอีสำน เซลล์ของ B. cereus เสีย

สภำพเน่ืองจำกสำรแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดยกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ไดม้ำกท่ีสุด (ภำพท่ี 4.6) โดย

กำรเปล่ียนแปลงของเซลล์ B. cereus ท่ีพบเน่ืองจำกกำรท ำงำนของสำรแบคเทอริโอซิน ท ำใหเ้กิดรูท่ีเยื่อ

หุ้มเซลล์ ส่งผลท ำให้เยือ่หุ้มเซลล์เสียสภำพ ท ำให้เกิดกำรร่ัวไหลของไอออนจำกนอกเซลลเ์ขำ้สู่ภำยใน

เซลลไ์ดง่้ำย (อรอนงค ์พร้ิงศุลกะ, 2550; Khan et al., 2016) 
 

4.4 ผลการใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 ยับยั้งเช้ือ B. cereus ในระหว่าง
การหมกัไส้กรอกอสีาน 

จำกผลกำรทดลองในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน พบวำ่เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิต
แบคเทอริโอซินสำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ในแบบจ ำลองได ้ดงันั้นจึงท ำกำรทดลองใช้
กลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในผลิตภณัฑ์ไส้กรอกอีสำน เพื่อศึกษำกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ในระหวำ่ง
กระบวนกำรหมกั กำรทดลองใช้ตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนท่ีผลิตทำงกำรคำ้ จำกบริษทันำยฮัง่ อินเตอร์
ฟู้ดส์ จ  ำกดั โดยท ำกำรเปรียบเทียบตวัอยำ่งทั้ง 4 สูตร ดงัน้ี สูตรท่ี 1 คือ ไส้กรอกอีสำนท่ีผลิตโดยไม่เติม
กลำ้เช้ือ (control), สูตรท่ี 2 คือไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml, สูตรท่ี 3 
คือไส้กรอกอีสำนท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml และสูตรท่ี 4 คือไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. 
plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  โดยท ำกำรเก็บตวัอยำ่งวนัท่ี 0, 1 และ 2 
เพื่อท ำกำรวเิครำะห์ค่ำพีเอช ควำมเป็นกรดแลคติกและตรวจหำเช้ือแบคทีเรียแลคติก เช้ือ B. cereus และ
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคตำมมำตรฐำนในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนต่อไป 

4.4.1. ค่าพเีอชและกรดแลคติก ในระหว่างการหมักไส้กรอกอสีาน 
ผลกำรทดลองวเิครำะห์ค่ำพีเอชและกรดแลคติก ในระหวำ่งกำรหมกัไส้กรอกอีสำน พบวำ่วนัท่ี 

0 ของกำรหมกั ไส้กรอกอีสำน สูตรท่ี 1, 2, 3 และ 4   มีค่ำพีเอชเท่ำกบั 5.97±0.44, 5.82±0.36, 5.85±0.34 
และ 5.90±0.43 ตำมล ำดบั เม่ือท ำกำรหมกัครบ 2 วนั ไส้กรอกอีสำนแต่ละสูตรมีค่ำพีเอชท่ีลดลงอย่ำง
แตกต่ำงอย่ำงมีนยัส ำคญัในทำงสถิติ (p>0.05) คือมีค่ำพีเอชเท่ำกบั  4.09±0.25, 3.97±0.13, 4.03±0.22 
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และ 3.98±0.24 ตำมล ำดบั โดยค่ำพีเอชท่ีลดลงแปรผนัตรงกบัปริมำณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนในระหวำ่งกำร
หมกั จำกผลกำรวิเครำะห์ วนัท่ี 0 ของกำรหมกั มีเปอร์เซ็นตก์รดแลคติก เท่ำกบั 0.29±0.08, 0.36±0.06, 
0.28±0.04 และ 0.28±0.07 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั เม่ือท ำกำรหมกัครบ 2 วนั ไส้กรอกอีสำนแต่ละสูตร มี
เปอร์เซ็นต์กรดแลคติกท่ีเพิ่มข้ึนเป็น  0.74±0.18, 1.03±0.38, 0.86±0.35 และ 0.90±0.32 เปอร์เซ็นต์ 
ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 4.8) โดยกระบวนกำรหมกัให้เกิดกรดแลคติกนั้นเกิดจำกจุลินทรียท่ี์อยู่ตำมโดย
ธรรมชำติมีทั้งจุลินทรียท่ี์สร้ำงกรดและท ำให้อำหำรเน่ำเสีย และกลุ่มแบคทีเรียแลคติก และรวมทั้งกลำ้
เช้ือท่ีมีอยูใ่นผลิตภณัฑ์นั้นๆ มีกำรใชน้ ้ ำตำลกลูโคสเป็นตวักลำงของกำรสร้ำงกรดแลคติกจึงท ำใหค้่ำพี
เอชของผลิตภณัฑล์ดลง (บุษกร อุตรภิชำติ, 2545; Visessanguan et al., 2006) จึงท ำใหค้่ำพีเอชและควำม
เป็นกรด ในวนัสุดทำ้ยของกำรหมกัตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนในแต่ละสูตรไม่แตกต่ำงกนั  
 
ตารางที ่4.8 ค่ำพีเอช และเปอร์เซ็นตก์รดแลคติกของตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ 

Lb. plantarum SS7 ในระหวำ่งกำรหมกั ท่ี 0, 1 และ 2 วนั  

ระยะเวลา
บ่ม (วนั) 

สูตร control สูตร + SS7 สูตร +B. cereus สูตร + SS7+B. cereus 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 
pH เปอร์เซ็นต์

กรด 

0 5.97±0.44a 0.29±0.08b 5.82±0.36a 0.36±0.06b 5.85±0.34a 0.28±0.04b 5.90±0.43a 0.28±0.07b 

1 4.59±0.54b 0.45±0.03b 4.27±0.22b 0.58±0.06b 4.39±0.35b 0.48±0.08b 4.30±0.28b 0.58±0.05b 

2 4.09±0.25b 0.74±0.18a 3.97±0.13b 1.03±0.38a 4.03±0.22b 0.86±0.35a 3.98±0.24b 0.90±0.32a 

หมำยเหตุ    สูตร control หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีผลิตโดยไม่เติมกลำ้เช้ือ (control) 
สูตร + SS7 หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
สูตร + B. cereus หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml    
สูตร + SS7+B. cereus หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml   
และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml   
 a,b หมำยถึง ค่ำเฉล่ียท่ีมีตวัอกัษรต่ำงกนัในแนวตั้ง มีควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญั (p>0.05)  
 

4.4.2 การเจริญของเช้ือ Lb. plantarum SS7 ทีใ่ช้เป็นกล้าเช้ือในการหมักไส้กรอกอสีาน 
เม่ือทดลองใชก้ลำ้เช้ือ  Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml เป็นกลำ้เช้ือในกำรหมกัไส้กรอกอีสำน

โดยท ำกำรเปรียบเทียบกบัไส้กรอกอีสำนสูตรท่ีไม่มีกำรเติมกลำ้เช้ือ พบวำ่ปริมำณแบคทีเรียแลคติกใน
วนัแรกของกำรหมกั วนัท่ี 0 ของสูตรมีกำรเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 106 cfu/ml (สูตรท่ี 2) มี
ปริมำณแบคทีเรียแลคติก เท่ำกบั 6.114 log cfu/g สูตรท่ีเติมเช้ือ Lb. plantarum SS7 106 cfu/ml และเช้ือ  
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ตารางที ่4.9 ปริมำณเช้ือจุลินทรียท่ี์พบในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนในระหวำ่งกำรหมกั วนัท่ี 0, 1 และ 2  

ระยะเวลา
บ่ม 

(วนั) 

จุลนิทรีย์ทีพ่บ 
 

สูตรที ่1 
สูตร control 

สูตรที ่2 
สูตร + SS7 

สูตรที ่3 

สูตร +B. cereus 

สูตรที ่4 

สูตร + SS7+B. cereus 

0 

LAB (log cfu/g) 
S. aureus (log cfu/g) 
B. cereus (log cfu/g) 

Salmonella  
(ต่อตวัอยำ่ง 25 g.) 

5.959 
2.301 
3.000 

 
ND 

6.114 
- 

ND 
 
- 

5.819 
- 

3.653 
 
- 

6.255 
1.477 
3.176 

 
ND 

1 

LAB (log cfu/g) 
S. aureus (log cfu/g) 
B. cereus (log cfu/g) 

Salmonella  
(ต่อตวัอยำ่ง 25 g.) 

7.114 
ND 
ND 

 
ND 

8.000 
- 

ND 
 
- 

7.623 
- 

2.301 
 
- 

7.505 
1.301 
ND 

 
ND 

2 

LAB (log cfu/g) 
S. aureus (log cfu/g) 
B. cereus (log cfu/g) 

Salmonella  
(ต่อตวัอยำ่ง 25 g.) 

7.431 
ND 
ND 

 
ND 

8.041 
- 

ND 
 
- 

7.612 
- 

ND 
 
- 

8.079 
ND 
ND 

 
ND 

หมำยเหตุ   สูตร control หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีผลิตโดยไม่เติมกลำ้เช้ือ (control) 
สูตร + SS7 หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
สูตร + B. cereus หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml    
สูตร + SS7+B. cereus หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml   
และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml    
LAB หมำยถึง ปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก (log cfu/g) 
ND หมำยถึง ตรวจไม่พบ (Not Detect) 
-  หมำยถึง ไม่ไดท้ ำกำรวเิครำะห์ 
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B. cereus 104 cfu/ml ร่วมกัน (สูตรท่ี 4) มีปริมำณแบคทีเรียแลคติก เท่ำกับ 6.255 log cfu/g ส่วนไส้
กรอกอีสำนสูตรท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) มีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก เท่ำกบั 5.959 log cfu/g และ
วนัท่ี 2 ของกำรหมกัปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติกเพิ่มข้ึน พบว่ำสูตรเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 
(สูตรท่ี 2) มีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก เท่ำกบั 8.041 log cfu/g  สูตรท่ีเติมเช้ือ Lb. plantarum SS7 และ
เช้ือ B. cereus ร่วมกนั (สูตรท่ี 4) มีปริมำณแบคทีเรียแลคติก เท่ำกบั 8.041 log cfu/g และสูตรท่ีไม่เติม
กลำ้เช้ือ มีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก อยูท่ี่ 7.431 log cfu/g (ตำรำงท่ี 4.9) เม่ือน ำมำเปรียบเทียบปริมำณ
แบคทีเรียแลคติกท่ีพบระหวำ่งกำรหมกัไส้กรอกอีสำนในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 2 พบวำ่ ไส้กรอกอีสำนสูตร
ท่ีเติมกลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติกทุกกลุ่มมีปริมำณแบคทีเรียแลคติกสูงกวำ่ตวัอยำ่งท่ีไม่เติมเช้ือ (สูตรท่ี 1) 
เน่ืองจำกไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml มีปริมำณของเช้ือเร่ิมตน้มำกกวำ่
กลุ่มควบคุมท ำให้อตัรำกำรเติบโตและเพิ่มจ ำนวนของแบคทีเรียแลคติกสูงกว่ำ ในตวัอย่ำงไส้กรอก
อีสำนสูตรท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ ซ่ึงพบมีกำรเจริญของแบคทีเรียแลคติกท่ีมำจำกวตัถุดิบซ่ึงมีตำมธรรมชำติ
และไม่สำมำรถควบคุมได ้จึงท ำให้เช้ือแบคทีเรียแลคติกมีอตัรำกำรเจริญไดน้อ้ยกวำ่กลุ่มท่ีเติมกลำ้เช้ือ 
นอกจำกน้ีกำรศึกษำคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของเช้ือ Lb. plantarum SS7 พบวำ่สำมำรถเจริญไดดี้ในสภำวะพี
เอชต ่ำ และควำมเป็นกรดท่ีสูง ท ำให้สำมำรถผลิตสำรแบคเทอริโอซินไดใ้นระหวำ่งกระบวนกำรหมกั 
จึงช่วยในเร่ืองควำมปลอดภยัในกำรบริโภคไส้กรอกอีสำน (Klaenhammer, 1993; Ennahar et al., 2000; 

