
1 
 

PSU Grant Report_2013 (1.2) 

 

รายงานวจิัยฉบบัสมบูรณ์ 

 

การพฒันาฟิล์มและสารเคลอืบจากเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ของ Weissella confusa NH02 

ที่ผสมสารยบัยั้งจุลนิทรีย์เพือ่ยดือายุการเกบ็เนือ้หมูแช่เยน็ 

Development of Film and Coating from Exopolysaccharide of Weissella confusa NH02 

Containing Antimicrobial Agent for Prolong Shelf Life of Refrigerated Pork 

 

คณะนักวจิยั 

รศ.ดร.ศุภศิลป์  มณรัีตน์ 

ผศ.ดร.ธรรมนูญ  โปรดปราน 

 

โครงการวจิยันีไ้ด้รับทุนสนับสนุนจากเงนิรายได้มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์  
ประจ าปีงบประมาณ 2553 

 

 



2 
 

1. ช่ือโครงการ :  การพฒันาฟิล์มและสารเคลือบจากเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ของ  Weissella confusa NH02 ท่ีผสม

สารยบัย ั้งจุลินทรียเ์พื่อยดือายกุารเก็บเน้ือหมูแช่เยน็ 

 Development of Film and Coating from Exopolysaccharide of Weissella confusa NH02 

Containing Antimicrobial Agent for Prolong Shelf Life of Refrigerated Pork 

2. คณะนกัวจิยั 

2.1 รศ.ดร.ศุภศิลป์ มณีรัตน์ 

 ภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพอุตสาหกรรม 

 คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

2.2 ผศ.ดร.ธรรมนูญ โปรดปราน 

 ภาควชิาเทคโนโลยวีสัดุภณัฑ์ 

 คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

สารบัญ 

 หน้า 
สารบญั………………………………………………………………………………………………….. 3 
LIST OF TABLES…………………………………………………………………………………….... 5 
LIST OF FIGURES………………………………………………………………………………….… 7 
LIST OF ABBREVIATIONS…………………………………………………………………………... 9 
กิตติกรรมประกาศ………………………………………………………………………………………. 11 
บทคดัยอ่…………………………………………………………………………………………………. 12 
บทน า …………………………………………………………………………………………………… 14 
วตัถุประสงค…์………………………………………………………………………………………….. 15 
การตรวจเอกสาร…………………………………..…………………………………………………….. 16 
วสัดุ อุปกรณ์และวธีิการ…………………………………………………………………………………. 57 
วธีิการทดลอง……………………………………………………..……………………………………... 59 

 ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง  
  สมบติัของฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรด ์(EPS) จากเช้ือ W. confusa NH02……………...…... 67 
  ผลการเติมไคโตซาน (CS) ต่อสมบติัฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรด ์(EPS) จากเช้ือ W. confusa 

NH02…………………………………………………………………………………..……. 
 

77 
  การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีท าใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าสีย……………...……………………….. 82 
  ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารต่อตา้นจุลินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีท าให้

เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย……………………………………………………….………………. 
 

84 
  ผลของการเติมไทมอลต่อสมบัติของฟิล์มผสมเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ /ไคโตซาน 

(EPS/CS)……………………………………………………………….….………………. 
 

86 
  การประยุกต์ใช้ฟิล์มและสารเคลือบเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ท่ีมีการ

เติมไทมอลในการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็………………………………………………… 
 

92 
  ความคงตวัของสารเคลือบและฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซานท่ีมีการเติมไทมอล…. 105 
บทสรุปและขอ้เสนอแนะ…………………………………………..……………………………………. 115 

 

 

 



4 
 

สารบัญ (ต่อ) 

 หน้า 
เอกสารอา้งอิง………………………………………………………………………..………………….. 117 
ภาคผนวก…………………………………………………………………………………….………….. 135 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

LIST OF TABLE 

Table  Page 

1. Potential antimicrobial agents for antimicrobial food packaging systems…………………….. 33 
2 Antimicrobial agents for preservation and shelf-life extension of foods……………………… 35 
3 Inhibition of bacterial and yeast growth by grape seed extract (GSE)………………………... 46 
4 Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on thickness, tensile strength, elongation 

at break and water vapor permeability (WVP) of EPS film from Weissella confusa NH02..… 
 

69 
5 Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on transparency value, solubility and film 

color of EPS film from Weissella confusa NH02…………………………………………… 
 

71 
6 Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on light transmission (%T) of EPS film 

from Weissella confusa NH02………………………………………………….……………… 
 

71 
7 Effect of plasticizer on thickness, water vapor permeability (WVP), tensile strength and 

elongation at break of EPS film from Weissella confusa NH02……………………………… 
 

74 
8 Effect of plasticizer on solubility, transparency value and film color of EPS film from 

Weissella confusa NH02……………………………………………………….……………… 
 

76 
9 Effect of plasticizer on light transmission (%T) of EPS film from Weissella confusa 

NH02…………………………………………………………………………………………. 
 

77 
10 Effect of chitosan (CS) on thickness, tensile strength, elongation at break, water vapor 

permeability (WVP) and solubility of EPS film from Weissella confusa NH02……………… 
 

80 
11 Effect of chitosan (CS) on transparency value and film color of EPS film from Weissella 

confusa NH02……………………………………………………..…………………………. 
 

81 
12 Effect of chitosan (CS) on light transmission (%T) of EPS film from Weissella confusa 

NH02…………………………………………………………………………….……………. 
 

82 
13 Characteristics of spoilage bacteria isolated from refrigerated pork………………………….. 83 
14 Minimal inhibitory concentration (MIC) of nisin and thymol against the growth of 

Acinetobacter iwoffii MA02 and Pseudomonas fragi MA07 by agar well diffusion 
method…………………..…....................................................................................................... 

 
 

85 
15 Effect of thymol on thickness, water vapor permeability (WVP), tensile strength, elongation 

at break and solubility of EPS/CS film………………………………………………….…...... 
 

88 
 



6 
 

LIST OF TABLE (Cont.) 

Table  Page 
16 Effect of thymol on transparency value and color of EPS/CS film………………………… 90 
17 Effect of thymol on light transmission (%T) of EPS/CS film………………….…………… 90 
18 Effect of EPS/CS film incorporated with thymol against Acinetobacter iwoffii MA02……… 92 
19 Effect of EPS/CS film incorporated with thymol against Pseudomonas fragi MA07…….. 92 
20 Appearance and odor of sliced pork wrapped witout and with EPS/CS film and EPS/CS film 

incorporated with thymol during storage at 4±0.5 oC for 15 days……………………….. 
 

95 
21 Appearance and odor of sliced pork coated with out and with EPS/CS coating solution and 

EPS/CS coating solution incorporated with thymol during storage at 4±0.5 oC for 15 days…. 
 

101 
22 Properties of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) at days 0 and 40 of storage 

at 25 oC and 50%RH ……………………………………………………………………….… 
 

108 
23 Light transmittance (%) of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) films during 

40 days of storage at 25 oC and 50%RH.……………………………………………………. 
 

112 
24 Antimicrobial activity against Acinetobacter iwoffii MA02 of EPS/CS film incorporated with 

thymol (2.5 mg/ml) during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH……………………....… 
 

114 

25 Antimicrobial activity against Pseudomonas fragi MA07of EPS/CS film incorporated with 
thymol (2.5 mg/ml) during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH.………………………… 

  
114 

 

 

 

 

 

 



7 
 

LIST OF FIGURES 

Figure  Page 
1. Locations and mechanisms in the bacterial cell thought to be sites of action for essential oil 

components.…..……………………………………………………………………………….. 
 

40 
2 Structural formulae of thymol………………………………………………………………… 41 
3 Structural formulae of eugemol……………………………………….……………………….. 43 
4 Hurdle technology in antimicrobial packaging system compared to the conventional 

packaging system ………………………………………………………………………….… 
 

48 
5 Antimicrobial packaging system (A) conventional packaging system (B) coating system …... 50 
6 Concentration profile at the surface of foods: (A) unconstrained free diffusion system and 

(B) monolithic system…………………………………………………………………………. 
 

52 
7 Appearance of exopolysaccharides films from Weissella confusa NH02 using polyethylene 

glycol (PEG) as plasticizer…………………………………………………………………… 
 

72 
8 Appearance of film prepared from 3% EPS with 25% glycerol (A) EPS film; (B) EPS film 

covered on slice pork………………………………………………………………….……… 
 

78 
9 Appearance of sliced pork without film (A) wrapped with EPS/CS film (B) and EPS/CS film 

incorporated with thymol (C) at day 0 of  storage……………………………………..……... 
 

93 
10 Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on total viable 

count (TVC) of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days………………………… 
 

97 
11 Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on psychrophilic 

bacteria of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days…………………………….… 
 

98 
12 Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on pH of sliced 

pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days……………………………………..…………… 
 

99 
13 Appearance of sliced pork coated with EPS/CS coating solution (A), EPS/CS coating 

solution incorporated with thymol (2.5 mg/ml) (B) and uncoated (C)………………….….. 
 

100 
14 Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on total viable 

count (TVC) of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days……………………….… 
 

103 
15 Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on  

psychrophilic bacteria of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days…………….… 
 

104 

 



8 
 

LIST OF FIGURES (Cont.) 

Figure  Page 
16 Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on pH of sliced 

pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days……………………………………………….... 
 

105 
17 Antimicrobial activity of EPS/CS coating solution incorporated with thymol (2.5 mg/ml) 

against Acinetobacter iwoffii MA02 (A) and Pseudomonas fragi MA07 (B) during storage 
for 40 days..………………………………………………………………………………….... 

 
 

106 
18 Appearance of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) at day 0 (A) and 40 (B) 

of storage at 25 oC and 50%RH.………………………………………………..……………. 
 

110 
19 Changes in L*, a* and b* values of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) 

during storage of 40 days at 25 oC and 50%RH. …………………..…………………..…….. 
 

111 
20 Changes in transparency value of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) films 

during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH ….…………………………………………. 
 

113 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

LIST OF ABBREVIATIONS 

Aer = Aeromonas 

A. = Aspergillus 

B. = Bacillus 

Bro. = Brochothrix 

Cam. = Campylobacter  

Can. = Candida 

Car. = Carnobacterium  

En. = Enterobacter 

Ent. = Enterococcus 

E. = Escherichia 

Lb. = Lactobacillus 

Lac. = Lactococcus 

Lis. = Listeria 

Leu. = Leuconostoc 

M. = Micrococcus 

Ped. = Pediococcus 

Pen. = Penicillium 

P. = Proteus   

Pseu. = Pseudomonas 

R. = Rahnella 

Rhi. = Rhizobium 

Sac. = Saccharomyces 

Sal. = Salmonella 

 

 



10 
 

LIST OF ABBREVIATIONS (Cont.) 

Sar. = Sarcina  

Ser. = Serratia  

S. = Staphylococcus 

Strep. = Streptococcus 

W. = Weissella 

Xan. = Xanthomonas 

Y. = Yarrowia 

Yer. = Yersinia  

Z. = Zygosaccharomyces 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

กติติกรรมประกาศ 

ผู้วิจัยขอขอบคุณมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ท่ีให้ทุนอุดหนุนในการท าวิจัยและขอขอบคุณคณะ
อุตสาหกรรมเกษตร ท่ีอ านวยความสะดวกในการท าวจิยั 

 

       ศุภศิลป์ มณีรัตน์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

บทคดัย่อ 

 ในงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาการผลิตฟิล์มเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ (EPS) จากแบคทีเรียแลกติก Weissella 
confusa NH02 โดยท าการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ EPS ชนิดและความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์ต่อสมบติั
ของฟิล์ม EPS พบวา่ ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 1.5 ถึง 3.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) สามารถข้ึนรูปฟิล์มได ้โดยฟิล์ม 
EPS ท่ีมีสมบติัดีเตรียมไดจ้ากสารละลาย EPS ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) ร่วมกบัพลาสติไซเซอร์
ท่ีเหมาะสม คือ กลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS โดยฟิล์มท่ีไดมี้ลกัษณะใส มีความยืดตวั 
แข็งแรง และสามารถละลายน ้ าไดดี้ ซ่ึงเป็นขอ้จ ากดัในการประยุกตใ์ช้เป็นบรรจุภณัฑ์ส าหรับอาหาร จึงไดพ้ฒันา
ฟิล์ม EPS เพื่อลดความสามารถในการละลายน ้ า  โดยเตรียมฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS กับ 
ไคโตซาน (CS) ท่ีอตัราส่วนเท่ากบั 1:1 (โดยน ้ าหนกั) สามารถลดความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์มไดดี้ท่ีสุด 
ซ่ึงค่าการละลายน ้ าลดลงจาก 41.28 เป็น 14.95 เปอร์เซ็นต์ และผลการศึกษาประสิทธิภาพของไนซินและ                
ไทมอลในการยบัย ั้งการเจริญของ Acinetobacter iwoffii MA02 และ Pseudomonas fragi MA07 ซ่ึงคดัแยกจากเน้ือ
หมูแช่เยน็ท่ีเน่าเสีย โดยไนซินสามารถยบัย ั้งไดเ้ฉพาะการเจริญของเช้ือ A. iwoffii MA02 โดยมีค่า MIC เท่ากบั 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีไทมอลสามารถยบัย ั้งการเจริญไดท้ั้ง Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 มีค่า 
MIC เท่ากบั 2.5 และ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และผลการเตรียมฟิล์มยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยเติมไทมอล 
ความเขม้ขน้เท่ากบั MIC และ 2 เท่าของ MIC ลงในฟิล์ม EPS/CS แลว้ทดสอบสมบติัและความสามารถในการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 พบวา่การเติมไทมอลส่งผลให้ฟิล์มมีความหนาและมีสี
เหลืองเพิ่มข้ึน ขณะท่ีความโปร่งใสของฟิลม์ลดลง นอกจากน้ีฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การเจริญของแบคทีเรียไดดี้กวา่ฟิลม์ชุดควบคุม (ฟิล์ม EPS/CS ท่ีไม่เติมไทมอล) และจากการน าฟิล์มและสารเคลือบ 
EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร มาประยุกตใ์ช้ในการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ พบวา่สาร
เคลือบสามารถยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ไดเ้พิ่มข้ึนจาก 2 วนั เป็น 9 วนั ในขณะท่ีฟิล์มสามารถยืดอายุการ
เก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ไดเ้พิ่มข้ึนจาก 2 วนั เป็น 11 วนั เม่ือเปรียบเทียบกบัเน้ือหมูท่ีไม่ห่อหุ้มดว้ยฟิล์มหรือสาร
เคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอล นอกจากน้ีผลการศึกษาความคงตวัของฟิล์มและสารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอล 
ความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท าการเก็บรักษาท่ี 25 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็น์ เป็น
เวลา 40 วนั พบวา่ค่าตา้นทานแรงดึงขาดของฟิล์มเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มและประสิทธิภาพ
การยบัย ั้งแบคทีเรียลดลงหลงัการเก็บรักษาฟิลม์เป็นเวลา 40 วนั และเม่ือพิจารณาสีของฟิล์ม พบวา่ฟิล์มมีสีเขม้และมี
สีเหลืองเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเก็บ นอกจากน้ีระยะเวลา (40 วนั) และอุณหภูมิในการเก็บสารเคลือบ EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรีย  
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ABSTRACT 

 In the present work, the film-forming ability of exopolysaccharide (EPS) from lactic acid bacteria, 
Weissella confusa NH02, and the effects of EPS concentration and type and concentration of plasticizer on film 
properties were evaluated. EPS was able to form films at EPS concentration ranging from 1.5 to 3.5% (w/v). 
Glycerol was the best plasticizer. The optimal EPS and glycerol concentration for film forming were 3% (w/v) and 
25% of EPS, respectively. The obtained EPS film was transparent, flexible, strength and high solubility. However, 
the limiting factor for using obtained EPS film was the poor vapor resistance. Chitosan (CS) was used to reduce the 
solubility of the film. The optimal ratio of EPS and CS was 1:1. As a result, the solubility of film decreased from 
47.71% to 14.95%. The effectiveness of antimicrobial agents (nisin and thymol) against Acenitobacter iwoffii 
MA02 and Pseudomonas fragi MA07 which was isolated from spoilage refrigerated pork was determined. Thymol 
could inhibit both strains and had minimal inhibitory concentration (MIC) at 1.25 and 2.5 mg/ml, respectively. 
Nisin inhibited only A. iwoffii MA02 and had MIC at 5 mg/ml. Thymol concentrations at MIC and higher than 
MIC 2 folds were incorporated into the EPS/CS film-forming solution. The physical properties and antimicrobial 
activities of the film were tested. The EPS/CS film incorporated with thymol had higher thickness and more 
yellowish however, lower transparency. In addition, EPS/CS film with thymol could enhance the antimicrobial 
properties of the film compared with the control film (without addition of thymol). The optimal thymol 
concentration for EPS/CS film forming was 2.5 mg/ml. Application of EPS/CS film and EPS/CS coating solution 
incorporated with thymol in refrigerated pork were studied. The results showed that EPS/CS coating solution 
incorporated with thymol could extend the shelf life of refrigerated pork from 2 days to 9 days while EPS/CS film 
incorporated with thymol could extend the shelf life of refrigerated pork from 2 days to 11 days compared with 
control (sliced pork uncoated and without film). Moreover, storage stability of EPS/CS film and EPS/CS coating 
solution incorporated with thymol were investigated. During storage, tensile strength of EPS/CS film incorporated 
with thymol increased continuously. However, elongation at break and antimicrobial activity decreased markedly 
when storage time increased up to 40 days. The film became darker and more yellowish as storage time increased. 
Furthermore, the EPS/CS coating solution incorporated with thymol had no change in antimicrobial activity when 
storage time increased up to 40 days. 
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บทน า 

 อาหารชนิดต่างๆ ท่ีเราน ามาบริโภคเม่ือเก็บรักษาไวร้ะยะหน่ึงจะเกิดการเส่ือมเสียไดจ้ากปัจจยัหลาย
ประการดว้ยกนั เช่น การเส่ือมเสียทางกายภาพ การเส่ือมเสียเน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาเคมี และการเส่ือมเสียเน่ืองจาก
จุลินทรียซ่ึ์งเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีมีความส าคญัเน่ืองจากท าให้อาหารเกิดการสูญเสียคุณภาพทางประสาทสัมผสัและอาจ
ก่อใหเ้กิดอนัตรายจากสารพิษท่ีผลิตจากจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนมาในอาหาร การใชส้ารต่อตา้นจุลินทรียเ์ติมลงในอาหาร
เป็นวิธีการหน่ึงนอกเหนือไปจากการถนอมอาหารดว้ยวิธีการอ่ืนๆ  เช่น การใชค้วามร้อนในการฆ่าเช้ือ หรือการใช้
ความเยน็ ท่ีสามารถป้องกนัหรือลดการเส่ือมเสียของอาหารจากจุลินทรียไ์ด ้แต่เน่ืองจากในปัจจุบนัความกา้วหนา้ทาง
เทคโนโลยีบวกกบัความตอ้งการของผูบ้ริโภคต่ออาหารท่ีมีคุณภาพและความปลอดภยัเพิ่มมากข้ึน ท าให้เกิดการ
พฒันาบรรจุภณัฑแ์บบแอกทีฟ (Active packaging) ซ่ึงเป็นบรรจุภณัฑ์ท่ีมีสมบติัพิเศษดา้นอ่ืนๆในการช่วยยืดอายุการ
เก็บของอาหารใหย้าวนานยิ่งข้ึน นอกเหนือไปจากหนา้ท่ีในการปกป้องอาหารขั้นพื้นฐานของบรรจุภณัฑ์โดยทัว่ไป
ในการปกป้องผลิตภณัฑ์อาหารท่ีอยูใ่นบรรจุภณัฑ์จากส่ิงแวดลอ้มภายนอก (Rooney, 2005) บรรจุภณัฑ์ต่อตา้น
จุลินทรียเ์ป็นบรรจุภณัฑ์แบบแอกทีฟประเภทหน่ึงท่ีช่วยชะลอการเส่ือมเสียของอาหารจากจุลินทรียไ์ดโ้ดยการเติม
สารต่อตา้นจุลินทรียล์งในบรรจุภณัฑ์เพื่อให้สารต่อตา้นจุลินทรียเ์ขา้ไปท าปฏิกิริยากบัเซลล์จุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนอยูท่ี่
บริเวณพื้นผวิของอาหาร ท าใหก้ารเจริญของเซลลห์ยุดชะงกัและจุลินทรียถู์กท าลายในท่ีสุด (Han, 2003) การเติมสาร
ต่อตา้นจุลินทรียล์งในภาชนะบรรจุแทนการเติมลงในอาหารนอกจากจะเป็นการช่วยลดปริมาณสารท่ีตอ้งใชใ้นการ
ยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียใ์นอาหารแลว้ยงัเป็นการลดความเส่ียงของผูบ้ริโภคต่ออนัตรายจากการไดรั้บสารต่อตา้น
จุลินทรียใ์นอาหารไดอี้กดว้ย 

 ปัจจุบนัวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตบรรจุภณัฑ์ใชว้ตัถุดิบท่ียอ่ยสลายไดย้ากจึงส่งผลลบต่อส่ิงแวดลอ้ม 
ซ่ึงเป็นปัญหาใหญ่ท่ีส่งผลต่อภาวะโลกร้อนในปัจจุบนั จึงมีความพยายามท่ีจะหาวตัถุดิบในการผลิตบรรจุภณัฑ์ท่ีมี
ความคงทนในการใชง้าน ไม่ส่งผลต่อคุณภาพของอาหารท่ีบรรจุ และลดปัญหาขยะท่ีเกิดจากบรรจุภณัฑ์ (Garcia et 
al., 1998) ท าให้ผูผ้ลิตหันมาให้ความสนใจในการผลิตบรรจุภณัฑ์ท่ีใช้วตัถุดิบพอลิเมอร์ทางชีวภาพมากข้ึน เช่น 
คาร์โบไฮเดรต ไลปิด และโปรตีน เป็นตน้ (Tapia-Blacido et al., 2007) ทั้งน้ีเพราะเป็นพอลิเมอร์ท่ียอ่ยสลายไดใ้น
ธรรมชาติ ไม่เป็นพิษต่อส่ิงมีชีวติ และไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม (Phisalaphong and Jatupaiboon, 2008)  

 ส าหรับการน าสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ปใชร่้วมกบัสารเคลือบหรือฟิล์มท่ีสามารถบริโภคได ้เช่น ไคโต
แซน โซเดียม-อลัจิเนต คาราจีแนน และเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ เป็นตน้ มีขอ้ดีท่ีฟิล์มและสารเคลือบช่วยควบคุมการ
เปล่ียนแปลงคุณภาพของอาหารระหวา่งการเก็บรักษา เช่น ควบคุมการถ่ายเทความช้ืน การแลกเปล่ียนแก๊ส และ
กระบวนการสุกของผกัและผลไม ้(Cagri et al., 2004) ในขณะท่ีสารยบัย ั้งจุลินทรียช่์วยในการควบคุมและยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร (Han, 2003) นอกจากน้ีการใช้สารเคลือบหรือฟิล์มร่วมกบัสารยบัย ั้งจุลินทรียย์งั
สามารถเพิ่มอายกุารเก็บของอาหารไดน้านยิง่ข้ึนกวา่การใชส้ารเคลือบหรือฟิล์ม หรือสารยบัย ั้งจุลินทรียอ์ยา่งใดอยา่ง
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หน่ึงเพียงชนิดเดียว เพราะสารเคลือบหรือฟิลม์ช่วยควบคุมการแพร่ของสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ปสู่ผิวของอาหาร เพี่อให้
คงความเขม้ขน้อยูใ่นระดบัท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียใ์หไ้ดน้านข้ึน (Han, 2003) 

 แบคทีเรียแลกติกหลายสายพนัธ์ุสามารถผลิตพอลิแซคคาไรดไ์ดแ้ละเป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตแล้ว
ถูกปล่อยออกมาภายนอกเซลล ์(Exopolysaccharide) จึงง่ายต่อการน าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลก
ติกมาประยุกต์ใช้ ดงันั้นเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจากแบคทีเรียแลกติกจึงได้รับความนิยมและสามารถน ามา
ประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมไดห้ลายดา้น เช่น อุตสาหกรรมการผลิตยา อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง และอุตสาหกรรม
อาหาร เป็นตน้ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในอุตสาหกรรมอาหารนิยมใช้เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียแลก
ติกมาประยกุตใ์ชใ้นรูปแบบต่างๆ เช่น ใชเ้ป็นสารเพิ่มความหนืดในผลิตภณัฑ์อาหาร ไดแ้ก่ ซุป โยเกิร์ต เป็นตน้ (De 
Vuyst and Degeest, 1999) ทั้งน้ีเน่ืองมาจากเป็นแบคทีเรียท่ีไดก้ารยอมรับวา่ปลอดภยั (Generally Recognized as 
Safe, GRAS) (Laws et al., 2001) นอกจากน้ีการศึกษาเก่ียวกบัการน าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์จากจุลินทรียช์นิดต่างๆ 
มาข้ึนรูปเป็นแผ่นฟิล์มท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและบริโภคได ้ซ่ึงก าลงัไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมากใน
ปัจจุบนั (Garcia et al., 1998; Sorrentino et al, 2007) วรารัตน์ วงศศุ์ภชาติ (2551) แยกเช้ือ Weissella confuse NH02 
ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแลกติกจากไส้กรอกอีสานท่ีสามารถผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรด์ได ้พบวา่เช้ือสามารถผลิตเอ็กโซพอ
ลิแซคคาไรด์มีน ้ าหนักโมเลกุลเฉล่ียเท่ากับ 1.13×106 และสารละลายเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีความเข้มข้น 5 
เปอร์เซ็นตมี์ค่าความหนืดเท่ากบั 9,363 cP จะเห็นไดว้า่เอ็กโซพอลิแซคาไรด์ท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ W. confusa NH02 มี
ความหนืดและน ้าหนกัโมเลกุลสูงน่าจะมีศกัยภาพในการน ามาผลิตฟิล์มชีวภาพได ้ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์
หลกัเพื่อศึกษาการเตรียมและสมบติัของฟิล์ม รวมทั้งการพฒันาฟิล์มต่อตา้นจุลินทรียจ์ากเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ี
ผลิตโดย W. confusa NH02 โดยเนน้การใชส้ารต่อตา้นจุลินทรียจ์ากธรรมชาติ ใหมี้ศกัยภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุท าให้เกิดเน่าเสียของอาหาร และศึกษาสมบติัทางกลและสมบติัทางกายภาพของฟิล์มต่อตา้น
จุลินทรียท่ี์ได ้เพื่อน าไปพิจารณาถึงแนวโนม้การน าไปประยุกตใ์ชใ้นผลิตภณัฑ์อาหารจริง  เพื่อให้สามารถชะลอการ
เส่ือมเสียของอาหารอนัเน่ืองมาจากการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์ท าใหอ้าหารมีอายกุารเก็บท่ียาวนานข้ึนได ้ 

วตัถุประสงค์ 

 1.  เพื่อศึกษาผลของความเขม้ขน้เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์และพลาสติไซเซอร์ในสารละลายฟิล์มต่อสมบติัของ
ฟิลม์ท่ีผลิตจากเอก็โซพอลิแซคคาไรดจ์ากเช้ือ W. confusa NH02 
 2.  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุท าให้เน้ือหมู
แช่เยน็เน่าเสีย      
 3.  เ พื่ อ เ ต รี ย มและ ศึ กษ าสมบั ติ ก า รย ับ ย ั้ ง จุ ลิ นท รี ย์ขอ ง ฟิ ล์ ม เ อ็ ก โซพอ ลิ แซคค า ไ รด์ จ า ก เ ช้ื อ  
W. confusa NH02 ท่ีเติมสารยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดต่างๆ  
 4.  เพื่อศึกษาการประยกุตใ์ชฟิ้ลม์จากเอก็โซพอลิแซคคาไรด์จากเช้ือ W. confusa NH02 ท่ีเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
ในการยดือายกุารเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ 
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การตรวจเอกสาร 

1. เอก็โซพอลแิซคคาไรด์  

  เอก็โซพอลิแซคคาไรด ์(Exopolysaccharide, EPS) คือ พอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจากจุลินทรียใ์นขณะมี
การเจริญและขบัออกมานอกเซลล ์ในการผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรด์จากจุลินทรียโ์ดยกระบวนการหมกัจะไดเ้อ็กโซ
พอลิแซคคาไรดท่ี์มีความหลากหลายและมีสมบติัเฉพาะตวัมากกวา่พอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจากพืช การผลิตพอลิแซค
คาไรดจ์ากเช้ือแบคทีเรียมีขอ้ดี คือ สามารถผลิตพอลิแซคคาไรด์ไดจ้  านวนมาก และสามารถควบคุมคุณภาพของพอลิ
แซคคาไรดไ์ด ้โดยควบคุมสภาวะในกระบวนการหมกั การผลิตพอลิแซคคาไรด์จากพืชมีขอ้จ ากดั คือ พืชชนิดหน่ึงๆ 
สามารถผลิตพอลิแซคคาไรดห์ลายชนิดพร้อมๆ กนั ท าให้ตอ้งเพิ่มขั้นตอนการแยกพอลิแซคคาไรด์ท่ีตอ้งการออกมา
ซ่ึงท าใหมี้ค่าใชจ่้ายสูงข้ึน (Whitsler et al., 1998)  

  ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรดจ์ากเช้ือแบคทีเรีย ไดแ้ก่ อาหาร อุณหภูมิ พีเอช แหล่ง
คาร์บอน และสภาวะในการหมกัตลอดจนสายพนัธ์ุแบคทีเรีย เช่น แบคทีเรียแลกติกจะมีความสามารถในการผลิตเอ็ก
โซพอลิแซคคาไรด์แตกต่างกนัไปในแต่ละสายพนัธ์ุ อาจเป็นเพราะกลไกการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ของเช้ือ
แตกต่างกัน เช่น การผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์มีความสัมพันธ์กับการเจริญ (Growth-associate) เช่น Ped. 
pentosaceus (Manca de Nadra and Strasser de Saad, 1995) และ Lb. plantarum EP56 (Tallon et al., 2003)โดย
สภาวะท่ีเหมาะต่อการผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรด์เพื่อให้ไดป้ริมาณมากควรเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท่ีจะท าให้
ช่วงเวลาในการเจริญของเช้ือเป็นไปไดน้าน ในขณะท่ีเช้ือมีอตัราการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์สูง ซ่ึงเช้ือแบคทีเรีย
แลกติกบางสายพนัธ์ุมีการผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรดส์ัมพนัธ์กบัการเจริญและเช้ือจะหยดุการผลิตเอก็โซพอลิแซคคา
ไรดเ์ม่ือการเจริญส้ินสุด ในขณะท่ีการผลิตเอก็โซพอลิแซคคาไรด์จากเช้ือบางสายพนัธ์ุไม่มีความสัมพนัธ์กบัการเจริญ 
(Non-growth associate) เช่น Xanthomonas spp. และ Alcaligenes spp.โดยมีอตัราการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ใน
สภาวะท่ีขาดแหล่งไนโตรเจน และเช้ือมีการเจริญอยูใ่นช่วง Stationary (De Vuyst and Degeest, 1999) 

  Tallon และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์โดยเช้ือLb. plantarum EP56 
พบวา่เอก็โซพอลิแซคคาไรดท่ี์ผลิตไดมี้ 2 รูปแบบ คือ เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีสร้างติดอยูก่บัตวัเซลล์และเอ็กโซพอ
ลิแซคคาไรดท่ี์สร้างออกมาภายนอกเซลล ์โดยปริมาณเอก็โซพอลิแซคคไรดท์ั้ง 2 รูปแบบเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเม่ือการ
เจริญของเช้ืออยูใ่นระยะ Stationary phase โดยในช่วงเวลา 25 ชัว่โมงแรกของการเล้ียงเช้ือ ปริมาณเอ็กโซพอลิแซคคา
ไรดท่ี์สร้างติดอยูก่บัตวัเซลลผ์ลิตไดสู้งถึง 73.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่หลงัจาก 25 ชัว่โมง ปริมาณเอ็กโซพอลิแซค
คาไรดท่ี์ผลิตไดล้ดลงเหลือ 44.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนเอก็โซพอลิแซคคาไรดท่ี์สร้างออกมาภายนอกเซลล์ท่ีเวลา 
25 ชัว่โมงของการเล้ียงเช้ือ มีค่าเท่ากบั 36.8 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่เม่ือเวลาในการเล้ียงเช้ือเพิ่มข้ึนเป็น 97 ชัว่โมง เช้ือ
สามารถผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ไดเ้พิ่มข้ึนดว้ยเท่ากบั 79.3 มิลลิกมัต่อลิตร ในขณะท่ีปริมาณเอ็กโซพอลิแซคคา
ไรดท่ี์สร้างติดอยูก่บัตวัเซลลล์ดลง  
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  ในการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ของเช้ือแบคทีเรียแลกติก พบว่า เ ช้ือแต่ละสายพันธ์ุมี
ความสามารถในการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์โดยใช้น ้ าตาลต่างชนิดกนั โดยส่วนใหญ่สามารถใช้น ้ าตาลท่ีเป็น
องค์ประกอบหลกัของอาหารนั้นๆ ท่ีเป็นแหล่งในการแยกเช้ือในการผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ เช่น เช้ือ Ped. 
pentosaceus จากไวน์สามารถผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ไดจ้ากน ้ าตาลหลายชนิด คือ กลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส 
แต่ปริมาณพอลิแซคคาไรดท่ี์ผลิตจากน ้าตาลซูโครสจะสูงท่ีสุด (Manca de Nadra and Strasser de Saad, 1995) 

  วรารัตน์ วงศศุ์ภชาติ (2551) แยกเช้ือแบคทีเรียแลกติก W. confusa NH02 จากไส้กรอกอีสาน พบวา่ 
เช้ือสามารถผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ไดดี้เม่ือเล้ียงในอาหาร MRS (พีเอช 7.0) ท่ีประกอบดว้ยซูโครสความเขม้ขน้ 
40 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน และ Tryptone 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส พบวา่การผลิตเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์มีความสัมพนัธ์กบัการเจริญ โดยเช้ือมีการผลิตเอ็กโซพอลิแซค
คาไรด์ไดสู้งสุดท่ีเวลา 12 ชัว่โมงแรก เช่นเดียวกบัการเจริญ ซ่ึงวดัปริมาณเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตไดเ้ท่ากบั 
18.08 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอตัราการผลิตเท่ากบั 37.60 และเม่ือน าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์มาละลายในน ้ ากลัน่ให้มี
ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกัต่อปริมาตร) พบวา่ค่าความหนืดของสารละลายเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีไดอ้ยู่
ในช่วง 8,500-9,400 cP โดยท่ีเวลา 12 ชัว่โมงแรกของการเล้ียงเช้ือ ค่าความหนืดของสารละลายเอ็กโซพอลิแซคคา
ไรดท่ี์ไดมี้ค่าสูงสุดเท่ากบั 9,363 cP ซ่ึงมีค่ามากกวา่ Xanthan gum ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์(1,113 cP) และจาก
การวิเคราะห์หาน ้ าตาลท่ีเป็นองคป์ระกอบของเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์โดยใช ้HPLC พบวา่เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ี
ไดเ้ป็นพอลิแซคคาไรด์ชนิดโฮโมพอลิแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยกลูโคส ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Van der 
Meulen และคณะ (2007) ท่ีพบวา่ W. confusa หรือ W. cibaria 38.2 ท่ีแยกไดจ้าก Sourcream สามารถผลิตเอ็กโซพอลิ
แซคคาไรด์ชนิดโฮโมพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีกลูโคสเป็นองค์ประกอบไดเ้ท่ากบั 8.6 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาวิธีการ
ตกตะกอนเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ด้วยตวัท าละลาย 2 ชนิด คือ เอธานอลและอะซิโตน พบว่าการตกตะกอนดว้ย
เอธานอลต่อน ้ าหมกัในอตัราส่วน 0.5:1 สามารถตกตะกอนเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ไดม้ากท่ีสุด และจากการศึกษา
น ้ าหนกัโมเลกุลของเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์โดย Gel Permeation Chromatography (GPC) พบวา่เอ็กโซพอลิแซคคา
ไรดมี์น ้าหนกัโมเลกุลเฉล่ียเท่ากบั 1.13×106 

   Wang และคณะ (2008)  คัดแยกเ ช้ือ  Lb. kefiranofaciens ท่ีผลิตเอ็กโซพอลิแซค 
คาไรด์ไดจ้าก Tibet kefir grain พบว่าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีไดเ้ป็น Heteropolysaccharide และมีสมบติัเป็นสาร
ช่วยในการตกตะกอน (Flocculant) ใกลเ้คียงกบั Xanthan gum (Flocculation activity เท่ากบั 80 unit/ml) แต่ดีกวา่ 
Guar gum (Flocculation activity เท่ากบั 70 unit/ml) และมีจุดหลอมเหลวเท่ากบั 93.38 องศาเซลเซียส ซ่ึงต ่ากว่า 
Xanthan gum (153.4 องศาเซลเซียส) และ Guar gum (490.11 องศาเซลเซียส) 

  Freitas และคณะ (2009) ศึกษาสมบติัเอก็โซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจากเช้ือ Pseu. oleovorans NRRL 
B-14682 พบวา่ค่าความหนืดของสารละลายเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์มีค่าใกลเ้คียงกบั Guar gum และมีสมบติัเป็นสาร
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ช่วยในการตกตะกอน นอกจากน้ีพบวา่เอก็โซพอลิแซคคาไรดท่ี์ผลิตไดมี้สมบติัท าให้เกิดอิมลัชนัและมีความสามารถ
ในการข้ึนรูปเป็นฟิลม์ 

 1.1 ชนิดและสมบัติของเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ 

 การจ าแนกชนิดของเอก็โซพอลิแซคคาไรดอ์าศยัเกณฑใ์นการแบ่งไดด้งัน้ี 

 1.1.1  จ าแนกตามลกัษณะการสร้าง 

 ก า รผ ลิ ต เ อ็ ก โซพอ ลิ แซคค า ไ รด์ มี ค ว า ม สั มพัน ธ์ กับ โ ค ร งส ร้ า ง ข อ ง เ ซ ล ล์  ไ ด้ แ ก่  
เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีเป็นโครงสร้างภายนอกเซลล์ มี 2 รูปแบบ คือ ในรูปของแคปซูลท่ีอยู่รอบผนังเซลล์จะมี
ความหนาและคงรูป (Argira et al., 1992) และแบบท่ีสองอยูใ่นรูปของเมือกท่ีสร้างแลว้ถูกปล่อยออกมานอกเซลล์มี
ลกัษณะเหนียว รูปร่างไม่แน่นอน (วลิาวณัย ์เจริญจิระตระกลู, 2530) 

 1.1.2  จ าแนกตามมอนอเมอร์ แบ่งได ้4 ประเภท ดงัน้ี 

   1.1.2.1 พอลิแซคคาไรด์ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นสารอินทรีย ์สารอินทรียท่ี์พบ ไดแ้ก่ อะซิเตท ไพรูเวท 
เป็นตน้ โดยสารอินทรียเ์หล่าน้ีมีผลต่อประจุรวมบนโมเลกุลของพอลิแซคคาไรด์ และโครงสร้างของพอลิแซคคาไรด์
บางตวัพบวา่มีกรดอะมิโนเป็นองคป์ระกอบดว้ย (Sutherland, 1995) 

 1.1.2.2 พอลิแซคคาไรด์ท่ีมีฟอสเฟตเป็นองค์ประกอบ โดยจะอยู่ในรูปของ Phosphorylated 
exopolysaccharide โดยพบในผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวก (Sutherland, 1995)  

 1.1.2.3 โฮโมพอลิแซคคาไรด์ (Homopolysaccharide) เป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยโมโนแซค
คาไรด์เพียงชนิดเดียว เช่น เด็กซ์แทรน (Dextran) เป็นโฮโมพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีแอลฟา-กลูแคน เป็นองค์ประกอบ 
โดยเช้ือท่ีสามารถผลิตเด็กซ์แทรน คือ Leu. mesnteroides subsp. mesenteroides และ Leuc. mesenteroides subsp. 
dextranicum (De Vuyst and Degeest, 1999)  

 1.1.2.4 เฮทเทอโรพอลิแซคคาไรด์ (Heteropolysaccharide) เป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีประกอบดว้ยมอนอเมอร์
ต่างชนิดกนั  

 แบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตเฮทเทอโรพอลิแซคคาไรด์เป็นแบคทีเรียแลกติกในกลุ่มเทอร์โมฟิลิก 
(Thermophilic) ท่ี เจริญได้ท่ี อุณหภูมิ สูง เจริญเติบโตได้ดี ท่ี  45-80 องศาเซลเซียส เช่น Lb. acidophilus, 
S. thermophilus เป็นต้น และแบคทีเรียแลกติกกลุ่มมีโซฟิลิก (Mesophilic) ท่ีเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิปานกลาง 
เจริญเติบโตไดดี้ท่ี 20-50 องศาเซลเซียส เช่น Lac. lactis subsp. lactis, Lac. lactis subsp. cremoris เป็นตน้ (De Vuyst 
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and Degeest, 1999) โดยเฮทเทอโรพอลิแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากแบคทีเรียกลุ่มน้ีมีลกัษณะเป็นเมือกไม่คงรูป และผลิตเอ็ก 
โซพอลิแซคคาไรดไ์ดป้ริมาณนอ้ย และมีความยดืหยุน่นอ้ยกวา่พอลิเมอร์กลุ่มอ่ืน 

2.  ฟิล์มจากพอลเิมอร์ชีวภาพ (Film from biological polymers) 

 2.1 การเกดิฟิล์ม (Film formation) 

  ฟิล์มมีองค์ประกอบหลกั คือ พอลิเมอร์ท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลสูง (ประมาณ 104-106) ซ่ึงมีสมบติัเกิด
ฟิลม์ได ้ตวัท าละลายและสารเจือปนซ่ึงเติมลงไปเพื่อปรับปรุงสมบติัของฟิล์ม ในการเตรียมฟิล์มมีแรง 2 แรงท่ีเขา้มา
เก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ แรงโคฮีชนั (Cohesion) เป็นแรงระหวา่งพอลิเมอร์ดว้ยกนัเอง เกิดข้ึนระหวา่งการเกิดฟิล์ม ท าให้เกิด
การเช่ือมตวัของผิววตัถุเดียวกนัสร้างพนัธะท่ีแข็งแรง ซ่ึงช่วยป้องกนัหรือตา้นทานการแยกออกจากกนั ปัจจยัท่ีมีผล
ต่อแรงโคฮีชนั ไดแ้ก่ โครงสร้างและสมบติัทางเคมีของพอลิเมอร์ ระบบการละลายและสภาวะในการเตรียมฟิล์ม โดย
แรงโคฮีชนัมีความสัมพนัธ์กบัน ้ าหนกัโมเลกุล ความสม ่าเสมอของโครงสร้างสายโซ่ การแผ่ก่ิงกา้นสาขา และการ
กระจายของกลุ่มเคมีท่ีมีขั้วบนสายพอลิเมอร์ โดยสายพอลิเมอร์ท่ียาวจะท าใหเ้กิดการยึดเกาะกนัไดดี้ การกระจายของ
กลุ่มขั้วอย่างมีระเบียบในสายพอลิเมอร์จะช่วยให้เกิดพนัธะไฮโดรเจนและพนัธะไอออนิกระหว่างสายโซ่ท าให้มี
ความแข็งแรง การละลายของพอลิเมอร์ในการเตรียมฟิล์มยงัมีผลต่อแรงโคฮีชนั คือ ถา้โมเลกุลของพอลิเมอร์ละลาย
หรือคลายตวัไดม้ากท่ีสุด จะไดโ้ครงสร้างซ่ึงเช่ือมกนัดว้ยแรงโคฮีชนัท่ีมาก ฟิล์มท่ีไดมี้ความแข็งแรง ส่วนแรงอีกชนิด
หน่ึงคือแรงแอดฮีชนั (Adhesion) เป็นแรงระหวา่งโมเลกุลของพอลิเมอร์กบัสารอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเตรียมฟิล์ม ท า
ใหเ้กิดโครงร่างของฟิลม์ได ้เช่น แรงระหวา่งโมเลกุลของพอลิเมอร์กบัพลาสติไซเซอร์ ซ่ึงจะมีผลต่อสมบติัต่างๆ ของ
ฟิลม์เช่นกนั (Banker, 1966) 

  Xiao และคณะ (2000) ผสมไคโตซานกบัแป้งบุกแลว้ท าการข้ึนรูปแผน่ฟิล์มเพื่อปรับปรุงสมบติัเชิงกล 
และความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์มไคโตซาน พบวา่อตัราส่วนของฟิล์มไคโตซานกบัแป้งบุกท่ี 7:3 สามารถ
ผสมเขา้กนัไดดี้ท่ีสุด และแผน่ฟิลม์ท่ีไดมี้ความใสรวมทั้งมีสมบติัทางความร้อน ค่าความตา้นทานแรงดึงขาด (Tensile 
strength) และค่าการยดื ณ จุดขาด (Elongation at break) สูงท่ีสุดดว้ย 

