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งานวจิยัน้ีมเีป้าหมายเพื่อศกึษาประสทิธภิาพและกลไกในการตา้นเชือ้ของไนซนิและสารตา้นเชือ้

จากพชื ไดแ้ก่ ซนินามาลดไีฮดแ์ละคารว์าครอลต่อแบคทเีรยีก่อโรคในอาหารทัง้ในรปูแบบของเซลลป์กติและ
สปอร ์ก่อนอื่นไดท้ าการหาความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิดเมือ่ใชเ้ดีย่ว ๆ และใชร้ว่มกนั ต่อ
การยบัยัง้เซลลป์กตขิองแบคทเีรยี พบว่าเมือ่ใชไ้นซนิรว่มกบัซนินามาลดไีฮดส์ามารถลดความเขม้ขน้ของ
สารตา้นเชือ้แต่ละชนิดไดถ้งึ 2-64 เท่า โดยมกีารออกฤทธิต์ามแบบข องซนินามาลดไีฮด ์เมือ่วเิคราะหก์าร
เปลีย่นแปลงภายในเซลล ์พบว่าเกดิการรัว่ไหลของสารภายในเซลลร์วมถงึ ATP นอกจากนี้ยงัพบการ
เปลีย่นแปลงโพรไฟลข์องโปรตนีจากการท า SDS-PAGE อกีดว้ย ในระบบอาหารจ าลองพบว่าความเขม้ขน้
ของสารอาหารมผีลต่อประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ โปรตนีทีเ่พิม่ขึน้ไดส้่งผลใหป้ระสทิธภิาพของซนินา
มาลดไีฮดเ์พิม่สงูขึน้ในขณะทีป่ระสทิธภิาพของไนซนิยงัคงทีห่รอืลดลงเลก็น้อย แป้งและไขมนัท าให้
ประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้จะมคี่าลดลง และเมือ่เพิม่ความเป็นกรดของระบบอาหารจ าลองพบว่า
ประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้เพิม่สงูขึน้ ส่วนในระบบอาหารจรงิซึง่ใชแ้ซนดว์ชิสเปรดมาทดสอบ พบว่า
ประสทิธภิาพรว่มในการตา้นเชือ้สงูขึน้อยา่งชดัเจน ไนซนิและซนินามาลดไีฮด์ต่างกม็ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การ
งอกของสปอรแ์ละยบัยัง้การเจรญิหลงัการงอกของสปอร ์ Bacillus cereus โดยในการยบัยัง้การเจรญิหลงั
การงอกของสปอร ์ เมือ่ใชร้ว่มกนัจะสามารถลดปรมิาณของไนซนิและซนินามาลดไีฮด์ไดถ้งึ 40 และ 8 เท่า
ตามล าดบั ส าหรบัการยบัยัง้การงอก เมือ่ใชร้ว่มกนัจะสามารถลดความเขม้ขน้ของไนซนิและซนินามาลดี
ไฮดไ์ดถ้งึ 16 และ 32 เท่าตามล าดบั เมือ่ศกึษากลไกการยบัยัง้การงอก พบว่าสารสองชนิดนี้ไดไ้ปยบัยัง้การ
ปลดปล่อย DPA และลดสมบตักิารยอ้มตดิสขีอง DAPI อกีดว้ย ผลงานวจิยัน้ีไดช้ีใ้หเ้หน็ถงึความสามารถใน
การลดระดบัความเขม้ขน้ของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิด ส่งผลในการลดความเสีย่งในการดือ้ยาของแบคทเีรยี
รวมถงึการลดตน้ทุนการผลติได ้
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Abstract  
 
Project Code: TRG5880052 

Project Title: Inhibitory effect of nisin and plant-derived antimicrobials on vegetative and 
spore forms of bacteria and the interaction with food constituents 

Investigator: Miss Wannaporn Klangpetch, Naresuan University 
E-mail Address: wannapornk@nu.ac.th 
Project Period: 2 years 
Keywords: Nisin, Plant-derived antimicrobial, Synergistic effect, Food-borne pathogenic 
bacteria, Spore, Food constituents 

 
This research aims to investigate the combination efficiency of Nisin with Cinnamaldehyde 

and Carvacrol, plant-derived antimicrobials on vegetative and spore forms of food-borne pathogenic 
bacteria. Firstly, the Minimum Inhibitory Concentrations of the antimicrobials when used singly as 
well as in combination were determined. The results showed that applying in combination reduced 
the concentrations from 2-64 folds. The combined antimicrobial dynamic was in a good relation 
with that of Cinnamaldehyde. Bacterial intracellular cell damages occurred during treating with the 
antimicrobials were cytoplasmic membrane leakage, intracellular ATP depletion and change in total 
protein profile evaluated by SDS-PAGE. In complex food system, the concentration of ingredients 
directly affected the efficiency of the antimicrobials. Increasing protein increased Cinnamaldehyde’s 
ability while decreased that of Nisin. Starch and oil decreased both antimicrobials’ ability. Reducing 
pH value increased both antimicrobials’ ability. The combination effect was also showed even in 
the Sandwich spread used as a representative of real food system. Nisin and Cinnamaldehyde 
showed the ability to inhibit the outgrowth and germination of Bacillus cereus spores. Combining 
these antimicrobials could reduce the minimum concentrations to 40 and 8 fold, respectively for 
anti-outgrowth and to 16 and 32 fold, respectively for anti-germination. The mechanisms were 
proved to be the abilities to inhibit the DPA release and DAPI staining properties of the spores. 
These results successfully suggested the synergistic effects of Nisin and plant-derived 
antimicrobials that could reduce the amount of each antimicrobial leading to safe the production 
cost as well as solve the problem on antimicrobial resistance of the pathogenic bacteria. 
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วตัถปุระสงค ์
  
 งานวจิยัน้ีมเีป้าหมายหลกัเพื่อศกึษาประสทิธภิาพรว่มของไนซนิและสารตา้นเชือ้จากพชืต่อเซลล์
ปกตแิละสปอรข์องแบคทเีรยีก่อโรคในอาหาร ซึง่จะท าใหส้ามารถลดระดบัความเขม้ขน้ของสารตา้นเชือ้แต่
ละชนิด และลดความเสีย่งในการดือ้ยาของแบคทเีรยี ส่งผลในการลดตน้ทุนในเรือ่งของการจดัหาสารตา้น
เชือ้ได ้โดยมรีายละเอยีดของวตัถุประสงค์ดงันี้ 
 
1. เพื่อศกึษาประสทิธภิาพรว่มของไนซนิและสารตา้นเชือ้จากธรรมชาตต่ิอการยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของ
แบคทเีรยีก่อโรคในอาหารทีอ่ยูใ่นรปูแบบของเซลลป์กตแิละสปอร ์และประสทิธภิาพต่อการงอกและการฆา่
สปอร ์
2. เพื่อศกึษากลไกการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของไนซนิ สารตา้นเชือ้จากธรรมชาต ิและสารผสม 
3. เพื่อศกึษาผลของสารอาหาร ไดแ้ก่ คารโ์บไฮเดรต โปรตนี และไขมนั รวมถงึค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 
ต่อประสทิธภิาพในการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของไนซนิและสารตา้นเชือ้จากธรรมชาติ  และการประยกุต์ใชใ้น
อาหารจรงิ 
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วิธีทดลอง 
 
วธิกีารทดลองในงานวจิยัน้ีไดแ้บ่งออกเป็นสองส่วน ไดแ้ก่ ส่วนทีห่นึ่ง การศกึษาประสทิธภิาพของ

ไนซนิรว่มกบัซนินามาลดไีฮดแ์ละ ไนซนิรว่มกบัคารว์าครอล ต่อการยบัยัง้การเจรญิของเซลลป์กตขิอง
แบคทเีรยี รวมถงึการงอกของสปอร ์และส่วนทีส่อง ประสิ ทธภิาพของสารตา้นเชือ้ดงักล่าวเมือ่อยูใ่นโมเดล
อาหารและอาหารจรงิ 

 
Part I: การทดสอบประสิทธิภาพการต้านเช้ือของ ไนซิน -ซินนามาลดีไฮด ์และ ไนซิน -คารว์าครอล 
ต่อเซลลป์กติและสปอรข์องแบคทีเรีย 

 
1. การเตรียมเช้ือแบคทีเรียและสปอรแ์ละการเตรียมสารต้านเช้ือ   
แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นงานวจิยัน้ีมทีัง้หมด 4 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่  

แบคทเีรยีแกรมบวก 
Bacillus cereus NBRC 13494  
Staphylococcus aureus TISTR 118 

แบคทเีรยีแกรมลบ 
Escherichia coli TISTR 117 
Salmonella Typhimurium NBRC105726 TIS 
 

1.1 เซลลป์กตขิองแบคทเีรยี  
บ่มเชือ้แบคทเีรยีในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที ่30°C เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ปัน่เหวีย่ง

ที ่ 6,000 rpm, 4°C เป็นเวลา 10 นาท ีและลา้งเซลลด์ว้ย 0.85% w/v Saline สามครัง้ จากนัน้ปรบัจ านวน
เชือ้เริม่ตน้ใหเ้ป็น 106 CFU/ml เพื่อท าการทดลองต่อไป 

 
1.2 สปอรข์องแบคทเีรยี     
 ท าการเหนี่ยวน าใหแ้บคทเีรยีสรา้งสปอรอ์า้งองิวธิกีารของผูว้จิยั  (Klangpetch et al., 2013) 
กล่าวคอื น าเซลลป์กตขิอง B. cereus ทีเ่ตรยีมไวใ้น 1.1 มาสเปรดบน Nutrient Agar (NA; Sigma-Aldrich 
Chemicals, Germany) โดยปรบัความเขม้ขน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ใหเ้ป็น 80% และน าไปบ่มที ่30°C น าส่วน
หนึ่งของตวัอยา่งมาสงัเกตการสรา้งสปอรผ์่านกลอ้งจลุทรรศน์ชนิด Phase contrast (BX 50, Olympus Co., 
Tokyo, Japan) มากกว่า ทุกวนัจนกว่าจะพบว่าเกดิการสรา้งสปอร์ 90% (ใชเ้วลาประมาณ 4 วนั) จากนัน้ท า
การรวบรวมสปอรท์ีผ่ลติไดโ้ดยใส่น ้ากลัน่ทีผ่่านการท าใหป้ลอดเชือ้ลงไปในจานเพาะเชือ้และเกลีย่รวบรวบ
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สปอร ์จากนัน้ท าการลา้งสปอรโ์ดยท าการปัน่เหวีย่งที ่ 9,500x g ที ่4°C เป็นระยะเวลา 10 นาท ีและลา้งดว้ย
น ้ากลัน่ปลอดเชือ้สามครัง้  
 
