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บทคัดยอ 
 

 การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเรื่อง “การพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเล
แหงของประเทศไทย”  โดยการศึกษาครั้งนี้ไดศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดพริกชี้ฟาที่ผสมกับสารสกัดตะไคร  
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis 
และสารผสมของสารทั้ง 2 กลุม ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด ไดแก Salmonella Typhimurium, 
Bacillus cereus, Escherichia coli และ Staphylococcus aureus  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บ
รักษาเปนระยะเวลา 28 วัน   จากการศึกษาพบวาสารสกัดสมุนไพรผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไคร
ความเขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  มีฤทธิ์สูงในการยับยั้ง B. cereus   มีฤทธิ์ปานกลางในการ
ยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  แตมีประสิทธิภาพต่ําในการ
ยับยั้ง S. Typhimurium  สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ 
B. cereus ไดเปนอยางดี  มีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางตอ E. coli  และไมสามารถยับยั้ง S. aureus ได  สวน
การเติมสารสกัดสมุนไพรผสมรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis มีประสิทธิภาพ
เทียบเทากับการเติมสารสกัดใดสารสกัดหนึ่งในการยับยั้ง  S. Typhimurium  และ  B. cereus  ใน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  และชวยเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้ง E. coli และ S. aureus  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  B. licheniformis  ยังมีฤทธิ์การยับยั้ง  
S. Typhimurium, B. cereus และ S. aureus สูงกวาไนซิน ซึ่งเปนสารกันเสียทางการคาที่นิยมใชใน
ปจจุบัน   นอกจากนีก้ารเติมสารสกัดทุกๆ 2 สัปดาหทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียกอโรค
ทั้ง 4 ชนิด ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปเพิ่มขึ้นมากกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  โดยเฉพาะอยางยิ่ง
การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  B. licheniformis  สามารถลดปริมาณ  

S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus จาก >1,100 MPN/g เหลือ  3.0 MPN/g   
การเติมสารสกัดสมุนไพรผสมรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis มีผลทําใหคา
ความชื้นและคา aw  เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปดั้งเดิม  รวมทั้งยังทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)   
นอกจากนั้นการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  B. licheniformis  ใน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปทําใหหมึกแปรรูปมีสีพอใชตามธรรมชาติในวันแรกของการทดลอง  และแสดง
ความผิดปกติไปจากธรรมชาติเมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน และหมึกแปรรูปมีกลิ่นแตกตางจาก
หมึกแปรรูปดั้งเดิมเล็กนอย คือ มีกลิ่นพอใชตามธรรมชาติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 28 วัน  ดังนั้น
การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาสารสกัดสมุนไพรผสม (พริกชี้ฟากับตะไคร) รวมกับการเติม
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  B. licheniformis  สามารถลดการปนเปอนของ  S. Typhimurium,  
B. cereus, E. coli และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  โดยมีผลเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง
ประสาทสัมผัสเล็กนอยในระดับที่ยอมรับได  
 
คําสําคัญ : แบคทีเรียโพรไบโอติก, สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ, ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง, มาตรฐาน 
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Abstract 
  
 In this study entitled “development of bioactive compounds from probiotic 
bacteria for controlling microorganisms, and improving standard and quality of dried 
seafood products from Thailand”, inhibitory effects of combined ethanolic chili and 
galangal extracts, partial purified substances prepared from Bacillus licheniformis 
(PBL), and chili and galangal extracts mixed with PBL on four pathogens, Salmonella 
Typhimurium, Bacillus cereus, Escherichia coli and Staphylococcus aureus were 
investigated in dried processed squid products during a 28-day storage. Combined chili 
and galangal extracts (160 mg/mL) had strong activity against B. cereus and moderate 
activity against E. coli and S. aureus, but low inhibitory effect on S. Typhimurium in 
dried processed squid products. Partial purified substances from B. licheniformis were 
able to potently eliminate B. cereus and moderately eliminate E. coli, but unable to 
eliminate S. aureus. Inhibitory activity of mixed plant extract (chili and galangal) and PBL 
was as effective as plant extract or PBL alone against S. Typhimurium and B. cereus in 
dried processed squid products. Strong inhibitory effect on E. coli and S. aureus was 
observed when this mixture added in the squid product. In addition, the plant extracts 
mixed with PBL exhibited higher inhibitory activity against S. Typhimurium, B. cereus 
and S. aureus, compared to nisin, a commercial preservative. Addition of the 
bioactive agent every 2 weeks resulted in increased inhibitory effect on four tested 
pathogens. In particular, decreased numbers of S. Typhimurium, E. coli, B. cereus and 
S. aureus from >1,100 to  3.0 MPN/g were found in dried processed squid products 
when combined plant extracts mixed with PBL employed. Supplementation of mixed 
plant extracts and PBL caused significant (P<0.05) increase in moisture content and 
water activity and significant (P<0.05) decrease in pH in dried squid products. Dried squid 
products incorporated with plant extracts and PBL showed minor change in natural color 
at the beginning of experiment and moderate color change after a 28-day storage and 
also showed slight difference of natural smell (fair smell) during a 28-day storage. In 
conclusion, chili and galangal extracts mixed with PBL obviously reduced pathogen 
contamination (S. Typhimurium, B. cereus, E. coli and S. aureus) in dried squid 
products with minor and acceptable change in sensory characteristic.        
 
keywords : Bacterial probiotics, Bioactive compounds, Dried seafood products,  
                 Standard 
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ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนที่อุณหภูมิหอง ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(c) หมึกแปรรูปดั้งเดิมที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของ
การทดลอง…………………………………………………………………………………………......….. 
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5 สีของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครตลอดระยะเวลา

การทดลอง  
(a) สีพอใชตามธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครในวัน
แรกของการทดลอง 
(b) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครที่
เก็บแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืนที่อุณหภูมิหองในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(c) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครที่
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของการทดลอง…..………………… 
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6 สีของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ตลอดระยะเวลาการทดลอง  

(a) สีพอใชตามธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ในวัน
แรกของการทดลอง 
(b) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ที่
เก็บแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางคืนที่อุณหภูมิหองในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(c) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ที่
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของการทดลอง…..………………… 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาที่ทําการวิจัย   

อาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปเปนสินคาที่สําคัญประเภทหนึ่งในประเทศไทย  
(สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ, 2554) และผลิตภัณฑเหลานี้เปนสินคาประเภทของฝากที่สําคัญของ
จังหวัดบริเวณชายฝงทะเลของประเทศไทย ไดแก กุงแหง ปลาแหง หมึกแหง หมึกอบชุบน้ําเชื่อม หมึก
ตัวฉาบ หอยแหงและปูกรอบ เปนตน  ซึ่งพบมากในภาคตะวันออก แถบจังหวัดชลบุรี ระยอง และ
ตราด (สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ, 2553ก)  รวมทั้งอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูปไดรับ
ความนิยมและมีผูบริโภคเพิ่มมากข้ึนในการนํามาบริโภคทั้งคนไทยและคนในประเทศแถบเอเชีย ทําให
เปนสินคาเศรษฐกิจที่ทํารายไดใหประเทศไทยจํานวนมหาศาล (สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ, 2553ข)  
ในป พ.ศ. 2556 ประเทศไทยมีสถิติการสงออกอาหารทะเลประเภทปลาหมึกและผลิตภัณฑรวม
ปริมาณ  65,474.76 ตัน คิดเปนเงิน 12,160 ลานบาท และมีสถิติการสงออกอาหารประเภทกุงปรุงแตง
และกุงแหงปริมาณ 114,250.56 ตัน คิดเปนเงิน 39,554.40 ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร 
โดยความรวมมือของกรมศุลกากร, 2557) แสดงใหเห็นวาอาหารทะเลเปนสินคาที่มีความสําคัญตอ
เศรษฐกิจไทยเปนอยางยิ่ง 
 จากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับคุณภาพของอาหารทะเลแหงและอาหารทะเลแปรรูป พบวา
ผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงมีการปนเปอนดวยแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย 
ยกตัวอยางเชน สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ (2553ก) พบการปนเปอนของแบคทีเรียกลุม 
Staphylococcus, Bacillus และ Micrococcus และแบคทีเรียกอโรค ไดแก Corynebacterium spp., 
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, K. ozaenae, Listeria spp. และ Proteus 
mirabilis ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงที่วางจําหนายในจังหวัดชลบุรี  นอกจากนี้เมื่อนําผลิตภัณฑ 
หมึกแหงที่จําหนายในจังหวัดชลบุรีมาศึกษาการปนเปอนของแบคทีเรียกลุมทนเค็ม พบการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุม Staphylococcus, Micrococcus และ Bacillus   สวนการศึกษาการปนเปอนของ
แบคทีเรียกลุมเอนเทอโรแบคทีเรียซีอีพบ Proteus, Enterobacter และ Klebsiella  (สุบัณฑิต นิ่มรัตน 
และคณะ, 2553ข)   ศิริโฉม  ทุงเกา และกิตติรัตน วงษอินทร (2550)  ไดรายงานการตรวจสอบคุณภาพ
ทางจุลชีววิทยาของปลาหมึกแหงปรุงรสพรอมบริโภค พบการปนเปอนของ Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Bacillus และ  Acinetobacter  ในขณะเดียวกันการศึกษาคุณภาพทาง 
จุลชีววิทยาของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงในตางประเทศก็แสดงใหเห็นถึงการปนเปอนดวยแบคทีเรีย 
กอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง เชน ปลาซารดีน (Sardina 
pilchardus) และปลานวลจันทรตากแหง (Cirrhinus microlepis) ที่จําหนายในเมือง Penghu 
ประเทศไตหวัน พบแบคทีเรียกลุมที่สรางสารพิษประเภทฮิสตามีนหลากหลายชนิด  ไมวาจะเปน 
Klebsiella pneumoniae, Hafnia alvei, Proteus morganii, P. vulgalis, P. mirabilis, 
Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Serratia fonticola, S. liquefaciens, Raoultella 
planticola, R. ornithinolytica, Providencia stuartii และ Citrobacter freundii (Huang et al., 
2010) และปลาซารดีน (Sardina pilchardus) เค็มตากแหงในประเทศอินเดียพบการปนเปอนของ 
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Micrococcus luteus, Pseudomonas และ Alcaligenes (Lakshmanan et al., 2002) แบคทีเรียที่
ปนเปอนเหลานี้สงผลทําใหอาหารทะเลแหงเนาเสียและเปนอันตรายตอผูบริโภคได  (Jeyasekaran 
et al., 2004)  ดังนั้นการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหงถือเปนสิ่งที่จําเปนอยางยิ่ง 
เพื่อทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑของประเทศไทยและ
ระดับสากล 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียมีหลากหลายชนิด ยกตัวอยางเชน แบคเทอริโอซิน 
เปนตน (ten Brink et al., 1994)  แบคเทอริโอซินสามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียกอโรคทางอาหาร
และแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย  ดวยคุณสมบัติดังกลาวจึงสงผลใหสารชนิดนี้ไดรับความสนใจ
อยางแพรหลายในทางดานการแพทยและดานอุตสาหกรรมอาหาร (Delves-Broughton et al., 1996; 
Ogunbanwo et al., 2003)  นอกจากนี้ Anthony et al. (2009) ไดศึกษาถึงสารเปปไทดที่มีฤทธิ์ใน
การยับยั้งแบคทีเรีย การศึกษานี้ไดรับความสนใจมากขึ้นในการที่จะนํามาเปนทางเลือกหนึ่งในการ
รักษาโรค การถนอมอาหาร เพื่อปองกันการเนาเสียและการเสื่อมสภาพของผลิตภัณฑอาหาร แบคทีเรีย
สายพันธุที่ผลิตสารเปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียคือ Bacillus licheniformis ที่แยกไดจาก
ดินตะกอนจากน้ําทิ้งในโรงฆาสัตวซึง่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดหลายชนิด ซึ่งคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีของสารเปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียที่ผลิตไดจาก B. licheniformis มีคุณสมบัติ
เปนสารแบคเทอริโอซิน จากผลการศึกษาดังกลาว  ทําใหคณะผูวิจัยมีแนวคิดที่จะศึกษาถึงการ
พัฒนาการประยุกตใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการควบคุมจุลินทรียใน
อาหารทะเลแหง  เนื่องจากแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่เปนสาร
ปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย และแบคเทอริโอซิน เปนตน ซึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกทําหนาที่ยับยั้ง
สารพิษจากแบคทีเรียกอโรค  โดยการไปปดกั้นสวนที่พิษจะเขาสูเซลลและสามารถแยงจับตําแหนง
ตาง ๆ ของเนื้อเยื่อในลําไสเพื่อปองกันไมใหแบคทีเรียกอโรคเขายึดเกาะและเพิ่มจํานวนในลําไส  
นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนภูมิตานทานทั้งในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของ
เซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับเชื้อโรคได (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 
 ในการศึกษาครั้งนี้คณะผูวิจัยจะทําการศึกษาตอเนื่องจากโครงการวิจัยจํานวน 2 โครงการ 
ไดแก  (1) โครงการวิจัยเรื่อง  “การพัฒนาผลิตภัณฑอาหารทะเลในจังหวัดชลบุรีใหปราศจาก 
ยาฆาแมลง สีสังเคราะหและแบคทีเรียกอโรค”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ 
ประจําปงบประมาณ 2553-2555  และ (2) โครงการวิจัยเรื่อง  “สารตานจุลชีพชนิดใหมจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อใชในการควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงและ
แปรรูปในจังหวัดชลบุรี”  ทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ประจําปงบประมาณ 
2556-2559  คณะผูวิจัยจึงมีแนวคิดในการพัฒนาการควบคุมจุลินทรียดวยสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อทําใหผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงไมปนเปอนดวยจุลินทรียกอโรค และ
ยังมีประโยชนและมีความปลอดภัยตอสุขภาพของผูบริโภค  รวมทั้งมีคุณสมบัติดานการตานอนุมูล
อิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหงของประเทศไทยมีจุดเดนและมีคุณคาครบทุกดาน  ทั้งเปนอาหารที่
มีความปลอดภัย สะอาดและมีประโยชนตอสุขภาพ และยังเปนอาหารเสริมสุขภาพไดเชนกัน  ซึ่งจะ
เปนการพัฒนามาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยสู
มาตรฐานสากลอยางมีเอกลักษณและเดนชัดตอไป 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 2. เพื่อศึกษาหาระยะเวลาและปริมาณที่เหมาะสมของการใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการควบคุมปริมาณจุลินทรียชนิดตาง ๆ ที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหงรวมทั้ง
สภาวะการเก็บรักษาเพื่อทําใหอาหารทะเลมีคุณภาพทางจุลชีววิทยาที่ดีอยางนอยเทียบเทากับ
มาตรฐานทั้งในระดับประเทศและระดับนานาชาติ 
 3. เพื่อพัฒนาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก สําหรับการนํามาทดแทน
สารเคมีสังเคราะหในการควบคุมปริมาณและชนิดของจุลินทรียในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง  
 
ขอบเขตของการวิจัย 

การศึกษาในปที่ 2 ทําการศึกษาถึงผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์
จากแบคทีเรียโพรไบโอติกชนิด Bacillus licheniformis เปรียบเทียบหรือศึกษารวมกับสารอื่น ๆ ในการ
ควบคุมแบคทีเรียกอโรคจํานวน 4 ชนิด ไดแก Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, 
Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปภายใตสภาวะ
ที่เหมาะสมและศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดที่นํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การศึกษาผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก Bacillus licheniformis ใน
รูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) เปรียบเทียบหรือศึกษารวมกับสารอื่น ๆ และสภาวะการเก็บรักษา

แบบตาง ๆ ในการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 

การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Bacillus licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 

การเตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน
รูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย 

โพรไบโอติก Bacillus licheniformis 

การเตรียมสารสกัดสมุนไพร 

Salmonella Typhimurium 

E. coli 

Bacillus cereus 

Staphylococcus aureus 

การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่
เติมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก 

Bacillus licheniformis 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 1. ทราบถึงประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อพัฒนา
มาตรฐานและควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงของประเทศไทยที่มีความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหง 
 2. ทราบถึงระยะเวลาและปริมาณที่เหมาะสมของการใชสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการควบคุมปริมาณจุลินทรียชนิดตาง ๆ ที่ปนเปอนในอาหารทะเลแหงรวมทั้ง
สภาวะการเก็บรักษาเพ่ือทําใหอาหารทะเลมีคุณภาพทางจุลชีววิทยาที่ด ี
 3. สามารถพัฒนาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อนํามาทดแทนการ
ใชสารเคมีสังเคราะหในการควบคุมปริมาณและชนิดของจุลินทรียเพื่อควบคุมมาตรฐานทางแบคทีเรีย 
รวมทั้งลดความเสี่ยงของการเกิดโรคตางๆ ที่เกิดจากสารเคมีสังเคราะห 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 1. อาหารทะเล 
 2. แบคทีเรียกอโรคที่พบในอาหารทะเล 
 3. โพรไบโอติก 
 4. รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 
 5. อนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ  
 
1. อาหารทะเล 

อาหารทะเลมีหลากหลายชนิด อาทิ ปลา กุง หอย ปู หมึก สาหรายทะเล แมงดาทะเล 
แมงกะพรุนและปลิงทะเล เปนตน ขณะนี้อาหารทะเลเปนอาหารยอดนิยมของคนทั่วโลก เพราะ
นอกจากจะมีรสชาติที่อรอย มีกรรมวิธีในการปรุงที่หลากหลาย และยังเปนอาหารที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูงมาก ไมวาจะเปนดานโปรตีน วิตามินและเกลือแร  รวมถึงมีธาตุอาหารบางอยางที่สําคัญ
และจําเปนสําหรับมนุษยที่หาไดเฉพาะในอาหารทะเลเทานั้น เชน ธาตุไอโอดีน เปนตน (ศรีสมร  
คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

การถนอมอาหารโดยวิธีการหมักเกลือและการตากแหง เปนวิธีการหลักของครัวทองถิ่น การ
ทํากับขาวจากอาหารแหง การทําเครื่องปรุงจากของหมัก ของแหงและของดอง จึงมีความสําคัญ 
พอ ๆ กันหรือมากกวาการทํากับขาวจากของสด การถนอมและดัดแปลงอาหารสัตวน้ําไดพัฒนาไปสู 
ปลารา ปลาเจา น้ําปลา และเยื่อเคยหรือกะป อันเปนเครื่องปรุงรสหลักของกับขาว ลักษณะของ
อาหารทะเลที่ทําเค็ม ทําแหง ทําดอง ไดแก ปลาเค็ม ปลาแหง กุงแหง กะป หอยแหง ปลาหมึกแหง 
และนับเปนสัญลักษณของแหลงทองเที่ยว เชน  จังหวัดชลบุรีและระยอง  เปนตน (ชมพู ยิ้มโต, 2550) 

 
 ประโยชนของอาหารทะเล 

อาหารทะเลมีประโยชนเนื่องจากมีไขมันนอยกวาโปรตีนจากสัตวอื่น ๆ  ทั้งยังอุดมไปดวย
ฟอสฟอรัสและแคลเซียมที่จําเปนสําหรับรางกาย  นอกจากนั้นยังมีโอกาสปนเปอนหรือมีการตกคาง
ของสารพิษนอยกวาเนื้อสัตวประเภทอื่น ๆ  ประโยชนของอาหารทะเล เชน  

1. ประโยชนจากหมึก   ในหมึกจะมีกรดไขมันกลุมโอเมกา 3 อยูสูงมาก แมวาหมึกจะมี
โคเลสเตอรอลสูง แตโอเมกา 3 ที่มีอยูในหมึกนั้นจะไปชวยตอตานไมใหรางกายมีโคเลสเตอรอลสูงขึ้น
ได และยังพบวาโคเลสเตอรอลที่มีอยูในหมึกนั้นจะชวยใหผิวหนังแตงตึง ใบหนาไมเหี่ยวยนอีกดวย 

2. ประโยชนจากปูและหอย   ในเนื้อปูและหอยจะมีกรดอะมิโนอิสระกวา 10 ชนิด  
ที่สําคัญ ไดแก กรดกลูตามิก ไกลซีน โพรลีน ฮีสทีดีนและอาจีนีน เปนตน นอกจากนี้ยังอุดมไปดวย 
วิตามินเอ บีหนึ่ง บีสอง บีสาม ซีและดี  นอกจากนี้ในหอยนางรมยังมีสารประกอบสําคัญที่เรียกวา  
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เทารีน (Taurine) และมีแรธาตุสังกะสีอยูมาก ซึ่งสารสองตัวนี้จะทํางานรวมกัน และมีผลตอการ
สงเสริมสมรรถภาพทางเพศไดด ี