Woraprayote et al., 2013) 
 

4.4.3 ผลการตรวจเช้ือจุลนิทรีย์ก่อโรคตามมาตรฐานไส้กรอกอสีาน  

ผลกำรศึกษำกำรยบัย ั้งเช้ือ B. cereus ในตวัอย่ำงไส้กรอกท่ีมีกำรเติมกลำ้เช้ือและไม่มีกำรเติม
กล้ำเช้ือแบคทีเรียแลคติก พบว่ำเม่ือเปรียบเทียบไส้กรอกอีสำนสูตรท่ี 3 ท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 
cfu/ml  กับไส้กรอกอีสำนสูตรท่ี 4 ท่ีมีกำรใช้กล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. 
cereus ท่ี 104 cfu/ml ร่วมกนั พบว่ำ เช้ือ B. cereus เร่ิมตน้ในวนัท่ี 0 เท่ำกบั 3.653 log cfu/g และ3.000 
log cfu/g ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 4.9) โดยตวัอย่ำงท่ีเติมเช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  ยงัสำมำรถตรวจพบ
เช้ือ B. cereus อยู่ท่ี 2.301 log cfu/g ในวนัท่ี 1 แต่ตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus ในวนัท่ี 2 ของกำรหมกั 
เปรียบเทียบกบัไส้กรอกอีสำนสูตรท่ี 4 ท่ีมีกำรใชก้ลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. 
cereus ท่ี 104 cfu/ml โดยตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus ตั้งแต่วนัท่ี 1 และ 2 ของกำรหมกั แสดงใหเ้ห็นวำ่ไส้
กรอกอีสำนท่ีมีกำรใช้กล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ในกำรหมกั สำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือ  B. 
cereus ท่ี 104 cfu/ml  ในระหวำ่งกำรหมกัไส้กรอกอีสำนได ้ 



69 
 

 ผลกำรตรวจวิเครำะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรค ในกลุ่ม S. aureus และ Salmonella spp. ในตวัอย่ำง
ไส้กรอกอีสำน โดยเปรียบเทียบไส้กรอกอีสำนท่ีเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในระหวำ่ง
กำรหมกัวนัท่ี 0, 1 และ 2 ตรวจพบเช้ือ S. aureus ในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนปริมำณ 25 กรัม โดยตรวจ
พบในตวัอย่ำงท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) และไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 
cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (สูตรท่ี 4) ในวนัท่ี 0 ของกำรหมกั พบเช้ือ S. aureus ท่ี 2.301 
log cfu/g และ 1.477 log cfu/g ตำมล ำดบั และตรวจไม่พบในวนัท่ี 2 ของทุกตวัอย่ำง ผลกำรตรวจเช้ือ 
Salmonella spp. ในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือในระหวำ่งกำรหมกัวนัท่ี 0, 1 และ 2 
ตรวจพบเช้ือ Salmonella spp. ในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนปริมำณ 25 กรัม โดยตรวจพบในตวัอยำ่งท่ีไม่
เติมกล้ำเช้ือ (สูตรท่ี 1) และไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ       
B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (สูตรท่ี 4) ในวนัท่ี 0 ของกำรหมกั และตรวจไม่พบในวนัท่ี 1 และ 2 ของทุก
ตวัอยำ่ง (ตำรำงท่ี 4.9 ) สอดคลอ้งกบังำนวจิยัของ มลัลิกำ ไชยวฒิุ (2556) ศึกษำกำรใชแ้บคทีเรียแลคติก 
Lb. plantarum RS49 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน เป็นกล้ำเช้ือในกำรหมกัไส้กรอกอีสำนต่อกำรยบัย ั้งเช้ือ 
Sal. Anatum ในระหว่ำงกำรหมกัไส้กรอกอีสำน โดยเปรียบเทียบกบัไส้กรอกอีสำนท่ีท ำกำรหมกัตำม
ธรรมชำติ ผลกำรทดลองตรวจไม่พบกำรปนเป้ือนของเช้ือ Sal. Anatum ในไส้กรอกอีสำนตลอด
ระยะเวลำในกำรหมกั 2 วนั  

กำรเติมเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีใชเ้ป็นกลำ้เช้ือในกำรหมกัไส้กรอกอีสำน มีผลให้ผลิตภณัฑ์
มีควำมเป็นกรดเพิ่มข้ึนและช่วยให้ค่ำพีเอชลดลงอยำ่งรวดเร็ว ซ่ึงสอดคลอ้งกบักำรเจริญของแบคทีเรีย
แลคติกท่ีเพิ่มสูงข้ึน ท ำให้สำมำรถควบคุมกำรเจริญของเช้ือ B. cereus ในไส้กรอกอีสำนได้ และส่งผล
ต่อกำรควบคุมกำรเจริญของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคไดดี้ (Lücke, 2000) เช่น Salmonella spp. ท่ีไม่สำมำรถ
เจริญไดใ้นค่ำพีเอชต ่ำกว่ำ 4.5 รวมถึงคุณสมบติัของสำรแบคเทอริโอซิน ท่ีช่วยในกำรยบัย ั้งกำรเจริญ
ของเช้ือก่อโรคในกลุ่ม B. cereus  และ S. aureus ท่ีอำจปนเป้ือนในผลิตภณัฑ์ และยงัช่วยในเร่ืองควำม
ปลอดภยัของผูบ้ริโภคอีกดว้ย (อดิศร เสวตววิฒัน์, 2533; Ammor et al., 2007) สอดคลอ้งกบักำรทดลอง
ของ อรุณวรรณ อินทร์ช่วย และคณะ (2554) ศึกษำผลของกำรใช้กลำ้เช้ือ P. pentosaceus TISTR 536 
และ Lb. salivarius D4 เป็นกลำ้เช้ือในกำรผลิตผลิตภณัฑ์แหนมเน้ือโค โดยเก็บตวัอย่ำงวนัท่ี 0 และ 3 
เพื่อตรวจหำจุลินทรียก่์อโรคในตวัอย่ำง พบว่ำ ในวนัท่ี 3 ตรวจไม่พบเช้ือในกลุ่ม Salmonella spp.,        
S. aureus และ  E. coli ในตวัอย่ำงแหนม เน่ืองจำกตวัอย่ำงท่ีเติมกล้ำเช้ือ Lb. salivarius D4 มีปริมำณ
แบคทีเรียแลคติกสูงท่ีสุด ท ำให้ค่ำพีเอชลดลงและควำมเป็นกรดสูงข้ึน ท ำให้ตรวจไม่พบเช้ือก่อโรคใน
วนัสุดทำ้ยของกำรหมกั และงำนวิจยัของ Vural (1998) มีกำรศึกษำกำรใชแ้บคทีเรียแลคติกสำยพนัธ์ุ P. 
acidilactici เพื่อเป็นกลำ้เช้ือเร่ิมตน้ในกระบวนกำรหมกัไส้กรอกก่ึงแห้งของตุรกี พบวำ่กำรใชก้ลำ้เช้ือ
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สำมำรถควบคุมเช้ือจุลินทรียก่์อโรค และยงัช่วยคุณภำพของไส้กรอกก่ึงแห้ง และเม่ือทดสอบทำง
ประสำทสัมผสัของผลิตภณัฑไ์ดรั้บกำรยอมรับของผูบ้ริโภคอีกดว้ย 

จำกผลกำรทดลองสรุปว่ำไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งกำร
เจริญของเช้ือ  B. cereus ท่ี 104 cfu/ml และตรวจไม่พบเช้ือจุลินทรียก่์อโรค B. cereus S. aureus และ 
Salmonella spp.  ในตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนท่ีส้ินสุดกระบวนกำรหมกั โดยผลท่ีไดเ้ป็นไปตำมเกณฑ์
ก ำหนดเช้ือจุลินทรียก่์อโรค (มำตรฐำนผลิตภณัฑ์ชุมชน, 2555) ท่ีห้ำมตรวจพบ Salmonella spp. ใน
ตวัอยำ่ง 25 กรัม, S. aureus ตอ้งนอ้ยกวำ่ 100 โคโลนีต่อตวัอยำ่ง 1 กรัม และ B. cereus ตอ้งพบนอ้ยกวำ่ 
1 × 103 โคโลนีต่อตวัอย่ำง 1 กรัม ซ่ึงจำกผลกำรทดลอง เป็นกำรยืนยนักำรใช้กลำ้เช้ือ Lb. plantarum 
SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินต่อกำรผลิตไส้กรอกอีสำนให้มีควำมปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคและไดรั้บกำร
ยอมรับตำมมำตรฐำนก ำหนดอีกดว้ย 

 

4.5 ผลการตรวจสอบยืนยนัการเหลือรอดของกล้าเช้ือ Lb. plantarum SS7 ในไส้กรอกอสีาน 

ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)  
   จำกกำรทดลองกำรใชก้ลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือ B. cereus  
ในระหวำ่งกำรหมกัไส้กรอกอีสำนได ้จึงท ำกำรเก็บตวัอยำ่งโคโลนีเด่ียวของเช้ือแบคทีเรีย      แลคติกท่ี
แยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนแต่ละสูตร จำกขอ้ 4.4 ท่ีเจริญบนอำหำรเล้ียงเช้ือ MRS agar + 0.5 เปอร์เซ็นต ์
CaCO3 จำกตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำน สูตรท่ี 1 คือ ไส้กรอกอีสำนท่ีผลิตโดยไม่เติมกลำ้เช้ือ, สูตรท่ี 2 คือ
ไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และสูตรท่ี 4 คือไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้
เชื้อ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  ในระหว่ำงกำรหมกัวนัท่ี 0, 1 
และ 2  น ำโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียแลคติกท่ีทรำบสำยพนัธ์ุ มำใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบของเช้ือ
มำตรฐำนโดยกำรท ำเทคนิคพีซีอำร์ดว้ยกำรใชไ้พรเมอร์ OPA-3 (5-AGTCAGCCAC-3) (Oneca et al.,  
2003) เพื่อจ ำแนกกลุ่มแบคทีเรียแลคติก โดยเปรียบเทียบแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนสูตรท่ี
เติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 กบัแบคทีเรียแลคติกท่ีทรำบสำยพนัธ์ุ โดยน ำมำตรวจสอบ
ลำยพิมพดี์เอน็เอ บนอะกำโรสเจลควำมเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer โดยใช ้100 bp DNA 
Ladder plus เป็นแถบดีเอ็นเอมำตรฐำน (marker) เปรียบเทียบขนำดของดีเอ็นเอ ท่ีพบ โดยใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้ำ 50 โวลต ์นำน 90 นำที จำกนั้นถ่ำยภำพภำยใตแ้สงอตัรำไวโอเลตดว้ยเคร่ืองถ่ำยภำพ
เจล พบขนำดแถบดีเอน็เอของเช้ือแลคติกท่ีใชเ้ป็นเช้ือมำตรฐำน ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4.10 
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ตารางที่ 4.10  แสดงจ ำนวนแถบและขนำดดีเอ็นเอท่ีพบจำกกลำ้เช้ือและเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีใช้เป็น
เ ช้ือมำตรฐำนสบนอะกำโรส เจล ท่ี มีควำม เข้มข้น  1  เปอร์ เ ซ็นต์ใน 1X TAE buffer โดยใช้
แรงเคล่ือนไฟฟ้ำ ท่ี 50 โวลต ์นำน 90 นำที 
เช้ือแบคทเีรียแลคติก ขนาดของแถบดีเอ็นเอทีพ่บบนอะกาโรสเจล (คู่เบส) 
Lb. plantarum SS7 
Lb. plantarum RS 49 
Lb. plantarum RS 54 
P. pentosaceus TISTR 536 
P. pentosaceus M13 
W. cibaria SI 21  