1.3 การเตรยีมสารตา้นเชือ้ 
สารตา้นเชือ้ทีใ่ชใ้นงานวจิยัน้ีมสีามชนิด ไดแ้ก่ ไนซนิ ซนินามาลดไีฮด ์และคารว์าครอล เตรยีมไนซนิ (Nisin; 
Sigma Aldrich from Lactococcus lactis, potency ≥1,000,000 per IU/g, CAS Number 1414-45-5) โดย
ละลายใน 0.02 N HCl ทีผ่่านการท าใหป้ลอดเชือ้โดยการกรองผ่านฟิลเตอร ์ 0.22 µm ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 
104 IU/ml  เตรยีมซนินามาลดไีฮด ์ (Cinnamaldehyde; Sigma Aldrich, from cassia oil, purity ≥95%, 
natural and food grade, CAS Number 104-55-2) และคารว์าครอล (Carvacrol; Sigma Aldrich, purity 
99%, natural and food grade, CAS Number 499-75-2) โดยละลายในเอทานอลทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 50 
mg/ml (Rajkovic et al., 2005; Ye et al., 2013) 
 
2. การศึกษาประสิทธิภาพการต้านเช้ือของ ไนซิน -ซินนามาลดีไฮด ์และ ไนซิน -คารว์าครอล ต่อ
เซลลป์กติของแบคทีเรีย 
2.1 การวเิคราะหค์วามเขม้ขน้ต ่าสุดทีม่ฤีทธิใ์นการยบัยัง้แบคทเีรยี (Minimum inhibitory concentration; 
MIC)  

ท าการวเิคราะห ์MIC ของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิดเมือ่ใชเ้ดีย่ว ๆ และเมือ่ใชร้ว่มกนั โดยใชว้ธิ ี micro-
broth dilution assay (Nedorostova et al., 2009) มรีายละเอยีดดงันี้ ผสมสารแขวนลอยเชือ้แบคทเีรยีที่
เตรยีมไวใ้นอาหารเลีย้งเชือ้ Mueller Hinton Broth (MHB) ปรมิาตร 50 µl ใน 96-well plate ผสมกบัสาร
ตา้นเชือ้แต่ละชนิดทีเ่จอืจางขัน้ละสองเท่า (2-fold dilution) ใน MHB ทีค่วามเขม้ขน้ดงันี้ ไนซนิ : 5,000 – 
39.06 IU/ml ซนินามาลดไีฮดแ์ละคารว์าครอล: 5-0.04 mg/ml ในปรมิาณเดยีวกนั หลงัจากน าไปบ่มที ่ 35°C 
เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง โดยท าการวดัค่าการดดูกลนืแสงที ่ 630 nm (OD630) ก่อนและหลงับ่ม และ
วเิคราะห ์MIC (Oh et al., 2011) 

 
2.2 การวเิคราะหป์ระสทิธภิาพรว่มของ ไนซนิ-ซนินามาลดไีฮด ์และ ไนซนิ-คารว์าครอล  

ท าการวเิคราะหป์ระสทิธภิาพรว่มของ ไนซนิ -ซนินามาลดไีฮด ์และ ไนซนิ -คารว์าครอล โดยวธิี   
Checkerboard test (Fadli et al., 2012; Ma et al., 2013; Mackay et al., 2000) โดยมวีธิกีารดงันี้ ผสม
สารตา้นเชือ้สองชนิดทีก่ าหนดความเขม้ขน้ทีแ่น่นอน (2MIC - MIC/64) โดยไล่ความเขม้ขน้จากมากไปหา
น้อยในแนวตัง้และแนวนอนของไมโครเพลท (column/ row) โดยก าหนดปรมิาตรของสารแต่ละชนิดที ่25 µl 

จากนัน้เตมิสารแขวนลอยเชือ้แบคทเีรยีปรมิาตร 50 µl และน าไปบ่มตามสภาวะขา้งตน้ ท าการวดั
ค่า OD630 ก่อนและหลงับ่ม และค านวณหาค่า Fraction inhibitory concentration index (FICI) ตามสตูร 
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เมือ่ 
MICA - MIC ของสารตา้นเชือ้ A 
MICB - MIC ของสารตา้นเชือ้ B 
MICA/B - MIC ของสารตา้นเชือ้ A เมือ่ผสมกบั B 
MICB/A - MIC ของสารตา้นเชือ้ B เมือ่ผสมกบั A 
โดยมกีารแปรผลดงันี้  
Total synergism (FICI ≤ 0.5), partial synergism (0.5 < FICI ≤ 0.75), no effect (0.75 < FICI ≤ 2) or 
antagonism (FICI > 2)  
 
2.3 การวเิคราะห ์Antibacterial dynamic ของสารตา้นจลุนิทรยี์ 

ท าการวเิคราะห์ Antibacterial dynamic โดยวธิ ี liquid culture inhibition assay Hancock and 
Lehrer, 1998) โดยมวีธิกีารเช่นเดยีวกบัการวเิคราะห ์MIC แต่ท าการวดัค่า OD630 ทุก 2 ชัว่โมงของการบ่ม 
และค านวณตามสตูรดา้นล่าง  

 
เมือ่ 
U – Antibacterial dynamic 
A0 – ค่า OD630 ของตวัอยา่งก่อนบ่ม 
A – ค่า OD630 ของตวัอยา่งหลงับ่ม ณ เวลาต่าง ๆ  
 
3. การทดสอบกลไกการต้านเช้ือของสารต้านเช้ือจลิุนทรีย์  

ความเขม้ขน้ของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิดเมือ่ใชเ้ดีย่ว ๆ และใชร้ว่มกนัในการทดลองนี้ไดเ้ลอืกจากผล
การทดลองในขอ้ 2  
3.1 การประเมนิการรัว่ของผนงัเซลลแ์บคทเีรยี  

เนื่องจากมรีายงานถงึกลไกเบือ้งตน้ของการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของสารตา้นเชือ้จากพชืว่าเป็นการ
รบกวนหรอืท าลายโครงสรา้งของผนงัเซลลแ์บคทเีรยี (Juven et al., 1994; Ultee et al., 1999) จงึไดท้ าการ
ประเมนิการรัว่ของผนงัเซลลแ์บคทเีรยีโดยวดัการรัว่ไหลของของเหลวภายในเซลล์แบคทเีรยีดว้ยวธิกีารของ
ผูว้จิยั (Klangpetch et. al, 2011) ท าโดยน าสารแขวนลอยแบคทเีรยีก่อนบ่มและหลงับ่มรว่มกบัสารตา้นเชือ้

0
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มากรองผ่านฟิลเตอรข์นาด 0.22 µm จากนัน้ท าการวดัค่าการดดูกลนืแสงที ่ 260 และ 280 nm ดว้ย
เครือ่งวดัค่าการดดูกลนืแสง (Thermo Scientific, Genesys, USA) 
 
3.2 การวเิคราะหป์รมิาณ ATP ภายในเซลล ์(Intracellular ATP; ATPin) 

ท าการวเิคราะหป์รมิาณ ATPin ของเชือ้แบคทเีรยีก่อนบ่มและหลงับ่มรว่มกบัสารตา้นเชือ้ตามวธิี
ของผูว้จิยั (Klangpetch et. al, 2011) โดยใช ้CheckLite™ 250 Plus kit (Kikkoman, Chiba, Japan) มี
วธิกีารดงันี้ เพื่อไมใ่หป้รมิาณของ ATP ภายนอกเซลลก์ระทบกบัผลการทดลอง จงึไดท้ าการก าจดั  ATP 
ภายนอกเซลล ์ท าโดยผสมสารแขวนลอยเชือ้แบคทเีรยีปรมิาตร 1 ml กบัสารละลาย CheckLite™ ATP 
Eliminating Kit ปรมิาตร 100 µl จากนัน้ 30 นาท ีไดแ้บ่งสารผสมดงักล่าวในปรมิาตร 100 µl เตมิดว้ย ATP 
releasing agent ปรมิาตร 100 µl ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นระยะเวลา 20 วนิาท ีจากนัน้เตมิสารละลาย luciferin-
luciferase reagent ปรมิาตร 100 µl ผสมใหเ้ขา้กนั และวดัการปลดปล่อยลมูเินสเซนสด์ว้ยเครือ่ง 
Lumitester (C-110; Kikkoman, Japan) แสดงผลเป็นค่า Relative light units (RLU) สรา้งกราฟมาตรฐาน
โดยหาความสมัพนัธข์อง RLU ของสาร ATP มาตรฐานทีค่วามเขม้ขน้ 10–12–10–7 M ตามขัน้ตอนวเิคราะห์
ขา้งตน้ 
 
3.3 การวเิคราะหโ์พรไฟลโ์ปรตนีทัง้หมด 

ท าการเปรยีบเทยีบโพรไฟลข์องโปรตนีทัง้หมดของเซลลแ์บคทเีรยีก่อนบ่มและหลงับ่มรว่มกบัสาร
ตา้นเชือ้ โดยท าการสกดัโปรตนี เริม่จากการเตมิ protease inhibitor cocktail (Sigma Aldrich Inc., MO, 
USA) และ glass beads ลงไปในสารแขวนลอยเชือ้แบคทเีรยี จากนัน้ท าการเขยา่อยา่งรุนแรงเป็นระยะเวลา 
30 นาท ีและกรองผ่านฟิลเตอรข์นาด  0.22 µm ทีผ่่านการฆา่เชือ้ น าสารสกดัโปรตนีทีไ่ดไ้ปศกึษาโพรไฟล์
โดยใชก้ารแยกโดย Sodium dodecylsulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 
 
4. ประสิทธิภาพการต้านเช้ือของ ไนซิน -ซินนามาลดีไฮด ์และ ไนซิ น-คารว์าครอล ต่อสปอรข์อง B. 
cereus 
4.1 การประเมนิผลต่อการงอกของสปอร ์
4.1.1 การวเิคราะหอ์ตัราเรว็ในการงอกของสปอร์ (germination rate) 