นอกจากนี้ในอาหารทะเลทุกชนิดยังมีสารไอโอดีนสูงชวยใหไมเปนโรคคอพอก และม ี
โอเมกา 3 ซึ่งเปนกรดไขมันอิ่มตัวอยูสูง มีผลชวยลดโคเลสเตอรอลในเสนเลือดได ปองกันเลือดจับตัว
เปนกอนซึ่งเปนสาเหตุของภาวะหัวใจลมเหลว และยังชวยพัฒนาสมองและพัฒนาระบบประสาท 
กอใหเกิดผลดีตอการรักษาโรคความจําเสื่อมไดอีกดวย (ศรีสมร คงพันธุ และมณี สุวรรณผอง, 2533) 

 
2. แบคทีเรียกอโรคที่พบในอาหารทะเล 

จุลินทรียหลายรอยชนิดเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคแกคน สัตว พืชและสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ  
จุลินทรียที่จะเกิดโรคแกสิ่งมีชีวิตที่เขาไปอาศัยอยูหรือที่เรียกวาโฮสตไดนั้นจะตองมีกลไกที่จะเอาชนะ
ระบบภูมิคุมกันของรางกายโฮสต แตถาโฮสตมีความตานทานสูงกวาจะสามารถทําลายจุลินทรีย
เหลานั้นไดและไมเกิดโรค ปจจัยที่ทําใหจุลินทรียสามารถกอโรคไดขึ้นอยูกับสารพิษ (Toxin) ที่สรางขึ้น 
ซึ่งอาจทําลายเซลลตาง ๆ ของรางกายโฮตสหรือทําลายเนื้อเยื่อ เชน เนื้อเยื่อระบบประสาท 
นอกจากนี้จุลินทรียยังมีสารบางอยางและเอนไซมที่ยอยสลายสวนประกอบของเนื้อเยื่อโฮสต ทําให
สามารถบุกเขาเนื้อเยื่อโฮสตและทําอันตรายโฮสตได  ซึ่งการปนเปอนของจุลินทรียในอาหารจาก
สิ่งแวดลอมเกิดจากการนําพา ไดแก ฝุนละออง แมลง สัตวและมนุษย และการปนเปอนที่มาจาก
ผูปฏิบัติงานผลิตอาหาร โดยเฉพาะอยางยิ่งผูใชมือสัมผัสกับอาหาร เปนสื่อที่ดีที่จะนําจุลินทรียไป
ปนเปอนในอาหารได  ดังนั้นควรมีการจัดสภาวะแวดลอมในการผลิตใหเหมาะสม และใหความรูแก 
ผูสัมผัสอาหารเพื่อไมใหเกิดการปนเปอนของจุลินทรียไปสูผลิตภัณฑได (บัญญัติ บุญญา, 2546) 

 
2.1 Listeria monocytogenes 
L. monocytogenes เปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคลิสทีรีโอซีส (Listeriosis) มีลักษณะเปน

ทอนสั้น ติดสีแกรมบวก สามารถเคลื่อนท่ีไดดวยแฟลกเจลลา เชื้อนี้สามารถพบไดในสิ่งแวดลอมทั่วไป 
เชน น้ําโคลน น้ําทิ้ง พืช และสัตว รวมทั้งอาจพบในอุจจาระของมนุษย การระบาดอาจเกิดจากการ
บริโภคน้ํานมและเนยแข็งที่มีเชื้อปะปนอยู เมื่อเชื้อเขาสูรางกายจะอาศัยอยูกับแมคโครฟาจ 
(Macrophage) การเกิดโรคอาจเกิดไดทั้งแบบที่ไมรุนแรงและรุนแรง และรุนแรงมากจนเสียชีวิตได 
สวนใหญเกิดกับเด็กในระยะแรกเกิด และผูที่มีความบกพรองทางภูมิคุมกันจะแสดงอาการที่รุนแรง 
บางรายอาจทําใหเสียชีวิตได การติดเชื้อในเด็กทารกสวนใหญจะติดจากแมที่ติดเชื้อนี้ เด็กที่ติดเชื้อนี้
จะเสียชีวิตเนื่องจากติดเชื้อในกระแสเลือด (Septicemia) และโรคเยื่อหุมสมองอักเสบ สวนผูใหญจะ
แสดงอาการของโรคเยื่อหุมสมองอักเสบ การปองกันทําไดโดยหลีกเลี่ยงการบริโภคเนื้อและผลิตภัณฑ
จากสัตวที่ติดเชื้อ และการตรวจเชื้อในระยะชวงเริ่มตั้งครรภ โรคนี้ถือวาเปนโรคติดตอทางอาหารที่
สําคัญโรคหนึ่ง ในบางประเทศมีการบังคับใหมีการตรวจหาเชื้อ Listeria ในอาหารแชแข็งดวย 
(คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 
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2.2 Pseudomonas aeruginosa 
P. aeruginosa  มีลักษณะเปนรูปทอนหรือโคงเล็กนอย เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลาปลายเซลล

หรือขั้วของเซลล  มีขนาด 0.5-1.0×1.5-5.0 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ผนังเซลลประกอบดวย 
ลิโพพอลิแซ็กคาไรด (Lipopolysaccharide, LPS) ที่มีโครงสรางคลายแบคทีเรียในตระกูลเอนเทอโร-
แบคทีเรียซีอี (Enterobacteriaceae) แตมีสารเคมีบางหมูตางกัน สวนสายของพอลิแซ็กคาไรดไซด 
(Polysaccharide side chain) ที่ยื่นออกจากเยื่อหุมชั้นนอก (Lipopolysaccharide, LPS) เชื่อวา
เกี่ยวของกับความจําเพาะทางซีโรโลยีและความไว (Susceptible) ตอแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
หรือไพโอซิน (Pyocin)   P. aeriginosa ยังมีชั้นเมือก (Slime layer) ที่ประกอบดวยพอลิแซ็กคาไรด
และมีพิไลที่ผิวเซลลดวย (นงลักษณ สุวรรณพินิจ, 2544)   P. aeriginosa เปนเชื้อที่มีความรุนแรงใน
การกอโรคต่ําในคนปกติทั่วไป โรคที่พบในคนทั่วไปจึงพบไดนอย ไดแก หูชั้นกลางอักเสบเรื้อรัง 
(Chronic otitis media), Chronic paronychia (Green nail syndrom) เหงือกอักเสบเรื้อรัง 
(Chronic gingivitis) หรือเหงือกเปนหนอง (Pyorrhea) การติดเชื้อในกระแสเลือดในผูที่ติดยาเสพติด 
โดยการใชเข็มฉีดยาฉีดเขาหลอดเลือดดํา (โสภณ คงสําราญ และคณะ, 2524) 

 
2.3 Bacillus cereus 
B. cereus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอนขนาดใหญ เคลื่อนที่ได สรางสปอรได สปอรจะ

อยูบริเวณกลางเซลลหรือเกือบถึงปลายเซลลและไมทําใหเซลลบวม เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนหรือ
แบบแอโรป ชวงอุณหภูมิที่เจริญไดคือ 10-49 องศาเซลเซียส แตเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  ชวงความเปนกรด-ดางที่เจริญไดคือ 4.9-9.3  สปอรถูกทําลายไดเมื่อตมที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 3-4 นาที  ตามปกติแบคทีเรียชนิดนี้พบไดตามธรรมชาติ เชน ดิน ฝุนละออง 
และปนเปอนในอาหาร เชน ขาวและแปง  นอกจากนั้นยังพบในผักและเนื้อสัตว   B. cereus จัดเปน
แบคทีเรียกอโรคจากการบริโภคอาหารชนิดหนึ่ง (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  โดยทําใหเกิดโรคอาหาร 
เปนพิษจากสายพันธุที่สราง Enterotoxin ซึ่งมี 2 ชนิดดวยกัน ชนิดที่ 1 Emetic toxin ทอกซินชนิด
นี้จะทนความรอน  และทําใหเกิดอาการอาหารเปนพิษหลังจากรับประทานอาหารที่มีพิษของเชื้อเขา
ไป 1-6 ชั่วโมง  โดยมีอาการคลื่นไส อาเจียนเปนหลัก และมีอุจจาระรวงเล็กนอย ชนิดที่ 2 Diarrheal 
toxin เปนทอกซินที่ไมทนความรอน อาการจะเกิดภายใน 10-12 ชั่วโมง หลังจากรับประทานอาหาร
ที่มีพิษของเชื้อเขาไป อาการจะเริ่มดวยการปวดทองรุนแรง อาเจียนและอุจจาระรวงมาก (ภาควิชา 
จุลชีววิทยา, 2531) 

 
2.4 Staphylococcus aureus 
S. aureus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลม เซลลเกาะกลุมกันคลายพวงองุน  หรืออาจอยู

เปนคูหรือเปนสายสั้น ๆ จัดเปนพวกเจริญแบบใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน เมื่อเจริญบนอาหาร
แข็งธรรมดามักใหโคโลนีสีเหลือง แตบางสายพันธุโคโลนีอาจไมมีสี สวนใหญผลิตเอนไซมโคแอกกูเลส 
(Coagulase) และเอนไซมนิวคลิเอสชนิดทนความรอน (Thermostable nuclease) ได รอดชีวิตอยู
ไดในอาหารที่มีเกลือและน้ําตาลความเขมขนสูง ๆ ชวงอุณหภูมิเหมาะสมในการเจริญ คือ 35-40 องศา
เซลเซียส ทนตอการแชเยือกแข็งไดดี  (ศิริโฉม ทุงเกา, 2546)  S. aureus  บางสายพันธุสามารถสราง
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สารพิษ คือ Enterotoxin ซึ่งเปนโปรตีนที่ทนตอความรอนไดดีและเปนสาเหตุทําใหเกิดอาการ
เจ็บปวย สารพิษชนิดนี้ทนความรอนถึงระดับ 143.30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 วินาที  ดังนั้น
อุณหภูมิในการหุงตมธรรมดาหรืออุณหภูมิน้ําเดือดจึงไมสามารถทําลายสารพิษชนิดนี้ได  โรคอาหารเปน
พิษที่เกิดจาก S. aureus มีชื่อเรียกวา Staphyloenteroxicisis และ Staphyloentero-toxemia 
(บัญญัติ สุขศรีงาม และคณะ, 2551)  อาหารเปนพิษที่เกิดจากการรับประทานอาหารที่มี Enterotoxin 
ของ S. aureus มีระยะฟกตัวสั้นกวาอาหารเปนพิษจากแบคทีเรียอื่น ๆ คือ 2 หรือ 4 ชั่วโมง อาการที่
เกิดขึ้นสวนใหญคือ คลื่นไส อาเจียน ปวดทอง อุจจาระรวง บางครั้งอาจพบมูกเลือดในอุจจาระ อาการที่
เกิดจากแบคทีเรียชนิดนี้ไมรุนแรง (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2539) 

 
2.5 Corynebacterium 
Corynebacterium (Coryne เปนภาษากรีก แปลวา กระบอง) เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูป

ทอน เจริญไดดีในท่ีมีออกซิเจน สวนใหญเปนพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง (Mesotroph) หรือ
พวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํา (Psychrotroph) เปนสาเหตุของการเนาเสียของผักและผลิตภัณฑเนื้อ 
พบไดทั่วไปในพืช เชน ถั่ว มะเขือเทศและขาวโพด บางชนิดกอโรคในคน เชน C. diphtheria เปน
สาเหตุที่ทําใหเกิดโรคคอตีบ  มีปริมาณเบสกวานีนและไซโตซีนที่เปนองคประกอบของดีเอ็นเออยู
ระหวาง 51-63 เปอรเซ็นตโมล (บุษกร อุตรภิชาติ, 2545) 
 
 2.6 Proteus 

แบคทีเรียที่จัดอยูในสกุล Proteus มีรูปรางไดหลายแบบคือ บางสายพันธุอาจมีรูปรางขนาด
สั้นมากแบบ Coccobacilli และบางสายพันธุมีรูปรางยาว  เปนเสน เคลื่อนที่ได  ไมหมักยอยน้ําตาล
แล็กโตส ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MacConkey agar, Salmonella Shigella agar 
และอาหารเลี้ยงเชื้ออื่น ๆ คลายคลึงกับโคโลนีของ Salmonella และ Shigella บางสายพันธุให
ลักษณะโคโลนีที่แผกระจายคลายคลื่นจนเต็มอาหารเลี้ยงเชื้อ (Swarming colony) ลักษณะแผ
กระจายจะนอยลงหรือหายไป เมื่อเพาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสวนผสมของวุนมากขึ้น เชน 5 % หรือ
บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีอิเลคโตรไลท เชน Cystine-lactose-electrolyte-deficiency (CLED) 
agar การทดสอบทางชีวเคมีที่สําคัญเพื่อวินิจฉัยสกุล Proteus ไดแก การผลิตเอนไซม Urease และ 
Phenylalanine deaminase ใหผลบวก และใหไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตน (นันทนา อรุณฤกษ, 
2537) 

แบคทีเรียสกุลนี้มีความสําคัญในการทําใหอาหารประเภทโปรตีนเกิดการเนาเสีย เชน  
ทําใหเนื้อเนาเสียโดยการสลายในสภาพไมมีออกซิเจน (Putrefaction) ทําใหเกิดการเหม็นเนา เนื่องจาก
สารตาง ๆ เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด อินโดล แอมโมเนีย เอมีน ทําใหไขเกิดการเนาเสียแบบเกิดสีดํา 
(Black rot) โดยไขแดงจะมีสีดํา หลังจากนั้นทุกสวนของไขจะมีสีน้ําตาลดํา มีกลิ่นเหม็นเนาเนื่องจาก
แบคทีเรียพวกนี้สรางไฮโดรเจนซัลไฟด นอกจากนี้อาจมีกาซเกิดขึ้นภายในดวย ทําใหนมมีกลิ่น 
เหม็นหืนเนื่องจากมีเอนไซมไลเปสในการยอยสลายไขมันในนม  ทําใหนมมีรสขมเนื่องจากการสลาย
โปรตีน และยังทําใหอาหารทะเล เชน ปู หอย เกิดกลิ่นเหม็นเนาอีกดวย (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 
2539)  
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2.7 Yersinia enterocolytica 
Y. enterocolytica ลักษณะเซลลรูปทอน ติดสีแกรมลบ เจริญไดทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน

และไมมีออกซิเจน (Facultative anaerobe)  จัดอยู ในตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซีอ ี 
ไมเคลื่อนที่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  แตถาอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส มี 2 ชนิด ที่สามารถ
เคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาที่อยูรอบเซลล (Peritrichous flagella) คือ Y. pseudotuberculosis 
และ Y. enterocolitica  อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเชื้อนี้อยูที่ 30-37 องศาเซลเซียส (มัทนา 
แสงจินดาวงษ, 2548) 

Y. enterocolytica เปนเชื้อที่ทําใหเกิดโรคลําไสอักเสบ (Enteritis) เมื่อติดเชื้อจะทําใหเกิด
อาการอุจจาระรวง และอาจมีอาการปวดมึน มีไข อาเจียน  มีรายงานการแพรระบาดจากการบริโภค
น้ํานมดิบและนมช็อกโกแลตในบางประเทศ (ในทวีปยุโรป)  แบคทีเรียชนิดนี้มีความสําคัญรองจาก 
Salmonella และ Shigella  นอกจากจะทําใหเกิดการเจ็บปวยในระบบทางเดินอาหารแลว เชื้อ  
Y. enterocolytica ยังทําใหเกิดอาการเจ็บปวยกับอวัยวะอื่น ๆ ไดแก ตับ มาม และปอด โดยทําให
เกิดอาการคลายกับวัณโรค (คณะกรรมการกลุมผลิตชุดวิชาเคมีและจุลชีววิทยาของอาหาร, 2539) 
 

2.8 Escherichia coli 
E. coli เปนแบคทีเรียที่อาศัยอยูในลําไสของคนและสัตวเลือดอุน แยกไดครั้งแรกจากอุจจาระ

เด็กที่ปวยดวยโรคอุจจาระรวงในป ค.ศ. 1885  แบคทีเรียชนิดนี้มักจะทําใหเด็กทารกในประเทศที่กําลัง
พัฒนาเกิดอาการอุจจาระรวง  เนื่องจากเปนแบคทีเรียในลําไสจึงพบบอยในอุจจาระของคนและสัตว 
ดวยเหตุนี้จึงใชเปนดรรชนีบงชี้ถึงการปนเปอนของอุจจาระในน้ําและอาหาร  การจัดจําแนกชนิดของ 
E. coli ไดมีการจําแนกออกตามความรุนแรงของอาการเกิดโรค ลักษณะในการเจริญและลักษณะทาง
พันธุกรรมได 5 กลุม ดังนี้ 

 2.8.1 กลุมที่ทําใหเกิดการรวมตัวของเซลลบุผนังลําไส (Enteroaggregative  
E. coli (EAEC)) พบวาสัมพันธกับการเกิดอุจจาระรวงเรื้อรังที่มีระยะดําเนินโรคนานกวา 14 วัน 
ผูปวยมีไขต่ํา อาเจียนและถายเปนน้ําปนมูก พบการถายเปนเลือดโดยเฉพาะในเด็ก  ลักษณะเดนของ
การเกิดโรคคือ พบเชื้อเกาะรวมกลุมกันคลายกองอิฐ (Stacked brick) อยูบนเซลลเยื่อบุผิวของลําไส
เล็ก การรวมกลุมของเชื้อกระตุนใหมีการหลั่งสารเมือกทําใหเชื้อสามารถรวมกลุมไดมากขึ้น พบ 
Microvilli ของเซลลเยื่อบุผิวมีขนาดสั้นลงและการดูดซึมตาง ๆ ลดลง  ทําใหผูปวยขาดสารอาหาร
และมีอาการถายเหลว  เชื้อสามารถสรางสารพิษที่ออกฤทธิ์สามารถทําลายเซลล  อาจทําใหตรวจพบ
เม็ดเลือดแดงในอุจจาระได (ภัทรชัย กีรติสิน, 2549) 

 2.8.2 กลุมที่สรางสารพิษขึ้นในทางเดินอาหาร (Enterotoxigenic E. coli (ETEC)) 
ไดมีการยอมรับเอนเทอโรท็อกซิเจนิก อีโคไล ที่ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงในคนตั้งแตป ค.ศ.1968 
ในขณะท่ีประเทศอินเดียและบังคลาเทศใหความสําคัญกับแบคทีเรียชนิดนี้ โดยถือวาเปนศัตรูรายแรง 
และตอมา ETEC ทําใหเกิดโรคอุจจาระรวงกับนักทองเที่ยว จึงมีชื่อวา “Traveler’s diarrhea” หรือ 
“Turista” ซึ่งมักพบในนักทองเที่ยวที่เดินทางจากประเทศที่เจริญ มีสุขอนามัยดี มายังประเทศกําลัง
พัฒนา 
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 ETEC เปนสาเหตุใหญของการเกิดโรคทองเดินในผู ใหญและเด็ก Enterotoxin  
ไมทนความรอน อาการของโรคที่เกิดจาก ETEC คือ อุจจาระรวงและถายเปนน้ํา (Watery diarrhea) 
มี ไข เล็กนอย รู สึกไมสบายกาย (Malaise) คลื่นไส  (Nausea) เปนตะคริวบริ เวณชองทอง 
(Abdominal cramps) ในผูปวยที่มีอาการรุนแรง อาการคลายกับอาการอหิวาตกโรค 

 อาหารที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคระบาดจาก EPEC, EIEC และ ETEC ไดแก เนื้อสัตว 
เชน เนื้อวัว เนื้อหมู เนื้อไก เนื้อแกะ น้ํานมดิบ และน้ํา ดังนั้นจึงควรหลีกเลี่ยงการรับประทานเนื้อสัตว
ที่ไมไดผานการทําใหสุก และน้ํานมท่ีไมไดผานการฆาเชื้อ (มัทนา แสงจินดาวงษ, 2548) 