  Li และคณะ (2006) ศึกษาลักษณะทางกลและทางกายภาพของฟิล์มท่ีเตรียมจาก  Konjac 
glucomannan และไคโตซาน พบวา่การใช ้ Konjac glucomannan ต่อไคโตซานในอตัราส่วน 80 ต่อ 20 ให้ฟิล์มท่ีมี
ความตา้นทานแรงดึงขาดมากท่ีสุด (102.8 ± 3.8 MPa) และมีความโปร่งใส สามารถละลายน ้ า และอตัราการซึมผา่น
ของไอน ้าท่ีดี จากการวเิคราะห์โครงสร้างของฟิล์มโดยเทคนิค Differential scanning calorimetry (DSC) และ Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา่ภายในโมเลกุลไคโตซานเช่ือมกบั Konjac glucomannan ดว้ยพนัธะ
ไฮโดรเจน 
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 Colla และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตฟิล์มแป้ง Amaranth จาก Amaranthus cruentus ร่วมกบักรด 
สเตียริก (Stearic acid) พบวา่กรดสเตรียริกช่วยเพิ่มสมบติัการป้องกนัการซึมผา่นของไอน ้ าเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ี
ไม่มีการเติมไลปิด (Tapia-Blacido et al., 2007) 

  Cheng และคณะ (2008) ศึกษาการเตรียมฟิลม์จากสารละลายอิมลัชนัของ Konjac glucomannan และ 
Carboxymethylcellulose ท่ีเติมและไม่เติมโปตสัเซียมไฮดรอกไซด์ พบวา่การเติมโปตสัเซียมไฮดรอกไซด์ ช่วยเพิ่ม
ความคงตวัของสารละลายอิมลัชนั เพราะโปตสัเซียมไฮดรอกไซด์ท่ีเติมจะไปท าปฏิกิริยากบั Palm olein lipid ท าให้
เกิดสารท่ีมีทั้งส่วนท่ีมีขั้ว (COO-) สามารถละลายไดใ้นน ้ าจะยื่นออกมานอกผิวของอนุภาคน ้ ามนัเพื่อละลายอยูใ่นน ้ า 
และส่วนท่ีไม่มีขั้วละลายไดใ้นอนุภาคน ้ามนั ดงันั้นจะท าใหอ้นุภาคน ้ามนัมีประจุลบเหมือนกนัหมดทุกอนุภาค ท าให้
น ้ ามนักระจายตวัแขวนลอยตวัอยูใ่นน ้ าเป็นอิมลัชนัท่ีมีความคงตวั และเม่ือเติม Palm olein lipid ลงในสารละลาย
อิมลัชนั พบวา่มีไลปิดขนาดเล็กแพร่กระจายเป็นเน้ือเดียวกนัภายในสารละลายอิมลัชนั ซ่ึงไลปิดน้ีช่วยเพิ่มสมบติัไม่
ชอบน ้าของฟิลม์ ท าใหค้วามสามารถในการซึมผา่นของไอน ้าผา่นฟิลม์ลดลง 

 Fabra และคณะ (2008) ศึกษาผลของโครงสร้างบริเวณผิวและผิวด้านในของฟิล์มจาก  Sodium 
caseinate ท่ีมีกลีเซอรอลและของผสมไลปิด คือ กรดโอลีอิก และข้ีผึ้ง โดยใชอ้ตัราส่วน โปรตีน:กลีเซอรอล:ไลปิด 
เท่ากบั 1:0.3:0.5 พบว่าฟิล์มควบคุม (ไม่มีไลปิด) มีความโปร่งใสและความมนัวาวสูงท่ีสุด ขณะท่ีไลปิดมีผลต่อการ
ทึบแสงและการสูญเสียความมนัวาวของฟิล์ม โดยเฉพาะเม่ือปริมาณข้ีผึ้งเพิ่มข้ึนในของผสมไลปิด เน่ืองจากเกิดการ
เกาะตวัของไลปิดบริเวณผวิหนา้และผวิดา้นในของฟิลม์ 

  Elizondo และคณะ (2008) ศึกษาสมบติัทางกลของฟิล์มท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพโดยการผสมแป้ง 
Amaranth จาก Amaranthus cruentus และ Polyvinyl alcohol (PVA) พบวา่ฟิล์มท่ีเติม PVA 325 ท่ีมีระดบัไฮโดร 
ไลซิสต ่า (98 เปอร์เซ็นต์) มีความยืดหยุ่น, ค่าการยืด ณ จุดขาด (89 เปอร์เซ็นต์) และลกัษณะการเปล่ียนรูปแบบ
ยืดหยุน่ (16.3 เปอร์เซ็นต์) ดีกวา่การใช ้PVA ท่ีมีระดบัไฮโดรไลซิสสูง (98.8 เปอร์เซ็นต)์ และพบวา่การเติม PVA 
ร่วมกบัแป้ง Amaranth ส่งผลให้สมบติัทางกล (ค่าตา้นทานแรงดึงขาดเท่ากบั 44.8 MPa และค่าการยืด ณ จุดขาด 
เท่ากบั 84.4 เปอร์เซ็นต)์ ของฟิลม์ดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิลม์ท่ีมีแป้ง Amaranth เพียงอยา่งเดียว (ค่าตา้นทานแรงดึง
ขาดเท่ากบั 5.8 MPa และค่าการยดื ณ จุดขาด เท่ากบั 13.8 เปอร์เซ็นต)์  

 Rao และคณะ (2010) ศึกษาการเตรียมฟิล์มจากไคโตซาน (CH) และ Guar gum (GG) ท่ีอตัราส่วน
ต่างๆ โดยใช ้GG ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0 ถึง 50 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) พบวา่การเติม GG ส่งผลให้สมบติัดา้น
ความโปร่งใสของฟิลม์มีการเปล่ียนแปลง แต่ไม่ส่งผลต่อการซึมผา่นของไอน ้ าผา่นแผน่ฟิล์ม และการเติม GG ความ
เขม้ขน้ 15 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) ส่งผลให้ค่าการซึมผา่นของออกซิเจนผา่นแผน่ฟิล์มมีค่าลดลง แต่มีค่าแรง
ตา้นทานแรงดึงขาดเพิ่มข้ึน  
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 Trinetta และคณะ (2011) ศึกษาสมบติัของฟิล์ม Pullulan ท่ีมีการผสมของสาร 4 ชนิด คือ Pullulan 
(Pul), Glycerin (Gly), Xanthan gum (Xa) และ Locust bean gum (Lb) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่ความเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมในการข้ึนรูปฟิลม์ Pullulan มากท่ีสุด คือ Pul เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร Gly เท่ากบั 10 กรัมต่อลิตร Xa เท่ากบั 
1 กรัมต่อลิตร และ Lb เท่ากบั 1 กรัมต่อลิตร โดยการผสมระหวา่ง Pul และ Gly จะส่งผลต่อสมบติัของฟิล์ม Pullulan 
ทั้งน้ีเน่ืองจากการสร้างพนัธะท่ีแขง็แรงระหวา่ง Pul-Gly และ Xa-Gly ซ่ึงผลจากการศึกษาน้ีสามารถน าฟิล์ม Pullulan 
ไปพฒันาเป็นบรรจุภณัฑส์ าหรับอาหารได ้ 

Chinnma และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตและสมบติัของฟิล์มโดยการผสมแป้งมนัส าปะหลงัและโปรตีนจากถัว่
เหลือง (SPC) ร่วมกบักลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่การเติม SPC และกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 30 และ 20 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ส่งผลใหค้วามเหนียวของฟิลม์ลดลง สีและลกัษณะปรากฏของฟิลม์ดีข้ึน นอกจากน้ียงัส่งผลต่อ
สมบติัทางกลของฟิล์ม คือ ค่าตา้นทานแรงดึงขาด ค่ามอดูลสัความยืดหยุน่ (Elastic modulus) และค่าการยืดเม่ือขาด
ของฟิลม์เพิ่มข้ึน ขณะท่ีความสามารถในการละลาย และค่าการซึมผา่นของไอน ้าผา่นแผน่ฟิลม์มีค่าลดลง   

   Rachtanapun และคณะ (2012) ศึกษาการเตรียมฟิล์ม Carboxymethyl cellulose (CMCd) ท่ีสกดัจาก

เปลือกทุเรียนดว้ยปฏิกิริยา Carboxymethylation โดยใชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (20-60 

กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร) พบวา่ฟิลม์ CMCd ท่ีผลิตไดจ้ากเปลือกทุเรียนท่ีสกดัดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 30 

กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร มีค่าตา้นทานแรงดึงขาด (140.77 MPa) และมีค่าการซึมผา่นของไอน ้ า (220.85 g/day m2) 

สูงสุด ส่วนค่าการยดืตวัเม่ือขาด มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งนยัส าคญั 

 2.2  วธีิการขึน้รูปแผ่นฟิล์ม  

 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มจากพอลิเมอร์ชีวภาพสามารถท าไดห้ลายวิธีข้ึนกบัวตัถุดิบท่ีใช ้และตอ้งมีการ
ควบคุมอุณหภูมิท่ีเหมาะสม เพื่อให้ฟิล์มไม่ข้ึนรูปเร็วเกินไป มิฉะนั้นผิวของฟิล์มจะขรุขระ และแตกง่าย (Banker, 
1966) วธีิการข้ึนรูปฟิลม์ท่ีส าคญั มีดงัน้ี 

 2.2.1  การขึน้รูปโดยใช้ตัวท าละลาย (Solvent casting) 

  การท าใหเ้กิดแผน่ฟิลม์โดยการน าสารละลายพอลิเมอร์ท่ีเตรียมเทลงในแบบหรือเบา้ แลว้ท าให้แห้ง
ดว้ยลมร้อน ฟิล์มพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีได้จะมีลกัษณะโปร่งแสง และส่วนใหญ่จะละลายน ้ าได ้(ข้ึนอยู่กบัชนิดของ 
พอลิเมอร์ชีวภาพ) อาจมีการเคลือบฟิล์มซ ้ าดว้ยสารท่ีมีสมบติัในดา้นการปรับปรุงคุณภาพฟิล์ม เช่น การเคลือบทบั
ดว้ยไขพาราฟิน เพื่อช่วยเพิ่มสมบติัในการป้องกนัการซึมผา่นของน ้าใหดี้ข้ึน (Zhong and Li, 2011) 

  Rao และคณะ (2010) เตรียมฟิลม์ไคโตซาน (CH) ผสมกบั Guar gum (GG) ท่ีอตัราส่วนต่างๆ ซ่ึงใช้
เทคนิคการเทหล่อจากสารละลายในการข้ึนรูปฟิล์ม โดยเตรียมสารละลาย CH ในกรดอะซิติกความเขม้ขน้เท่ากบั 1 
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เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) และเตรียมสารละลาย GG โดยละลาย GG ในน ้ ากลัน่ จากนั้นน าสารละลายทั้งสองมา
ผสมกนัท่ีอตัราส่วน 8.5:1.5 (โดยปริมาตร) และเทลงในเพลท Teflon พบวา่ ฟิล์มท่ีไดมี้ค่าการซึมผา่นของออกซิเจน
ต ่า และมีสมบติัทางกลของฟิลม์ท่ีดี 

  Rachtanapun และคณะ (2012) เตรียมฟิล์ม Carboxymethyl cellulose (CMCd) ท่ีสกดัจากเปลือก
ทุเรียนดว้ยปฏิกิริยา Carboxymethylation โดยใชส้ารละลาย NaOH ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ซ่ึงใชเ้ทคนิคการเทหล่อจาก
สารละลายในการข้ึนรูปฟิล์ม เตรียมสารละลาย CMCd  โดยละลาย CMCd ในน ้ ากลั่น แล้วน ามาให้ความร้อนท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แลว้เทสารละลาย
ฟิล์ม CMCd  ลงในเพลท Cellulose acetate พบวา่ฟิล์ม CMCd  ท่ีสกดัดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 30 กรัมต่อมิลลิลิตร มี
ค่าตา้นทานแรงดึงขาด (140.77 MPa) และมีค่าการซึมผา่นของไอน ้ าผา่นแผน่ฟิล์ม (220.85 g/day.m2) สูงสุด ส่วนค่า
การยดืตวัเม่ือขาดมีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั 

 2.2.2  การขึน้รูปโดยกระบวนการทางความร้อน (Thermal process) 

 Cunningham และคณะ (2000) เตรียมฟิล์มโปรตีนถัว่เหลืองท่ีผสมกลีเซอรอลโดยใชเ้ทคนิคการอดั
เบา้ร้อน พบวา่ สภาวะเหมาะสมท่ีใชใ้นการข้ึนรูปฟิลม์ คือ การกดอดัท่ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส ความดนั 10 MPa 
เป็นเวลา 2 นาที โปรตีนถัว่เหลืองเกิดการสลายตวัทางความร้อนท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 180 องศาเซลเซียส (Ogale et al., 
2000) สภาวะการข้ึนรูปดงักล่าวสามารถน ามาใชใ้นการข้ึนรูปแผน่ฟิลม์โปรตีนไอโซเลตจากเวยไ์ดเ้ช่นกนั โดยพบวา่ 
โปรตีนจากเวยเ์กิดการสลายตวัในสภาวะการกดอดัท่ีอุณหภูมิสูงเป็นเวลานานกวา่ 2 นาที 

 Sothornvit และคณะ  (2003) รายงานว่าแผ่นฟิล์มโปรตีนเวย์ท่ี เ ติมน ้ า เ ป็น 
พลาสติไซเซอร์ (ท่ีระดบั 30, 40 และ 50 เปอร์เซ็นตข์องน ้ าหนกัส่วนผสมทั้งหมด) ท่ีข้ึนรูปดว้ยเทคนิคการอดัเบา้มี
ลกัษณะแขง็เปราะและไม่ละลายน ้าในขณะท่ีแผน่ฟิลม์โปรตีนเวยท่ี์มีกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ (ท่ีระดบั 30, 40 
และ 50 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัส่วนผสมทั้งหมด) มีความยืดหยุน่ โดยความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์มข้ึนกบั
อุณหภูมิท่ีใชใ้นการข้ึนรูปฟิลม์  

 Sothornvit และ Songtip (2012) เตรียมฟิล์มแป้งจากกลว้ยและฟิล์มแป้งจากกลว้ยท่ีผา่นการดดัแปร
ท่ีผสมกลีเซอรอล โดยใชเ้ทคนิคการอดัเบา้ร้อน กดอดัท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที แลว้ให้ความ
ดนั 5 MPa เป็นเวลา 3 นาที พบวา่ฟิล์มแป้งจากกลว้ยท่ีผา่นการดดัแปรมีความสามารถในการละลายน ้ าสูงกวา่ฟิล์ม
แป้งจากกลว้ย ในขณะท่ีมีค่าตา้นทานแรงดึงขาดต ่ากวา่ 
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 2.3  สมบัติส าคัญของฟิล์มพอลเิมอร์ชีวภาพ  

 2.3.1  สมบัติทางเคมีเชิงฟิสิกส์ 

 2.3.1.1 ความหนา (Thickness) หมายถึง ระยะตั้งฉากระหว่างผิวหน้าทั้งสองของฟิล์ม มีหน่วยเป็น
ไมโครเมตร หรือมิลลิเมตร ความหนาของฟิลม์จะมีส่วนสัมพนัธ์กบัสมบติัอ่ืน เช่น การตา้นทานแรงดึงขาด อตัราการ
ซึมผา่นของไอน ้า เป็นตน้ 

 2.3.1.2 อตัราการซึมผ่านไอน ้ า (Water vapor transmission rate) คือ ปริมาณไอน ้ าท่ีซึมผ่านจาก
ผิวหนา้ไปยงัผิวอีกดา้นหน่ึงต่อหน่ึงหน่วยพื้นท่ีผิวฟิล์มในระยะเวลาท่ีก าหนด และภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมอุณหภูมิ 
และความช้ืนสัมพทัธ์ มีหน่วยเป็นน ้าหนกั/พื้นท่ี×เวลา 

 เม่ือค านวณอตัราการซึมผ่านของไอน ้ าเปรียบเทียบกบัผลต่างความดนัไอของแต่ละดา้นของฟิล์ม 
เรียกค่าน้ีว่า Water vapor permeance และเม่ือค านวณค่าน้ีของฟิล์มท่ีทดสอบผา่นความหนาของฟิล์ม เรียกค่าน้ีว่า 
Water vapor permeability หรือความสามารถในการซึมผา่นของไอน ้า (Guilbert, 1986) 

 2.3.1.3  อตัราการซึมผา่นก๊าซ (Gas transmission rate) คือ ปริมาณของก๊าซท่ีซึมผา่นจากผิวหนา้ไปยงั
ผิวอีกหนา้หน่ึงต่อหน่วยพื้นท่ีผิวฟิล์มในระยะเวลาท่ีก าหนด และภายใตผ้ลต่างของความดนั มีหน่วยเป็น ปริมาตร/
พื้นท่ี×เวลา โดยก๊าซท่ีซึมผา่นไดท่ี้ส าคญั เช่น ก๊าซออกซิเจน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซไนโตรเจน เป็นตน้ ซ่ึง
ก๊าซเหล่าน้ีเก่ียวขอ้งกบัอตัราการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น และอตัราการหายใจของผลิตภณัฑ์ท่ีห่อหุ้ม และเม่ือ
ค านวณหาอัตราการซึมผ่านของก๊าซผ่านความหนาของฟิล์มท่ีใช้ทดสอบ เรียกว่า Gas permeability หรือ
ความสามารถในการซึมผา่นของก๊าซผา่นฟิลม์ (Guilbert, 1986) 

 2.3.1.4  การละลายของฟิล์ม (Water solubility) คือ การค านวณเปอร์เซ็นต์น ้ าหนักของฟิล์มแห้ง
หลงัจากน าไปละลายน ้ าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยเปรียบเทียบกบัน ้ าหนกัฟิล์มเร่ิมตน้ก่อนท าการละลาย (Gontard et 
al., 1992)   

 2.3.2  สมบัติทางกล 

 2.3.2.1 ความตา้นทานแรงดึงขาด (Tensile strength) คือ ความเคน้ท่ีใชใ้นการดึงฟิล์มท่ีปลายขา้งใด
ขา้งหน่ึงของแผน่ฟิลม์ท่ีทดสอบท่ีมีความกวา้งคงท่ี จนแผน่ฟิล์มนั้นขาดภายใตส้ภาวะการทดสอบท่ีก าหนด มีหน่วย
เป็น นิวตนัต่อตารางเมตร การเติมพลาสติไซเซอร์ลงไปในโครงร่างตาข่ายมีผลท าให้ความตา้นทานแรงดึงขาดลดลง
เม่ือเทียบกบัฟิลม์ท่ีไม่ไดเ้ติมพลาสติไซเซอร์ (Guilbert, 1986) 
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 2.3.2.2 การยืดตวั (Elongation) คือ ร้อยละของระยะทางท่ีฟิล์มถูกยืดออกดว้ยแรงดึงจนขาดต่อความ
ยาวเดิม ถา้ความยืดของฟิล์มน้อย ฟิล์มมีลกัษณะเปราะ ไม่ยืดหยุ่น การเติมพลาสติไซเซอร์ท าให้ความแข็งแรงของ
พนัธะระหวา่งสายโซ่โมเลกุลลดลง แต่ส่งผลใหส้ายโซ่พอลิเมอร์เคล่ือนท่ีไดม้ากข้ึน 

3.  พลาสติไซเซอร์ (Plasticizer) 

 3.1  สมบัติและประเภทของพลาสติไซเซอร์ 

 พลาสติไซเซอร์ ตามนิยามของ IUPAC หมายถึง สารท่ีเขา้ไปรวมกบัพอลิเมอร์แลว้ช่วยเพิ่มความ
อ่อนตวั ความคงทนต่อการใชง้าน และการยืดตวั สมบติัของพลาสติไซเซอร์ท่ีส าคญั คือ ตอ้งรวมเป็นเน้ือเดียวกบัพอ
ลิเมอร์ท่ีใช้ท  าฟิล์ม โดยมีแรงระหวา่งโมเลกุลทั้งสองคลา้ยคลึงกนั มีจุดเดือดสูง ระเหยยาก ละลายในตวัท าละลายท่ี
ใชไ้ดดี้ นอกจากน้ีควรจะไม่มีสี กล่ิน รส ไม่เป็นพิษ และไม่ติดไฟ พลาสติไซเซอร์อาจแบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ 
ดงัน้ี 

 1. พลาสติไซเซอร์ภายนอก (External plasticizer) เป็นสารท่ีมีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า ระเหยไดย้าก 
สามารถผสมรวมตวัเขา้กบัพอลิเมอร์ไดดี้ โดยจะแทรกตวัระหวา่งสายโซ่โมเลกุล ท าให้อนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกุล
ของพอลิเมอร์ลดลง สายโซ่พอลิเมอร์จึงเคล่ือนท่ีไดง่้ายข้ึน (Pommet et al., 2005; Sothornvit and Krochta, 2005)  

 2. พลาสติไซเซอร์ภายใน (Internal plasticizer) เป็นสารท่ีเติมลงไปเพื่อท าหนา้ท่ีเป็นสารร่วมช่วยใน
การเกิดพอลิเมอร์ ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทางเคมีของพอลิเมอร์ (Guilbert et al., 1996) 

 3.2  ชนิดของพลาสติไซเซอร์ 

 ตวัอยา่งของพลาสติไซเซอร์ท่ีใชส้ าหรับเตรียมฟิลม์พอลิเมอร์ชีวภาพ ไดแ้ก่ 

 3.2.1  พอลิออล (Polyols) หรือ พอลิไฮดริกแอลกอฮอล์ เป็นอนุพนัธ์ุของน ้ าตาลซ่ึงมีหมู่คีโตนหรือหมู่แอลดี
ไฮด์ถูกแทนท่ีดว้ยหมู่ไฮดรอกซิล พอลิออลมีสมบติัคงทนต่อสารเคมี และความร้อนไดดี้จึงไม่สลายตวัง่าย สามารถ
ดูดซบั เก็บความช้ืน และละลายน ้าได ้

 Arvanitoyannis และคณะ (1998) เติมพอลิออลลงในฟิล์มท่ีเตรียมจากไคโตซานร่วมกบัเจลาติน 
พบว่าพอลิออลช่วยลดความเปราะของฟิล์มและเพิ่มสมบติัในการตา้นทานแรงดึง และความสามารถในการซึมผา่น
ของไอน ้าและก๊าซได ้

 Wu และคณะ (2010) เติมพอลิออลในฟิล์ม polyvinyl alcohol (PVA) พบวา่ การเติมพอลิออลช่วย
เพิ่มความสามารถในการยดืตวัและความแขง็แรงของฟิลม์ PVA ในขณะท่ีส่งผลใหส้มบติัการตา้นทานแรงดึงขาดของ
ฟิลม์ PVA ลดลง     
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 3.2.2  กลีเซอรอล (Glycerol) เป็นพอลิออลท่ีมีคาร์บอน 3 อะตอม มีสูตรเคมี C3H8O3 มีน ้ าหนกัโมเลกุล 92 มี
สมบติัเป็นของเหลวท่ีมีความหนืด เป็นตวัท าละลายอินทรียท่ี์น ้ ามนัสามารถละลายไดดี้พอสมควร ดูดความช้ืนจาก
อากาศไดป้านกลาง กลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ท่ีนิยมใชม้ากท่ีสุดในการเตรียมฟิลม์จากพอลิเมอร์ชีวภาพ 

 Tong และคณะ (2008) เติมกลีเซอรอลในฟิล์มท่ีเตรียมจากพอลิเมอร์ผสมระหว่าง Pullulan, 
Alginate และ Carboxymethycellulose พบวา่การเติมกลีเซอรอลลดการตา้นทานแรงดึงขาดของฟิล์ม เพิ่มค่าการยืดตวั 
ณ จุดขาด ลดความสามารถในการป้องกนัการซึมผา่นของไอน ้า แต่เพิ่มความสามารถในการละลายน ้าของฟิลม์ 

 Piermaria และคณะ (2009) เติมกลีเซอรอลในฟิล์มท่ีเตรียมจาก Kefiran พบว่า ฟิล์มท่ีไม่มี 
กลีเซอรอลมีลกัษณะเปราะและแข็ง โดยมีค่ามอดูลสัยืดหยุ่น (Elastic modulus) และค่าการตา้นทานแรงดึงขาดสูง
และมีการเปล่ียนรูปแบบยดืหยุน่ต ่า การเติมกลีเซอรอลท าใหค้่าการยดืตวัสูงข้ึน และใหค้วามยดืหยุน่ใกลเ้คียงกบัฟิล์ม
จากพอลิเมอร์สังเคราะห์ 

 Ghasemlou และคณะ (2011) เติมกลีเซอรอลในฟิล์มท่ีเตรียมจาก Kefiran พบวา่การเติมกลีเซอรอล
ท าให้ฟิล์ม Kefiran มีค่าตา้นทานแรงดึงขาดต ่า ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ฟิล์มสังเคราะห์ เช่น LDPE, Polyester และ Cellophane 
แต่ส่งผลให้ฟิล์ม Kefiran มีค่าการยืดตวัเม่ือขาดสูงข้ึน ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ฟิล์มสังเคราะห์ เช่น Polyester และ Cellophane 
นอกจากน้ีการเติมกลีเซอรอลส่งผลใหค้่าการซึมผา่นไอน ้าของฟิลม์ Kefiran มีค่าเพิ่มข้ึน   

 Matta และคณะ (2011) เติมกลีเซอรอลในฟิลม์ท่ีเตรียมจากแป้งถัว่เขียวร่วมกบั Xanthan gum พบวา่
การเติมกลีเซอรอลท าให้ความสามารถในการเกิดผลึกของฟิล์มลดลง และส่งผลต่อสมบติัทางกลของฟิล์ม คือ ท าให้
ฟิลม์มีค่าตา้นทานแรงดึงขาดลดลง แต่มีค่าการยดืตวัเม่ือขาดสูงข้ึน  

 3.2.3  ซอร์ บิทอล  (Sorbitol)  เ ป็นพอลิออล ท่ี มีคา ร์บอน  6 อะตอม  น ้ าหนักโม เลกุ ล  182  
ซอร์บิทอลละลายน ้ าไดดี้ สารละลายท่ีไดมี้ความหนืดต ่า เป็นสารละลายน ้ ามนัท่ีไม่ดี เม่ือใช้ความเขม้ขน้ของซอร์ 
บิทอล 30 ถึง 60 เปอร์เซ็นต ์สามารถรักษาความช้ืนและคงลกัษณะของความยดืหยุน่ของฟิลม์ไวไ้ด ้

 Ryu และคณะ (2002) ศึกษาผลของพลาสติไซเซอร์ 2 ชนิด คือ กลีเซอรอล และซอร์บิทอล ต่อ
สมบติัของฟิล์มจากแป้ง High-amylose corn พบวา่ค่าการซึมผา่นไอน ้ ามีค่าเพิ่มข้ึนเม่ือความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล
และซอร์บิทอลเพิ่มข้ึน แต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้เดียวกนั พบว่าค่าการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์มท่ีเติมซอร์บิทอลมีค่าต ่า
กวา่กลีเซอรอล ซ่ึงค่าการซึมผา่นไอน ้าของฟิล์มท่ีเติมพลาสติไซเซอร์ทั้งสองชนิดอยูใ่นช่วง 11.7×10-9-14.7×10-9 g/m 
s Pa 

 Srinivasa และคณะ (2007) ศึกษาผลของพลาสติไซเซอร์ 3 ชนิด คือ กลีเซอรอล ซอร์บิทอล และ 
พอลิเอธิลีนไกลคอล ต่อสมบติัของฟิล์มไคโตซาน พบวา่ค่าการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์มไคโตซานมีค่าลดลงเม่ือเติม 
กลีเซอรอล แต่มีค่าการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์มเพิ่มข้ึนเม่ือเติมซอร์บิทอล และพอลิเอธิลีนไกลคอล นอกจากน้ีการ
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เติมพลาสติไซเซอร์ทั้ง 3 ชนิด ส่งผลให้ค่าตา้นทานแรงดึงขาดของฟิล์มลดลง แต่ค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มมีค่า
เพิ่มข้ึน  

 Ehivet และคณะ (2011) ศึกษาผลของพลาสติไซเซอร์ 4 ชนิด คือ ซูโครส กลีเซอรอล ซอร์บิทอล 
และพอลิเอธิลีนไกลคอล ต่อสมบติัของฟิลม์แป้งมนัเทศ พบวา่การเติมซอร์บิทอลในฟิล์มแป้งมนัเทศส่งผลให้ฟิล์มมี
สมบติัดีท่ีสุด คือ มีค่าตา้นทานแรงดึงขาด ค่าการยืดตวัเม่ือขาด และการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์มมีค่าเท่ากบั 7.96 MPa, 
77.92 เปอร์เซ็นต ์และ 0.212 g/m s Pa ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัพลาสติไซเซอร์ชนิดอ่ืนๆ  
4.  การใช้ประโยชน์ของเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ในการผลติฟิล์ม  

 ปัจจุบนัมีการน าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตโดยจุลินทรีย์มาใช้ประโยชน์อย่างกวา้งขวางใน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมอาหาร เป็นตน้ โดยน าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์มาใชเ้ป็นตวัดูด
ซบัทางชีวภาพ และน าส่งยา เป็นตน้ (Bender et al., 1994: Lee et al., 1997: Sutherland, 1998)  

 เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีน ามาใช้ในอุตสาหกรรม ได้แก่ เด็กซ์แทรน (Dextran), แซนแทน 
(Xanthan), เจลแลน (Gellan), พูลลูแลน (Pullulan), กลูแคนจากยีสต์ (Yeast glucan) และอลัจิเนตจากแบคทีเรีย 
(Bacterial alginate) (De Vuyst and Degeest, 1999) มีการน าแซนแทนท่ีผลิตโดย Xan. campestris (Garciagaribay and 
Marshall, 1991) และเจลแลนท่ีผลิตโดย Pseu. elodea เติมลงในอาหารเพื่อปรับปรุงลกัษณะปรากฏของอาหารหลาย
ชนิด (Matsukawa and Watanable, 2007)  

 Peirmaria และคณะ (2009) เตรียมฟิล์มจาก Kefiran ซ่ึงเป็นเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจาก
จุลินทรียใ์น Kefir grain พบวา่ Kefiran สามารถข้ึนรูปเป็นฟิล์มไดท่ี้ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 5 ถึง 10 กรัมต่อกิโลกรัม และ
พบวา่การข้ึนฟิลม์โดยใช ้Kefiran ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 10 กรัมต่อกิโลกรัม สามารถลอกฟิลม์ออกจากเบา้ไดง่้ายท่ีสุด 
ฟิลม์ Kefiran สามารถละลายน ้าไดโ้ดยความสามารถในการละลายข้ึนกบัอุณหภูมิ  

 Freitas และคณะ (2009) ศึกษาลกัษณะของเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีผลิตจาก  Pseu. oleovorans 
NRRL B-14682 โดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ท่ีได้มีกาแลคโตสเป็น
องคป์ระกอบหลกั มีน ้ าหนกัโมเลกุลเฉล่ียเท่ากบั 1×106 ถึง 5×106 และพบวา่เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ยงัมีสมบติัท าให้
เกิดอิมลัชัน่และสามารถข้ึนรูปเป็นฟิลม์ (ไม่เติมพลาสติไซเซอร์)ได ้

  Alves และ คณะ (2011) เตรียมฟิล์มเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ (EPS) ท่ีผลิตจาก Pseu. oleovorans 
NRRLB-14682 พบวา่ EPS สามารถข้ึนรูปฟิลม์ได ้โดยฟิลม์ EPS ท่ีไดมี้ลกัษณะโปร่งใส ไม่ค่อยมีความยืดหยุน่ ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากมีค่าการยืดตวัเม่ือขาดต ่า และมีค่ามอดูลสัสูง ในขณะท่ีฟิล์มมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าสูง แต่มีค่าการซึมผา่น
ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซดต์ ่า  
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 Ghasemlou และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตและสมบติัของฟิล์ม Kefiran ซ่ึงเป็นเอ็กโซพอลิแซคคา
ไรด์ท่ีผลิตจากจุลินทรียใ์น Kefir grain ร่วมกบัพลาสติไซเซอร์ 2 ชนิด คือ กลีเซอรอล และซอร์บิทอล พบวา่การใช ้
กลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ใหส้มบติัของฟิลม์ดีกวา่ซอร์บิทอล และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอล ส่งผลให้
ฟิลม์มีความยดืหยุน่ และมีค่าการซึมผา่นไอน ้าสูงข้ึน แต่มีค่าตา้นทานแรงดึงขาดลดลง  

 Piermaria และคณะ (2011)  ศึกษาสมบัติของฟิล์ม  Kefiran ซ่ึงเป็นเอ็กโซพอลิ 
แซคคาไรด์ท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ใน Kefir grain ร่วมกับพลาสติไซเซอร์ 2 ชนิด คือ น ้ าตาล (กลูโคส ,  
กาแลคโตส และซูโคส) และพอลิออล (กลีเซอรอล และซอร์บิทอล) พบวา่การเติมพลาสติไซเซอร์ส่งผลใหส้มบติัของ
ฟิล์มดีข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่มีการเติมพลาสติไซเซอร์ (มีลกัษณะเปราะและแข็ง) ซ่ึงฟิล์ม Kefian ท่ีมีการ
เติมกลูโคสเป็นพลาสติไซเซอร์ให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ าต ่าท่ีสุด ในขณะท่ีฟิล์ม Kefian ท่ีมีการเติมกลีเซอรอลเป็นพลา
สติไซเซอร์ใหส้มบติัทางกลดีท่ีสุด  

  ปัจจุบนัวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตบรรจุภณัฑ์ เช่น ฟิล์ม ใชว้ตัถุดิบท่ียอ่ยสลายไดย้ากจึงส่งผลกระทบ
ต่อส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงเป็นปัญหาใหญ่ท่ีส่งผลต่อภาวะโลกร้อนในปัจจุบนั เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์จึงเป็นอีกทางเลือก
หน่ึงในการผลิตบรรจุภณัฑ์ชีวภาพ ท่ีสามารถรับประทานและ/หรือยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (Garcia et al., 1998: 
Sorrentino et al., 2007)    

5.  การเน่าเสียของอาหาร 

 การเน่าเสียของอาหาร คือ การท่ีอาหารมีการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนทั้งทางเคมีและทางกายภาพท าให้
อาหารมีกล่ิน รสชาติ สี และลกัษณะเน้ือสัมผสัท่ีเปล่ียนแปลงไป (ปรียา วิบูลเศรษฐ์, 2540) การเน่าเสียหรือการ
เส่ือมสภาพของอาหารมีดว้ยกนั 3 แบบ ไดแ้ก่ (1) การเน่าเสียทางกายภาพ เช่น การเห่ียวเน่ืองจากการสูญเสียน ้ า การ
ช ้ าของผลไม ้ (2) การเน่าเสียทางเคมี เช่น การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation) การเกิดปฏิกิริยาบราวนิง 
(Browning reaction) การยอ่ยสลายตวัเอง (Autolysis) และ (3) การเน่าเสียโดยจุลินทรีย ์เป็นตน้ 

 จุลินทรียมี์ความสัมพนัธ์กบัอาหารเม่ือมีการปนเป้ือนมาในอาหาร จุลินทรียบ์างชนิดสามารถเจริญ
ไดใ้นอาหารหรือบางชนิดไม่สามารถเจริญไดแ้ต่ไม่ตาย การปนเป้ือนของจุลินทรียท์  าให้อาหารเน่าเสียและเกิดโรค
อาหารเป็นพิษ จุลินทรียท่ี์มีบทบาทดงักล่าวน้ีไดแ้ก่ แบคทีเรีย เช้ือรา และยีสต์ (บุษกร อุตรภิชาติ, 2547) อาหาร
ประเภทต่างๆ เช่น อาหารทะเล เน้ือสัตว ์ ไข่ นม สามารถเกิดการเส่ือมเสียไดจ้ากแบคทีเรียหลายชนิดดว้ยกนั เช่น 
Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Vibrio, Salmonella, Staphylococcus, Corynebacterium, 
Escherichia, Micrococcus และ Streptococcus ผกัและผลไมส้ามารถเกิดการเส่ือมเสียไดจ้ากแบคทีเรียและเช้ือรา เช่น 
Erwinia, Bacillus, Escherichia, Botrytis และ Penicillium อาหารกระป๋องส่วนใหญ่มกัเกิดการเส่ือมเสียจาก 
Clostridium ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีทนอุณหภูมิสูงและสามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีไม่มีก๊าซออกซิเจน ยีสตเ์ป็นจุลินทรีย์
อีกชนิดหน่ึงท่ีสามารถเจริญไดดี้ในน ้ าผลไม ้ แยม ผลไมแ้ห้ง เช่น Saccharomyces, Schizosaccharomyces และ 
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Hansennula ท าให้เกิดกล่ินหมกัในอาหาร มีเมือกและฝ้าเกิดข้ึนบริเวณผิวหนา้อาหาร เกิดฟองก๊าซหรือความขุ่นใน
ผลิตภณัฑ์เคร่ืองด่ืม ในกรณีของเช้ือรา เช่น Penicillium นอกจากเป็นสาเหตุท่ีท าให้อาหารแห้ง  ผลิตภณัฑ ์
เบเกอร่ีและผกัผลไมเ้กิดการเน่าเสีย มีสีและกล่ินผิดปกติแลว้ ยงัสามารถสร้างสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อมนุษยไ์ดอี้ก
ดว้ย เช้ือราสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีความช้ืนเพียงเล็กน้อยและในสภาพท่ีค่อนขา้งเป็นกรด ท าให้เช้ือราเป็น
จุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดปัญหาทางอุตสาหกรรมอาหารเป็นอยา่งมาก (ปรียา วบิูลเศรษฐ,์ 2540) 

 5.1  แบคทเีรียทีม่ีบทบาทส าคัญในอาหาร 

 แบคทีเรียเป็นจุลินทรียพ์วกโพรคาริโอต (Prokaryote) จึงไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส (Nuclear membrane) 
แบคทีเรียมีขนาดเล็กมากจึงมองไม่เห็นดว้ยตาเปล่า โดยมีขนาดตั้งแต่ 0.5-5 ไมโครเมตร หรือบางชนิดอาจใหญ่กวา่น้ี 
สามารถพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติรวมทั้งในอาหาร และท าให้อาหารหลายชนิด เช่น ผกั ผลไม ้ แป้ง ไข่ นม และ
เน้ือสัตวเ์กิดการเน่าเสีย แบคทีเรียบางชนิดก่อโรคโดยการสร้างสารพิษในอาหาร เช่น สารพิษของเช้ือ S. aureus เป็น
ตน้ ตวัอย่างแบคทีเรียท่ีมีความส าคญัและพบได้ทัว่ไปในอาหาร ไดแ้ก่ Bacillus, Escherichia, Listeria และ 
Staphylococcus ซ่ึงมีรายละเอียดของแบคทีเรียแต่ละชนิดดงัน้ี 

 5.1.1  Bacillus 

   เซลล์มีรูปร่างท่อน ติดสีแกรมบวกแต่เม่ือมีอายุมากข้ึนจะติดสีแกรมผนัแปร (Gram variable) 
เคล่ือนท่ีไดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลา ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ เป็นเช้ือท่ีสร้างเอนโดสปอร์ (Endospore) ท่ีทนความ
ร้อนสูงและความแหง้ไดดี้ เช้ือ Bacillus ส่วนใหญ่ชอบเจริญในท่ีมีอุณหภูมิ 35-75 องศาเซลเซียส เป็นเช้ือท่ีมีบทบาท
ส าคญัในอาหาร มกัพบเช้ือน้ีในอาหารหลายชนิด เช่น ธญัพืชและผลิตภณัฑ์ (สุมณฑา วฒันสินธ์ุ , 2545) เช้ือบาง
ชนิดสามารถสร้างสารพิษก่อโรคทางเดินอาหารได ้เช่น B. cereus ซ่ึงสามารถเจริญไดใ้นขา้ว ผลิตภณัฑ์อาหารจ าพวก
แป้งท่ีมีความช้ืนสูงและผลิตภณัฑเ์น้ือ การสร้างสารพิษของเช้ือ B. cereus จะเกิดข้ึนเม่ือปริมาณเช้ือมากกวา่ 105 เซลล์
ต่ออาหาร 1 กรัม สารพิษถูกท าลายดว้ยความร้อนอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถ
สร้างเอนไซมโ์ปรตีนเนส (Protinase) ท าใหอ้าหารจ าพวกโปรตีนเน่าเสียได ้

 5.1.2  Escherichia 

   Escherichia จดัเป็นแบคทีเรียในตระกูล Enterobacteriaceae (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา 
สุวรรณพินิจ , 2547) เป็นแบคทีเรียรูปท่อนสั้น แกรมลบ สามารถสร้างสารสี (Pigments) เช่น สีเหลือง ส้ม แดง เม่ือ
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง เป็นเช้ือท่ีชอบเจริญในท่ีมีอุณหภูมิต ่ากวา่ 30 องศาเซลเซียส พบทัว่ไปตามธรรมชาติใน
อาหารประเภทผกั นม และเป็นสาเหตุให้เกิดการเน่าเสียในเน้ือสัตว ์เช่น เน้ือหมู (Lee et al., 2004) E. coli ไม่สร้าง
สปอร์ สามารถเคล่ือนท่ีได้ การเจริญตอ้งการอากาศแบบ Facultative anaerobe มีถ่ินท่ีอยู่ในล าไส้ของมนุษย ์
สัตวเ์ลือดอุ่น และสัตวปี์ก E. coli จดัอยูใ่นกลุ่มของแบคทีเรียโคลิฟอร์ม (Coliform bacteria) ซ่ึงใชเ้ป็นจุลินทรียด์ชันี 
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(Index microorganisms) บ่งช้ีการปนเป้ือนของอุจจาระในอาหารเน่ืองจากเป็นจุลินทรียป์ระจ าถ่ิน (Normol flora) ใน
ระบบทางเดินอาหารของคนและสัตวเ์ลือดอุ่น อาหารท่ีตรวจพบเช้ือโคลิฟอร์ม แสดงวา่อาหารนั้นไม่สะอาด อาจมีส่ิง
โสโครก เช่น อุจจาระลงไปปะปน และอาจมีเช้ือโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบทางเดินอาหารอาหารเจริญในอาหารนั้น ท า
ใหไ้ม่ปลอดภยัต่อการบริโภค 

 5.1.3  Listeria 

   Listeria เป็นแบคทีเรียรูปท่อนสั้ น เม่ือมีอายุน้อยจะติดสีแกรมบวก แต่เม่ือมีอายุมากข้ึนจะ
เปล่ียนเป็นแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ แต่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส (Catalase) ได ้ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ พบได้
ในนม เน้ือไก่ อาหารทะเล และน ้ า เป็นเช้ือก่อโรคในคนได ้(Rojas et al., 2007) เช่น เช้ือ Lis. monocytogenes ก่อโรค
อาหารเป็นพิษหรือโรค Listeriosis (McLauchlin et al., 2004) เกิดจากการรับประทานอาหารท่ีท าจากเน้ือสัตวแ์ละพืช
ท่ีมีเช้ือชนิดน้ีเขา้ไปท าให้เกิดโรคทางเดินอาหารและอาจรุนแรงจนถึงขั้นเสียชีวิต Lis. monocytogenes สามารถเจริญ
และเพิ่มจ านวนไดใ้นอาหารแช่เยน็ (Trivedi et al., 2008) แมว้า่จะมีการปนเป้ือนเพียงเล็กนอ้ย สามารถพบเช้ือชนิดน้ี
ไดท้ัว่ไปในสภาพแวดลอ้ม เช่น ดิน น ้ า ส่ิงโสโครก ซากพืช และจากล าไส้ของสัตวเ์ล้ียงรวมทั้งสัตวปี์กต่างๆ มีการ
ตรวจพบในอาหารท่ีปรุงไม่สุก เช่น นม ไข่ อาหารทะเลต่างๆ รวมทั้งปลา พืชผกัชนิดหวั โดยเฉพาะมนัฝร่ัง หวั
ผกักาดขาว อาจพบเช้ือน้ีในอาหารท่ีผ่านความร้อนแลว้ เช่น นมและผลิตภณัฑ์นมท่ีผ่านการพาสเจอร์ไรส์แลว้ 
รวมทั้งเน้ือปรุงส าเร็จ เป็นตน้ 

 5.1.4  Staphylococcus 

 Staphylococcus จดัอยูใ่นตระกูล Micrococcaceae (นงลกัษณ์ สุวรรณพินิจ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ, 
2547) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สามารถเคล่ือนท่ีได ้ อาจใชค้าร์โบไฮเดรตไดห้ลายชนิดโดยเฉพาะในสภาพท่ีมี
ออกซิเจน สร้างกรดแต่ไม่สร้างก๊าซภายใตส้ภาพท่ีไม่มีออกซิเจน มีการสร้างเอนไซมแ์ละสารพิษท่ีขบัออกนอกเซลล์ 
ตอ้งการอากาศแบบ Facultative anaerobe อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยูร่ะหวา่ง 40-45 องศาเซลเซียส ส่วน
อุณหภูมิท่ีเจริญไดอ้ยูร่ะหวา่ง 7-47.8 องศาเซลเซียส (Smith et al., 1983) ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยูร่ะหวา่ง 
7.0-7.5 ค่าพีเอชท่ีเจริญไดอ้ยูร่ะหวา่ง 4.2-9.3 พบตามผิวหนงั รูขุมขน และตามเยื่อบุของสัตวเ์ลือดอุ่น มีหลายสาย
พนัธ์ุท่ีเป็นเช้ือโรค เช่น S. aureus จะก่อใหเ้กิดโรคทางเดินอาหาร โดยสร้างสารพิษออกมา เม่ือมีผูรั้บประทานอาหาร
ท่ีมีสารพิษนั้นโดยไม่จ  าเป็นตอ้งไดรั้บเช้ือเขา้ไปจะท าใหมี้อาการป่วยได ้