300, 400, 500, 600, 700, 800, 1000, 1200, 1400, 1800 
300  400  600  650  1000  1550 
300  500  700  800  1000  1500 
300  700  750  1200 
300  700  750  1000 
300  350  650  1200 1700 

    

 จำกกำรตรวจสอบลำยพิมพดี์เอน็เอของกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 และเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ี

ทรำบสำยพนัธ์ุ ได้แก่ Lb. plantarum RS54, RS49 และ NF38, P. pentosaceus TISTR 536 และ M13 

และ W. cibaria SI21 ท่ีใช้เป็นเช้ือจุลินทรียอ์ำ้งอิง โดยใช้ไพรเมอร์ OPA-3  ซ่ึงเป็นไพรเมอร์สำยสั้ น 

เพียงชนิดเดียวมีประมำณ 8-10 นิวคลีโอไทดใ์นกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอท่ีไม่ทรำบล ำดบัเบส ดว้ยกำรจบั

แบบสุ่ม (สุกญัญำ วำวงค ์และคณะ, 2554) พบวำ่จำกกำรจ ำแนกแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียแลคติก ใน

กลุ่ม Lb plantarum, P. pentosaceus และ W. cibaria นั้น สำมำรถระบุควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอท่ี

พบในแต่ละสำยพนัธ์ุได ้(ตำรำงท่ี 4.10) โดยเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีใชเ้ป็นเช้ือจุลินทรียอ์ำ้งอิง เป็นเช้ือท่ี

อยูใ่นกลุ่มท่ีสำมำรถพบไดใ้นกระบวนกำรหมกัไส้กรอกอีสำน มีล ำดบัเบสท่ีใกลเ้คียงกนัแต่จะมีแถบดี

เอ็นเอท่ีเป็นแถบเฉพำะ ท่ีท ำให้สำมำรถจ ำแนกสำยพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในตวัอยำ่งและเช้ือ 

Lb. plantarum SS7 ท่ีใชเ้ป็นกลำ้เช้ือในกำรหมกัไส้กรอกอีสำนออกจำกกนัได ้ 

 จำกกำรสุ่มโคโลนีของแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำนแต่ละสูตร จ ำนวนตวัอยำ่งละ 
20 โคโลนี มำตรวจสอบยืนยนัสำยพันธ์ุของแบคทีเรียแลคติก ท่ีพบตำมวิธีกำรข้ำงต้น พบว่ำท่ี
กระบวนกำรหมกัวนัท่ี 0 ไส้กรอกอีสำนสูตรไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) พบลกัษณะเช้ือท่ีมีแถบดีเอ็นเอ
ของเช้ือ Lb. plantarum SS7  จ  ำนวน 2 โคโลนี (คิดเป็น 10 เปอร์เซ็นต์) พบเป็นเช้ือกลุ่มอ่ืนอีก 15 
โคโลนี (คิดเป็น 75เปอร์เซ็นต์) และไม่พบแถบดีเอ็นเอ จ ำนวน 3 โคโลนี (คิดเป็น 15 เปอร์เซ็นต์)
เปรียบเทียบกับไส้กรอกอีสำนเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml พบเช้ือในกลุ่ม Lb. 
plantarum SS7จ ำนวน 7 โคโลนี (คิดเป็น 35 เปอร์เซ็นต์) และเช้ือกลุ่มอ่ืน 11 โคโลนี (คิดเป็น 55 
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เปอร์เซ็นต)์ จำกผลกำรวเิครำะห์พบแถบดีเอน็เอของเช้ือ Lb. plantarum SS7 ในสัดส่วนมำกกวำ่ตวัอยำ่ง
ท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ และพบวำ่ตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ
เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ร่วมกนั (สูตรท่ี 4) พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือ Lb. plantarum SS7 จ  ำนวน 5 
โคโลนี (คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต)์ ซ่ึงนอ้ยกวำ่ไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ืออยำ่งเดียว เน่ืองจำกวนัแรกของ
กำรบวนกำรหมกั กลำ้เช้ืออำจจะยงัไม่สำมำรถปรับตวัไดดี้ในสภำวะกำรหมกัไส้กรอกอีสำนจริง และ
เน่ืองจำกกำรเติมเช้ือ B. cereus ร่วมดว้ย ท ำให้มีกำรแข่งขนักำรเจริญของกลำ้เช้ือและเช้ือก่อโรค จึง
ตรวจพบกล้ำเช้ือเหลือรอดน้อยกว่ำตวัอย่ำงท่ีเติมกล้ำเช้ือเพียงอย่ำงเดียว และยงัมีกำรตรวจพบเช้ือ
แบคทีเรียแลคติกอ่ืนๆ ในกลุ่ม Lb. plantarum, P. pentosaceus และ W. cibaria ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแลคติก
ท่ีมกัพบในไส้กรอกและผลิตภณัฑ์เน้ือหมกั ซ่ึงมีอยูใ่นวตัถุดิบและสำมำรถพบไดใ้นกระบวนกำรหมกั
ตำมธรรมชำติ เช่นแบคทีเรียแลคติกในกลุ่มของ Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella 
และ Enterococcus (Ammor et al., 2005; Martín et al., 2005; Santos et al., 2005)  
   

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 4.7 ลำยพิมพดี์เอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีใชเ้ป็นเช้ือมำตรฐำนบนอะกำโรสเจลท่ีมีควำม
เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer ท่ี 50 โวลต ์นำน 90 นำที 
    ช่อง M1 คือ แถบดีเอน็เอมำตรฐำน 100 bp Ladder plus 
    ช่อง SS7 คือ แถบดีเอน็เอของเช้ือ Lb. plantarum SS7 

   ช่อง RS49 และ RS54 คือ Lb. plantarum RS49 และ RS54 
  ช่อง T536 และ M13  คือ P. pentosaceus TISTR 536 และ M13 

  ช่อง SI21 คือ Weissella cibaria SI 21 
  ช่อง M2 คือ แถบดีเอน็เอมำตรฐำน 1kb DNA Ladder 

 M1     SS7    SS7      536    536    RS49   RS49  SI21  SI21   RS54   RS54   M13  M13    M2 
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   ผลกำรตรวจตวัอย่ำงวนัท่ี 1 พบว่ำไส้กรอกอีสำนกลุ่มท่ีเติมเช้ือ  Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 

cfu/ml ทั้ งหมด 20 โคโลนี พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือ  Lb. plantarum SS7 ถึง 10 โคโลนี (คิดเป็น 50 
เปอร์เซ็นต)์ เป็นสัดส่วนท่ีมำกกวำ่ ไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ
เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ร่วมกนั (สูตรท่ี 4)  ซ่ึงพบแถบดีเอ็นเอของกลำ้เช้ือ 7 โคโลนี (คิดเป็น 35 
เปอร์เซ็นต)์ เทียบกบัสูตรท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) ท่ีพบนอ้ยสุดคือ 3 โคโลนี (คิดเป็น 15 เปอร์เซ็นต)์ 
เม่ือส้ินสุดกระบวนกำรหมกัวนัท่ี 2 พบวำ่ ไส้กรอกอีสำนกลุ่มท่ีเติมกลำ้เช้ืออยำ่งเดียว พบแถบดีเอ็นเอ
ของเช้ือ  Lb. plantarum SS7 มำกกวำ่ไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ
เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml ร่วมกนั คือพบ 12 และ 8 โคโลนี (คิดเป็น 60 และ 40 เปอร์เซ็นต)์  ตำมล ำดบั 
โดยท่ีตวัอย่ำงท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) พบแค่ 3 โคโลนี (คิดเป็น 15 เปอร์เซ็นต์) จึงสรุปได้ว่ำ ใน
ระยะเร่ิมตน้ของกำรหมกั วนัท่ี 0 ตวัอยำ่งท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือ (สูตรท่ี 1) พบแถบดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรีย
แลคติกท่ีมีควำมหลำกหลำย และมีบำงส่วนท่ีแถบดีเอน็เอคลำ้ยกบักลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 เน่ืองจำก
กล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน เป็นแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกมำได้จำกตวัอย่ำงไส้
กรอกอีสำน (Swetwiwathana et al., 2016) โดยพบว่ำสำมำรถพบได้ในตัวอย่ำงและอำจมำจำก
กระบวนกำรผลิตได ้และมีบำงส่วนท่ีตรวจไม่พบแถบดีเอน็เอ เน่ืองจำกควำมเป็นไปไดท่ี้เช้ือยงัไม่เจริญ
ไดดี้ในระยะแรกของกำรหมกั จึงสุ่มตรวจไม่พบ เม่ือเทียบกบัไส้กรอกอีสำนท่ีมีกำรเติมกลำ้เช้ืออีก 2 
สูตร ซ่ึงในวนัท่ี 0 ของกระบวนกำรหมกั จะตรวจพบแถบดีเอ็นเอของเช้ือ  Lb. plantarum SS7 อยูบ่ำ้ง 
แต่ยงัมีปริมำณท่ีนอ้ยอยู ่เม่ือเทียบกบัวนัท่ี 2 ของกำรหมกั ท่ีเช้ือแบคทีเรียแลคติกเจริญไดเ้ต็มท่ีแลว้ จึง
พบกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในตวัอยำ่งของกำรหมกัในวนัท่ี 2 มำกกวำ่ 
 จำกผลกำรตรวจสอบยืนยนัสำยพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติกจำกตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำน โดย

เปรียบเทียบสูตรท่ีมีกำรเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ผลกำรทดลองพบวำ่ ในตวัอยำ่งไส้

กรอกอีสำนท่ีเติมกล้ำเช้ือ วนัท่ี 2 ของกำรหมกัทั้งหมด 20 โคโลนี  พบว่ำมี 12 โคโลนี (คิดเป็น 60 

เปอร์เซ็นต)์ซ่ึงมีลำยพิมพดี์เอ็นเอเหมือนกบัลำยพิมพดี์เอน็เอของ Lb. plantarum SS7 ซ่ึงมำกกวำ่ท่ีตรวจ

พบในตวัอย่ำงไม่เติมกล้ำเช้ือ จึงสรุปผลกำรทดลองได้ว่ำ ตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนท่ีเติมกล้ำเช้ือ Lb. 

plantarum SS7 สำมำรถมีชีวติรอดอยูใ่นผลิตภณัฑจ์นถึงวนัสุดทำ้ยท่ีส้ินสุดกระบวนกำรหมกัได้
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 ตารางที ่4.11 ผลกำรตรวจสอบยนืยนัสำยพนัธ์ุแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในไส้กรอกอีสำนท่ีเติมและไม่เติมกลำ้เช้ือ วนัท่ี 0, 1 และวนัท่ี 2  

 
  หมำยเหตุ    สูตร control หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีผลิตโดยไม่เติมกลำ้เช้ือ (control) 
    สูตร + SS7 หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
    สูตร + SS7 + B. cereus หมำยถึง ไสก้รอกอีสำนท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml.