 2.8.3 กลุมที่ทําใหเกิดโรคในทางเดินอาหาร (Enteropathogenic E. coli (EPEC)) 
เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงในเด็กทารก (Infantile diarrhea) โดยผูปวยมีอาการไข อาเจียนและ
อุจจาระมีมูกปนแตไมมีเลือด มีรายงานการเกิดโรคนี้จากทั่วโลก กลไกการเกิดโรคอุจจาระรวงไมได
เกิดจากการสรางสารพิษหรือการบุกรุกเขาเซลล แตเกิดจากการที่ EPEC มีพลาสมิดขนาด 50-70 ลาน
ดาลตัน (Mda) ที่ควบคุมการสรางแอดฮีซินชื่อ ETEC Adherence factor (EAF) ซึ่งจากการทดลอง
พบวาเชื้อสามารถเกาะติด Hep-2 cells ในหลอดทดลองไดดวยลักษณะที่แตกตางจากเชื้ออื่น 
เรียกวา Iocalized adherence และการมียีน eae บนโครโมโซมที่ควบคุมการสรางโปรตีนชื่อ  
อินทิมิน (Intimin) ขนาด 94 กิโลดาลตัน ทําใหเซลลสามารถเกาะติดกับผนังของลําไส เกิดการเรียง
ตัวใหมของไซโทสเคลีทัน (Cytoskleton) และสายแอกทิน (Filamentous actin) ภายใตบริเวณที่
แบคทีเรียเกาะอยูเปนรูปคลายฐานหรือแทนรูปปน (Cup-like pedestals) เกิดการทําลายไมโครวิลไล 
(Microvilli) จนเกิดรอยราบเรียกวา Attaching and effacing lesion เรียกกลไกนี้วา Attaching 
and effacement ผูปวยจะเกิดอุจจาระรวงในที่สุด เนื่องจากเซลลสูญเสียการดูดสารกลับ (อิสยา 
จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสีภาณุรัตน, 2553) 

 2.8.4 กลุมที่ทําลายเซลลในระบบทางเดินอาหาร (Enteroinvasive E. coli (EIEC)) 
มีกลไกในการกอโรคคลายเชื้อ Shigella คือมีการบุกรุกเขาไปในเซลลของผนังลําไส แบงตัวเพิ่มจํานวนที่
ชั้นเยื่อเมือก (Mucosa, Submucosa) ทําลายเซลลจนตายและบุกรุกไปยังเซลลขางเคียงตอไป เชื้อนี้
มักจะกอโรคอุจจาระรวงในเด็กท่ีอาศัยอยูในแหลงที่มีสุขาภิบาลไมถูกสุขลักษณะ อาการทางคลินิกมี
ความคลายคลึงกับโรคบิดที่เกิดจากเชื้อ Shigella ไดแก มีไข ปวดทอง อุจจาระมีเม็ดเลือดขาว เลือด
และมูกปน 

 EIEC สวนใหญประมาณ 2 ใน 3 จะมีลักษณะทางชีวเคมีแตกตางจาก E. coli ทั่วไปคือ 
ไมมีเอนไซมไลซีนดีคารบอกซิเลส และไมหมักยอยน้ําตาลแล็คโตส เชื้อสวนใหญไมเคลื่อนที่ ยกเวน 
ซีโรไทป O124, O144 และ O167 บางสายพันธุ เชื้อบุกรุกเขาทําลายเซลลเยื่อบุตาของ 
หนูตะเภาทําใหตาอักเสบได  จึงใชเปนการทดสอบสําหรับแยกเชื้อนี้จาก E. coli สายพันธุอื่น เรียก
การทดสอบนี้วา Sereny test (อิสยา จันทรวิทยานุชิต และวัชรินทร รังสีภาณุรัตน, 2553) 

 2.8.5 กลุมท่ีทําใหเกิดเลือดออกในทางเดินอาหาร (Enterohemorrhagic E. coli 
(EHEC)) สายพันธุนี้สรางสารพิษที่มีคุณสมบัติคลายกับสารพิษของ Shigella (Shiga-like toxins) 
และเปนสารพิษประเภทเวอโรทอกซิน (Verotoxin) คือ สารพิษที่สามารถฆาเซลลเวอโร (Vero 
cells) ในหองทดลองได สารพิษของ EHEC มี 2 แบบ คือ SLT-I และ SLT-II (สุมณฑา วัฒนสินธุ, 
2545) 
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3. โพรไบโอติก 
โพรไบโอติกเปนจุลินทรียมีชีวิตที่มีประโยชนตอรางกายของมนุษยและสัตว จุลินทรียกลุมนี้

ทําใหเกิดสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร โดยการเพิ่มปริมาณจุลินทรียที่มีประโยชนให
มากขึ้นและลดปริมาณจุลินทรียที่เปนโทษ จุลินทรียโพรไบโอติก ไดแก จุลินทรียในกลุมแบคทีเรียแลคติก 
โดยเฉพาะ Lactobacillus acidophilus และ Bifidobacterium sp. ไดมีการนําจุลินทรียกลุมนี้มา
ผลิตอาหารหลายชนิด ไดแก ผลิตภัณฑนมหมัก ผักดองและเนื้อหมัก และมีการผลิตในรูปของแคปซูล
และเมล็ดออกมาจําหนายตามทองตลาด  นอกจากนี้มีการนํามาใชในอาหารสัตว  เรงการเจริญเติบโต
และปองกันการเกิดโรค (อุษามาส จริยวรานุกุล, 2548) 
 การเจริญของโพรไบโอติกจะสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคไดนั้น เปนไปตาม
กระบวนการธรรมชาติของจุลินทรียที่มีจํานวนมากกวาจะสามารถแยงชิงอาหารไดดีกวา อีกทั้งยังปรับ
สภาพแวดลอมใหเหมาะสมกับการเจริญของจุลินทรียที่มีมากกวานั้น ทําใหเชื้อกอโรคไมสามารถอยู
รอดได และความสามารถในการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียจําพวกนี้ในระหวางการเจริญจะทําให
ระดับความเปนกรด-ดางในสภาพแวดลอมรอบ ๆ นั้นลดลง เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเชื้ออื่น ๆ รวมทั้ง
เชื้อกอโรคไมสามารถเจริญได  นอกจากนี้พบวาโพรไบโอติกบางชนิดสามารถยับยั้งการยึดเกาะ 
(Adhesion) ของเชื้อโรคกับผนังเซลลภายในทางเดินอาหารของมนุษยและสัตวได และบางชนิดยัง
สามารถชวยกระตุนการสรางภูมิตานทานชนิด Immunoglobulin A ซึ่งจะชวยกําจัดเชื้อโรคได   
โพรไบโอติกใชไดดีในการควบคุมโรคเกี่ยวกับทางเดินอาหาร ชวยปองกันโรคอุจจาระรวง ซึ่งเกิดจาก
การที่มีเชื้อโรคปนเปอนไปกับอาหาร เมื่อเขาสูระบบการยอยอาหารจะเกิดการแบงตัวอยางมาก ทําให
เกิดสภาวะผิดปกติในทางเดินอาหาร เปนเหตุใหเกิดอาการอุจจาระรวงได ดังนั้นการที่มีแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกอยูในทางเดินอาหารในปริมาณเพียงพอ จะทําใหสภาวะไมเหมาะสมกับการแบงตัวของ
เชื้อโรค เปนเหตุใหเชื้อโรคไมสามารถกอใหเกิดอาการของโรคนั้น ๆ ได (เสาวนีย ธรรมสถิต, 2547) 

โพรไบโอติกสวนใหญเปนแบคทีเรียที่เคยมีในลําไสใหญในสมัยเปนทารก มีหลายชนิด ดังตาราง
ที่ 1  

 
ตารางที่ 1 จุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 
 
Lactobacillus species Bifidobacterium species อื่น ๆ 

L. acidophilus 
L. casei (rhamnosus) - LGG 
L. reuteri 
L. bulgaricus 
L. plantarum 
L. johnsonii 
L. lactis 

B. bifidum 
B. longum 
B. breve 
B. infantis 
B. lactis 
B. adolescentis 
 

Escherichia coli 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces boulardii 
Enterococcus faecalis 
Streptococcus thermophilus 
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บทบาทของโพรไบโอติก 
โพรไบโอติกออกฤทธิ์ไดหลายรูปแบบในการชวยเสริมสรางสุขภาพและปองกันหรือรักษาโรค

ตาง ๆ ที่เกิดขึ้น กลุม Lactobacilli จะสรางน้ํายอยเบตา-กาแลกโตซิเดส ชวยลดปริมาณน้ําตาลแล็คโตส
ในอาหารซึ่งเปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวงได นอกจากนี้สามารถสรางสารหลายชนิดที่ชวยทําหนาที่
เปนยาปฏิชีวนะ เชน กรดอินทรีย กรดไขมันอิสระ แอมโมเนีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอ- 
ริโอซิน ชวยกําจัดแบคทีเรียที่ปนเปอนในอาหาร น้ํายอยบางชนิดจากโพรไบโอติกจะชวยยับยั้งสารพิษ
จากแบคทีเรีย โดยไปปดก้ันสวนที่พิษจะเขาสูเซลล และสามารถแยงจับตําแหนงตาง ๆ ของเนื้อเยื่อใน
ลําไส เพื่อไมใหแบคทีเรียเขาเกาะได ปองกันไมใหแบคทีเรียเพิ่มจํานวนในลําไส นอกจากนี้สามารถ
กระตุนภูมิตานทานทั้งในลําไสและในกระแสเลือด หรือกระตุนการทํางานของเซลลอื่น ๆ ไวตอสูกับ
เชื้อโรค และกระตุนการสรางสารปองกันโรคในรางกาย เชน Gamma-interferon, Interleukin-12 และ
Interleukin-18 เปนตน (อุทัย เกาเอี้ยน, 2549) 

 
4.  รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับการตรวจพบแบคทีเรียกอโรคในอาหารทะเล และการใช
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียชนิดตาง ๆ 

รัชฏาวรรณ เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ (2548) ไดศึกษาแบคทีเรียปฏิปกษคือ 
Bacillus firmus สายพันธุ KPS46 ที่สามารถผลิตสารทุติยภูมิยับยั้งการเจริญของ Xanthomonas 
campestris pv. glycines ได  โดยทําการแยกสารทุติยภูมิดังกลาวโดยการตกตะกอนดวยกรด 
ไฮโดรคลอริกที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 2.0  และตกตะกอนซ้ําดวยเอทานอล 80 %  จะไดสาร 
ทุติยภูมิหยาบที่แสดงประสิทธิภาพดี  มีคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อโรค
เปาหมาย (Minimum inhibition concentration) ที่ 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อนําสารดังกลาว
ไปแยกชนิดโดยวิธีแยกสารดวยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ไดผลออกมาทั้งหมด 8 แถบ แถบที่มีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อโรคเปาหมายไดดีมี 3 แถบ และเมื่อ
นําสารทั้ง 3 แถบ ไปทดสอบคุณสมบัติการดูดกลืนแสงดวยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-visible 
spectrophotometer) และวิเคราะหทางเคมี พบวาสารทั้ง 3 ชนิดที่ผลิตโดยแบคทีเรียปฏิปกษ  
B. firmus สายพันธุ KPS 46 มีลักษณะที่แตกตางกัน แตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อที่เปนสาเหตุ
ของโรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองไดดีใกลเคียงกัน ทั้งนี้สารทั้ง 3 แถบมีคา Rate of flow (Rf) เทากับ 
0.25, 0.33, 0.37 ตามลําดับ  โดยตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.25 มีชวงการดูดกลืนแสงมากที่สุด
ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร ในขณะที่ตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.33 มีชวงการดูดกลืนแสง
มากที่สุดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร และตําแหนงแถบสารที่ Rf เทากับ 0.37 มีชวงการดูดกลืน
แสงมากที่สุดที่ความยาวคลื่น 265 นาโนเมตร 

สุดารัตน บุญยง (2548) ไดทําการศึกษาการคัดแยก Bacillus sp. จํานวน 5 สายพันธุ จาก
ดินในประเทศไทย ซึ่งสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธี Cross streak พบวา Bacillus sp. K-05 
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบและรา สวนการศึกษาการสรางสารตานจุลินทรียใน
อาหารเหลว Luria Bertani Broth (LB), Nutrient Broth (NB) และ Trypticase Soy Broth  (TSB) 
โดยวิธี Paper disk diffusion พบวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB ยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบไดดีกวาสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว NB และ TSB โดยพบวาสามารถยับยั้ง
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แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923 และ Micrococcus 
luteus แบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Serratia sp. และราทั้ง 3 ชนิด ไดแก Aspergillus oryzae, 
Fusarium sp. และ Alternaria sp. สารตานจุลชีพในสวนใสซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลานาน 10 เดือน มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียไดแตกตางกัน โดยพบวาการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 
คอย ๆ ลดลงตามระยะเวลา โดยมีการยับยั้งไดนาน 4-7 เดือน ขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียทดสอบ 
สารตานจุลชีพทนตอความรอนระหวาง 60-100 องศาเซลเซียส โดยมีผลยับยั้งจุลินทรียทดสอบได
แตกตางกัน เมื่อไดรับความรอนที่ 121 องศาเซลเซียส พบวาไมมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทุกชนิดที่นํามา
ศึกษา  การจําแนกชนิดของ Bacillus sp. K-05  โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S 
rDNA และเปรียบเทียบกับขอมูลใน GenBank พบวามีความเหมือนกับ  B. subtilis M04 เทากับ 
99% จึงจัดวา Bacillus sp. K-05 เปน B. subtilis การสกัดแยกสารปฏิชีวนะดวยตัวทําละลาย
อินทรีย พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตทยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีกวาสารสกัดเฮกเซนและสารสกัดเอทิล
อีเทอร การแยกสารปฏิชีวนะโดยเทคนิคโครมาโตกราฟแบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 
ดวยระบบตัวพา คือ เมทานอล-เอทิลอะซิเตท (5:95) พบวาแยกสารได 5 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.21, 
0.33, 0.43, 0.55 และ 0.79 ผลการทดสอบสารปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์ดวยคอลัมนโครมาโทรกราฟ  โดยมี
ระบบตัวพา คือ เฮกเซน-เอทิลอะซิเตท ไดสารที่บริสุทธิ์ 2 สาร มีลักษณะเปนผงสีครีม ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก B. subtilis ATCC6633, S. aureus ATCC 25923 และ M. luteus จาก
การวิเคราะหโครงสรางโดยวิธีทางเคมีสรุปไดวา สารกลุม 1 คือ Cyclo(Leu-Pro) มีน้ําหนักโมเลกุล
เทากับ 210.1446 กิโลดาลตัน สารกลุมสองคือ Cyclo(Val-Pro)  มีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 196.1269 
กิโลดาลตัน ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอนวามีสาร Cyclic dipeptide ดังกลาวเปนสารปฏิชีวนะที่ผลิต
จาก B. subtilis 

นิตยา ลิ้มเจริญ และคณะ (2549) ทดลองใชโพรไบโอติกชนิด Bacillus subtilis และ  
B. licheniformis ซึ่งแยกจากลําไสกุงกุลาดําผสมอาหารเลี้ยงกุงกุลาดําเปนเวลา 1 เดือน พบวาการใช 
B. subtilis รวมกับ B. licheniformis ในอัตราสวน 1:1 ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทําให
ระดับภูมิคุมกันสูงขึ้นกวากลุมอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) การศึกษาระยะเวลาที่
เหมาะสม  พบวากุงกุลาดําที่ไดรับอาหารผสมโพรไบโอติกชนิด B. subtilis และ B. licheniformis ที่ 
3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม ทุกวันเปนระยะเวลา 1 เดือน  มีภูมิคุมกันสูงกวากลุมที่ไดรับวันเวนวัน 
และกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และพบวาระดับภูมิคุมกันสูงขึ้นอยางเห็นไดชัด 
หลังจากหยุดให 1 สัปดาหแลวคอย ๆ ลดลงเทากับกลุมควบคุมในสัปดาหที่ 2 และเมื่อใหอาหารผสม
โพรไบโอติกอีกครั้งพบวากุงมีระดับภูมิคุมกันเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ และจํานวนเชื้อ Vibrio sp. ในลําไสมี
ปริมาณลดลง จากการศึกษาครั้งนี้พบวาการใชแบคทีเรียโพรไบโอติก B. subtilis และ B. licheniformis 
ที่ 3 กรัมตออาหาร 1 กิโลกรัม มีผลในการกระตุนภูมิคุมกันของกุงกุลาดําไดเปนที่นาพอใจ โดยควรให
แบคทีเรียดังกลาวอยางตอเนื่องในระหวางการเลี้ยง 
 ดนุวัต เพ็งอน และคณะ (2551)  ทําการศึกษาโดยมีวัตถุประสงคหลักเพื่อคัดแยกและคัดเลือก
แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากระบบทางเดินอาหารของปลาเผาะ (Pangasius 
bocourti) พบวาสามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียไดรวม 37 ไอโซเลท เมื่อนําไปทดสอบคุณสมบัติของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในการยับยั้งเชื้อกอโรค ไดแก E. coli, P. aeruginosa, B. cereus, S. aureus และ 
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Aeromonas hydrophila ความสามารถในการทนตอสภาพความเปนกรด-ดางเทากับ 3.0  
ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี (0.3 เปอรเซ็นต) ความสามารถในการทนอุณหภูมิสูง และ
ความสามารถในการตานทานสารปฏิชีวนะ พบวาแบคทีเรียจํานวน 37 ไอโซเลท  สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อกอโรค ทนตอสภาพความเปนกรดสูง มีความสามารถในการทนเกลือน้ําดี และสามารถ
ตานทานตอสารปฏิชีวนะได และมีแบคทีเรียจํานวน 36 ไอโซเลท ที่สามารถทนตออุณหภูมิสูงที่ 45 
องศาเซลเซียส  เมื่อนําเชื้อดังกลาวไปจัดจําแนกถึงสายพันธุโดยใชเทคนิคชีวโมเลกุลโดยการ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA กับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใน GenBank 
สามารถจัดจําแนกแบคทีเรียได 10 ชนิด คือ Bacillus amyloliquefaciens 3 ไอโซเลท, B. subtilis 
16 ไอโซเลท, B. pumilus 2 ไอโซเลท, B. licheniformis 7 ไอโซเลท, B. megaterium 1 ไอโซเลท, 
Bacillus sp. 4 ไอโซเลท, B. circulans 1 ไอโซเลท, B. stearothermophilus 1 ไอโซเลท, 
Lactobacillus acidophilus 1 ไอโซเลท  และ L. plantarum 1 ไอโซเลท  ผลการศึกษาครั้งนี้
สามารถคัดแยกแบคทีเรียซึ่งมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกที่ดีและเหมาะสมสําหรับการนําไปผลิตเปน
อาหารเสริมในปลาได 

สุบัณฑิต นิ่มรัตน และคณะ (2557)  ทําการศึกษาถึงความสามารถในการอยูรอดของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกในรูปการทําแหงแบบแชเยือกแข็งในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงจํานวน  
3  ชนิด  ไดแก หมึกบดเผ็ดนอยแหงมาก  หมึกบดอบเนยและหมึกบดในน้ําเชื่อม  ที่เก็บรักษา ณ 
อุณหภูมิ 4 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งผลจากการศึกษาพบวา แบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถอยูรอด
ในผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ไดดีกวาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ทําใหมีความเปนไปไดในการพัฒนาแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อเติมในผลิตภัณฑอาหารทะเลแปรรูป
ตอไป  

Colakoglu et al. (2006) รายงานการตรวจพบ Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในหอย
และกุงที่ซื้อจากตลาดและหองครัวของโรงแรมในเมือง Dardanelles ประเทศตุรกี โดยมีจํานวน
ตัวอยางทั้งหมด 127 ตัวอยาง แบงเปนหอย 97 ตัวอยาง และกุง 30 ตัวอยาง จากการศึกษาพบ 
Aeromonas sp. และ Vibrio sp. ในตัวอยาง 84 ตัวอยาง โดย 22 ตัวอยาง (26.7 เปอรเซ็นต) 
ปนเปอนดวย V. alginolyticus 8 ตัวอยาง (9.4 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. vulnificus 1 ตัวอยาง 
(0.8 เปอรเซ็นต) ปนเปอนดวย V. parahaemolyticus และ 24 ตัวอยาง (29.1 เปอรเซ็นต) 
ปนเปอนดวย A. hydrophila 