 เน่ืองจาก S. aureus เป็นแบคทีเรียท่ีพบไดต้ามส่วนต่างๆของร่างกายมนุษย ์เช่น จมูก มือ แผลเร้ือรัง 
ผวิหนงั รวมทั้งบนเส้ือผา้ อากาศ และฝุ่ นละออง (สุมณฑา วฒันสินธ์ุ, 2542) จึงมีโอกาสท่ีแบคทีเรียชนิดน้ีจะแพร่จาก
มนุษยแ์ละสัตวล์งสู่อาหารได ้การปนเป้ือนในอาหารมาจากการไอ จาม หรือการไดรั้บเช้ือจากผิวหนงั หรือไดรั้บเช้ือ
จากอาหารภายหลงัผา่นการพาสเจอร์ไรส์ อาหารท่ีไม่ผา่นการหุงตม้หรืออาหารสุกๆ ดิบๆ สารพิษท่ีเกิดจากเช้ือชนิด
น้ีสามารถทนความร้อนได ้72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที และ 143.3 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 9 วินาที สารพิษท่ี
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ผลิตจากเช้ือชนิดน้ีไม่ท าให้รูปสัมผสัของอาหารมีการเปล่ียนแปลงใดๆ เม่ือรับประทานอาหารท่ีมีสารพิษเขา้ไปเป็น
เวลาประมาณ 1-6 ชัว่โมง จะมีอาการเป็นพิษเกิดข้ึน เน่ืองจากสารพิษไปออกฤทธ์ิท่ีเยื่อบุล าไส้ท าให้เกิดอาการ
คล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง และทอ้งเดิน (Evenson et al., 1988) อาหารท่ีพบเช้ือน้ี คือ อาหารท่ีท าดว้ยแป้ง ขนมปังท่ีมี
ครีมหรือคสัตาร์ด ขนมหวานต่างๆ แฮม เน้ือสัตว ์และสัตวปี์ก เป็นตน้ 

 5.2  การเน่าเสียของเนือ้สัตว์ 

 เน้ือสัตวมี์พีเอช (pH) Water activity (aw) และสารอาหารเหมาะกบัการเจริญของจุลินทรียทุ์กชนิดจึง
เน่าเสียไดง่้าย โดยเฉพาะบริเวณผวิหนา้ของเน้ือจะเน่าเสียก่อนส่วนอ่ืนเน่ืองจากแบคทีเรียท่ีตอ้งการอากาศเป็นส าคญั 
เน้ือก้อนโตการเน่าเสียภายในจะเกิดท่ีบริเวณรอบๆ กระดูกก่อน ท าให้เน้ือเปร้ียว แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุได้แก่ 
แบคทีเรียในจีนสั Clostridium และEnterococcus ส่วนเน้ือท่ีหั่นเป็นช้ินๆ การเน่าเสียมกัเกิดบริเวณผิวหนา้ของช้ิน
เน้ือ เม่ือเน้ือเร่ิมเน่าเสีย บริเวณผิวจะล่ืนเพราะเกิดเมือกข้ึน โดยเน้ือจะเร่ิมมีกล่ินผิดปกติ เม่ือตรวจจะพบจุลินทรียท่ี์
ตอ้งการอากาศบนผิวหน้าไดป้ระมาณ 7 logCFU/cm2 ถึง 7.5 logCFU/cm2 และเน้ือเร่ิมจะเกิดเมือกเม่ือตรวจนบั
จุลินทรียบ์นผิวหนา้ได้ 7.5 logCFU/cm2 ถึง 8 logCFU/cm2 การเกิดเมือกบนเน้ือสดเป็นปัญหาการเน่าเสียของเน้ือท่ี
เก็บในตูเ้ยน็มากท่ีสุด ลกัษณะน้ีเรียกวา่เกิด Biofilm ข้ึน (Parsek et al., 2008)  

 แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุส าคญัใหเ้น้ือสัตวเ์น่าเสีย เช่น Pseudomonas (Coates et al., 1995) ซ่ึงสามารถ
ผลิตเอนไซม์โปรติเอสและเอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์ไดท่ี้อุณหภูมิต ่า และเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิต ่า เช่น Pseu. 
fluorescens แบคทีเรียพวกน้ีจึงมีบทบาทส าคญัในการท าให้เน้ือสัตวท่ี์เก็บท่ีอุณหภูมิต ่าเกิดการเน่าเสีย (Lebert et al., 
1998) นอกจากน้ียงัมีความสามารถในการสร้างสารเมือกท่ีบริเวณผิวหน้าอาหาร เช่น การเกิดเมือกท่ีผิวเน้ือท่ีเก็บใน
สภาพมีออกซิเจน และเก็บไวใ้นท่ีมีความช้ืนสูง อุณหภูมิต ่า 

 Sakala และคณะ (2002) ศึกษาการเปล่ียนแปลงของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของเน้ือววั
แช่เยน็ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 สัปดาห์ พบแบคทีเรียทั้งหมด 14 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Bro. 
thermosphacta, Car. divergens, Car. piscicola, Lb algidus, Lactobacillus sp., Lac. piscium, Leu. gelidum, 
Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Corynebacterium, Enterobacteriaceae, Pseudomonas และ Psychrobacter โดย
เช้ือ Leu. gelidum, Lac. piscium และ Lb. algidus จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนจาก 5×103 CFU/g เป็น 108 CFU/g ในช่วง 3 
สัปดาห์แรกของการเก็บรักษา ในขณะท่ีเช้ือ Car. divergens และ Car. piscicola จะมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 5×107 CFU/g 
หลงัการเก็บรักษา 3 สัปดาห์ ส่วนเช้ือ Bro. thermosphacta สามารถตรวจพบในช่วง 2 สัปดาห์แรกของการเก็บรักษา
เท่านั้น ซ่ึงมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 7×105 CFU/g  

 Olsson และคณะ (2003) เปรียบเทียบสายพนัธ์ุของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของเน้ือหมู
ก่อนและหลงัการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction 
(PCR) พบว่าเน้ือหมูก่อนการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบแบคทีเรียทั้งหมด 3 สายพนัธ์ุ ได้แก่ 
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Acinetobacter, Staphylococcus และ Macrococcus และหลงัจากเก็บรักษาเน้ือหมูท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 วนั สามารถตรวจพบแบคทีเรียทั้งหมด 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Pseudomonas, Aeromonas และ Acinetobacter  

 Ercolini และคณะ (2006) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุให้เน้ือววั
เกิดการเน่าเสียกบัการเก็บรักษาเน้ือววัในสภาวะต่างๆ 3 สภาวะไดแ้ก่ (1) มีอากาศ (MAP1) (2) มี O2 60 และ CO2 40 
เปอร์เซ็นต ์ (MAP2) และ มี O2 20 และ CO2 40 เปอร์เซ็นต์ (MAP3) โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 14 วนั โดยใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction-denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) และ
การตรวจนบัเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือ R. aquatilis, Rahnella spp., Pseudomonas spp., และ 
Car. divergens ในสภาวะการเก็บรักษาแบบ MAP1 และตรวจพบเช้ือ Pseudomonas spp. และ Lb. sakei  ในสภาวะ
การเก็บรักษาแบบ MAP2 ในขณะท่ีตรวจพบเช้ือ Rahnella spp. และ Lb. sakei ในสภาวะการเก็บรักษาแบบ MAP3  

 Li และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของเน้ือหมูแช่
เยน็ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2, 4 และ 7 วนั โดยใชเ้ทคนิค PCR-DGGE พบวา่ในวนัท่ี 7 ความ
หลากหลายของแบคทีเรียลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัวนัท่ี 2 โดยพบแบคทีเรียทั้งหมด 9 สายพนัธ์ุ คือ Arthrobacter sp., 
Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Moraxella sp., Pseudomonas sp., Lactobacillus sp., Aeromonas sp., 
Acinetobacter sp., Bro. thermosphacta และแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย คือ 
Pseudomonas  sp. และ Bro. thermosphacta 

 Liu และคณะ (2006) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุให้เน้ือหมูเกิด
การเน่าเสียกบัการเก็บรักษาเน้ือหมูท่ีสภาวะต่างๆ พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือ Bro. thermosphacta และ Coliforms ใน
ทุกสภาวะท่ีเก็บรักษาเน้ือหมู คือ -2, 4 และ 10 องศาเซลเซียส มีอากาศและไม่มีอากาศ แต่ Pseudomonas จะเจริญใน
สภาวะท่ีมีอากาศเท่านั้ น เพราะเป็นแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนในการเจริญ โดย Bro. thermosphacta, 
Pseudomonas และ Coliforms จะมีการเจริญสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีอากาศในการเก็บรักษา
เน้ือหมู 

 Jiang และคณะ (2011) ศึกษาแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าให้เกิดการเน่าเสียของเน้ือหมูแช่
เยน็ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั โดยใชเ้ทคนิค PCR-DGGE และ Real-time PCR พบวา่
การใชเ้ทคนิคทั้ง 2 เทคนิค สามารถบ่งช้ีไดว้า่เช้ือ Pseudomonas เป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าให้เน้ือหมู
แช่เยน็เน่าเสีย  

 Pennacchia และคณะ (2011) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุให้เน้ือ
ววัแช่เย็นเกิดการเน่าเสียกับการเก็บรักษาเน้ือววัท่ีสภาวะต่างๆ (มีอากาศและระบบสุญญากาศ) โดยเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั โดยใช้เทคนิค PCR-DGGE และการสกดัดีเอ็นเอของเช้ือทั้งหมดจาก
อาหารเล้ียงเช้ือ (Bulk cells extraction) พบวา่สามารถตรวจพบเช้ือแบคทีเรีย 5 สายพนัธ์ุ คือ Pseudomonas spp., Car. 
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divergens, Bro. thermosphacta, Rahnella spp. และ Ser. grimesii ในวนัท่ี 0 ของการเก็บรักษา และผลจากการสกดั 
DNA จากเน้ือววัโดยตรงกบัการสกดั DNA จากตวัเซลล์บนอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ สามารถตรวจพบเช้ือแบคทีเรียท่ีมี
สายพนัธ์ุแตกต่างกนั คือ สามารถตรวจพบเช้ือ  Photobacterium spp. จากการสกดั DNA จากเน้ือววัโดยตรง ในขณะท่ี
ตรวจพบเช้ือ Ser. grimesii, Rhanella spp. และ Leuconostoc spp. จากการสกดัดีเอน็เอของเช้ือทั้งหมดจากอาหารเล้ียง
เช้ือ นอกจากน้ีการเก็บรักษาเน้ือววัแช่เย็นในระบบสุญญากาศส่งผลให้ปริมาณเช้ือ Bro. thermosphacta, 
Pseudomonas spp. และ Enterobacteriaceae มีปริมาณลดลง แต่ไม่ส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรียแลกติก  

6.  สารยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

 ผลิตภณัฑ์อาหารส่วนใหญ่เกิดการเส่ือมคุณภาพภายหลงักระบวนการเก็บเก่ียว และก่อนการเก็บ
รักษาเน่ืองจากอาหารนั้นมิไดมี้การน ามาแปรรูปเพื่อท าลายจุลินทรียท่ี์อาจปนเป้ือนมา หรือท าลายปฏิกิริยาทางเคมีท่ีมี
อยูใ่นอาหารนั้นๆ ดว้ยกรรมวธีิท่ีถูกตอ้งเสียก่อน หรือมิไดใ้ชภ้าชนะบรรจุและวิธีการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมกบัอาหาร
ชนิดนั้นๆ เม่ือมีการเก็บอาหารนั้นไวเ้ป็นเวลานานจึงท าให้อาหารนั้นเส่ือมคุณภาพหรือเน่าเสียได ้ ซ่ึงลกัษณะการ
เส่ือมคุณภาพหรือเน่าเสียของอาหารแสดงให้เห็นจากการท่ีอาหารมีกล่ิน รส ลกัษณะเน้ือสัมผสั หรือลกัษณะปรากฏ
ของอาหารผิดปกติไป เน่ืองจากการเน่าเสียของอาหารส่วนใหญ่มกัเกิดจากจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนมาในอาหาร การใช้
สารย ับย ั้ งจุลินทรีย์จึงเป็นวิธีการหน่ึงท่ีช่วยลดการเน่าเสียของอาหารจากจุลินทรีย์ได้ สารย ับย ั้ งจุลินทรีย ์
(Antimicrobial agents) เป็นสารประกอบเคมีหรือของผสมของสารประกอบเคมีท่ีใชเ้ติมลงในผลิตภณัฑ์อาหาร  เพื่อ
ชะลอการเน่าเสียหรือช่วยยืดอายุการเก็บของอาหาร หรือเพื่อยบัย ั้งการเจริญหรือท าลายจุลินทรียช์นิดท่ีก่อโรคและ
จุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดการเส่ือมเสียของอาหาร (ศิวาพร ศิวเวชช , 2546) 
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Table 1.  Potential antimicrobial agents for antimicrobial food packaging systems. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ท่ีมา: Han (2005) 

 

 สารยบัย ั้งจุลินทรียห์ลายชนิดสามารถน ามาเติมลงในวสัดุทางการบรรจุหรือบรรจุภณัฑ์อาหารเพื่อ
สร้างระบบบรรจุยบัย ั้งจุลินทรียข้ึ์น Table 1 แสดงตวัอยา่งสารยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยแบ่งแยกประเภทตามกลุ่มต่างๆ สาร
ยบัย ั้งจุลินทรียใ์นกลุ่มสารสังเคราะห์ท่ีไดรั้บความนิยมน ามาใชม้ากท่ีสุดไดแ้ก่ กรดอินทรีย ์และสารฆ่ารา เน่ืองจากมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์ดีเม่ือเปรียบเทียบกบัราคาต่อหน่วย แต่เน่ืองจากในปัจจุบนั
ผูบ้ริโภคนิยมบริโภคอาหารท่ีมีส่วนประกอบจากวตัถุดิบจากธรรมชาติ ท าให้การน าสารยบัย ั้งจุลินทรียส์ังเคราะห์มา

Classes Antimicrobial agents 
Organic acids      
 Acid salts  
Acid anhydrides 
 Para benzoic  acids 
Alcohol 
Bacteriocins  
Fatty acids  
Fatty acid esters  
Chelating agents  
Enzymes  
Metals 
Antioxidant Antibiotic  
Fungicides  
Sanitizing gas  
 
Sanitizers  
Polysaccharide  
Phenolics 
Plant volatiles 
Plant/ spice extracts  
Probiotics  

Acetic acid, benzoic acids, lactic acid, citric acid, malic acid, propionic acid 
Potassium sorbate, sodium benzoate 
Sorbic anhydride, benzoic anhydride  
Propyl paraben, methyl paraben, ethyl paraben  
Ethanol  
Nisin, pediocin, subtilin, lacticin 
Lauric acid, palmitoleic acid  
Glycerol mono-laurate 
EDTA, citrate, lactoferrin  
Lysozyme, glucose oxidase, lactoperoxidase 
Silver, copper, zirconium 
 BHA, BHT, TBHQ, irons salts  
Natamycin  
Benomyl, imazalil, sulfur dioxide, ozone, chlorine dioxide, carbon dioxide  
Cetyl pyridinium chloride, acidified NaCl, triclosan  
Chitosan  
Catechin, cresol, hydroquinone  
Cinnamaldehyde, eugenol, linalool, terpineol, thymol, carvacrol, pinene  
Grape seed extract, grapefruit seed extract, hop beta acid, brassica erucic 
acid oil, rosemary oil, oregano oil, basil oil, other herb/spice extracts  
Lactic acid bacteria      
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ใช้ในอาหารมีการเปล่ียนแปลงในอตัราท่ีลดลง  และเร่ิมหันมานิยมใช้สารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากธรรมชาติมากข้ึน 
(Davidson, 1997) เช่น สารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากพืชสมุนไพรและเคร่ืองเทศ แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) หรือ
เอนไซม ์การน าสารยบัย ั้งจุลินทรียม์าใชใ้นผลิตภณัฑ์อาหาร ยา เคร่ืองส าอางและบรรจุภณัฑ์ ตอ้งไดรั้บการอนุญาต
และเป็นไปตามขอ้ก าหนดตามกฎหมายของแต่ละประเทศในการจ ากดัปริมาณการใช้เพื่อให้เกิดความปลอดภยัต่อ
ผูบ้ริโภค เช่น ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทยก าหนดปริมาณการใชไ้นซินเป็นวตัถุกนัเสียใน
อาหารไม่เกิน 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม หรือไม่เกิน 255 ppm ในผลิตภณัฑ์เนยแข็งซ่ึงก าหนดโดย U.S. FDA (U.S. 
food and drug administration) ส าหรับไทมอลและยจีูนอลไดรั้บการยอมรับวา่ปลอดภยั (Generally recognized as 
safe, GRAS) ให้สามารถใชใ้นอาหารได้ แต่ยงัไม่มีการก าหนดปริมาณการใชโ้ดย U.S. FDA (Burt, 2004) สารยบัย ั้ง
จุลินทรียท่ี์พบวา่มีการน ามาใชใ้นทางการคา้กบัอาหารประเภทต่างๆ แสดงใน Table 2   

 สารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ต่ละชนิดแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์แตกต่างกนั
ข้ึนอยูก่บักลไกการท างานของสารและสรีรวิทยาของจุลินทรีย ์ สารยบัย ั้งจุลินทรียบ์างชนิดแสดงการยบัย ั้งการเจริญ
ของจุลินทรียโ์ดยขดัขวางกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์  ในขณะท่ีบางชนิดท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงใน
โครงสร้างของผนงัเซลลห์รือเยือ่หุม้เซลล์ เน่ืองจากสารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีประสิทธิภาพท่ีแตกต่างกนั การใช้
สารยบัย ั้งจุลินทรียม์ากกว่าหน่ึงชนิดร่วมกนัอาจแสดงลกัษณะการเสริมฤทธ์ิซ่ึงกนัและกนัได ้ ดงันั้นการเลือกชนิด
และปริมาณของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมอาจเพิ่มความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์
ใหสู้งข้ึนได ้(Han, 2003) 

7.  สารยบัยั้งจุลนิทรีย์จากธรรมชาติและการประยุกต์ใช้ในฟิล์มและบรรจุภุณฑ์ 

 สารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ใชใ้นปัจจุบนัมีอยูม่ากมาย มกัใชก้นัในอาหาร ยารักษาโรค และเคร่ืองส าอาง 
โดยแหล่งของสารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากธรรมชาติ ไดแ้ก่ พืช สัตว ์และจุลินทรียบ์างชนิด (Davidson and Zivanovic, 
2003) สารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการต่อตา้นเช้ือแตกต่างกนัจึงส่งผลต่อจุลินทรียไ์ม่เหมือนกนั 
ไม่มีสารยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดใดท่ีสามารถต่อตา้นจุลินทรียไ์ดทุ้กชนิด จึงควรเลือกสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์หเ้หมาะสมต่อ
เช้ือเป้าหมายท่ีตอ้งการยบัย ั้ง ส่ิงส าคญัท่ีควรพิจารณา คือ ชนิดเช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมาย และลกัษณะกลไกการท างาน
เพื่อต่อตา้นเช้ือจุลินทรียข์องสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์(Han, 2003) ตวัอยา่งสารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากธรรมชาติท่ีมีการศึกษา
และน าไปใชใ้นการยบัย ั้งเช้ือในผลิตภณัฑอ์าหารบางชนิด ดงัน้ี 
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Table 2.   Antimicrobial agents for preservation and shelf-life extension of foods. 

Antimicrobials Meat/poultry Dairy Seafood Product Bakery Beverage Minimally 

processed 

Organic acids 

and their salts 

 

 

 

Ethanol 

 

 

Bacteriocins 

 

 

 

Enzymes 

 

 

 

Chelating 

Agent 

Fungicides 

 

 

Sanitizers 

 

Fresh meat 

Sausage 

Ham 

Chicken 

 

 

 

 

Fresh meat 

Sausage 

Ham 

Chicken 

Fresh meat 

Sausage 

Ham 

Chicken 

Fresh meat 

Sausage 

Ham 

Chicken 

 

Fresh meat 

Chicken 

 

Cheese 

 

 

 

 

 

 

 

Cheese 

 

 

 

Cheese 

 

 

 

Cheese 

 

 

 

 

 

 

Fish 

Shellfish 

 

Fish 

Shellfish 

 

 

Fish 

Shellfish 

 

 

Fish 

Shellfish 

 

 

 

Fish 

Shellfish 

 

Fruits 

Vegetable 

Jam/jelly 

 

 

 

 

 

Nuts 

 

 

 

 

 

 

 

Fruits 

Jam/jelly 

Citrus 

Berries 

Nuts 

Fruits 

Vegetables 

 

 

 

 

 

 

Bread 

Cake 

Cookies 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fruit 

juice 

Wine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fruit 

juice 

 

 

Precut salad 

Noodles 

Pasta 

Steamed rice 

Sauce 

Noodles 

Pasta 

Sandwiches 

Ham/Egg- 

Sandwiches 

 

 

Ham/Egg- 

sandwiches 

Meatball 

pasta 

Precut fruits 

Sauce 

 

 

 

Precut salad 

 

ท่ีมา: Han (2005) 
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 Table 2. (Cont.)  

Antimicrobials Meat/poultry Dairy Seafood Product Bakery Beverage Minimally 

processed 

Volatile 

essential oils 

 

 

 

 

 

Spices 

 

 

 

 

 

Probiotics 

 

 

 

Oxygen 

scavengers 

Fresh and 

processed 

meats 

Ground beef 

Chicken 

Nugget 

 

Fresh and 

processed 

meats 

Fresh 

and cooked 

chicken 

Fresh and 

processed 

meats 

Cured meat 

Fresh and 

processed 

meats 

Ground beef 

Dried meats 

Chicken 

Shredded 

 cheese 

 

 

 

 

 

Cheese 

 

 

 

 

 

Cheese 

Yogurt 

 

 

Shredded 

 cheese 

Fish 

Shellfish 

Dried 

fish 

 

 

 

Fish 

Shellfish 

Dried 

Fish 

 

 

 

 

 

 

Dried 

fish 

 

Berries 

Nuts 

Jam/ jelly 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fermented 

Vegetables 

 

 

Nuts 

Jam/jelly 

Bread   

Cakes 

Cookies 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bread 

Cakes 

Cookies 

Fruit 

 juice 

 

 

 

 

 

Fruit 

 juice 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fruit 

Juice 

Wine 

Noodle 

Pasta 

Steamed rice 

Sandwiches 

Hamburgers 

Precut salad 

Sauce 

Noodles 

Pasta 

Steamed rice 

Sandwiches 

Sauce 

 

Deli mix 

 

 

 

Noodles 

Pasta 

Steamed rice 

Sandwiches 

Sauce 

Hamburgers 

ท่ีมา: Han (2005) 
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 7.1  สารยบัยั้งจุลนิทรีย์ทีผ่ลติโดยแบคทเีรียแลกติก  

 แบคทีเรียแลกติกมีความสามารถในการสร้างสารท่ีมีผลในการต่อตา้นจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ หลายชนิด
จากกระบวนการหมกัโดยลดปริมาณคาร์โบไฮเดรต ท าให้เกิดกรดอินทรียท่ี์มีขนาดโมเลกุลเล็ก เช่น กรดแลกติก 
กรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิก และสารอ่ืนๆ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์, ไดอะซีติล 
(Diacetyl) และสารโมเลกุลต ่า เช่น Reuterin, Reutericyclin, 2-Pyrrolidone-5-carboxylic acid และแบคเทอริโอซิน 
(Bacteriocin) ซ่ึงแบคเทอริโอซินเป็นสารประเภทโปรตีนมีผลยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียท่ี์มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ด
กบัแบคทีเรียท่ีสร้างแบคเทอริโอซินนั้นๆ (สุรียรั์ตน์ เงินดวง, 2545; Ouwehand and Vesterlund, 2004) 

 ตวัอยา่งของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลกติก ไดแ้ก่ ไนซิน เป็นสารประกอบพอลิเปปไทด์ท่ี
ผลิตจากเช้ือ Lac. lactis spp. lactis บางสายพนัธ์ุ กระบวนการสังเคราะห์ไนซินเร่ิมตน้จากเปปไทด์เกิดการ
เปล่ียนแปลงรูปแบบดว้ยการ Dehydration ของ Serine และ Threonine ไปเป็นกรด Didehydroalanine และ 
Didehydroaminobutyric จากนั้นมีการเติมหมู่ Cysteine sulfhydryl แบบ Stereospecific เพื่อสร้างพนัธะคู่ท่ีต  าแหน่ง
อลัฟาและเบตา้ (α, β-double bond) โดยอยู่ในรูปของกรดอะมิโนท่ีมี Thioether เช่น Lanthionine และ β-
methyllanthionine แต่ไม่มีความคงตวัจึงเปล่ียนไปอยู่ในรูปวงแหวน 5 เหล่ียมซ่ึงเป็นโครงสร้างสุดทา้ย จากนั้น
เคล่ือนตวัออกจากเซลล์ท่ีต าแหน่ง C-terminal leader peptide แลว้ถูกตดัแยกออกสุดทา้ยเป็น Mature nisin หลุดออก
นอกเซลล์ (Adams, 2003) ซ่ึงไนซินมีสมบติัเป็นกรด มีความคงตวัและละลายได้ดีในสารละลายท่ีเป็นกรด 
ความสามารถในการละลายท่ีพีเอช 2.2 คือ 56 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ละลายได ้3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีพีเอชเท่ากบั 5.0 
และละลายไดเ้พียง 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ท่ีพีเอชเท่ากบั 11 ส าหรับความคงตวัต่อความร้อนของไนซินนั้น สารละลาย
ไนซินท่ีมีค่าพีเอชต ่าจะทนความร้อนไดดี้กวา่สารละลายไนซินท่ีมีค่าพีเอชสูง สารละลายไนซินท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 2 
จะคงตวัต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิ 115.6 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีสารละลายท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 5 จะมีประสิทธิภาพ
ลดลงถึง 40 เปอร์เซ็นต ์ ท่ีอุณหภูมิเดียวกนัและจะลดลงมากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต์ ท่ีค่าพีเอชเท่ากบั 6.8 ส่วนการใชไ้น
ซินในผลิตภณัฑอ์าหารประเภทโปรตีนนั้น พบวา่ สามารถช่วยป้องกนัการเส่ือมประสิทธิภาพของไนซินได้ (ศิวาพร 
ศิวเวชช, 2546) ในกลุ่มของสารต่อตา้นจุลินทรียจ์ากธรรมชาติ ไนซินไดรั้บความนิยมมากท่ีสุดในการน ามาใชเ้ป็น
สารต่อตา้นจุลินทรียเ์ติมแต่งในบรรจุภณัฑป์ระเภทฟิล์ม เน่ืองจากมีความปลอดภยัและถูกท าลายไดโ้ดยเอนไซมย์อ่ย
โปรตีน (Proteolytic enzyme) ในร่างกายมนุษย ์(Lee, 2005) 

 ไนซินท าหน้าท่ียบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ Bacillus, Mycobacterium, Clostridium, 
Lactococcus, Listeria, Staphylococcus และ Streptococcus เป็นตน้ กลไกการท างานของไนซิน คือ การเขา้ท า
ปฏิกิริยาแลว้จดัเรียงท าใหเ้กิดรูตรงต าแหน่งเยือ่หุม้เซลลซ่ึ์งเป็นเซลลท่ี์ไวต่อไนซิน ท าให้ Proton motive force เสียไป 
และเกิดการไหลของส่วนประกอบอ่ืนๆ ในเซลล์ เป็นเหตุให้การควบคุมสารผา่นเขา้-ออกเมมแบรนของเซลล์ท างาน
บกพร่องจนกระทัง่เซลล์ตาย แต่ไนซินไม่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบได ้ เน่ืองจากเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของ
แบคทีเรียแกรมลบไม่ยอมให้สารโมเลกุลสูงกวา่ 700 ดาลตนั ผา่น ซ่ึงไนซินมีขนาดโมเลกุลถึง 3353 ดาลตนั ดงันั้น
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จึงไม่สามารถผา่นเขา้ไปท างานไดแ้ละไนซินยงัไม่มีผลในการยบัย ั้งยีสตแ์ละราอีกดว้ย  (Adams, 2003) นอกจากน้ีมี
การศึกษาการน าไนซินมาผสมกบัพอลิเมอร์หลายชนิดเพื่อพฒันาเป็นฟิล์มยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย  ์ เช่น ไคโตซาน 
(Chitosan) โซเดียมอัลจิเนต (Na-alginate) คาราจีแนน (Kcarrageenan) กลูโคแมนแนนผสมไคโตซาน 
Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC), Methylcellulose (MC), โปรตีนถัว่เหลือง และโปรตีนขา้วโพด เป็นตน้ 
(Padgett et al., 1998; Coma et al., 2001; Cha et al., 2002; Cha et al., 2003; Pranoto et al., 2005; Li et al., 2006) 

 Ko และคณะ (2001)  ทดลองเ ติมไนซินในฟิล์มบริโภคได้ (Edible film)  พบว่า  
ไนซินท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 120 IU/แผน่ฟิล์ม และพีเอชเท่ากบั 3 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Lis. 
monocytogenes strain V7 ไดดี้ท่ีสุด โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 2.42 logCFU/ml เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ฟิล์ม
บริโภคไดท่ี้ไม่เติมไนซิน) ซ่ึงมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 5.73 logCFU/ml  

 Jin และคณะ (2009) ศึกษาผลของการเติมไนซินในฟิล์ม Polylactic acids (PLA) ในการยบัย ั้งการ
เจริญของ Lis. monocytogenes, E. coli O157:H7 และ Sal. Enteritidis โดยศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งในอาหาร 3 
ชนิด ไดแ้ก่ Brain Heart Infusion (BHI) broth, สารละลายไข่ขาว และน ้าส้มคั้น พบวา่ฟิล์ม PLA ท่ีเติมไนซินสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes ไดใ้นอาหาร BHI broth และสารละลายไข่ขาว และสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของ E. coli O157:H7 ในน ้าส้มคั้น ซ่ึงมีปริมาณเช้ือลดลงจาก 7.5 เป็น 3.5 logCFU/ml ในขณะท่ีเช้ือ E. coli O157:H7  
ในน ้าส้มคั้น (ชุดควบคุม) มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 6 logCFU/ml หลงับ่มเป็นเวลา 72 ชัว่โมง นอกจากน้ีฟิล์ม PLA ท่ีเติม
ไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Sal. Enteritidis ในสารละลายไข่ขาวได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 2 logCFU/ml 
หลงับ่ม 72 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส และสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Sal. Enteritidis ในสารละลายไข่
ขาวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลงับ่มเป็นเวลา 21 วนั โดยมีปริมาณเช้ือเท่ากบั 3.5 logCFU/ml ในขณะท่ีชุดควบคุม
มีปริมาณเช้ือเท่ากบั 6.8 logCFU/ml  

 Nguyen และคณะ (2008) ศึกษาการน าฟิลม์เซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินมาห่อหุม้ไส้กรอก โดยน าไส้
กรอกจุ่มลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี Lis. monocytogenes (เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 106 CFU/ml) แลว้น าไส้กรอกท่ีผา่นการ
จุ่มเช้ือแลว้มาห่อหุ้มดว้ยฟิล์มเซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซิน พบว่าฟิล์มเซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ Lis. monocytogenes ได ้โดยมีเช้ือลดลงประมาณ 2 logCFU/g หลงัจากเก็บไส้กรอกไว ้14 วนั ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีฟิล์มเซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด 
โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 3.3 logCFU/g หลงัจากเก็บไส้กรอกไว ้14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 Jin และคณะ (2009)  ศึกษาผลของการเติมไนซินในฟิล์ม PLAs ร่วมกับ Pectin 
ในการยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes โดยศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งในอาหาร 3 ชนิด ไดแ้ก่ Brain Heart 
Infusion (BHI) broth, สารละลายไข่ขาว และน ้ าส้มคน้ พบวา่ในสารละลายไข่ขาว ฟิล์ม Pectin/PLA ท่ีเติมไนซิน 
(1000 IU/mL) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes ไดดี้ท่ีสุด คือ มีปริมาณเช้ือลดลง 4.5 log units/mL 
หลงัจากบ่ม 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส  
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 Imran และคณะ (2010) ศึกษาผลของการเติมไนซินในฟิล์ม Hydroxypropyl methylcellulose 
(HPMC) ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Listeria, Staphylococcus, Enterococcus และ Bacillus spp. 
พบวา่ฟิล์ม HPMC ท่ีเติมไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Lis. ivanoii CIP 12510 และ B. subtilis ได ้โดยมี
ขนาดวงใสเท่ากบั 3.4 และ 1.4 เซนติเมตร ตามล าดบั 

 7.2  สารสกดัจากพชืสมุนไพรและเคร่ืองเทศ 

 ปัจจุบนัทัว่โลกให้ความสนใจกบัพืชสมุนไพรเป็นอยา่งมากทั้งดา้นอุตสาหกรรมยา อาหาร และ
เคร่ืองส าอาง เน่ืองจากเร่ิมประจกัษ์ถึงอนัตรายจากฤทธ์ิขา้งเคียงและความเป็นพิษของสารสังเคราะห์หรือยาแผน
ปัจจุบนักนัมากข้ึน พืชสมุนไพรท่ีใชรั้กษาโรคมีมากมายหลายชนิด คุณภาพของพืชสมุนไพรจะดีหรือไม่ข้ึนอยูก่บั
ปัจจยัหลายประการ เช่น สภาวะแวดลอ้มในการปลูก ฤดูกาล และช่วงเวลาท่ีเก็บสมุนไพรเป็นตน้ (Holley and Patel, 
2005) ในยาสมุนไพรประกอบดว้ยสารเคมีหลายชนิด บางชนิดมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา (Pharmacological action) ซ่ึงมกั
เรียกวา่เป็น Active constituents ท่ีสามารถน ามาใชเ้ป็นยาได้ (รัตนา อินทรานุปกรณ์, 2547) การใชส้ารสกดัจากพืช
สมุนไพรเพื่อยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียเ์ป็นส่ิงใหม่ท่ีก าลงัไดรั้บความสนใจในการศึกษาพฒันา เน่ืองจากสามารถ
ควบคุมกระบวนการผลิตได้ง่ายและผูบ้ริโภคให้การยอมรับมากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับสารต่อต้านจุลินทรีย์
สังเคราะห์ (Han, 2003) เคร่ืองเทศหรือสมุนไพรหรือสารสกดัจากเคร่ืองเทศและสมุนไพรนั้นนอกจากจะให้กล่ินรส
แลว้ยงัสามารถช่วยยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ดด้ว้ย ส่วนท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุดของเคร่ืองเทศและสมุนไพรใน
การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ คือ น ้ ามนัหอมระเหย อยา่งไรก็ตามการใชส้ารต่อตา้นจุลินทรียใ์นรูปสารสกดัหรือ
น ้ ามนัหอมระเหย มกัจะพบปัญหาจากการท่ีสารดงักล่าวมีการระเหยเร็วมาก ท าให้ปริมาณท่ีเหลืออยูน่อ้ยไม่พอท่ีจะ
ยบัย ั้งการเจริญหรือท าลายจุลินทรียไ์ด ้  

 สารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยมีผลต่อเซลล์แบคทีเรีย เน่ืองจากสารประกอบจากน ้ ามนัหอม
ระเหยน้ีมีสมบติัไม่ชอบน ้า (Hydrophobicity) ซ่ึงสามารถเขา้ไปร่วมอยูก่บัส่วนไขมนัในเยือ่หุม้เซลล์และไมโตคอนเด
รียของเซลล์แบคทีเรียได้ มีผลให้การผ่านเข้าออกของสารจากเซลล์เพิ่มข้ึนท าให้เกิดการร่ัวของไอออนและ
สารประกอบท่ีจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเซลล์ รบกวนระบบ Proton motive force และเกิดการตกตะกอนของสาร
ต่างๆ ในเซลล์จนท าให้เซลล์ตาย (Figure 1) สารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยสามารถท าปฏิกิริยากบัโปรตีนท่ีอยู่
ภายในไซโตพลาสมิกเมมเบรน เช่น ATPases ซ่ึงอยูใ่นไซโตพลาสมิกเมมเบรนและอยูติ่ดกบัโมเลกุลไขมนั โดยส่วน
วงแหวนไฮโดรคาร์บอน (Cyclic hydrocarbon) ของสารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยและมีสมบติัชอบไขมนั 
(Lipophilic) จะไปท าปฏิกิริยากบั ATPases และเม่ือสะสมอยูม่ากๆ มีผลท าใหโ้ครงสร้างของไขมนั-โปรตีนของเซลล์
เสียรูป สารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยสามารถเร่งการเจริญของ Pseudomycelia ในยีสต์เป็นผลให้เซลล์ท่ี
สร้างใหม่ไม่สามารถแยกออกจากกนัไดอ้ย่างสมบูรณ์ นอกจากน้ีสารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยยงัสามารถท า
ปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการสร้างพลงังานหรือการสังเคราะห์โครงสร้างเซลล์ (Burt, 2004) อยา่งไรก็ตาม
สารประกอบฟีนอลิกมีขอ้จ ากดัในการน าไปใชใ้นอาหาร เพราะเม่ือใช้ท่ีความเขม้ขน้สูงจะท าให้อาหารมีกล่ินรสท่ี
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เปล่ียนแปลงและไม่เหมาะสม ดงันั้นจึงเร่ิมมีการน าน ้ ามนัหอมระเหยจากพืชและสารประกอบในน ้ ามนัหอมระเหย
ไปใชร่้วมกบัสารยบัย ั้งจุลินทรียช์นิดอ่ืน เช่น ไนซิน และ Lysozyme เป็นตน้ (Yamazaki et al., 2004) ประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งของสารประกอบฟีนอลิกข้ึนอยูก่บัระดบัความเขม้ขน้และปัจจยัแวดลอ้ม เช่น aw และค่าพีเอช (Lopez-
Malo et al., 2005) ตวัอยา่งสารประกอบในน ้ามนัหอมระเหยท่ีมกัใชเ้ป็นสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นอาหาร มีดงัน้ี 

 

Figure 1.  Locations and mechanisms in the bacterial cell thought to be sites of action for  essential oil 
components. 

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Burt (2004) 

 7.2.1  ไทมอล 

 ไทมอล หรือ 5-methyl-2-isopropyl-1-phenol เป็น Cyclohexane ท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลมาเกาะ (Figure 
2) เป็นสารประกอบหลกัในน ้ ามนัหอมระเหยจาก Thyme ซ่ึงเป็นมิ้นทช์นิดหน่ึง นิยมน ามาใชเ้ป็นเคร่ืองเทศในการ
เตรียมอาหารในประเทศแถบยุโรป เช่น ซุป และไส้กรอก เป็นตน้ โดยพบวา่ Thymus vulgaris, L. มีไทมอลเป็น
องคป์ระกอบประมาณ 31.19-41.06 เปอร์เซ็นต ์พบวา่น ้ ามนัหอมระเหยจากดอกของ Thymus vulgaris, L. ท่ีความ
เขม้ขน้ 800 ppm สามารถยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์ ไดแ้ก่ E. coli, E. coli O157:H, P. mirabilis, P. vulgaris, Sal. 
Typhimurium, Ser. marcescens, Yer. enterocolitica, Pseu. fluorescens, Pseu. putida, Micrococcus spp., Sar. flava, 
S. aureus, B. licheniformis, B. thuringiensis และ Lis. innocua ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (Marino et al., 1999) 
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Figure 2.  Structural formulae of thymol. 

ท่ีมา: Burt (2004) 

 กลไกการยบัย ั้งจุลินทรียข์องไทมอล คือ ไทมอลจะเขา้ท าลายผนงัชั้นนอกของเซลล์จุลินทรียแ์ละท า
ให้เกิดเปล่ียนแปลงการซึมผา่นของ Cytoplasmic membrane (Delgado et al., 2004) ส าหรับแบคทีเรียแกรมลบ ไท
มอลสามารถท าลายเมมเบรนชั้นนอก (Outer membrane) ของแบคทีเรียแกรมลบได้ จนท าให้เกิดการไหลออกของ 
Lipopolysaccharides (LPS) และเพิ่มอตัราการซึมผา่นของสารต่างๆ ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ (Halander et al., 2000) ไทมอล
จะมีประสิทธิภาพเพิ่มข้ึนเม่ืออยูใ่นสภาพกรด เน่ืองจากโมเลกุลจะมีสมบติัไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic) สูง ซ่ึงอาจท า
ให้ไปเกาะท่ีส่วนท่ีไม่ชอบน ้ าของโปรตีนและยงัสามารถละลายในไขมนัไดดี้ข้ึน มีผลต่ออตัราการแพร่ของสารเขา้
หรือออกจากเซลล์ (Juven et al., 1994) จากการศึกษาและน าไปใชป้ระโยชน์ของไทมอล  เน่ืองจากไทมอลมีสมบติั
เป็นสารถนอมอาหารตามธรรมชาติ ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรีย รา และจุลินทรียอ่ื์นๆในอาหาร เช่น Lis. 
monocytogenes, S. aureus, As. flavus และแบคทีเรียในช่องปาก (Ettayebi et al., 2000; Lopez-Mallo et al., 2005) 

 Nostro และคณะ (2004) รายงานวา่ไทมอลความเขม้ขน้ 0.03-0.06 เปอร์เซ็นต ์ (ปริมาตร/ปริมาตร) 
สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus และ S. epidermidis ได ้ในขณะท่ีเช้ือ B. cereus INRA-AVZ421 และ B. cereus INRA-
AVTZ415 มีปริมาณลดลงเม่ือใชไ้ทมอลท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.4 และ 0.8 มิลลิโมล/ลิตร ตามล าดบั แต่ส าหรับเช้ือ E. 
coli, Sal. Typhimurium, S. aureus, Rhi. leguminusarum และ B. subtilis ความเขม้ขน้ของไทมอลท่ีใชใ้นการยบัย ั้ง
ตอ้งสูงมากข้ึน (Delgado et al., 2004)  

 Yamazaki และคณะ (2004) ปรับปรุงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือของไทมอลโดยการใชร่้วมกบั
ไนซิน พบวา่ไทมอลความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ (3.3 มิลลิโมล/ลิตร) สามารถยบัย ั้งเช้ือ Lis. monocytogenes ได้
เช่นเดียวกบัการผสมไทมอลท่ีความเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต์ (1.3 มิลลิโมล/ลิตร) ร่วมกบัไนซินความเขม้ขน้ 1.25 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (0.036 มิลลิโมล/ลิตร) จึงช่วยลดปริมาณการใชไ้ทมอลลงเน่ืองจากขอ้จ ากดัในการน าไปใชเ้ป็น
สารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นอาหารเพราะอาจท าให้กล่ินรสของอาหารเปล่ียนแปลงไป นอกจากน้ีการใชไ้ทมอลร่วมกบัไน
ซินยงัให้ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไดดี้กว่าการใชไ้ทมอลหรือไนซินเพียงอย่างเดียว ซ่ึงแสดงถึงผลการเสริมฤทธ์ิ 
(Synergism) ของไทมอลกบัไนซิน นอกจากน้ีการใช้ไทมอลร่วมกบัไนซินยงัเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรียแกรมลบ เช่น Sal. Typhimurium และ E. coli O157:H7 โดยไทมอลจะช่วยท าลายเมมแบรนชั้นนอก ท าให้
ไนซินสามารถเขา้ไปยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบได ้(Adams, 2003) 
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 Hosseini และคณะ (2008) ศึกษาผลการเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์2 ชนิด ไดแ้ก่ ไทมอล และ Clove 
(ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.5, 1.0 และ 1.5 เปอร์เซ็นต)์ ร่วมกบั EDTA (ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมล) ในฟิล์มไคโตซานต่อ
ประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือ Lis. monocytogenes PTCC 1298, S. aureus PTCC 1431, Sal. Enteritidis PTCC 1318 
และ Pseu.aeroginosa PTCC 1247 โดยวธีิ Agar disc diffusion พบวา่ฟิลม์ไคโตซานท่ีเติมไทมอลมีประสิทธิภาพการ
ยบัย ั้งเช้ือดีกวา่ฟิล์มไคโตซานท่ีเติม Clove และผลจากการเติม EDTA ส่งผลให้ประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือทั้ง 4 สายพนัธ์ุเพิ่มข้ึน 

 Del Nobile และคณะ (2008) ศึกษาผลการเติมไทมอล (ความเขม้ขน้ 5, 10, 20 และ 35 เปอร์เซ็นต)์ 
ในฟิล์ม Zein ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(B. cereus, Can. lusitaniae, Pseudomonas spp. และ 
S. thermophilus) พบวา่การเติมไทมอลความเขม้ขน้ 10, 20 และ 35 เปอร์เซ็นต์ ในฟิล์ม Zein สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ B. cereus, Can. lusitaniae และ Pseudomonas spp. แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. thermophilus 

 Giatrakou และคณะ (2010) ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรียข์องไคโตซาน ไทมอล และการ
ใช้ไทมอลร่วมกบัไคโตซาน ในการยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือไก่ส าเร็จรูปพร้อมปรุง โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั พบวา่การใชไ้ทมอล (ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร)) ร่วมกบัไคโต
ซาน (ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร)) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียดี์ท่ีสุด ซ่ึงสามารถยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือ pseudomonads ได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 1.5 logCFU/g นอกจากน้ียงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแลกติก Bro. thermosphacta และ Enterobacteriaceae ได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 2-3 logCFU/g เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ไม่เติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย)์  

 Gniewosz และคณะ (2011) ศึกษาผลการเติมไทมอลในฟิล์ม Pullulan ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือ B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, Sal. Enteritidis ATCC 13076 และ E. coli ATCC 
25922 พบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของไทมอลท าให้ประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือเพิ่มข้ึน โดยฟิล์ม 
Pullulan ท่ีเติมไทมอลสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ B. subtilis ATCC 6633 ไดดี้ท่ีสุด   

 Kuorwel และคณะ (2011) ศึกษาผลการเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์3 ชนิด ไดแ้ก่Linalool, Carvacrol 
และไทมอลในฟิล์มแป้ง ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus โดยใชว้ิธี Agar disc diffusion พบวา่
ฟิล์มแป้งท่ีเติมสารยบัย ั้งจุลินทรียท์ั้ง 3 ชนิด สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ได ้โดยการเพิ่มความเขม้ขน้
ของสารยบัย ั้งส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรียเ์พิ่มข้ึน ซ่ึงไทมอลมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ 
S. aureus ไดดี้ท่ีสุด ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 2.38 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) มีขนาดวงใสเท่ากบั 23.8 มิลลิเมตร 
เม่ือเปรียบเทียบกบั Linalool ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั มีขนาดวงใสเท่ากบั 18.6 มิลลิเมตร  

 Ramos และคณะ (2012) ศึกษาผลการเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์2 ชนิด ไดแ้ก่ ไทมอล และ Carvacrol 
ในฟิลม์ Polypropylene (PP) ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 
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6538P โดยใชว้ธีิ Agar disc diffusion พบวา่ไทมอลมีความสามารถในการยบัย ั้งจุลินทรียดี์กวา่ Carvacrol ซ่ึงสารทั้ง 2 
ตวั สามารถยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ATCC 6538P ได ้แต่ไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือ E. coli ATCC 25922 โดยฟิลม์ PP ท่ีเติมไท
มอลความเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย์ได้ดีท่ีสุด มีขนาดวงใสเท่ากับ 3.70 
เซนติเมตร ในขณะท่ีฟิลม์ PP ท่ีเติม Carvacrol และไทมอลร่วมกบั Carvacrol ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์มีขนาดวงใส
เท่ากบั 2.75 และ 3.25 เซนติเมตร ตามล าดบั  

 7.2.2  ยูจีนอล  

 ยจีูนอล หรือ 2-Methoxy-4-(2-propenyl) phenol (Figure 3) เป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบมากใน
กานพลู (Syzygium aromaticum) ประมาณ 75-85 เปอร์เซ็นต ์ (Burt, 2004) มีรายงานพบวา่ น ้ ามนัหอมระเหยจาก
กานพลูมีประสิทธิภาพในการต่อตา้นเช้ือ Cam. jejuni, E. coli, Sal. Enteritidis, Lis. monocytogenes, S. aureus และ 
Pen. citrinum ทั้งยงัช่วยชะลอการสร้างสารพิษของเช้ือราไดอี้กดว้ย (Davidson and Zivanovic, 2003) 

 

Figure. 3  Structural formulae of eugenol. 

