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บทคดัย่อ 

 จุดประสงค์ของการทดลองคร้ังน้ีเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการใช้สารละลายกรดแลก

ติก สารแบคเทอริโอซินและ สารละลายกรดแลกติกร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินเพื่อเพิ่มความปลอดภยั

ของไส้กรอกอีสาน การศึกษาน้ีประกอบดว้ย 3 การทดลอง ไดแ้ก่ (i) การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลกติกท่ี

สร้างสารแบคเทอริโอซินจากอาหารหมกัเน้ือ  (ii) ศึกษาประสิทธิภาพของกรดแลกติก สารแบคเทอริโอ

ซิน และกรดแลกติกร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อโรค (ทาํในหลอดทดลอง) 

และ (iii) การใชก้รดแลกติก สารแบคเทอริโอซิน และกรดแลกติกร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินเพื่อเพิ่ม

ความปลอดภยัในไส้กรอกอีสาน 

 การทดลองท่ี 1 มีวตัถุประสงค์เพื่อคดัแยกเช้ือท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินและคุณสมบติั

ของสารแบคเทอริโอซิน จากผลการทดลองสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมกัเน้ือ 

15 ตวัอยา่ง จาํนวน 250 ไอโซเลท และพบเพียง 1 ไอโซเลทท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซิน ตั้งช่ือ

วา่ ไอโซเลท KL-1 โดยแบคเทอริโอซินท่ีพบสามารถยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและลบ ไดแ้ก่ 

Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides และ Enterococcus feacalis ทาํการศึกษาคุณสมบติั

ของสารแบคเทอริโอซินโดยศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีหมาะสมของเช้ือในการสร้างสารแบคเทอริ

โอซิน และจาํแนกชนิดของเช้ือท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญของ

เช้ือท่ีสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินไดม้ากท่ีสุด (12,800 AU/ml) ท่ีอุณหภูมิ 30 oC ในระยะเวลาการ

เล้ียงเช้ือเดียวกนั ท่ีอุณหภูมิ 37 oC สามารถสร้างสารได ้6, 400 AU/ml จาํแนกเช้ือไอโซเลท KL-1 ได้

เป็น Lactobacillus plantarum สารแบคเทอริโอซินสามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิ 100  oC และความ

เยน็ท่ี 4 oC นานสองวนั อยา่งไรก็ตามการตม้ท่ี 100  oC และเก็บรักษาท่ี 4 oC เป็นเวลาท่ีนานข้ึน พบวา่

กิจกรรมการยบัย ั้งเช้ือลดลง  

 การทดลองท่ี 2 กรดแลกติกสามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียก่์อให้เกิดการเน่าเสียและ ก่อโรค 

ในขณะท่ีสารแบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีพบในอาหารหลายชนิด ดงันั้น

วตัถุประสงคข์องการทดลองน้ีคือศึกษาประสิทธิภาพของกรดแลกติกและสารแบคเทอริโอซินในการ

ยบัย ั้งเช้ือก่อโรค ไดแ้ก่ Salmonella Anatum, Escherichia coli และStaphylococcus aureus โดยแบคเทอ

ริโอซินท่ีนาํมาศึกษามาจากเช้ือไอโซเลท KL-1 การทดลองคร้ังน้ีประกอบไปดว้ยสองส่วน ส่วนแรกคือ

ศึกษาการยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวขา้งตน้โดยสารละลายกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0, 1, 2, 3 และ 4% ส่วนท่ี

สองคือศึกษาการยบัย ั้งเช้ือดงักล่าวขา้งตน้โดยสารละลายกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0, 1, 2, 3 และ 4% 

ร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินความเขม้ขน้ 2 % จากนั้นตรวจนบัจาํนวนเช้ือทดสอบท่ีมีชีวิตรอดภายหลงั

ท่ีสารสัมผสัเช้ือเป็นเวลา 0, 6, 12, 18, 24 และ 30 ชัว่โมง ผลการทดลองพบวา่กรดแลกติกท่ีความเขม้ขน้ 

3 และ 4% สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. Anatum, E. coli และS. aureus ท่ีระยะเวลา 24 และ 30 