Normanno et al. (2006) รายงานอุบัติการณของ Vibrio parahaemolyticus,  
V. vulnificus, Salmonella sp., E. coli และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรม (Fecal coliform) ใน
หอยแมลงภู (Mytilus galloprovincialis) จํานวน 600 ตัวอยาง ซึ่งจําหนายที่ตลาดในเมือง Puglia 
ประเทศอิตาลี  โดยตรวจพบ V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ในตัวอยางจํานวน 47 
และ 17 ตัวอยาง ตามลําดับ คิดเปน 7.83 เปอรเซ็นต และ 2.83 เปอรเซ็นต ตามลําดับ พบ 
Salmonella sp. ในตัวอยางจํานวน 1 ตัวอยาง คิดเปน 0.16 เปอรเซ็นต แตไมพบความสัมพันธ
ระหวางแบคทีเรียกลุม Vibrios และแบคทีเรียกลุมฟคัลโคลิฟอรมและ E. coli  รวมทั้งไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของการตรวจพบแบคทีเรียกลุม Vibrios ในหอยสองฝาในชวง 3 ป 
ของการสํารวจ 
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Benerjee et al. (2007)  ไดนํากุงกุลาดํา (Penaeus monodon) และไขอารทีเมีย มาคัดแยก
แบคทีเรียกอโรค ซึ่งสามารถแยกได 10 ชนิด จากนั้นนําเชื้อเหลานั้นไปทดสอบการออกฤทธิ์ตาน
แบคทีเรียประจําถิ่นที่แยกไดจากน้ําทะเล คือ Bacillus subtilis AB65, B. pumilus AB58,  
B. licheniformis AB69 และเปรียบเทียบกับการใชยาออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรมฟนิคอล เจนตามัยซิน 
และบาซิทาซิน  สําหรับการควบคุมทางชีวภาพที่ใชในโรงเพาะฟกและอนุบาลกุง โดยใชแบคทีเรีย
กลุม Vibrio sp. เปนตัวแทนในการทดสอบคือ V. alginolyticus VaM11 และ V. parahaemolyticus 
VbM1 สามารถพิสูจนไดวาสามารถลดปริมาณแอมโมเนียและไนโตรเจนลงได แบคทีเรียกอโรคที่ใช
ทดสอบจํานวน 90 เปอรเซ็นต  ถูกยับยั้งโดย B. subtilis AB65 สวน B. pumilus AB58 และ  
B. licheniformis AB69  สามารถยับยั้งเชื้อได 70 เปอรเซ็นต สําหรับออกซี่เตตระไซคลิน คลอแรม-
ฟนิคอล และเจนตามัยซิน สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกอโรคได 100 เปอรเซ็นต สวนบาซิทาซิน
สามารถยับยั้งไดเพียง 40 เปอรเซ็นตเทานั้น  และไดทําการศึกษาการเขาแยงพื้นที่ของแบคทีเรีย
ประจําถิ่นจากทะเลไมใหเชื้อกอโรคเพ่ิมจํานวนโดยการใชแบคทีเรียกลุม Bacillus sp. พบวาสามารถ
ลดจํานวนแบคทีเรียกอโรคลงจาก 108 เปน 102 CFU/mL ผลการทดลองชี้ใหเห็นวาแบคทีเรียที่แยก
ไดจากน้ําทะเลสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคที่พบในกุงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งเปน
การเพ่ิมทางเลือกเพื่อทดแทนการใชยาปฏิชีวนะ และแบคทีเรียเหลานี้สามารถลดปริมาณแอมโมเนีย
ในน้ําโดยวิธีทางชีวภาพอีกดวย 
 Lahtinen et al. (2007)  ไดทําการทดลองนําสวนใสและสวนใสที่ควบคุมคาความเปนกรด-
ดางของ Bifidobacterium 38 สายพันธุ ที่ไดจากคนสูงอายุ มาทําการทดสอบสารปฏิชีวนะในการ
การยับยั้ง S. aureus RN4220, E. coli  K-12, Salmonella enteric serovar Typhimurium ATCC 
14028 พบวา Bifidobacterium 3 สายพันธุ สามารถยับยั้ง S. aureus ได มีคาเทากับ 23.2+19.1 ถึง 
50.4+26.7 เปอรเซ็นตของฤทธิ์ยับยั้งของไนซินที่ความเขมขน 50 IU/mL  สวน Lactobacillus reuteri 
SD2112 สายพันธุที่สามารถผลิต Reuterin สามารถยับยั้งได 86.0+24.6 เปอรเซ็นต แต B. lactis 
Bb-12 เปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ไมมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียชนิดดังกลาว นอกจากนี้ Bifidobacterium 
ไมสามารถยับยั้ง E. coli หรือ S. enterica และสังเกตไดวาในการยับยั้งของ Bifidobacterium เกิด
จากการสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดและเกิดจากการผลิตสารประกอบที่เปนโปรตีนที่ทนตอความ
รอน  จากการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสารปฏิชีวนะของ Bifidobacterium ไมใชกรดอินทรียแต
เปนลักษณะที่ไมพบทั่วไปของ Bifidobacterium อยางไรก็ตามสายพันธุที่แยกไดจากคนสูงอายุมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้ง S. aureus ได    

Parihar et al. (2008) รายงานการตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลสดจํานวน 115 
ตัวอยาง ที่จําหนายในตลาดในรัฐ Goa ประเทศอินเดีย โดยใชวิธีการคัดแยกดวยการเพิ่มจํานวน
แบคทีเรียแบบ 2 ขั้นตอน จากนั้นจึงนํามาคัดแยกตอดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดคัดเลือก 2 ชนิด และ
จัดจําแนกชนิดดวยคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาตรวจพบ Listeria sp. ในอาหารทะเลจํานวน 28 
ตัวอยาง และตรวจพบ L. monocytogenes ในอาหารทะเลจํานวน 10 ตัวอยาง  โดย L. innocua 
เปนแบคทีเรียที่พบไดมากที่สุดในตัวอยางอาหารทะเล (18 ตัวอยาง)  ซึ่งการปนเปอนของ   
L. monocytogenes ในอาหารทะเลอาจเปนอันตรายตอผูบริโภคได ถาแบคทีเรียชนิดนี้มีการ
ปนเปอนตอไปยังอาหารทะเลแบบพรอมบริโภค 
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Kumar et al. (2009) รายงานอุบัติการณของ Salmonella ซีโรวารที่ใหผลบวกตอน้ําตาล
แลคโตส และกลุมที่ใหผลลบตอน้ําตาลแลคโตสในอาหารทะเล และศึกษาลักษณะเฉพาะของความ
รุนแรงในการกอโรคโดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยตรวจสอบ Salmonella  
ทั้งสองซีโรวารจากปลา กุง ปู หอยกาบ หอยสองฝา หอยนางรม หมึก และหมึกกระดอง ที่จําหนายใน
ตลาดขายปลาและสะพานปลาใจกลางเมืองโคชิน ประเทศอินเดีย  จากการศึกษาพบวา Salmonella 
ชนิดที่ใหผลลบตอน้ําตาลแลคโตสแยกได 18.9 เปอรเซ็นตของตัวอยางอาหารทะเลทั้งหมด ในขณะที ่
2 เปอรเซ็นตคือ Salmonella ชนิดที่ใหผลบวกตอน้ําตาลแลคโตส  นอกจากนั้นทําการศึกษาปจจัย
ของความรุนแรงใน Salmonella ชนิดที่ใหผลลบและชนิดที่ใหผลบวกตอน้ําตาลแลคโตส โดยการ
ตรวจหายีน 3 ชนิด คือ ยีน invA, stn และ fimA  จากการศึกษาพบวา Salmonella ทุกสายพันธุที่
เปนชนิดที่ใหผลบวกและชนิดที่ใหผลลบตอน้ําตาลแลคโตส  ตรวจพบยีน invA, stn และ fimA  
ยกเวน Salmonella IIIa ที่ตรวจไมพบยีน fimA 
 Matamoros et al. (2009)  ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งโดยแบคทีเรียกลุม 
แลคติกที่ชอบความเย็นและนําแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความเย็นมาศึกษาตอเนื่องในการใชเปน
สารกันเสียทางชีวภาพในผลิตภัณฑอาหารทะเล โดยการคัดเลือกแบคทีเรียกลุมแลคติกที่ชอบความ
เย็นทั้งหมด 5,575 ไอโซเลท ที่แยกไดจากผลิตภัณฑอาหารทะเล พบวา 132 ไอโซเลท มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งแบคทีเรีย และมีจํานวน 52 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียเปาหมายได 
14 ไอโซเลท (สามารถยับยั้งไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ) ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุม
แลคติกท่ีสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  โดย
สามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ทําใหอาหารทะเลเนาเสียและแบคทีเรียกอโรค จากนั้นจําแนกดวยการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติก 7 ไอโซเลท ที่นาสนใจ ประกอบดวย 
Leuconostoc gelidum 3 ไอโซเลท  Lactococcus piscium 2 ไอโซเลท  Lactobacillus fuchuensis 
1 ไอโซเลท และ Carnobacterium alterfunditum 1  ไอโซเลท  แบคทีเรียสายพันธุเหลานี้ไมผลิต 
ฮิสตามีนและไทรามีน และพบวาไมมีการดื้อยาปฎิชีวนะ นอกจากนั้นยังไดศึกษาถึงอัตราการเจริญที่
อุณหภูมิตางกันของ L. piscium 1 ไอโซเลท และ L. gelidum 1 ไอโซเลท เพื่อยืนยันคุณสมบัติความชอบ
เจริญที่อุณหภูมิต่ํา 1 ใน 7 เชื้อท่ีแยกไดสามารถผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งแบคทีเรีย สวนกลไกในการยับยั้งของเชื้ออื่นที่แยกไดนั้นยังไมทราบแนชัดแตอาจเกิดเนื่องจาก
การแขงขันในการจับกับสารตั้งตน การไมปรากฏคุณสมบัติในการผลิตสารคลายแบคเทอริโอซินทําให
แบคทีเรียเหลานี้เปนผลดีในการพิจารณาสําหรับการนํามาประยุกตใชกับผลิตภัณฑอาหารในประเทศ
ฝรั่งเศส 
 Sansawat and Thirabunyanon (2009) ศึกษาการตรวจสอบกิจกรรมที่เปนปฏิปกษของ 
Bacillus 2 สายพันธุ  ที่แยกไดจากทอทางเดินอาหารของกุงกามกราม (Macrobrachium rosenbergii)  
ตอ Aeromonas hydrophila ดวยเทคนิค 2 แบบ คือวิธี Paper disc diffusion และ Agar well 
diffusion ซึ่ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีกิจกรรมการยับยั้งการเจริญของ A. 
hydrophila  นอกจากนั้นไดศึกษาคุณสมบัติของโพรไบโอติก ไดแก การทนกรดและการทนตอ 
เกลือน้ําดี, Autoaggregation, Coaggregation, ความไมชอบน้ําและการยึดเกาะกับเซลล Caco-2 
โดยพบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุนี้ มีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 95 เปอรเซ็นต และ 90 เปอรเซ็นต 
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ตามลําดับ เมื่อเจริญในสภาวะความเปนกรด-ดางเทากับ 2.5 เปนเวลา 3 ชั่วโมง และสภาวะที่มี 0.3 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง รวมทั้ง B. subtilis สายพันธุ P33 และสายพันธุ 72 มีเปอรเซ็นตของ 
Autoaggregation (35.7 เปอรเซ็นต และ 42.2 เปอรเซ็นต)  Coaggregation (11.1 เปอรเซ็นตและ 
11.6 เปอรเซ็นต) ความไมชอบน้ําใน n-Hexadencane (25.6 เปอรเซ็นตและ 30.0 เปอรเซ็นต), 
Xylene (32.2 เปอรเซ็นต และ 36.1 เปอรเซ็นต), Toluene (30.3 เปอรเซ็นต และ 31.6 เปอรเซ็นต) 
และการยึดเกาะเซลล Caco- 2 เทากับ 4.21 และ 3.23 Log CFU/mL ตามลําดับ การศึกษาครั้งแสดง
ใหเห็นวา Bacillus ทั้ง 2 สายพันธุ  เปนโพรไบโอติกที่ดีเหมาะสําหรับการนําไปใชในอุตสาหกรรมการ
เลี้ยงกุงตอไป 

Huang et al. (2010) รายงานการตรวจสอบฮิสตามีนและแบคทีเรียกลุมที่สรางฮิสตามีน
และคุณสมบัติทางกายภาพของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหง 46 ตัวอยาง ที่ขายปลีกในตลาดในเมือง 
Penghu ประเทศไตหวัน จากการศึกษาพบวาอาหารทะเลแหงมีคาความเปนกรด-ดาง ปริมาณเกลือ 
ความชื้นและน้ําที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนในการเจริญ (aw) ปริมาณไนโตรเจนที่ระเหยงาย ปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมด Escherichia coli และปริมาณแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมทั้งหมดอยูระหวาง  
5.60 - 7.57 mg/100g คิดเปน 1.8 - 27.1 เปอรเซ็นต, 19.23 - 61.90 เปอรเซ็นต, 0.63 - 0.92 
และ 10.14 - 168.56 mg/100g, 3.18 - 9.28 Log CFU/g, นอยกวา 3 - 210 MPN/g และนอยกวา 
3 - 1,100 MPN/g ตามลําดับ  โดยตัวอยางอาหารปลาแหงจํานวน 30.4 เปอรเซ็นต มีปริมาณของ 
ฮิสตามีนมากกวา 5 mg/100 g ตามขอกําหนดขององคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาที่กําหนด
ไวสําหรับผลิตภัณฑปลาในตระกูลคอมบรอยและ/หรือผลิตภัณฑจากปลากลุมนี้ ผลิตภัณฑอาหาร
ทะเล 9 ตัวอยาง ของปลาขางเหลือง (Selariodes leptolepis) มีปริมาณฮิสตามีนสูงที่สุด (6.13 - 
47.90 mg/100 g) โดยแบคทีเรียที่ผลิตฮิสตามีน 13 สายพันธุ ที่แยกมาจากตัวอยางสามารถผลิต 
ฮิสตามีนในอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth ที่เติม 1.0% L-histidine (TSBH) ได  โดยมีคา
อยูระหวาง 7.80-531.2 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่ง Enterobacter aerogenes (1 สายพันธุ) ที่แยกไดจาก
ปลาขางเหลืองมีความสามารถผลิตฮิสตามีนไดสูง 
 จากรายงานการศึกษายังไมมีรายงานที่ทําการศึกษาเกี่ยวกับการนําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จากจุลินทรีย  เพื่อทําการควบคุมจุลินทรียในอาหารทะเลแหง  รวมทั้งการเพิ่มคุณสมบัติทางดาน
สุขภาพอ่ืน ๆ ที่สําคัญ  เชน  คุณสมบัติดานการเปนสารตานอนุมูลอิสระ ซึ่งจะทําใหอาหารทะเลแหง
มีคุณภาพที่โดดเดนทุกดานทั้งทางดานมาตรฐานจุลินทรีย  รวมทั้งมีคุณคาทางโภชนาการซึ่งเปนสิ่งที่
ตองการในปจจุบัน คณะผูวิจัยจึงทําการศึกษาขอมูลและรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการตานอนุมูลอิสระ 
เพื่อนํามาเปนขอมูลพื้นฐานในการวิจัยครั้งนี้ ดังตอไปนี ้
 
5. อนุมูลอิสระและสารตานอนุมูลอิสระ  
 5.1 อนุมูลอิสระ (free radical หรือ oxidant)  

อนุมูลอิสระ คือโมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็คตรอนโดดเดี่ยวอยูรอบนอก  เปนโมเลกุลที ่
ไมเสถียรและมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาเคมีในลักษณะเปนปฏิกิริยาลูกโซ  สามารถทําปฏิกิริยา
กับสารชีวโมเลกุลตาง ๆ ที่อยูรอบขางในทันทีที่ถูกสรางขึ้น สงผลใหเกิดความเสียหายแกองคประกอบ
ตาง ๆ ของเซลลภายในรางกาย เชน การทําลายโครงสรางดีเอ็นเอ การสรางพันธะโควาเลนตกับ
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โปรตีนหรือเอนไซมบางชนิดจนทําใหการทํางานของโปรตีนหรือเอนไซมเหลานั้นผิดปกติ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Ames et al., 1993)  นอกจากนี้อนุมูลอิสระยังเปนสาเหตุ
สําคัญที่ทําใหเกิดโรคหลายชนิด เชน  โรคหลอดเลือดหัวใจอุดตัน  โรคมะเร็ง  โรคตอกระจก และโรค
ขออักเสบจากโรครูมาตอยด เปนตน (ประสงค เทียนบุญ, 2553)  อนุมูลอิสระเกิดจากผลพลอยได
จากการใชออกซิเจนของกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลและปจจัยจากสิ่งแวดลอมภายนอก เชน 
การติดเชื้อโรคการไดรับรังสียูวี ควันจากทอไอเสียรถยนต และควันบุหรี่ เปนตน ซึ่งอนุมูลอิสระ
เหลานี้สามารถถูกกําจัดหรือลดความรุนแรงลงไดดวยสารที่เรียกวาสารตานอนุมูลอิสระ (เจนจิรา  
จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 

 
 5.2 สารตานอนุมูลอิสระ (Antioxidant)   

สารตานอนุมูลอิสระ  คือสารปริมาณนอยที่สามารถปองกันหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา 
ออกซิเดชันของอนุมูลอิสระได (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554; Halliwell, 2009) สาร
ตานอนุมูลอิสระจะชวยปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันในรางกายซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดโรค
ตาง ๆ ของมนุษย ปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของไขมันที่เปนสาเหตุหลักของการเสื่อม
คุณภาพในอาหาร สารตานอนุมูลอิสระสามารถพบไดทั้งในธรรมชาติและในรางกายมนุษย  โดยสาร
ตานอนุมูลอิสระที่พบในธรรมชาติ ไดแก สารประกอบฟนอลลิค (phenolic compounds) สารประกอบ
ไนโตรเจน (nitrogen compounds) และแคโรทีนอยด (catotinoid)  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค  
สีหานาม, 2554; Velioglu et al., 1998)  สวนสารตานอนุมูลอิสระที่สามารถพบในรางกายมนุษย เชน 
เอนไซมคะตะเลส (catalase) กลูตาไทโอนเพอรอกซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอร
ออกไซดดิสมิวเทส (superoxide dismutase) หรือสารประกอบ/โปรตีนบางอยาง เชน อัลบูมิน 
(albumin) บิลิรูบิน (bilirubin) เซอรูโลพลาสมิน (ceruloplasmin) กลูตาไธโอน (glutathione) 
ทรานสเฟอริน (transferrin)  ยูบิควินอล (ubiquinol) และยูเรต (urate) เปนตน  สารเหลานี้มีหนาที่
คอยควบคุมอนุมูลอิสระตาง ๆ ใหอยูในระดับพอเหมาะแตถาเมื่อใดที่มีอนุมูลอิสระเกิดขึ้นในปริมาณ
มากเกินกวาที่ระบบปองกันจะยับยั้งไดหมดจะทําใหเกิดสภาวะที่เรียกวา “oxidative stress” ขึ้น
ภายใตสภาวะดังกลาว อนุมูลอิสระจะทําอันตรายตออวัยวะและเนื้อเยื่อตาง ๆ ของรางกาย ซึ่งถา
สะสมมาก ๆ อาจนําไปสูความผิดปกติได  (เจนจิรา จิรัมย และประสงค สีหานาม, 2554) 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ 
1. ตัวอยางอาหารทะเลแหง 
 หมึกแปรรูป 
     
2. วัสดุอุปกรณ 
 2.1 จานเพาะเชื้อ (Petri Dish) 
 2.2 ขวดรูปชมพูขนาด 250  มิลลิลิตร  

2.3 กระดาษกรอง No. 5 (Whatman, Buckinghamshire, England)  
2.4 ถุงไดอะไลซสิ (Spectra/Por, California, U.S.A) 
2.5 ออโตปเปต P100 (Gilson, pipetman P100, Paris, France) 
2.6 ออโตปเปต P1000 (Gilson, pipetman P1000, Paris, France) 
2.7 ตูอบลมรอน (Memmert, UFB 500, Schwabach, Germany) 
2.8 ตูบมเชื้อ (Memmert, BE 400, เมือง Schwabach, Germany) 
2.9 หมอนึ่งความดันไอ (Daihan, Wacs-1450, Seoul, Korea) 
2.10 กลองจุลทรรศน (Olympus, CH30RF200, Japan) 
2.11 ตูปลอดเชื้อ (Super Clean, Super Clean150 VC, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) 
2.12 หลอดทดลอง (Test Tube)  
2.13 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Innova, 43/43R, U.S.A) 
2.14 Syringe filter 0.45 µm (Whatman, Buckinghamshire, England) 