ระยะเวลาบ่ม 
(วนั) 

สูตร 
จ านวน 
(โคโลนี) 

จ านวนโคโลนีแบคทเีรียแลคตกิทีพ่บ (เปอร์เซ็นต์) 
Lb. plantarum 

SS7 
Lb. plantarum 

RS49 และRS54  
P. pentosaceus 

TISTR536 และ M13  
W. cibaria 

SI21 
ไม่พบแบนดีเอน็เอ 

0 
สูตร control 
สูตร + SS7 

สูตร + SS7+B. cereus 

20 
20 
20 

2 (10%) 
7 (35%) 
5 (25%) 

7 (35%) 
9 (45%) 
10 (50%) 

6 (30%) 
2 (10%) 
4 (20%) 

2 (10%) 
0 (0%) 
1 (5%) 

3 (15%) 
2 (10%) 
0 (0%) 

1 
สูตร control 
สูตร + SS7 

สูตร + SS7+B. cereus 

20 
20 
20 

3 (15%) 
10 (50%) 
7 (35%) 

7 (35%) 
5 (25%) 
8 (40%) 

4 (20%) 
3 (15%) 
2 (10%) 

2 (20%) 
1 (5%) 
0 (0%) 

3 (15%) 
1 (5%) 
1 (5%) 

2 
สูตร control 
สูตร + SS7 

สูตร + SS7+B. cereus 

20 
20 
20 

3 (15%) 
12 (60%) 
8 (40%) 

10 (50%) 
5 (25%) 
7 (35%) 

5 (25%) 
2 (10%) 
2 (10%) 

1 (5%) 
0 (0%) 
0 (0%) 

2 (20%) 
1(5%) 
0 (0%) 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
กำรวิเครำะห์เช้ือจุลินทรียก่์อโรคในตวัอยำ่งไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนจ ำนวนทั้งหมด 

30 ตวัอยำ่ง ในเขตหนองจอกและลำดกระบงั พบวำ่จำกแหล่งจ ำหน่ำยตลำดนดั รถเขน็ และแผงลอย 19 
ตวัอยำ่ง ตรวจพบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. 18 ตวัอยำ่ง คิดเป็น 95 เปอร์เซ็นต ์และพบ S. aureus 
จ ำนวน 2 ตวัอยำ่ง ตวัอยำ่งจำกหำ้งสรรพสินคำ้ทั้งหมด 8 ตวัอยำ่ง พบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. 
จ ำนวน 6 ตวัอยำ่ง และตรวจไม่พบเช้ือ B. cereus และ S. aureus และตวัอยำ่งจำกโรงงำนอุตสำหกรรม 
จ ำนวน 3 ตวัอยำ่ง พบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. 2 ตวัอยำ่ง และพบเช้ือ B. cereus และ S. aureus 
จ ำนวน 1 ตวัอย่ำง และจำกกำรตรวจสอบพบกำรปนเป้ือนเช้ือ Salmonella spp. ในตวัอย่ำงไส้กรอก
อีสำนท่ีไม่ผำ่นควำมร้อนทั้งหมด 26 ตวัอยำ่งจำกทั้งหมด 30 ตวัอยำ่ง เม่ือท ำกำรทดสอบทำงซีร่ัมวทิยำ 
(Salmonella groups) พบวำ่ส่วนใหญ่อยูใ่นกลุ่ม C (23 ตวัอยำ่ง) และกลุ่ม E (6 ตวัอยำ่ง) เม่ือยืนยนัสำย
พนัธ์ุแลว้ พบวำ่สำยพนัธ์ุท่ีพบมำกท่ีสุด คือ Salmonella Rissen จำกตวัอยำ่งในแหล่งจ ำหน่ำยตลำดนดั 
รถเขน็ และแผงลอย 

กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินต่อกำรย ับย ั้ ง
เช้ือจุลินทรียก่์อโรคในไส้กรอกอีสำน ดว้ยเทคนิค Spot-on-lawn พบวำ่แบคทีเรียแลคติก  Lb. plantarum 
SS7 ผลิตแบคเทอริโอซินชนิด Plantaricin W สำมำรถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค B. cereus และ S. 
aureus ท่ีแยกไดจ้ำกไส้กรอกอีสำน และแบคทีเรียก่อโรคทำงเดินอำหำรบำงสำยพนัธ์ุไดแ้ก่   Lb. sakei 
subs sakei JCM 1157T, Lc. lactis ATCC 19435 , K. rhizophila (M. luteus) NBRC/IF 12708  และ P. 
pentosaceus JCM 5885 เม่ือเปรียบเทียบขนำดโซนใส พบว่ำแบคเทอริโอซิน ท่ีผลิตจำกเช้ือ Lb. 
plantarum SS7 สำมำรถยบัย ั้งเช้ือ Lc. lactis ATCC 19435 ไดม้ำกท่ีสุด โดยมีค่ำเฉล่ียโซนใสท่ีไดอ้ยูท่ี่ 
0.96±0.378 เซ็นติเมตร.  

ผลกำรศึกษำกำรยบัย ั้งเช้ือก่อโรค B. cereus โดยใชก้ลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอ
ริโอซิน ในสภำวะจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน พบวำ่รูปแบบท่ีเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 
cfu/ml ชัว่โมงท่ี 48 ค่ำพีเอชเท่ำกบั 3.58±0.10 และปริมำณกรดแลคติก เท่ำกบั 1.23±0.00 เปอร์เซ็นต์ 
เช้ือ B. cereus ท่ีมีเช้ือเร่ิมตน้ 104 cfu/ml พบว่ำมีกำรลดลงของ ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 18 จนถึงชัว่โมงท่ี 48 มี
เช้ือเหลือรอดเท่ำกบั 1.30±0.30 log cfu/ml และผลกำรทดสอบกำรสร้ำงแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย



76 
 

แลคติก Lb. plantarum SS7 พบว่ำท่ีชั่วโมงท่ี 24 มีค่ำแบคเทอริโอซินสูงสุด เท่ำกบั 200 AU/ml และ
ลกัษณะเซลล ์B. cereus ในแบบจ ำลองกำรหมกัไส้กรอกอีสำน มีกำรเสียสภำพจำกสำรแบคเทอริโอซิน
ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 ของกำรหมกั 

กำรใช้ Lb. plantarum SS7 ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินเป็นกล้ำเช้ือในกำรหมกัไส้กรอกอีสำนใน
สภำวะกำรหมกัจริง พบวำ่ในวนัท่ี 0 ของกำรหมกั ไส้กรอกอีสำนสูตรเติมกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7  
มีปริมำณแบคทีเรียแลคติก เท่ำกับ 6.114 cfu/g ค่ำพีเอชและกรด เท่ำกับ 5.82±0.36 และ0.36±0.06 
เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั ส่วนไส้กรอกอีสำนสูตรท่ีไม่เติมกลำ้เช้ือมีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก เท่ำกบั 
5.959 log cfu/g ค่ำพีเอชและกรด เท่ำกบั 5.97±0.44 และ 0.29±0.08 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั เปรียบเทียบ
กับวนัท่ี 2 ของกำรหมกั พบว่ำสูตรเติมกล้ำเช้ือ Lb. plantarum SS7 มีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก 
เท่ำกบั 8.041 log cfu/g ค่ำพีเอชและกรด เท่ำกบั 3.97±0.13 และ 1.03±0.38 เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดบั และ
สูตรท่ีไม่เติมกล้ำเช้ือ มีปริมำณเช้ือแบคทีเรียแลคติก อยู่ท่ี 7.431 log cfu/g ค่ำพีเอชและกรด เท่ำกับ 
4.09±0.25 และ 0.74±0.18 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั เม่ือน ำมำเปรียบเทียบปริมำณแบคทีเรียแลคติกท่ีพบ 
ค่ำพีเอชและเปอร์เซ็นต์กรดแลคติกระหว่ำงกำรหมกัไส้กรอกอีสำนในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 2 พบว่ำ ไส้
กรอกอีสำนสูตรท่ีเติมกลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติกทุกกลุ่มมีปริมำณแบคทีเรียแลคติกสูงกวำ่กลุ่ม ไส้กรอก
อีสำนท่ีมีกำรใชก้ลำ้เช้ือในกำรหมกัสำมำรถยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือ  B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  ในระหวำ่ง
กำรหมกัไส้กรอกอีสำนได ้ 

ผลกำรศึกษำกำรมีชีวิตรอดของกลำ้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ในระหวำ่งกำรหมกัไส้กรอกอีสำน 
ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) พบว่ำสำมำรถยืนยนักำรรอดชีวิตของกล้ำเช้ือ Lb. 
plantarum SS7 จำกตวัอย่ำงไส้กรอกอีสำนในวนัท่ี 2 ของกระบวนกำรหมกั แสดงให้เห็นว่ำ กลำ้เช้ือ 
Lb. plantarum SS7 สำมำรถมีชีวติรอดในระหวำ่งกำรหมกัไปจนถึงส้ินสุดกระบวนกำรหมกัได ้  
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 ในส่วนของกระบวนกำรผลิตไส้กรอกอีสำนควรตอ้งมีกำรควบคุมกระบวนกำรผลิตท่ีดี 
รวมถึงควบคุมคุณภำพของวตัถุดิบและส่วนผสมท่ีใช ้เพื่อป้องกนักำรปนเป้ือนจำกเช้ือจุลินทรียก่์อโรค
ตลอดจนกำรเก็บรักษำผลิตภณัฑ์ไส้กรอกอีสำน โดยท ำกำรควบคุมอุณหภูมิท่ีเหมำะสมในระหวำ่งกำร
ขนส่งและเก็บรักษำ โดยขั้นตอนกำรปฏิบติัดงักล่ำวจะช่วยในกำรลดกำรปนเป้ือนของจุลินทรียก่์อโรค
ท่ีมำจำกกระบวนกำรผลิตได ้ 