ในการศกึษาผลของสารตา้นเชือ้ต่อการงอกของสปอร ์B. cereus หลงัผ่านการกระตุน้ดว้ยความรอ้น 
(Heat activation) ที ่ 85°C เป็นระยะเวลา 15 นาท ีตามวธิขีอง Aouadhi et al. (2013) โดยก าหนดให ้
OD630 ของสปอรอ์ยูท่ี ่ 0.6-0.7 ขัน้ตน้ไดท้ าการทดลองเพื่อเลอืกใชส้ารเรง่การงอกทีเ่หมาะสมทีสุ่ดเพื่อเตมิ
ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ (Germination media) จากทัง้หมด 6 ชนิดดงันี้ L-alanine (A), L-asparagine (Asp), 
D-glucose (G), D-fructose (F), potassium ions (K) และสารผสมของ L-asparagine, D-glucose, D-
fructose และ potassium ions (AGFK) โดยเตมิสารเหล่านี้ทีค่วามเขม้ขน้ 10 mM ในอาหารเลีย้งเชือ้ NB ที่



8 
 

มสีปอรอ์ยู ่และวดั OD630 จากนัน้น ามาค านวณหา %OD reduction เพื่อวเิคราะหอ์ตัราเรว็ในการงอกของ
สปอร ์ณ เวลาต่าง ๆ ระหว่างการบ่มในช่วงระยะเวลา 60 นาท ีเทยีบกบัค่า OD630 ก่อนบ่ม 

 
4.1.2 การวเิคราะหส์มบตักิารยอ้มตดิส ี 4’, 6-diamidino-2-phenylindole ของสปอร ์ (DAPI staining 
properties) 

เมือ่สปอรเ์กดิการงอกจะท าใหน้ ้าและสารต่าง ๆ รวมถงึสารเรอืงแสง 4’, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) ผ่านเขา้สู่ภายในเซลลไ์ด ้โดยสามารถศกึษาสมบตัใินการยอ้มตดิสขีอง DAPI ภายใต้
กลอ้งจลุทรรศน์ชนิดฟลอูอเรสเซนส ์ตามวธิขีอง Yamashita et al. (2011) เริม่จากการเตรยีมสารละลาย 
DAPI ในน ้ากลัน่ทีค่วามเขม้ขน้ 1 mg/ml และท าการเจอืจาง 1,000 เท่า ดว้ยเมทานอล หลงัจากปัน่เหวีย่งที ่
7,000× g ทีอุ่ณหภมู ิ 4°C เป็นเวลา 10 min ท าการผสมสารละลาย DAPI ทีเ่ตรยีมไวล้งไปในตะกอนของ
สปอร ์ท าการบ่มที ่ 30°C เป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้ลา้งสปอรด์้ วยน ้ากลัน่ทีป่ลอดเชือ้สามครัง้ และท าการ
สงัเกตการเปลีย่นแปลงของสขีองสปอรภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ชนิดฟลอูอเรสเซนส ์ (BX50; Olympus Co., 
Tokyo, Japan) ทีป่ระกอบกบัอุปกรณ์ชุดฟลอูอเรสเซนส ์ (BH2-RFL-T3, U-ULS100HG and BX-KLA; 
Olympus) 

 
4.1.3 การวเิคราะหส์มบตักิารปลดปล่อย Dipicolinic acid (DPA releasing properties) 

ขณะทีเ่กดิการงอก สปอรจ์ะปลดปล่อย DPA ออกมานอกเซลลซ์ึง่ส่งผลต่อการลดลงของ
ความสามารถในการตา้นทานความรอ้นของสปอร์ ท าการวเิคราะหป์รมิาณ DPA โดยอา้งองิวธิกีารของ 
Shibata et al. (1993) เริม่จากการปัน่เหวีย่งสารแขวนลอยสปอรท์ี ่9,500× g ทีอุ่ณหภมู ิ4°C เป็นเวลา 10 
min น าส่วนใสปรมิาตร 100 µl เตมิดว้ยสารละลาย TbCl3 1 mM ปรมิาตร 100 µl และสารละลาย Tris-HCl 
25 mM (pH 7.5) ปรมิาตร 800 µl ท าการผสมใหเ้ขา้กนั และน าไปวดัความเขม้ของแสงฟลอูอเรสเซนส ์โดย
ก าหนด Excitation wavelength ที ่ 282 nm ความกวา้งของ Slit ที ่ 5 nm และ emission wavelength ที ่
544 nm ความกวา้งของ Slit ที ่10 nm ค านวณหาปรมิาณ DPA จากกราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธข์อง
ความเขม้ของแสงฟลอูอเรสเซนสข์องสาร DPA มาตรฐานทีช่่วงความเขม้ขน้ 0-5 µg/ml 

 
4.2 การวเิคราะหผ์ลต่อการตา้นการเจรญิเป็นเซลลป์กตขิองสปอร ์(Spore outgrowth) 

ในการศกึษาผลของสารตา้นเชือ้ต่อสปอรข์อง B. cereus ไดเ้ริม่จากการศกึษาผลในการยบัยัง้ 
outgrowth ของสปอร ์โดยใชส้ปอรท์ีค่วามเขม้ขน้ต ่า (ค่าการดดูกลนืแสงที ่ 630 nm; OD630 = 0.3) และท า
การทดลองเพื่อวเิคราะหค์่า MIC ดงัทีแ่สดงในขอ้ 1.4.1 และ 1.4.2 
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Part II: ประสิทธิภาพการต้านเช้ือของ ไนซิน -ซินนามาลดีไฮด ์และ ไนซิน -คารว์าครอล ใน
แบบจ าลองอาหาร (Model media) และอาหารจรงิ 
 
5. การประเมินผลของสารอาหารชนิดต่าง ๆ และค่าความเป็นกรดเป็นด่างต่อประสิทธิภาพการ
ต้านเช้ือ 

ทดสอบผลของสารอาหารชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ โปรตนี คารโ์บไฮเดรต และไขมนั และค่าความเป็นกรด
เป็นด่างต่อประสทิธภิาพการตา้นเชือ้ (ใชร้ะดบัความเขม้ขน้ตามผลการทดลองค่า MIC) ตามวธิขีอง 
Gutierrez’s method (Gutierrez et al., 2008) โดยดดัแปลงเลก็น้อยดงันี้ ก าหนดแบบจ าลองอาหารทีค่วาม
เขม้ขน้ต่าง ๆ ดงันี้ (i) แป้งมนัฝรัง่ทีล่ะลายน ้าได้ (Sigma-Aldrich) ความเขม้ขน้ 0, 1, 5 และ 10% ใน MHB; 
(ii) Beef extract ความเขม้ขน้ 1.5, 3, 6 และ 12% ในน ้ากลัน่ และ (iii) น ้ามนัเมลด็ทานตะวนั ความเขม้ขน้ 
0, 1, 5 or 10% ใน MHB แบบจ าลองอาหารทีม่แีป้งและ Beef extract ผ่านการท าใหป้ลอดเชือ้ก่อนใช ้ส่วน
น ้ามนัเมลด็ทานตะวนัจะท าใหป้ลอดเชือ้ก่อนผสมในอาหารทีป่ลอดเชือ้โดยใช ้ Tween 80 ความเขม้ขน้ 0.1% 
เพื่อท าใหอ้มิลัชนัคงตวั และไดป้รบัระดบัค่าความเป็นกรดเป็นด่ างที ่7 ส าหรบัการศกึษาผลของค่าความเป็น
กรดเป็นด่าง ไดป้รบัค่าความเป็นกรดเป็นด่างของ MHB ที ่ 4-7 โดยสารละลายกรดซติรกิ ประสทิธภิาพใน
การยบัยัง้เชือ้แบคทเีรยีท าโดยการวดัค่า OD630 ก่อนและหลงัการบ่มตามสภาวะขา้งตน้ 

 
6. การประเมินการประยกุตใ์ช้ในระบบอาหารจริง 

ระบบอาหารจรงิทีเ่ลอืกใชใ้นการทดลองนี้ คอื แซนดว์ชิสเปรดทีป่ระกอบดว้ย มายองเนส ปลาทนู่า 
แครอท หอมหวัใหญ่ และแตงกวา มคี่าความเป็นกรดเป็นด่างที ่4.5 และไมใ่ส่วตัถุกนัเสยี  

เตมิสารแขวนลอยเชือ้แบคทเีรยีสองสายพนัธุ ์ (ตวัแทนจากแบคทเีรยีชนิดแกรมบวกและแกรมลบ
อยา่งละหนึ่งสายพนัธุ์) ปรมิาตร 1 ml ลงในแซนดว์ชิสเปรดปรมิาณ 25 กรมั ใหไ้ดจ้ านวนเชือ้เริม่ตน้ที ่ 104 
CFU/g เตมิสารตา้นจลุนิทรยีใ์นปรมิาณทีอ่า้งองิจากผลการทดลอง MIC จากนัน้ท าการปิดผนึกวสัดุบรรจุ
และเกบ็ไวท้ี ่ 4°C ท าการตรวจวดัจ านวนเชือ้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดโดยวธิมีาตรฐาน ทุก 2 วนัของระยะเวลา
เกบ็รกัษา เป็นเวลาทัง้หมด 14 วนั 
 
7. การวิเคราะหท์างสถิติ 

ทุกการทดลองไดท้ าการวเิคราะหส์ามซ ้า ค านวณค่าเฉลีย่และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน และวเิคราะห์
ทางสถติดิว้ยโปรแกรมส าเรจ็รปู ก าหนดค่านยัส าคญัที่  P < 0.05 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
Part I: ประสิทธิภาพการต้านเช้ือของ ไนซิน -ซินนามาลดีไฮด ์และ ไนซิน -คารว์าครอล ต่อเซลล์
ปกติและสปอรข์องแบคทีเรีย 
 