 
3. สารเคมแีละอาหารเลี้ยงเชื้อ   
 3.1 Ammonium sulfate (Merck, Darmstadt, Germany) 
 3.2 Sodium phosphate monobasic monohydrate (NaH2PO4H2O) (Merck, 
Darmstadt, Germany)  
 3.3 Sodium phosphate dibasic heptahydrate (Na2HPO47H2O) (Merck, 
Darmstadt, Germany)  
 3.4 Ethanol 70% และ 95% 
 3.5 Sodium chloride (NaCl) (Loba Chemie, Mumbai, India) 
 3.6 Sodium pyruvate (Alfa Aesar, Heysham, England)  
 3.7 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (Merck, Darmstadt, Germany) 
 3.8 Disodium phosphate (Na2HPO4) (Merck, Darmstadt, Germany) 
 3.9 ไอโอดีน (Central Drug House, New Delhi, India) 
 3.10 Trypticase Soy Agar (TSA) (Difco, Maryland, U.S.A) 
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 3.11 Trypticase Soy Broth (TSB) (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.12 Buffered peptone water (BPW) (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.13 Tetrathionate (TT) broth (Difco, Maryland, U.S.A)  
 3.14 Hektoen enteric (HE) agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.15 Triple sugar iron (TSI) agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.16 Lysine iron agar (LIA) (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.17 Lauryl Tryptose (LST) Broth (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.18 EC broth (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.19 Levine's eosin-methylene blue (L-EMB) agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.20 Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.21 Nutrient Agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.22 Baird parker agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.23 Peptone (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.24 Egg Yolk Tellurite Emulsion (Himedia, Mumbai, India) 
 3.25 Lysine Indole Motility (LIM) medium (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.26 Simmons citrate agar (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.27 MR – VP medium (Difco, Maryland, U.S.A) 
 3.28 Nitrate broth  
  3.29 ไนซิน (Sigma Aldrich, Missouri, U.S.A.) 
 3.30 Polymyxin B (Himedia, Mumbai, India) 
 3.31 Plasma 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
การศึกษาผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ในรูปของ
สารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) เปรียบเทียบหรือศึกษารวมกับสารอื่น ๆ และสภาวะการเก็บรักษาแบบตาง ๆ 
ในการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 1. การเตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก 
B. licheniformis (Partial B. licheniformis bioactive compound: PBL) (Ahern et al., 
2003) 
 นําแบคทีเรีย B. licheniformis มาขีด (Streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase Soy 
Agar (TSA) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนําโคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase Soy Broth (TSB) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  นํา
เซลลแขวนลอยไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที นําสวนใสที่ไดปรับคาความเปนกรด-ดางใหมีคาเทากับ 6.5  จากนั้นคอยๆ เติมเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตจนไดความเขมขนเทากับ 484.54 กรัมตอลิตร (ที่ความอิ่มตัวของแอมโมเนียม
ซัลเฟต 80%)  โดยทําการคนตอเนื่องเปนระยะเวลา 18 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนที่ตกตะกอนและละลายในสารละลาย Sodium phosphate buffer 
(0.05 M; pH 7) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  และกําจัดเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกดวยวิธีไดอะไลซิส 
(ใชถุงไดอะไลซิสที่มีขนาดรูพรุนเทากับ 1,000 ดาลตัน) ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร (0.05 
M; pH 7.0)  ในอัตราสวนสารละลายในถุงไดอะไลซิส 1 สวน ตอสารละลายบัฟเฟอร 100 สวนที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  โดยเปลี่ยนบัฟเฟอรทุก 1, 2 และ 4 ชั่วโมง  แลวนําสารกึ่งบริสุทธิ์ที่ไดมา
ใชในการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งแบคทเีรียตอไป 
 
 2. การเตรียมสารสกัดสมุนไพร  (ดัดแปลงมาจาก Quave et al., 2008) 
 จากการศึกษาที่ผานมาของโครงการวิจัยเรื่อง การพัฒนาศักยภาพพืชสมุนไพรไทยเพื่อ
ยกระดับผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงสูมาตรฐานสากลทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัย
แหงชาติ ประจําปงบประมาณ 2556-2558 ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมแบคทีเรียกอโรค ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งนี้จึงนําสารสกัดสมุนไพรจากโครงการวิจัยเรื่องดังกลาวมาศึกษาเปรียบเทียบหรือศึกษา
รวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis 
ดังรายละเอียดตอไปนี้   
 นําพริกชี้ฟาและตะไครมาลางทําความสะอาด และหั่นใหเปนชิ้นเล็กๆ แลวทําใหแหงดวย
ตูอบลมรอนที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  นาน 48-72 ชั่วโมง จากนั้นนํามาบดใหละเอียดดวยเครื่อง
ปน  และนําสมุนไพรแตละชนิดใสในขวดรูปชมพูขนาด 1,000 มิลลิลิตร ขวดละ 50 กรัม  แลวเติม 
95% เอทานอล  ในอัตราสวนสมุนไพรตอเอทานอลเทากับ 1 ตอ 10  จากนั้นนําไปใสเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบเทากับ 100-120 รอบตอนาที นาน 72 ชั่วโมง กรองสารสกัดสมุนไพรดวย
กระดาษกรอง Whatman No.1 โดยใชเครื่องกรองแบบสุญญากาศ (Vacuum pump)  จากนั้นนํา
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สารสกัดสมุนไพรแตละชนิดที่ผานการกรองแลวมาทําใหเขมขนขึ้นดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความดัน 175 มิลลิบาร  เพื่อสกัดเอทานอลออกจากสารสกัดสมุนไพร 
จากนั้นนําไปเก็บในที่มืดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน 
 
 3. การศึกษาถึงผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคที เ รีย โพรไบโอติก  
B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) และสภาวะการเก็บรักษาแบบตาง ๆ ในการ
ควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 ทําการศึกษาตอเนื่องถึงการควบคุมจุลินทรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) ภายใต 
2 สภาวะ คือ 1) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    2)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน เพื่อศึกษาถึงสภาวะที่
เหมาะสมในการลดการปนเปอนของแบคทีเรีย และยืดระยะเวลาของผลิตภัณฑที่มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 
โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 ตัดผลิตภัณฑหมึกแปรรูปใหมีขนาดกวาง x ยาว เทากับ 2 x 2 เซนติเมตร แบงออกเปน 10 
ชุดการทดลอง  โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคทางอาหารและ
แบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกและสารสกัด
สมุนไพร 
  ชุดการทดลองที่ 1  เติมน้ํากลั่น (ชุดควบคุม) 
  ชุดการทดลองที่ 2  เติมเอทานอล 35% (ชุดควบคุม) 
  ชุดการทดลองที ่3  เติมไนซินความเขมขน 1,000 IU/ มิลลิลิตร 
  ชุดการทดลองที่ 4  เติมสารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไคร 
  ชุดการทดลองที่ 5  เติมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) 
  ชุดการทดลองที่ 6  เติมสารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไครรวมกับเติม 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) 
  ชุดการทดลองที่ 7  เติมไนซินความเขมขน 1,000 IU/ มิลลิลิตร และเติมไนซิน 
ทุก ๆ 2 สัปดาห 
  ชุดการทดลองที่ 8  เติมสารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไคร  และเติมทุก ๆ  
2 สัปดาห 
  ชุดการทดลองที่ 9  เติมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) และเติม PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห 
  ชุดการทดลองที่ 10 เติมสารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไครรวมกับเติม 
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) 
และเติมสารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไครและ PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห 
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 เติมแบคทีเรียกอโรคที่ใชในการทดสอบ (ไดแก S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ 
S. aureus) ความเขมขน 104 CFU/mL  ลงบนตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  โดยคํานวณใหได
ความเขมขนเทากับ 104 CFU ตอน้ําหนักตัวอยาง 1 กรัม  จากนั้นเติมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) และสารสกัดสมุนไพร 
พริกชี้ฟาและตะไคร ความเขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามชุดการทดลอง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
โดยใชวิธีการหยดลงบนตัวอยางดวยออโตปเปต  จากนั้นนําตัวอยางมาผึ่งใหแหงในตู Laminar flow 
biological safety cabinet เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นนําผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาเก็บรักษาใน
ถุงพลาสติก แลวนํามาเก็บรักษาภายใตสภาวะ 2 สภาวะ คือ 1) เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    
2)  เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืน  จากนั้นนําตัวอยางผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงมาศึกษาคุณภาพทางจุลชีววิทยา 
เปนระยะเวลา 28 วัน  
 
 4. การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย 
โพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 4.1  การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้ง S. Typhimurium ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (ดัดแปลง
มาจาก FDA, 1998; Borowsky et al., 2007; Bansal et al., 2010) 
 เตรียมตัวอยางหมึกแปรรูปตามชุดการทดลองขอ 3 ที่เติม S. Typhimurium  จากนั้น
นําตัวอยางหมึกแปรรูปมาศึกษาคุณภาพทางจุลชีววิทยา โดยนําตัวอยางหมึกแปรรูปมาเจือจางดวย 
Buffered peptone water (BPW)  ใหไดระดับการเจือจาง 10-1– 10-3  ระดับความเจือจางละ 3 
หลอด  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 24 ± 2 ชั่วโมง  บันทึกผลการทดลอง  
จากนั้นคัดเลือกหลอดที่มีความขุน  มาถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน Tetrathionate broth 
(TT) แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 43 ± 2 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง  บันทึกผลการทดลอง  
คัดเลือกหลอดที่มีความขุนมาขีดเชื้อ (Streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Hektoen enteric (HE) agar  
แลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 35 ± 2 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง  คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะ
กลม  โคโลนีสีเขียวแกมน้ําเงิน อาจมีหรือไมมีจุดดําตรงกลาง  บางโคโลนีอาจมีสีดําขนาดใหญตรง
กลางหรือเกือบทั้งโคโลนี   จากนั้นนําเชื้อมาทดสอบยืนยันผล โดยขีดเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Triple sugar iron (TSI) agar และ Lysine iron agar (LIA)  นําไปบมที่อุณหภูมิ  35 ± 2 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 24 ± 2 ชั่วโมง  บันทึกผลการทดลอง  แลวนําไปอานคาจากตาราง MPN  
รายงานผลการทดลองในหนวยของ MPN/g 
 
 4.2 การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้ง E. coli  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (BAM, 
2002)   
 ทําการทดสอบดวยวิธี MPN โดยเตรียมตัวอยางหมึกแปรรูปตามชุดการทดลองขอ 3 แต
เติม E. coli  แทน  S. Typhimurium  จากนั้นนําตัวอยางหมึกแปรรูปมาศึกษาคุณภาพทางจุลชีววิทยา  
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โดยนําตัวอยางหมึกแปรรูปมาเจือจางดวย Butterfield phosphate buffered dilution water  ให
ไดระดับความเจือจาง  10-1 - 10-3  ดูดตัวอยางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Lauryl Tryptose (LST) Broth 
หลอดละ 1 มิลลิลิตร ระดับความเจือจางละ 3 หลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 35±1 องศาเซลเซียส นาน 
24±2 ชั่วโมง และ 48±2 ชั่วโมง  คัดเลือกหลอดที่เกิดแกส และบันทึกผลการทดลอง  จากนั้นถาย
เชื้อจากหลอดที่เกิดแกสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth นําไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ  ที่
อุณหภูมิ 44.5 ± 0.2 องศาเซลเซียส นาน 24±2 ชั่วโมง และ 48±2 ชั่วโมง  คัดเลือกหลอดที่เกิดแกส 
บันทึกผลการทดลอง จากนั้นนําเชื้อจากหลอดที่เกิดแกสในอาหารเลี้ยงเชื้อ EC broth มาขีด (Streak) 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Levine's eosin-methylene blue (L-EMB) agar  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ  
35 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24 ชั่วโมง  คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะของ E. coli คือ 
ลักษณะโคโลนีสีมวงหรือดํา อาจเกิดหรือไมเกิด Metallic sheen มาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
ไดแก IMViC test เพื่อยืนยันผลการทดลอง  
 
 4.3 การศึกษาฤทธิ์ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้ง B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
(BAM, 2012) 
 ทําการทดสอบดวยวิธี  MPN  โดยเตรียมตัวอยางหมึกแปรรูปตามชุดการทดลองขอ 3  
แตเติม  B. cereus  แทน  S. Typhimurium  จากนั้นนําตัวอยางหมึกแปรรูปมาศึกษาคุณภาพทาง 
จุลชีววิทยา โดยนําตัวอยางหมึกแปรรูปมาเจือจางดวย Butterfield phosphate buffered dilution 
water  ใหไดระดับความเจือจาง  10-1 - 10-3  จากนั้นดูดตัวอยางแตละระดับความเจือจางปริมาตร  
1 มิลลิลิตร  ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase soy broth (TSB) ที่เติม 0.15% Polymyxin B 
ระดับความเจือจางละ 3 หลอด จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  30 ± 2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ± 2 
ชั่วโมง  บันทึกผลการทดลอง  คัดเลือกหลอดที่มีความขุนมาขีดเชื้อ (Streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Mannitol-egg yolk-polymyxin (MYP) agar แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 ± 2 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 18 - 24 ชั่วโมง  จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะของ B. cereus คือ มีสีชมพู มีกิจกรรม
เอนไซม Lecithinase โดยลักษณะมีโซนทึบ (Opaque Zone) รอบ ๆ โคโลนี  มาขีดเชื้อ (Streak) 
ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar เพื่อนํามายอมแกรม และทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี เพื่อ
ยืนยันผลการทดลอง 
 
 4.4 การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรีย
โพรไบโอตกิ B. licheniformis ตอการยับย้ัง S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (FDA, 1998) 
  ทําการทดสอบดวยวิธี MPN โดยเตรียมตัวอยางหมึกแปรรูปตามชุดการทดลองขอ 3 แต
เติม S. aureus แทน  S. Typhimurium  โดยนําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปมาบดใหละเอียดดวย
โกรงและเจือจางดวย Butterfield phosphate buffered dilution water  ใหไดระดับความเจือจาง  
10-1 - 10-3  ปเปตตัวอยางแตละระดับความเจือจางปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ 
TSB  ที่เติม 10% NaCl และ 1% Sodium pyruvate ระดับความเจือจางละ 3 หลอด นําไปบมที่
อุณหภูมิ 35 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง  คัดเลือกหลอดที่ขุนมา Streak ลงบน
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Baird parker agar ที่เติม Egg yolk และ potassium tellurite จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 35 ± 1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ± 2 ชั่วโมง  คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะของ S. aureus 
คือ โคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ  มีสีเทาถึงดํา อาจมีขอบใสหรือไมมีก็ได  มีโซนทึบรอบ ๆ โคโลนี  และ
อาจมีการสรางหรือไมสรางโซนใสรอบนอกโคโลนี และนํามาทดสอบผล Coagulase test  เพื่อยืนยัน
ผลการทดลอง  นําผลการทดลองมาอานคาเทียบจากตาราง MPN  โดยการรายงานผลการทดลองจะ
รายงานในหนวยของ MPN/g 
 
 5.  การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ เคมีและประสาทสัมผัส ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
ที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบ- 
โอติก B. licheniformis  
 นําตัวอยางผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกมาศึกษาลักษณะทางกายภาพ เคมีและประสาทสัมผัส ไดแก การวัดคาความชื้น  
คาความเปนกรด-ดาง  ปริมาณน้ําอิสระในอาหาร (Water activity; aw)  สี และกลิ่น ดังตอไปนี ้
  

5.1 การวัดคาความชื้น 
นําตัวอยางหมึกแปรรูปมาปนใหละเอียด จากนั้นนํามาใสในถาดอลูมิเนียม แลวนําไปวัด

คาความชื้นดวยเครื่องวัดความชื้น Sartorius MA150 
 
5.2 การวัดคาความเปนกรด-ดาง (ดัดแปลงมาจาก Shah et al., 2009)  
นําตัวอยางหมึกแปรรูปปริมาณ 1 กรัม  ผสมกับน้ํากลั่นปริมาตร 10 เทาของน้ําหนัก

ตัวอยาง ปนใหเปนเนื้อเดียวกัน แลวนํามาวัดคาความเปนกรด-ดาง ดวยเครื่องพีเอชมิเตอร Metrohm 
913 pH Meter 

 
5.3 การวัดคาปริมาณน้ําอิสระที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได (Water activity; aw) 

ตามวิธีของ AOAC (2000)   
นําตัวอยางหมึกแปรรูปมาปนใหละเอียด  แลวนําไปวัดคา aw  โดยใชเครื่องวัดคา aw  

Novasina MS1 Set-aw 
 
5.4 การศึกษาคุณสมบัติทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑอาหารทะเลแหงที่เติมสาร

สกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis (Partial B. licheniformis bioactive compound: PBL)  

นําตัวอยางหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกมาประเมินลักษณะทางประสาทสัมผัส  ไดแก สีและกลิ่น โดยสงวิเคราะหที่ 
บริษัท หองปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จํากัด สาขาฉะเชิงเทรา 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาถึงผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis 
ในรูปของสารกึ่งบริสุทธิ์ (PBL) เปรียบเทียบหรือศึกษารวมกับสารอื่น ๆ และสภาวะการเก็บรักษาแบบ
ตาง ๆ ในการควบคุมแบคทีเรียที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  ผลการทดลองแสดงดังตอไปนี ้
 
1. ลักษณะของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis  สารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไคร และไนซิน 
 1.1 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis 
 จากการเตรียมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก  
B. licheniformis  พบวาสารกึ่งบริสุทธิ์ที่เตรียมไดมีลักษณะใส ไมมีสี  ดังแสดงในภาพที่ 1 
 

          
(a)                                 (b) 

 

 ภาพที่ 1  (a) Bacillus licheniformis ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypticase Soy Broth 
            (b) สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 
 
 1.2 สารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไคร 
 สารสกัดสมุนไพรพริกชี้ฟาและตะไครหลังจากการสกัดและนํามาเจือจางใหมีความเขมขน 
160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีลักษณะแสดงดังภาพที่ 2  โดยสารสกัดพริกชี้ฟามีสีแดง และสารสกัด
ตะไครมีสีเหลืองเขม 
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(a)                                          (b) 

 
ภาพที่ 2 (a) สารสกัดพริกชี้ฟา ความเขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

        (b) สารสกัดตะไคร ความเขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 1.3 ไนซิน 
 ไนซินที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้เปนผลิตภัณฑทางการคา ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
ผลิตจาก Lactococcus lactis  
 

        
(a)                            (b) 

 
ภาพที่ 3 (a) ไนซินที่ผลิตจาก Lactococcus lactis   (b) สารละลายไนซินความเขมขน 1,000 IU 
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2. ฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย
โพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 2.1  ผลของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้ง S. Typhimurium ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ใน
รูปของสารกึ่งบริสุทธิ์และสารสกัดสมุนไพรในการควบคุม S. Typhimurium ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูป   พบวาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   มีปริมาณ  
S. Typhimurium  ไมลดลงเมื่อเติมไนซิน  โดยมีปริมาณมากกวา 1,100 MPN/g ตลอดระยะเวลา 
28 วันของการเก็บรักษา  ในขณะที่การเติมสารสกัดสมุนไพร การเติม PBL และการเติมสารสกัด
สมุนไพรรวมกับ PBL มีประสิทธิภาพในการลด S. Typhimurium ไมดีนัก  โดยลดแบคทีเรียชนิดนี้
จาก 1,100 MPN/g เหลือ 240, 460 และ 240 MPN/g ตามลําดับ ในวันที่ 28 ของการเก็บรักษา 
ดังนั้นจึงตองพัฒนาวิธีการกําจัดแบคทีเรียชนิดนี้ดวยการเติมสารสกัดทุกๆ 2 สัปดาห ซึ่งสามารถลด
ปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้ไดดีกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  กลาวคือ สารสกัดสมุนไพรและสาร
สกัด PBL สามารถลดปริมาณ S. Typhimurium ลงเหลือ 23 และ 93 MPN/g ตามลําดับ ในวันที่ 
28 ของการเก็บรักษา ที่นาสนใจคือ การเติมสารสกัดรวมระหวางสารสกัดสมุนไพรและ PBL สามารถ
ลดปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้ใหเหลือนอยกวา 3 MPN/g ดังแสดงในตารางที่ 2    
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ตารางที่ 2 ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ
ปริมาณ S. Typhimurium ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  Salmonella Typhimurium  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 