ส่วนของผูข้ำยโดยเฉพำะจำกแหล่งจ ำหน่ำยในกลุ่มตลำดนดั รถเข็น และแผงลอย เน่ืองจำก
ส่วนใหญ่นอกจำกจะเป็นกำรผลิตเองตำมครัวเรือนแลว้ ก่อนวำงจ ำหน่ำยไส้กรอกอีสำนท่ีไม่ผำ่นกำรให้
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ควำมร้อนสำมำรถเกิดกำรปนเป้ือนไดจ้ำกหลำยสำเหตุ จึงตอ้งมีกำรระมดัระวงัในเร่ืองของสุขลกัษณะ
ส่วนบุคคลของผูข้ำย กำรเก็บไส้กรอกอีสำนท่ีอุณหภูมิหอ้งก่อนกำรจ ำหน่ำยก็เป็นสำเหตุให้เช้ือก่อโรค
เพิ่มจ ำนวนและอำจผลิตสำรพิษท่ีท ำใหเ้กิดอนัตรำยต่อผูบ้ริโภคได ้ 

ในส่วนของผูบ้ริโภคก่อนจะรับประทำนไส้กรอกอีสำนตอ้งผำ่นกำรให้ควำมร้อนจนท ำให้ไส้
กรอกอีสำนสุกก่อน และควรเลือกบริโภคจำกแหล่งจ ำหน่ำยท่ีมีกำรดูแลควำมสะอำดของร้ำนและตวั
ผูข้ำย เพื่อลดควำมเส่ียงในกำรบริโภคไส้กรอกอีสำนท่ีอำจปนเป้ือนเช้ือก่อโรคได ้

5.2.2 ในกำรทดลองกำรใชก้ลำ้เช้ือแบคทีเรียแลคติกในแบบจ ำลองไส้กรอกอีสำนเม่ือไดผ้ลกำร
ทดลองเบ้ืองตน้มำท ำกำรทดลองหมกัในไส้กรอกอีสำนจริง ควรมีกำรวเิครำะห์ขอ้มูลในแง่ของคุณภำพ 
และควำมปลอดภยัของผลิตภณัฑ์ รวมถึงด้ำนกำรทดสอบทำงประสำทสัมผสั ต่อกำรยอมรับของ
ผูบ้ริโภค จะท ำใหง้ำนวจิยัมีควำมครบถว้นสมบูรณ์มำกยิง่ข้ึน 

5.2.3 ในปัจจุบนัมีกำรทดลองใช้กล้ำเช้ือแบคทีเรียแลคติกมำใช้เพื่อปรับปรุงคุณภำพของ
ผลิตภณัฑ์อำหำรหลำยประเภท โดยสำมำรถน ำมำประยุกต์ใช้เป็นสำรกนัเสียในอุตสำหกรรมอำหำร
เพื่อท่ีจะลดกำรใชส้ำรเคมีและลดกำรใช้ควำมร้อนในกำรแปรรูปอำหำร โดยสำมำรถท ำกำรศึกษำกำร
ใช้ประโยชน์ในแง่ของกำรใช้กลำ้เช้ือในกระบวนกำรผลิตร่วมกบัวิธีอ่ืนๆ เพื่อลดควำมเส่ียงในดำ้น
ควำมปลอดภยัของอำหำรและสุขภำพของผูบ้ริโภคไดต่้อไปในอนำคต 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

 
ก.1 Buffer Peptone Water (Difco, USA)  

Peptone 10 g        Phosphate 1.5 g 
Chlorure de sodium 5 g        Phosphate disodique 3.5 g           
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1 ลิตรถ่ายใส่ในหลอดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปิดจุกฆ่า

เช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.2 อาหารเลีย้งเช้ือ Hektoen Enteric Agar (Difco, USA) 
Proteose peptone 12  g          Sodium chloride  5 g 
Yeast extracts 3  g          Sodium thiosulfate 5 g 
Bile salts No. 3 9  g  Ferric ammonium citrate 1.5 g 
Lactose 12  g           Bromthymol blue            0.036 g 
Saccharose 12  g     Acid Fuchsin                  0.1  g 
Salicin                            2  g          Agar                                14 g 
ต้มละลายส่วนผสมทั้งหมดให้วุน้ละลายในน ้ ากลั่นฆ่าเช้ือแล้ว 1 ลิตรไม่ต้องฆ่าเช้ือใน 

autoclave ปล่อยให้เยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เทลงในจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือไม่
ควรนานเกิน 2 ชัว่โมง (ไม่ควรเก็บอาหารเพาะเล้ียงเช้ือน้ีเกิน 1 วนัหลงัจากเทลงในจานเพาะเช้ือ
แลว้) 

 
ก.3 อาหารเลีย้งเช้ือ Lysine-Indole-Motility (LIM) Medium (Difco, USA) 

Polypeptone 10.0 g           Bromcresol purple  0.02  g 
Dextrose 1.0.0 g     Agar    3.0 g               
L-Lysine 10.0 g น ้ากลัน่   1.0 L 
L-Tryptophan  0.5  g            Final pH6.7 
Yeast extracts             3.0   g  
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ตม้ละลายส่วนผสมทั้งหมดจนเดือดดูดส่วนผสมท่ีไดใ้ส่หลอดทดลองขนาด 13 x 100 
มิลลิเมตร ใหไ้ดป้ริมาตรประมาณ 1 ใน 3 ของหลอดปิดจุกน าไปฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
ก .4 อาหาร เลี้ ย ง เ ช้ื อ  Muller-Kauffman Tetrathionate Brilliant Green (MKTTn) (Merek, 
Germany) 

ชัง่อาหารเล้ียงเช้ือ MKTTn ปริมาตร 89.5 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ 1 ลิตร ตม้
ใหเ้ดือดเล็กนอ้ย ไม่ตอ้งฆ่าเช้ือใน autoclave  

Iodine-potassium iodine (I-KI) solution 
Potassium iodide (KI) 5.0  g  
Iodine (I) 4.0  g    
ละลาย KI ในน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร เติม I เพื่อใหล้ะลายในสารละลาย KI จนหมด จากนั้นเติม

น ้าใหป้ริมาตรครบ 20 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดปิดสนิทสีน ้าตาลหรือขวดท่ีกนัแสง 
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 

ในวนัท่ีจะใชอ้าหารเล้ียงเช้ือดงักล่าวในการทดลอง ให้เติม I-KI 20 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 
MKTTn ท่ีตม้ละลาย และรอให้เยน็ผสมให้เขา้กนัและให้ตะกอนของ CaCO3 กระจายให้ทัว่ ก่อนท่ี
จะถ่ายอาหารลงในหลอดทดลองท่ีปราศจากเช้ือในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 
ก.5 อาหารเลีย้งเช้ือ Rappapost Vassiliadis Soya (RVS) (Difco, USA)  

Magresium Chloride, anhydrous 13.5 g         Potassium Dihydrogen 1.45 g 
Sodium Chloride 9.0 g         Malachite Green  0.036 g 
Dipofassium Phosphape 0.03 g  
ต้มละลายส่วนผสมทั้ งหมดในน ้ ากลั่น 1 ลิตร ถ่ายใส่ในหลอดทดลองในปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ปิดจุกฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.6 อาหารเลีย้งเช้ือ Triple Sugar Iron (TSI) agar slant (Difco, USA) 
Beef extract                          3.0 g             Proteose peptone           5.0 g 
Peptone                              15 g             Lactose                        10.0  g 
Glucose                                1.0 g             FeSO4   0.2  g 
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Sucrose                              10 g             Na2S2O3   0.3  g    
NaCl                                    5.0 g             น ้ากลัน่                                 1000 ml     
Phenol red                     0.024 g    Agar                             12.0  g  
Yeast extracts                  3.0  g Final pH                    7.4 + 0.2 
ละลายอาหารเล้ียงเช้ือ 76.5 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร โดยตม้ให้ส่วนผสมทั้งหมดให้เขา้กนั 

กวนตลอดเวลาถ่ายใส่หลอดทดลองขนาด   13 x 100 มิลลิเมตร ปริมาตรประมาณ 1 ใน 3 ของความ
ยาวหลอดปิดจุกเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั้น
ให้ท าการเอียงหลอดให้เกิดผิว slant ก่อนท่ีอาหารเล้ียงเช้ือจะแข็งโดยท่ีให้มีผิวหน้า slant ยาว
ประมาณ 4-5 เซนติเมตร และมี Butt ยาวประมาณ 2-3 ชัว่โมง 

 
ก.7 อาหารเลีย้งเช้ือ Trypicase (Tryptic) Soy Agar (TSA) (Difco,USA) 

Trypticase peptone (Tryptone) 15 g           Agar                   15  g 
Phytone peptone (Soytone) 5.0 g น ้ากลัน่  1000 ml         
NaCl 5.0 g           Final pH              7.3 + 0.2 
ผสมองคป์ระกอบทั้งหมดแลว้ตม้จนวุน้ละลายปรับพีเอชถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือใส่ในหลอดท่ีมี

จุกส าลีหรือฝาปิดเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.8 อาหารเลีย้งเช้ือ Trypticase (Tryptic) Soy Broth (Bacto,USA) 
Trypticase peptone             17.0 g           Glucose                             2.5 g            
Phytone peptone          3.0  g น ้ากลัน่   1000  ml 
NaCl                                      5.0 g   Final pH   7.3 + 0.2 
K2HPO4 2.5  g 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดถ่ายอาหารปริมาตร 225 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกห์รือขวดท่ีมีจุกส าลี

หรือฝาปิดเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 

ก.9 อาหารเลีย้งเช้ือ Baid-Parker medium (Difco, U.S.A) 
 Tryptone   10  g Beef extract  1 g 
 Yeast extract   1 g Sodium pyruvate 10 g 
 Glycine   12 g  Lithium chloride.6H2O  5 g 
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Agar    15 g  น ้ากลัน่   950 ml 
 Final pH: 7.0 ± 0.2 
 ผสมองคป์ระกอบทั้งหมดแลว้ตม้จนวุน้ละลาย ปรับพีเอชท่ี 7.0 ± 0.2เทสารละลายท่ีไดล้ง
ใน ฟลาส์ก 500 มิลลิลิตร ให้ได ้ฟลาส์กละ 190 มิลลิลิตร ปิดจุกแลว้เขา้ฆ่าเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
 ก.9.1 เตรียมสารละลาย  1 % Potassium tellurite 
  Potassium tellurite  1 g 
  น ้ากลัน่              100 ml 
  ละลาย Potassium tellurite ในน ้ ากลัน่ กรองผ่านแผ่นกรองปลอดเช้ือ เก็บในขวด
ปลอดเช้ือท่ีปิดสนิทเก็บในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 
 ก.9.2 เตรียม Egg yolk – tellurite emulsion 
  ลา้งไข่ไก่ใหส้ะอาด แช่ไข่ไก่ไวใ้น 70 % ethanol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตอกไข่ไก่แลว้
ท าการแยกไข่ขาวโดยเทคนิคปลอดเช้ือ แยกไข่แดงใส่ลงในขวดปราศจากเช้ือท่ีมีขีดบอกปริมาตร 
ผสมไข่แดงและน ้ าเกลือ 0.85% (Normal saline) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ โดยผสมในอตัราส่วน 1: 1 
จากนั้นน า Egg yolk emulsion ท่ีไดจ้  านวน 50 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลาย 1% Potassium tellurite 
ท่ีกรองปลอดเช้ือแลว้ 10 มิลลิลิตร ปิดฝาเก็บในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 
 ก.9.3 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
  แบ่งอาหาร Baird – Parker base medium มา 190 มิลลิลิตร (อุณหภูมิประมาณ 45-
50 องศาเซลเซียส) เติม Egg yolk – tellurite emulsion ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันระวงั
ฟองอากาศ แลว้เทใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ 
  