1. ผลต่อเซลลป์กติของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 
 งานวจิยัในส่วนแรกคอืการทดสอบฤทธิใ์นการตา้นเชือ้แบคทเีรยีก่อโรคของสารตา้นจลุนิทรยีจ์าก
ธรรมชาตทิีไ่ดร้บัการรบัรอง GRAS จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ ไนซนิ  (Nis) คารว์าครอล (Car) และซนินามาลดี
ไฮด ์ (Cin) ต่อแบคทเีรยีแกรมบวก 2 ชนิด ไดแ้ก่  Bacillus cereus NBRC 13494 และ Staphylococcus 
aureus TISTR 118 และแบคทเีรยีแกรมลบ 2 ชนิด ไดแ้ก่ Escherichia coli TISTR 117และ Salmonella 
Typhimurium NBRC105726 โดยการหาความเขม้ขน้ต ่าทีสุ่ดทีม่ฤีทธิย์บัยัง้เชือ้แบคทเีรยี (Minumum 
inhibition concentration; MIC) ของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิดโดยวธิ ี Broth microdilution (ดดัแปลงวธิขีอง 
Nedorostova et al., 2009) ในขัน้ตน้ จากนัน้ท าการประเมนิการเสรมิฤทธิก์นัของ  Nis-Cav และ Nis-Cin 
โดยการหาค่าดชันีสดัส่วนความเขม้ขน้ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้จลุนิทรยี ์ (Fractional inhibition concentration index; 
FICi) โดยวธิ ีCheckerboard test (ดดัแปลงจากวธิขีอง Fadli et al., 2012) 
 จากผลการทดลองทีแ่สดงในตารางที ่ 1 พบว่า MIC ของ Nis ต่อแบคทเีรยีแกรมลบทัง้สองชนิดที่
น ามาทดสอบมคี่าอยูท่ี ่ 10,000 IU/ml ในขณะทีใ่นแบคทเีรยีแกรมบวกทัง้สองชนิด พบค่า MIC ของ Nis 
เป็น 2,500 IU/ml ในส่วนของ Cin พบว่าม ีMIC ต่อแบคทเีรยีแกรมลบไดแ้ก่ E. coli และ S. Typhimurium
อยูท่ี ่1.56 mg/ml และ 6.25 mg/ml ตามล าดบั และแบคทเีรยีแกรมบวกทัง้สองชนิดอยูท่ี ่ 0.78 mg/ml Cav 
ม ีMIC ต่อ E. coliและ S. Typhimurium อยูท่ี ่0.78 และ 1.56 mg/ml ตามล าดบั และมคี่า 3.13 mg/ml ต่อ
เชือ้ทีเ่หลอือกีสองชนิด  
 ตาราง 1 และตาราง 2 แสดงค่า FICi เมือ่ทดสอบฤทธิร์ว่มของ Nis-Cin และ Nis-Cav จากผลการ
ทดลอง พบว่า Nis-Cin มฤีทธิเ์สรมิกนัแบบ Partial synergism ต่อ E. coli และ S. aureus และมฤีทธิเ์สรมิ
กนัอยา่งโดดเด่นแบบ Total synergism ต่อ S. Typhimurium และ B. cereus โดยพบว่าในการยบัยัง้การ
เจรญิของ S. Typhimurium โดยใช ้Cin และ Nis รว่มกนันัน้ สามารถลดความเขม้ขน้ของ Nis และ Cin ลง
ไดส้ีเ่ท่าและในการยบัยัง้การเจรญิของ B. cereus  สามารถลดความเขม้ขน้ของ Nis และ Cin ลงได ้64 และ 
2 เท่าตามล าดบั ในส่วนของ Nis-Cav พบว่ามผีลไมโ่ดดเด่นนกัต่อแบคทเีรยีแกรมลบ กล่าวคอืมฤีทธิเ์สรมิ
กนัแบบ Partial synergism ต่อ S. Typhimurium และไมม่ฤีทธิเ์สรมิกนัต่อ E. coli ในทางกลบักนักลบัพบ
ฤทธิเ์สรมิกนัอยา่งโดดเด่นแบบ Total synergism ต่อแบคทเีรยีแกรมบวกทัง้สองชนิดโดยพบว่าในการยบัยัง้
การเจรญิของ S. Typhimurium และ E. coli โดยใช ้Car และ Nis รว่มกนันัน้ สามารลดความเขม้ขน้ของ 
Nis และ Car ได ้16 และ 4 เท่า ตามล าดบั (ตาราง 3) 
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Table 1 MIC values of Nisin (Nis), Cinnamaldehyde (Cin) and Carvacrol (Cav) against target 
food-borne bacteria 

Bacteria 
MIC     

Nis (iu/ml) Cin (mg/ml) Cav (mg/ml) 

E. coli 10000 1.56 0.78 

S. Typhimurium 10000 6.25 1.56 

S. aureus 2500 0.78 3.13 

B. cereus 2500 0.78 3.13 

 
 
Table 2 Combination of Nisin and Cinnamaldehyde 

Bacteria 
Combination MIC  

Nis (iu/ml)/Cin (mg/ml) 
 FICi Conclusion 

E. coli 5000/0.39 0.75 Partial synergism 

S. Typhimurium 1250/1.56 0.50 Total synergism 

S. aureus 39/1.56 0.52 Partial synergism 

B. cereus 39/0.39 0.25 Total synergism 
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Table 3 Combination of Nisin and Carvacrol 

Bacteria 
Combination MIC  

Nis (iu/ml)/Car (mg/ml) 
FICi Conclusion 

E. coli 10000/0.78 2.00 No effect 

S. Typhimurium 2500/0.78 0.75 Partial synergism 

S. aureus 156/0.78 0.31 Total synergism 

B. cereus 156/0.78 0.31 Total synergism 

Total synergism (FICI≤ 0.5)/ Partial synergism (0.5 < FICI≤ 0.75)/ No effect (0.75 < FICI≤ 2) 
/Antagonism (FICI> 2)  
 
 
Table 4 Conclusions of MIC and MIC when combined (MIC#) 

Bacteria 
Cin (mg/ml)     Nis (iu/ml) 

MIC MIC# MIC MIC# 

B. cereus 0.78 0.39 2500 39 

S. Typhimurium 3.12 1.56 10000 2500 

 
 

จากผลการทดลองขา้งตน้ จงึเลอืก Cin เป็นตวัแทนสารตา้นเชือ้จากพชืในการศกึษาฤทธิร์ว่มกบั 
Nis ต่อแบคทเีรยีก่อโรคเป้าหมายชนิดแกรมลบและแกรมบวกไดแ้ก่ S. Typhimurium และ B. cereus 
ตามล าดบั 
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2. Antibacterial dynamic ของสารต้านจลิุนทรีย์ 
Antimicrobial dynamic ของสารตา้นเชือ้ทัง้ทีใ่ชเ้พยีงชนิดเดยีวและใชร้ว่มกนัสองชนิด ไดถู้ก

ทดสอบและรายงานเป็น Activity (U) ระหว่าง 0 – 24ชัว่โมงในการบ่มรว่มกบัเชือ้ทีไ่วต่อสารมากทีสุ่ด โดย
ไดเ้ลอืกแบคทเีรยีแกรมลบ S. Typhimurium และ แบคทเีรยีแกรมบวก B. cereus และความเขม้ขน้ของสาร
ตา้นเชือ้ทีใ่ชไ้ดอ้า้งองิจากค่า MIC ของสารแต่ละชนิดเมือ่ใชร้ว่มกนั  
 ภาพ 1 แสดง Antimicrobial dynamic ของสารตา้นเชือ้ Nis (1,250 IU/ml), Cin (1.56 mg/ml) และ 
Nis+Cin (1,250 IU/ml+1.56 mg/ml) ต่อเชือ้ S. Typhimurium ระหว่างการบ่ม ที ่ 30 C เป็นเวลา 0 - 24 
ชัว่โมง พบว่าเมือ่ใชเ้ดีย่ว Cin ม ี Antimicrobial dynamic ทีโ่ดดเด่นกว่า Nis และมคี่าสงูทีสุ่ดที ่ 8 ชัว่โมง 
เช่นเดยีวกบัเมือ่ใชส้ารสองชนิดรว่มกนั โดยทีเ่มือ่ใชร้ว่มกนัแลว้ Antimicrobial dynamic ทีจ่ดุนี้มคี่าสงูขึน้ถงึ
อยา่งเหน็ไดช้ดั โดยมแีนวโน้มทีอ่งิตาม Cin มากกว่า Nis  
 ภาพ 2 แสดง Antimicrobial dynamic ของสารตา้นเชือ้ Nis (39 IU/ml), Cin (0.39 mg/ml) และ 

Nis+Cin (39 IU/ml+0.39 mg/ml) เชือ้ B.cereus ระหว่างการบ่ม ที ่ 30 C เป็นเวลา 0 - 24 ชัว่โมง พบว่า

ในระยะตน้ Nis+Cin มแีนวโน้มของ Antimicrobial dynamic ทีใ่กลเ้คยีงกบั Nis กล่าวคอืมคี่าสงูขึน้อยา่ง

รวดเรว็ระหว่าง 0-4 ชัว่โมง ต่อมาพบว่ามแีนวโน้มทีอ่งิตาม Cin โดยไมพ่บการลดลงของ Activity ดงัเช่น 

Nis แต่พบการคงตวัของระดบั Activity ซึง่อาจจะเป็นอทิธพิลจาก Cin ทีค่่า Activity ไดไ้ต่ระดบัสงูขึน้เรือ่ย 

ๆ ตัง้แต่ช่วง 12-18 ชัว่โมงและยงัคงตวัต่อไปจนครบ 24 ชัว่โมง  
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Fig. 1 Antimicrobial dynamic ofNis (1,250 IU/ml), Cin (1.56 mg/ml) and Nis-Cin (1,250 IU/ml-1.56 

mg/ml) againstS. Typhimurium during incubation at 30 C for 0 - 24 h 
 
 

 
Fig. 2 Antimicrobial dynamic ofNis (39 IU/ml), Cin (0.39 mg/ml) and Nis-Cin (39 IU/ml-0.39 

mg/ml) againstB. cereus during incubation at 30 C for 0 - 24 h  
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3. อิทธิพลขององคป์ระกอบในอาหารและระบบอาหารจริงต่อประสิทธิภาพการต้านเช้ือ  
ผลขององคป์ระกอบในอาหาร ไดแ้ก่ โปรตนี คารโ์บไฮเดรต และไขมนั และผลของค่าความเป็นกรด

เป็นด่าง ต่อประสทิธภิาพการตา้นเชือ้ของ Cin และ Nis ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต ่าสุดทีใ่ชร้ว่มกนั ไดว้เิคราะห์
จาก Lag phase (λ) และ maximum specific growth rate (μmax) ของ S. Typhimurium และ B. cereus
เมือ่บ่มรว่มกบัสารตา้นเชือ้ระหว่าง 24 ชัว่โมง 
 