ชั่วโมง โดยจาํนวนเช้ือลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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นอกจากน้ียงัพบวา่การใชก้รดร่วมกบัสารแบคเทอริโอซิน 2 % มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบ

ไดม้ากข้ึน ท่ีระยะเวลา 24 และ 30 ชัว่โมง 

 การทดลองท่ี 3 มีวตัถุประสงคคื์อศึกษาการใชส้ารละลายกรดแลกติก สารแบคเทอริโอซิน 

และกรดแลกติกร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินในการเพิ่มความปลอดภยัในไส้กรอกอีสาน การทดลอง

แบ่งเป็น 6 กลุ่มไดแ้ก่ ไส้กรอกอีสานท่ีเติมกรดแลกติกความเขม้ขน้ 2, 4%,เติมแบคเทอริโอซินความ

เขม้ขน้ 2, 4% และกรดแลกติก 2% ร่วมกบัแบคเทอริโอซิน 2% ศึกษากระบวนการหมกัสองแบบ ไดแ้ก่ 

การหมกัในถุงสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 30 oC และการหมกัโดยการแขวนท่ีอุณหภูมิห้อง ผลการทดลอง

พบวา่กระบวนการหมกัท่ีแตกต่างมีผลต่อจาํนวนเช้ือจุลินทรียแ์ละคุณลกัษณะต่างในไส้กรอกอีสาน ใน

กระบวนการหมกัแบบแขวนท่ีอุณหภูมิห้องพบว่าจาํนวนเช้ือ yeast/mold ในกลุ่มท่ีเติม กรดแลกติก   

ร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินมีจาํนวนตํ่ากว่ากลุ่มอ่ืนๆ อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มอ่ืน

จาํนวนเช้ือไม่แตกต่างกนั แต่ในกระบวนการหมกัแบบบรรจุในถุงสุญญากาศกลบัไม่พบเช้ือยีสต์รา 

(นอ้ยกวา่ 10 cfu/g)ในการหมกัวนัท่ี 3 ในการศึกษาค่า pH พบวา่ไส้กรอกอีสานกลุ่มท่ีเติมกรดแลกติก

และแบคเทอริโอซิน ส่วนค่าสีพบวา่พบวา่ในกลุ่มท่ีเติมกรดแลกติกและสารแบคเทอริโอซิน มีค่าความ

สวา่งมากวา่ (L*) และค่าสีแดง ( a*)นอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมซ่ึงผลดงักล่าวเป็นไปในทางเดียวกนัในสภาวะ

การหมกัทั้งสองแบบ  จากการศึกษาการมีชีวิตรอดของเช้ือ S. aureus ในไส้กรอกอีสานพบวา่กลุ่มท่ีเติม

กรดแลกติกและแบคเทอริโอซินมีจาํนวนเช้ือน้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 

ในการหมกัแบบแขวนท่ีอุณหภูมิห้อง ส่วนการหมกัในถุงสุญญากาศตรวจไม่พบเช้ือ S. aueus และจาก

การทดสอบการชิมพบวา่ผูบ้ริโภคมีความพึงพอใจไส้กรอกอีสานกลุ่มท่ีเติมกรดแลกติกร่วมกบัแบคเทอ

ริโอซินมากท่ีสุด ดงันั้นดงันั้นงานวิจยัน้ีสามารถนาํไปประยุกตใ์ชใ้นการผลิตไส้กรอกอีสานให้มีความ

ปลอดภยัมากข้ึน 
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Abstract 

  The study composed of 3 experiments as following, (i) screening of bacteriocin producing 

lactic acid bacteria from fermented meat product, (ii) In vitro inhibitory activities of lactic acid 

solution and bacteriocin from lactic acid bacteria Lactobacillus plantarum KL-1 against food 

pathogenic bacteria and (iii) Application of lactic acid solution, bacteriocin and their combination to 

improve the safety of E-san sausage. 