ก.10 อาหารเลีย้งเช้ือ Mannitol-Egg Yolk-Polymyxin (MYP) Agar (Difco, U.S.A) 

Beef extract   1 g Peptone      10 g 
Mannitol   10 g NaCl   10 g 
Phenol red      0.025 g Agar     15 g 
น ้ากลัน่       900 ml               
Final pH:    7.2 ± 0.2 
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ผสมองคป์ระกอบทั้งหมดแลว้ตม้จนวุน้ละลาย ปรับพีเอช เทสารละลายท่ีไดล้งใน ฟลาส์ก 
500 มิลลิลิตร ให้ได ้ฟลาส์กละ 225 มิลลิลิตร ปิดจุกแลว้เขา้ฆ่าเช้ือ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
 ก.10.1 เตรียมสารละลาย  Polymyxin B solution 

  ละลายผง Polymyxin B sulfate 1 MU (sigma P1004) ลงในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
กรองผา่นแผน่กรองปลอดเช้ือ 0.2 ไมโครเมตร เก็บในขวดปลอดเช้ือท่ีปิดสนิท เก็บในตูเ้ยน็ 4 องศา
เซลเซียส จนกระทัง่ใช ้
 ก.10.2 Egg yolk emulsion, 50 % 

  ลา้งไข่ไก่ใหส้ะอาด แช่ไข่ไก่ไวใ้น 70 % ethanol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตอกไข่ไก่แลว้
ท าการแยกไข่ขาวโดยเทคนิคปลอดเช้ือ แยกไข่แดงใส่ลงในขวดปราศจากเช้ือท่ีมีขีดบอกปริมาตร 
ผสมไข่แดงและน ้ าเกลือ 0.85% (Normal saline) ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ โดยผสมในอตัราส่วน 1: 1 
ปิดฝาเก็บในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 
 ก.10.3 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 

  แบ่งอาหาร MYP agar มา 225 มิลลิลิตร (อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส) เติม 
polymyxin B ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 50 % Egg yolk emulsion ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เทใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ จะไดอ้าหาร MYP agar ท่ีมี polymyxin B 
100,000 IU/L 

 
ก.11 อาหารเลีย้งเช้ือ Xylose Lysin Desoxycholate (XLD) Agar (Difco, U.S.A) 

Yeast extracts                 3.0 g          Lactose                           7.5 g           
Sucrose                         7.5 g          Ferric ammonium citrate   0.8 g 
Phenol red                       0.08  g  L-Lysine                          5.0  g           
Sodium thiosulfate      6.8 g  Sodium desoxycholate     2.5 g       
น ้ากลัน่ 1000 ml  Agar                                15.0 g 
Xylose                           3.75      g          Final pH 7.4 + 0.2  
NaCl                              5.0 g 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดตม้พอเดือดใหวุ้น้ละลายระวงั Overheat จะท าใหเ้กิดการตกตะกอน

ของเกลือได ้ไม่ตอ้งฆ่าเช้ือใน autoclave ปล่อยให้เยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เทลงใน
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จานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือไม่ควรใส่ฟลาสกไ์วใ้น water bath นานเกิน 2 ชัว่โมง (ไม่ควรเก็บอาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือน้ีเกิน 1 วนั หลงัจากเทลงในจานเพาะเช้ือแลว้) 
 
ก.12 อาหารเลีย้งเช้ือ Hektoen Enteric Agar (Difco, U.S.A) 

Peptone   15 g     Sodium Chloride 5  g      
Yeast Extract  3 g     Sucrose   14 g  
Lactose   14 g   Salicin   2 g     
Sodium Thiosulfate 5 g     Ammonium Citrate 1.5 g 
Bile Salts  2 g  Bromthymol Blue 0.05 g                    
Acid Fuchsin  0.08 g  Agar   13.5 g   
น ้ากลัน่     1 L  
ละลายส่วนผสมทั้งหมด ตม้พอเดือดใหวุ้น้ละลายระวงั overheat จะท าใหเ้กิดการตกตะกอน

ของเกลือได ้ไม่ตอ้งฆ่าเช้ือใน autoclave ปล่อยให้เยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เทลงใน
จานเพาะเช้ือท่ีปราศจากเช้ือ ไม่ควรใส่ฟลาส์กไวใ้น water bath นานเกิน 2 ชั่วโมง (ไม่ควรเก็บ
อาหารเพาะเล้ียงเช้ือน้ีเกิน 1 วนั หลงัจากเทลงในจานเพาะเช้ือแลว้) 

 
ก.13 น า้ยาเจือจาง Buttlefild’s PhosPhate Buffered (BAM R11, 2001) 

ก.13.1 การเตรียมสารละลายสต็อก 
  ละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 34 กรัมในน ้ากลัน่ 500 มิลลิลิตร 

ปรับพีเอชให้ได ้7.2 ดว้ย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 นอร์มลั และปรับปริมาตร เป็น 1 ลิตร 
แลว้น าเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บในตูเ้ยน็ 

ก.13.2  การเตรียม Dilution blank 
  ตวงสารละลายสต็อก 1.25 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรดว้ยน ้ ากลัน่ตวง

ใส่ขวดปริมาตร 450 มิลลิลิตร (ส าหรับเจือจางตวัอย่าง 50 กรัม) หรือ ตวงใส่ขวดปริมาตร 225 
มิลลิลิตร(ส าหรับเจือจางตวัอย่าง 25 กรัม) และดูด 9 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองขนาด 16 x 150 
มิลลิเมตร น าเขา้ฆ่าเช้ือใน autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.14 อาหารเลีย้งเช้ือ MRS broth (Difco, USA ช่ัง 55 g/ 1000ml) 

Tween 80     1.0       ml  di – Potassium hydrogen phosphate 2.0 g 
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 Sodium acetate     5.0     g di – ammonium hydrogen citrate  2.0 g 
 Manganese sulfate 0.05 g Magnesium sulfate   0.2 g 
 Glucose      20.0 g Tryptone    10.0 g 
 Yeast extract     4.0 g Agar     15.0 g 
 น ้ากลัน่      1.0 L Meat extract    8.0 g 

ละลายส่วนประกอบ 55 กรัม ในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร โดยการตม้ให้เดือด จากนั้นน าไป
น่ึงเขา้ฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
ก.15 อาหารเลีย้งเช้ือ MRS Agar + 0.5% CaCO3 (Difco, USA ช่ัง 55 g/ 1000ml) 

 Tween 80      1.0 ml di – Potassium hydrogen phosphate 2.0 g 
 Sodium acetate       5.0 g di – ammonium hydrogen citrate  2.0 g 
 Manganese sulfate 0.05 g Magnesium sulfate   0.2 g 
 Calcium carbonate5.0 g Trytone     10.0 g 
 Glucose      20.0 g Agar     15.0 g 
 Yeast extract      4.0 g Meat extract     8.0 g 
 น ้ากลัน่      1.0 L  
 ละลายส่วนประกอบ 55 กรัม เติม Agar 1.5 เปอร์เซ็นต ์และ CaCO3 0.5 เปอร์เซ็นต ์ ในน ้า

กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร โดยการตม้ให้เดือดจากนั้นน าไปน่ึงเขา้ฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
ก.16 อาหารเหลวจ าลองการหมักไส้กรอกอสีาน (ดัดแปลงจาก Swetwiwathana และคณะ, 1999) 

Meat extracts 10.0  g  Glucose         10.0  g 
Tryptone  10.0  g  Sodium chloride  25.0 g 
Sodium ascobate  0.5  g  Sodium nitrite  0.1000  g 
Sodium-tri-polyphosphate  3.0  g   
ละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1 ลิตร น าไปฆ่าเช้ือใน Autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (Swetwiwathana และคณะ, 1999) 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะห์ทางเคม ี

ข.1 การวเิคราะห์ความเป็นกรดด่าง (pH) ตามวธีิการของ (AOAC, 2000) 
  เม่ือไดต้วัอย่างไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผ่านความร้อนหลงัจากท าการเตรียมตวัอย่าง

แลว้ ชัง่ตวัอยา่งละ 5 กรัม ท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง ใส่ในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร ใส่ในบีกเกอร์

ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ าปราศจากไอออน(DI) ต้มไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จ  านวน 20 

มิลลิลิตร โดยใช้แท่งแกว้ผสมตวัอย่างให้เขา้กนั วดัความเป็นกรดด่าง (pH) โดยใช้เคร่ืองวดัพีเอช 

)pH meter) โดยท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง ซ ้ า และบนัทึกผล 

 
ข.2 การวเิคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด ตามวธีิการของ (AOAC, 2000) 
 น าตวัอย่างจากข้อ ข. 1 ตวัอย่างละ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วเติมน ้ าปราศจากไอออน (DI) ต้มไล่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์49 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย 0.1 เปอร์เซ็นต์ ฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด แล้วไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N 
NaOH จนกระทัง่ถึงจุดยติุ สารละลายเกิดเป็นสีชมพูอ่อน ท าซ ้ าตวัอยา่งละ 3 คร้ัง และบนัทึกผล เพื่อ
น าค่ามาค านวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดแลคติก  
 

                                                ค่าความเป็นกรดทั้งหมด    =      (V)(N)(90.01)(100)  
                                                                                                    (1000)   

 

                          โดย   V = ปริมาตรสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH ท่ีใชใ้นการไตเตรท (มิลลิลิตร) 

                                    N = นอร์มลัท่ีแทจ้ริงของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 

   90.8 = น ้าหนกัโมเลกุลของกรดแลคติก (C3H6O3) 

 
ข.3 การวเิคราะห์ปริมาณความช้ืนตามวธีิการของ (AOAC, 2000) 

1) อบกระป๋องอะลูมิเนียม (aluminium cans) ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมงและไปท าใหเ้ยน็ลงในโถดูดความช้ืน (desiccator) น าไปชัง่น ้าหนกัและบนัทึกค่า 
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2) น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนหลงัจากท าการเตรียมตวัอยา่งแลว้ มาชัง่
ตวัอย่างละ 2 กรัม ใส่ในกระป๋องอะลูมิเนียมท่ีทราบน ้ าหนกัแน่นอนแลว้ และบนัทึกน ้ าหนกัของ
ตวัอยา่ง ท าซ ้ าตวัอยา่งละ 2 คร้ัง 

3) น าไปอบในตูอ้บลมร้อนอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
4) ท าใหเ้ยน็ลงในโถดูดความช้ืน แลว้จึงน าไปชัง่น าหนกัและบนัทึกค่า 
5) ค านวณหาปริมาณความช้ืนในหน่วยเปอร์เซ็นต ์
                  

  ปริมาณความช้ืน  (เปอร์เซ็นต)์  =     น ้าหนกัอาหารก่อนอบ – น ้าหนกัอาหารหลงัอบ X 100 