เอทานอล 35% 

 

>1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 
ไนซนิ 1,000 IU/mL >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 

สารสกัดสมุนไพร >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 240 
PBL >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 460 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 240 
ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 >1,100 >1,100 >1,100 460 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 >1,100 >1,100 23 23 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 >1,100 >1,100 240 93 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 >1,100 >1,100 23 <3.0 

 
 

สวนการเก็บรักษาหมึกแปรรูปที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและ
ปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน พบวาปริมาณ S. Typhimurium  ในทุกชุดการทดลอง รวมทั้งหมึก
แปรรูปที่เติมน้ํากลั่นมีปริมาณลดลงเหลือนอยกวา 3 MPN/g ภายในวันที่ 14 ของการทดลอง ดังแสดง
ในตารางที่ 3   
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ตารางที่ 3  ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  
S. Typhimurium ในผลิตภณัฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  Salmonella Typhimurium  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 >1,100 1,100 <3.0 <3.0 <3.0 

เอทานอล 35% 

 

>1,100 460 <3.0 <3.0 <3.0 
ไนซิน 1,000 IU/mL >1,100 240 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร >1,100 240 <3.0 <3.0 <3.0 
PBL >1,100 210 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL >1,100 150 <3.0 <3.0 <3.0 
ไนซิน 1,000 IU/mL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 240 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 240 <3.0 <3.0 <3.0 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 240 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 150 <3.0 <3.0 <3.0 

 
 2.2 ผลของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับย้ัง E. coli ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 

จากการตรวจปริมาณ E. coli  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส พบวาในกลุมที่เติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  สารสกัดสมุนไพรมีประสิทธิภาพไมมากนักใน
การลดปริมาณแบคทีเรียกอโรคชนิดนี้  กลาวคือปริมาณ E. coli ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสาร
สกัดสมุนไพร และเติมเอทานอล 35% มีคาใกลเคียงกัน (38 และ 43 MPN/g ในวันที่ 28 ของการ
ทดลอง)  สวนการเติมสารสกัด PBL ก็มีประสิทธิภาพไมสูงมากนักในการกําจัด E. coli โดยปริมาณ
ของ E. coli ลดลงเหลือใกลเคียงกับการเติมสองสารที่กลาวมาขางตน คือ ลดลงเหลือ 43 MPN/g ใน
วันที่ 28 ของการทดลอง  ในขณะที่การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL มีการเสริมฤทธิ์ในการลด
ปริมาณ E. coli ใหเหลือ 23 MPN/g  ซึ่งใกลเคียงกับการเติมไนซินที่มีปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้เทากับ 
21 MPN/g ในวันที่ 28 ของการทดลอง  สวนการเติมสารสกัดทุกๆ 2 สัปดาหนั้น พบวาประสิทธิภาพ
ในการกําจัดแบคทีเรียชนิดนี้เพิ่มสูงขึ้น  โดยพบการรอดชีวิตของ E. coli ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่
เติมสารสกัดสมุนไพร และเติมสารสกัด PBL เทากับ 3.6 และ 23 MPN/g ตามลําดับ ในวันสุดทาย
ของการทดลอง  สวนการเติมสารสกัดรวมกันระหวางสารสกัดสมุนไพรและ PBL พบปริมาณ E. coli 
นอยกวา 3 MPN/g ในวันสุดทายของการทดลอง (ตารางที่ 4)  
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ตารางที่ 4 ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  
E. coli  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  E. coli  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 1,100 460 240 240 75 

เอทานอล 35% 

 

460 240 210 150 43 
ไนซิน 1,000 IU/mL 460 240 210 150 21 

สารสกัดสมุนไพร 460 240 93 43 38 
PBL 460 460 150 93 43 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 93 93 93 43 23 
ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

1,100 240 150 93 15 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

460 240 43 14 3.6 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

460 460 93 43 23 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

93 43 9.2 3.6 <3.0 

 
จากการตรวจหาปริมาณ E. coli  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปทีเ่ก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการ

เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  พบวาชุดที่เติมสารสกัด
สมุนไพรรวมกับ PBL และชุดที่เติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL ทุก ๆ 2 สัปดาห สามารถลด
ปริมาณ E. coli จาก >1,100 MPN/g  ใหเหลือ 15 MPN/g  ในระยะเวลาหลังหยดสารลงบนชิ้นหมึก 
1 วัน และปริมาณ E. coli ลดลงเหลือ <3.0  MPN/g ในทั้งสองชุดการทดลองภายในวันที่ 7 ของการ
ทดลอง  แตอยางไรก็ตามปริมาณ E. coli ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปทุกชุดการทดลองมีคาลดลงอยาง
ตอเนื่องและลดเหลือปริมาณนอยกวา 3 MPN/g ภายในวันที่ 7 ของการทดลอง ยกเวนหมึกแปรรูปที่
เติมเอทานอล 35% ที่ปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้ลดลงต่ํากวา 3 MPN/g หลังการเติมเพียง 24 ชั่วโมง  
ดังแสดงในตารางที่ 5   
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ตารางที่ 5  ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  
E. coli ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  E. coli  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 93 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

เอทานอล 35% 

 

<3.0 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 
ไนซิน 1,000 IU/mL 460 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร 93 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 
PBL 240 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 15 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 
ไนซิน 1,000 IU/mL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

240 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

460 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

15 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

  
 
 2.3 ผลของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับย้ัง B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป 
 จากการศึกษาผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ใน
รูปของสารกึ่งบริสุทธิ์และสารสกัดสมุนไพรในการควบคุม B. cereus ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึก 
แปรรูป พบวาการเติมสารสกัดลงในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปเพียงครั้งเดียวและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ B. cereus โดยการเติมไนซินสามารถลดปริมาณ
แบคทีเรียชนิดนี้ใหเหลือ 23 MPN/g ในวันสุดทายของการทดลอง  สวนการเติมสาร PBL นั้นมี
ประสิทธิภาพสูงกวาไนซิน โดย B. cereus ลดลงเหลือ 14 MPN/g  และการเติมสารสกัดสมุนไพร
เพียงอยางเดียวหรือการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL สามารถลดปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้ได
ดีที่สุด จาก >1,100 MPN/g  เหลือ 9.2 MPN/g ในวันที่ 28 ของการทดลอง (ตารางที่ 5)  เมื่อเติม
สารสกัดทุกๆ 2 สัปดาหพบวาสามารถลดการรอดชีวิตของ B. cereus ไดดีกวาการเติมเพียงครั้งเดียว   
โดยการเติมสารสกัดสมุนไพร การเติมสาร PBL และการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL สามารถ
ลดปริมาณ B. cereus ลงเหลือ 3.6, 3.6 และ 3.0 MPN/g ในวันที่ 28 ของการทดลอง ดังแสดงใน
ตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6 ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  
B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  B. cereus  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 460 240 150 93 43 

เอทานอล 35% 

 

150 93 75 43 38 
ไนซิน 1,000 IU/mL 43 75 43 23 23 

สารสกัดสมุนไพร 38 36 28 16 9.2 
PBL 43 28 43 21 14 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 36 29 23 15 9.2 
ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 43 15 9.2 7.4 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 28 9.2 6.2 3.6 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

23 21 20 7.4 3.6 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

29 15 7.4 3.6 3.0 
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ตารางที่ 7  ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  
B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  B. cereus  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 240 150 93 43 23 

เอทานอล 35% 

 

93 75 43 38 23 
ไนซิน 1,000 IU/mL 43 43 29 23 14 

สารสกัดสมุนไพร 75 43 38 23 16 
PBL 43 38 43 23 15 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 93 43 23 21 11 
ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 23 15 9.2 3.0 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

93 21 14 9.2 3.6 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 23 15 15 9.2 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

43 38 9.2 7.4 <3.0 

 
 จากตารางที่ 7 การตรวจปริมาณ B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  
พบวาสารสกัดในทุกชุดการทดลองสามารถลดปริมาณ B. cereus จาก >1,100 MPN/g  ใหเหลือ 
43-93 MPN/g  ในระยะเวลาหลังหยดสารลงบนชิ้นหมึกเปนเวลา 1 วัน  ยกเวนชุดการทดลองที่เติม
น้ํากลั่นที่ยังคงตรวจพบ B. cereus ในปริมาณ 240 MPN/g  เมื่อสิ้นสุดการทดลองพบวา ผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูปที่ไดรับสารสกัดเพียงครั้งเดียวตรวจพบ B. cereus ในปริมาณใกลเคียงกัน  โดยผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูปที่เติมไนซิน สารสกัดสมุนไพร สาร PBL และสารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL มีปริมาณ  
B. cereus เทากับ 14, 16, 15 และ 11 MPN/g   ตามลําดับ   สวนการเติมสารสกัดทุก ๆ 2 สัปดาห
นั้นสามารถกําจัด B. cereus ไดดีการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  โดยปริมาณ B. cereus ลดลงเหลือ 
3.0, 3.6, 9.2 และ <3.0 MPN/g ตามลําดับ ในวันสุดทายของการทดลอง     
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 2.4 ฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก
แบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับย้ัง S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  
 จากการศึกษาผลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ใน
รูปของสารกึ่งบริสุทธิ์และสารสกัดสมุนไพรในการควบคุม S. aureus ที่ปนเปอนในผลิตภัณฑหมึก 
แปรรูป พบวาการเติมไนซินหรือเติมสาร PBL ไมมีฤทธิ์ยับยั้ง S. aureus เนื่องจากยังคงพบแบคทีเรีย
ชนิดนี้ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปในปริมาณที่สูงมาก (1,100 MPN/g หรือมากกวา) ตลอดระยะเวลา
การทดลอง 28 วัน  ในขณะที่การเติมสารสกัดสมุนไพรหรือการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
สามารถลดปริมาณ S. aureus ไดอยางมาก โดยลดลงเหลือ 43 และ 15 MPN/g ตามลําดับ ในวัน
สุดทายของการทดลอง   เชนเดียวกับผลการศึกษาในแบคทีเรียกอโรคทั้ง 3 ชนิดที่รายงานกอนหนานี้ 
การเติมสารสกัดทุกๆ 2 สัปดาห สามารถกําจัด S. aureus ไดดีกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  
โดยเฉพาะอยางยิ่งการเติมการเติมสารสกัดสมุนไพร และการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL 
สามารถลดปริมาณ S. aureus ใหเหลือนอยกวา 3 MPN/g ภายในวันที่ 21 และ 28 ของการทดลอง 
ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8 ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  

S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 
 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  S. aureus  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 

เอทานอล 35% 

 

>1,100 >1,100 >1,100 >1,100 >1,100 

ไนซิน 1,000 IU/mL >1,100 >1,100 1,100 >1,100 >1,100 

สารสกัดสมุนไพร >1,100 460 460 460 43 
PBL >1,100 >1,100 1,100 1,100 1,100 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL >1,100 >1,100 210 75 15 
ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 1,100 1,100 460 150 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 460 93 <3.0 <3.0 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

>1,100 >1,100 1,100 460 43 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

1,100 >1,100 93 3.6 <3.0 
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 จากการตรวจปริมาณ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่วิธีการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง
โดยการเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน  พบวาผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูปที่เติมไนซิน สารสกัดสมุนไพร สาร PBL และสารสกัดรวมระหวางสมุนไพรกับ PBL เพียง
ครั้งเดียวมีปริมาณ S. aureus ลดลงเหลือ <3.0 ถึง 43 MPN/g ภายในวันที่ 7 ของการทดลอง  แต
อยางไรก็ตามปริมาณ S. aureus ในทุกชุดการทดลองลดลงเหลือ <3.0 MPN/g ภายในวันที่ 14 ของ
การทดลอง   สวนการเติมสารสกัดทุก ๆ 2 สัปดาห มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ S. aureus ได
ดีกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเติมสารสกัดสมุนไพรหรือการเติมสารสกัด
สมุนไพรรวมกับสาร PBL ที่สามารถลดปริมาณ S. aureus จาก >1,100 เหลือ 21 และ 93 MPN/g 
ตามลําดับ ภายใน 24 ชั่วโมงของการทดลอง และลดลงเหลือนอยกวา 3.0 MPN/g ภายในวันที่ 7 
ของการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9  ฤทธิ์ยับยั้งของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis ตอ  

S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป (เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน) 

 

ชุดการทดลอง 
ปริมาณ  S. aureus  (MPN/g) 

Day 0 Day 1 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 
น้ํากลั่น >1,100 1,100 150 <3.0 <3.0 <3.0 

เอทานอล 35% 

 

1,100 150 <3.0 <3.0 <3.0 

ไนซิน 1,000 IU/mL 460 43 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร 29 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

PBL 240 23 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 93 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

ไนซิน 1,000 IU/mL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

460 23 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพร  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

21 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 

PBL  
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

240 23 <3.0 <3.0 <3.0 

สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL 
(เติมทุก ๆ 2 สัปดาห) 

93 <3.0 <3.0 <3.0 <3.0 
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3.  คุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพร
และสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 

จากการศึกษาในขอที่ 2 ถึงฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบ
สารกึ่งบริสุทธิ์จากแบคทีเรียโพรไบโอติก B. licheniformis ตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูป แสดงใหเห็นวาการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL มีประสิทธิภาพที่ดีในการกําจัด
แบคทีเรียกอโรคทั้ง 4 ชนิด ไดแก S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus ใน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  ดังนั้นการศึกษาในหัวขอคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และประสาทสัมผัสของ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก 
B. licheniformis จึงคัดเลือกเฉพาะการกําจัดแบคทีเรียกอโรคดวยเทคนิคดังกลาวมาศึกษา  โดยไดผลการ
ทดลองดังตอไปนี้ 

3.1 คาความชื้นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis  

จากการวัดคาความชื้นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด   ไดแก  
S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus และเติมสารสกัดสมุนไพร  สารสกัดสมุนไพร
รวมกับ PBL  เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมที่ไมไดเติมสารอันใดทั้งสิ้น  พบวาความชื้น
ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมมีคาเทากับ 11.43 ± 0.30% ในวันแรกของการทดลอง เมื่อเก็บรักษา
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมเปนระยะเวลา 28 วัน ทั้งแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส คาความชื้นของ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมคอนขางคงที่และต่ํา  โดยมีคาอยูระหวาง 10.46 ± 0.19% ถึง 14.00 ± 
0.90 % และ 9.36 ± 0.22% ถึง 10.73 ± 0.23% ตามลําดับ  การเติมสารสกัดไมวาจะเปนน้ํากลั่น 
สารสกัดสมุนไพร สาร PBL รวมทั้งแบคทีเรียกอโรคมีผลทําใหคาความชื้นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิม  
โดยเฉพาะอยางยิ่งการเติมสารมากกวา 1 ครั้ง (ตารางที่ 10)  นอกจากนี้ความชื้นของผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปดังกลาวที่เก็บภายใตสภาวะแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีแนวโนมลดลงอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05)  เมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 7 วัน  และเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
เมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน ยกเวนผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติม S. Typhimurium และสาร
สกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL ที่มีความชื้นเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) จาก 27.20 ± 
1.78% ในวันแรกของการทดลอง เปน 44.22 ± 1.41% ในวันที่ 28 ของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  ดังแสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที ่10 คาความชื้น (%) ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 
 

ชุดการทดลอง 

ระยะเวลาการเก็บรักษา 

Day 0 
การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวัน
และปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน 

เกบ็รักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 

Day 7 Day 28 Day 7 Day 28 
หมึกแปรรูปดั้งเดมิ 11.43±0.30 c,1 14.00±0.90 d,45 10.46±0.19 b,2 10.73±0.23 bc,1 9.36±0.22 a,1 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไคร 18.76±1.04 bc,2 11.08±0.95 a,23 19.64±0.10 c,3 17.27±0.57 b,23 27.14±2.07 d,3 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครรวมกับ PBL 29.81±0.97 c,4 14.79±0.57 a,56 24.87±2.05 b,5 25.87±0.02 b,4 39.51±0.30 d,4 

E. coli   

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมน้ํากลั่น 25.21±2.15 c,3 15.29±1.02 b,56 10.33±0.98 a,2 17.17±0.59 b,23 14.77±2.62 b,2 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 37.92±0.67 b,5 17.73±0.90 a,7 38.04±0.60 b,7 18.14±2.87 a,3 41.90±0.41 c,45 

S. Typhimurium 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมน้ํากลั่น 27.25±1.05 b,34 7.72±1.07 a,1 9.17±0.35 a,12 27.00±3.96 b,4 24.52±4.36 b,3 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 27.20±1.78 b,34 12.70±0.40 a,34 28.05±0.78 b,6 31.56±1.60 c,5 44.22±1.41 d,5 

B. cereus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมน้ํากลั่น 27.33±4.05 b,34 10.53±0.42 a,2 9.57±0.72 a,12 25.43±0.86 b,4 25.92±0.88 b,3 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 37.23±0.21 d,5 12.46±0.34a,34 27.79±1.02b,6 32.10±0.89 c,5 43.23±0.47 e,5 

S. aureus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. aureus และเติมน้าํกลั่น 29.53±2.24 c,4 15.91±2.22 b,6 8.41±1.09 a,1 14.86±1.93 b,23 17.30±2.15 b,2 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. aureus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 29.23±1.72 e,4 17.97±0.81b,7 22.43±0.38 c,4 14.07±2.11 a,2 25.41±0.48 d,3 

 
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 ตัวเลขท่ีแตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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3.2 คาความเปนกรด-ดางของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis  

จากการวัดคาความเปนกรด-ดางของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด 
ไดแก S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus และเติมสารสกัดสมุนไพร  สารสกัด
สมุนไพรรวมกับ PBL  เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมที่ไมไดเติมสารอันใดทั้งสิ้น พบวาคา
ความเปนกรด-ดางของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมมีความเปนกรดออน  ซึ่งคาความเปนกรด-ดางใน 
วันแรกของการทดลองเทากับ 6.27±0.05  ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 28 วัน ทั้งแบบเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดางของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมคอนขางคงที่  โดยมีคาอยู
ระหวาง  6.06±0.05 ถึง 6.16±0.28  และ 6.26±0.02 ถึง 6.28±0.09  ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวา
เมื่อเติมสารสกัดสมุนไพรหรือสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL ลงในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปทั้งสภาวะ
ที่มีและไมมีการปนเปอนของแบคทีเรียกอโรคทั้ง 4 ชนิด สงผลใหคาความเปนกรด-ดางลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) จากสภาวะปกติของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิม  โดยมีคาอยูระหวาง 
5.97±0.07 ถึง 6.15±0.04  เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดังกลาวภายใตสภาวะแบบเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 28 วัน พบวาคาความเปนกรด-ดางมีแนวโนมลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05)  จนมีคาอยูในชวง 5.61±0.04 ถึง 5.80±0.08 และ 5.74±0.04 ถึง 5.95±0.05 
ตามลําดับ ซึ่งแตกตางจากผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมที่มีคาความเปนกรด-ดางคอนขางคงที่  ดังแสดง
ในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11 คาความเปนกรด-ดางของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 
 

ชุดการทดลอง 

ระยะเวลาการเก็บรักษา 

Day 0 
การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวัน
และปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 

Day 7 Day 28 Day 7 Day 28 
หมึกแปรรูปดั้งเดมิ 6.27±0.05 b,5 6.06±0.05 a,23 6.16±0.28 ab,4 6.26±0.02 b,12 6.28±0.09 b,5 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไคร 5.97±0.07 b,1 6.04±0.14 b,123 5.71±0.06 a,2 6.03±0.11 b,1 5.75±0.06 a,1 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครรวมกับ PBL 6.13±0.07 d,4 6.04±0.13 c,123 5.80±0.08 a,2 6.18±0.04 d,1 5.95±0.05 b,3 

E. coli   

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมน้ํากลั่น 6.01±0.09 a,12 6.03±0.09 a,123 6.18±0.07 b,4 6.14±0.05 b,1 6.28±0.08 c,5 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 6.15±0.04 c,4 6.00±0.13 b,12 5.76±0.03 a,2 6.10±0.07 c,1 5.94±0.06 b,23 

S. Typhimurium 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมน้ํากลั่น 6.12±0.08 a,4 6.33±0.06 bc,5 6.19±0.08 a,4 6.38±0.09 c,12 6.29±0.05 b,5 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 6.09±0.04 ab,34 6.12±0.06 ab,34 5.80±0.08 a,2 6.54±1.07 b,2 5.89±0.05 a,23 