3.1 ผลของโปรตนี 
 ผลของโปรตนีต่อประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ ไดท้ดสอบภายใตโ้มเดลอาหารทีป่ระกอบดว้ย Beef 
extract ความเขม้ขน้ 0, 1, 5 และ 10% จากตารางที ่ 4 และตารางที ่ 5 จะเหน็ไดว้่า Lag phase ของเชือ้
แบคทเีรยีทัง้สองชนิดทีม่กีารเตมิ Cin และ Nis มรีะยะทีย่าวนานกว่าชุดควบคุม และส าหรบั Cin เมือ่มี
ปรมิาณโปรตนีอยูใ่นโมเดลอาหารเพิม่ขึน้จะพบมคีวามแตกต่างอยา่งเหน็ไดช้ดั โดยเฉพาะทีร่ะดบัความ
เขม้ขน้ของ Beef extract ระหว่าง 5-10% เช่นเดยีวกบั maximum specific growth rate ทีพ่บว่ามอีตัราที่
ลดลงเมือ่เตมิ Cin ในโมเดลอาหารทีม่คีวามเขม้ขน้ของโปรตนีสงูขึ้น ทัง้นี้อาจเป็นเพราะโปรตนีไดท้ าใหค้่า 
Hydrophobicity ของ Cin สงูขึน้จนสามารถยดึเกาะหรอืผ่านเขา้สู่ผนงัเซลลข์องแบคทเีรยีไดง้า่ยขึน้ 
(Gutierrez et al., 2008) อยา่งไรกด็ปีระสทิธภิาพของ Nis มแีนวโน้มคงทีห่รอืลดลงเลก็น้อยเมือ่เพิม่
ปรมิาณโปรตนี  
 
3.2 ผลของคารโ์บไฮเดรต 
 ผลของคารโ์บไฮเดรตต่อประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ ไดท้ดสอบภายใตโ้มเดลอาหารที่
ประกอบดว้ยแป้งมนัฝรัง่ทีล่ะลายน ้าได้ทีค่วามเขม้ขน้ 0, 1, 5 และ 10% จากตารางที ่ 4 และตารางที ่ 5 จะ
เหน็ไดว้่าเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของแป้ง ประสทิธภิาพของสารตา้นจะมคี่าลดลง โดยสั งเกตไดจ้ากค่า Lag 
phase และ Specific growth rate ทีเ่พิม่ขึน้และลดลงตามล าดบั โดยเฉพาะเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของแป้ง
เป็น 5-10%  
 
3.3 ผลของไขมนั 
 ผลของไขมนัต่อประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ ไดท้ดสอบภายใตโ้มเดลอาหารทีป่ระกอบดว้ย น ้ามนั
เมลด็ทานตะวนัทีค่วามเขม้ขน้ 0, 1, 5 และ 10% จากตารางที ่ 4 และตารางที ่ 5 จะเหน็ไดว้่า Lag phase 
และSpecific growth rate ของเชือ้แบคทเีรยีมคี่าลดลงและเพิม่ขึน้ตามล าดบัเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของ 
Sunflower oil โดยเฉพาะในระบบทีม่กีารเตมิ Cin ทัง้นี้อาจเป็นเพราะ Cin ไดถู้กละลายในชัน้ของน ้ามนัไป
บางส่วน ประสทิธภิาพในการจบักบัเซลลข์องเชือ้แบคทเีรยีจงึลดลง (Gutierrez et al., 2008) 
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3.4 ผลของค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 
ผลของค่าความเป็นกรดเป็นด่างไดถู้กทดสอบในอาหาร MHB ทีป่รบัระดบั pH ที ่ 4, 5, 6 และ 7 

จากตารางที ่ 4 และตารางที ่ 5 จะเหน็ไดว้่าค่า pH ทีล่ดลงส่งผลในการเพิม่ประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ 
โดยเฉพาะเมือ่ค่า pH ต ่าถงึ 4-5 ไมพ่บการเจรญิของเชือ้ทัง้สองชนิด การลดลงของค่า pH ท าใหเ้กดิความ
เสยีหายต่อเซลลข์องแบคทเีรยี โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในระบบการหายใจ เนื่องจากโดยปกตจิะมี กลไกการ
รกัษาสมดุลของโปรตอนภายในเซลล ์โดยการปัม๊เอาโปรตอนทีม่สีะสมอยูม่ากเกนิไปภายในเซลลอ์อกสู่นอก
เซลลด์ว้ย Proton pump บรเิวณเยือ่หุม้เซลล ์โดยใชแ้หล่งพลงังานจากการสลาย ATP เมือ่ค่า pH ลดลงจน
ท าใหม้กีารสะสมของโปรตอนภายในเซลลม์ากเกนิไป  Proton pump ดงักล่าวจงึท างานหนกักว่าในสภาวะ
ปกต ิจนน าพาใหเ้กดิการลดลงของแหล่งพลงังาน และเกดิความเสยีหายต่อเซลลใ์นทีสุ่ด (Klangpetch et al., 
2011) 

 
3.5 ประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้เมือ่อยูภ่ายใตร้ะบบอาหารจรงิ  

จากภาพที ่ 3 และ 4 จะเหน็ไดว้่า Cin และ Nis มผีลในการลดปรมิาณเชือ้แบคทเีรยีทัง้สองชนิดใน
ระบบอาหาร โดย Cin จะมผีลชดัเจนกว่า โดยสามารถลดจ านวน S. Typhimurium ใน Sandwich spread ที่
มรีะดบัค่า pH ที ่5 ไดท้ัง้หมด (6-log order) ในการเกบ็รกัษาที ่ 12 วนั ซึง่พบว่าเป็นผลทีส่อดคลอ้งกบัผล
การทดลองในเรือ่งอทิธพิลขององคป์ระกอบในอาหารและระบบอาหารจรงิต่อประสทิธภิาพการตา้นเชือ้
ขา้งตน้ และพบว่าการเตมิ Cin รว่มกบั Nis ไดท้ าใหป้ระสทิธภิาพในการตา้นเชือ้สงูขึน้อยา่งชดัเจน ดงัจะ
เหน็ได ้ณ วนัที ่ 8-14 ในการเกบ็รกัษา ส าหรบั B. cereus พบว่ามจี านวนลดลง 2-log order ระหว่างการ
เกบ็รกัษาในช่วงสองวนัแรก อยา่งไรกด็กีลบัพบการเพิม่ขึน้ของเชือ้แบคทเีรยีเมือ่เกบ็รกัษานานขึน้ทัง้ใน
ตวัอยา่งทีใ่ชส้ารตา้นเชือ้เดีย่ว ๆ และใชร้ว่ม ทัง้นี้อาจเป็นผลมาจากการคงอยูข่องสปอรข์อง  B. cereus ทีม่ ี
สมบตัทินต่อสภาวะความเป็นกรดและสารตา้นเชือ้ชนิดต่าง ๆ  
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Table 4 Lag phase (λ) and maximum specific growth rate (μmax) of S. Typhimurium grown in 
model media containing Cinnamaldehyde (1.56 mg/ml) or Nisin (1,250 IU/ml) 
Model media λ (h)   μmax (h−1) 

Cin Nis Control   Cin Nis Control 
Beef extract (%) 

       0 4.1 4.9 4.12 
 

0.19 0.28 0.33 
1 3.33 3.48 3.11 

 
0.21 0.29 0.31 

5 6.13 4.11 2.91 
 

0.16 0.39 0.42 
10 6.89 4.09 2.88 

 
0.08 0.33 0.48 

Starch media (%) 
  

  
   0 13.01 5.34 3.32 

 
0.23 0.28 0.32 

1 11.21 5.11 3.51 
 

0.28 0.28 0.29 
5 9.13 4.42 3.46 

 
0.29 0.31 0.31 

10 4.11 4.01 3.67   0.28 0.33 0.26 
Sunflower oil media (%) 

      0 12.9 5.43 4.01 
 

0.21 0.19 0.31 
1 12.1 5.67 3.89 

 
0.22 0.22 0.29 

5 8.71 5.53 3.98 
 

0.2 0.21 0.27 
10 5.12 5.11 3.88 

 
0.21 0.21 0.22 

pH               
4 0 0 10.91 

 
0 0 0.07 

5 0 0 8.75 
 

0 0 0.18 
6 12.09 5.52 2.85 

 
0.18 0.21 0.24 

7 11.12 5.11 2.81   0.22 0.24 0.34 
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Table 5 Maximum specific growth rate (μmax) of B. cereus grown in model mediacontaining 
Cinnamaldehyde (0.39 mg/ml) or Nisin (39 IU/ml) 
 
Model media λ (h)   μmax (h−1) 

Cin Nis Control   Cin Nis Control 
Beef extract (%) 

       0 6.38 5.98 6.01 
 

0.12 0.18 0.08 
1 9.02 7.13 5.88 

 
0.13 0.16 0.2 

5 10.55 6.78 4.98 
 

0.06 0.15 0.17 
10 12.01 6.12 4.33 

 
0.04 0.15 0.19 

Starch (%)               
0 15.91 7.02 8.02 

 
0.06 0.19 0.18 

1 13.9 7 7.68 
 

0.2 0.16 0.16 
5 10.2 7.23 7.99 

 
0.16 0.2 0.17 

10 8.96 7.98 8.25   0.1 0.17 0.16 
Sunflower oil (%) 

       0 14.33 13.09 6.77 
 

0.06 0.15 0.19 
1 14.21 13.01 6.53 

 
0.08 0.14 0.18 

5 9.88 9.35 6.6 
 

0.16 0.18 0.18 
10 8.11 9 6.24 

 
0.18 0.18 0.17 

pH               
4 0 0 0 

 
0 0 0.05 

5 0 0 4.44 
 

0 0 0.08 
6 9.67 6.01 5.45 

 
0.06 0.14 0.17 

7 12.11 6.67 5.33   0.13 0.16 0.19 
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Fig 3 Effect of Cinnamaldehyde (1.56 mg/ml) or Nisin (1,250 IU/ml), and combination of 

Cinnamaldehyde and Nisin on S. Typhimurium viable count during storage (4C) of Sandwich 
spread. 
 