                                                          น ้าหนกัอาหารก่อนอบ 

ข.4 การหาค่าเวอเตอร์แอคติวิตี ้(Water activity หรือ aw) (ตามวิธีการใช้เคร่ืองบริษัท AQUALAB 
รุ่น 4TE) 

1) สอบเทียบ (calibrate) เคร่ืองวดัค่าเวอเตอร์แอคติวิต้ี รุ่น 4TE ยี่ห้อ AQUALAB โดยน า
น ้ า DI (deionized water) ใส่ในตลบัตวัอย่าง จากนั้นน าเขา้เคร่ืองเวอเตอร์แอคติวิต้ี โดยตอ้งใส่ค่า
เวอเตอร์แอคติวต้ีิอยูร่ะหวา่ง 0.997-1.003 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  

2) น าตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อนหลงัจากท าการเตรียมตวัอยา่งแลว้ มาชัง่
ตวัอยา่งละ 3 กรัม แลว้น าไปใส่ในตลบัตวัอยา่งแลว้เกล่ียตวัอยา่งแหนมใหเ้รียบแบนพอสมควร 

3) น าตลับตวัอย่างเข้าเคร่ืองเวอเตอร์แอคติวิต้ี บิดปุ่มอ่านค่าไปท่ีค าว่า READ แล้วรอ
จนกระทัง่ไฟสีเขียวกระพริบ จากนั้นจึงอ่านค่าเวอเตอร์แอคติวิต้ีและค่าอุณหภูมิท่ีปรากฏบนหนา้
จอแสดงผล 

4) จดบนัทึกค่า จากนั้นน าตลบัตวัอย่างออก แล้วน าตลบัตวัอย่างต่อไปท่ีใส่ตวัอย่างไส้
กรอกอีสานแลว้มาวดัค่า 

 
ข.5 การตรวจสอบผลดีเอน็เอโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล (วฒันาลยั ปานบา้นเกร็ด และ
สรวง อุดมวรภณัฑ,์ 2536) 

1) เตรียมถาดส าหรับเทเจลในแนวรายและหวใีหเ้รียบร้อย 
2) เตรียมสารละลายอะกาโรสเจล 1.5 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TAE buffer 
3) หลอมอะกาโรสโดยอุ่นใหค้วามร้อนโดยไมโครเวฟ จนอะกาโรสละลายหมด 
4) ตั้งให้เย็นลงท่ีอุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส หยดสารเอธิเดียมโบร์ไมด์

เล็กน้อยเขย่าให้เข้ากัน แล้วจึงค่อยเทลงในถาดท่ีเตรียมไวใ้ห้เจลหนาประมาณ 5 
มิลลิเมตร ปล่อยใหเ้จลแขง็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
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5) เม่ือเจลแข็งตวัแลว้ค่อยๆดึงหวีออก น าเจลใส่ลงในเคร่ืองอะกาโรสโฟรีซิสให้พอดีเท 
1XTAE buffer ใหท้่วมเจล 

6) ดูดสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากแต่ละตวัอยา่ง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกบั 6x 
loading dye  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร รวมเป็น 12 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั แลว้ใส่ลง
ไปท่ีช่องในแผน่เจลแต่ละช่อง 

7) ดูดสารละลายดีเอ็นเอมาตราฐาน (100 bp ladder plus) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกบั 
loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 4  ไมโครลิตร แลว้
ใส่ลงช่องในแผน่เจลเพื่อเปรียบเทียบขนาดดีเอน็เอ 

8) ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิสแลว้เปิดเคร่ือง ใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้า 50 
โวลต ์ต่อเซนติเมตร เป็นเวลา 90 นาที 

9) จากนั้นน าเจลไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต จะเห็นแถบดีเอน็เอขนาดต่างๆ  เม่ือ
เทียบกบั  ดีเอน็เอท่ีทราบขนาดแน่นอน (marker) ท าใหท้ราบขนาดของดีเอ็นเอท่ีน ามา
ศึกษาแลว้ถ่ายรูปและบนัทึกดว้ยเคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel documention) 

ข.6 การเปรียบเทยีบขนาดแถบดีเอน็เอบนอะกาโรสเจล (ตามวธีิการใช้โปรแกรม Quantity one) 
1) ภาพท่ีถ่ายไดจ้ากเคร่ืองถ่ายภาพเจล จะแสดงแถบดีเอ็นเอในแต่ละช่อง ซ่ึงมีขนาดและ

จ านวนท่ีแตกต่างกนั  
2) ระบุขนาดและจ านวนของแถบดีเอน็เอมาตรฐานในช่อง Marker ตั้งแต่ขนาด 100bp ถึง 

3000 bp 
3) ระบุขนาดและจ านวนของแถบดีเอน็เอเช้ือแบคทีเรียแลคติก ท่ีใชเ้ป็นเช้ือมาตรฐาน 
4) ระบุขนาดและจ านวนแถบดีเอน็เอของตวัอยา่งในแต่ละช่องของเจล 
5) เปรียบเทียบขนาดและจ านวนของแถบดีเอ็นเอท่ีพบในตวัอยา่งเทียบกบัเช้ือมาตรฐาน 

เพื่อยนืยนัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในตวัอยา่งนั้นๆ 
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ภาคผนวก ค 

ตารางแสดงผลการวเิคราะห์ทางเคมแีละจุลชีววทิยาของตัวอย่างไส้กรอกอสีาน 

ตารางที ่ค.1 แสดงผลวเิคราะห์ทางเคมีและจุลชีววทิยาของตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน จากแหล่งจ าหน่าย ซุปเปอร์มาเก็ตและหา้งสรรพสินคา้

ในเขตหนองจอกและลาดกระบงั จ านวน 8 ตวัอยา่ง  

Sample pH Total acid Moisture 
Water 
activity 

Total Plate 
Count 

(CFU/g) 

Total Lactic 
(CFU/g) 

B.cereus 
(cell) 

 

B.cereus 
(Spore) 

S.aureus Salmonella 

01  4.43 0.3601 33.46 0.985 7.6 × 107 1.9 × 107 Not detect Not detect Not detect Not detect 
02  4.71 0.3286 39.72 0.970 6.7 × 106 1.0 × 106 Not detect Not detect Not detect detect 
03  4.41 0.4536 50.75 0.988 5.2 × 107 1.8  × 107 Not detect Not detect Not detect Not detect 
04  4.89 0.2262 66.62 0.990 1.0 × 108 3.8  × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
05  4.75 0.3232 41.76 0.987 1.1 × 108 1.4 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
06  4.88 0.1295 37.59 0.972 7.4 × 107 1.7 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
07  4.77 0.1602 36.19 0.978 8.2 × 107 1.9 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 

08  4.56 0.1923 41.12 0.987 1.2 × 108 1.6 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 

ค่าเฉล่ีย 4.67 0.2717 43.40 0.982       
ค่าต ่าสุด 4.41 0.1295 33.46 0.970       
ค่าสูงสุด 4.88 0.4536 66.62 0.990       
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Sample pH Total acid Moisture 
Water 
activity 

Total Plate 
Count 

(CFU/g) 

Total Lactic 
(CFU/g) 

B.cereus 
(cell) 

 

B.cereus 
(Spore) 

S.aureus Salmonella 

09  4.53 0.3601 37.31 0.983 5.2 × 108 8.3 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
10  4.73 0.3277 51.60 0.974 5.8 × 108 1.1 × 108 Not detect Not detect Not detect detect 
11  4.39 0.4071 39.12 0.984 7.9 × 107 8.8 × 106 Not detect Not detect Not detect detect 

12 4.57 0.3286 39.80 0.969 4.3 × 107 2.5 × 107 Not detect Not detect 2.0 × 10
2
  detect 

13 4.60 0.2984 34.07 0.976 1.5 × 108 3.4 × 107 Not detect Not detect 2.0 × 10
1
  detect 

14 4.60 0.2984 35.34 0.975 1.5 × 108 4.5 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
15 4.65 0.3286 40.83 0.976 4.5 × 107 2.9 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
16 4.60 0.2984 39.21 0.981 8.9 × 107 6.4 × 106 Not detect Not detect Not detect detect 
17 4.53 0.3286 37.31 0.986 6.8 × 107 2.4 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
18 4.43 0.4071 37.70 0.984 2.6 × 108 1.9 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
19 4.73 0.3601 37.31 0.974 2.4 × 108 2.7 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
20 4.57 0.2984 41.65 0.974 9.6 × 107 4.3 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
21 4.43 0.3286 35.34 0.964 1.4 × 108 6.7 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 
22 5.44 0.2984 37.84 0.979 3.0 × 108 2.7 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 

ตารางที ่ค.2 แสดงผลวเิคราะห์ทางเคมีและจุลชีววทิยา ของตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน แหล่งจ าหน่าย ตลาดนดั รถเขน็ แผงลอย ในเขต

หนองจอกและลาดกระบงั จ านวน 19 ตวัอยา่ง  
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100 

 

 

 

 

 

 

 

Sample pH Total acid Moisture 
Water 
activity 

Total Plate 
Count 

(CFU/g) 

Total Lactic 
(CFU/g) 

B.cereus 
(cell) 

 

B.cereus 
(Spore) 

S.aureus Salmonella 

23 4.76 0.2263 42.43 0.973 2.7 × 108 2.6 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 

24 4.81 0.1939 41.70 0.971 3.0 × 108 6.7 × 107 Not detect Not detect Not detect detect 

25 4.73 0.3601 41.60 0.975 1.1 × 108 2.0 × 107 Not detect Not detect Not detect       detect 

26 4.61 0.2984 40.31 0.978 7.8 × 10
7 3.3 × 10

7 Not detect Not detect Not detect Not detect  

27 4.52 0.3286 36.84 0.980 1.2 × 10
8 2.4 × 10

7 Not detect Not detect Not detect detect 

ค่าเฉล่ีย 4.64 0.3197 39.33 0.976       
ค่าต ่าสุด 4.39 0.1939 34.07 0.964       

ค่าสูงสุด 5.44 0.4071 51.6 0.986       

ตารางที ่ค.2 (ต่อ) แสดงผลวเิคราะห์ทางเคมีและจุลชีววทิยา ของตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน จากแหล่งจ าหน่าย ตลาดนดั รถเขน็ 

แผงลอย ในเขตหนองจอกและลาดกระบงั จ านวน 19 ตวัอยา่ง  
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101 

ตารางที ่ค.3 แสดงผลวเิคราะห์ทางเคมีและจุลชีววทิยา ของตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน จากแหล่งผลิตโรงงานอุตสาหกรรม จ านวน 

3 ตวัอยา่ง  

Sample pH Total acid Moisture 
Water 
activity 

Total Plate 
Count 

(CFU/g) 

Total Lactic 
(CFU/g) 

B.cereus 
(cell) 

 

B.cereus 
(Spore) 

S.aureus Salmonella 

28 4.32 0.3232 31.66 0.970 1.3 × 108 1.7 × 107 Not detect Not detect Not detect       detect 
29 4.28 0.3556 36.43 0.971 1.5 × 108 2.0 × 107 Not detect 3.0 × 101  4.5 × 102  detect 
30 5.16 0.2984 33.41 0.969 2.5 × 108 2.9 × 107 Not detect Not detect Not detect Not detect 