ท่ีมา: Burt (2004) 

 จากโครงสร้างของยจีูนอลซ่ึงหมู่ไฮดรอกซิลของยูจีนอลสามารถไปเกาะกบัโปรตีน ท าให้ลดการ
ท างานของเอนไซมล์ง เช่น เอนไซมใ์นเช้ือ En. aerogenes (Wendakoon and Sakaguchi, 1995) นอกจากน้ียงัยบัย ั้ง
การผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและโปรตีนเอสของเช้ือ B. cereus และยงัมีผลต่อผนงัเซลล์ ท าให้เกิดการแตกของเซลล ์
(Thoroski et al., 1989) 

 Yamazaki และคณะ (2004) พบวา่ยจีูนอลท่ีความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์(6.1 มิลลิโมล/ลิตร) และยู
จีนอลความเขม้ขน้ 0.05 เปอร์เซ็นต ์ (3.0 มิลลิโมล/ลิตร) ผสมร่วมกบัไนซินความเขม้ขน้ 1.25 มิลลิกรัม/มิลลิตร 
(0.036 ไมโครโมล/ลิตร) สามารถยบัย ั้งเช้ือ Lis. monocytogenes ไดพ้อๆ กนักบัการใชไ้ทมอล 

 Garcia-Garcia และคณะ (2011) ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียข์องสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
จากธรรมชาติ 3 ชนิด ไดแ้ก่ Carvacrol ไทมอล และยจีูนอล พบวา่การใชย้จีูนอลผสมร่วมกบัไทมอล และ Carvacrol 
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(ความเขม้ขน้เท่ากบั 56.25, 31.25 และ 75 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ Lis. 
innocua ไดดี้ท่ีสุด  

 Sanla-Ead และคณะ  (2012) ศึ กษ าประ สิท ธิภาพในการย ับย ั้ ง เ ช้ื อแบค ที เ รี ย  10 
สายพนัธ์ุ คือ Aer. hydrophila DMST 2798, B. cereus DMST 5040, E. coli DMST 4212, E. coli O157:H7 DMST 
12743, Lis. monocytogenes DMST 17303, M. luteus DMST 15503, Pseu. aeruginosa DMST 4739, Sal Enteritidis 
DMST 15676, Ent. faecalis TISTR 379 และ S. aureus DMST 8840) และยีสต ์3 สายพนัธ์ุ คือ Can. albicans TISTR 
5779, Sac. cerevisiae TISTR 5240 และ Z. rouxii TISTR 5044 ) โดยใชเ้ทคนิค Agar-well diffusion พบวา่ความ
เขม้ขน้ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือได ้(MIC) ของยจีูนอลมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0.78 ถึง 50 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร โดยมี
ขนาดวงใสตั้งแต่ 8.7 ถึง 30.1 มิลลิเมตร   

 7.2.3  สารสกดัจากเมลด็องุ่น  

 สารสกดัจากเมล็ดองุ่น (Grape seed extract, GSE) ไดม้าจากการสกดัเมล็ดองุ่น ซ่ึงสารสกดัจาก
เมล็ดองุ่นประกอบดว้ยสาร Flavonoids, Ascorbic acid, Tocopherols, Citric acid, Limonoids, Sterols และแร่ธาตุ
ต่างๆ ซ่ึงจากการท่ีสารสกดัจากเมล็ดองุ่นมีสารประกอบฟีนอลิกเป็นองค์ประกอบ ท าให้สารสกดัจากเมล็ดองุ่นมี
สมบติัในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้โดยสารประกอบฟีนอลิกจะเขา้ไปท าลายการสังเคราะห์เซลล์เมมเบรนของแบคทีเรีย 
ส่งผลใหแ้บคทีเรียมีการเจริญชา้ลง นอกจากน้ีสารประกอบฟีนอลิกสามารถเขา้ไปจบัโปรตีนบนผนงัเซลล์ และแทรก
เขา้ไปอยู่ระหว่างผนงัเซลล์ของแบคทีเรีย ส่งผลให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกได ้โดยสารสกดัจากเมล็ดองุ่นสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย รา และยีสตไ์ด ้ซ่ึงจะใชค้วามเขม้ขน้ของสารสกดัจากเมล็ดองุ่นในช่วง 2.06 ถึง 16.50 
เปอร์เซ็นต ์(โมล/ปริมาตร) (Table 3) (Cvetnic and Vladimir-Knezevic, 2004) 

 Cvetnic และ Vladimir-Knezevic (2004) ศึกษาผลของความเขม้ขน้ของสารสกดัจากเมล็ดองุ่นต่อ
การยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย และยีสต์ (Table 3) พบว่าสารสกดัจากเมล็ดองุ่นความเขม้ขน้เท่ากบั 2.06-16.50 
เปอร์เซ็นต ์(โมล/ปริมาตร) สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได ้คือ สารสกดัจากเมล็ดองุ่นความเขม้ขน้
เท่ากบั 2.06 เปอร์เซ็นต ์(โมล/ปริมาตร) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Sal. Enteritidis ได ้และสารสกดัจากเมล็ดองุ่น
ความเขม้ขน้เท่ากบั 4.13 เปอร์เซ็นต ์(โมล/ปริมาตร) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes, Streptococcus 
และ E. coli ได้ ส่วนผลการยบัย ั้งการเจริญของยีสต์ พบว่า สารสกดัจากเมล็ดองุ่นความเขม้ขน้ตั้งแต่ 8.26-16.50 
เปอร์เซ็นต ์(โมล/ปริมาตร) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Sac. serevisiae, Can. krusei และ Can. albicans ทั้งสองสาย
พนัธ์ุได ้

 Theivendran และคณะ (2006) ศึกษาผลของไนซินและสารสกดัจากเมล็ดองุ่นต่อการยบัย ั้งการเจริญ
ของ Lis. monocytogenes ใน Phosphate buffer solution (PBS) ซ่ึงมีเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 109 CFU/ml พบวา่การใชส้าร
สกดัจากเมล็ดองุ่น (1 เปอร์เซ็นต์) ร่วมกบัไนซิน (10,000 IU/ml) สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes ได้
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ดีกวา่การเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น หรือไนซินเพียงอยา่งเดียว คือ สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes 
ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ หลงัจากบ่มเป็นเวลา 3 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 Theivendran และคณะ (2008) ศึกษาผลของสารสกดัจากเมล็ดองุ่น (GSE 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/
ปริมาตร)) ไนซิน (10,000 IU/g) และ EDTA (0.16 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร)) ร่วมกบัฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลือง
ต่อการยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes, E. coli O157:H7 และ Sal. Typhimurium พบวา่ฟิล์มโปรตีนจากถัว่
เหลืองท่ีมีการเติมสารสกัดจากเมล็ดองุ่น ไนซิน และ EDTA ร่วมกันให้ผลในการยบัย ั้งการเจริญของ Lis. 
monocytogenes ดีท่ีสุด คือ การเจริญลดลง 2.9 log CFU/ml ส่วนผลการยบัย ั้งการเจริญของ E. coli O157:H7 และ  
Sal. Typhimurium พบวา่มีการเจริญลดลง 1.8 และ 0.6 log CFU/ml ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (6 
logCFU/ml) 

 Corrales และคณะ (2009) ศึกษาผลการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นในฟิล์มแป้งในการห่อหุ้มเน้ือหมู
ท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือ Bro. thermosphacta พบวา่ฟิล์มแป้งท่ีเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นสามารถลดการเจริญของ
เช้ือได ้1.3 log CFU/ml (เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 3 log CFU/ml) หลงัจากเก็บรักษาเป็นเวลา 4 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

 Hong และคณะ (2009) ศึกษาผลการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นร่วมกบัฟิล์ม Gelidium corneum-
gelatin (GCC) ในการห่อหุ้มเน้ือหมูท่ีมีการปนเป้ือนของเช้ือ E. coli O157:H7 และ Lis. monocytogenes พบวา่ฟิล์ม 
GCC ท่ีมีการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น (ความเขม้ขน้ 0.08 เปอร์เซ็นต์) สามารถลดการเจริญของเช้ือ E. coli 
O157:H7 และ Lis. monocytogenes ไดเ้ท่ากบั 0.69-1.11 และ 1.05-1.14 log CFU/g ตามล าดบั (เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 
5.16 และ 4.80 log CFU/ml ตามล าดบั) หลงัจากเก็บรักษาเป็นเวลา 4 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 Lim และคณะ (2010) ศึกษาผลการเติมสารสกัดจากเมล็ดองุ่น (GSE) ร่วมกบัฟิล์ม Gelidium 
corneum (GC)/nano-composite film (Na+ และ 30B) ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli O157:H7 
และ Lis. monocytogenes โดยใชว้ิธี Agar disc diffusion พบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ GSE ส่งผลให้ประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งเพิ่มข้ึน โดยฟิล์ม GC/Cloisite Na+ ท่ีเติม GSE ความเขม้ขน้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์สามารถยบัย ั้งการเจริญของ 
Lis. monocytogenes และ E. coli O157:H7 มีขนาดวงใสเท่ากบั 31.43 และ 12.43 มิลลิเมตร ตามล าดบั ในขณะท่ีฟิล์ม 
GC/Cloisite 30B ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้เท่ากบั 1.2 เปอร์เซ็นต ์มีขนาดวงใสเท่ากบั 31.43 และ 12.50 มิลลิเมตร 
ตามล าดบั 
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Table 3.  Inhibition of bacterial and yeast growth by grape seed extract (GSE). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

– no growth of microorganism (bactericidal/fungicidal activity of GSE)  
± slight growth of microorganism (bacteristatic activity of GSE)  
+ normal growth of microorganism (no activity of GSE)  

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Cvetnic และ Vladimir-Knezevic (2004) 

 

 

 

Microorganisms GSE concentration (%, m/V ) 

Bacteria  
     Bacillus cereus ATCC 11778  
     Bacillus subtilis NCTC 8236 
     Staphylococcus aureus ATCC 6538P  
     Staphylococcus aureus ATCC 29213  
     Staphylococcus epidermidis MFBF  
     Streptococcus faecalis ATCC 20201  
     Streptococcus sp. MFBF  
     Listeria monocytogenes MFBF  
     Escherichia coli O:157 MFBF  
     Escherichia coli O:128 MFBF 
     Salmonella enteritidis MFBF  
Yeast 
     Candida albicans MFBF 1  
     Candida krusei MFBF  
     Candida tropicalis MFBF T1  
     Candida parapsilosis MFBF  
     Saccharomyces cerevisiae MFBF V1  

16.5 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 
- 
- 
- 
- 
- 

8.25 
± 
± 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
± 
- 
- 
 

+ 
- 
+ 
+ 
- 

4.13 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
± 
± 
- 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

2.06 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

1.03 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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8.  บรรจุภัณฑ์ยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

 บรรจุภณัฑย์บัย ั้งจุลินทรีย ์คือ บรรจุภณัฑท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญหรือท าลายจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุ
ของการเส่ือมเสียของอาหารหรือจุลินทรียก่์อโรคท่ีปนเป้ือนในอาหารไดโ้ดยใชพ้อลิเมอร์ท่ีมีสมบติัในการยบัย ั้งการ
เจริญของจุลินทรียห์รือการเติมสารต่อตา้นจุลินทรียล์งในบรรจุภณัฑ์หรือระบบบรรจุ ซ่ึงมีเป้าหมายหลกัในการ
ประกนัความปลอดภยัของอาหาร รักษาคุณภาพของอาหาร และยืดอายุการเก็บของอาหารให้ยาวนานยิ่งข้ึน 
(Mauriello et al., 2005) บรรจุภณัฑ์ต่อตา้นจุลินทรียส์ามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียไ์ดโ้ดยยืดเวลาการเจริญ
ในระยะเร่ิมตน้ และลดจ านวนหรือลดอตัราการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์

 วตัถุประสงคข์องบรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรีย ์เพื่อเป็นการรับประกนัความปลอดภยั คงคุณภาพ และ
ยดือายกุารเก็บของอาหาร ซ่ึงใหล้ าดบัความส าคญัสลบักนักบัวตัถุประสงคข์องบรรจุภณัฑท์ัว่ไปท่ีตอ้งการเพื่อยืดอายุ
การเก็บรักษา คงคุณภาพ และประกนัความปลอดภยั ปัจจุบนัน้ีการประกนัความปลอดภยัของอาหารถือวา่เป็นส่ิง
ส าคญัท่ีตอ้งค านึงถึง บรรจุภณัฑย์บัย ั้งจุลินทรียจึ์งเขา้มามีบทบาทมากข้ึน (Han, 2003) เม่ือเปรียบเทียบสมบติัระหวา่ง
บรรจุภณัฑ์ทัว่ไปกบับรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรียด์งั Figure 4 แสดงให้เห็นว่า บรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรียน์อกจาก
สามารถป้องกนัไดท้ั้งความช้ืน ออกซิเจน เน่ืองจากสมบติัของฟิล์มแต่ละชนิดแลว้ เช่น ฟิล์ม Low density 
polyethylene (LDPE) ช่วยป้องกนัการซึมผา่นของความช้ืน ฟิล์ม Ethylene vinyl alcohol (EVOH) ช่วยป้องกนัการ
ซึมผ่านของออกซิเจน และตอ้งใชร่้วมกนัเพื่อป้องกนัการซึมผา่นของทั้งความช้ืนและออกซิเจน บรรจุภณัฑ์ยบัย ั้ง
จุลินทรียย์งัสามารถป้องกนัการปนเป้ือนของจุลินทรียเ์ขา้สู่อาหารได ้เน่ืองจากมีสารยบัย ั้งจุลินทรียอ์ยูใ่นฟิล์ม (Han, 
2003) 
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(A) Conventional packaging system 

 
(B) Antimicrobial packaging system 

Figure 4.  Hurdle technology in antimicrobial packaging system compared to the conventional  packaging 
system.  

ท่ีมา: Han (2003) 

 8.1  รูปแบบการท างานของบรรจุภัณฑ์ต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 ลกัษณะการท างานของสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ใส่ลงในบรรจุภณัฑ์มี 3 ลกัษณะ คือ การปลดปล่อย 
(Release) การดูดซึม (Absorption) และอิมโมบิไลเซชนั (Immobilisation) การปลดปล่อย เกิดข้ึนจากสารยบัย ั้ง
จุลินทรียท่ี์มีทั้งประเภทสารละลายหรือแก๊ส ถา้เป็นแก๊สจะเคล่ือนท่ีไปสู่อาหารหรือช่องวา่งระหวา่งอาหารกบับรรจุ
ภณัฑไ์ด ้แต่หากเป็นสารละลายจะไม่สามารถท าได ้การดูดซึมมีหลกัการท างาน คือ เคล่ือนยา้ยปัจจยัท่ีจ  าเป็นต่อการ
เจริญของเช้ือจุลินทรียอ์อกจากบรรจุภณัฑแ์ละต่อตา้นการเจริญของจุลินทรีย ์เช่น ระบบ Oxygen-absorber สามารถท่ี
จะป้องกนัการเจริญของเช้ือรา ซ่ึงตอ้งการออกซิเจนภายในบรรจุภณัฑ์ และการอิมโมบิไลเซชนัจะต่อตา้นการเจริญ
ของเช้ือท่ีผิวอาหารเฉพาะบริเวณท่ีสัมผสักบับรรจุภณัฑ์ เม่ือใชบ้รรจุอาหารแข็งจึงแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
นอ้ยกวา่อาหารเหลว เพราะโอกาสในการสัมผสัระหวา่งผิวอาหารกบับรรจุภณัฑ์นอ้ยกวา่ (Han, 2003) ดงันั้นการ
สัมผสัระหว่างบรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรียก์ับผิวอาหารจึงมีความส าคญัอย่างมาก จึงมกัใช้การบรรจุอาหารด้วย
สุญญากาศ หรือใชก้ารเคลือบผวิโดยการสเปรยห์รือจุ่ม (Devlieghere et al., 2004) 
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 8.2  ปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพของบรรจุภัณฑ์ยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

 ปัจจยัท่ีส าคญัท่ีควรพิจารณาในการออกแบบระบบบรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรีย ์ คือ กิจกรรมจ าเพาะ 
(Specific activity) การตา้นทานของเช้ือจุลินทรีย ์ การควบคุมการปลดปล่อยและกลไกการปลดปล่อยสารยบัย ั้ง
จุลินทรีย ์การละลายของสารยบัย ั้งจุลินทรียสู่์ผิวอาหาร ธรรมชาติทางเคมีของอาหารและสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์สภาวะ
การเก็บรักษาและการจดัจ าหน่าย สภาวะของกระบวนการข้ึนรูปบรรจุภณัฑ์ สมบติัทางกายภาพและทางกลของบรรจุ
ภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรีย ์ลกัษณะทางประสาทสัมผสัและความเป็นพิษของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์และกฎหมายขอ้บงัคบั 
(Han, 2003) 

 8.2.1  กิจกรรมจ าเพาะของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 

 สารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือไดอ้ยา่งจ าเพาะดงันั้นการท่ีจะเลือกใช้
สารยบัย ั้งจุลินทรีย์ชนิดใดจึงข้ึนกับชนิดของเช้ือจุลินทรีย์เป้าหมายท่ีตอ้งการยบัย ั้ง เพราะอาหารแต่ละชนิดมี
คุณลกัษณะแตกต่างกนั ไดแ้ก่ ค่าพีเอช ค่า aw  ส่วนประกอบอาหารและอุณหภูมิในการเก็บรักษา สารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์
เลือกใชต้อ้งสามารถท างานไดภ้ายใตส้ภาวะของอาหารในบรรจุภณัฑ์ 

 8.2.2  การควบคุมการปลดปล่อยและกลไกการปลดปล่อยสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 

 อัตราการปลดปล่อยสารย ับย ั้ ง จุลินทรีย์ควรออกแบบให้เหมาะสมกับอัตราการเจริญของ
เช้ือจุลินทรีย ์ไม่ควรเร็วหรือชา้กวา่อตัราการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์เพราะหากอตัราการปลดปล่อยสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
เร็วกว่าจะท าให้ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งจุลินทรียต์  ่าลงและอาจหมดก่อนอายุการเก็บรักษาของผลิตภณัฑ์อาหาร 
เช้ือจุลินทรียจึ์งเจริญไดภ้ายหลงัสารยบัย ั้งจุลินทรียห์มด และหากอตัราการปลดปล่อยสารยบัย ั้งจุลินทรียช์า้กวา่อตัรา
การเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย ์ เช้ือจุลินทรียจ์ะเจริญก่อนท่ีสารยบัย ั้งจะท างาน Figure 5 แสดงระบบบรรจุภณัฑ์
ยบัย ั้งจุลินทรียแ์บบบรรจุภณัฑ์ทัว่ไป (Conventional packaging system) และแบบสารเคลือบผิว (Coating system) 
เพื่อยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ผวิของอาหาร ดงันั้นการเคล่ือนท่ีของสารยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากบรรจุภณัฑ์ไปสู่
ผิวอาหารจึงเป็นปัจจยัท่ีส าคญั เม่ือระยะเวลานานข้ึนการปลดปล่อยสารยบัย ั้งจุลินทรียต์ามระยะเวลาจะท าให้ความ
เขม้ขน้ของสารลดลงและลดลงจนต ่ากว่าความเขม้ขน้ต ่าสุดในการยบัย ั้ง บรรจุภณัฑ์จึงไม่มีสมบติัในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรีย ์การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียข์องบรรจุภณัฑ์ทัว่ไปจะเกิดข้ึนท่ีผิวของอาหารภายในบรรจุภณัฑ์ ขณะท่ีการ
ปนเป้ือนเช้ือจุลินทรียข์องบรรจุภณัฑ์แบบเคลือบผิวจะเกิดข้ึนบนผิวของสารเคลือบท่ีเคลือบอยูด่า้นนอกของอาหาร 
(Han, 2003) ดงันั้นส่ิงส าคญัของบรรจุภณัฑ์ยบัย ั้งจุลินทรียต์อ้งแนบติดกบัตวัอาหาร จึงจะช่วยยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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(A) Conventional packaging system                                    (B) Coating system 

Figure 5.  Antimicrobial packaging systems: (A) conventional packaging system and (B) coating  system.  

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Han (2003) 

 8.2.3  ธรรมชาติทางเคมีของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 

 ความสามารถในการละลายน ้ าของสารยบัย ั้งจุลินทรียเ์ก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการผสมได้
ระหว่างสารยบัย ั้งจุลินทรีย์กับพอลิเมอร์หรือพลาสติก เพราะจะส่งผลต่อสมบติัทางกายภาพของบรรจุภณัฑ ์
นอกจากน้ียงัตอ้งพิจารณาค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการยบัย ั้งเช้ือของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์เพื่อเลือกใชใ้ห้เหมาะสมกบัพี
เอชของพอลิเมอร์และอาหาร เพราะประสิทธิภาพในการท างานของสารยบัย ั้งจุลินทรียข้ึ์นอยูก่บัค่าพีเอชดว้ย 

 Cha และคณะ (2002) พบวา่ฟิล์มโซเดียม-อลัจิเนต (Na-alginate) ท่ีผสมสารยบัย ั้ง Etylenediamine 
tetraacetic acid (EDTA) ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมล ไนซินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร Lysozyme ความ
เขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/น ้ าหนกั) หรือสารสกดัจากเมล็ด Grape fruit (grape fruit seed extract; GFSE) ความ
เขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ใหผ้ลยบัย ั้งสูงกวา่ฟิลม์โพแทสเซียม-คาร์ราจีแนน (K-carragenan) เม่ือผสมสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั เน่ืองจากความเป็นไฮโดรฟิลิก (Hydrophilic) ของโซเดียม-อลัจิเนตสูงกวา่โพแทสเซียม-คาร์
ราจีแนน เป็นผลให้ฟิล์มชนิดน้ีดูดซบัน ้ าไดเ้ร็วกวา่ และพองตวัเป็นเจลไดง่้าย ดงันั้นสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นโซเดียม-
อลัจิเนตจึงถูกปลดปล่อยออกจากฟิลม์เร็วกวา่โพแทสเซียม-คาร์ราจีแนน 

 8.2.4 การละลายของสารยบัย ั้งจุลินทรียสู่์อาหาร  

 การละลายของสารยบัย ั้งจุลินทรีย์ไปสู่อาหารถือเป็นปัจจยัท่ีส าคญัประการหน่ึงเพราะมีผลต่อ
ประสิทธิภาพในการต่อตา้นเช้ือของบรรจุภณัฑ ์จาก Figure 6 ถา้สารยบัย ั้งจุลินทรียล์ะลายไดดี้ในอาหาร ระบบบรรจุ
ภณัฑ์ชนิดน้ี คือ ระบบชนิด Unconstrained free diffusion (A) แต่ถา้สารยบัย ั้งจุลินทรียล์ะลายไดต้ ่าในอาหาร จะ

microorganism 

food food 

Conventional packaging 
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Coating system 
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เรียกวา่ระบบชนิด Monolithic system (B) จาก Figure 6 ภายในรูปส่ีเหล่ียม ดา้นซ้ายท่ีเป็นสีเทา คือ ตวับรรจุภณัฑ์
ยบัย ั้งจุลินทรีย ์ดา้นขวาสีขาว คือ อาหาร และเส้นประ คือ ความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้ง
การเจริญของจุลินทรียไ์ด ้(Minimum Inhibitory Concentration; MIC) ระบบชนิด Unconstrained free diffusion สาร
ยบัย ั้งจุลินทรียจ์ะละลายสู่อาหารไดสู้ง ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ผิวอาหาร (Cs) จะลดลงเท่าๆกบัความ
เขม้ขน้ของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นบรรจุภณัฑ์ จนกระทัง่มีความเขม้ขน้ต ่ากวา่ MIC จึงไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียไ์ด ้ขณะท่ีระบบชนิด Monolithic system มีสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ละลายสู่อาหารไดต้ ่า Cs จึงมีความเขม้ขน้ต ่า
กวา่ความเขม้ขน้ของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นบรรจุภณัฑ์ซ่ึงระดบัของความเขม้ขน้ Cs น้ีข้ึนอยูก่บัความสามารถในการ
ละลายของสารยบัย ั้งจุลินทรียไ์ปสู่อาหาร Cs จะคงท่ีไปจนกระทัง่ปริมาณของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นบรรจุภณัฑ์หมด 
นัน่คือ ประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือยงัคงท่ีจนกระทัง่ปริมาณของสารยบัย ั้งจุลินทรียใ์นบรรจุภณัฑ์หมดเช่นกนั (Han, 
2003) 

 Coma และคณะ  (2001) ศึกษาเ ก่ียวกับกรดไขมันต่อสมบัติในการย ับย ั้ ง เ ช้ือของ 
ไนซินในฟิล์ม Hydroxypropylmethylcellulose พบว่ากรดสเตียริกซ่ึงเป็นกรดไขมนัเม่ือเติมลงในฟิล์มช่วยเพิ่มการ
ป้องกนัการผ่านเขา้ออกของไอน ้ าของฟิล์มไดดี้กว่ากรดไขมนัและอีเทอร์ชนิดอ่ืนๆ เช่น โอเลอิก (Oleic acid), 
Methylpalmitate และ Methylstearate แต่เม่ือความเขม้ขน้ของกรดสเตียริกเพิ่มข้ึนมีผลให้ประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
ของฟิล์มท่ีผสมไนซินลดลง เน่ืองจากปฏิกิริยาระหวา่งประจุลบของกรดสเตียริกกบัประจุบวกของไนซิน ท าให้ไน
ซินตรึงอยูใ่นฟิลม์ไม่สามารถกระจายออกมาเพื่อท าหนา้ท่ียบัย ั้งจุลินทรียไ์ด ้

Lee และคณะ (2004) ศึกษาเก่ียวกบัการแพร่ของไนซินและ α-tocopherol ผสม Vinyl acetate-ethylene copolymer ท่ี
เคลือบบนแผน่กระดาษ พบวา่การแพร่ของไนซินและα-tocopherol มีความสัมพนัธ์กบัชนิดของอิมลัชนั โดยไนซิ
นซ่ึงมีหมู่ชอบน ้ าจึงแพร่ไดดี้เม่ืออิมลัชนัเป็นชนิดน ้ ามนัในน ้ า (Oil/Water emulsion) แต่แพร่ไดน้อ้ยเม่ืออิมลัชนัเป็น
ชนิดน ้ าในน ้ ามนั (Water/Oil emulsion) ขณะท่ี α-tocopherol มีสมบติัไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic) จะแพร่ไดน้อ้ยกวา่
เม่ืออิมลัชนัเป็นชนิดน ้ ามนัในน ้ า ดงันั้นส่วนประกอบในอาหาร เช่น ไขมนั แอลกอฮอล์ และกรดอินทรีย ์เป็นตน้ มี
ผลต่อการแพร่ของสารยบัย ั้งย ั้งจุลินทรีย ์
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(A) Unconstrained free diffusion system 

 
 (B) Monolithic system      

Figure 6.  Concentration profile at the surface of foods: (A) unconstrained free diffusion system  and (B) 
monolithic system.  

ท่ีมา: Han (2003) 

 8.2.5  สภาวะการเก็บรักษาและการจดัจ าหน่าย 

 อุณหภูมิและเวลาในการเก็บรักษาและจดัจ าหน่ายมีผลต่อการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์จึงควรเลือกใช้
อุณหภูมิในการเก็บรักษาผลิตภณัฑอ์าหารท่ีสามารถป้องกนัการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์(Han, 2003) 

 Lee และคณะ (2004) พบวา่อุณหภูมิการเก็บรักษานมและน ้ าส้มท่ีเก็บรักษาไวใ้นกล่องกระดาษท่ี
เคลือบดว้ยสารเคลือบไคโตซานท่ี 3 และ 10 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 14 วนั สามารถลดการเจริญของ Aerobic 
bacteria และยีสตไ์ด ้เม่ือเทียบกบัตวัอยา่งควบคุมท่ีไม่เคลือบผิวกล่องกระดาษดว้ยไคโตซานและไนซิน แต่การเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีผลในการยบัย ั้ง โดยมีจ านวนจุลินทรียเ์จริญไม่แตกต่างกบัตวัอยา่งควบคุม ซ่ึง
อุณหภูมิการเก็บรักษาอาจมีผลต่ออตัราการแพร่ของสารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ละการเจริญของจุลินทรีย ์

 8.2.6  สภาวะของกระบวนการข้ึนรูปบรรจุภณัฑ ์ 

 กระบวนการข้ึนรูปบรรจุภณัฑมี์ 2 วธีิท่ีส าคญั คือ กระบวนการใชค้วามร้อน เช่น กระบวนการเอ็กซ์
ทรูชัน่ (Extrusion) และกระบวนการเทหล่อจากสารละลาย (Casting solution) กรณีการข้ึนรูปโดยการเอ็กซ์ทรูชัน่ ส่ิง
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ส าคญัท่ีควรพิจารณาคือ ความสามารถในการทนต่อความร้อนและสภาวะท่ีรุนแรงของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์ เน่ืองจาก
สภาวะของการเอ็กทรูชั่นใช้อุณหภูมิและความดนัค่อนขา้งสูง ขณะท่ีการข้ึนรูปโดยการหล่อจากสารละลายมีส่ิง
ส าคญั คือ ตวัท าละลายท่ีเลือกใชต้อ้งสามารถละลายไดท้ั้งสารยบัย ั้งจุลินทรียแ์ละพอลิเมอร์ เพื่อให้สารยบัย ั้งเช้ือ
กระจายตวัเป็นเน้ือเดียวกนักบัพอลิเมอร์ ซ่ึงจะส่งผลถึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรีย ์(Han, 2003) 

 8.2.7  สมบติัทางกายภาพและทางกลของบรรจุภณัฑย์บัย ั้งจุลินทรีย ์ 

 ปริมาณสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ผสมกบัพอลิเมอร์ตอ้งมีปริมาณท่ีเหมาะสม ไม่มากเกินจนท าให้มีผลต่อ
สมบติัทางกายภาพ เช่น ความโปร่งใสและสี และสมบติัทางกลของบรรจุภณัฑ์ 

 8.2.8  ลกัษณะทางประสาทสัมผสัและความเป็นพิษของสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 

 สารยบัย ั้งจุลินทรียเ์ป็นสารท่ีมีกล่ินหรือรสท่ีรุนแรงซ่ึงมีผลต่อสมบติัทางประสาทสัมผสั รวมทั้ง
วตัถุดิบส าหรับผลิตฟิล์มหรือสารเคลือบท่ีสามารถรับประทานไดค้วรค านึงถึงสารก่อภูมิแพ ้ เช่น โปรตีนถัว่ลิสง 
โปรตีนถัว่เหลือง และโปรตีนขา้วสาลี 

 8.2.9  กฎหมายขอ้บงัคบั  

 การใส่สารยบัย ั้งจุลินทรีย์ในบรรจุภณัฑ์ต้องพิจารณาถึงกฎหมายข้อบังคบัเน่ืองจากสารยบัย ั้ง
จุลินทรียไ์ม่ใช่ส่วนประกอบท่ีใชใ้นอาหาร ตอ้งมีความปลอดภยัต่อการอุปโภคและบริโภค ดงันั้นสารยบัย ั้งจุลินทรีย์
ท่ีไดจ้ากธรรมชาติจึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจเม่ือเทียบกบัสารยบัย ั้งจุลินทรียส์ังเคราะห์ 

9.  ฟิล์มยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

 Kim และคณะ (2002) ศึกษาการแพร่ของไนซินในสารละลาย Acrylic และ Vinyl acetate-ethylene 
ท่ีเคลือบบนกระดาษในแบบจ าลองอาหาร และทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรียใ์นอาหารเล้ียงเช้ือ, นมพาส
เจอร์ไรส์ และน ้ าส้ม พบวา่สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีตอ้งการอากาศทั้งหมดและยีสตใ์นตวัอยา่งอาหาร
ได ้

 Cha และคณะ (2003) ศึกษาผลการเติมไนซินในสารละลายฟิล์มไคโตซานท่ีผสมเมทิลเซลลูโลสต่อ
ประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรีย ์โดยใชเ้ทคนิค Agar disc diffusion พบว่าไนซินมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของ M. luteus ATCC 10240 ในอาหารเล้ียงเช้ือ และเน่ืองจากโครงสร้างของไนซินและไคโตซานมีประจุบวก  
จึงไม่เกิดอนัตรกิริยาระหว่างประจุของสารทั้งสองชนิด ท าให้ไนซินแพร่ออกจากฟิล์มและยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียท่ี์ทดสอบไดดี้ โดยพบวา่มีขนาดของวงใสใหญ่ท่ีสุด 7 มิลลิเมตร หลงัจากบ่ม 6 ชัว่โมง 
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 Pranoto และคณะ (2005)  ศึกษาเ ก่ียวกับการผลิตฟิล์ม ท่ีสามารถย ับย ั้ ง จุ ลินทรีย์จาก 
ไคโตซานโดยการเติม Garlic oil (GO), Potassium sorbate (PS) และ Nisin (N) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่ท่ีความ
เขม้ขน้ของ GO สูงกวา่ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ความเขม้ขน้ของ PS เท่ากบั 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือความ
เขม้ขน้ของ N เท่ากบั 51,000 IU/กรัม สามารถยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus, Lis. monocytogenes และ B. cereus ได ้

 Zivanovic และคณะ (2005) ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes และ E. 
coli 0157:H7 ของฟิล์มไคโตซานและฟิล์มไคโตซานท่ีเติมน ้ ามนัหอมระเหยจากยี่หร่า กระเพรา ผกัชี และออริกาโน
ความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารเล้ียงเช้ือและเน้ือสัตว ์พบวา่ฟิล์มไคโตซานท่ีเติมน ้ ามนัหอมระเหย
จากออริกาโนความเขม้ขน้อยา่งนอ้ย 1 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั/น ้าหนกั) ของสารละลายฟิลม์ไคโตซาน มีประสิทธิภาพดี
ท่ีสุดในการยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes และ E. coli เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ ามนัหอมระเหยจากยี่หร่า 
โหระพา และผกัชี โดยสามารถลดปริมาณเช้ือ Lis. monocytogenes และ E. coli เร่ิมตน้ท่ีปนเป้ือนในเน้ือสัตวท่ี์เก็บ
รักษา ณ อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั เป็นจ านวน 3.6 log10-4 log10 cycle และ 3 log10 cycle 
ตามล าดบั 

 Li และคณะ (2006) ผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์าก Konjac glucomannan ร่วมกบัไคโตซาน 
และไนซิน พบว่าท่ีความเขม้ขน้ของไนซินเท่ากบั 42,000 IU/กรัม สามารถยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus, Lis. 
monocytogenes, และ B. cereus ได ้

 Geraldine และคณะ  (2008)  ผ ลิ ต ฟิล์ม ท่ีส าม ารถย ับ ย ั้ ง จุ ลิ นท รี ย์จ ากวุ ้น ร่ วมกับ 
ไคโตซานและกรดอะซิติกในการห่อหุ้มกระเทียม พบวา่ ฟิล์มสามารถยบัย ั้งการเจริญของ Filamentous fungi และ 
Aerobic mesophilic และหลงัจากเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 6 วนั พบวา่มีจ านวนของ Filamentous fungi และ ยีสต์ เท่ากบั 
102 และ 103 CFU/g ตามล าดบั ซ่ึงในชุดควบคุม คือ กระเทียมท่ีไม่ไดห่้อหุม้ดว้ยฟิลม์มีจ านวนของ Filamentous fungi 
และยสีต ์เท่ากบั 106 CFU/g  

 Lopez-Carballo และคณะ (2008) ผลิตฟิล์มและสารเคลือบท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากเจลาติน
ร่วมกบั Sodium magnesium chlorophyllin (E-140) และ Sodium copper chlorophyllin (E-141) พบวา่ฟิล์มและสาร
เคลือบสามารถลดการเจริญของ S. aureus และ Lis. monocytogenes และเม่ือน าฟิล์มและสารเคลือบมาห่อหุ้มและ
เคลือบไส้กรอก พบวา่ฟิลม์และสารเคลือบสามารถลดการเจริญของ S. aureus และ Lis. monocytogenes ไดเ้ช่นกนั  

 Theivendran และคณะ (2008) ผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย์จากโปรตีนถั่วเหลืองร่วมกับ 
Grape seed extract (GSE) ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกั/น ้ าหนกั) ไนซินความเขม้ขน้ 10,000 IU/กรัม และ 
EDTA ความเขม้ขน้ 0.16 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/น ้ าหนกั) พบวา่สามารถลดการเจริญของ Lis. monocytogenes, E. coli 
O157:H7 และ Sal. Typhimurium ได ้ 
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 Portes และคณะ (2009) ศึกษาเก่ียวกบัการผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากไคโตซานร่วมกบั 
Tetrahydrocurcuminoids (THCs) ซ่ึง Tetrahydrocurcuminoids (THCs) แบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ THC1 (5-
hydroxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)hept-4-en-3-one) และ THC2 (5-hydroxy-1,7-bis (4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)hept-4-en-3-one) พบว่าฟิล์มไคโตซานท่ีมีการเติมสาร THCs สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. 
innocua ได ้

 Vasconez และคณะ (2009) ศึกษาเก่ียวกบัการผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากไคโตซาน
ร่วมกบัแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีการเติมและไม่เติม Potassium sorbate พบวา่จากการวิเคราะห์การยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียโ์ดยวิธี Agar well diffusion สารละลายไคโตซานท่ีเติม Potassium sorbate สามารถยบัย ั้งการเจริญของ 
Lactobacillus spp. และเม่ือน าไคโตซานมาข้ึนรูปฟิล์มร่วมกบัแป้งมนัส าปะหลงั พบวา่ สามารถยบัย ั้งการเจริญของ 
Z. bailii แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lactobacillus spp.  

 Emiroglu และคณะ (2010) ผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียจ์ากโปรตีนถัว่เหลือง 
(SPEF) ร่วมกบัน ้ามนัหอมระเหย 2 ชนิด ไดแ้ก่ Oregano (OR) และ Thyme (TH) ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 1, 2, 3, 4 และ 
5 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ฟิล์ม SPEF ท่ีเติม OR หรือ TH สามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli, E. coli O157:H7, S. aureus, 
Pseu. aeruginosa และ Lb. plantarum และเม่ือน าฟิล์ม SPEF ท่ีเติม OR, TH หรือสารผสมระหวา่ง OR และ TH 
(ORT) มาห่อหุ้มเน้ือววัเพื่อยืดอายุการเก็บรักษา โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั พบว่า
ฟิล์ม SPEF ท่ีเติม OR, TH หรือสารผสมระหว่าง OR และ TH (ORT) ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ทั้งหมด (Total viable counts) แบคทีเรียแลกติก และ Staphylococcus spp. แต่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Coliform 
และ Pseudomonas spp. ได ้เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม  

 Ojagh และคณะ (2010) ศึกษาผลการเติมน ้ ามนัหอมระเหยจากอบเชยต่อสมบติั และประสิทธิภาพ
การยบัย ั้งจุลินทรียใ์นฟิลม์ไคโตซาน พบวา่การเติมน ้ามนัหอมระเหยจากอบเชย (ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.4, 0.8 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร)) ส่งผลให้สมบติัของฟิล์มไคโตซานเปล่ียนแปลง คือ ท าให้ค่าการยืดตวัเม่ือขาด 
ความสามารถในการละลายน ้า การซึมผา่นไอน ้ า ความโปร่งใส และความช้ืนของฟิล์มไคโตซานมีค่าลดลง แต่ส่งผล
ให้ค่าตา้นทานแรงดึงขาด และความหนาของฟิล์มไคโตซานมีค่าเพิ่มข้ึน เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ฟิล์มไคโต
ซานท่ีไม่เติมน ้ามนัหอมระเหยจากอบเชย) ในขณะท่ีฟิลม์ไคโตซานท่ีเติมน ้ามนัหอมระเหยจากอบเชยมีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ดดี้กวา่ชุดควบคุม ซ่ึงวิเคราะห์การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียโ์ดยวิธี Agar disc 
diffusion พบวา่ฟิลม์ไคโตซานท่ีเติมน ้ามนัหอมระเหยจากอบเชยสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Lis. monocytogenes 
PTCC1163, E. coli PTCC1399, Lb. plantarum PTCC1058, Lb. sakei PTCC1272 และ Pseu. fluorescens ATCC 
17482 ได ้ 

 Pintado และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากเวยโ์ปรตีนท่ีเติม Malic 
acid, ไนซิน และ Natamycin ร่วมกบั Tween80, EDTA และ Sucrose ester พบวา่การเติม Tween80 และ EDTA ไม่
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สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Pseu. aeruginosa และ Y. lipolytica แต่ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ 
Lis. monocytogenes, Pen. commune และ Pen. chrysogenum ส่วนการเติม Sucrose ester ลดประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการเจริญของ Y. lipolytica และ Penicillium spp.  