 
Fig 4 Effect of Cinnamaldehyde (0.39 mg/ml) or Nisin (39 IU/ml), and combination of 

Cinnamaldehyde and Nisin on B. cereus viable count during storage (4C) of Sandwich 
spread. 
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4. กลไกการต้านเช้ือของไนซินและซินนามาลดีไฮด์ต่อเซลลป์กติของ B. cereus และ                  
S. Typhimurium 
 
4.1 ผลการประเมนิการรัว่ไหลของสารภายในเซลลอ์อกนอกเซลล์ 

จากการศกึษากลไกการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของ Cin และ Nis โดยเริม่ศกึษาจากผลต่อการ
เปลีย่นแปลงบรเิวณผนงัเซลลแ์ละเยือ่หุม้เซลลจ์นอาจท าใหส้มบตักิารเป็นเยือ่เลอืกผ่านสญูเสยีไป โดยการ
วดัค่าการดดูกลนืแสงที ่ 260 และ 280 nm ของ supernatant ของแบคทเีรยีก่อนและหลงัการเตมิสารตา้น
เชือ้ เพื่อท านายการรัว่ไหลของกรดนิวคลอีกิและโ ปรตนีออกมานอกเซลลน์ัน้ พบว่า ในการทดสอบกบั S. 
Typhimurium เมือ่ใช ้Cin ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ MIC (0.78 mg/ml) พบระดบั A260 และ A280 สงูทีสุ่ด ซึง่
แสดงถงึการเปลีย่นแปลงสภาพของผนงัเซลล ์ในขณะเดยีวกนัเมือ่ใช ้ Nis ทีร่ะดบั MIC (2,500 IU/ml) กลบั
ไมพ่บการรัว่ไหลดงักล่าว เมือ่ใช ้ Cin+Nis ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ต ่า (0.39 mg/ml+39 IU/ml) ยงัคงพบการ
รัว่ไหลออกมานอกเซลลข์องกรดนิวคลอีกิและโปรตนีทีร่ะดบัเดยีวกบัการใช ้ Cin ทีค่วามเขม้ขน้สงู โดยผลที่
ไดจ้ากการทดสอบ B. cereus กม็แีนวโน้มเดยีวกนั (ภาพ 5)  

 
4.2 การเปลีย่นแปลงปรมิาณ ATP ภายในและภายนอกเซลล์ 

จากการศกึษากลไกการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของ Cin และ Nis ในแงข่องผลต่อการเปลีย่นแปลงระดบั 
ATP ภายในและภายนอกเซลล ์พบว่าสดัส่วนระดบั ATP ภายในต่อภายนอกเซลล ์มคี่าลดลงเมือ่เตมิสาร
ตา้นเชือ้แต่ละชนิด โดย Cin แสดงการลดลงทีช่ดัเจนกว่า Nis และเมือ่ใชส้ารสองชนิดรว่มกนัทีร่ะดบัความ
เขม้ขน้ต ่า พบว่าการลดลงของสดัส่วนน้ีเป็นผลองิตามอทิธพิลของ Cin และมผีลเสรมิกนัโดยใหค้่าทีล่ดลงใน
ระดบัมากกว่าการใชส้ารเดีย่ว ๆ ต่อเชือ้แบคทเีรยีทัง้สองชนิด (ภาพ 6)  

มงีานวจิยัทีย่นืยนัถงึกลไกการตา้นเชือ้จลุนิทรยีข์องไนซนิ ต่อเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทเีรยี โดยไนซนิ
จะเขา้ไปสรา้งพนัธะต่อส่วนของไขมนั รบกวนโครงสรา้งของเยือ่หุม้เซลลจ์นเกดิรทู าใหเ้กดิการรัว่ไหลของ
สารภายในเซลล ์เช่น ATP กรดอะมโิน เป็นตน้ นอกจากนี้ยงัส่งผลถงึการท าลายสมดุลต่าง ๆ ภายในเซลล ์
ท าใหเ้ซลลต์ายได ้(Tong et. al, 2014) 
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Fig. 5 Absorbance at 260 and 280 nm of bacterial supernatant of S. Typhimurium (a) and B. 
cereus(b) after treated with Cin and Nis 
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Fig. 6 ATPin/ATPout of S. Typhimurium (a) and B. cereus(b) after treated with Cin and Nis 
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4.3 การเปลีย่นแปลงของโพรไฟลข์องโปรตนีทัง้หมดของเซลลแ์บคทเีรยี  
จากการศกึษากลไกการตา้นเชือ้แบคทเีรยีของ Cin และ Nis ต่อการเปลีย่นแปลงโพรไฟลข์อง

โปรตนี พบว่ามกีารเปลีย่นแปลงเมือ่เตมิสารตา้นเชือ้เดีย่ว ๆ โดยเมือ่เตมิ Cin พบว่าโปรตนีทีส่กดัไดไ้ดเ้กาะ
ตวักนัอยูบ่รเิวณดา้นบนของเจล จงึท าใหแ้บนของโปรตนีทีแ่ยกไดป้รากฏไมช่ดัเจนนกั อยา่งไรกด็ ีใน S. 
Typhimurium พบว่ามกีารสลายของโปรตนีในช่วงน ้าหนกัโมเลกุล 55-85 kDa, 35-45 kDa และ 35 kDa  
ในขณะเดยีวกนัเมือ่เตมิ Nisพบลกัษณะ profile ทีค่ลา้ยคลงึกบัตวัอยา่งทีไ่มไ่ดเ้ตมิสารใด ๆ และพบว่ามกีาร
สงัเคราะหโ์ปรตนีในช่วงน ้าหนกัโมเลกุล 44-55 kDa ในระดบัทีล่ดลง และเมือ่ใชส้ารสองชนิดรว่มกนั พบว่า 
profile ของโปรตนีมลีกัษณะองิตามการเปลีย่นแปลงโดย Cin มากกว่า Nis โดยพบการเปลีย่นแปลง
นอกเหนือจากการใชส้ารเดีย่ว ๆ ไดแ้ก่ การลดลงของการสงัเคราะหโ์ปรตี นทีช่่วงน ้าหนกัโมเลกุล >85 kDa 
และการเพิม่ขึน้ของการสงัเคราะหโ์ปรตนีทีช่่วงน ้าหนกัโมเลกุล 45-55 kDa 

ในส่วนของ B. cereus พบการเกาะตวัของโปรตนีเช่นเดยีวกบั S. Typhimurium เมือ่เตมิ Cin 
นอกจากนี้ยงัพบการสลายของโปรตนีในช่วงน ้าหนกัโมเลกุล  >85 kDa และ45-85 kDaและการเพิม่ขึน้ของ
การสงัเคราะหโ์ปรตนีทีช่่วงน ้าหนกัโมเลกุล 20-30 kDa ในขณะเดยีวกนัเมือ่เตมิ Nis พบว่ามกีารสงัเคราะห์
โปรตนีในช่วงน ้าหนกัโมเลกุล 20-30 kDa ในระดบัทีเ่พิม่ขึน้ และเมือ่ใชส้ารสองชนิดรว่มกนั พบว่า profile 
ของโปรตนีมลีกัษณะองิตามการเปลีย่นแปลงโดย Cin มากกว่า Nis (ภาพ 7) 
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Fig. 7 Bacterial protein separation profiles by SDS-PAGE (Lane 1; No addition, Lane 2; Cin 
0.39 mg/ml, Lane 3; Nis 39 IU/ml, Lane 4; Cin+Nis 0.39 mg/ml+39 IU/ml,Lane 5; Marker) 
 

จากผลการทดลองส่วนน้ี จงึอาจสรปุกลไกของสารตา้นเชือ้ส องชนิดนี้เมือ่ใชร้ว่มกนัต่อเชือ้แบคทเีรยี 
กล่าวคอื ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงลกัษณะของผนงัเซลลแ์บคทเีรยี โดยท าใหส้มบตักิารเป็นเยือ่เลอืกผ่าน
เปลีย่นแปลง จนอาจเกดิรทู าใหส้ารในเซลลไ์หลออกนอกเซลลไ์ด ้นอกจากนี้ยงัท าใหป้รมิาณ  ATP ภายใน
เซลลล์ดลง และภายนอกเซลลเ์พิม่ขึ้ น จนมปีรมิาณใกลเ้คยีงกนั และยงัท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงโพรไฟล์
ของโปรตนีอกีดว้ย  
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Part II: ผลของไนซินและซินนามาลดีไฮด์ต่อสปอรข์อง B. cereus 
 
5. ผลของ ไนซินและซินนามาลดีไฮด์ต่อการเจริญหลงังอกของ B. cereus spore (Outgrowth)   

แบคทเีรยีกลุ่ม Bacillus เป็นแบคทเีรยีกลุ่มทีม่อีทิธพิลในอุตสาหกรรมอาหารเป็นอยา่งมาก 
เนื่องจากสามารถสรา้งสปอรท์ีม่คีุณสมบตัทินต่อความรอ้น รงัส ีการสัน่สะเทอืน สารเคมทีีใ่ชใ้นการฆา่เชือ้
และภาวะกดดนัจากสิง่แวดลอ้มต่าง ๆคุณสมบตัดิงักล่าวนี้ท าใหแ้บคทเีรยีในกลุ่มน้ีมผีลต่อกระบวนการแปร
รปูอาหาร โดยเฉพาะอยา่งยิง่กระบวนการทัว่ไปทีอ่าศยัความรอ้นในการท าใหอ้าหารปราศจากเชือ้ โดยปกติ
การสรา้งสปอรข์องแบคทเีรยีจะเกดิขึน้ในช่วงปลายของ logarithmic phase ทัง้นี้เนื่องจากการขาดแคลน
สารอาหารทีจ่ าเป็นต่อการเจรญิหรอืการสะสมผลติภณัฑ ์ในช่วงของการเปลีย่นจากส ภาพเซลลป์กต ิ
(vegetative cell) ไปเป็นสปอรจ์ะเกดิสะสมแคลเซยีมไอออน และมกีารสรา้ง dipicolinic acid (DPA) บรเิวณ 
Spore cortex  ซึง่ส่งผลโดยตรงต่อการทนความรอ้นของสปอร ์นอกจากนี้แลว้เนื่องจากสปอรจ์ะมสีภาพที่
สะทอ้นแสง (refractile) ซึง่ถูกน ามาใชใ้นการตรวจหาสปอรภ์ายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ 

เมือ่สภาวะแวดลอ้มเปลีย่นไปจนเกดิความเหมาะสมต่อการเหนี่ยวน าใหส้ปอรเ์ปลีย่นสภาพเป็น

เซลลป์กต ิหรอืทีเ่รยีกว่าการงอก สปอรจ์ะเกดิการปล่อย DPA ออกมานอกเซลล ์(ภาพ 8) ในขณะเดยีวกบั