B. cereus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมน้ํากลั่น 6.32±0.03 c,5 6.22±0.11 b,4 6.05±0.04 a,3 6.21±0.10 b,12 6.21±0.12 b,4 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 6.04±0.03 d,23 5.95±0.12 c,1 5.75±0.05 a,2 6.02±0.06 cd,1 5.88±0.07 b,2 

S. aureus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. aureus และเติมน้าํกลั่น 6.29±0.04 b,5 6.12±0.08 a,34 6.05±0.05 a,3 6.30±0.09 b,12 6.29±0.09 b,5 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. aureus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 5.97±0.14 c,1 6.02±0.13 c,123 5.61±0.04 a,1 6.02±0.02 c,1 5.74±0.04 b,1 

 
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 ตัวเลขท่ีแตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05)
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3.3 คาปริมาณน้ําอิสระที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได (Water activity; aw) ของ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์
จาก B. licheniformis 

จากการวัดปริมาณน้ําอิสระที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได (aw) ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่
เติมแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด ไดแก S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus และเติม
สารสกัดสมุนไพร  สารสกัดสมุนไพรรวมกับ PBL  เปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมที่ไมได
เติมสารอันใดทั้งสิ้น  พบวาคา aw ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมมีคาเทากับ 0.491±0.001 ในวันแรก
ของการทดลอง  เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมเปนระยะเวลา 28 วัน ทั้งแบบเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส คา aw ของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิมคอนขางคงที่  โดยมีคาอยูระหวาง 0.423 ± 
0.005 ถึง 0.481 ± 0.001 และ 0.474 ± 0.003 ถึง 0.528 ± 0.003  ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวา
คา aw มีความแปรผันตรงกับจํานวนครั้งที่มีการเติมสารลงในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  กลาวคือการเติม
สารหลายชนิด เชน สารสกัดสมุนไพร การเติมแบคทีเรียกอโรคและการเติมสาร PBL ลงในผลิตภัณฑ 
หมึกแปรรูปทําใหมีคา aw สูงกวาการเติมสารสกัดสมุนไพรเพียงครั้งเดียวอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05)  สวนการเก็บรักษาผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดังกลาวทั้งภายใตสภาวะแบบเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน หรือการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 28 วัน มีแนวโนมทําใหคา aw สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
ยกเวนผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติม  S. aureus   สารสกัดสมุนไพรและ PBL   และเก็บแบบเปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน ที่คา aw ลดลงอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) จาก 0.714 ± 0.002 เปน 0.633 ± 0.017 ในวันสุดทายของการทดลอง 
ดังแสดงในตารางที่ 12 
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ตารางที่ 12 คาปริมาณน้ําอิสระท่ีจุลินทรียสามารถนําไปใชไดของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก  
B. licheniformis 

 

ชุดการทดลอง 

ระยะเวลาการเก็บรักษา 

Day 0 
การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวัน
และปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 

Day 7 Day 28 Day 7 Day 28 
หมึกแปรรูปดั้งเดมิ 0.491±0.001 d,1 0.481±0.001 c,1 0.423±0.005 a,1 0.474±0.003 b,1 0.528±0.003 e,2 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไคร 0.496±0.002 b,1 0.477±0.005 a,1 0.885±0.006 d,6 0.488±0.008 ab,2 0.827±0.017 c,5 

หมึกที่เติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครรวมกับ PBL 0.602±0.001 b,2 0.485±0.003 a,1 0.823±0.008 d,5 0.767±0.003 c,78 0.949±0.012 e,8 

E. coli   

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมน้ํากลั่น 0.687±0.006 b,4 0.688±0.002 b,3 0.448±0.015 a,2 0.767±0.003 d,78 0.717±0.010 c,3 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ E. coli และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 0.749±0.018 a,7 0.741±0.018 a,5 0.816±0.005 b,5 0.753±0.002 a,6 0.849±0.006 c,6 

S. Typhimurium 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมน้ํากลั่น 0.736±0.008 e,6 0.484±0.003 c,1 0.451±0.009 b,2 0.602±0.002 d,3 0.434±0.011 a,1 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. Typhimurium และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 0.725±0.002 b,56 0.502±0.007 a,2 0.928±0.004 e,8 0.752±0.009 c,6 0.875±0.020 d,7 

B. cereus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมน้ํากลั่น 0.655±0.007 e,3 0.488±0.007 c,1 0.412±0.009 a,1 0.617±0.005 d,4 0.434±0.021 b,1 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ B. cereus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 0.684±0.004 b,4 0.505±0.012 a,2 0.911±0.010 e,7 0.759±0.007 c,67 0.893±0.008 d,7 

S. aureus 
ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชือ้ S. aureus และเติมน้าํกลั่น 0.721±0.003 c,5 0.706±0.003 b,4 0.487±0.004 a,3 0.773±0.002 d,8 0.764±0.012 d,4 

ผลิตภณัฑหมึกแปรรูปที่มเีชื้อ S. aureus และเติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL 0.714±0.002 b,5 0.748±0.001 c,5 0.633±0.017 a,4 0.726±0.002 b,5 0.851±0.009 d,6 

 
หมายเหต ุ ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 ตัวเลขท่ีแตกตางกันในแนวตั้งแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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3.4 คุณสมบัติทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 

เมื่อทดสอบลักษณะสีของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis  โดยสงวิเคราะหที่ บริษัท หองปฏิบัติการกลาง 
(ประเทศไทย) จํากัด พบวาหมึกแปรรูปดั้งเดิมมีสีดีตามธรรมชาติตั้งแตวันแรกของการทดลองจนถึง
วันที่ 28 ของการทดลอง ทั้งสภาวะที่เก็บแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติก
ในชวงเวลากลางคืน และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4)  สวนหมึกในชุดควบคุม 
คือหมึกแปรรูปที่เติมน้ํากลั่นนั้นถือวามีสีดีตามธรรมชาติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 28 วัน ภายใต
ทั้งสองสภาวะของการเก็บรักษาตัวอยาง  ในขณะที่ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรหรือ
สารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL นั้นพบวาหมึกมีสีพอใชตามธรรมชาติในวันแรกของการทดลอง  และ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปแสดงผิดปกติไปจากธรรมชาติเมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน ภายใตทั้ง
สองสภาวะ คือ การเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในตารางที่ 13 และภาพที่ 5 และ 6 
 
ตารางที่ 13 ลักษณะสีของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน

รูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 
 

ชุดการทดลอง 

ระยะเวลาการเก็บรักษา 

Day 0 

การเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและ

ปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืน 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 

Day 28 Day 28 
หมึกแปรรูปดั้งเดิม สีดีตามธรรมชาติ สีดีตามธรรมชาติ สีดีตามธรรมชาติ 
หมึกท่ีเติมน้ํากลั่น สีพอใชตามธรรมชาติ สีดีตามธรรมชาติ สีดีตามธรรมชาติ 
หมึกท่ีเติมสารสกัดผสม
ระหวางพริกชี้ฟากับ
ตะไคร 

สีพอใชตามธรรมชาติ สีผิดปกติไปจาก
ธรรมชาติ 

สีผิดปกติไปจาก
ธรรมชาติ 

หมึกท่ีเติมสารสกัดผสม
ระหวางพริกชี้ฟากับ
ตะไครรวมกับ PBL 

สีพอใชตามธรรมชาติ สีผิดปกติไปจาก
ธรรมชาติ 

สีผิดปกติไปจาก
ธรรมชาติ 
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ภาพที่ 4 สีดีตามธรรมชาติของหมึกแปรรูปดั้งเดิมตลอดระยะเวลาการทดลอง  
(A) หมึกแปรรูปดั้งเดิมในวันแรกของการทดลอง 
(B) หมึกแปรรูปดั้งเดิมที่เก็บแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกใน 
ชวงเวลากลางคืนที่อุณหภูมิหอง ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(C) หมึกแปรรูปดั้งเดิมที่เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
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ภาพที่ 5 สีของหมึกแปรรูปทีเ่ติมสารสกัดผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครตลอดระยะเวลาการทดลอง  

(A) สีพอใชตามธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครในวันแรกของ 
การทดลอง 
(B) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครที่เก็บแบบ 
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนที่อุณหภูมิหอง  
ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(C) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดพริกชี้ฟากับตะไครที่เก็บรักษา 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
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ภาพที่ 6 สีของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ตลอดระยะเวลาการทดลอง  

(A) สีพอใชตามธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ในวันแรกของ 
การทดลอง 
(B) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ที่เก็บแบบ 
เปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนที่อุณหภูมิหอง  
ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
(C) สีผิดปกติไปจากธรรมชาติของหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและ PBL ที่เก็บรักษา 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในวันที่ 28 ของการทดลอง 
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นอกจากนี้เมื่อทดสอบลักษณะกลิ่นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก   B. licheniformis   โดยสงวิเคราะหที่ บริษัท 
หองปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จํากัด พบวาหมึกแปรรูปดั้งเดิมมีกลิ่นดีตามธรรมชาติตั้งแตวัน
แรกของการทดลองจนถึงวันที่ 28 ของการทดลอง ทั้งสภาวะที่เก็บแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลา
กลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  สวน
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมน้ํากลั่นมีกลิ่นดีตามธรรมชาติเชนเดียวกัน เมื่อเก็บรักษาภายใตทั้งสอง
สภาวะเปนระยะเวลา 28 วัน  และเมื่อเติมสารสกัดสมุนไพรหรือสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL ลง
ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปพบวาหมึกมีกลิ่นแตกตางจากหมึกแปรรูปดั้งเดิมเล็กนอย คือ มีกลิ่นพอใชตาม
ธรรมชาติตลอดระยะเวลา 28 วันของการเก็บรักษาแบบเปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางวันและปด
ถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืน และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 14   
  
ตารางที่ 14 ลักษณะกลิ่นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรและสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพในรูปแบบสารกึ่งบริสุทธิ์จาก B. licheniformis 
 

ชุดการทดลอง 

ระยะเวลาการเก็บรักษา 

Day 0 

การเปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางวันและ

ปดถุงพลาสติกใน
ชวงเวลากลางคืน 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส 

Day 28 Day 28 
หมึกแปรรูปดั้งเดิม กลิ่นดีตามธรรมชาติ กลิ่นดีตามธรรมชาติ กลิ่นดีตามธรรมชาติ 

หมึกท่ีเติมน้ํากลั่น 
กลิ่นพอใชตาม

ธรรมชาติ 
กลิ่นดีตามธรรมชาติ กลิ่นดีตามธรรมชาติ 

หมึกท่ีเติมสารสกัดผสม
ระหวางพริกชี้ฟากับ
ตะไคร 

กลิ่นพอใชตาม
ธรรมชาติ 

กลิ่นพอใชตามธรรมชาติ กลิ่นพอใชตามธรรมชาติ 

หมึกท่ีเติมสารสกัดผสม
ระหวางพริกชี้ฟากับ
ตะไครรวมกับ PBL 

กลิ่นพอใชตาม
ธรรมชาติ 

กลิ่นพอใชตามธรรมชาติ กลิ่นพอใชตามธรรมชาติ 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง  
 1. สารสกัดสมุนไพรผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครความเขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
มีฤทธิ์สูงในการยับยั้ง B. cereus โดยสามารถลดปริมาณแบคทีเรียชนิดนี้ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
จาก >1,100 MPN/g เหลือ 9.2 MPN/g ในวันที่ 28 ของการเก็บรักษา รวมทั้งยังมีฤทธิ์ปานกลางใน
การยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  โดยแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้
ลดลงเหลือ 38 และ 43 MPN/g  ตามลําดับ  ในวันที่ 28 ของการทดลอง   แตอยางไรก็ตามสารสกัด
สมุนไพรผสมนี้มีประสิทธิภาพต่ําในการยับยั้ง S. Typhimurium  เนื่องจากมีการตรวจพบแบคทีเรีย
กอโรคชนิดนี้เทากับ 240 MPN/g  ในวันสุดทายของการทดลอง   
 2. สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ B. cereus  
ไดเปนอยางดี  โดยลดแบคทีเรียกอโรคชนิดนี้ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปจาก  >1,100 MPN/g เหลือ  
14 MPN/g  ในวันที่ 28 ของการเก็บรักษา และมีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางตอ E. coli  โดยแบคทีเรียชนิดนี้
ลดลงเหลือ 43 MPN/g ในวันที่ 28 ของการเก็บรักษา  สวน S. aureus  เปนแบคทีเรียที่ดื้อตอสาร PBL 
เปนอยางมาก  เนื่องจากยังคงพบแบคทีเรียชนิดนี้ในปริมาณสูงมาก (1,100 MPN/g หรือมากกวา) 
ตลอดระยะเวลาการทดลอง   
 3. การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) มี
ประสิทธิภาพเทียบเทากับการเติมสารสกัดใดสารสกัดหนึ่งในการยับยั้ง  S. Typhimurium  และ  
B. cereus  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป   และนาสนใจมากกวานั้น คือ สารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL)  ชวยเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 2 ชนิด 
ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป คือ E. coli และ S. aureus ใหมีปริมาณต่ํากวาการเติมสารสกัดใดสารสกัด
หนึ่งเพียงชนิดเดียว  โดยมีปริมาณลดลงเหลือ 23 และ 15 MPN/g ตามลําดับ  นอกจากนี้การเติม
สารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  B. licheniformis (PBL)  ยังมีฤทธิ์การยับยั้ง  
S. Typhimurium, B. cereus และ S. aureus สูงกวาไนซิน ซึ่งเปนสารกันเสียทางการคาที่นิยมใช
ในปจจุบัน 
 4. การเติมสารสกัดทุก ๆ 2 สัปดาห ทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด 
ไดแก  S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus  ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปเพิ่มขึ้น
มากกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ที่สามารถลดปริมาณ S. Typhimurium, E. coli,  
B. cereus และ S. aureus จาก >1,100 MPN/g เหลือเทากับ  3.0 MPN/g   
 5. แบคทีเรียกอโรคในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิหองโดยการเปดถุงพลาสติก
ในชวงเวลากลางวันและปดถุงพลาสติกในชวงเวลากลางคืนทั้งสภาวะที่เติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว 
และที่เติมสารสกัดทุก ๆ 2 สัปดาห มีปริมาณลดลงจากนอยกวา 3 MPN/g  ภายในวันที่ 7-14 ของ
การทดลอง  ยกเวน B. cereus ที่ยังคงพบการเจริญตลอด 28 วันของการเก็บรักษา  ซึ่งมีปริมาณ
ลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   แตอยางไรก็ตาม
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การลดลงดังกลาวนาจะเกิดจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียกอโรค  
เนื่องจากแบคทีเรียกอโรคมีคาลดลงในทุกชุดการทดลอง รวมทั้งหมึกแปรรูปที่เติมน้ํากลั่น      
 6. การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) มี
ผลทําใหคาความชื้นและคา aw เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิม  รวมทั้งยังทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) จากสภาวะปกติของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปดั้งเดิม  นอกจากนั้นผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติม
สารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL นั้นพบวาหมึกแปรรูปมีสีพอใชตามธรรมชาติในวันแรกของการทดลอง  
และผลิตภัณฑหมึกแปรรูปแสดงความผิดปกติไปจากธรรมชาติเมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน 
และหมึกแปรรูปมีกลิ่นแตกตางจากหมึกแปรรูปดั้งเดิมเล็กนอย คือ มีกลิ่นพอใชตามธรรมชาติตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษา 28 วัน 
 
อภิปรายผลการทดลอง  

ปญหาความปลอดภัยทางดานอาหารเปนปญหาที่มีความสําคัญยิ่ง  การเจ็บปวยอัน
เนื่องมาจากการบริโภคอาหารที่ปนเปอนแบคทีเรียกอโรคและสารพิษที่แบคทีเรียผลิตขึ้นมีความ
รุนแรงเพิ่มมากขึ้นในปจจุบัน  การควบคุมการปนเปอนแบคทีเรียเหลานั้นสามารถชวยลดปญหาการ
เกิดโรคระบาดจากการบริโภคอาหารได (Sultanbawa, 2011)  อีกทั้งในปจจุบันผูบริโภคมีความ
กังวลตอผลขางเคียงของการใชสารเคมีและสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียใน
ผลิตภัณฑอาหาร (Sultanbawa, 2011; Lucera et al., 2012) จึงทําใหมีความสนใจในการนําสาร
สกัดจากพืชและจุลินทรียมาประยุกตใชในผลิตภัณฑอาหารแทนสารเคมีหรือสารปฏิชีวนะเพิ่มมาก
ขึ้น (Tyagi and Malik, 2011; Lucera et al., 2012)   สารสกัดจากพืชและจุลินทรียมีศักยภาพ
เพียงพอที่สามารถนํามาประยุกตใชเปนสารกันเสียในผลิตภัณฑอาหารประเภทตาง ๆ ไดหลาย
ประเภท (Beuchat, 1994; Cichewicz and Thorpe, 1996; Sivarooban et al., 2008; 
Abdollahzadeh  et al., 2014; Bajpai et al., 2014) 

การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดสมุนไพรผสมระหวางพริกชี้ฟากับตะไครความ
เขมขน 160 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มีฤทธิ์สูงในการยับยั้ง B. cereus และมีฤทธิ์ปานกลางในการยับยั้ง
การเจริญของ E. coli และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  แตอยางไรก็ตามสารสกัดสมุนไพร
ผสมนี้มีประสิทธิภาพต่ําในการยับยั้ง S. Typhimurium  จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสารสกัดจาก
ตะไครและพริกมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและแบคทีเรียกอโรคทางอาหาร
ไดหลายชนิด  เชน สารสกัดจากตะไครมีความสามารถในการยับยั้ง E. coli, S. aureus, B. cereus, 
Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae เปนตน (Naik et al., 2010; Ewansiha et al., 
2012; Jafari et al., 2012) และสารสกัดจากพริกสามารถยับยั้ง Enterococcus faecalis,  
B. subtillis, S. aureus, P. aeruginosa, K. pneumoniae และ E. coli (Nascimento et al., 
2014)  แตอยางไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาการเสริมฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค
ของสารสกัดสมุนไพร  ซึ่งแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการเติมสารสกัดพริกชี้ฟาและตะไครมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้ง B. cereus, E. coli และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป   ตามปกติ
แลวการใชสารสกัดผสมของพืชสมุนไพรชนิดตาง ๆ รวมกันเพื่อเสริมฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย 
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เปนทางเลือกที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพโดยรวมของสารสกัดในการยับยั้งแบคทีเรีย  โดยมีรายงาน
การศึกษาจํานวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นถึงการเสริมฤทธิ์รวมกันระหวางสารสกัดจากพืชตั้งแต 2 ชนิด 
ขึ้นไป  ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สูงกวาการใชสารสกัดเดี่ยวจากพืชแตละชนิด  
ยกตัวอยางเชน การศึกษาของ Kamatou et al. (2006) ที่แสดงใหเห็นวาสารสกัดผสมระหวาง 
Salvia chamelaeagnea L. และ Leonotis leonurus L. ในอัตราสวนตาง ๆ แสดงกิจกรรมการ
เสริมฤทธิ์รวมกันในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกที่ใชทดสอบทั้ง 2 ชนิด คือ B. cereus และ  
S. aureus และ  Al-Bayati (2008) ที่ทําการศึกษาการเสริมฤทธิ์ของน้ํามันหอมระเหยจาก Thymus 
vulgaris และ Pimpinella anisum  พบวาการใชน้ํามันหอมระเหยทั้ง 2 ชนิดนี้รวมกันสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย 6 ชนิด ไดแก Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, 
Salmonella Typhi, S. Typhimurium, K. pneumoniae และ P. aeruginosa  โดยการใชน้ํามัน
หอมระเหยผสมระหวางพืชทั้ง 2 ชนิด  แสดงคา MIC ที่นอยกวาการใชน้ํามันหอมระเหยแตละชนิด
แยกกัน   
 การออกฤทธิ์รวมกันระหวางสารประกอบทั้งกลุมหลักและกลุมรองจากสารสกัดของพืชแตละ
ชนิดนั้นแสดงกิจกรรมการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สูงกวาการใชสารประกอบกลุมใดเพียงกลุม
เดียว (Burt, 2004)  สารออกฤทธิ์กลุมตาง ๆ จากทั้งพริกชี้ฟาและตะไครพบวามีสารประกอบแตละ
กลุมแตกตางกัน  โดยพริกชี้ฟามีสารกลุมฟโนลิกเปนองคประกอบหลัก (รัตนา อินทรานุปกรณ, 
2550) ไดแก Flavonoid, Cinnamic acid, m-coumaric acid และ o-coumaric acid (Dorantes 
et al., 2000)  สวนสารสกัดตะไครมีองคประกอบเปนสารกลุม Monoterpene โดยเฉพาะอยางยิ่ง 
Citral ที่พบเปนองคประกอบหลักมากที่สุด (Ganjewala et al., 2012)  การทํางานของสารกลุม 
ตาง ๆ ทั้งจากพริกชี้ฟาและตะไครนั้นมีการออกฤทธิ์ที่บริเวณเปาหมายตาง ๆ ของแบคทีเรีย  โดยสาร
กลุมฟโนลิกจะจับที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย  ซึ่งมีผลทําใหผนังเซลลเสียรูปราง เกิดรูรั่วของ 
เยื่อหุมเซลลและเกิดการแทรกซึมของสารสกัดผานเขาไปยังตําแหนงที่สําคัญภายในเซลลแบคทีเรีย 
ทําใหมีผลไปรบกวนความเสถียรของชั้น Phospholipid bilayer ของเยื่อหุมเซลล  ทําลายเอนไซมที่
เกี่ยวกับการสรางพลังงานและการสังเคราะหสวนประกอบโครงสรางเซลล (Kim et al, 1995;  
Sikkema et al., 1995)   สวนสารประกอบ Citral  และอนุพันธุของสารประกอบ Citral  มีผลตอทั้ง
ไซโทรพลาสซึมและเยื่อหุมเซลลชั้นนอกของเซลลจุลินทรีย   ทําใหเกิดการแสดงกิจกรรมการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรีย (Somolinos et al., 2009)   การออกฤทธิ์ของสารประกอบแตละกลุมจาก
พืชทั้ง 2 ชนิดดังกลาวนั้น  อาจจะทํางานรวมกันและไปมีผลตอบริเวณเปาหมายที่อยูในเซลลของ
จุลินทรีย 1 ตําแหนง หรือหลายตําแหนง  โดยการออกฤทธิ์ของสารจากสมุนไพรที่บริเวณตาง ๆ ใน
เซลลจุลินทรียนั้นสามารถแสดงกิจกรรมยับยั้งจุลินทรียที่มีศักยภาพสูงกวาการใชสารสกัดจากพืชเพียง
ชนิดเดียว ซึ่งประสิทธิภาพที่เพิ่มสูงขึ้นจากการทํางานรวมกันของสารสกัดทั้ง 2 ชนิด  เรียกวา  
Synergistic effect (Adwan and Mhanna, 2009; Adwan et al., 2010) 