 Ehivet และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตฟิล์มท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากแป้งมนัเทศ โดยเติม 
Origanum oil (OG) ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) ต่อความสามารถใน
การยบัย ั้งการเจริญของ Sal. Enteritidis, E. coli O157:H7 และ Lis. monocytogenes พบวา่ฟิล์มแป้งมนัเทศท่ีเติม OG 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือไดท้ั้ง 3 สายพนัธ์ุ โดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของ OG ส่งผลให้ประสิทธิภาพการยบัย ั้ง
การเจริญของจุลินทรียเ์พิ่มข้ึน  

 Ahmad และคณะ (2012) ศึกษาผลการเติมน ้ ามนัหอมระเหย 2 ชนิด ไดแ้ก่ Bergamot (BO) และ 
Lemongrass oil (LO) ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ (5-25 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั/น ้าหนกั)) ต่อสมบติัและประสิทธิภาพการยบัย ั้ง
จุลินทรียใ์นฟิล์มเจลาติน พบวา่การเติม BO และ LO ส่งผลให้สมบติัของฟิล์มเจลาตินเปล่ียนแปลง คือ ท าให้ค่าการ
ยืดตวัเม่ือขาด ค่าต้านทานแรงดึงขาด ความสามารถในการละลายน ้ า ความโปร่งใส และการส่องผ่านแสงของ
แผน่ฟิลม์เจลาตินมีค่าลดลง ในขณะท่ีการเติม BO ในฟิล์มเจลาตินส่งผลให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์มมีค่าเพิ่มข้ึน 
แต่การเติม LO ท าให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์มมีค่าลดลง นอกจากน้ีการเติม LO และ BO ในฟิล์มเจลาตินเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ไม่เติม LO และ BO) โดยการเติม 
LO ในฟิล์มเจลาตินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ E. coli, Lis. monocytogenes, S. aureus และ Sal. Typhimurium 
แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. aeruginosa ในขณะท่ีการเติม BO ในฟิล์มเจลาตินยบัย ั้งไดเ้ฉพาะการ
เจริญของเช้ือ Lis. monocytogenes   
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วสัดุอุปกรณ์และวธีิการ 

วสัดุอุปกรณ์ 

1. เช้ือแบคทเีรียทีใ่ช้ในการผลติเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) 

- Weissella confusa NH02 แยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน (วรารัตน์ วงศศุ์ภชาติ, 2551) 

2. อาหารเลีย้งเช้ือ  

- Modified MRS มีองคป์ระกอบ (กรัม/ลิตร) คือ Di-ammonium hydrogen citrate, 2; Tryptone, 10;  
Sucrose, 40; Manganese sulfate, 0.04; Meat extract, 8; Di-potassium hydrogen phosphate, 2; 
Sodium acetate, 5; Tween 80,1; Magesium sulfate, 0.2 ปรับพีเอชเท่ากบั 7 โดยใช ้1M HCl หรือ 
1M NaOH (วรารัตน์ วงศศุ์ภชาติ, 2551)  

- Nutrient agar ยีห่อ้ Hi Media บริษทั Hi Media Laboratories Pvt.Ltd., India  
- ผงวุน้ (agar) 

3. สารเคมี  
- สารเคมีส าหรับยอ้มแกรม ประกอบดว้ย Cystal violet, Gram iodine, แอลกอฮอล์95 เปอร์เซ็นต ์และ 

Safranin 
- Glycerol ยีห่อ้ AnalaR®บริษทั VWR International Ltd., England 
- Sorbitol ยีห่อ้ UNIVAR บริษทั Univar Australia Pty. Ltd., Australia 
- Polyethylene glycol 400 ยีห่อ้ UNIVAR บริษทั Univar Australia Pty. Ltd., Australia 
- Ethanol 95% ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- Glacial acetic acid ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd.,Thailand 
- Hydrochloric aqcid  ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- Sodium cholide ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- Di-ammonium hydrogen citrate ยีห่อ้ Labscan บริษทั Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 
- Tryptone ยีห่อ้ Hi Media บริษทั Hi Media Laboratories Pvt.Ltd., India 
- Manganese sulfate ยีห่อ้ Labchem บริษทั Ajex Finechem, Australia 
- Meat extract ยีห่อ้ Hi Media บริษทั Hi Media Laboratories Pvt.Ltd., India 
- Di-potassium hydrogen phosphate ยีห่อ้ UNIVAR บริษทั Univar Australia Pty. Ltd., Australia 
- Sodium acetate ยีห่อ้ UNIVAR บริษทั Univar Australia Pty. Ltd., Australia 
- Tween 80 ยีห่อ้ Labchem บริษทั Ajex Finechem, Australia 
- Magesium sulfate ยีห่อ้ UNIVAR บริษทั Univar Australia Pty. Ltd., Australia 
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- น ้าตาลทราย ยีห่อ้มิตรผล บริษทัน ้าตาลมิตรผล จ ากดั ประเทศไทย 
- ไคโตซาน บริษทั โบนาฟิเดส มาร์เก็ต้ิง จ  ากดั ประเทศไทย 

4. สารยบัยั้งจุลนิทรีย์ 
- ไทมอล ยีห่อ้ Labchem บริษทั Ajex Finechem, Australia 
-  ไนซิน บริษทั Zhengzhou Chihon Biotechnology Co., Ltd, China  

5. เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต  าแหน่ง ยีห่อ้ AND บริษทั A&D Weighting, Japan 
- เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง ยีห่อ้ Sartorius บริษทั Sartorius AG, Germany  
- เคร่ืองอบลมร้อน (Hot air oven) ยีห่อ้ Sanyo รุ่น MOV.212 บริษทั Sanyo Electric Co.,Ltd. 
- หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ (Autocave) ยีห่อ้ TOMMY บริษทั Tommy Seiko Co.Ltd., Japan 
- ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow) ยีห่อ้ Hotpack รุ่น 527044 บริษทั Hotpack, USA 
- เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ยี่ห้อ CYBERSCAN บริษทั Cyberscan Technology, Inc, 

Germany 
- ไมโครปิเปต ขนาด 200-1000 ไมโครลิตร, 20-100 ไมโครลิตร และ 1-10 ไมโครลิตร ยี่ห้อ Labmate 

บริษทั Pacific Science Co., Ltd., Thailand 
- เคร่ืองหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) ยี่ห้อ Hettich รุ่น Model 

universal.32 บริษทั Andreas Hettich GmbH&Co.KG, Germany  
- ไมโครมิเตอร์ รุ่น ID-S112 บริษทั Mitutoyo, Japan 
- เตาไฟฟ้าพร้อมเคร่ืองกวนแม่เหล็กไฟฟ้า (Hot plate stirrer) รุ่น RCTbasic IKAMAG บริษทั IKA-

Werke GmbH, Germany 
- เคร่ืองวดัค่าความตา้นทานแรงดึงของวสัดุ รุ่น LR-30K บริษทั LLOYD Instruments Ltd., UK 
- เคร่ือง UV-Vis spectrophotometer รุ่น Genesys 10-s บริษทั Thermo, USA 
- เคร่ืองป่ันผสม (Vortex mixer) ยีห่อ้ WiseMix®รุ่น VM-10 บริษทั Interlab Ltd., New Zealand 
- ตูค้วบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธ์ ยีห่อ้ WTB Binder, Germany 
- เคร่ืองวดัค่าสี (CIE colorimeter) ยีห่อ้ Color Flex บริษทั HunterLab Reston, USA 
- อ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ยี่ห้อ WiseBath รุ่น WB-11 บริษทั Witeg Labortechnik 

GmbH, Germany 
- กลอ้งจุลทรรศน์ ยีห่อ้ Nikon รุ่น YS2H บริษทั Nikon Corporation, Japan 
- ตวัเจาะอาหารเล้ียงเช้ือ (cork borers) เบอร์ 2 ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร 
- แท่งแม่เหล็กกวนสาร (magnetic bar) 
- เดซิเคเตอร์ 
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- เบา้ซิลิโคนส าหรับข้ึนรูปฟิลม์ 
- ชุดอุปกรณ์ทดสอบการซึมผา่นของไอน ้า 

วธีิการ   

1. การผลติเอก็โซพอลิแซคคาไรด์ (EPS) จากเช้ือ Weisella confusa NH02 

 ถ่ายเช้ือ Weisella confusa NH02 ท่ีเก็บในกลีเซอรอลท่ี -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลง
ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือ 0.1 
มิลลิลิตร ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้
ถ่ายเช้ือ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 100 มิลลิมิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นท าการหมุนเหวี่ยงเซลล์ออกท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 
นาที น าส่วนใสมาตกตะกอนดว้ยเอธานอล (อตัราส่วนเอธานอลต่อส่วนใสเท่ากบั 2 ต่อ 1 โดยปริมาตร) ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตะกอน EPS โดยท าการหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 8000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 
นาที แลว้ตะกอน EPS ทั้งหมด (จากเตรียม EPS ทั้งหมด 10 คร้ัง) มาท าแห้งในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 2 วนั (วรารัตน์ วงศศุ์ภชาติ, 2551) จากนั้นน า EPS ท่ีไดม้าวิเคราะห์ความช้ืนตามวิธีมาตรฐาน AOAC (1995) 
(ภาคผนวก ข) 

2. ศึกษาการเตรียมฟิล์มและสมบัติของฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) 

 2.1 ศึกษาผลของความเข้มข้นของเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) ต่อการขึน้รูปและสมบัติฟิล์ม 

 เตรียมสารละลายฟิลม์ EPS โดยดดัแปลงวธีิของ Peirmaria และคณะ (2009)โดยน าผง EPS ท่ีไดจ้าก
ขอ้ 1 มาละลายในน ้ ากลัน่ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1.5, 2, 2.5, 3 และ 3.5 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกั/ปริมาตร) กวนผสมจน EPS 
ละลาย แลว้เติมกลีเซอรอลในปริมาณ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS กวนผสมเป็นเวลา 15 นาที ก าจดัฟองอากาศ
โดยการ Sonication เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าสารละลายฟิล์มท่ีได้มาข้ึนรูปฟิล์ม โดยเติมสารละลายฟิล์มลงในเบา้
ซิลิโคนขนาด 5×5 ตารางเซนติเมตร ควบคุมใหมี้ปริมาณของแข็งเท่ากบั 18 มิลลิกรัมต่อ 5×5 ตารางเซนติเมตร ท าให้
แห้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน ามาท าให้แห้งต่อในตูค้วบคุมอุณหภูมิและความช้ืนสัมพทัธ์ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์เท่ากบั 50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ลอกแผน่ฟิล์มออกจาก
แผน่ซิลิโคน เพื่อท าการวเิคราะห์สมบติัของฟิลม์ดงัน้ี  

 2.1.1 ความหนาของแผ่นฟิล์ม  

 วดัดว้ยไมโครมิเตอร์ตามมาตรฐาน ISO 4593:1993 (ISO standard, 1993) โดยสุ่มวดั 5 ต าแหน่งบน
ช้ินทดสอบ (5×5 ตารางเซนติเมตร) แลว้หาค่าเฉล่ียของความหนาของฟิลม์ช้ินทดสอบแต่ละช้ิน 
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 2.1.2 สมบัติเชิงกลของฟิล์ม                                                           

  ท าการปรับสภาพฟิล์มท่ีได้ในตูค้วบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และความช้ืนสัมพทัธ์ 50±5 
เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนตรวจสอบค่าการตา้นทานแรงดึง (Tensile strength: TS) และค่าการยืดตวัเม่ือขาด 
(Elongation at break: EAB) ตามวิธี ของ Iwata และคณะ (2000) โดยขนาดตวัอยา่งเท่ากบั 2×3 ตารางเซนติเมตร ใช ้
load cell ของเคร่ืองเท่ากบั 100 N และอตัราในการดึงเท่ากบั 30 มิลลิเมตรต่อนาที แลว้น ามาค านวณการตา้นทานแรง
ดึงและค่าการยดืตวัเม่ือขาด ตามสูตร 

  สูตรค านวณ  
    TS = Fmax/A 
   TS คือ การตา้นทานแรงดึงขาด (เมกะปาสคาล) 
   Fmax คือ แรงดึงขาดสูงสุด (นิวตนั) 
   A คือ พื้นท่ีหนา้ตดัท่ีนอ้ยท่ีสุด ณ จุดเร่ิมตน้ของช้ินงาน (ตารางเมตร) 
    EAB (%) = ∆L/L0    
   EAB คือ การยดืตวัเม่ือขาด (เปอร์เซ็นต)์ 
   ∆L คือ ความยาวท่ีเพิ่มข้ึน ณ จุดขาด (มิลลิเมตร) 
   L0 คือ ความยาวเดิมของช้ินทดสอบ (มิลลิเมตร) 

 2.1.3  การซึมผ่านไอน า้ (Water vapor permeability: WVP)    

                  ใชว้ธีิตามมาตรฐาน ASTM E96-80 (1980) โดยใชซิ้ลิกาเจลอบแห้ง (0%RH) เป็นตวัดูดความช้ืนใส่
ในถว้ยอลูมิเนียมส าหรับทดสอบการซึมผา่นไอน ้ า แลว้น าตวัอยา่งฟิล์มปิดทบับนปากถว้ยแลว้ปิดฝาและปิดสกรูให้
แน่นเพื่อป้องกนัรอยร่ัว น าถว้ยทดสอบไปชัง่น ้ าหนกัอยา่งละเอียด แลว้น าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิและความช้ืน
สัมพทัธ์ โดยใช้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์เท่ากบั 55 เปอร์เซ็นต์ บนัทึกการเปล่ียนแปลงของ
น ้ าหนกัถว้ยทดสอบทุกๆ 1 ชัว่โมง เป็นเวลา 8 ชัว่โมง แลว้น ามาเขียนกราฟระหวา่งน ้ าหนกั (แกน y) กบัเวลา (แกน 
x) จากนั้นค านวณหาความชนัของกราฟ แลว้น าค่าความชนัท่ีไดม้าค านวณค่าการซึมผา่นไอน ้า (WVP) ตามสูตร 

WVP (g m-1s-1Pa-1) = Gl t-1A-1∆P-1 

  Gt-1 คือ น ้าหนกัท่ีเปล่ียนแปลง (กรัมต่อเวลา (วินาที)) หาไดจ้ากความชนัของกราฟระหวา่งน ้ าหนกั 
(แกน y) กบัเวลา (แกน x) 
  l คือ ความหนาของฟิลม์ (เมตร) 
  A คือ พื้นท่ีของฟิลม์ (ตารางเมตร) 
  ∆P คือ Vapor pressure difference (1.583×103 Pa) 
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 2.1.4  การส่องผ่านแสงของแผ่นฟิล์ม 

 วดัการส่องผา่นแสงของแผน่ฟิล์มท่ีไดต้ามมาตรฐาน ASTM D 1746-03 (ASTM, 2006) และอา้งอิง
จาก Larena และ Villar (2001) ดว้ยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer ช่วงความยาวคล่ืนท่ีตรวจวดั 200-800 นาโน
เมตร 

 2.1.5  การละลายน า้ของฟิล์ม 

 ตรวจสอบการละลายน ้ าของฟิล์มโดยดดัแปลงวิธีของ Gennadios และคณะ (1998)  น าฟิล์มขนาด
ประมาณ 2 × 2 ตารางเซนตริเมตร ท่ีผ่านการชัง่น ้ าหนกัท่ีแน่นอนใส่ในน ้ ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีมี Sodium 
azide 0.1 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกั/ปริมาตร) เพื่อป้องกนัการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์แลว้ท าการปิดปากหลอดดว้ย
พาราฟิน น ามาเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาหมุนเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที แยกเอาส่วนใสออก แลว้น าฟิล์มส่วนท่ีไม่ละลายน ้ าไปท าแห้งใน
ตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปชัง่น ้าหนกัแหง้ และค านวณหาน ้าหนกัฟิลม์ท่ีละลาย  

Film solubility (%) = (น ้ าหนักแห้งเร่ิมต้นของแผ่นฟิล์ม-น ้ าหนักแห้งของฟิล์มท่ีไม่ละลายน ้ า)×100  
                                                                     น ้าหนกัแหง้เร่ิมตน้ของแผน่ฟิลม์ 

 2.1.6  สีและความโปร่งใสของแผ่นฟิล์ม  

 ตรวจสอบสีของฟิลม์โดยใชร้ะบบ CIE colorimeter ไดแ้ก่ ค่า L*, a* และ b* (L*= 0 (Black) ถึง 100 
(White), a* = -60 (Green) ถึง +60 (Red) และ b* = -60 (Blue) ถึง +60 (Yellow) โดยใชเ้คร่ืองวดัสี และตรวจสอบ
ความโปร่งใสของฟิลม์ตามวธีิ ของ Han และ Floros (1997) โดยค่าความโปร่งใสค านวณจากสมการ ดงัน้ี 

   Transparency value = -(log T600)/X 
   T600 คือ Fractional transmittance ท่ีความยาวคล่ืน 600 nm                
 X คือ ความหนาของแผน่ฟิลม์ (มิลลิเมตร) 

 คดัเลือกความเขม้ขน้ของสารละลายฟิล์ม EPS ท่ีให้ฟิล์มท่ีมีความแข็งแรง มีความยืดหยุ่น และ
สามารถลอกแผน่ฟิลม์ออกจากเบา้ซิลิโคนไดง่้าย เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  

 2.2  ศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของพลาสติไซเซอร์ต่อการขึ้นรูปฟิล์มและสมบัติของฟิล์มเอ็กโซพอลิ
แซคคาไรด์ (EPS) 

 เตรียมสารละลายฟิล์มเช่นเดียวกบัขอ้ 2.1 โดยใชค้วามเขม้ขน้ของ EPS ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.1 มา
ผสมกบัพลาสติไซเซอร์ 3 ชนิด คือ กลีเซอรอล ซอร์บิทอล และพอลิเอธิลีนไกลคอล 400 ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 20, 
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25, 30, 35 และ 40 เปอร์เซ็นตข์อง EPS แลว้ท าการข้ึนรูปฟิล์มตามวิธีการในขอ้ 2.1 วิเคราะห์สมบติัของฟิล์มตามขอ้ 
2.1.1-2.1.6 คดัเลือกชนิดและความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์ท่ีให้ฟิล์มท่ีมีความแข็งแรง มีความยืดหยุน่ ไม่ฉีกขาด
ง่ายและผวิหนา้ไม่เหนอะหนะจนเกินไป เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป  

3. ศึกษาสมบัติของฟิล์มพอลเิมอร์ผสมระหว่างเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) และไคโตซาน (CS)  

 เน่ืองจากฟิลม์ EPS มีสมบติัการละลายน ้าค่อนขา้งสูงซ่ึงท าให้เกิดปัญหาการบวมตวัของฟิล์มสูงเม่ือ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการห่อหุม้เน้ือหมูแช่เยน็เพื่อยืดอายุการเก็บรักษา จึงไดท้  าการศึกษาการเตรียมฟิล์ม EPS ท่ีมีการ
เติมไฮโดรคอลลอยด์ชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ ไคโตซาน (CS) โดยใชอ้ตัราส่วนระหวา่ง EPS ต่อ CS เท่ากบั 2:1, 1:1 และ 0:1 
โดยน ้ าหนกั เตรียมสารละลาย EPS ตามวิธีขอ้ 2.1 และเตรียมสารละลาย CS โดยละลาย CS ในสารละลายกรดอะ
ซิติกความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) (Hosseini et al., 2008) ท าการเตรียมสารละลายฟิล์มจากพอลิ
เมอร์ผสมดงักล่าว โดยใชค้วามเขม้ขน้ของพอลิเมอร์ผสมเท่ากบั 1.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) ผสมกบัพลาสติ
ไซเซอร์ท่ีคดัเลือกจากขอ้ 2.2 โดยควบคุมใหมี้ปริมาณของแขง็เท่ากบั 18 มิลลิกรัมต่อ 5×5 ตารางเซนติเมตรท าการข้ึน
รูปฟิลม์ตามวธีิในขอ้ 2.1 และน าฟิลม์ท่ีไดม้าวเิคราะห์สมบติัของฟิล์มตามวิธีขอ้ 2.1.1 ถึง 2.1.6 จากนั้นคดัเลือกอตัรา
ส่วนผสมท่ีให้ฟิล์มมีสมบติัการละลายน ้ าต ่าสุด มีความแข็งแรงและความยืดหยุ่นของฟิล์มท่ีดี เพื่อน าไปใช้ในการ
ทดลองขั้นต่อไป 

4.  การคัดแยกเช้ือแบคทเีรียทีท่ าให้เนือ้หมูแช่เยน็เน่าเสีย 

 ซ้ือเน้ือหมูท่ีหัน่เป็นช้ินท่ีวางในถาดโฟมและหุ้มดว้ย Wrap ท่ีวางขายในห้างสรรพสินคา้มาเก็บใน
ตูเ้ยน็ (4±0.5 องศาเซลเซียส) วางไวจ้นเกิดการเน่าเสีย แลว้น าตวัอยา่งหมูแช่เยน็ท่ีเน่าเสีย (เกิดเมือกและมีสีเขียวคล ้า) 
มา swab เช้ือบริเวณผิวหน้าของเน้ือหมูแล้วเจือจางในน ้ าเกลือปราศจากเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์
(น ้ าหนกั/ปริมาตร) แลว้เจือจางต่อแบบ Ten-fold serial dilution ให้มีจ  านวนเช้ือท่ีเหมาะสม จากนั้นน ามา Spread 
plate บนอาหาร Nutrient agar (NA) แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั คดัเลือกโคโลนีท่ี
แตกต่างกนัมา Streak บนอาหาร NA ท าการ Streak ซ ้ า 2-3 รอบ เพื่อให้ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ และตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ของเช้ือโดยการยอ้มสีแกรมและส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ น าเช้ือท่ีแยกไดไ้ปเทียบเคียงชนิดดว้ยการวิเคราะห์ 16S 
rDNA เก็บเช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดใ้นอาหาร Nutrient broth (NB) ท่ีมีกลีเซอรอล 25 เปอร์เซ็นต ์และเก็บไวท่ี้ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชส้ าหรับการทดลองต่อไป  
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5.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารต่อต้านจุลนิทรีย์ชนิดต่างๆ ในการยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ท าให้เนื้อหมูแช่เย็น
เน่าเสีย  

 5.1  การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมต้น 

                 ถ่าย เ ช้ือ ท่ีท าให้ เ น้ือหมูแช่ เย็น เน่า เ สีย ท่ีแยกได้จากข้อ 4 ท่ี เก็บไว้ในกลี เซอรอลท่ี 
-20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 12-18 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร NB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
บ่มท่ีสภาวะเดิม โดยใหมี้ปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 6-7 log CFU/ml 

 5.2  การหาความเข้มข้นต ่าสุดของสารต่อต้านจุลินทรีย์ที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ท าให้เนื้อหมูแช่
เยน็เน่าเสีย 

 ทดสอบประสิทธิภาพของสารต่อตา้นจุลินทรีย ์2 ชนิด คือ ไนซินและไทมอล ในการยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของหมูแช่เยน็จากขอ้ 4 ดว้ยเทคนิค Agar well diffusion ดดัแปลงวิธีการของ 
Iroegbu และ Nkere (2005) โดยปิเปตเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 5.1 ลงในอาหาร NA soft agar อุณหภูมิประมาณ 
50 องศาเซลเซียส แลว้เทอาหารลงในจานเพาะเช้ือ ท าการผสมเช้ือให้กระจายทัว่อาหารเล้ียงเช้ือ เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือ
เย็นและแข็งตวัดีแล้วเจาะอาหารเล้ียงเช้ือให้เป็นหลุมด้วย Cork borers เบอร์ 2 ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 5 
มิลลิเมตร จากนั้นเตรียมสารละลายไนซินและไทมอล โดยละลายไนซินในสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 
0.02 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) (Dawson et al., 2003) และเตรียมไทมอลให้เป็นสารละลายอิมลัชนั โดยละลาย
ไทมอลในสารละลายเอธานอลความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) (Nobile et al., 2009) แลว้ปรับให้มี
ความเขม้ขน้ของสารท่ีระดบัต่างๆ คือ 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 และ 40 mg/ml ดว้ยเทคนิค Two-fold serial 
dilution หยดสารละลายไนซินและไทมอลปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในหลุมท่ีเจาะไวบ้นอาหารเล้ียงเช้ือ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง ตรวจผลโดยการวดัขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของบริเวณท่ียบัย ั้ง (Inhibition 
zone) ท่ีเกิดข้ึนเปรียบเทียบกบัสารละลายควบคุม (สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตร/ปริมาตร) และสารละลายเอธานอลความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร)) คดัเลือกชนิดของสาร
ต่อตา้นจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียสูงสุด เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

6.  ศึกษาประสิทธิภาพการยบัยั้งจุลนิทรีย์ของฟิล์มพอลเิมอร์ผสมระหว่างเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน 
(EPS/CS) ทีม่ีการเติมสารต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 เตรียมฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS กบั CS ท่ีอตัราส่วนท่ีเหมาะสม (คดัเลือกจากขอ้ 3) ท่ีเติม
สารต่อตา้นจุลินทรีย ์ชนิดและความเขม้ขน้ต ่าสุดของสารต่อตา้นจุลินทรียท่ี์สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีท า
ให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียได ้(MIC) (จากขอ้ 5.2) และเพิ่มความเขม้ขน้ของสารต่อตา้นจุลินทรียเ์ป็น 2 เท่าของ MIC 
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(เติม Tween 80 ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ในสารละลายฟิล์ม EPS ท่ีเติมไทมอลเป็นสาร
ต่อตา้นจุลินทรีย)์ กวนผสมสารละลายฟิล์มเป็นเวลา 30 นาที น าสารละลายฟิล์มท่ีไดข้ึ้นรูปฟิล์มตามวิธีขอ้ 2.1 
วเิคราะห์สมบติัของฟิลม์ท่ีไดต้ามวธีิขอ้ 2.1.1 ถึง 2.1.6 และน าไปทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าให้
เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียโดย ดดัแปลงวิธีการของ Hong และคณะ (2009) ดงัน้ี หยดเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 5.1 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร (มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้เท่ากบั 6-7 log CFU/ml) ลงบนแผ่นฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง 
EPS/CS (ชุดควบคุม) และฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
6 ชั่วโมง แล้วน าแผ่นฟิล์มมาเจือจางให้มีจ  านวนเช้ือท่ีเหมาะสมในน ้ าเกลือปราศจากเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ 0.85 
เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) โดยเจือจางแบบ Ten-fold serial dilution จากนั้นหาจ านวนเช้ือท่ีรอดชีวิตโดยวิธีการ 
Drop plate บนอาหาร NA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง นบัจ านวนเช้ือท่ีรอดชีวิตต่อกรัมของตวัอยา่ง 
แลว้ค านวณหาปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวติ (เปอร์เซ็นต)์  

 คดัเลือกความเขม้ข้นของสารต่อต้านจุลินทรียท่ี์เติมในฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS/CS ท่ีมี
ความแข็งแรง ความยืดหยุ่น สามารถลอกแผ่นฟิล์มออกจากเบ้าซิลิโคนได้ง่ายและมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
จุลินทรียดี์ท่ีสุด เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

7.  การประยุกต์ใช้ฟิล์มและสารเคลอืบพอลเิมอร์ผสมระหว่างเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ที่เติมสาร
ต่อต้านจุลนิทรีย์ในการเกบ็รักษาเนือ้หมูแช่เยน็ 

 7.1 การประยุกต์ใช้ฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่างเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ที่เติมสารต่อต้าน
จุลนิทรีย์ในการเกบ็รักษาเนือ้หมูแช่เยน็ 

   น าเน้ือหมูมาตดัให้มีความยาวเท่ากบั 5 เซนติเมตร ความกวา้งเท่ากบั 5 เซนติเมตร และมีความหนา
เท่ากบั 0.1 เซนติเมตร (ดดัแปลงจาก Zinoviadou et al., 2009) ลา้งและท าความสะอาด แลว้ซบัให้แห้ง จากนั้นน ามา
ห่อหุม้ดว้ยฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีมีการเติมสารยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์คดัเลือกจากขอ้ 6 และฟิล์มพอลิเมอร์
ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีไม่เติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์หลงัจากห่อหุ้มแลว้น าเน้ือหมูมาเก็บไวใ้นเพลทท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ
แลว้ จากนั้นเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 2, 4, 7, 9, 11 และ15 เพื่อศึกษาการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะปรากฏภายนอก การเปล่ียนแปลงของพีเอช และการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรียข์องเน้ือหมู โดย
เก็บตวัอย่างมาเจือจางในน ้ าเกลือปราศจากเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนกั/ปริมาตร) แลว้เจือจางต่อ
แบบ Ten-fold serial dilution ให้มีจ  านวนเช้ือท่ีเหมาะสม จากนั้นหาจ านวนเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดโดยวิธีการ Drop 
plate บนอาหาร NA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 
(TVC) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของปริมาณ Psychrophilic 
bacteria ซ่ึงค่า TVC ของเน้ือหมูตอ้งไม่เกิน 1 x 105 CFU/g (มกอช. 6000-2547) โดยใชเ้น้ือหมูท่ีไม่ห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม
พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS เป็นชุดควบคุม 
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 7.2 การเคลอืบเนือ้หมูโดยสารเคลอืบ (สารละลายฟิล์ม) พอลิเมอร์ผสมระหว่างเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน 
(EPS/CS) ทีม่ีการเติมสารต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 น าเน้ือหมูมาตดัให้มีความยาว 5 เซนติเมตร ความกวา้ง 5 เซนติเมตรและหนา 0.1 เซนติเมตร 
(ดดัแปลงจาก Zinoviadou et al., 2009) ลา้งและท าความสะอาด แลว้ซบัให้แห้ง จากนั้นน ามาจุ่มลงในสารเคลือบพอ
ลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS/CS ท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์(คดัเลือกจากขอ้ 6) และสารเคลือบพอลิเมอร์ผสมระหว่าง 
EPS/CS ท่ีไม่เติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์เป็นเวลา 1 นาที แลว้ท าให้แห้งเป็นเวลา 30 นาที ภายในตูป้ลอดเช้ือ (ดดัแปลง
จาก Theivendran et al., 2006) หลงัจากเคลือบแลว้น าเน้ือหมูมาเก็บไวใ้นเพลทท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งในวนัท่ี 0, 2, 4, 7, 9, 11 และ15 เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงลกัษณะปรากฏ
ภายนอก การเปล่ียนแปลงค่าพีเอช และการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรียข์องเน้ือหมู โดยน าตวัอยา่งมาเจือจางในน ้ าเกลือ
ปราศจากเช้ือท่ีมีความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) แลว้เจือจางต่อแบบ Ten-fold serial dilution ให้มี
จ  านวนเช้ือท่ีเหมาะสม จากนั้นหาจ านวนเช้ือจุลินทรียท์ั้ งหมดโดยวิธีการ Drop plate บนอาหาร NA บ่มท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมงเพื่อดูการเปล่ียนแปลงของปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (TVC) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 
4±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั เพื่อดูการเปล่ียนแปลงของปริมาณ Psychrophilic bacteria โดยค่า TVC ของ
เน้ือหมูตอ้งไม่เกิน 1 x 105 CFU/g (มกอช. 6000-2547) โดยใชเ้น้ือหมูท่ีไม่มีการเคลือบดว้ยสารเคลือบพอลิเมอร์ผสม
ระหวา่ง EPS/CS เป็นชุดควบคุม 

8.  ศึกษาความคงตัวของสารเคลอืบ (สารละลายฟิล์ม) และฟิล์มพอลเิมอร์ผสมระหว่างเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโต
ซาน (EPS/CS) ทีม่ีการเติมสารต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 8.1  ศึกษาความคงตัวของสารเคลอืบ (สารละลายฟิล์ม) พอลิเมอร์ผสมระหว่างเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน 
(EPS/CS) ทีม่ีการเติมสารต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 เตรียมสารเคลือบพอลิเมอร์ผสม EPS/CS ตามวธีิการในขอ้ 3 และเติมสารต่อตา้นจุลินทรียท่ี์คดัเลือก
จากขอ้ 6 จากนั้นเก็บสารเคลือบพอลิเมอร์ผสม EPS/CS ท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง และท่ีอุณหภูมิ
ตูเ้ยน็ โดยเก็บตวัอยา่งสารเคลือบพอลิเมอร์ผสม EPS/CS ท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรียทุ์กๆ 10 วนั เป็นเวลา 40 วนั มา
ทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูแช่เย็นเน่าเสีย (จากขอ้ 4) ดว้ยเทคนิค Agar well 
diffusion (ตามวธีิการขอ้ 5.2) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 18-24 วนั แลว้วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของบริเวณท่ี
มีการยบัย ั้งเกิดข้ึน  
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 8.2  ศึกษาความคงตัวของฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่างเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ที่มีการเติม
สารต่อต้านจุลนิทรีย์ 

 เตรียมฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS/CS ท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรีย ์(คดัเลือกจากขอ้ 6) ตาม
วธีิการในขอ้ 2.1 จากนั้นเก็บฟิลม์ไวท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เก็บตวัอยา่งทุกๆ 5 
วนั เป็นเวลา 40 วนั มาวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงการส่องผา่นแสง ค่าสี และความโปร่งใสของแผน่ฟิล์มตามวิธีการ
ขอ้ 2.1.4 และ 2.1.6 ตามล าดบั และเก็บตวัอยา่งในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 40 มาวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงความหนา สมบติั
เชิงกลของฟิล์ม ค่าการซึมผ่านไอน ้ า และค่าการละลายน ้ าของฟิล์มตามวิธีการขอ้ 2.1.1, 2.1.2, 2.1.3 และ 2.1.5 
ตามล าดบั ในขณะท่ีการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย (จากขอ้ 4) 
ของฟิลม์พอลิเมอร์ผสมท่ีเติมสารต่อตา้นจุลินทรียว์ิเคราะห์ตามวิธีการในขอ้ 6 โดยเก็บตวัอยา่งทุกๆ 20 วนั เป็นเวลา 
40 วนั  
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ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

1.  สมบัติของฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) จากเช้ือ W. confusa NH02 

 1.1 ผลของความเข้มข้นของเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ต่อสมบัติของฟิล์ม EPS  

   จากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จากสารละลายฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 1.5, 2, 2.5, 3 
และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบักลีเซอรอลซ่ึงเป็นพลาสติไซเซอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS 
ฟิลม์ท่ีไดมี้สมบติัแตกต่างกนั ดงัน้ี  

  1.1.1 ความหนาและสมบัติเชิงกล  

 ฟิล์ม EPS ท่ีไดมี้ความหนาอยูร่ะหวา่ง 0.031±0.003 ถึง 0.063±0.003 มิลลิเมตร (Table 4) โดยฟิล์ม 
EPS ท่ีผลิตจาก EPS ความเขม้ขน้ 2, 2.5, 3 และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์มีความหนาไม่แตกต่างกนั (p>0.05) อยูใ่นช่วง 0.060 
ถึง 0.063 มิลลิเมตร ในขณะท่ีฟิล์ม EPS ท่ีผลิตจาก EPS ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์มีความหนานอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 
0.031 มิลลิเมตร อาจเน่ืองจากความเขม้ขน้สารละลาย EPS ต ่า โมเลกุล EPS อยูห่่างจากกนั เป็นอิสระมากกวา่ ซ่ึงใน
ขั้นตอนการท าแห้งฟิล์มจ าเป็นตอ้งใช้เวลาการท าแห้งนานกว่า ส่งผลให้โมเลกุลของ EPS มีเวลาเพียงพอในการ
จดัเรียงโมเลกุลท่ีเป็นระเบียบ เกิดเป็นโครงสร้างฟิล์มท่ีเป็นระเบียบมากกวา่การเทหล่อจากสารละลายฟิล์มท่ีมี EPS 
ความเข้มข้นสูง ท าให้เกิดช่องว่างระหว่างโมเลกุลภายในโครงสร้างฟิล์มน้อยกว่า ฟิล์มจึงมีความหนาน้อยกว่า 
ในขณะท่ีฟิลม์ท่ีเทหล่อจากสารละลายความเขม้ขน้ EPS สูงกวา่ โมเลกุลมีโอกาสเกิดการพนัเก่ียวกนัระหวา่งโมเลกุล 
(Molecule chain entanglement) มากกวา่ ท าให้ขดัขวางการวางตวัขนานกนั ความเป็นระเบียบของโมเลกุล และเกิด
ช่องวา่งระหวา่งโมเลกุลมากกวา่ ฟิลม์ท่ีไดจึ้งมีความหนามากกวา่ อยา่งไรก็ตาม Piermaria และคณะ (2009) ผลิตฟิล์ม
จากสารละลาย Kefiran ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบว่าเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ Kefiran ส่งผลให้ความหนาของฟิล์ม
เพิ่มข้ึน โดยความเขม้ขน้ 5 กรัม/กิโลกรัมของ Kefiran มีความหนาเท่ากบั 1.9±1.2 ไมโครเมตร และเม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้เป็น 10 กรัม/กิโลกรัมของ Kefiran ฟิล์มมีความหนาเท่ากบั 21.0±1.3 ไมโครเมตร ทั้งน้ีเน่ืองจากไม่ไดมี้การ
ควบคุมปริมาณเน้ือสาร (ปริมาณของแข็ง) ในการเทหล่อฟิล์มให้เท่ากนั ความหนาของฟิล์ม EPS ทุกการทดลองอยู่
ในเกณฑ์ท่ีสามารถน าไปใช้ท าถุงพลาสติกส าหรับบรรจุอาหาร ซ่ึงระบุความหนาไว้ระหว่าง 0.010 ถึง 0.100 
มิลลิเมตร (มอก. 1027-2553) 

 สมบติัเชิงกลของฟิล์ม EPS ท่ีผลิตจากสารละลายฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS ต่างๆ แสดงดงั 
Table 4 พบวา่ฟิล์ม EPS ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 1.5 เปอร์เซ็นตมี์ค่าตา้นทานแรงดึงนอ้ยท่ีสุด (4.05 MPa) แต่มีค่าการ
ยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มมากท่ีสุด (68.63 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงลกัษณะฟิล์ม EPS ท่ีไดจ้ะมีความยืดหยุน่สูง แต่ไม่มีความ
แข็งแรง และยากแก่การลอกฟิล์ม EPS ออกจากเบา้ซิลิโคน จึงไม่เหมาะแก่การน าไปประยุกต์ใช้ ในขณะท่ีฟิล์มท่ี
เตรียมจาก EPS ความเขม้ขน้เท่ากบั 3 เปอร์เซ็นต ์มีค่าตา้นทานแรงดึงสูงท่ีสุด (8.27 MPa) และมีค่าการยืดตวัเม่ือขาด
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ของฟิล์มเท่ากบั 27.76 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงฟิล์ม EPS ท่ีไดมี้ความแข็งแรง มีความยืดหยุน่และสามารถลอกแผน่ฟิล์ม EPS 
ออกจากเบา้ซิลิโคนไดง่้ายกว่าฟิล์ม EPS ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ ซ่ึงจากการทดลอง พบว่า เม่ือความเขม้ขน้ของ EPS 
เพิ่มข้ึนในช่วง 1.5 ถึง 3 เปอร์เซ็นต ์ฟิล์มมีค่าตา้นทานแรงดึงสูงข้ึน (p<0.05) อาจเน่ืองจากความสามารถในการเกิด
อนัตรกิริยาระหวา่งโมเลกุลมากข้ึน ฟิล์มจึงมีความแข็งแรงสูงข้ึน อยา่งไรก็ตามเม่ือความเขม้ขน้ของ EPS สูงข้ึนเป็น 
3.5 เปอร์เซ็นต ์ฟิลม์ท่ีไดมี้ค่าตา้นทานแรงดึงลดลง ในขณะท่ีค่าการยดืตวัเม่ือขาด (EBA) ของฟิล์มท่ีความเขม้ขน้ของ 
EPS เท่ากบั 2 ถึง 3.5 เปอร์เซ็นต ์มีค่าไม่แตกต่างกนั (p>0.05) โดยฟิล์ม EPS ท่ีผลิตไดมี้ค่าตา้นทานแรงดึงอยูร่ะหวา่ง 
4.05±0.53 ถึง 8.27±0.46 MPa (Table 4) ในขณะท่ีมีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์ม EPS อยูร่ะหวา่ง 24.06±5.65 ถึง 
68.63±8.60 เปอร์เซ็นต ์(Table 4) ซ่ึงมีค่าต ่ากวา่ฟิล์มท่ีผลิตจากพอลิเมอร์สังเคราะห์ เช่น Low-density polyethylene 
(LDPE) (9-17 MPa), Polystyrene (35-55 MPa) และ Cellophane (114 MPa) (Smith, 1986) ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ฟิล์มทาง
การคา้ เช่น Cellophane (20%) และ Polystyrene (1%) (Shellhammer and Krochta, 1997) แต่มีค่าต ่ากว่า LDPE 
(500%) (Smith, 1986) และจากการศึกษาของ Alves และคณะ (2011) ไดผ้ลิตฟิล์มจากสารละลาย EPS ท่ีผลิตจาก 
Pseu. oleovorans NRRLB-14682 พบวา่ฟิลม์ EPS ท่ีผลิตไดมี้คา้ตา้นทานแรงดึงเท่ากบั 51±3 MPa และมีค่ายืดตวัเม่ือ
ขาดเท่ากบั 9.5 ±3.9 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี Ghasemlou และคณะ (2011) ผลิตฟิล์มจากสารละลาย Kefiran พบวา่ฟิล์ม 
Kefiran ท่ีผลิตไดมี้ค่าตา้นทานแรงดึงเท่ากบั 11.18±2.24 MPa และมีค่าการยืดตวัเม่ือขาดเท่ากบั 36.59±11.13 
เปอร์เซ็นต ์ 

  1.1.2 การซึมผ่านไอน า้และการละลายน า้ของฟิล์ม 

  ค่าการซึมผา่นไอน ้ า (Water vapor permeability, WVP) คือ ปริมาณไอน ้ าท่ีซึมผา่นจากผิวหนา้ดา้น
หน่ึงไปยงัผิวอีกดา้นหน่ึงต่อหน่ึงหน่วยพื้นท่ีผิวฟิล์มในระยะเวลาท่ีก าหนด ภายใตส้ภาวะท่ีควบคุมอุณหภูมิ และ
ความช้ืนสัมพทัธ์ ซ่ึงมีความส าคญัในการเลือกใชฟิ้ลม์เป็นบรรจุภณัฑ ์ถา้มีการซึมผา่นของไอน ้ าสูง อายุการเก็บรักษา
จะสั้นลง ซ่ึงจากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จากสารละลายฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 1.5, 2, 2.5, 3 และ 
3.5 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบักลีเซอรอลซ่ึงเป็นพลาสติไซเซอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่
ฟิล์ม EPS ท่ีไดมี้ค่าการซึมผา่นไอน ้ าอยูร่ะหวา่ง 3.10±0.12×10-10 ถึง 3.80±0.44×10-10 g /ms Pa (Table 4) โดยทัว่ไป
พบว่าค่าการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์ม EPS มีค่าไม่แตกต่างกนัมากนกั โดยฟิล์มท่ีเตรียมจากสารละลาย EPS ความ
เขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการซึมผา่นไอน ้ าต ่าสุด ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการจดัเรียงตวัของโมเลกุลท่ีเป็นระเบียบ
มากกวา่และมีช่องว่างระหว่างโมเลกุลนอ้ยกว่า ท าให้โมเลกุลน ้ าเคล่ือนท่ีผา่นโครงสร้างฟิล์มไดย้ากกวา่ ท าให้มีค่า
การซึมผา่นไอน ้าต ่ากวา่ ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัผลของความหนาท่ีเป็นผลมาจากการจดัเรียงโมเลกุลในระหวา่งการ
ท าแหง้ฟิลม์ดงัท่ีอธิบายแลว้ขา้งตน้ ซ่ึงสามารถป้องกนัการซึมผา่นไอน ้ าไดดี้ เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีผลิตจากพอลิ
เมอร์ทางชีวภาพ เช่น ฟิล์มเวยโ์ปรตีน (1.34×10-9 g /ms Pa) (Shaw et al., 2002) และฟิล์มเมทิลเซลลูโลส 
(1.15±0.14×10-10 g /ms Pa) (Park et al., 1993) เป็นตน้ ในขณะท่ีมีค่าใกลเ้คียงกบัฟิล์ม Gellan gum (2.08×10-10 g/ms 
Pa) (Yang and Paulson, 2000) แต่มีความสามารถในการป้องการซึมผา่นไอน ้ าต ่ากวา่กบัฟิล์มสังเคราะห์ Cellophane 
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(8.4×10-11 g /ms Pa) (Shellhammer and Krochta, 1997) ฟิล์ม LDPE (9.14×10-13 g /ms Pa ) และฟิล์ม HDPE 
(2.31×10-13 g /ms Pa) (Smith, 1986)  

 ค่าการละลายน ้าของแผน่ฟิลม์จะเป็นตวับ่งช้ีการน าฟิลม์ไปประยุกตใ์ช ้โดยแผน่ฟิล์มท่ีไม่ละลายน ้ า
จะเป็นผลดีเม่ือใช้ในการห่อหุ้มอาหารท่ีตอ้งการเก็บไวไ้ด้นาน แต่จะเป็นผลเสียกบัการน าไปใช้เป็นบรรจุภณัฑ์ท่ี
ตอ้งการให้เกิดการละลายในน ้ า (Gounga et al., 2007) จากการศึกษาผลของความเขม้ขน้ของ EPS ต่อความสามารถ
ในการละลายน ้าของฟิลม์ พบวา่ฟิลม์ EPS ท่ีผลิตไดมี้ค่าการละลายอยูร่ะหวา่ง 31.19±3.39 ถึง 39.30±2.78 เปอร์เซ็นต ์
(Table 5) โดยทัว่ไปพบว่า ฟิล์มท่ีเตรียมจากสารละลาย EPS ความเขม้ขน้ต่างๆ มีค่าการละลายน ้ าไม่แตกต่างกนั
ยกเวน้ฟิล์มท่ีเตรียมจากสารละลาย EPS ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ฟิล์ม EPS ท่ีผลิตไดส้ามารถละลายน ้ าไดดี้ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัฟิลม์ท่ีผลิตจากพอลิเมอร์ชีวภาพชนิดอ่ืนๆ เช่น ฟิล์ม Kefiran (27.91±1.11 เปอร์เซ็นต)์ (Ghasemlou et 
al., 2011) ฟิล์มแป้ง (23.76 เปอร์เซ็นต)์ (Ghanbarzadeh et al., 2010) ฟิล์มไคโตซาน (16.8 เปอร์เซ็นต)์ (Rotta et al., 
2009) และฟิล์ม EPS จาก Pseu. oleovorans NRRLB-14682 (4 เปอร์เซ็นต)์ (Alves et al., 2011) เป็นตน้ ในขณะท่ีมี
ค่าการละลายน ้ าต ่ากว่าฟิล์มแป้ง Achira (40.6 เปอร์เซ็นต์) (Andrade-Mahecha et al., 2012) ฟิล์ม 
Hydroxypropylmethylcellulose (100 เปอร์เซ็นต์) (Rotta et al., 2009) และฟิล์มเวยโ์ปรตีน (50.58 เปอร์เซ็นต์) 
(Gounga et al., 2007) เป็นตน้  

 Table 4.  Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on thickness, tensile strength,  elongation at break 
and water vapor permeability (WVP) of EPS film from  Weissella confusa NH02. 

# Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  
 
  1.1.3 ค่าสีของฟิล์ม 

 สีของฟิล์มเป็นสมบติัทางกายภาพท่ีสังเกตได้ชัดเจน ดงันั้นในการเลือกฟิล์มเป็นบรรจุภณัฑ์จึง
จ าเป็นตอ้งค านึงถึงสีของฟิลม์ดว้ย การวดัสีในระบบ CEI โดย L* แสดงความสวา่งจาก 0-100 ถา้ค่า L* มาก แสดงวา่

EPS conc. (%) Thickness# (mm) 
Tensile strength 

(MPa ) 
Elongation at break 

(%) 
WVP 

(×10-10 g /ms Pa ) 
1.5 
2 

2.5 
3 

3.5 

0.031±0.003a## 

0.060±0.007b 

0.062±0.002b 

0.063±0.003b 

0.063±0.003b 

4.05±0.53a 

6.61±0.69bc 

7.23±0.52c 

8.27±0.46d 

6.21±0.40b 

68.63±8.60b 

25.97±6.56a 

24.06±5.65a 

27.76±4.87a 

28.63±2.11a 

3.10±0.12a 

3.56±0.42ab 

3.75±0.28b 

3.80±0.44b 

3.38±0.45ab 
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มีความสวา่งมาก ค่า a* แสดงค่าสีแดง-สีเขียว โดยถา้ค่าบวกแสดงสีแดงและถา้ค่าลบแสดงสีเขียว และค่า b* แสดงค่า
สีเหลือง-น ้ าเงิน โดยถา้ค่าบวกแสดงสีเหลืองและถา้ค่าเป็นลบแสดงสีน ้ าเงิน จากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จาก
สารละลายฟิลม์ท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 1.5, 2, 2.5, 3 และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบักลีเซอรอลซ่ึงเป็นพลาสติ
ไซเซอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่ฟิล์ม EPS มีค่า L* แตกต่างกนัเล็กนอ้ยอยูร่ะหวา่ง 
88.21±0.01 ถึง 88.83±0.10 (Table 5) ส่วนค่า a* ของฟิล์ม EPS พบวา่การเพิ่มความเขม้ขน้ EPS ไม่ส่งผลต่อค่า a* 
(p>0.05) ในขณะท่ีค่า b* ของฟิล์ม EPS มีค่าอยูร่ะหว่าง 4.30±0.01 ถึง 5.57±0.08 โดยฟิล์มท่ีเตรียมจากสารละลาย 
EPS ความเขม้ขน้ 2 ถึง 3.5 เปอร์เซ็นต ์มีค่า b* ไม่แตกต่างกนั (p>0.05) ส่วนฟิล์มท่ีเตรียมจาก EPS ความเขม้ขน้ 1.5 
เปอร์เซ็นต ์มีค่า b* ต ่าท่ีสุด นัน่คือ ฟิล์มมีแนวโนม้ท่ีจะมีสีเหลืองมากข้ึน เม่ือความเขม้ขน้ EPS เพิ่มข้ึนมากกวา่ 2.5 
เปอร์เซ็นต์ เน่ืองจาก EPS ท่ีใชผ้ลิตฟิล์มมีลกัษณะขุ่นและมีสีเหลืองอ่อนรวมทั้งเม่ือความเขม้ขน้ EPS สูงข้ึนอาจมี
โอกาสเกิดปฏิกิริยาการเกิดสีน ้าตาลระหวา่งองคป์ระกอบต่างๆ ใน EPS เกิดเป็นรงควตัถุท่ีใหสี้น ้าตาลเกิดข้ึน 

  1.1.4 การส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์ม 

 การวดัค่าการส่องผา่นแสง (Light transmittance) โดยเลือกช่วงความยาวคล่ืนระหวา่ง 200-800 นา
โนเมตร ซ่ึงเป็นทั้งช่วงท่ีแสง UV และตามองเห็นได ้จากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จากสารละลายฟิล์มท่ีมีความ
เขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 1.5, 2, 2.5, 3 และ 3.5 เปอร์เซ็นต ์ร่วมกบักลีเซอรอลซ่ึงเป็นพลาสติไซเซอร์ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่ฟิลม์ EPS มีค่าการส่องผา่นแสงลดลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ EPS จาก 
1.5 เป็น 2 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) (Table 6) เน่ืองจากฟิลม์ EPS ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นตมี์ความหนามากกวา่ฟิล์ม EPS 
1.5 เปอร์เซ็นต ์ท าใหค้วามสามารถในการส่องผา่นของแสงลดลง ในขณะท่ีฟิล์ม EPS ความเขม้ขน้ 2, 2.5, 3 และ 3.5 
เปอร์เซ็นต ์มีค่าการส่องผา่นแสงไม่แตกต่างกนั (p>0.05) เป็นผลมาจากมีความหนาไม่แตกต่างกนั (Table 4) โดย
ฟิล์ม EPS มีค่าการส่องผา่นแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นได ้(350-800 นาโนเมตร) อยู่ระหว่าง 46.35 ถึง 
86.02 เปอร์เซ็นต ์ส่วนค่าการส่องผา่นแสงในช่วงแสง UV (280 นาโนเมตร) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 3.32 ถึง 7.92 เปอร์เซ็นต ์
(Table 6) โดยฟิลม์ EPS ทุกความเขม้ขน้มีค่าการส่องผา่นแสงต ่าท่ีสุดเท่ากบั 0 เปอร์เซ็นต ์ท่ีความยาวคล่ืน 200 นาโน
เมตร ดงันั้นฟิลม์ EPS ทุกความเขม้ขน้จึงสามารถป้องกนัแสงยวูไีดดี้    

 ส าหรับความโปร่งใสของฟิล์ม พบว่าความเขม้ขน้ของ EPS ไม่ส่งผลต่อความโปร่งใสของฟิล์ม 
(p>0.05) (Table 5) โดยฟิล์ม EPS มีค่าความโปร่งใสของฟิล์มอยูร่ะหวา่ง 1.90±0.07 ถึง 2.22 ±0.39 ซ่ึงจากผลการ
ทดลองสามารถบ่งช้ีไดว้า่ ฟิล์ม EPS มีความโปร่งใสและเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มทางการคา้ พบวา่มีความโปร่งใส
มากกวา่ฟิล์ม LDPE (ค่าความโปร่งใสเท่ากบั 3.05) แต่มีความโปร่งใสนอ้ยกวา่ฟิล์ม OPP (ค่าความโปร่งใสเท่ากบั 
1.67) (Shiku et al.,  2003) 

 จากผลการทดลองขา้งตน้เลือก EPS ท่ีความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ เพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
เน่ืองจากฟิล์มท่ีได้มีสมบติัเชิงกลท่ีดี คือ มีความแข็งแรง มีความยืดหยุ่น และสามารถลอกแผ่นฟิล์มออกจากเบา้
ซิลิโคนไดง่้ายกวา่ฟิลม์ EPS ท่ีความเขม้ขน้อ่ืนๆ 
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Table 5.  Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on transparency value, solubility and film color of 
EPS film from Weissella confusa NH02. 

 # Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

Table 6.  Effect of exopolysaccharides (EPS) concentration on light transmission (%T) of EPS film from 
Weissella confusa NH02. 

# Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 

 1.2 ผลของชนิดและความเข้มข้นของพลาสติไซเซอร์ต่อสมบัติของฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) จากเช้ือ 
W. confusa NH02 

   การเติมพลาสติไซเซอร์จะส่งผลให้ฟิล์มมีความยืดหยุ่นมากข้ึน และลดความเปราะของฟิล์ม ทั้งน้ี
เน่ืองจากพลาสติไซเซอร์จะไปลดแรงดึงดูดระหวา่งโมเลกุลของฟิล์ม ช่วยเพิ่มความสามารถในการเคล่ือนท่ีของสาย
พอลิเมอร์ (Pommet et al., 2005) ซ่ึงหากไม่เติมพลาสติไซเซอร์ฟิล์มท่ีได้จะมีลกัษณะเปราะ ไม่สามารถลอก
แผน่ฟิลม์ออกมาวเิคราะห์สมบติัของฟิลม์ได ้ส าหรับงานวจิยัน้ีไดศึ้กษาพลาสติไซเซอร์ 3 ชนิด คือ กลีเซอรอล ซอร์บิ
ทอล และพอลิเอธิลีนไกลคอลท่ีระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 20, 25, 30, 35 และ 40 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่
ฟิล์ม EPS ท่ีเติมพอลิเอธิลีนไกลคอลเป็นพลาสติไซเซอร์ทุกระดบัความเขม้ขน้ มีลกัษณะแข็งและเปราะจนไม่

EPS conc. (%) Solubility# (%) Transparency value 
Film color 

L* a* b* 
1.5 
2 

2.5 
3 

3.5 

39.30±2.78b## 

31.19±3.39a 

36.80±3.69b 
34.90±1.29ab 

35.39±0.30ab 

2.22 ±0.39a 

2.10±0.28a 

1.91±0.25a 

1.94±0.20a 

1.90±0.07a 

88.83±0.10d 

88.68±0.00c 

88.38±0.02b 

88.21±0.01a 

88.27±0.02ab 

-1.43±0.02a 

-1.41±0.03a 

-1.37±0.04a 

-1.41±0.02a 

-1.38±0.00a 

4.30±0.01a 

5.21±0.53b 

5.31±0.0b 

5.57±0.08b 

5.50±0.33b 

EPS conc. (%) Light transmission (%) at different wavelength (nm) 
200 280 350 400 500 600 700 800 

1.5 
2 

2.5 
3 

3.5 

0 
0 
0 
0 
0 

7.92b# 

3.45a 

4.00a 

3.32a 

4.37a 

63.90b 

46.35a 

51.15a 

49.40a 

50.67a 

73.35b 

57.67a 

62.45a 

61.62a 

62.17a 

80.47b 

68.20a 

72.90a 

71.00a 

72.90a 

83.95b 

75.37a 

77.80a 

77.90a 

78.00a 

85.50b 

78.15a 

80.85a 

81.20a 
80.87a 

86.02b 

79.72a 

82.97ab 

83.27ab 

82.62ab 
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สามารถลอกแผน่ฟิล์มออกมาวิเคราะห์สมบติัได ้(Figure 7) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากโมเลกุลของพอลิเอธิลีนไกลคอลมี
ขนาดใหญ่ ท าให้ความสามารถในการเขา้ไปแทรกอยู่ระหว่างโมเลกุลของ EPS ท าไดย้ากถึงแมว้่าพอลิเอธิลีนไกล
คอลจะมีหมู่ไฮดรอกซิลมากก็ตาม (Dias et al., 2010) ดงันั้นการศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของพลาสติไซ
เซอร์ต่อสมบติัของฟิลม์ EPS จึงท าการศึกษาไดเ้ฉพาะกลีเซอรอลและซอร์บิทอลเท่านั้น ซ่ึงมีผลการทดลองดงัน้ี  

 

 
Figure 7. Appearance of exopolysaccharides films from Weissella confusa NH02 using  polyethylene glycol 
(PEG) as plasticizer.  

  1.2.1 ความหนาและสมบัติเชิงกล 
   จากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จากสารละลายฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 3 เปอร์เซ็นต ์
ร่วมกบัพลาสติไซเซอร์ ชนิดต่างๆ คือ กลีเซอรอลและซอร์บิทอล ท่ีระดบัความเขม้ขน้เท่ากบั 20, 25, 30, 35 และ 40 
เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่การเติมพลาสติไซเซอร์ทั้ง 2 ชนิด ทุกระดบัความเขม้ขน้ไม่ส่งผลต่อความหนาของ
ฟิล์ม EPS (p>0.05) (Table 7) อาจเน่ืองมาจากโมเลกุลของกลีเซอรอลและซอร์บิทอลมีขนาดเล็ก ไม่มีผลต่อการ
จดัเรียงโมเลกุลโดยรวมของโครงสร้างร่างแหของฟิล์ม ความหนาจึงไม่แตกต่างกนั โดยฟิล์ม EPS ท่ีเติมกลีเซอรอล
เป็นพลาสติไซเซอร์มีความหนาอยูร่ะหวา่ง 0.063±0.001 ถึง 0.065±0.005 มิลลิเมตร ในขณะฟิล์ม EPS ท่ีเติมซอร์บิ
ทอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีความหนาอยูร่ะหวา่ง 0.062±0.002 ถึง 0.065±0.002 มิลลิเมตร 

   ผลการทดสอบการตา้นทานแรงดึงและค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์ม EPS ท่ีเติม พลาสติไซเซอร์ช
นิดและปริมาณแตกต่างกนัแสดงดงัตารางท่ี 7 (Table 7) พบวา่ค่าตา้นทานแรงดึงของฟิล์ม EPS ท่ีเติมพลาสติไซเซอร์
ทั้ง 2 ชนิด มีค่าลดลง แต่ค่าการยืดตวัเม่ือขาดเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก
โมเลกุลของกลีเซอรอลและซอร์บิทอลมีหมู่ไฮดรอกซิล ซ่ึงสามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งโมเลกุลของพลา
สติไซเซอร์กบัโมเลกุลของ EPS ได ้จึงท าให้พลาสติไซเซอร์ดงักล่าวสามารถเขา้ไปแทรกระหวา่งสายโมเลกุลของ 
EPS ส่งผลให้แรงดึงดูดระหวา่งโมเลกุลของ EPS ลดลง มีปริมาตรอิสระ (Free volume) และความสามารถในการ
เคล่ือนท่ีของสายโมเลกุลเพิ่มข้ึน (Sothornvit and Krochta, 2000) โดยฟิลม์ EPS ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์
มีค่าตา้นทานแรงดึงอยู่ระหว่าง 3.50±0.03 ถึง 11.18±1.06 MPa และค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มอยู่ระหว่าง 
27.65±4.27 ถึง 47.97±2.42 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีฟิล์ม EPS ท่ีเติมซอร์บิทอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีค่าตา้นทานแรงดึง
อยูร่ะหวา่ง 12.04±1.72 ถึง 28.50±2.81 MPa และค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มอยูร่ะหวา่ง 2.37±0.79 ถึง 22.20±7.82 

      PEG 20%                 PEG 25%               PEG 30%              PEG 35%               PEG 40% 
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เปอร์เซ็นต ์(Table 7) ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา่ฟิล์ม EPS ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ให้สมบติัของฟิล์ม
ดีกว่าซอร์บิทอล โดยฟิล์มท่ีเติมกลีเซอรอลมีความอ่อนตวัและความยืดหยุ่นสูงกวา่เหมาะส าหรับน าไปใชเ้ป็นฟิล์ม
ชนิดอ่อน (Flexible film) ในการประยุกต์ใช้ได้ดีกว่า ในขณะท่ีฟิล์มท่ีเติมซอร์บิทอลในระดบัท่ีเท่ากนัจะมีความ
ยืดหยุ่นนอ้ยกว่าและค่อนขา้งแข็งกว่า ทั้งน้ีเพราะโครงสร้างโมเลกุลของกลีเซอรอลมีขนาดเล็กกวา่และเขา้กนัไดดี้ 
(Compatibility) กบัโมเลกุล EPS มากวา่ซอร์บิทอล ท าให้สามารถแทรกเขา้ไประหวา่งโมเลกุลของ EPS ไดง่้ายกวา่ 
(Dias et al., 2010) 

  1.2.2 การซึมผ่านไอน า้และการละลายน า้ของฟิล์ม 

    ผลการวดัค่าการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์ม EPS ท่ีเติมพลาสติไซเซอร์ชนิดและปริมาณต่างๆ ให้ผลดงั
แสดงในตารางท่ี 7 (Table 7) พบวา่ฟิล์ม EPS ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีค่าการซึมผา่นไอน ้ าสูงกวา่ฟิล์ม 
EPS ท่ีเติมซอร์บิทอลเป็นพลาสติไซเซอร์ ทั้งน้ีเพราะกลีเซอรอลเป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กกวา่ซอร์บิทอล ท าให้
สามารถเขา้ไปแทรกระหว่างสายพอลิเมอร์ของ EPS ไดม้ากกวา่ซอร์บิทอล ส่งผลให้ปริมาตรอิสระของพอลิเมอร์มี
มากข้ึน ไอน ้ าสามารถเคล่ือนท่ีผ่านไดง่้ายข้ึน (Turhan et al., 2007) และโครงสร้างโมเลกุลของกลีเซอรอลมีหมู่ 
ไฮดรอกซิลมากกวา่ซอร์บิทอล ส่งผลใหฟิ้ลม์ EPS ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ดูดซึมน ้ าไดดี้กวา่ซอร์บิทอล 
(Zhang and Han, 2006) นอกจากน้ีการเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลและซอร์บิทอลส่งผลให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ า
ของฟิล์มเพิ่มข้ึน (p<0.05) (Table 7) อันเน่ืองมาจากสมบติัความชอบน ้ าของพลาสติไซเซอร์เอง รวมทั้งอาจ
เน่ืองมาจากเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของพลาสติไซเซอร์ ท าให้มีการแทรกตัวในสายพอลิเมอร์เพิ่มข้ึน ส่งผลให้
โครงสร้างของพอลิเมอร์ถูกเปิดออก ไอน ้ าจึงสามารถผา่นเขา้ไปในโครงสร้างฟิล์มไดม้ากข้ึน (Yang and Paulson, 
2000) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Galdeano และคณะ (2009) พบวา่ฟิล์มแป้งขา้วโอ๊ตท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลา
สติไซเซอร์มีค่าการซึมผา่นของไอน ้ าสูงกวา่ซอร์บิทอล เช่นเดียวกบัผลการทดลองของ Ghasemlou และคณะ (2011) 
พบวา่การผลิตฟิล์ม Kefiran ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ (5.55 ± 0.21×10-11 g /ms Pa) มีค่าการซึมผา่นของ
ไอน ้ าสูงกวา่ซอร์บิทอล (3.61 ± 035×10-11 g /ms Pa) และการเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลและซอร์บิทอล ส่งผล
ใหค้่าการซึมผา่นของไอน ้าของฟิลม์ Kefiran มีค่าสูงข้ึน  

  จากการศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอต่อสมบติัการละลายน ้ าของฟิล์ม EPS 
พบว่าฟิล์ม EPS มีความสามารถในการละลายน ้ าเพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์ (กลีเซอรอลและ
ซอร์บิทอล) (p<0.05) โดยฟิล์ม EPS ท่ีเติมกลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีค่าการละลายน ้ าอยูร่ะหวา่ง 40.49±4.95 
ถึง 51.52±0.52 เปอร์เซ็นต์ ในขณะฟิล์ม EPS ท่ีเติมซอร์บิทอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีค่าการละลายอยู่ระหว่าง 
44.49±0.05 ถึง 50.08±0.96 เปอร์เซ็นต ์(Table 8) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Ghasemlou และคณะ (2011) 
พบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลจาก 15 เป็น 35 เปอร์เซ็นตข์อง Kefiran ฟิล์ม Kefiran มีค่าการละลายน ้ า
เพิ่มข้ึนจาก 25.30 เป็น 28.88 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากโครงสร้างของโมเลกุลของกลีเซอรอลและ
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ซอร์บิทอลมีหมู่ไฮดรอกซิลเป็นองคป์ระกอบ ส่งผลให้ฟิล์มมีสมบติัในการชอบน ้ า (Hydrophilic) เพิ่มข้ึน (Tong et 
al., 2008)    

 Table 7. Effect of plasticizer types and concentrations on thickness, water vapor permeability (WVP), tensile 
strength and elongation at break of EPS film from Weissella confusa NH02. 

# Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  
 
  1.2.3 ค่าสีของฟิล์ม 

   ผลการวดัค่าสีของฟิล์ม EPS ท่ีเติมพลาสติไซเซอร์ชนิดและปริมาณต่างๆ (Table 8) พบวา่ชนิด
ของพลาสติไซเซอร์ไม่ส่งผลต่อค่า L* และ b* ของฟิล์ม EPS (p>0.05) ซ่ึงมีค่า L* อยู่ระหวา่ง 87.54±0.17 ถึง 
88.76±0.08 และ 5.76±0.48 ถึง 7.6±0.61 ตามล าดบั แต่ส่งผลต่อค่า a* ของฟิล์ม EPS โดยฟิล์ม EPS ท่ีเติมซอร์บิทอล
เป็นพลาสติไซเซอร์มีค่า a* น้อยกว่ากลีเซอรอล (p<0.05) ซ่ึงมีค่าอยู่ระหว่าง -1.65±0.04 ถึง -1.56±0.01 และ 
-1.45±0.05 ถึง -1.30±0.07 ตามล าดบั ในขณะท่ีค่า b* ของฟิล์ม EPS มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของพลา
สติไซเซอร์(กลีเซอรอลและซอร์บิทอล) (p<0.05) แต่ไม่ส่งผลต่อค่า L* และ a* (p>0.05) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการ
ทดลองของ Wang และคณะ (2011) พบวา่การเพิ่มความเขม้ขน้ของกลีเซอรอลจาก 0 เป็น 6.30 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/
น ้าหนกั) ส่งผลใหฟิ้ลม์ Carrot puree มีค่า b* เพิ่มข้ึนจาก 43.91 เป็น 45.65 ตามล าดบั  

 

Plasticizer 
type 

Plasticizer 
conc. (%) 

Thickness (mm)# 
Tensile strength  

(MPa) 
Elongation at break 

(%) 
WVP 

  (×10-10 g /ms Pa) 
 
 

Glycerol 

20 
25 
30 
35 
40 

0.064±0.002a## 

0.063±0.003a 

0.064±0.001a 

0.065±0.005a 

0.063±0.001a 

11.18±1.06c 

7.38±0.37b 

6.82±0.63b 

5.21±0.15ab 

3.50±0.03a 

27.65±4.27d 

30.82±6.31de 

34.46±3.00e 

45.53±4.68f 

47.97±2.42f 

4.27±0.38d 

4.34±0.21d 

4.80±0.43e 

5.27±0.28d 

5.07±0.14ed 

 
 

Sorbitol 

20 
25 
30 
35 
40 

0.065±0.001a 

0.065±0.001a 

  0.065±0.002a 

0.062±0.002a 

0.063±0.002a 

25.56±4.71e 

28.50±2.81f 

27.43±1.13ef 

19.30±2.22d 

12.04±1.72c 

2.37±0.79a 

2.95±0.22a 

3.31±0.19a 

15.57±2.86b 

22.20±7.82c 

0.51±0.01a 

0.89±0.01ab 

0.88±0.07ab 

1.40±0.33c 

1.16±0.10bc 
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   1.2.4 การส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์ม 

    จากการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของพลาสติไซเซอร์ต่อการส่องผ่านแสงและความ
โปร่งใสของฟิล์ม EPS พบวา่พลาสติไซเซอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้เดียวกนั ฟิล์ม EPS ท่ีเติมซอร์บิทอลมีค่าการส่อง
ผ่านแสงและความโปร่งใสมากกว่าการเติมกลีเซอรอล ซ่ึงสอดลอ้งกบัผลการทดลองของ Leerahawong และคณะ 
(2012) พบวา่ฟิลม์โปรตีนจากปลาหมึกท่ีเติมซอร์บิทอลเป็นพลาสติไซเซอร์มีค่าการส่องผา่นแสงและมีความโปร่งใส
ของฟิล์มมากกว่าเติมกลีเซอรอล และสอดคล้องกบัผลการทดลองของ Piermaria และคณะ (2011) พบว่าฟิล์ม 
Kefiran ท่ีเติมซอร์บิทอล (2.59A600/mm) เป็นพลาสติไซเซอร์ มีความโปร่งใสของฟิล์มมากกว่ากลีเซอรอล 
(2.71A600/mm) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากกลีเซอรอลมีน ้ าหนักโมเลกุลน้อยกว่าซอร์บิทอลแต่มีความเป็นขั้ว (Polarity) 
มากกว่าซอร์บิทอล (Leerahawong et al., 2012) และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์จาก 20 เป็น 30 
เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่ฟิลม์ EPS มีค่าการส่องผา่นแสงและมีความโปร่งใสของฟิลม์เพิ่มข้ึน แต่จะมีค่าการ
ส่องผ่านแสงและความโปร่งใสลดลง เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์เป็น 35 และ 40 เปอร์เซ็นต์ของ
ปริมาณ EPS ทั้งน้ีอาจเกิดจากการใชค้วามเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์มากเกินไป ท าให้เกิดการแยกตวัของพลาสติไซ
เซอร์ออกจากโครงสร้างภายในมาสู่บริเวณผิวหน้าของฟิล์ม ส่งผลให้บริเวณพื้นผิวของฟิล์มมีลักษณะเหนียว 
(Godbillot et al., 2006) และมีผลท าให้แสงเกิดการหักเหท่ีบริเวณผิวหนา้ของฟิล์ม แสงท่ีส่องผ่านฟิล์มจึงนอ้ยลง 
ความใสของฟิลม์จึงลดลง โดยฟิลม์ EPS มีค่าการส่องผา่นแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นได ้(350-800 นาโน
เมตร) อยู่ระหว่าง 34.2 ถึง 86.07 เปอร์เซ็นต์ ส่วนค่าการส่องผ่านแสงในช่วงแสง UV (280 นาโนเมตร) มีค่าอยู่
ระหวา่ง 1.25 ถึง 2.72 เปอร์เซ็นต ์และมีค่าการส่องผา่นแสงต ่าสุดเท่ากบั 0 เปอร์เซ็นต ์ท่ีความยาวคล่ืน 200 นาโน
เมตร (Table 9) ดงันั้นฟิล์ม EPS ทุกการทดลองมีประสิทธิภาพในการป้องกนัแสงยวูีไดดี้ เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์ม
สังเคราะห์ทางการคา้ เช่น ฟิล์ม LDPE (13.1 เปอร์เซ็นต์) และ ฟิล์ม Oriented polypropylene (OPP) (4.6 เปอร์เซ็นต)์ 
(Shiku et al., 2003) เป็นตน้ ในขณะท่ีค่าความโปร่งใสของฟิลม์ EPS มีค่าอยูร่ะหวา่ง 1.20±0.08 ถึง 2.50±0.23 (Table 
8) ซ่ึงมีความโปร่งใสมากกวา่ฟิล์ม LDPE (ค่าความโปร่งใสเท่ากบั 3.05) และฟิล์ม Polyvinylidene chloride (PVDC) 
(ค่าความโปร่งใสเท่ากบั 4.58) (Shiku et al., 2003) ซ่ึงเป็นฟิลม์จากพอลิเมอร์สังเคราะห์ทางการคา้ 
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 จากผลการทดลองขา้งตน้จึงเลือกใชก้ลีเซอรอลความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS เป็นพ
ลาสติไซเซอร์ในการผลิตฟิลม์ EPS ในขั้นตอนต่อไป เน่ืองจากใหฟิ้ลม์ท่ีมีสมบติัโดยรวมท่ีดี คือ มีความยืดหยุน่ และ
มีความแขง็แรงมากท่ีสุด และไม่มีลกัษณะเหนียวเหนอะท่ีผวิของฟิลม์ 

Table 8. Effect of plasticizer types and concentrations on solubility, transparency value and film color of EPS 
film from Weissella confusa NH02. 

 # Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plasticizer 
type 

Plasticizer 
conc. (%) 

   Solubility# 
       (%) 

Transparency 
value 

Film color 

L* a* b* 
 
 

Glycerol 

20 
25 
30 
35 
40 

40.49±4.95a## 

41.28±0.55ab 

42.34±1.42ba 

45.09±0.75bc 

51.52±0.52e 

1.75 ±0.10cd 

1.82±0.23d 

1.74±0.11cd 

2.40±0.45e 

2.50±0.23e 

87.92±0.18ab 

88.33±0.23ab 

88.17±0.26ab 

87.54±0.17a 

88.07±0.85ab 

-1.41±0.03cd 

-1.35±0.03de 

-1.45±0.05c 

-1.41±0.10cd 

-1.30±0.07e 

6.15±0.25ab 

5.76±0.48a 

6.59±0.49bc 

7.60±0.61d 

6.63±0.22b 

 
Sorbital 

 

20 
25 
30 
35 
40 

44.54±1.12bc 

44.49±0.05bc 

47.06±2.39cd 

47.11±3.00cd 

50.08±0.96de 

1.44 ±0.05abc 

1.45±0.12abc 

1.20±0.08a 

1.34±0.25ab 

1.61±0.17bcd 

88.39±0.84b 

88.76±0.08b 

88.57±0.26b 

88.36±0.07ab 

88.66±0.93b 

-1.64±0.02ab 

-1.59±0.03ab 

-1.56±0.01b 

-1.63±0.05ab 

-1.65±0.04a 

6.63±0.22bc 

6.58±0.22bc 

6.16±0.14ab 

7.00±0.29c 

6.78±0.33c 
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Table 9. Effect of plasticizer types and concentrations on light transmission (%T) of EPS film from Weissella 
confusa  NH02. 

#Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 

2. ผลการเติมไคโตซาน (CS) ต่อสมบัติฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์ (EPS) จากเช้ือ W. confusa NH02 

  จากการศึกษาการผลิตฟิล์ม EPS จากสารละลายฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของ EPS เท่ากบั 3 เปอร์เซ็นต ์
ร่วมกบักลีเซอรอลท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS พบวา่ฟิลม์ EPS มีความสามารถในการละลาย
น ้ าไดดี้ (41.28±0.55 เปอร์เซ็นต์) (Figure 8A) และเม่ือน ามาห่อหุ้มเน้ือหมูแช่เยน็ พบว่าฟิล์ม EPS บางส่วนมีการ
ละลายติดกับเน้ือหมู และไม่สามารถลอกแผ่นฟิล์มออกจากเน้ือหมูได้ (Figure 8B) จึงไม่เหมาะแก่การน าไป
ประยกุตใ์ชใ้นการห่อหุม้เน้ือหมูแช่เยน็เพื่อยดือายกุารเก็บรักษา ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งลดความสามารถในการละลายน ้ า
ของฟิล์ม EPS ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดมี้การเตรียมฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS กบั CS ท่ีอตัราส่วนต่างๆ จาก
สารละลายฟิล์มท่ีมีปริมาณพอลิเมอร์ผสม (EPS/CS) ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์ (น ้ าหนัก/ปริมาตร) ร่วมกบั          
กลีเซอรอลท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องพอลิเมอร์ผสม โดยการเติม CS มีผลต่อสมบติัของฟิลม์ EPS ดงัน้ี 
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(A)                                                                                 (B) 

Figure 8. Appearance of EPS film plasticizer with 25% glycerol: (A) EPS film; (B) EPS film covered on pork slice. 

 2.1 ความหนาและสมบัติเชิงกล 

 จากการเตรียมฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน EPS:CS เท่ากบั 1:1 และ 2:1 โดย
น ้ าหนกั พบวา่การเติม CS ส่งผลให้ความหนาของฟิล์ม EPS เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์ม EPS ความเขม้ขน้ 1.5 
เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) (Table 10) โดยฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั มี
ความหนาเท่ากบั 0.051±0.004 และ 0.049±0.002 มิลลิเมตร ความหนาท่ีแตกต่างกนัของฟิล์มท่ีไดข้ึ้นกบัโครงสร้าง
โมเลกุลและขนาดของพอลิเมอร์ ตลอดจนการจดัเรียงโมเลกุลในระหวา่งการท าแหง้ฟิลม์ 

 ผลการวเิคราะห์สมบติัเชิงกล (ค่าตา้นทานแรงดึงและค่าการยืดตวัเม่ือขาด) ของฟิล์มพอลิเมอร์ผสม
ระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั (Table 10) พบวา่ฟิล์มผสม EPS/CS ส่งผลให้ฟิล์มมีความ
แข็งแรงและมีความยืดหยุ่นมากกว่าฟิล์ม EPS โดยอตัราส่วนระหว่าง EPS/CS ท่ี 1:1 โดยน ้ าหนกั ให้ฟิล์มท่ีมีค่า
ตา้นทานแรงดึงสูงกวา่ แต่มีค่าการยดืตวัต ่ากวา่ฟิล์ม EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 2:1 โดยน ้ าหนกั (p<0.05) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ผลการทดลองของ Xu และคณะ (2005) พบวา่ฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่งแป้งกบั CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 โดยน ้ าหนกั มี
ค่าตา้นทานแรงดึงสูงสุด โดยมีค่าเท่ากบั 40.25 MPa ในขณะฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่งแป้งกบั CS ท่ีอตัราส่วน 
1.5:1 โดยน ้ าหนกั มีค่าการยืดตวัเม่ือขาดสูงสุดเท่ากบั 61.1 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์ม CS ซ่ึงมีค่าตา้นทาน
แรงดึงเท่ากบั 25 MPa และค่าการยืดตวัเม่ือขาดเท่ากบั 33.3 เปอร์เซ็นต ์และสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Rao 
และคณะ (2010) พบวา่ค่าตา้นทานแรงดึงของฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่งสารละลาย CS กบั Guar gum ท่ีอตัราส่วน 
85:15 โดยปริมาตร มีค่าสูงกว่าฟิล์ม CS ซ่ึงมีค่าตา้นทานแรงดึงเท่ากบั 10.54 และ 3.96 KPa ตามล าดบั ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากโครงสร้างของไคโตซานประกอบดว้ยหมู่เอมีนอิสระ (NH2) ซ่ึงสามารถรับโปรตอนจากสารละลายกรด 
อะซิติกเกิดเป็น Cationic amino (NH3

+) ในขณะท่ีโครงสร้างของ EPS จะถูกท าลายจากกระบวนการละลายพอลิเมอร์ 
EPS ท าใหห้มู่ไฮดรอกซิล (OH-) ของพอลิเมอร์ EPS สามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั NH3

+ ของไคโตซานได ้(Rao 
et al., 2010) ส่งผลให้ฟิล์ม EPS ท่ีเติม CS (อตัราส่วน1:1 โดยน ้ าหนกั) มีค่าตา้นทานแรงดึงและมีความยืดหยุน่มาก
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ข้ึน (ฟิลม์มีความแขง็แรงและเหนียวมากข้ึน) แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ EPS สูงกวา่ CS (ฟิล์ม EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 
2:1 โดยน ้ าหนักพบว่าฟิล์มมีค่าตา้นทานแรงดึงไม่แตกต่างจากฟิล์ม EPS ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ (p>0.05)  
(Table 10) ทั้งน้ีอาจเกิดจากพอลิเมอร์แต่ละชนิดมีแนวโน้มรวมตวักนัเองท าให้มีโอกาสเกิดพนัธะภายในโมเลกุล 
(Intramolecular bonding) คือ พนัธะไฮโดรเจนของ EPS กบั EPS หรือ CS กบั CS มากกวา่การเกิดพนัธะไฮโดรเจน
ระหวา่งพอลิเมอร์ ( Xu et al., 2005)   

  2.2 การซึมผ่านไอน า้และการละลายน า้ของฟิล์ม 

   ผลการวดัค่าการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์มพอลิเมอร์ผสม EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดย
น ้ าหนัก ร่วมกบักลีเซอรอลความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณพอลิเมอร์ผสม พบว่าฟิล์ม EPS/CS ทั้งสอง
อตัราส่วนท่ีเตรียมจากสารละลายฟิล์มความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์มีค่าการซึมผา่นไอน ้ าสูงกวา่ฟิล์ม EPS ท่ีความ
เขม้ขน้เดียวกนัเล็กน้อยแต่มีค่าต ่ากว่าฟิล์ม EPS ท่ีเตรียมจากสารละลายฟิล์มความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) 
(Table 10) เม่ืออตัราส่วน EPS/CS เพิ่มข้ึน พบวา่ฟิล์มผสมมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าสูงข้ึน (p<0.05) (Table 10) ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากการเพิ่มความเขม้ขน้ของ EPS ส่งผลใหมี้หมู่ไฮดรอกซิลอิสระ (OH-) มากข้ึน ฟิล์มจึงมีสมบติัในการชอบ
น ้ ามากข้ึน (Pelissari et al., 2012) โดยฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั มี
ค่าการซึมผา่นไอน ้าเท่ากบั 2.78±0.22 ×10-10 และ 3.33±0.27×10-10 g /m s Pa ตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม Vasconez  และ
คณะ (2009) พบวา่การเตรียมฟิลม์แป้งมนัส าปะหลงัร่วมกบัไคโตซาน ส่งผลให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ ามีค่าลดลงกวา่ชุด
ควบคุม (ฟิล์มแป้งมนัส าปะหลงั) โดยมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าเท่ากบั 2.3×10-10 และ 12.1×10-10 g /m s Pa ตามล าดบั 
และสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Pelissari และคณะ( 2012) พบวา่การเตรียมฟิลม์แป้งมนัร่วมกบัไคโตซาน ส่งผล
ให้ฟิล์มมีค่าการซึมผ่านไอน ้ าลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ฟิล์มแป้งมนั) โดยมีค่าการซึมผ่านไอน ้ าเท่ากบั 
1×10-10 และ 2.2×10-10 g /m s Pa ตามล าดบั  

   จากการศึกษาความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 
1:1 และ 2:1 โดยน ้าหนกั ร่วมกบักลีเซอรอลความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณพอลิเมอร์ผสม พบวา่การเติม CS 
ในฟิลม์ EPS ส่งผลใหค้่าการละลายน ้าฟิลม์ EPS ลดลง (p<0.05) (Table 10) โดยฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS 
ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั มีค่าการละลายน ้ าเท่ากบั 14.95±2.01 และ 21.68±0.92 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
ในขณะท่ีฟิล์ม EPS ท่ีเตรียมจากสารละลายฟิล์มความเขม้ขน้ 1.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการละลายน ้ าเท่ากบั 
35.30±2.75 และ 47.71±0.21 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจาก CS มีสมบัติในการไม่ชอบน ้ า 
(Hydrophobic) สูงกวา่ EPS และพนัธะไฮโดรเจนท่ีเกิดระหวา่งพอลิเมอร์ของ CS กบั EPS ส่งผลให้สมบติัในการ
ชอบน ้ าของฟิล์มลดลง การละลายน ้ าของฟิล์มจึงลดลง (Vasconez et al., 2009) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ 
Rotta และคณะ (2009) พบวา่การเติม CS ในฟิล์ม Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) ส่งผลให้ค่าการละลายน ้ า
ของฟิล์ม HPMC ลดลง โดยฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง HPMC/CS ท่ีอตัราส่วน 70:30 โดยน ้ าหนกั มีค่าการละลาย
น ้าเท่ากบั 25.5 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีฟิล์ม HPMC มีค่าการละลายน ้ าเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต ์และสอดคลอ้งกบัผลการ
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ทดลองของ Vasconez และคณะ (2009) พบวา่การเติม CS ในฟิล์มแป้งมนัส าปะหลงั ส่งผลให้ค่าการละลายน ้ าของ
ฟิล์มแป้งมนัส าปะหลงัลดลง โดยฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่งแป้งมนัส าปะหลงักบั CS มีค่าการละลายน ้ าเท่ากบั 25 
เปอร์เซ็นต ์ขณะท่ีฟิลม์แป้งมนัส าปะหลงัมีค่าการละลายน ้าเท่ากบั 35 เปอร์เซ็นต ์ 

Table 10.  Effect of chitosan (CS) on thickness, tensile strength, elongation at break, water vapor permeability 
(WVP) and solubility of EPS film from Weissella confusa NH02. 

#Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
##Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

 2.3 ค่าสีของฟิล์ม 

   ผลการเตรียมฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั ร่วมกบักลี
เซอรอลความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณพอลิเมอร์ผสม พบวา่การเติม CS ส่งผลให้ฟิล์ม EPS มีค่า a* เพิ่มข้ึน 
แต่มีค่า b* ลดลง (p<0.05) ในขณะท่ีไม่ส่งผลต่อค่า L* ของฟิล์ม EPS เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์ม EPS (p>0.05) จากผล
การทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ฟิล์มผสม EPS/CS มีความเหลืองนอ้ยกวา่ฟิล์ม EPS ทั้งน้ีเน่ืองจากปริมาณการใช ้EPS ใน
ฟิลม์ผสม EPS/CS นอ้ยลง ซ่ึง EPS มีสีเหลืองมากกวา่ CS จึงส่งผลใหฟิ้ลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS มีสีเหลือง
นอ้ยกว่าชุดควบคุม โดยฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่าง EPS/CS มีค่า L* อยูร่ะหวา่ง 88.82±0.21 ถึง 89.54±0.89 ค่า a* 
อยูร่ะหวา่ง -1.58±0.09 ถึง -1.48±0.02 และค่า b* อยูร่ะหวา่ง 4.74±0.30 ถึง 5.09±0.43 (Table 11)  

 2.4 การส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์ม 

   ผลการวดัค่าการส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์มพอลิมอร์ผสมระหว่าง EPS/ CS ท่ี
อตัราส่วน 1:1 และ 2:1 โดยน ้ าหนกั ร่วมกบักลีเซอรอลความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณพอลิเมอร์ผสม พบวา่
การเติม CS ไม่ส่งผลต่อความโปร่งใสของฟิล์ม EPS เม่ือเปรียบเทียบกบั ฟิล์ม EPS ท่ีความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์
(p>0.05) (Table 11) โดยฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS/CS มีค่าความโปร่งใสอยูร่ะหวา่ง 1.50±0.27 ถึง 1.84±0.41 

Film 
Thickness# 
(mm) 

Tensile strength 
(MPa) 

Elongation at break 
(%) 

WVP 
(×10-10 g /msPa) 

Solubility 
(%) 

EPS (conc.1.5%) 
EPS (conc.3%) 
EPS/CS (conc.1.5%) 

1:1 
2:1 

CS (conc.1.5%) 

0.042±0.006a## 

0.062 ±0.003c 

 
0.051±0.004b 

0.049±0.002b 

0.066±0.007d 

4.85±0.38a 

7.02±0.21a 

 
14.24±2.62b 

5.35±1.71a 

25.01±2.40c 

25.22±6.56a 

22.27±1.50a 

 
51.05±1.70b 
62.63±2.11c 

76.77±4.55d 

2.30±0.12a 

4.14±0.21d 

 
2.78±0.22b 

3.33±0.27c 
3.20±0.26c 

35.30±2.75c 

47.71±4.42d 

 
14.95±2.01a 

21.68±0.92b 

12.76±0.75a 
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ซ่ึงมีความโปร่งใสมากกวา่ฟิลม์ LDPE (ค่าความโปร่งใสเท่ากบั 3.05) และฟิล์มPolyvinylidene chloride (PVDC) (ค่า
ความโปร่งใสเท่ากบั 4.58) (Shiku et al., 2003) ซ่ึงเป็นฟิล์มสังเคราะห์ทางการคา้ ในขณะท่ีฟิล์มพอลิเมอร์ผสม
ระหวา่ง EPS/CS มีค่าการส่องผา่นแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นได ้(350-800 นาโนเมตร) อยูร่ะหวา่ง 56.25 
ถึง 86.27 เปอร์เซ็นต์ ส่วนค่าการส่องผา่นแสงในช่วงแสง UV (280 นาโนเมตร) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 12.15 ถึง 15.67 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสูงกวา่ฟิลม์ EPS ท่ีมีค่าอยูร่ะหวา่ง 2.60 ถึง 4.95 เปอร์เซ็นต ์

 จากผลการทดลองขา้งตน้ จึงเลือกฟิล์มผสม EPS/CS ท่ีอตัราส่วนผสมเท่ากบั 1:1 โดยน ้ าหนกั ท่ี
เตรียมจากสารละลายฟิล์มความเขม้ขน้พอลิเมอร์ 1.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) ร่วมกบักลีเซอรอลความเขม้ขน้ 
25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณพอลิเมอร์ผสมเพื่อใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป เน่ืองจากฟิล์มดงักล่าวมีสมบติัท่ีตอ้งการ คือ มี
ความสามารถในการละลายน ้าต ่า มีความยดืหยุน่ และมีความแขง็แรงมากท่ีสุด 

Table 11.  Effect of chitosan (CS) on transparency value and film color of EPS film from Weissella confusa NH02. 

# Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Treatments (%) 
Light transmission (%) at different wavelength (nm) 

200 280 350 400 500 600 700 800 
EPS (conc.1.5%) 
EPS (conc.3%) 
EPS/CS (conc.1.5%) 

1:1 
2:1 

CS (conc.1.5%) 

0 
0 
 

0 
0 
0 

4.95a# 

2.60a 

 
15.67c 

12.15b 

19.30d 

49.65ab 

51.57bc 

 
58.05d 

56.25cd 

46.82ab 

59.57a 

63.02a 

 
72.12b 

69.12b 

68.60b 

72.55a 

75.59abc 

 
81.20c 

78.32abc 
78.80bc 

77.27a 

80.52ab 

 
83.95b 

81.47ab 

81.57ab 

80.15ab 

83.22ab 

 
85.27c 

83.70bc 

82.10ab 

81.65abc 

84.60c 

 
86.27c 

84.85c 

82.75bc 
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Table 12.  Effect of chitosan (CS) on light transmission (%T) of EPS film from Weissella confusa NH02. 

 

 

 

 

 

 

# Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 
 

3.  การคัดแยกเช้ือแบคทเีรียทีท่ าให้เนือ้หมูแช่เยน็เน่าเสีย 

 จากการทดลองน าตวัอย่างเน้ือหมูแช่เย็นท่ีเน่าเสีย (เกิดเมือกและมีสีคล ้ า) มา Swab เช้ือบริเวณ
ผิวหนา้ของเน้ือหมู พบว่าสามารถคดัแยกเช้ือท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของเน้ือหมูแช่เยน็ไดท้ั้งหมด 8 ไอโซเลต 
และเม่ือน าแบคทีเรียท่ีสามารถคดัแยกไดไ้ปศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา คือ การติดสีแกรมและการจดัเรียงตวั
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบลกัษณะของเช้ือต่างกนัคือ เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่งสั้น (Short rod) 7 ไอโซเลต 
และแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างกลม (Cocci) 1 ไอโซเลต (Table 13) จากนั้นไดเ้ลือกแบคทีเรียท่ีสามารถตรวจพบไดใ้น
ทุก Dilution (10-1-10-6) หรือใน Dilution ต ่า (10-6) และมีลกัษณะโคโลนี และรูปร่างท่ีแตกต่างมา 2 ไอโซเลต (P1-2 
และ P1-7) เพื่อเทียบเคียงชนิดโดยวเิคราะห์ล าดบัเบสของ 16S rDNA พบวา่ล าดบัเบส 16S rDNA ของไอโซเลต P1-2 
และ P1-7 มีล าดบัเบสเหมือนกบั Acinetobacter iwoffii และ Pseudomonas fragi ตามล าดบั ซ่ึงมีความเหมือน 
(Homology) เท่ากบั 99 เปอร์เซ็นต์ทั้ง 2 ไอโซเลต และไดน้ าไป Deposited ใน DDBJ/EMBL/GenBank โดยได ้
Accession number คือ AB609072 และ AB609073 ตามล าดบั ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุสามารถเจริญไดใ้นสภาวะ
ท่ีมีอากาศและอุณหภูมิต ่า (Psychrotrophic) (Dainty and Mackey, 1992) โดยทัว่ไปสามารถตรวจพบ A. iwoffii ไดใ้น
อาหารแช่เยน็ เช่น เบคอน, ไข่, ไก่, หมู และนม โดย Acinetobacter sp. เป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีเป็นสาเหตุใน
การเน่าเสียของเน้ือหมูแช่เยน็ ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Li et al., 2006) ในขณะท่ี Pseu. fragi สามารถ
ตรวจพบไดใ้นผลิตภณัฑ์นมและเน้ือสัตว ์(Lebert et al., 1998) ซ่ึงในงานวิจยัของ Olsson และคณะ (2003) พบว่า 
Pseu. fragi เป็นแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุหลกัในการเน่าเสียของเน้ือหมูแช่เยน็ หลงัการเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 4 วนั ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยผลการทดลองท่ีไดเ้ป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองของ Sakala และคณะ 
(2002) ท่ีศึกษาการเปล่ียนแปลงของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุในการเน่าเสียของเน้ือววัแช่เยน็ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 2 

Film  Transparency value# 
Film color 

L* a* b* 
EPS (conc.1.5%) 
EPS (conc.3%) 
EPS/CS (conc.1.5%) 

1:1 
2:1 

CS (conc.1.5%) 

3.38 ±0.48b## 

1.46±0.21a 

 
1.50±0.27a 

1.84±0.41a 

1.29±0.44a 

89.00±0.25b 

88.55±0.10b 

 
89.54±0.89b 

88.82±0.21b 

83.64±0.67a 

-1.80±0.21a 

-1.77±0.08a 

 
-1.58±0.09b 

-1.48±0.02bc 

-1.93±0.15a 

6.10±0.91bc 

6.61±0.40c 

 
4.74±0.30a 

5.09±0.43a 

5.76±0.46b 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 สัปดาห์ โดยตรวจพบเช้ือ Acinetobacter และ Pseudomonas เช่นกนั และผลการทดลอง
ของ Liu และคณะ (2006) ท่ีศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งการเจริญของจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุให้เน้ือหมูเกิดการเน่าเสีย
กบัการเก็บรักษาเน้ือหมูท่ีสภาวะต่างๆ สามารถตรวจพบเช้ือ Pseudomonas ในสภาวะท่ีมีอากาศเท่านั้น เพราะเป็น
แบคทีเรียท่ีตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ โดย Pseudomonas จะมีการเจริญสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Jiang และคณะ (2011) ไดศึ้กษาแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าให้เกิดการเน่าเสีย
ของเน้ือหมูแช่เยน็ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั โดยใชเ้ทคนิค PCR-DGGE และ Real-time 
PCR ซ่ึงเทคนิค PCR-DGGE เป็นเทคนิคใชแ้ยกความแตกต่างของโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยอาศยัตวักลางเป็นเจล 
โดยจะแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีมีล าดบัเบสต่างกนัไดแ้มว้่าขนาดความยาวของดีเอ็นเอจะเท่ากนั ซ่ึงจะอาศยัความ
แตกต่างของความเขม้ขน้ของสารท่ีมีคุณสมบติัในการแยกสายดีเอ็นเอ (Denaturant) ท่ีมีสัดส่วนความเขม้ขน้ของสาร 
(Gradient) จากส่วนบนของเจลท่ีมีความเขม้ขน้นอ้ย ไปสู่ส่วนล่างของเจลท่ีมีความเขม้ขน้มาก รวมไปถึงการใช้
อุณหภูมิสูงในการท าลายพนัธะระหวา่งคู่เบส G-C ซ่ึงเป็นการจบักนัโดยใชพ้นัธะท่ีเหนียวแน่น ซ่ึงความเขม้ขน้หรือ
ปริมาณของคู่เบส G-C ท่ีมีในดีเอ็นเอแต่ละคู่ท่ีแตกต่างกนัน้ีท าให้การเคล่ือนท่ีในตวักลางดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้
แตกต่างกนัจึงสามารถมองเห็นรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏบนเจลต่างกนั (Nakatsu, 2007) ส่วนเทคนิค Real-
time PCR เป็นเทคนิคสามารถตรวจวดัปริมาณผลผลิตของ PCR ในแต่ละรอบโดยใชก้ารติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง 
ไปพร้อมกบัท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอไดพ้ร้อมกนั (Durtschi et al., 2007) ซ่ึงจากผลการทดลอง พบวา่การใชเ้ทคนิค
ทั้ง 2 เทคนิค สามารถบ่งช้ีไดว้า่เช้ือ Pseudomonas เป็นแบคทีเรียท่ีมีบทบาทส าคญัในการท าใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย  

Table 13. Characteristics of spoilage bacteria isolated from refrigerated pork. 

 

 

 

 

 

 

 

*: - is Gram-negative bacteria. 

 

 

Isolates Gram stain* Shape 

P1-2 - cocci 
P1-3 - short rod 
P1-4 - short rod 
P1-5 - short rod 
P1-6 
P1-7 

- 
- 

short rod 
short rod 

P1-12 
P1-13 

- 
- 

short rod 
short rod 



84 
 

4.  ความเข้มข้นต ่าสุดของสารต่อต้านจุลนิทรีย์บางชนิดทีส่ามารถยบัยั้งการเจริญของแบคทเีรียที่ท าให้เนือ้หมูแช่
เยน็เน่าเสีย 

 ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียของสารต่อตา้นจุลินทรียว์ดัไดจ้ากค่าความเขม้ขน้
ต ่าสุดท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย ์(Minimal inhibitory concentration; MIC) โดยสารต่อตา้นจุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพ
การยบัย ั้งจุลินทรียสู์งจะมีค่า MIC ต ่า จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารต่อตา้นจุลินทรีย ์2 ชนิด คือ ไนซิน
และไทมอลต่อการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 ดว้ยเทคนิค Agar well diffusion 
พบว่าไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ A. iwoffii MA02 แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi 
MA07 ได ้โดยมีค่า MIC เท่ากบั 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Table 14) โดยสารละลายควบคุม (กรดไฮโดรคลอริกความ
เขม้ขน้ 0.02 โมลาร์) ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ A. iwoffii MA02 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ 
Laukova (2000) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพของไนซินในการยบัย ั้งเช้ือสายพนัธ์ุต่างๆ โดยวิธี Agar well diffusion พบวา่
ไนซินความเขม้ขน้ 400 AU/ml สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Acinetobacter ได ้โดยมีขอบเขตการยบัย ั้งเช้ือเท่ากบั 17 
มิลลิเมตร ในขณะท่ีไทมอลสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 ไดท้ั้ง 2 สาย
พนัธ์ุ โดยมีค่า MIC เท่ากบั 2.5 และ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (Table 14) โดยสารละลายควบคุม 
(เอธานอลความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต)์ ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Gniewosz และคณะ (2011) พบวา่ไทมอลมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรีย โดยสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 
25922 และ Sal. Enteritidis ATCC 13076 ได ้ซ่ึงมีค่า MIC อยูร่ะหวา่ง 0.012 ถึง 0.024 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร) 
และเป็นไปในลกัษณะเดียวกนักบัผลการทดลองของ Gutierrez-Larrainzar (2012) พบว่าไทมอลสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ S. aureus, B. cereus และ E. coli ได ้โดยมีค่า MIC เท่ากบั 400, 580 และ 255 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั จากเหตุผลดงักล่าวสามารถยืนยนัไดว้่าไนซินและไทมอลสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในรูปของสารท่ี
สามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียได ้ 

 Nguyen และคณะ (2008) ทดลองน าฟิลม์เซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินมาห่อหุม้ไส้กรอกท่ีผา่นการจุ่ม
เช้ือ Lis. monocytogenes (เช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 106 CFU/ml) พบวา่ฟิล์มเซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ Lis. monocytogenes ได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 2 logCFU/g หลงัจากเก็บไส้กรอกไว ้14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีฟิล์มเซลลูโลสท่ีมีการเติมไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งหมด โดยมี
ปริมาณเช้ือลดลง 3.3 logCFU/g หลงัจากเก็บไส้กรอกไว ้14 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และงานวิจยัของ 
Giatrakou และคณะ (2010) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรียข์องไคโตซาน ไทมอล และการใช้ไทมอล
ร่วมกบัไคโตซาน ในการยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือไก่ส าเร็จรูปพร้อมปรุง โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั พบวา่การใชไ้ทมอล (ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร)) ร่วมกบัไคโตซาน 
(ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์(น ้ าหนกั/ปริมาตร)) มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียดี์ท่ีสุด ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ Pseudomonads sp. ได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 1.5 logCFU/g นอกจากน้ียงัสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
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แบคทีเรียแลกติก Bro. thermosphacta และ Enterobacteriaceae ได ้โดยมีปริมาณเช้ือลดลง 2-3 logCFU/g เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ไม่เติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย)์ นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Kuorwel และคณะ (2011) ศึกษาผล
การเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์3 ชนิด ไดแ้ก่ Linalool, Carvacrol และไทมอลในฟิล์มแป้งต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ S. aureus พบวา่ฟิล์มแป้งท่ีเติมสารยบัย ั้งจุลินทรียท์ั้ง 3 ชนิด สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus 
ได ้ซ่ึงไทมอลมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ไดดี้ท่ีสุด ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 2.38 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตร/ปริมาตร) มีขนาดวงใสเท่ากบั 23.8 มิลลิเมตร เม่ือเปรียบเทียบกบั Linalool ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั มีขนาด
วงใสเท่ากบั 18.6 มิลลิเมตร ซ่ึงจากผลการทดลองดงักล่าวสามารถยืนยนัไดว้า่ไนซินและไทมอลสามารถน าไปใชใ้น
อาหารหรือบรรจุภณัฑเ์พื่อป้องกนัการเส่ือมเสียของอาหารระหวา่งการเก็บรักษาได ้โดยไทมอลและไนซินมีกลไกใน
การยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรีย คือ ไทมอลจะจบักบั Lipid bilayer ในส่วนของชั้น Cytoplasmic membranes ของ
แบคทีเรียได ้เน่ืองจากโมเลกุลของไทมอลมีสมบติัไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic) สูง ส่งผลให้เกิดการร่ัวไหลของสาร
ต่างๆ ภายในเซลล์ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ได ้เช่น ไอออน ATP และ Nucleic acid (Mastromatteo et al., 2009) 
ในขณะท่ีไนซินจะจบักบั Lipid II ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต Peptidoglycan โดย Peptidoglycan เป็นสารท่ีมี
ความส าคญัในการสังเคราะห์ผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย ส่งผลใหแ้บคทีเรียไม่สามารถสังเคราะห์ผนงัเซลล์ได ้ท าให้เกิด
รูบริเวณผนงัเซลล ์เป็นเหตุใหก้ารควบคุมสารผา่นเขา้-ออกเมมแบรนท างานบกพร่อง ส่งผลท าให้เซลล์แบคทีเรียตาย
ได ้(Arauz et al., 2009)  

 จากผลการทดลองขา้งตน้ จึงเลือกไทมอลเป็นสารต่อตา้นจุลินทรียท่ี์น าไปใช้ในการศึกษาต่อไป 
โดยผสมลงในฟิล์ม EPS/CS เพื่อท าเป็นฟิล์มยบัย ั้งจุลินทรีย ์เน่ืองจากไทมอลมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียดีกวา่ไนซิน  

 

Table 14.  Minimal inhibitory concentration (MIC) of nisin and thymol against the growth of Acinetobacter iwoffii  
MA02 and Pseudomonas fragi MA07 by agar well diffusion method. 

Strains 
Minimal inhibitory concentration (MIC) (mg/ml) 

Nisin Thymol 

Acinetobacter iwoffii  MA02  5 
- 

1.25 
 

2.5 
Pseudomonas fragi MA07 - 2.5 

-: not inhibited. 
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5.  ผลของการเติมไทมอลต่อสมบัติของฟิล์มผสมเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) 

  ผลการวเิคราะห์ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูแช่เยน็เกิด
การเน่าเสีย พบวา่ไทมอลมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียดีกวา่ไนซิน ดงันั้นจึงเลือกไทมอลผสม
ลงในฟิล์ม EPS/CS โดยใชไ้ทมอลความเขม้ขน้เท่ากบั MIC และ 2 เท่าของ MIC (2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียข์องฟิล์ม EPS/CS ซ่ึงการเติมไทมอลส่งผลต่อสมบติัของฟิล์ม EPS/CS 
ดงัน้ี 

 5.1 ความหนาและสมบัติเชิงกล 

 ผลการเตรียมฟิล์ม EPS/CS ท่ีมีการเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่
การเติมไทมอลในฟิล์ม EPS/CS ส่งผลต่อความหนาของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีเติมไทมอลมีความหนามากกวา่ฟิล์มท่ีไม่
เติมไทมอล (ชุดควบคุม) อยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) แต่เม่ือพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของไทมอลเพิ่มข้ึนจาก 2.5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่ส่งผลใหฟิ้ลม์มีความหนาเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) โดย
ฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีความหนาอยู่ระหวา่ง 0.063±0.004 ถึง 0.065±0.002 มิลลิเมตร ในขณะท่ีชุดควบคุมมี
ความหนาเท่ากับ 0.056±0.003 มิลลิเมตร (Table 15) ทั้ งน้ีอาจเน่ืองมาจากไทมอลมีลักษณะเป็นของแข็งท่ี
อุณหภูมิห้อง และขนาดโมเลกุลของไทมอลมีขนาดใหญ่เม่ือแทรกตวัเขา้ไปภายในโครงสร้างของฟิล์มพอลิแซคคา
ไรด์ซ่ึงมีการเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน ท าให้ฟิล์มมีความหนาเพิ่มข้ึน (Kroll and Rawel, 2001) ซ่ึงผลการ
ทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Corrales และคณะ (2009) พบว่าการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นความ
เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นตใ์นฟิลม์แป้งจากถัว่ ส่งผลใหค้วามหนาของฟิลม์เพิ่มข้ึน 25 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ี
ไม่ไดเ้ติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Theivendran และคณะ (2008) ซ่ึง
ศึกษาสมบติัทางกายภาพของฟิลม์โปรตีนถัว่เหลืองท่ีผสมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น พบวา่การเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น
ส่งผลให้ความหนาของฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลืองเพิ่มข้ึนจาก 33.0 ไมโครเมตร (ฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่เติม
สารสกดัจากเมล็ดองุ่น) เป็น 77.89 ไมโครเมตร (ฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นความเขม้ขน้ 
1 เปอร์เซ็นต)์ 

 การน าฟิล์มจากพอลิเมอร์ชีวภาพไปประยุกต์ใช้ ฟิล์มจ าเป็นตอ้งมีความแข็งแรงและทนต่อแรง
กระท าท่ีเกิดข้ึนซ่ึงความแข็งแรงของฟิล์มนั้นสามารถวดัไดจ้ากค่าตา้นทานแรงดึงท่ีมากระท า ทดสอบจากลกัษณะ
การยดืตวัออกเม่ือไดรั้บแรงดึงจากภายนอก จากการเตรียมฟิล์ม EPS/CS ท่ีมีการเติมไทมอลท่ีความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าการเติมไทมอลส่งผลต่อสมบติัของฟิล์ม โดยฟิล์มท่ีไม่เติมไทมอลมีค่าตา้นทานแรงดึง
ของสูงท่ีสุด คือ 18.22 MPa เม่ือเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งผลให้ค่าตา้นทานแรงดึง
ลดลงจาก 18.22 MPa เป็น 17.18 MPa และ 16.58 MPa ตามล าดบั (Table 15) แสดงให้เห็นวา่การลดลงของค่าการ
ตา้นทานแรงดึงของฟิล์ม EPS/CS เก่ียวขอ้งกบัไทมอลท่ีเติมลงไปในฟิล์ม EPS/CS จากผลการทดลองดงักล่าว
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Lim และคณะ (2010) ซ่ึงท าการศึกษาผลของการเติมไทมอลในฟิล์มพอลิแซคคาไรด์ 
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Gelidium corneum (GC) พบวา่ไทมอลส่งผลต่อค่าตา้นทานแรงดึงของฟิล์ม โดยท าให้ค่าตา้นทานแรงดึงของฟิล์มมี
ค่าลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากการเติมไทมอล ซ่ึงมีสมบติัท่ีไม่ชอบน ้ า (Hydrophobic) ลงในฟิล์มพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีสมบติั
ในการชอบน ้ า (Hydrophilic) ท าให้ค่าการตา้นทานแรงดึงของฟิล์มมีค่าลดลง เน่ืองจากไขมนับางส่วนจะไปแทรก
และกระจายอยูร่ะหว่างโครงสร้างของฟิล์ม (Matrix) ส่งผลให้ความแข็งแรงของฟิล์มลดลง (Mastromatteo et al., 
2009) นอกจากน้ีปฏิกิริยาระหวา่งโมเลกุลของไขมนั (Non-polar) ดว้ยกนั และโมเลกุลท่ีมีขั้ว (Polar) ของพอลิเมอร์
กบัโมเลกุลของไขมนัมีความแข็งแรงน้อยกว่าโมเลกุลของพอลิเมอร์ดว้ยกนัเอง ดงันั้นฟิล์มพอลิแซคคาไรด์ท่ีมีการ
เติมไขมนัลงไปจะส่งผลใหค้วามแขง็แรงของฟิลม์ลดลง (Bertan et al., 2005)  

 เม่ือพิจารณาผลของการเติมไทมอลต่อค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์ม EPS/CS พบวา่ค่าการยืดตวัเม่ือ
ขาดของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้เขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่าเพิ่มข้ึนจาก 58.12 
เปอร์เซ็นต ์ เป็น 70.48 และ 61.59 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (p<0.05) (Table 15) ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าวเป็นไปใน
ลกัษณะเดียวกนักบัการทดลองของ Pelissari และคณะ (2009) พบวา่การเติมน ้ ามนั Oregano (OEO) ในฟิล์มแป้งมนั
ส าปะหลงั-ไคโตซาน (Starch-chitosan film) ส่งผลให้ค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มมีค่าเพิ่มข้ึน โดยท่ีความเขม้ขน้
ของ OEO เท่ากบั 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต ์มีค่าการยืดตวัเม่ือขาดเท่ากบั 27.18 เปอร์เซ็นต์ และ 40.73 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มท่ีไม่เติม OEO (23.07 เปอร์เซ็นต)์ ทั้งน้ีเน่ืองจากการเติม OEO ในฟิล์มไคโตซาน
จะช่วยเพิ่มความสามารถในการเคล่ือนท่ีของสายพอลิเมอร์ ซ่ึงท าใหฟิ้ลม์มีความยดืหยุน่ดีข้ึน (Pelissari et al., 2009)  

 5.2 การซึมผ่านไอน า้และการละลายน า้ของฟิล์ม 

   บทบาทโดยทัว่ไปของฟิล์มท่ีใชใ้นการบริโภคหรือสารเคลือบผิวหนา้ของอาหารหนา้ท่ีหลกัคือการ
ขดัขวางการผา่นของความช้ืนระหวา่งอาหารและบรรยากาศโดยรอบ หรือส่วนประกอบของผลิตภณัฑ์อาหาร ซ่ึงค่า
การซึมผา่นไอน ้ าท่ีดีนั้นไม่ควรมีค่าสูง ผลจากการเตรียมฟิล์ม EPS/CS ท่ีมีการเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าการเติมไทมอลในฟิล์ม EPS/CS ส่งผลต่อการซึมผา่นของไอน ้ า โดยเฉพาะอยา่งยิ่งเม่ือ
เติมไทมอลความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เน่ืองจากไทมอลมีสมบัติไม่ชอบน ้ า เม่ือไทมอลแทรกตัว 
ในโครงสร้างตาข่ายของฟิลม์ EPS/CS จะขดัขวางการแพร่ของโมเลกุลไอน ้ าผา่นฟิล์ม ท าให้ความสามารถในการซึม
ผา่นไอน ้ าของฟิล์มลดลง โดยพบวา่ค่าการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์ม EPS/CS มีค่าลดลงจาก 2.58±0.18×10-10 g/ms Pa 
เป็น 1.85±0.54×10-10 g/ms Pa (Table 15) ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Pelissari และคณะ 
(2009) พบวา่การเติมน ้ ามนั oregano (OEO) ในฟิล์มแป้งมนัส าปะหลงั-ไคโตซาน (Starch-chitosan film) ส่งผลให้
อตัราการซึมผา่นของไอน ้ าลดลงจาก 1.00 ×10-10 g/ ms Pa (ไม่เติม OEO) เป็น 0.62 ×10-10 g/ ms Pa (เติม OEO 1 
เปอร์เซ็นต)์ นอกจากน้ี Guillen และคณะ (2009) ท าการศึกษาการเติมน ้ ามนัดอกทานตะวนั (ความเขม้ขน้ 0, 0.3, 0.6 
และ 1 เปอร์เซ็นต)์ ในฟิลม์เจลาติน พบวา่น ้ามนัดอกทานตะวนัส่งผลให้ฟิล์มมีสมบติัในการไม่ชอบน ้ าเพิ่มข้ึน ส่งผล
ให้ฟิล์มดงักล่าวมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าลดลง และในงานวิจยัของ Hoque และคณะ (2011) พบวา่การเติมน ้ ามนัหอม
ระเหย 3 ชนิด ไดแ้ก่ Cinnamon, Clove และ Star anise extracts ในฟิล์มเจลาติน ส่งผลให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ าของ
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ฟิลม์ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิลม์เจลาตินท่ีไม่เติมน ้ ามนัหอมระเหย (ชุดควบคุม) โดยฟิล์มเจลาตินท่ีเติมน ้ ามนัหอม
ระเหยมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าอยูร่ะหวา่ง 0.77×10-10 ถึง 0.90×10-10 g/ms Pa ในขณะท่ีชุดควบคุมมีค่าการซึมผา่นไอน ้ า
เท่ากบั 0.96×10-10 g/ms Pa 

 ความสามารถในการละลายน ้ าเป็นคุณสมบติัท่ีมีความส าคัญอย่างหน่ึงของฟิล์มในการน าไป
ประยกุตใ์ชเ้พื่อเก็บรักษาอาหาร โดยทัว่ไปแลว้ค่าการละลายท่ีมีค่าสูงจะบ่งช้ีถึงความสามารถในการตา้นทานน ้าไดต้  ่า 
อยา่งไรก็ตามค่าการละลายท่ีสูงอาจเป็นประโยชน์ในการน าไปประยุกตใ์ชใ้นบางรูปแบบ (Rotta et al., 2009) จาก
การศึกษาผลการเติมไทมอลต่อการละลายน ้าของฟิลม์ EPS/CS พบวา่ค่าการละลายของแผน่ฟิล์มมีแนวโนม้ลดลง แต่
ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) โดยค่าการละลายของฟิล์มมีค่าลดลงจาก 12.27 เปอร์เซ็นต ์(ไม่เติม 
ไทมอล) เป็น 11.31 เปอร์เซ็นต์ และ 10.97 เปอร์เซ็นต ์เม่ือมีปริมาณไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดบั (Table 15) ทั้งน้ีเน่ืองจากไทมอลมีสมบติัในการไม่ชอบน ้ าท าให้ฟิล์มดงักล่าวมีค่าการละลายน ้ า
ลดลง (Rhim et al., 2000) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Seyed และคณะ (2010) พบวา่การเติมน ้ ามนัหอมระเหย
จากอบเชยในฟิล์มไคโตซานส่งผลต่อสมบติัการละลายของฟิล์มโดยค่าการละลายของฟิล์มมีค่าลดลงจาก 24.73 
เปอร์เซ็นต ์(ไม่เติมน ้ามนัหอมระเหยจากอบเชย) เป็น 3.58 เปอร์เซ็นต ์(เติมน ้ ามนัหอมระเหยจากอบเชย 2 เปอร์เซ็นต ์
(ปริมาตร/ปริมาตร)) และสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Ahmad และคณะ (2012) พบวา่การเติมน ้ ามนัหอมระเหย 
(Bergamot และ Lemongrass oil) ในฟิล์มเจลาติน ส่งผลให้ฟิล์มมีค่าการละลายน ้ าลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มเจ
ลาตินท่ีไม่เติมน ้ ามนัหอมระเหย (ชุดควบคุม) โดยฟิล์มเจลาตินท่ีเติมน ้ ามนัหอมระเหยมีค่าการละลายอยู่ระหว่าง 
89.16 ถึง 93.54 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีชุดควบคุมมีค่าการละลายเท่ากบั 97.8 เปอร์เซ็นต ์  

Table 15. Effect of thymol on thickness, tensile strength, elongation at break, water vapor permeability (WVP) and 
solubility of EPS/CS film. 

# Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

 5.3 ค่าสีของฟิล์ม 

    จากการวิ เคราะ ห์ค่ า สีของฟิล์ม  EPS/CS ท่ี เ ติมและไม่ เ ติมไทมอล พบว่าการ เ ติม 
ไทมอลในฟิล์ม EPS/CS ส่งผลให้ฟิล์มมีสีเหลือง (ค่า b*) เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ฟิล์ม EPS/CS ท่ีไม่

Thymol (mg/ml) 
Thickness# 
(mm) 

Tensile strength 
(MPa) 

WVP 
(×10-10 g /ms Pa) 

Solubility 
(%) 

Elongation at break 
(%) 

0 
2.5 
5 

0.056±0.003a## 

0.065±0.002b 

0.063±0.004b 

18.22±0.52b 

17.18±1.30ab 

16.58±0.78a 

2.58±0.18b 

2.42±0.062b 

1.85±0.54a 

12.27±0.53a 
11.31±0.49a 

10.97±1.37a 

58.12±2.38a 

70.48±5.88b 

61.59±5.01a 
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เติมไทมอล) (p<0.05) (Table 16) อยา่งไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของไทมอลเพิ่มข้ึนจาก 2.5 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่ส่งผลให้ฟิล์มมีสีเหลืองเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั (p>0.05) โดยฟิล์ม 
EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่า b* อยู่ระหว่าง 6.74±0.60 ถึง 6.86±0.35 ในขณะท่ีชุดควบคุมมีค่า b* เท่ากบั 5.70±0.65 
(Table 16) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากไทมอลท่ีอยูใ่นฟิล์มอาจถูกออกซิไดซ์ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน (หรือสัมผสักบัอากาศ) 
เกิดเป็นควิโนน ซ่ึงเป็นหมู่โครโมฟอร์ท่ีมีสีเหลือง/น ้ าตาล มีผลให้ฟิล์มท่ีเติมไทมอลมีสีเหลืองกวา่ฟิล์มท่ีไม่เติมไท
มอล Rattaya และคณะ (2009) รายงานวา่การเปล่ียนแปลงสีของฟิล์มท่ีมีการเติมน ้ ามนัหอมระเหย (เม่ือเปรียบเทียบ
กบัฟิล์มท่ีไม่เติมน ้ ามนัหอมระเหย) อาจเกิดจากรงควตัถุ (Pigment) ท่ีเป็นองคป์ระกอบในน ้ ามนัหอมระเหย ซ่ึงผล
การทดลองเป็นไปในทางเดียวกบัการทดลองของ Theivendran และคณะ (2008) ซ่ึงศึกษาสมบติัทางกายภาพของ
ฟิลม์โปรตีนถัว่เหลืองท่ีผสมสารสกดัจากเมล็ดองุ่น พบวา่ฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่มีการเติมสารสกดัจากเมล็ด
องุ่นลกัษณะฟิลม์จะมีความใส และเม่ือมีการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นลงในฟิล์มพบวา่ส่งผลต่อลกัษณะปรากฏและ
ค่าสีของฟิล์ม โดยค่าสีมีแนวโนม้เป็นสีเหลืองเพิ่มข้ึน สังเกตไดจ้ากค่า b* ท่ีความเขม้ขน้สารสกดัจากเมล็ดองุ่น 1 
เปอร์เซ็นต ์มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 20.06 เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มโปรตีนจากถัว่เหลืองท่ีไม่เติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นซ่ึงมี
ค่า b* เท่ากบั 4.68 นอกจากน้ีผลการทดลองท่ีไดย้งัสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Corrales และคณะ (2009) ท่ี
พบว่าการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นในฟิล์มแป้งจากถัว่จะส่งผลต่อลกัษณะปรากฏของฟิล์ม และมีค่าสีเปล่ียนไป 
โดยฟิล์มแป้งจากถัว่ท่ีมีการเติมสารสกดัจากเมล็ดองุ่นมีแนวโนม้เป็นสีเหลืองมากข้ึน อาจเน่ืองมาจากไทมอลและ
สารสกดัจากเมลด็องุ่นมีสารฟีนอลิค และสาร flavonoid เป็นองคป์ระกอบ โดยสารทั้งสองชนิดมีสีส้มอมน ้ าตาล ซ่ึงมี
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 320 นาโนเมตร  

 5.4 การส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์ม 

 ผลการเตรียมฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่าการเติมไทมอลส่งผลให้ค่าการส่องผ่านแสงในช่วงความยาวคล่ืน 280-800 นาโนเมตร ของฟิล์ม 
EPS/CS ลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ฟิล์ม EPS/CS ท่ีไม่เติมไทมอล) โดยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่า
การส่องผา่นแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นได ้(350-800 นาโนเมตร) อยู่ระหวา่ง 34.32 ถึง 77 เปอร์เซ็นต ์
ส่วนค่าการส่องผา่นแสงในช่วงแสง UV (280 นาโนเมตร) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 1.27 ถึง 7.97 เปอร์เซ็นต ์ (Table 17) ซ่ึง
ฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลสามารถป้องกนัรังสีอลัตราไวโอเลต (UV) ได้ดีกว่าชุดควบคุม ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก
โครงสร้างโมเลกุลของไทมอลประกอบดว้ยหมู่เบนซีนซ่ึงมีความสามารถในการดูดกลืนรังสีอลัตราไวโอเลต (UV) 
ไดท่ี้ความยาวคล่ืน 225 นาโนเมตร ในขณะท่ีการเติมไทมอลส่งผลให้ฟิล์ม EPS/CS มีความโปร่งใสนอ้ยกว่า (ค่า 
Transparency value สูงกวา่) ฟิล์มท่ีไม่เติมไทมอลอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) แต่เม่ือพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของ
ไทมอลเพิ่มข้ึนจาก 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่ส่งผลให้ฟิล์มมีค่าความโปร่งใสมากข้ึน
อย่างมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าความโปร่งใสอยู่ระหว่าง 2.39±0.16 ถึง 2.37±0.20 
ในขณะท่ีชุดควบคุมมีค่าความโปร่งใสเท่ากบั 1.23±0.06 (Table 16) Bertan และคณะ (2005) กล่าววา่การเติมสารท่ีมี
สมบติัในการไม่ชอบน ้ าหรือการเติมไขมนัลงในฟิล์มท่ีผลิตจากวสัดุชีวภาพเป็นสาเหตุให้ค่าการส่องผ่านแสงมีค่า
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ลดลง และฟิล์มมีความทึบเพิ่มข้ึน สอดคลอ้งกบัผล การทดลองของ Siripatrawan และคณะ (2010) พบวา่ฟิล์มไคโต
ซานท่ีเติมสารสกดัจากใบชาเขียวมีความโปร่งใสนอ้ยกวา่ฟิล์มไคโตซานท่ีไม่เติมสารสกดัจากชาเขียว (ชุดควบคุม) 
และเป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองของ Kanatt และคณะ (2012) พบวา่การเติมสารสกดัจากใบสะระแหน่
และเปลือกทบัทิมในฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหว่างไคโตซานกบั Polyvinyl alcohol ส่งผลให้ฟิล์มมีการส่องผ่านแสง
และความโปร่งใสลดลง  

 Table 16. Effect of thymol on transparency value and color of EPS/CS film. 

 # Values are give as mean ±SD from triplicate determinations. 
 ## Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

Table 17. Effect of thymol on light transmission (%T) of EPS/CS film. 

 

 

 

 

# Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 

 

 5.5 ประสิทธิภาพการยบัยั้งแบคทีเรียของฟิล์ม 

  ในการทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรีย (A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi MA07) ท่ีท า
ใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมและไม่เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 และ 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ีง
การวิเคราะห์ประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียท่ีแยกได ้ในงานวิจยัน้ีไม่สามารถใช้วิธี 
Agar disc diffusion ในการวิเคราะห์ได ้เน่ืองจากฟิล์ม EPS/CS ทุกการทดลองมีการมว้นงอของฟิล์มเม่ือสัมผสักบั

Thymol (mg/ml) 
Light transmission (%) at different wavelength (nm) 

200 280 350 400 500 600 700 800 
0 0 13.80bc# 55.22b 69.47b 78.15b 81.95b 84.12b 85.45b 

2.5 0 7.97ab 34.32a 48.25a 61.70a 68.62a 73.12a 75.70a 

5 0 1.27a 37.07a 50.30a 63.27a 70.20a 74.07a 77.00a 

Thymol (mg/ml) Transparency value# 
Film color 

L* a* b* 
0 

2.5 
5 

1.23±0.06a## 

2.39±0.16b 

2.37±0.20b 

88.66±0.47a 

88.38±0.17a 

88.14±0.22a 

-1.66±0.11a 

-1.68±0.03a 

-1.62±0.04a 

5.70±0.65a 

6.86±0.35b 

6.74±0.60b 
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อาหารเล้ียงเช้ือแข็ง จึงท าการวิเคราะห์โดยการหยดเช้ือ A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi MA07 บนแผ่นฟิล์ม 
EPS/CS (มีปริมาณเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 6-7 log cfu/ml) แลว้นบัปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตหลงัจากบ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 
พบวา่การเติมไทมอลในฟิล์ม EPS/CS ส่งผลให้ฟิล์มมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุท่ีท าให้เน้ือ
หมูแช่เยน็เน่าเสียดีข้ึน ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ A. iwoffii MA02 ไดดี้กวา่ Pseu. fragi MA07 โดยมีปริมาณ
เช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 73.32 และ 78.62 เปอร์เซ็นต์ (ฟิล์มท่ีเติมไทมอลความเขม้ข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์ม EPS/CS ท่ีไม่เติมไทมอล (ชุดควบคุม) ซ่ึงมีปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 99.58 
และ 91.99 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (Table 18, 19) การท่ีชุดควบคุมมีปริมาณการรอดชีวิตของเช้ือทั้ง 2 สายพนัธ์ุลดลง
อาจเน่ืองจากในแผน่ฟิล์ม EPS/CS มี CS ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ด ้(Dutta et al., 2009) 
และเม่ือพิจารณาผลของความเขม้ขน้ของไทมอลเพิ่มข้ึนจาก 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
พบวา่การเพิ่มความเขม้ขน้ของไทมอลส่งผลให้ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi 
MA07 เพิ่มข้ึนอย่างมีนยัส าคญั (p<0.05) ซ่ึงมีปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 51.35 และ 71.47 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(Table 18, 19)  

  จากผลการทดลองดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าไทมอลในฟิล์ม EPS/CS สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียได ้ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากไทมอลสามารถจบักบั Lipid bilayer ในส่วน
ของชั้น Cytoplasmic membranes ของแบคทีเรียได ้ส่งผลให้เกิดการร่ัวไหลของสารประกอบภายในเซลล์ออกมาท า
ให้สูญเสียสมบติัของโปรตีนและยบัย ั้งการท างานของเอนไซมร์วมถึงการสร้าง ATP ดว้ย (Wenqiang et al., 2007) 
โดยผลการทดลองเป็นไปในทางเดียวกบัผลการทดลองของ Lim และคณะ (2010) ท่ีศึกษาความสามารถในการยบัย ั้ง
จุลินทรียข์องฟิล์มพอลิแซคคาไรด์ท่ีเตรียมจาก Gelidium corneum (GC) ท่ีมีการเติมและไม่เติมไทมอล พบวา่ฟิล์ม 
GC ท่ีเติมไทมอลสามารถยบัย ั้งการเจริญของ Lis. monocytogenes และ E. coli O157:H7 ได ้และสอดคลอ้งกบัผลการ
ทดลองของ Gniewosz และคณะ (2011) ท่ีศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของ B. subtilis ATCC 6633, S. 
aureus ATCC 25923, Sal. Enteritidis ATCC 13076 และ E. coli ATCC 25922 ของฟิล์ม pullulan ท่ีเติมและไม่เติม
ไทมอล พบวา่ฟิลม์ pullulan ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั/ปริมาตร) มีประสิทธิภาพดีท่ีสุดในการ
ยบัย ั้งการเจริญของ B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 25923, Sal. Enteritidis ATCC 13076 และ E. coli 
ATCC 25922 และในงานวิจยัของ Kuorwel และคณะ (2011) ไดศึ้กษาผลการเติมสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์3 ชนิด ไดแ้ก่ 
Linalool, Carvacrol และไทมอลในฟิล์มแป้งต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus โดยใชว้ิธี Agar 
disc diffusion พบวา่ไทมอลมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ S. aureus ไดดี้ท่ีสุด ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 2.38 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) มีขนาดวงใสเท่ากบั 23.8 มิลลิเมตร เม่ือเปรียบเทียบกบั Linalool ท่ีความเขม้ขน้
เดียวกนั มีขนาดวงใสเท่ากบั 18.6 มิลลิเมตร นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Ramos และคณะ (2012) ไดศึ้กษาผลการเติม
สารยบัย ั้งจุลินทรีย ์2 ชนิด ไดแ้ก่ ไทมอล และ Carvacrol ในฟิล์ม Polypropylene (PP) ต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือ E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 6538P โดยใช้วิธี Agar disc diffusion พบวา่ไทมอล
สามารถยบัย ั้งการเจริญของ S. aureus ATCC 6538P ได ้แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli ATCC 25922 โดย



92 
 

ฟิล์ม PP ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุด มีขนาดวงใส
เท่ากบั 3.70 เซนติเมตร อยา่งไรก็ตามไทมอลมีขอ้จ ากดัในการน าไปใชใ้นอาหาร เพราะเม่ือใชท่ี้ความเขม้ขน้สูงจะท า
ให้อาหารมีกล่ินรสท่ีเปล่ียนแปลงและไม่เหมาะสม ดงันั้นจากผลการทดลองขา้งตน้ ฟิล์มพอลิเมอร์ผสม EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นฟิล์มท่ีน าไปใช้ในการศึกษาต่อไป เน่ืองจากมีคุณสมบติัท่ี
ตอ้งการ คือ มีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย มีความแข็งแรง 
มีความยืดหยุน่เพียงพอ และสามารถลอกแผน่ฟิล์มออกจากเบา้ซิลิโคนไดง่้าย ตลอดจนไม่มีปัญหาเก่ียวกบักล่ินของ
ไทมอลท่ีรุนแรงมากนกั 

Table 18.  Effect of EPS/CS film incorporated with thymol against Acinetobacter iwoffii MA02.  

Thymol (mg/ml) 
Relative survival (%) of Acinetobacter iwoffii MA02* 

0 h 6 h 
0 

2.5 
5 

100 

100 
100 

99.58±0.14c** 

73.32±0.13b 

51.35±0.17a 

*Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

Table 19. Effect of EPS/CS film incorporated with thymol against Pseudomonas fragi MA07.  

Thymol (mg/ml) 
Relative survival (%) of Pseudomonas fragi  MA07* 

0 h 6 h 
0 

2.5 
5 

100 

100 

100 

91.99±0.32c** 

78.62±0.76b 

71.47±0.23a 

*Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05).  