การเกดิการไหลของน ้ารอบ ๆ สปอรเ์ขา้สู่ภายในสปอร ์ส่งผลใหค้วามสามารถในการทนความรอ้นของสปอร์

ลดลง และสปอรจ์ะเปลีย่นจาก phase bright เป็น phase dark (ท าใหค้่าการดดูกลนืแสงต ่าลง) อยา่งไรกด็ี

การงอกของสปอรเ์ป็นผลใหเ้กดิ Outgrowth ของเซลลป์กตอิยา่งรวดเรว็ ดงันัน้การยบัยัง้การงอกของสปอร์

จงึส่งผลต่อเนื่องถงึการยบัยัง้การ Outgrowth ของสปอร ์กล่าวคอืเป็นการป้องกนัการเพิม่จ านวนอยา่ง

รวดเรว็ของเซลลป์กตทิีส่ามารถสรา้งสารพษิทีก่่อใหเ้กดิอนัตรายในอาหารต่อไปได้   
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Fig. 8 Germination process of bacterial spore 
 
ในการศกึษาผลของสารตา้นเชือ้ต่อการยบัยัง้การเจรญิหลงัการงอกของสปอรข์อง B. cereus ไดเ้ริม่

จากการศกึษาผลในการยบัยัง้ Outgrowth ของสปอร ์โดยใชส้ปอรท์ีค่วามเขม้ขน้ต ่า (ค่าการดดูกลนืแสงที ่
630 nm; OD630 = 0.3) พบว่าค่า MIC ของ Nis และ Cin เมือ่ใชเ้ดีย่ว ๆ อยูท่ี ่ 5,000 IU/ml และ 1.56 
mg/ml ตามล าดบั และเมือ่ใชร้ว่มกนัพบว่ามคี่าอยูท่ี ่ 1,250 IU/ml และ 0.2 mg/ml ตามล าดบัโดยมี
ความสมัพนัธแ์สดงการออกฤทธิร์ว่มกนัแบบ Total synergism (ตาราง 6) แสดงใหเ้หน็ว่าการใชส้ารสอง
ชนิดนี้รว่มกนั สามารถลดปรมิาณของ Nis และ Cin ไดถ้งึ 40 และ 8 เท่าตามล าดบั 

 

Table 6 Conclusions of MIC and MIC when combined (MIC#) of Nisin and Cinnamaldehyde 
against target Bacillus cereus spore outgrowth (diluted spore suspension; initial OD = 0.3) 
MIC MIC#         

Nis (iu/mL)/Cin (mg/mL) 
 FICi Conclusion 

Nis (iu/mL) Cin (mg/mL) 

5000 1.56 1250/0.2 0.38 Total synergism 
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6. ผลของ ไนซินและซินนามาลดีไฮด์ต่อการงอกของ B. cereus spore  

6.1 พฤตกิรรมการงอกของสปอร์ 
ในการศกึษาผลของสารตา้นเชือ้ทัง้สองชนิดต่อการงอกของสปอร ์ B. cereus หลงัผ่านการกระตุน้

ดว้ยความรอ้นที ่ 85°C เป็นระยะเวลา 15 นาท ีโดยก าหนดให ้ OD630 ของสปอรอ์ยูท่ี ่ 0.6-0.7 ขัน้ตน้ไดท้ า
การทดลองเพื่อเลอืกใชส้ารเรง่การงอกทีเ่หมาะสมทีสุ่ดเพื่อเตมิลงในอาหารเลีย้งเชือ้ (Germination media) 
จากทัง้หมด 6 ชนิดดงันี้ L-alanine (A), L-asparagine (Asp), D-glucose (G), D-fructose (F), potassium 
ions (K) และสารผสมของ L-asparagine, D-glucose, D-fructose และ potassium ions (AGFK) โดยเตมิ
สารเหล่านี้ทีค่วามเขม้ขน้ 10 mM ในอาหารเลีย้งเชือ้ NB ทีม่สีปอรอ์ยู ่และวดั OD630 จากนัน้น ามา
ค านวณหา %OD reduction เพื่อวเิคราะหร์ะดบัการงอกของสปอรใ์นช่วงระยะเวลา 60 นาท ีจากผลการ
ทดลอง พบว่า ถงึแมว้่า L-alanine สามารถเรง่การงอกของสปอรไ์ดด้ทีีสุ่ด แต่ยงัพบเพยีงทีร่ะดบั 22% 
เท่านัน้ (ภาพ 9a) จงึไดท้ดลองเพิม่ความเขม้ขน้ของสารชนิดนี้เป็น 100 mM และเตมิ D-glucose หรอื 
Inosine รว่มดว้ย พบว่าเมือ่ใช ้L-alanine เดีย่ว ๆ ถงึแมจ้ะเพิม่ความเขม้ขน้เป็นสบิเท่า กเ็พิม่ระดบัการงอก
ของสปอรไ์ดเ้ป็น 25% เท่านัน้ แต่เมือ่เตมิ Inosine ลงไป กลบัพบว่าระดบัการงอกของสปอรม์คี่าสงูทีสุ่ดถงึ 
50% และเมือ่เตมิ D-glucose (AG) ลงไปกม็คี่าสงูขึน้ในระดบัรองลงมาจงึเลอืกใช ้ L-alanine รว่มกบั 
Inosine ใน Germination media (AI) (ภาพ 9b) 

เมือ่ศกึษาผลของระดบัความเขม้ขน้ของ Cin และ Nis เมือ่ใชเ้ดีย่ว ๆ ต่อการยบัยัง้การงอกของ
สปอร ์B. cereus พบว่า Cin ทีค่วามเขม้ขน้ 0.1 mg/mL (C8) และ Nis ทีค่วามเขม้ขน้ 625 IU/ml (N5) เป็น
ความเขม้ขน้ต ่าทีสุ่ดที่ท าใหเ้กดิการลดลงของ OD630 น้อยทีสุ่ดที ่18% และ 27% จนสิน้สุดระยะเวลาการบ่ม 
กล่าวคอืสามารถยบัยัง้การงอกของสปอรไ์ดใ้นระดบัทีโ่ดดเด่นทีสุ่ด  (ภาพ 10) 
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Fig. 9 Germination behaviors of Bacillus cereus spore induced by various germination media 

Fig. 10 Effect of concentration of Cinnamaldehyde (a) and Nisin (b) on germination behaviors 
of heat-activated Bacillus cereus spore induced by L-Alanine (100 mg/mL) combined with 
inosine (2.5 mg/mL) NBAI: L-Alanine 100 mg/mL+Inosine 2.5 mg/mL in NB                                                                     
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Cin: Cinnamaldehyde; C4 = 1.56, C5 = 0.78, C6 = 0.39, C7 = 0.2, C8 = 0.1 mg/mL                              
Nis : Nisin; N4 = 1250, N5 = 625, N6 = 312.5, N7 = 156.25, N8 = 78.13 IU/mL 

เมือ่ศกึษาผลของระดบัสารตา้นเชือ้ทัง้สองชนิดเมือ่ใชร้ว่มกนัต่อการงอกของสปอร ์B. cereus พบว่า
การใช ้Cin ทีค่วามเขม้ขน้ 0.006 mg/mL (C12) และ Nis ทีค่วามเขม้ขน้ 20 IU/ml (N10) เป็นความเขม้ขน้
ต ่าทีสุ่ดทีไ่มท่ าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของค่าการดดูกลนืแสง กล่าวคอืสามารถยบัยัง้การงอกของสปอรไ์ด ้
(ภาพ 11) 
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Fig. 11 Effect of Cinnamaldehyde (C) combined with Nisin (N) on germination behaviors of 
heat-activated B. cereus spore induced by L-Alanine (100 mg/mL) combined with inosine (2.5 
mg/mL)                                
Cin: Cinnamaldehyde; C9 = 0.05, C10 = 0.025, C11 = 0.013, C12 = 0.006, C13 = 0.003 mg/mL              
Nis : Nisin; N5 = 625, N6 = 312.5, N7 = 156.25, N8 = 78.13, N9 = 39, N10 = 20 IU/mL 

 
จากผลขา้งตน้ จงึสามารถสรปุค่าความเขม้ขน้ของสารตา้นเชือ้เพื่อใชใ้นการยบัยัง้การงอกของสปอร์

ไดด้งันี้ เมือ่ใช้เดีย่ว Cin และ Nis มคี่าความเขม้ขน้ต ่าสุดที ่0.1 mg/ml และ 625 IU/ml ตามล าดบั และเมือ่
ใชร้ว่มเป็น 0.006 mg/ml (ลดลง 16 เท่า) และ 20 IU/ml (ลดลง 32 เท่า) ตามล าดบั โดยพบว่าความสมัพนัธ์
ของสารตา้นเชือ้สองชนิดนี้เมือ่ใชร้ว่มกนัในการตา้นการงอกของสปอรเ์ป็นแบบ Total Synergism (ตาราง 
7)  
 
Table 7 Conclusions of MIC and MIC when combined (MIC#) of Nisin and Cinnamaldehyde 
against B. cereus spore germination 
MIC MIC#         

Nis (iu/mL)/Cin (mg/mL) 
 FICi Conclusion 

Nis (iu/mL) Cin (mg/mL) 

(N5) 

625 

(C8) 

0.1 

N10/C12 

20/0.006 
0.092 Total synergism 
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6.2 สมบตักิารตดิสยีอ้ม DAPI  
 เมือ่สปอรเ์กดิการงอกจะท าใหน้ ้าและสารต่าง ๆ รวมถงึสารเรอืงแสง 4’, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) ผ่านเขา้สู่ภายในได ้เมือ่ศกึษาสมบตัใินการยอ้มตดิสขีอง DAPI โดยสงัเกตภายใต้
กลอ้งจลุทรรศน์ชนิดฟลอูอเรสเซนส ์พบว่ามตีวัอยา่งสปอรท์ีย่อ้มตดิ ไดแ้ก่ สปอรท์ีม่กีารเตมิ Cin และ Nis 
เดีย่ว ๆ ทีค่วามเขม้ขน้ต ่า (0.006 mg/ml และ 20 IU/ml ตามล าดบั) เช่นเดยีวกบัชุดควบคุมทีไ่มม่กีารเตมิ
สารในขณะทีใ่นตวัอยา่งทีเ่ตมิ Cin และ Nis ในความเขม้ขน้น้ีรว่มกนั พบว่าไมพ่บการยอ้มตดิส ี
เช่นเดยีวกบัตวัอยา่งทีเ่ตมิสารสองชนิดนี้เดีย่ว ๆ ทีค่วามเขม้ขน้สงูกว่า  (0.1 mg/ml และ 625 IU/ml 
ตามล าดบั) จงึเป็นการยนืยนัผลรว่มของสารสองชนิดทีค่วามเขม้ขน้ต ่าในการยบัยัง้การงอกของสปอร์  (ภาพ 
12) 