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ในการศึกษาในครั้งนี้มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของ B. cereus ไดเปนอยางดี  และมีฤทธิ์ยับยั้งปานกลางในการยับยั้ง E. coli แตไมมีฤทธิ์ใน
การยับยั้ง S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  กิจกรรมการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคที่
สังเกตเห็นในการศึกษาในครั้งนี้อาจเกิดจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เรียกวา Bacteriocins และ 
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Bacteriocin-like peptide  ดังรายงานกอนหนานี้หลายฉบับที่ชี้ใหเห็นถึงศักยภาพของสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพที่ผลิตจาก B. licheniformis ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียที่ทําใหอาหาร
เนาเสีย  เชน การศึกษาของ Cladera-Olivera et al. (2004) พบวา Bacteriocin-like substance 
ที่ผลิตจาก B. licheniformis strain P40 มีฤทธิ์การยับยั้งกวาง โดยสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค
และไมกอโรคสายพันธุที่แยกไดจากอาหาร การแพทยและดิน ไดแก แบคทีเรียแกรมบวก คือ Listeria 
monocytogenes, Listeria inoccua, B. cereus, B. subtilis, Corynebacterium fimi, 
Enterococcus faecalis, Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus intermedius, 
Rhodococcus sp., Streptococcus sp. และแบคทีเรียแกรมลบ คือ Aeromonas hydrophila, 
Aeromonas sp., Enterobacter aerogenes, Erwinia carotorovora, Pasteurella 
haemolytica, Salmonella Gallinarium  เชนเดียวกับการศึกษาของ Kayalvizhi and 
Gunasekaran (2010)  ทีพ่บวา B. licheniformis MKU3 ผลิตสารกลุม Bacteriocin-like peptide  
ที่มีความสามารถในการตานแบคทีเรียแกรมบวกชนิดตาง ๆ และ E. coli DH5x   
 สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกลุม Bacteriocins และ Bacteriocin-like substances ที่ผลิตจาก 
B. licheniformis  ถูกรายงานออกมาอยางตอเนื่องถึงคุณสมบัติทางกายภาพ เคมี และความสามารถ
ในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  ยกตัวอยางเชน Bacitracin เปนสารตานจุลชีพกลุมเปปไทดชนิดแรกที่
ผลิตจาก B. licheniformis  ซึ่งในปจจุบันถูกนํามาใชอยางกวางขวางทางการแพทยและสัตววิทยา 
(He et al., 2006)   และ Lichenicidin เปน Bacteriocin ในกลุมยอยของ Lantibiotic อีกชนิดหนึ่ง
ที่ผลิตจาก B. licheniformis ATCC 14580 และ B. licheniformis DSM 13  สารชนิดนี้มี
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes, Methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA), Streptococcus pyogenes, B. subtilis และ Enterococci สายพันธุที่ดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
vancomycin (Vancomycin-resistant enterococci; Begley et al., 2009; Dischinger et al., 
2009)  B. licheniformis สายพันธุอื่นมีความสามารถผลิต Lichenicidin ไดเชนเดียวกัน ไดแก  
B. licheniformis VPS50.2 ซึ่ง Lichenicidin ที่ผลิตจากแบคทีเรียสายพันธุนี้สามารถยับยั้ง   
L. monocytogenes, Methicillin resistant S. aureus (MRSA) และ -hemolytic 
streptococci (Beric et al., 2013)  B. licheniformis นอกจากจะมีความสามารถในการผลิต 
Bacteriocins และ Bacteriocin-like substances ไดแลว  แบคทีเรียชนิดนี้ยังสามารถผลิตสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดอื่น  ไดแก สารกลุม Polyketides ที่มีชื่อวา Macrolactins และ 
Amicoumacins สารทั้งสองชนิดนี้มีฤทธิ์ในการทําลาย S. Typhi (Arbsuwan et al., 2017) และ
สารลดแรงตึงผิว (Biosurfactant) กลุม Lipopeptide ที่มีฤทธิ์ยับยั้งทั้งแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  
B. subtilis, Bacillus thuringiensis var. kurstaki, Bacillus thuringiensis, B. cereus,  
S. aureus, Methicillin-resistant S.  aureus (MRSA) และแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli, S. Typhimurium, Proteus vulgaris (Gomaa, 2013) 
  การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ใน
การศึกษาในครั้งนี้มีประสิทธิภาพเทียบเทากับการเติมสารสกัดใดสารสกัดหนึ่งในการยับยั้ง  
S. Typhimurium และ B. cereus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป  และนาสนใจมากกวานั้น คือ สารสกัด
สมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL)  ชวยเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้ง
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แบคทีเรียกอโรค 2 ชนิด ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป คือ E. coli และ S. aureus ใหมีปริมาณต่ํากวา
การเติมสารสกัดใดสารสกัดหนึ่งเพียงชนิดเดียว  นอกจากนี้การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis  ยังมีฤทธิ์การยับยั้ง S. Typhimurium, B. cereus และ 
S. aureus สูงกวาไนซิน  ซึ่งเปนสารกันเสียทางการคาที่นิยมใชในปจจุบัน  ในปจจุบันยังไมมี
การศึกษาถึงการเสริมฤทธิ์กันระหวางสารสกัดสมุนไพรกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพกลุม 
Bacteriocins และ Bacteriocin-like substances ที่ผลิตจาก Bacillus  แตอยางไรก็ตามยังคงมี
รายงานจํานวนหนึ่งที่ศึกษาการเสริมฤทธิ์กันระหวางสารสกัดสมุนไพรกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
กลุม Bacteriocins และ Bacteriocin-like substances ที่ผลิตจากแบคทีเรียแลคติก คือ ไนซิน  โดย
พบวาการเติมไนซิน Z รวมกับ Thymol  สามารถเพิ่มฤทธิ์ในการยับยั้ง L. monocytogenes ATCC 
7644 และ B. subtilis ATCC 33712  (Ettayebi et al., 2000)  เมื่อศึกษาฤทธิ์การยับยั้งของสาร
ผสมระหวางไนซินกับสารสกัดจากเมล็ดองุนและไนซินกับสารสกัดจากชาเขียว  ซึ่งเปนสารสกัดที่อุดม
ไปดวยสารกลุมฟโนลิกเปนองคประกอบหลัก (Epicatechin, Caffeic acid) ภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็คตรอน พบวาสารสกัดผสมทั้งสองชนิดสามารถทําลายผนังเซลล  เยื่อหุมเซลลและองคประกอบ
ภายในเซลลของ L. monocytogenes ไดอยางชัดเจนและรุนแรง  สงผลใหแบคทีเรียชนิดนี้ลด
ปริมาณจาก 106 CFU/mL ในชวงเริ่มตนการทดลองจนถึงระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได (Undetectable 
level) และ 3.76 CFU/mL หลังการสัมผัสไนซินที่ผสมกับสารสกัดจากเมล็ดองุนและไนซินที่ผสมกับ
สารสกัดชาเขียว ตามลําดับ (Sivarooban et al., 2008)  สารผสมระหวางไนซินกับน้ํามันหอมระเหย
ที่สกัดไดมาจากพืชก็มีการศึกษาเชนเดียวกัน  โดยการเติมสารผสมระหวางไนซิน (ไนซิน A และไนซิน 
V) กับ Carvacrol, Thymol และ trans-Cinnamaldehyde  มีผลทําใหปริมาณเซลลของ  
L. monocytogenes ลดลงอยางมีนัยสําคัญทั้งการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ (In vitro) ใน
ระดับแบบจําลองในอาหาร (Food model; Field et al., 2015)   จากการศึกษาการเสริมฤทธิ์กัน
ระหวางสารสกัดสมุนไพรกับไนซินแลวยังมีการศึกษาฤทธิ์ดังกลาวระหวางสารสกัดสมุนไพรกับ 
Bacteriocins ชนิดอื่นที่ชื่อวา Enterocin AS-48 กับสารสกัดกลุมฟนอลิก ไดแก Eugenol, 
Geraniol, Terpineol, Carvacrol, Hydrocinnamic acid, Caffeic acid, Citral และ p-Coumaric 
acid  ในซอส Carbonara  โดยพบวา S. aureus มีปริมาณลดลงจนถึงระดับที่ไมสามารถตรวจวัดได
เมื่อเติมสาร Enterocin AS-48 (80 ug/mL) รวมกับ 126 nM Carvacrol หรือ 20 mM 
Hydrocinnamic acid (Grande et al., 2007)  และการเติมสารผสมระหวาง Bacteriocin ที่ผลิต
จาก Lactobacillus curvatus CWBI-B28 กับน้ํามันหอมระเหยจาก Oregano มีประสิทธิภาพใน
การยับยั้ง L. monocytogenes ในเนื้อหมูไดนานกวา 3 สัปดาห (Ghalfi et al., 2007)   การอธิบาย
เหตุผลที่ทําใหประสิทธิภาพการฆาแบคทีเรียสูงขึ้นของสารสกัดสมุนไพรที่ผสมกับสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ในการศึกษาในครั้งนี้ทําไดยาก  เนื่องจากสารสกัดสมุนไพรผสม
ระหวางพริกชี้ฟากับตะไครเปนสารสกัดหยาบ  ซึ่งสารสําคัญในสารสกัดสมุนไพรมีทั้งสารที่เปน
องคประกอบหลักและสารที่เปนองคประกอบรอง  สารองคประกอบทั้งหลักและรองนี้อาจมีอิทธิพล
ตอฤทธิ์ที่เพิ่มขึ้นเมื่อผสมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis  ดังนั้นคณะผูวิจัยขอเสนอ
สมมติฐานของการเสริมฤทธิ์กันระหวางสารสกัดสมุนไพรที่ผสมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก  
B. licheniformis (PBL) ในการศึกษาในครั้งนี้  ไดแก 1)  ฤทธิ์การทําลายเสถียรภาพเยื่อหุมเซลลของ
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สารสกัดสมุนไพรสงผลใหการผานของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) เขา
ภายในเซลลงายและเพ่ิมความเขมขนมากขึ้นจนเปนอันตรายตอเซลลและเซลลตายในที่สุด (Ettayebi 
et al., 2000)   2) สารสกัดสมุนไพรอาจมีผลลดคาประจุลบของ phospholipids บนเยื่อหุมเซลล 
ทําใหสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) จับกับเยื่อหุมเซลลและเขาไปภายในเซลล
มากขึ้น (Ming and Daeschel, 1995; Crandall and Montville, 1998)  และ 3) การผสมกัน
ระหวางสารทั้งสองกลุมอาจทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารที่ไมมีฤทธิ์การยับยั้ง (Non-
active antibacterial agents) เปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย (Active form; Bapela  
et al., 2006)    
  การเติมสารสกัดทุก ๆ 2 สัปดาห ทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดแบคทีเรียกอโรค 4 ชนิด 
ไดแก S. Typhimurium, E. coli, B. cereus และ S. aureus ในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปเพิ่มขึ้น
มากกวาการเติมสารสกัดเพียงครั้งเดียว  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร 
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ที่สามารถลดปริมาณ S. Typhimurium, E. coli,  
B. cereus และ S. aureus จาก >1,100 MPN/g เหลือเทากับ  3.0 MPN/g  การเติมทุก ๆ  
2 สัปดาหนี้นาจะทําใหความเขมขนของสารสกัดทั้งสองกลุมเพิ่มมากขึ้นจึงสงผลใหประสิทธิภาพการ
ยับยั้งแบคทีเรียสูงขึ้นตามไปดวย  ดังการศึกษาของ Grande et al. (2007) ที่รายงานวาความสามารถ
ในการกําจัด S. aureus ในซอสผัก (Vegetable sauces) ของสาร Enterocin AS-48 รวมกับ 
Carvacrol หรือ Hydrocinnamic acid เพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของสารสกัดทั้งสองกลุมที่เติมลง
ในซอส   

การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) มีผล
ทําใหคาความชื้นและคา aw เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูปดั้งเดิม  ตามปกติแลวปริมาณน้ําที่มีอยูในอาหารทั้งหมดประกอบดวย 2 สวน ไดแก สวน
ของน้ําที่เกาะติดกับอาหาร หรือถูกใชไปในการสรางพันธะตาง ๆ เชน พันธะไอออนิก พันธะ
ไฮโดรเจน และอีกสวนหนึ่งคือ ปริมาณน้ําอิสระที่ไมไดถูกนําไปใชในการเกิดพันธะใด ๆ และจะอยู
ภายในชองวางของอาหาร ปริมาณความชื้น (Moisture Content) เปนปริมาณน้ําทั้งหมดที่มีอยูใน
อาหาร คือ รวมทั้งสองสวนดังกลาว ในขณะที่คาปริมาณน้ําอิสระที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได หรือ
คา Water activity (aw) เปนโมเลกุลของน้ําที่พรอมจะเปลี่ยนสภาวะจากของเหลวไปเปนไอซึ่งเปน
สวนของน้ําอิสระ ในการทําแหงจะเปนการระเหยน้ําอิสระออกไป ดังนั้นเมื่อคาความชื้นเพิ่มขึ้น  
คา aw มักเพิ่มขึ้นดวย (ศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว, 2546)  ปริมาณความชื้นใน
อาหารเปนคาที่สําคัญในการวิเคราะหอาหาร เปนคาที่บงชี้ปริมาณน้ําที่มีอยูในอาหาร ซึ่งจะบงบอกถึง
คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด เชน นมผง ถั่ว ผลไมอบแหง ขาว ซึ่งความชื้นจะมีผลตอ
ความคงตัวและคุณภาพของอาหาร ปริมาณความชื้นจึงเปนปจจัยที่เกี่ยวของกับการเสื่อมเสียของ
อาหาร โดยเฉพาะการเสื่อมเสียเนื่องจากจุลินทรีย (Microbial spoilage) อาหารที่มีความชื้นหรือ
ปริมาณน้ําสูงจะเปนอาหารที่เสื่อมเสียงาย (Perishable food) เนื่องจากมีสภาวะเหมาะสมกับการ
เจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเสื่อมเสีย เชน แบคทีเรีย ยีสต และรา รวมทั้งเหมาะกับการเจริญ
ของจุลินทรียกอโรค (Pathogen) การสรางสารพิษ (Toxin) ที่กอใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ และมีผล
ตออัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีตาง ๆ ซึ่งมีผลกระทบทางลบตออาหารระหวางการเก็บรักษา ทําใหอายุ
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การวางจําหนาย (Shelf life) หรือทําใหระยะเวลาในการเก็บรักษาอาหารใหคงอยูในสภาพเดิมสั้นลง
อีก  จากการศึกษาของศิริโฉม ทุงเกา และกิตติรัตน วงษอินทร (2550) ไดสรุปไววา ปริมาณความชื้น
ในหมึกอบแบบกรอบที่เหลืออยูต่ํากวาหมึกแปรรูปชนิดอื่น นาจะสงผลใหจุลินทรียที่เหลืออยูหรือ
ปนเปอนภายหลังไมสามารถเจริญเพิ่มจํานวนขึ้นได  การเติมสารสกัดและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ
จาก B. licheniformis (PBL) ลงในผลิตภัณฑหมึกแปรรูปในการศึกษาในครั้งนี้มีผลทําใหคาความชื้น
และคา aw เพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑหมึกแปรรูป
ดั้งเดิม  ดังนั้นอาจจะมีผลตออายุการวางจําหนาย (Shelf life) หรือทําใหระยะเวลาในการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปใหคงอยูในสภาพเดิมสั้นลง  ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาอายุของผลิตภัณฑหมึก
แปรรูปตอไป  ถึงแมวาการเติมสารผสมทั้งสองชนิดดังกลาวจะชวยลดปริมาณแบคทีเรียกอโรค 
โดยเฉพาะอยางยิ่ง E. coli และ S. aureus ไดอยางมีประสิทธิภาพ    

 การเติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) ยัง
ทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) จากสภาวะปกติของผลิตภัณฑ
หมึกแปรรูปดั้งเดิม  การลดลงของคาความเปนกรด-ดางอาจเกี่ยวของกับความเปนกรดออนๆ ของ
สารสกัดพริกชี้ฟาและตะไครที่เติมลงในผลิตภัณฑหมึกแปรรูป ซึ่งสารสกัดสมุนไพรที่มีองคประกอบ
หลักเปนสารกลุม Phenolic และ Flavonoid จะมีคาความเปนกรด-ดางเปนกรดออนๆ เชน สาร
สกัดจากเมล็ดพริกไทยดํา (Piper nigrum Linn) เปนตน (Ahmad et al., 2015)   นอกจากนั้น
ผลิตภัณฑหมึกแปรรูปที่เติมสารสกัดสมุนไพรรวมกับสาร PBL พบวาหมึกแปรรูปมีสีพอใชตาม
ธรรมชาติในวันแรกของการทดลอง  และผลิตภัณฑหมึกแปรรูปแสดงความผิดปกติไปจากธรรมชาติ
เมื่อเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน และหมึกแปรรูปมีกลิ่นแตกตางจากหมึกแปรรูปดั้งเดิมเล็กนอย 
คือ มีกลิ่นพอใชตามธรรมชาติตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 28 วัน  จากการสังเกตสีของสารผสม
ระหวางสารสกัดสมุนไพรกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก B. licheniformis (PBL) พบวาสารสกัดผสม
ดังกลาวมีสีแดงปรากฏใหเห็นอยางชัดเจนและมีกลิ่นออนๆ ของพริกและตะไคร  ดังนั้นการ
เปลี่ยนแปลงสีและกลิ่นของผลิตภัณฑหมึกแปรรูปตามธรรมชาติเปนผลิตภัณฑที่มีสีแดงขึ้นและมีกลิ่น
แตกตางจากหมึกแปรรูปดั้งเดิมเล็กนอยระหวางการเก็บรักษาเปนระยะเวลา 28 วัน  เปนเพราะสีและ
กลิ่นตามธรรมชาติของสารสกัดผสมดังที่กลาวมา 
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