ค่าเฉล่ีย 4.58 0.3257 33.83 0.970       

ค่าต ่าสุด 4.28 0.2984 31.66 0.969       

ค่าสูงสุด 5.16 0.3556 36.43 0.971       
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ตารางที ่ค.4  ผลการตรวจยนืยนั Salmonella groups และผลยนืยนัซีโรวาห์ของเช้ือ Salmonella spp. ท่ี

พบในตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน ทั้งหมด 30 ตวัอยา่ง 

 

 

รหสัตวัอยา่ง Salmonella group เซโรไทป์ท่ีตรวจพบ 
Sam 01 – XLD/MK AI Salmonella  Kedougou 

Sam 01 – XLD/RV AI/C Salmonella  Rissen 

Sam 02 –  XLD/RV AI/C Salmonella  Rissen 

Sam 02 – HE/MK AI Salmonella  Rissen 

Sam 03 – XLD/MK AI/C Salmonella  Rissen 

Sam 04 –  HE/RV AI Salmonella Kedougou 

Sam 05 – XLD/RV AI Salmonella Rissen 

Sam 07 – XLD/MK AI/C Salmonella Rissen 

Sam 07 – XLD/ RV AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 08 – XLD/RV AI Salmonella Krefeld 

Sam 08 –  HE/MK AI/E Salmonella Hvittingfoss 

Sam 09 – XLD/MK AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 10 – XLD/MK AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 10 –  HE/RV AI/C Salmonella Rissen 

Sam 11 – XLD/MK AI Salmonella  Rissen 

Sam 12 – XLD/RV AI No Salmonella species 

Sam13 – XLD/MK AI/C Salmonella  Rissen 

Sam 13 – HE/RV AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 14 – XLD/MK AI Salmonella  Hvittingfoss 

Sam 14 – HE/MK AI/C Salmonella Bovismorbificans 

Sam 16 – HE/MK AI Salmonella Krefeld 
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 ตารางที ่ค.4 (ต่อ)  ผลการตรวจยนืยนั Salmonella groups และผลยนืยนัซีโรวาห์ของเช้ือ Salmonella 

spp. ท่ีพบในตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีไม่ผา่นความร้อน ทั้งหมด 30 ตวัอยา่ง 

 

 

รหสัตวัอยา่ง Salmonella group เซโรไทป์ท่ีตรวจพบ 
Sam 16 – HE/RV AI - 

Sam 17 – XLD/RV AI/C Salmonella Rissen 

Sam 17 – HE/MK AI/C - 

Sam 20 – XLD/MK AI/C Salmonella Corvallis 

Sam 20 – XLD/RV AI/C - 

Sam 20 – HE/RV AI Salmonella Rissen 

Sam 21 – XLD/MK AI Salmonella Kedougou 

Sam 21 – XLD/RV AI/E - 

Sam 21 – HE/RV AI/C Salmonella Rissen 

Sam 24 – XLD/MK AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 24 – HE/RV AI - 

Sam 25 – XLD/MK AI/C Salmonella serovar Rissen 

Sam 25 – HE/RV AI/C - 

Sam 26 – XLD/MK AI/E Salmonella Give 

Sam 26 – XLD/RV AI Salmonella Krefeld 

Sam 27 – XLD/RV AI/C Salmonella Rissen 

Sam 27 –   HE/MK AI Salmonella Kedougou 

Sam 27 –  HE/RV AI - 

Sam 28 – XLD/MK AI/E Salmonella Krefeld 

Sam 29 – XLD/MK AI/C No growth after enrichment 

Sam 29 –  HE/RV AI Salmonella Hvittingfoss 

Sam 30 –  HE/MK AI/C Salmonella Bovismorbificans 

Sam 30 - XLD/MK AI - 
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ตารางที ่ค.5 ตารางเฉล่ียค่าพีเอช ในแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (ISMB) ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศา

เซลเซียส เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 0-48 ชัว่โมง 

ช่ัวโมง 0 6 12 18 24 30 36 42 48 

รูปแบบที ่1 
ISMB Control 

6.68 6.65 6.66 6.65 6.63 6.63 6.61 6.58 6.56 

รูปแบบที ่2 
ISMB + Gal 

6.66 6.46 5.75 5.22 4.78 4.51 4.35 4.24 4.12 

รูปแบบที ่3 
ISMB + Gal + SS7 

6.43 5.14 4.57 4.12 3.92 3.81 3.71 3.60 3.41 

รูปแบบที ่4 
ISMB + Gal + B.cereus 

6.66 6.00 5.48 4.97 4.73 4.59 4.45 4.25 4.18 

รูปแบบที ่5 
ISMB + Gal + SS7 + B.cereus 

6.49 5.57 4.88 4.38 4.02 3.91 3.73 3.62 3.58 

 

ตารางที ่ค.6 ตารางเฉล่ียเปอร์เซ็นตก์รดแลคติก ในแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (ISMB) ท่ี
อุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 0-48 ชัว่โมง 

ช่ัวโมง 0 6 12 18 24 30 36 42 48 

รูปแบบที ่1 
ISMB Control 

0.284 0.347 0.347 0.410 0.410 0.410 0.410 0.410 0.410 

รูปแบบที ่2 
ISMB + Gal 

0.315 0.378 0.536 0.662 0.819 0.855 0.882 0.88 1.166 

รูปแบบที ่3 
ISMB + Gal + SS7 

0.473 0.662 0.756 0.882 1.103 1.197 1.166 1.229 1.355 

รูปแบบที ่4 
ISMB + Gal + B.cereus 

0.284 0.441 0.536 0.599 0.693 0.819 0.914 1.040 1.008 

รูปแบบที ่5 
ISMB + Gal + SS7 + B.cereus 

0.362 0.536 0.662 0.693 0.945 1.103 1.103 1.197 1.229 
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ตารางที ่ค.7 ตารางเฉล่ียเช้ือจุลินทรียท่ี์พบในแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (ISMB) รูปแบบท่ี 3, 

4 และ 5 ท่ีอุณหภูมิ 30±1 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 0-48 ชัว่โมง  

ช่ัวโมง 0 6 12 18 24 30 36 42 48 

รูปแบบที ่3 
(LAB log cfu/g) 

6.413 6.944 7.255 7.485 7.540 7.612 7.564 7.620 7.713 

รูปแบบที ่4 
(B. cereus log cfu/g) 

3.124 3.406 4.274 4.059 4.233 3.280 3.205 1.820 1.634 

รูปแบบที ่5 
(LAB log cfu/g) 

6.068 6.814 6.980 6.966 7.333 7.321 7.194 7.152 7.482 

รูปแบบที ่5 
(B. cereus log cfu/g) 

2.670 2.743 2.358 1.305 1.398 1.232 0.795 0.360 0.333 

หมายเหต ุ LAB คือ ปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลคติก (log cfu/ml) 
   รูปแบบท่ี 3 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml 
   รูปแบบท่ี 4 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml 

รูปแบบท่ี 5 คือ ISMB + กระเทียมปลอดเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์+ เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 + เช้ือ
B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  

 

 
 

ภาพที ่ค.1 แสดงรูปแบบจ าลองการหมกัไส้กรอกอีสาน (Isan Sausage Model Broth, ISMB) 
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ภาพที่ ค.2 แสดงตวัอยา่งไส้กรอกอีสานท่ีผลิตทางการคา้ก่อนเติมกลา้เช้ือ (ก) ไส้กรอกอีสานบรรจุ 25 

กรัม ในระหวา่งการหมกั ไส้กรอกอีสานสูตรไม่เติมกลา้เช้ือ (ข)  สูตรเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS 7ท่ี 

106 cfu/ml (ค)  สูตรเติมเช้ือ B. cereus ท่ี  104cfu/ml (ง) และ สูตรเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS 7ท่ี 106 

cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml (จ)
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ภาคผนวก ง 

ลายพมิพ์ดีเอน็เอจากการท าพซีีอาร์-อาร์เอพดีีของเช้ือแบคทเีรียแลคติก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ง.1 ลายพิมพดี์เอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกจากตวัอยา่งไส้กรอกอีสานสูตรไม่เติมกลา้
เช้ือ (ชุดควบคุม) ในวนัท่ี 0, 1 และ 2 ของการหมกั 

หมายเหตุ  ช่อง M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp Ladder plus, ช่อง SS7 คือ แถบดีเอ็นเอของเช้ือ Lb. plantarum 

SS7,ช่อง 536 คือแถบดีเอน็เอของเช้ือ P. pentosaceus TISTR 536, ช่อง 1-10 คือ แถบดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรียแลคติก
จากตวัอยา่งไสก้รอกอีสานชุดควบคุม วนัท่ี 0, 1 และ 2 

    M      SS7     536      1        2         3        4        5        6        7         8        9        10      NC 

DAY 0 

DAY 2 

DAY 1 

   M      SS7    536       1        2         3        4          5        6         7         8        9        10      NC 

    M      SS7    536      1       2         3        4         5        6         7         8        9        10      NC 
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ภาพที ่ง.2 ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกจากตวัอยา่งไส้กรอกอีสานสูตรเติมกลา้เช้ือ 
Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml ในวนัท่ี 0, 1 และ 2 ของการหมกั 

หมายเหตุ  ช่อง M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp Ladder plus, ช่อง SS7 คือ แถบดีเอ็นเอของเช้ือ Lb. plantarum 

SS7,ช่อง 536 คือแถบดีเอ็นเอของเช้ือ P. pentosaceus TISTR 536, ช่อง 11-20 คือ แถบดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียแล
คติกจากตวัอยา่งไสก้รอกอีสานเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml วนัท่ี 0, 1 และ 2 

 

   M     SS7     536      11       12      13      14       15      16      17       18      19      20     NC 

   M     SS7     536      11       12      13      14       15      16      17       18      19      20     NC 

   M     SS7     536      11       12      13      14       15      16      17       18      19      20     NC 

DAY 1 

DAY 2 

DAY 0 
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ภาพที ่ง.3 ลายพิมพดี์เอน็เอของเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกจากตวัอยา่งไส้กรอกอีสานสูตรเติมกลา้เช้ือ 
Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ B. cereus ท่ี 104 cfu/mlในวนัท่ี 0, 1 และ 2 ของการหมกั 

หมายเหตุ  ช่อง M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp Ladder plus, ช่อง SS7 คือ แถบดีเอน็เอของเช้ือ Lb. plantarum 
SS7,ช่อง 536 คือแถบดีเอน็เอของเช้ือ P. pentosaceus TISTR 536, ช่อง 21-30 คือ แถบดีเอน็เอของเช้ือแบคทีเรียแล
คติกจากไสก้รอกอีสานท่ีเติมกลา้เช้ือ Lb. plantarum SS7 ท่ี 106 cfu/ml และ เช้ือ B. cereus ท่ี 104 cfu/ml  วนัท่ี 0, 1 
และ 2 
 

   M     SS7     536      21       22      23       24       25      26       27       28       29       30      NC 

DAY 0 

   M     SS7     536      21       22      23       24       25      26       27       28       29       30      NC 

   M     SS7     536      21       22      23       24       25      26       27       28       29       30      NC 

DAY 1 

DAY 2 
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