 The first experiment: the aim of this study was to screen and in vitro characterize the 

properties of bacteriocin produced by lactic acid bacteria isolated from fermented meat product. Two 

hundred and fifty LAB were isolated from fifteen samples of fermented meat produccts and screened 

for bacteriocin-producing lactic acid bacteria. Antimicrobial activity of bacteriocin was carried out by 

spot on lawn method against both gram positive and gram negative bacteria. One isolate, assigned as 

KL-1, produced bacteriocin and showed inhibitory activity against Lactobacillus sakei, Leuconostoc  

mesenteroides and Enterococcus faecalis. To characterize the bacteriocin-producing strain, optimum 

temperature, incubation period for maximum bacteriocin production and identification of bacteriocin-

producing strain were determined. It was found that the optimum cultivation temperature of the strain 

to produce the maximum bacteriocin activity (12,800 AU/mL) was obtained at 30 °C. Meanwhile, 

bacteriocin production at 6,400 AU/mL was found when culturing the strain at 37 °C and 42 °C. The 

isolate KL-1 was identified as Lactobacillus plantarum. Antimicrobial activity of cell-free supernatant 

was completely inhibited by proteolytic enzyme of trypsin, alpha-chymotrypsin and proteinase K. 

Bacteriocin activity was stable at high temperature up to 100°C for 10 mins and at 4 °C storage for 2 

days. However, the longer heating at 100°C and 4°C storage, its activity was reduced.   

The second experiment: lactic acid can inhibit the natural microflora including spoilage 

bacteria and food borne pathogens, while bacteriocins produced by lactic acid bacteria are 

biologically active proteins demonstrating a bactericidal mode of action and also reduce growth of 

many food borne pathogen varieties. The aim of this study was to evaluate the in vitro inhibitory 

activity of lactic acid solution against Salmonella Anatum, Escherichia coli and Staphylococcus 

aureus. Cell free supernatant (CFS; pH 6.9) known as bacteriocin was produced by lactic acid 

bacteria isolate KL-1. The experiment consisted of 2 parts: one, measurement  of  the antimicrobial 

activities of 0, 1, 2, 3 and 4% lactic acid solutions; and two, measurement of the antimicrobial 

activities of combinations of 2% sterilized CFS with 0, 1, 2, 3 and 4% lactic acid solutions.  Three 

species of bacteria mentioned above were inoculated into tryptic soy broth which added lactic acid 
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and bacteriocin treatments as above, then incubated at 37 °C. The numbers of bacteria survival were 

counted at 0, 6, 12, 18, 24 and 30 h. The results  showed  that  at 3 and 4% lactic acid solution 

inhibited the growth of S. Anatum, E. coli and S. aureus after 24 and 30 h. Number of tested bacteria 

significantly decreased (p<0.05) when compared to the control group (without any solution). Number 

of tested bacteria increased (p<0.05) from initial number (about 6.3 log cfu/ml) to 30 h (about 8 log 

cfu/ml). In addition, the combination of 3 and 4% lactic acid solution and 2% bacteriocin was more 

effective to reduce the numbers of S. Anatum, E. coli and S. aureus at 24 and 30 h. 

 The third experiment: The aim of this study was to evaluate the application of bacteriocin, 

lactic acid solution and their mixture to improve product quality to meet the safety standard of the 

Thai E-san sausage. There were 6 treatments in the experiment as follows: 2 and 4 % of lactic acid, 2 

and 4% of bacteriocin ,the combination of 2% of lactic acid solution and 2% of bacteriocin.and a 

control (no adding solution).   The E-san sausages were applied with the solution as previously 

described. These sausage underwent two fermentation processes, in vacuum bags and kept at 30 
ο

C 

and hanging under room temperature. The results indicated that different fermentation processes had 

effect on number of microorganisms and E-san sausage quality. The number of yeast and mold in E-

san sausage added with the mixture of lactic acid and bacteriocin was lower than other groups 

(p<0.05). However, number of yeast/mold was not detected in samples under vacuum 

fermentation(less than 10 cfu/g). The E-san sausage of both fermentation methods which added lactic 

acid solution and bacteriocin showed lower pH value than the control group. The color of these E-san 

sausage displayed the higher lightness (L*) and lower redness (a*) than the control group.  In 

addition, S. aureus on ground pork mixed with lactic acid solution and bacteriocin was significantly   

decrease (P< 0.05).  Therefore, this research was beneficial for E-san sausage production to control 

both pathogenic and spoilage microorganism. 
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