 
 
Fig. 12 ลกัษณะของสปอร ์
 
 
 
 

No addition  0 min No addition  60 min Cin (0.006 mg/ml) 0 min

Cin (0.1 mg/ml) 60 min

Nis (20 IU/ml) 60 min

Nis (625 IU/ml) 60 min Cin+Nis (0.006 mg/ml+20 IU/ml) 60 min
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6.3 สมบตักิารปลดปล่อย DPA 
ขณะทีเ่กดิการงอกสปอรจ์ะเกดิการปล่อย DPA ออกมานอกเซลลซ์ึง่ส่งผลต่อการลดลงของ

ความสามารถในการตา้นทานความรอ้นของสปอร ์จากผลการทดลอง พบว่าในตวัอยา่งทีม่กีารเตมิ Cin และ 
Nis เดีย่ว ๆ ในความเขม้ขน้ต ่า พบการปลดปล่อย DPA ออกมาภายนอกสปอรใ์นปรมิาณสงูเทยีบเท่ากบั
ตวัอยา่งทีไ่มไ่ดเ้ตมิสาร แสดงถงึการด าเนินของกระบวนการ Germination ในขณะทีต่วัอยา่งทีม่กีารเตมิ 
Cin และ Nis รว่มกนัในความเขม้ขน้ต ่าพบการปลดปล่อยของ DPA ทีน้่อยในระดบัเทยีบเท่ากบัการเตมิ Cin 
และ Nis เดีย่ว ๆ ทีค่วาม เขม้ขน้สงู การปลอดปล่อย DPA ออกนอกสปอรใ์นระดบัทีม่ากกว่าตวัอยา่งทีไ่มม่ี
การเตมิสารใด ๆ ในทีน่ี้อาจเป็นผลจากการเหนี่ยวน าการงอกโดย AI   

 

Fig. 13 DPA releasing properties of B. cereus spores treated by Cin and Nis 

 
จากผลการทดลองขา้งตน้ จงึสามารถสรปุไดว้่า Cin และ Nis ต่างกม็ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การงอกของ

สปอร ์B. cereus ถงึแมว้่าจะมสีารเรง่การงอก L-alanine และ Inosine ยิง่ไปกว่านัน้ สารสองชนิดน้ียงัมฤีทธิ ์
เสรมิกนัแบบ Total synergism โดยเมือ่ใชร้ว่มกนัจะสามารถลดความเขม้ขน้ของ Cin และ Nis ไดถ้งึ 16 
และ 32 เท่า ตามล าดบั สารสองชนิดน้ีไดไ้ปยบัยัง้การปลดปล่อย DPA และลดสมบตักิารยอ้มตดิสขีอง 
DAPI อกีดว้ย ส าหรบัผลของการใชส้ารสองชนิดนี้รว่มกนัต่อการยบัยัง้ outgrowth ของสปอรน์ัน้ พบว่าสาร
สองชนิดน้ีแสดงการออกฤทธิร์ว่มกนัแบบ Total synergism สามารถลดความเขม้ขน้ของ Cin และ Nis ได้
ถงึ 8 และ 40 เท่าตามล าดบั  
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สรปุ 
 

ผลจากงานวจิยัน้ีไดช้ีใ้หเ้หน็ถงึประสทิธภิาพรว่มแบบออกฤทธิเ์สรมิกนัของไนซนิและสารตา้นเชือ้
จากพชื ไดแ้ก่ ซนินามาลดไีฮดแ์ละคารว์าครอล ต่อแบคทเีรยีก่อโรคในอาหารทัง้ชนิดแกรมบวกและแกรม
ลบ โดยเมือ่ใชไ้นซนิรว่มกบัซนินามาลดไีฮดส์ามารถลดความเขม้ขน้ของสารตา้นเชือ้แต่ละชนิดไดถ้งึ 2-64 
เท่า ส าหรบัแนวโน้มการออกฤทธิร์ะหว่างการบ่มเชือ้รว่มกบัสารตา้นเชือ้นัน้พบว่าจะองิตามการออกฤทธิ ์
ของซนินามาลดไีฮด ์ กลไกของสารตา้นเชือ้สองชนิดนี้เมือ่ใชร้ว่มกนัต่อเชือ้แบคทเีรยี ไดแ้ก่การท าใหส้มบตัิ
การเป็นเยือ่เลอืกผ่านของผนงัเซลลแ์บคทเีรยีเปลีย่นแปลง จนท าใหส้ ารในเซลลไ์หลออกนอกเซลลไ์ด ้
นอกจากนี้ยงัท าใหป้รมิาณ ATP ภายในเซลลล์ดลงในขณะที ่ ATP ภายนอกเซลลเ์พิม่ขึน้จนมปีรมิาณ
ใกลเ้คยีงกนั และยงัท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงโพรไฟลข์องโปรตนีอกีดว้ย 

การเพิม่ขึน้ของความเขม้ขน้โปรตนีในระบบจ าลองอาหารไดส้่งผลใหป้ระสทิธภิาพของซนินา มาลดี
ไฮดเ์พิม่สงูขึน้ในขณะทีป่ระสทิธภิาพของไนซนิยงัคงทีห่รอืลดลงเลก็น้อย เมือ่เพิม่ความเขม้ขน้ของแป้งและ
ไขมนัพบว่าประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้จะมคี่าลดลง และเมือ่เพิม่ความเป็นกรดของระบบอาหารจ าลอง 
พบว่าประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้เพิม่สงูขึน้ ส่วนในระบบอาหารจรงิซึง่ใชแ้ซนดว์ชิสเปรดมาทดสอบ 
พบว่าการใชไ้นซนิรว่มกนัซนินามาลดไีฮดท์ าให้ประสทิธภิาพในการตา้นเชือ้สงูขึน้อยา่งชดัเจน โดยเฉพาะ
ผลต่อ S. Typhimurium  

ในการศกึษาผลของสารตา้นเชือ้ต่อการยบัยัง้การเจรญิหลงัการงอกของสปอร ์ B. cereus พบว่าไน
ซนิและซนินามาลดไีฮดม์ปีระสิทธภิาพทีโ่ดดเด่น โดยเมือ่ใชร้ว่มกนัจะ สามารถลดปรมิาณของไนซนิและซนิ
นามาลดไีฮดไ์ดถ้งึ 40 และ 8 เท่าตามล าดบั 

ไนซนิและซนินามาลดไีฮด์ต่างกม็ฤีทธิใ์นการยบัยัง้การงอกของสปอร ์ B. cereus ถงึแมว้่าจะอยู่
ภายใตส้ภาพแวดลอ้มทีม่สีารเรง่การงอก ยิง่ไปกว่านัน้สารสองชนิดน้ียงัมฤีทธิเ์สรมิกนัแบบ Total 
synergism โดยเมือ่ใชร้ว่มกนัจะสามารถลดความเขม้ขน้ของไนซนิและซนินามาลดไีฮด์ไดถ้งึ 16 และ 32 
เท่าตามล าดบั เมือ่ศกึษากลไกการยบัยัง้การงอก พบว่า สารสองชนิดนี้ไดไ้ปยบัยัง้การปลดปล่อย DPA และ
ลดสมบตักิารยอ้มตดิสขีอง DAPI อกีดว้ย  

จากผลงานวจิยัน้ีจงึแสดงใหเ้หน็ถงึประสทิธภิาพรว่มและกลไกในการตา้นเชือ้ของไนซนิและสาร
ตา้นเชือ้จากพชืคอืซนินามาลดไีฮดต่์อเซลลป์กตแิละสปอรข์องแบคทเีรยีก่อโรคสายพนัธุท์ีพ่บมากในอาหาร
ทัง้ในระบบของอาหารเลีย้งเชือ้และอาหารจรงิ เป็นผลใหส้ามารถลดความเขม้ขน้ใน การใชส้ารตา้นเชือ้แต่ละ
ชนิดลงไดอ้ยา่งโดดเด่น ส่งผลต่อการลดตน้ทุนในการผลติอาหารได ้นอกจากนี้ยงัสามารถคาดคะเนสดัส่วน
ของสารอาหารทีอ่าจมผีลต่อประสทิธภิาพของสารตา้นเชือ้ไดอ้กีดว้ย  
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ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
  
 ผลจากงานวจิยัน้ีอาจน าไปต่อยอดสู่การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร โดยท าการศกึษาเพิม่เตมิ
เกีย่วกบัการใชส้ารตา้นเชือ้รว่มรว่มกบักระบวนการแปรรปูอาหารทัง้ประเภทใชค้วามรอ้นและไมใ่ชค้วาม
รอ้น และอาจศกึษาถงึเป้าหมายแบคทเีรยีทีม่คีวามตา้นทานต่อความรอ้น เช่น Geobacillus 
stearothermophillus เป็นตน้ 
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Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรือ่ง ชื่อวารสาร ปี เล่มที ่เลขที ่
และหน้า) หรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 
“Synergistic effect of nisin and plant-derived antimicrobials against Bacillus cereus 
spores” ร่างบทความส าหรับตีพิมพ์ในวารสาร Journal of Food Protection หรือที่เก่ียวข้อง   

 
2. การน าผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

- เชงิพาณชิย ์ 
สามารถน าผลงานวจิยัทีไ่ดไ้ปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร เพื่อลดการปนเป้ือนเชือ้แบคทเีรยี  

ทัง้ในรปูเซลลป์กตแิละสปอร ์โดยประสทิธภิาพรว่มของสารตา้นเชือ้ทีไ่ดค้น้พบในงานวจิยัน้ีท า 
ใหส้ามารถลดปรมิาณความเขม้ขน้ของสารตา้น น าไปสู่ การลดตน้ทุนการผลติได ้
- เชงิวชิาการ  

น าผลงานวจิยัทีไ่ดไ้ปเป็นขอ้มลูประกอบการสอนในรายวชิา 108381 หลกัจลุชวีวทิยา 
อาหาร และรายวชิา 108392 หวัขอ้เฉพาะทางวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยกีารอาหาร  
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