6. การประยุกต์ใช้ฟิล์มและสารเคลือบเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ที่มีการเติมไทมอลในการเก็บ
รักษาเนือ้หมูแช่เยน็ 

   เน้ือสัตวเ์ป็นอาหารท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของมนุษย ์อย่างไรก็ตามเน้ือสัตวเ์ป็นส่ิงแวดลอ้มท่ีดีต่อการ
เจริญของแบคทีเรียหลายสายพนัธ์ุ ยีสต์ และรา โดยทัว่ไปจุลินทรียเ์หล่าน้ีจะไม่เป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค แต่มกั
ก่อให้เกิดการเน่าเสีย โดยส่วนมากจุลินทรียจ์ะอยู่บริเวณพื้นผิวของเน้ือสัตว ์และจะถูกปนเป้ือนในขั้นตอนการฆ่า
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หรือตกแต่ง วิธีการทัว่ไปท่ีใช้ในการถนอมเน้ือสัตวห์ลงัการฆ่าและการท าความสะอาด คือ การใช้ความเยน็ (เก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) ถึงแมจ้ะเก็บรักษาดว้ยเทคนิคดงักล่าวแลว้ จุลินทรียย์งัสามารถเจริญและก่อให้เกิด
การเน่าเสียได ้เพื่อแกไ้ขปัญหาดงักล่าว จึงมีการใช้สารต่อตา้นจุลินทรียจ์ากธรรมชาติร่วมกบัพอลิเมอร์ทางชีวภาพ 
ในการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียเ์พื่อยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ ในงานวิจยัน้ีเลือกศึกษาผลของฟิล์มและ
สารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในการห่อหุ้มเน้ือหมู โดยเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั มีผลการทดลองดงัน้ี  

  

                                   

(A)                                                                                    (B) 

 
(C) 

Figure 9.  Appearance of sliced pork without film (A), wrapped with EPS/CS film (B) and  
   EPS/CS film incorporated with thymol (C) at day 0 of  storage. 
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 6.1 การประยุกต์ใช้ฟิล์มเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ที่มีการเติมไทมอลในการเก็บรักษาเนื้อหมู
แช่เยน็ 

    ในการทดลองแบ่งเน้ือหมูออกเป็น 3 ชุดการทดลอง คือ เน้ือหมูท่ีไม่ห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม (ชุดควบคุม) 
เน้ือหมูท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม EPS/CS (ชุดทดลองท่ี 1) และเน้ือหมูท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 
2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(ชุดทดลองท่ี 2) (Figure 9)โดยมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ (2547) ระบุว่า 
เน้ือหมูตอ้งบรรจุในบรรจุภณัฑ์ท่ีสะอาด และปิดมิดชิด มีความทนทานต่อการขนส่งและสามารถป้องกนัการดูดซึม
ของกล่ินได ้ลกัษณะเน้ือตอ้งอยู่ในสภาพปกติ สะอาด ไม่มีกล่ินผิดปกติ กล่ินแปลกปลอม หรือกล่ินไม่พึงประสงค ์
และตอ้งไม่มีรอยฟกช ้า รอยขีดข่วน หรือแผลหนอง สีเน้ือหมูตอ้งมีสีชมพปูนเทาจนถึงสีชมพเูขม้ 

  6.1.1 การเปลีย่นแปลงลกัษณะปรากฏและกลิน่ของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

       จากการสังเกตลกัษณะปรากฏ (Appearance) ภายนอกของเน้ือหมูระหว่างการเก็บรักษา พบว่า
ลกัษณะสีภายนอกของเน้ือหมูชุดควบคุมไม่มีการเปล่ียนแปลงในระหว่างวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 4 โดยจะเร่ิมเกิดเมือกท่ี
บริเวณผิวของเน้ือหมูและเกิดการเปล่ียนแปลงของสีจากบริเวณขอบของช้ินเน้ือหมูในวนัท่ี 7 ซ่ึงสีของผิวเน้ือหมูจะ
เปล่ียนจากสีชมพเูป็นสีเขียว ในขณะท่ีลกัษณะปรากฏของเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 และ 2 พบวา่ลกัษณะสีภายนอกของ
เน้ือหมูไม่เกิดการเปล่ียนแปลงในระหวา่งการเก็บรักษา แต่เกิดการเปล่ียนแปลงของลกัษณะเน้ือสัมผสัของเน้ือหมู
ระหวา่งการเก็บรักษา โดยชุดการทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 เน้ือหมูมีความชุ่มน ้าลดลงระหวา่งวนัท่ี 7 ถึงวนัท่ี 15 
(Table 20) ทั้งน้ีเน่ืองจากสูญเสียความช้ืนระหวา่งการเก็บรักษาและจากการดูดซบัน ้าเน้ือหมูของฟิล์ม EPS/CS ขณะท่ี
มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะฟิล์ม EPS/CS ท่ีใชห่้อหุ้มเน้ือหมู โดยฟิล์มเกิดการบวมตวัเน่ืองจากฟิล์ม EPS/CS มีสมบติั
ในการชอบน ้า ซ่ึงสามารถดูดซบัน ้าไดแ้ละส่งผลใหเ้กิดการบวมตวัของฟิลม์  

      เ ม่ื อ พิ จ า ร ณ า คุ ณ ภ า พ ด้ า น ก ล่ิ น  (Odor)  พ บ ว่ า ชุ ด ค ว บ คุ ม มี ก ล่ิ น เ น้ื อ ห มู ป ก ติ ใ น 
วนัท่ี 0 จากนั้นกล่ินเน้ือหมูจะเร่ิมลดลงตั้งแต่วนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 15 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจคุณภาพทางจุลินทรีย ์
(Figure 10 ) ท่ีมีปริมาณ TVC ของชุดควบคุมเท่ากบั 7.41 logCFU/g (วนัท่ี 2) เม่ือพิจารณาคุณภาพดา้นกล่ินของชุด
ทดลองท่ี 1 พบวา่มีกล่ินเน้ือหมูปกติในระหวา่งวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 4 จากนั้นกล่ินเน้ือหมูจะลดลงตั้งแต่วนัท่ี 7 ถึงวนัท่ี 15 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 มีค่า TVC เท่ากบั 7.38 logCFU/g (วนัท่ี 7) (Figure 
10) ในขณะท่ีชุดทดลองท่ี 2 มีกล่ินเน้ือหมูปกติในวนัท่ี 0 หลงัจากนั้นในระหวา่งวนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 7 มีกล่ินของไทมอล
ผสมกบักล่ินเน้ือหมู และในระหวา่งวนัท่ี 9 ถึงวนัท่ี 15 กล่ินเน้ือหมูจะลดลงและยงัคงไดก้ล่ินของไทมอลผสมอยู ่
นอกจากน้ีตรวจพบกล่ินไม่สดของเน้ือหมูในวนัท่ี 15 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูมีค่า TVC 
เท่ากบั 6.42 logCFU/g (วนัท่ี 15) (Figure 10) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ การห่อหุ้มเน้ือหมูแช่เยน็ดว้ยฟิล์ม 
EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยดือายกุารเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ได ้
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Table 20. Appearance and odor of sliced pork wrapped without and with EPS/CS film and EPS/CS film 
incorporated with thymol during storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

Days Experiments Appearance Odor 
0 Control* 

Treatment 1** 

Treatment 2*** 

Grayish pink  
Grayish pink  
Grayish pink  

Fresh 
Fresh 
Fresh 

2 Control 

Treatment 1 

Treatment 2 

Grayish pink  
Grayish pink  
Grayish pink  

Low freshness 
Fresh 
Fresh and thymol 
odor 

4 Control 

Treatment 1 

Treatment 2 

Grayish pink  
Grayish pink  
Grayish pink  

Low freshness 
Fresh 
Fresh and thymol 
odor 

7 
 
 

Control  
Treatment 1  
Treatment 2  

Surface slime, little green at edge 
Grayish pink, a little dried surface 
Grayish pink, a little dried surface  

 Low freshness 
Low freshness  
Fresh and thymol 
odor 

9 
 

Control 

Treatment 1  
Treatment 2 
 

Surface slime, green color 
Grayish pink, a little dried surface 
Grayish pink, a little dried surface 
 

Off flavor 
Low freshness  
Low  freshness and 
little thymol odor  

11 
 

Control 
Treatment 1 

Treatment 2 

Surface slime, green color  
Grayish pink, a little dried surface 
Grayish pink, a little dried surface 

Off flavor 
Low freshness Low  
freshness and thymol 
odor 
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Table 20. (Cont.) 

Days Experiments Appearance Odor 
15 Control 

Treatment 1  
Treatment 2 

Surface slime, green color 
Grayish pink, dried surface 
Grayish pink, dried surface 

Off flavor 
Low freshness 
Low freshness and 
little thymol odor 

*Sliced pork without film 
**Sliced pork wrapped with EPS/CS film 
*** Sliced pork wrapped with EPS/CS film incorporated with thymol 

  6.1.2  การเปลีย่นแปลงคุณภาพทางจุลนิทรีย์ของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

     การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย ์ได้แก่ Total viable count (TVC) และ Psychrophilic 
bacteria ของเน้ือหมูท่ีไม่ห่อหุม้ดว้ยฟิลม์ (ชุดควบคุม) เน้ือหมูท่ีห่อหุม้ดว้ยฟิล์ม EPS/CS (ชุดทดลองท่ี 1) และเน้ือหมู
ท่ีห่อหุม้ดว้ยฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุดทดลองท่ี 2) ระหวา่งการเก็บรักษา
เป็นเวลา 15 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส โดยการตรวจสอบ TVC ซ่ึงเป็นการตรวจปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดท่ี
มีอยู่ในตวัอยา่ง หากพบวา่มีจุลินทรียเ์กินค่ามาตรฐานหรือค่าท่ีก าหนดให้มีไดใ้นผลิตภณัฑ์แสดงว่าตวัอย่างท่ีน ามา
ตรวจสอบไม่ควรน ามาบริโภคหรือน าออกจ าหน่าย โดยมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ มกอช. 6000-
2547 ไดก้ าหนดค่า TVC ของเน้ือหมูตอ้งนอ้ยกวา่ 5×105 CFU/g  

     จากผลการวิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรียข์องชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 ใน
ระหว่างการเก็บรักษา พบว่าค่า TVC ของเน้ือหมูชุดควบคุมในวนัท่ี 0 คือ 4.87 logCFU/g เพิ่มข้ึนเป็น 11.48 
logCFU/g ในวนัท่ี 15 ของการเก็บรักษา (Figure 10) เม่ือน ามาพิจารณากบัมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ
ซ่ึงก าหนดค่า TVC ตอ้งน้อยกว่า 5×105 CFU/g พบว่าเน้ือหมูชุดควบคุมสามารถเก็บรักษาไดไ้ม่เกิน 2 วนั (TVC 
เท่ากบั 7.41 logCFU/g)  

     เม่ือพิจารณาคุณภาพทางจุลินทรีย์ของเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 พบว่าไม่พบการเพิ่มข้ึนของ
เช้ือจุลินทรียใ์นวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 4 แต่จะพบการเพิ่มข้ึนของเช้ือตั้งแต่วนัท่ี 4 ถึงวนัท่ี 15 โดยปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด
เพิ่มข้ึนจาก 4.46 logCFU/g (วนัท่ี 4) เป็น 7.97 logCFU/g (วนัท่ี 15) (Figure 10) เม่ือน ามาพิจารณากบัมาตรฐานสินคา้
เกษตรและอาหารแห่งชาติ พบวา่เน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 สามารถเก็บรักษาได ้4 วนั (TVC เท่ากบั 4.46 logCFU/g) โดย
มีค่า TVC ไม่เกินค่ามาตรฐานท่ีก าหนด  

     เม่ือพิจารณาคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 พบวา่จ านวนของเช้ือจุลินทรียล์ดลงใน
วนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 2 โดยมีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดลดลงจาก 4.87 logCFU/g เป็น 3.68 logCFU/g และพบการเพิ่มข้ึน
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ของเช้ือตั้งแต่วนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 15 มีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดเพิ่มข้ึนจาก 3.68 logCFU/g เป็น 6.42 logCFU/g ตามล าดบั 
(Figure 10) เม่ือน ามาพิจารณากบัมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ พบวา่เน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 สามารถเก็บ
รักษาได ้11 วนั (TVC เท่ากบั 4.42 logCFU/g) โดยมีค่า TVC ไม่เกินค่ามาตรฐานท่ีก าหนด  

     ในขณะท่ีผลการตรวจสอบปริมาณ Psychrophilic bacteria ของเน้ือหมูชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 
และชุดทดลองท่ี 2 (Figure 11) พบวา่มีแนวโนม้การเปล่ียนแปลงของปริมาณจุลินทรียเ์ช่นเดียวกบัการเปล่ียนแปลง
ของ TVC (Figure 10) จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าเน้ือหมูท่ีไม่ห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม เน้ือหมูท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม 
EPS/CS และเน้ือหมูท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเก็บ
รักษาเน้ือหมูท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส ไดป้ระมาณ 2 วนั 4 วนั และ 11 วนั ตามล าดบั (โดยอา้งอิงปริมาณ
จุลินทรียจ์ากมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติ มกอช. 6000-254) ดงันั้นฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความ
เขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถใช้ห่อหุ้มเน้ือหมูและมีฤทธ์ิท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์ท่ี
ก่อใหเ้กิดการเน่าเสีย ส่งผลใหส้ามารถยดือายกุารเก็บรักษาเน้ือหมูได ้

 

 

Figure 10.  Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on total viable count (TVC) 
of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days. 
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Figure 11.  Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on psychrophilic bacteria of 
sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

  6.1.3  การเปลีย่นแปลงคุณภาพทางเคมีของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

     การเน่าเสียของเน้ือสัตวส์ามารถตรวจวดัไดจ้ากปริมาณสารแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงเป็นสารหลกัท่ี
ได้จากการย่อยสลายกรดอะมิโนด้วยแบคทีเรีย ซ่ึงการวดัค่าพีเอชเป็นการตรวจวดัปริมาณแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึน
ทางออ้ม จากผลการวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงค่าพีเอชของเน้ือหมูท่ีไม่ห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม (ชุดควบคุม) เน้ือหมูท่ีห่อหุ้ม
ดว้ยฟิลม์ EPS/CS (ชุดทดลองท่ี 1) และเน้ือหมูท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (ชุดทดลองท่ี 2) ระหวา่งการเก็บรักษาเป็นเวลา 15 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส พบวา่เน้ือหมูชุด
ควบคุมมีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 5.34 เป็น 7.65 ส่วนเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 มีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 5.34 เป็น 6.47 ในขณะ
ท่ีเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 มีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 5.34 เป็น 6.42 (Figure 12) เม่ือเปรียบเทียบค่า 
พีเอชของเน้ือหมูทั้งสามชุดการทดลองระหว่างการเก็บรักษา พบว่าค่าพีเอชของเน้ือหมูทั้ง 3 ชุดการทดลองมีค่า
เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเก็บเน่ืองจากเกิดการยอ่ยโปรตีนไปเป็นแอมโมเนียโดยแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุให้เน้ือหมูเกิด
การเน่าเสีย ซ่ึงแอมโมเนียท่ีเกิดข้ึนมีคุณสมบติัเป็นด่าง ส่งผลให้ค่าพีเอชของเน้ือหมูเพิ่มข้ึน (Park and Chin, 2010) 
ซ่ึงในงานวจิยัของ Ercolini และคณะ (2009) ไดค้ดัแยกเช้ือและศึกษาความสามารถในการยอ่ยโปรตีนของแบคทีเรียท่ี
เป็นสาเหตุให้เน้ือเกิดการเน่าเสีย พบวา่สามารถคดัแยกเช้ือไดท้ั้งหมด 79 ไอโซเลต และมี 6 ไอโซเลตท่ีสามารถยอ่ย
โปรตีนได ้คือ Car. divergens 17M, Serratia proteamaculans 42, Stenotrophomonas maltophilia 49M, Car. 
maltaromaticum 9P, Pseudomonas spp. Strain 28P และ Pseu. fragi 25P จากการทดลองพบวา่ โดยเน้ือหมูชุด
ควบคุมมีค่าพีเอชสูงกว่าเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 อย่างมีนยัส าคญั (p<0.05) ท่ีระยะเวลาการเก็บ
เท่ากนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดควบคุมท่ีมีปริมาณ TVC มากกวา่เน้ือหมูชุด
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ทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 (Figure 10) แสดงให้เห็นวา่ฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลสามารถชะลอการเน่าเสียของ
เน้ือหมูได ้ผลการทดลองดงักล่าวเป็นไปในลกัษณะเดียวกนักบัการทดลองของ Park และคณะ (2010) ท่ีศึกษาผลของ
สารสกดัจากหวัหอมต่อการเปล่ียนแปลงคุณภาพทางเคมีและทางกายภาพของเน้ือหมูท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั พบวา่ค่าพีเอชของเน้ือหมูมีค่าเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเก็บ โดยเน้ือหมูมีค่าพีเอชเร่ิมตน้
เท่ากบั 5.54 (วนัท่ี 0) และเม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 28 วนั ค่าพีเอชของเน้ือหมูเพิ่มข้ึนสูงสุดเท่ากบั 7.15  

 

Figure 12. Effect of EPS/CS film incorporated with and without thymol (2.5 mg/ml) on pH of  sliced pork during 
storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

 

 6.2 ผลการเคลอืบเนือ้หมูโดยสารเคลอืบเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ทีม่ีการเติมไทมอล 

   ในการทดลองแบ่งเน้ือหมูออกเป็น 3 ชุดการทดลอง คือ เน้ือหมูท่ีไม่เคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS 
(ชุดควบคุม) เน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS (ชุดทดลองท่ี 1) และเน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุดทดลองท่ี 2) (Figure 13) แลว้เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 วนั มีผลการทดลองดงัน้ี  
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                            (A)                                                   (B)                                                        (C) 

Figure 13.  Appearance of sliced pork coated with EPS/CS coating solution (A), EPS/CS coating solution 
incorporated with thymol (2.5 mg/ml) (B) and uncoated (C) at day 0 of  storage. 

  6.2.1 การเปลีย่นแปลงคุณภาพของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

      จากการสังเกตลกัษณะปรากฏ (Appearance) ภายนอกของเน้ือหมูระหว่างการเก็บรักษา พบว่า
ลกัษณะสีภายนอกของเน้ือหมูชุดควบคุมไม่มีการเปล่ียนแปลงในระหวา่งวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 2 แต่เร่ิมมีการเปล่ียนแปลง
ของสีบริเวณขอบของช้ินเน้ือหมูจากสีชมพเูป็นสีเขียวในวนัท่ี 4 และเร่ิมมีเมือกเกิดข้ึนท่ีบริเวณผิวหนา้ของเน้ือหมูใน
วนัท่ี 7 ส่วนลกัษณะปรากฏของเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 พบวา่ไม่มีการเปล่ียนแปลงลกัษณะสีภายนอกของเน้ือหมูใน
ระหวา่งวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 4 แต่เร่ิมมีการเปล่ียนแปลงของสีบริเวณขอบของช้ินเน้ือหมูจากสีชมพูเป็นสีเขียวในวนัท่ี 7 
และเร่ิมมีเมือกเกิดข้ึนท่ีบริเวณผิวของเน้ือหมูในวนัท่ี 9 ในขณะท่ีลกัษณะปรากฏของเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 พบว่า
ลกัษณะสีภายนอกของเน้ือหมูไม่เกิดการเปล่ียนแปลงในระหวา่งวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 9 เร่ิมมีการเปล่ียนแปลงของสีบริเวณ
ขอบของช้ินเน้ือหมูจากสีชมพเูป็นสีเขียวในวนัท่ี 11 แต่ไม่พบการเกิดเมือกบริเวณผิวของเน้ือหมูตลอดระยะเวลาการ
เก็บรักษา (Table 21)  

      เม่ือพิจารณาคุณภาพดา้นกล่ิน (Odor) ของชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 พบว่าชุด
ควบคุมมีกล่ินเน้ือหมูปกติในวนัท่ี 0 จากนั้นกล่ินเน้ือหมูสดจะเร่ิมลดลงตั้งแต่วนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 15 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผล
การตรวจคุณภาพทางจุลินทรีย ์(Figure 14) ท่ีมีปริมาณ TVC เท่ากบั 7.70 logCFU/g (วนัท่ี 2) ส่วนการพิจารณา
คุณภาพดา้นกล่ินของชุดทดลองท่ี 1 พบวา่มีกล่ินเน้ือหมูปกติในระหวา่งวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 7 จากนั้นกล่ินเน้ือหมูสดจะ
ลดลงตั้งแต่วนัท่ี 9 ถึง 15 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูท่ีมีค่า TVC เท่ากบั 6.11 logCFU/g (วนัท่ี 
9) (Figure 14) ในขณะท่ีชุดทดลองท่ี 2 มีกล่ินเน้ือหมูปกติในวนัท่ี 0 หลงัจากนั้นในระหวา่งวนัท่ี 2 ถึงวนัท่ี 7 มีกล่ิน
ของไทมอลผสมกบักล่ินเน้ือหมู และในระหวา่งวนัท่ี 9 ถึงวนัท่ี 15 กล่ินเน้ือหมูและไทมอลลดลง และตรวจพบกล่ิน
ไม่สดของเน้ือหมูในวนัท่ี 11 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูมีค่า TVC เท่ากบั 6.29 logCFU/g 
(วนัท่ี 1) (Figure 14)  
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Table 21.  Appearance and odor of sliced pork coated with EPS/CS coating solution and EPS/CS coating solution 
incorporated with thymol during storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

Days Experiments Appearance Odor 
0 Control* 

Treatment 1** 

Treatment 2*** 

Grayish pink  
Grayish pink  
Grayish pink  

Fresh 
Fresh 
Fresh 

2 Control 

Treatment 1 

Treatment 2 

Grayish pink  
Grayish pink  
Grayish pink  

Low freshness 
Fresh 
Fresh and thymol 
odor 

4 Control 

Treatment 1  
Treatment 2 

Little green at edge 
Grayish pink  
Grayish pink 

Low freshness 
Fresh 
Fresh and thymol 
odor 

7 
 

Control  
Treatment 1  
Treatment 2 

Surface slime, little green at edge 
Little green at edge  
Grayish pink 

Low freshness 
Fresh 
Fresh and thymol 
odor 

9 Control 

Treatment 1  
Treatment 2 

Surface slime, green color 
Surface slime, little green at edge 
Grayish pink 

Off flavor 
Low freshness  
Low freshness and 
little thymol odor 

11 Control 

Treatment 1  
Treatment 2 

Surface slime, green color  
Surface slime, little green at edge 
Little green at edge 

Off flavor 
Low freshness 
Low freshness and 
little thymol odor 
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Table 21. (Cont.) 

Days Experiments Appearance Odor 
15 Control 

Treatment 1  
Treatment 2 

Surface slime,  green color 
Surface slime, little green at edge 
Little green at edge 

Off flavor 
Low freshness 
Low freshness and 
little thymol odor 

*Sliced pork uncoated 
**Sliced pork treated with EPS/CS coating solution  
*** Sliced pork treat with EPS/CS coating solution incorporated with thymol 

  6.2.2  การเปลีย่นแปลงคุณภาพทางจุลนิทรีย์ของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

     การศึกษาการเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย ์ได้แก่ Total viable count (TVC) และ Psychrophilic 
bacteria ของเน้ือหมูท่ีไม่เคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS (ชุดควบคุม) เน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS (ชุด
ทดลองท่ี 1) และเน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุด
ทดลองท่ี 2) ระหวา่งการเก็บรักษาเป็นเวลา 15 วนั ท่ีอุณหภูมิ 4±0.5 องศาเซลเซียส โดยการตรวจสอบ TVC ซ่ึงเป็น
การตรวจปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่ง หากพบวา่มีจุลินทรียเ์กินค่ามาตรฐานหรือค่าท่ีก าหนดให้มีไดใ้น
ผลิตภณัฑแ์สดงวา่ตวัอยา่งท่ีน ามาตรวจสอบไม่ควรน ามาบริโภคหรือน าออกจ าหน่าย โดยมาตรฐานสินคา้เกษตรและ
อาหารแห่งชาติ มกอช. 6000-2547 ไดก้ าหนดค่า TVC ของเน้ือหมูตอ้งนอ้ยกวา่ 5×105 CFU/g  

     จากผลการวิเคราะห์คุณภาพทางจุลินทรียข์องชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 ใน
ระหวา่งการเก็บรักษา พบวา่เน้ือหมูชุดควบคุมมีการเพิ่มข้ึนของเช้ือตั้งแต่วนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 15 ของการเก็บรักษา โดย
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดเพิ่มข้ึนจาก 4.84 logCFU/g (วนัท่ี 0) เป็น 10.43 logCFU/g (วนัท่ี 15) (Figure 14 ) และเม่ือ
พิจารณาคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 พบวา่เช้ือจุลินทรียเ์พิ่มข้ึนในวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 7 แต่มีปริมาณ
เช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดไม่เกินกวา่ค่าท่ีก าหนด ในขณะท่ีวนัท่ี 9 ของการเก็บรักษา พบวา่มีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดเกิน
กว่าค่าท่ีก าหนด คือ 6.11 logCFU/g และเม่ือพิจารณาคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 พบว่า
เช้ือจุลินทรียเ์พิ่มข้ึนในวนัท่ี 0 ถึงวนัท่ี 9 แต่มีปริมาณเช้ือจุลินทรียท์ั้งหมดไม่เกินกว่าค่าท่ีก าหนด โดยมีปริมาณ
จุลินทรียท์ั้งหมดเพิ่มข้ึนจาก 2.95 logCFU/g เป็น 5.15 logCFU/g ตามล าดบั ในขณะท่ีวนัท่ี 11 ของการเก็บรักษา 
พบวา่มีปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมดเกินค่ามาตรฐาน คือ 6.29 logCFU/g (Figure 14) เม่ือพิจารณาระยะเวลาการเก็บท่ี
เท่ากนั พบวา่การเจริญของจุลินทรียใ์นเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 เพิ่มข้ึนชา้กวา่ชุดทดลองท่ี 1 และชุดควบคุมตามล าดบั 
ในขณะท่ีผลการตรวจสอบปริมาณ Psychrophilic bacteria ของเน้ือหมูชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 
พบวา่มีการเปล่ียนแปลงของปริมาณ Psychrophilic bacteria แนวโนม้เดียวกบัการเปล่ียนแปลงของ TVC (Figure 15) 
และเม่ือพิจารณาอายุการเก็บเน้ือหมูของชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 จากการตรวจปริมาณ
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เช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร โดยอา้งอิงจากมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติมกอช. 6000-2547 ก าหนดค่า TVC 
ของเน้ือหมูตอ้งนอ้ยกวา่ 5×105 CFU/g พบวา่เน้ือหมูชุดควบคุมสามารถเก็บรักษาไดไ้ม่เกิน 2 วนั (TVC เท่ากบั 7.70 
logCFU/g) เน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 สามารถเก็บรักษาได ้7 วนั (TVC เท่ากบั 5.09 logCFU/g) และเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 
สามารถเก็บรักษาได ้9 วนั (TVC เท่ากบั 5.15 logCFU/g) จากผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่สารเคลือบ EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถใชเ้คลือบเน้ือหมูและมีฤทธ์ิท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของ
จุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดการเน่าเสีย ส่งผลใหส้ามารถยดือายกุารเก็บรักษาเน้ือหมูได ้

 

                   

Figure 14.  Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on total viable count 
(TVC) of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days 
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Figure 15.  Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on psychrophilic bacteria 
of sliced pork during storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

   6.2.3  การเปลีย่นแปลงคุณภาพทางเคมีของเนือ้หมูแช่เยน็ระหว่างการเกบ็รักษา 

      จากผลการวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงคุณภาพทางเคมีของเน้ือหมูท่ีไม่เคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS 
(ชุดควบคุม) เน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS (ชุดทดลองท่ี 1) และเน้ือหมูท่ีเคลือบดว้ยสารเคลือบ EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (ชุดทดลองท่ี 2) ระหวา่งการเก็บรักษาเป็นเวลา 15 วนั ท่ีอุณหภูมิ 
4±0.5 องศาเซลเซียส โดยคุณภาพทางเคมีไดแ้ก่ ค่าพีเอช พบวา่เน้ือหมูชุดควบคุมมีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 5.37 เป็น 7.67 
ส่วนเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 มีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 4.92 เป็น 5.48 ในขณะท่ีเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 2 มีค่าพีเอชเพิ่มข้ึนจาก 
4.95 เป็น 5.12 เม่ือเปรียบเทียบค่าพีเอชของเน้ือหมูชุดควบคุม ชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 ท่ีระยะเวลาการเก็บ
เท่ากนั พบวา่ค่าพีเอชของเน้ือหมูชุดควบคุมมีค่าพีเอชสูงกว่าเน้ือหมูชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 ตามล าดบั 
(Figure 16) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการตรวจคุณภาพทางจุลินทรียข์องเน้ือหมูชุดควบคุมท่ีมีปริมาณ TVC มากกวา่เน้ือ
หมูชุดทดลองท่ี 1 และชุดทดลองท่ี 2 (Figure 14) จากเหตุผลขา้งตน้แสดงให้เห็นวา่สารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอล
สามารถชะลอการเน่าเสียของเน้ือหมูได ้ 
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Figure 16. Effect of EPS/CS coating solutions incorporated with thymol (2.5 mg/ml) on pH of  sliced pork during 
storage at 4±0.5 oC for 15 days. 

7. ความคงตัวของสารเคลอืบและฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ทีม่ีการเติมไทมอล 

       สมบติัของฟิล์มอาจเกิดการเปล่ียนแปลงตามระยะเวลาในการเก็บรักษา โดยเฉพาะฟิล์มพอลิเมอร์
ชีวภาพซ่ึงมีความคงตวัน้อยกวา่ฟิล์มทางการคา้ ทั้งน้ีอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงของพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีใช้ในการ
ผลิตฟิลม์ส่งผลใหส้มบติัทางเคมีและทางกายภาพของฟิลม์เปล่ียนไปจากเดิม การเปล่ียนแปลงสมบติัทางเคมีของพอลิ
เมอร์ชีวภาพ เช่น การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของหมู่ Sulfhydryl ของโปรตีนส่งผลให้พอลิเมอร์ของโปรตีนเกิดการ
ย่อยสลาย (Micard et al., 2000) การเปล่ียนแปลงสมบติัทางกายภาพของพอลิเมอร์ชีวภาพ เช่น การเกิด 
Recrystallization ของพอลิเมอร์แป้งและพอลิแซคคาไรด ์ส่งผลใหเ้กิดการแยกตวัของสารโมเลกุลเล็ก เช่น พลาสติไซ
เซอร์ออกจากสายพอลิเมอร์ของฟิล์ม (Anker et al., 2001) ตลอดจนการเปล่ียนแปลงสมบติัเชิงหนา้ท่ี เช่น สมบติัการ
ยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์อาจเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงขององค์ประกอบในแผ่นฟิล์ม ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษา
ความคงตวัฟิล์มพอลิเมอร์ชีวภาพ ซ่ึงงานวิจยัน้ีไดศึ้กษาความคงตวัของสารเคลือบและฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอล 
โดยเก็บรักษาเป็นเวลา 40 วนั มีผลการทดลองดงัน้ี  

 7.1 ความคงตัวของสารเคลอืบเอ็กโซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ทีม่ีการเติมไทมอลต่อประสิทธิภาพ
การยบัยั้งจุลนิทรีย์ 

       ในการศึกษาความคงตวัของสารเคลือบ EPS/CS นั้น ท าการเตรียมสารเคลือบ EPS/CS แลว้เติมไท
มอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นแบ่งสารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลออกเป็น 2 ชุดทดลอง คือ 
ชุดทดลองท่ี 1 เก็บสารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลท่ีอุณหภูมิหอ้ง และชุดทดลองท่ี 2 เก็บสารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติม
ไทมอลท่ีอุณหภูมิตูเ้ยน็ จากนั้นน ามาวิเคราะห์ประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรีย ์(A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi 
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MA07) โดยวธีิ Agar well diffusion ทุกๆ 10 วนั เป็นเวลา 40 วนั พบวา่ระยะเวลาในการเก็บไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพ
การยบัย ั้งจุลินทรียท์ั้ง 2 สายพนัธ์ุอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยชุดทดลองท่ี 1 มีขนาดวงใสของการยบัย ั้งอยูร่ะหวา่ง 
1.52 ถึง 1.89 เซนติเมตร และ 0.77 ถึง 0.86 เซนติเมตร ในขณะท่ีชุดทดลองท่ี 2 มีขนาดวงใสของการยบัย ั้งอยูร่ะหวา่ง 
1.52 ถึง 2.17 เซนติเมตร และ 0.75 ถึง 0.88 เซนติเมตร ส าหรับ A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi MA07 ตามล าดบั 
(Figure 17) และเม่ือพิจารณาผลของอุณหภูมิในการเก็บรักษาสารเคลือบ EPS/CS พบวา่สารเคลือบทั้ง 2 ชุดทดลองมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรียไ์ม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) (Figure 17) ท่ีระยะเวลาในการเก็บรักษา
เท่ากนั  

 
(A) 

 
(B) 

Figure 17. Antimicrobial activity of EPS/CS coating solution incorporated with thymol (2.5 mg/ml) against 
Acinetobacter iwoffii MA02 (A) and Pseudomonas fragi MA07 (B) during storage for 40 days. 
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 7.2 ความคงตัวของฟิล์มเอก็โซพอลแิซคคาไรด์/ไคโตซาน (EPS/CS) ทีม่ีการเติมไทมอล 

       ในการศึกษาความคงตวัของฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลนั้น ท าการเตรียมฟิล์ม EPS/CS โดยการเติม
ไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลายฟิล์ม EPS/CS แลว้ท าการข้ึนรูปฟิล์ม จากนั้นน าฟิล์ม
ดงักล่าวมาทดสอบสมบติัของฟิล์มและวิเคราะห์ประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรีย ์(A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi 
MA07) โดยเก็บรักษาฟิล์มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 40 วนั มีผลการ
ทดลองดงัน้ี  

   7.2.1 ความหนาและสมบัติเชิงกล 

        จากการทดลองเก็บรักษาฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เป็น
เวลา 40 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต์ เพื่อศึกษาความคงตวัของฟิล์ม พบว่า
ระยะเวลาการเก็บฟิล์ม (40 วนั) ไม่ส่งผลต่อความหนาของฟิล์ม โดยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีความหนาเท่ากบั 
0.065±0.013 และ 0.067±0.005 มิลลิเมตร ส าหรับวนัท่ี 0 และ 40 ของการเก็บรักษาฟิล์ม ตามล าดบั (Table 22) โดย
ผลการทดลองเป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองของ Tongnuanchan และคณะ (2011) พบว่าระยะเวลาการ
เก็บรักษาฟิล์มโปรตีนท่ีสกดัจากเน้ือปลานิลแดงเป็นเวลา 40 วนั ไม่ส่งผลต่อความหนาของฟิล์ม โดยมีความหนา
เท่ากบั 0.030±0.005 และ 0.031±0.003 มิลลิเมตร ส าหรับการเก็บรักษาฟิลม์ในวนัท่ี 0 และ 40 ตามล าดบั 

       ผลการทดสอบการตา้นทานแรงดึงและค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอล ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรักษาเป็นเวลา 0 และ 40 วนั พบวา่ระยะเวลาของการเก็บรักษาฟิล์มส่งผลต่อค่าตา้นทานแรงดึงและ
ค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอล โดยค่าตา้นทานแรงดึงของฟิล์มมีค่าเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีค่าการยืด
ตวัเม่ือขาดของฟิล์มมีค่าลดลง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเกิดการแยกตวัของกลีเซอรอลออกจากสายพอลิเมอร์ของฟิล์ม 
ส่งผลใหโ้มเลกุลของ EPS มีการรวมตวัหรือการจดัเรียงตวัของสายโซ่โมเลกุลมีความหนาแน่นมากข้ึน ท าให้ปริมาตร
อิสระและความสามารถในการเคล่ือนท่ีของสายพอลิเมอร์ลดลง (Artharn et al., 2009) โดยวนัท่ี 0 และวนัท่ี 40 ของ
การเก็บฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าตา้นทานแรงดึงเท่ากบั 18.93±4.63 และ 26.80±0.78 MPa ส่วนค่ายืดตวัเม่ือ
ขาดของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าเท่ากบั 68.49±6.29 และ 40.06±1.71 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (Table 21) 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Artharn และคณะ (2009) พบวา่ฟิลม์โปรตีนท่ีเติมและไม่เติมน ้ ามนัหรือไคโตซานมี
ค่าตา้นทานแรงดึงเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีมีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มลดลงหลงัการเก็บฟิล์มท่ีอุณหภูมิห้อง (28-30 
องศาเซลเซียส) ความช้ืนสัมพทัธ์ 54 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 8 สัปดาห์ และเป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลอง
ของ Tongnuanchan และคณะ (2011) ท่ีศึกษาความคงตวัของฟิล์มโปรตีนท่ีสกดัจากเน้ือปลา โดยค่าตา้นทานแรงดึง
ของฟิล์มมีค่าเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มมีค่าลดลงตามระยะเวลาการเก็บฟิล์ม โดยเก็บฟิล์มท่ี
อุณหภูมิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 40 วนั นอกจากน้ีในงานวิจยัของ Leerahawong และคณะ (2012) 
พบว่าฟิล์มจากเน้ือปลาหมึกท่ีเติมพลาสติไซเซอร์ชนิดต่างๆ (กลีเซอรอล ซอร์บิทอล ฟรุกโตส และกลูโคส) มีค่า
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ตา้นทานแรงดึงเพิ่มข้ึน ในขณะท่ีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มลดลงตามระยะเวลาการเก็บ โดยเก็บฟิล์มท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 30 วนั  

  7.2.2 การซึมผ่านไอน า้และการละลายน า้ของฟิล์ม 

        ผลการทดสอบการซึมผา่นไอน ้ าของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลหลงัจากการเก็บฟิล์มเป็นเวลา 40 
วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เพื่อศึกษาความคงตวัของฟิล์ม พบวา่ระยะเวลาการ
เก็บฟิลม์เป็นเวลา 40 วนั ไม่ส่งผลต่อการซึมผา่นไอน ้าของฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอล อยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) โดย
วนัท่ี 0 ของการเก็บฟิลม์มีค่าการซึมผา่นไอน ้ าเท่ากบั 2.83±0.64 ×10-10 g /ms Pa และหลงัจากการเก็บเป็นเวลา 40 วนั 
ฟิล์มมีค่าการซึมผ่านไอน ้ าเท่ากบั 2.61±0.77 ×10-10 g /ms Pa (Table 21) สอดคล้องกบัผลการทดลองของ 
Tongnuanchan และคณะ (2011) พบว่าค่าการซึมผา่นของไอน ้ าฟิล์มโปรตีนท่ีสกดัจากเน้ือปลานิลแดงหลงัการเก็บ
เป็นเวลา 20 วนั มีค่าไม่แตกต่างจากวนัท่ี 0 ของการเก็บรักษาฟิล์ม โดยมีค่าการซึมผา่นไอน ้ าเท่ากบั 3.22±0.16×10-11 
และ 3.15±0.14×10-11 g/ms Pa ตามล าดบั ซ่ึงหากเพิ่มระยะเวลาการเก็บรักษาฟิล์ม อาจส่งผลให้ค่าการซึมผา่นไอน ้ า
ของฟิลม์มีแนวโนม้ลดลง ทั้งน้ีอาจเกิดการแยกตวัของกลีเซอรอลออกจากสายพอลิเมอร์ ท าให้ปริมาตรอิสระระหวา่ง
สายพอลิเมอร์ลดลง ส่งผลใหไ้อน ้าผา่นเขา้ไปในฟิลม์ไดน้อ้ยลง (Anker et al., 2001) 

        จากการศึกษาความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 40 
ของการเก็บฟิล์ม เพื่อศึกษาความคงตวัของฟิล์ม พบว่าระยะเวลาในการเก็บฟิล์มเป็นเวลา 40 วนั ไม่ส่งผลต่อ
ความสามารถในการละลายน ้ าของฟิล์ม โดยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าการละลายน ้ าของฟิล์มเท่ากับ 
15.88±0.09 และ 16.86±0.38 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการเก็บรักษาฟิล์มวนัท่ี 0 และวนัท่ี 40 ตามล าดบั (Table 22) 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Artharn และคณะ (2009) พบวา่ระยะเวลาในการเก็บรักษาฟิล์มโปรตีนท่ีเติมและไม่
เติมน ้ามนัหรือไคโตซาน ท่ีอุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ความช้ืนสัมพทัธ์ 54 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
ไม่ส่งผลต่อความสามารถในการละลายน ้าของฟิลม์  

Table 22.  Properties of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) at days 0 and 40 of   
   storage at 25 oC and 50%RH.   

Storage time (days) 
Thickness* 

(mm) 
TS (MPa) 

Elongation at break 
(%) 

WVP 
(×10-10 g /ms Pa ) 

Solubility 
(%) 

0 0.065±0.013 23.14±1.61 71.13±3.32 2.83±0.64 15.88±0.09 

40 0.067±0.005 27.06±0.78 39.36±0.97 2.61±0.77 16.86±0.38 

*Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
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   7.2.3 ค่าสีของฟิล์ม 

       จากผลการวดัค่าสี (L*, a* และ b*) ของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอล หลงัการเก็บฟิล์มเป็นเวลา 40 
วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เพื่อศึกษาความคงตวัของฟิล์ม พบวา่ค่า L* และ a* 
ของฟิล์มมีแนวโนม้ลดลง (ฟิล์มมีความสวา่งลดลงและมีสีแดงเพิ่มข้ึน) ซ่ึงมีค่า L* ลดลงจาก 88.12±0.68 (วนัท่ี 0) 
เป็น 87.54±0.46 (วนัท่ี 40) และมีค่า a* ลดลงจาก -1.71±0.02 (วนัท่ี 0) เป็น -2.28±0.07 (วนัท่ี 40) ในขณะท่ีค่า b* 
ของฟิลม์มีค่าเพิ่มข้ึน (ฟิลม์มีสีเหลืองเพิ่มข้ึน) ตามระยะเวลาการเก็บอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) (Figure 13) ซ่ึงมีค่า b* 
เพิ่มข้ึนจาก 7.06±0.18 (วนัท่ี 0) เป็น 14.11±0.18 (วนัท่ี 40) (Figure 14) ทั้งน้ีอาจเกิดจากปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Maillard 
reaction) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาการเกิดสีน ้ าตาล (Browning reaction) ชนิดท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัเอนไซม์ (Non enzymatic 
browning reaction) ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหวา่งหมู่คาร์บอนิลของน ้ าตาลรีดิวซ่ิง (Reducing sugar) ของ EPS (น ้ าตาล
กลูโคส) กบัหมู่เอมีนของ CS (Damodaran, 1996) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Artharn และคณะ (2009) ท่ี
ศึกษาความคงตวัฟิล์มโปรตีนท่ีเติมและไม่เติมน ้ ามนัหรือไคโตซาน พบว่าฟิล์มมีสีเหลืองเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการ
เก็บ โดยเก็บฟิล์มท่ีอุณหภูมิห้อง (28-30 องศาเซลเซียส) ความช้ืนสัมพทัธ์ 54 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 8 สัปดาห์ และ
เป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองของ Leerahawong และคณะ (2012) พบวา่ฟิล์มจากเน้ือปลาหมึกท่ีเติมพลา
สติไซเซอร์ชนิดต่างๆ (กลีเซอรอล ซอร์บิทอล ฟรุกโตส และกลูโคส) มีสีเหลืองเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาการเก็บ โดยท า
การเก็บฟิลม์ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 30 วนั  
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Figure 18. Appearance of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) at day 0 (A) and 40 (B) of storage at 
25 oC and 50%RH. 
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Figure 19. Changes in L*, a* and b* values of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) during storage 
of 40 days at 25 oC and 50%RH.  

   7.2.4 การส่องผ่านแสงและความโปร่งใสของฟิล์ม 

       ผลการวดัค่าการส่องผ่านแสงของแผ่นฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอล เพื่อศึกษาความคงตวัของ
แผ่นฟิล์มแสดงดงั Table. 23โดยการเก็บตวัอยา่งทุกๆ 5 วนั เป็นเวลา 40 วนั พบว่าค่าการส่องผา่นแสงของฟิล์มมี
แนวโนม้ลดลงตามระยะเวลาการเก็บ โดยฟิล์มมีค่าการส่องผา่นแสงในช่วงความยาวคล่ืนท่ีตามองเห็นได ้(350-800 
นาโนเมตร) อยูร่ะหวา่ง 15.4 ถึง 75.97 เปอร์เซ็นต ์ส่วนค่าการส่องผา่นแสงในช่วงแสง UV (280 นาโนเมตร) มีค่าอยู่
ระหวา่ง 0.2 ถึง 0.42 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีค่า Transparency value ของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าเพิ่มข้ึนอยา่งมี

A 

B 

C 
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นยัส าคญั (p<0.05) หลงัการเก็บฟิลม์เป็นเวลา 5 วนั แสดงถึงฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีความโปร่งใสลดลง แต่เม่ือ
เพิ่มระยะเวลาการเก็บฟิล์มจากวนัท่ี 10 ถึงวนัท่ี 40 ของการเก็บฟิล์ม พบวา่ระยะเวลาการเก็บฟิล์มไม่ส่งผลต่อความ
โปร่งใสของฟิล์มอย่างมีนัยส าคญั (p>0.05) (Figure 20 ) โดยฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีค่าโปร่งใสเท่ากบั 
2.41±0.08 และ 3.70±0.08 ส าหรับวนัท่ี 0 และวนัท่ี 40 ของการเก็บฟิล์มตามล าดบั ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากพอลิเมอร์มี
การรวมตวัหรือการจดัเรียงตวัของสายพอลิเมอร์มีความหนาแน่นมากข้ึนตามระยะเวลาการเก็บฟิล์ม ท าให้แสงส่อง
ผา่นแผน่ฟิลม์ไดน้อ้ยลง (Tongnuanchan et al., 2011) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวดัค่าการตา้นแรงดึงขาดและค่าการยืด
ตวัเม่ือขาดของฟิล์ม (Table 22) โดยผลการทดลองท่ีไดเ้ป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองของ Artharn และ
คณะ(2009) ท่ีศึกษาความคงตวัของฟิล์มโปรตีนท่ีเติมและไม่เติมน ้ ามนัหรือไคโตซาน พบวา่ฟิล์มมีความโปร่งใส
ลดลงเม่ือระยะเวลาการเก็บเพิ่มข้ึน โดยเก็บฟิล์มท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 สัปดาห์ และสอดคลอ้ง
กบัผลการทดลองของ Leerahawong และคณะ (2012) พบว่าฟิล์มจากเน้ือปลาหมึกท่ีเติมพลาสติไซเซอร์ชนิดต่างๆ 
(กลีเซอรอล ซอร์บิทอล ฟรุกโตส และกลูโคส) มีค่าการส่องผา่นแสงและความโปร่งใสของฟิล์มลดลงตามระยะเวลา
การเก็บ โดยเก็บฟิลม์ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 50 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 30 วนั  

Table 23. Light transmittance (%) of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) films   
   during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH. 

Storage time (days) 
Light transmission (%) at different wavelength (nm) 

200 280 350 400 500 600 700 800 

0 0 0.375 29.17 41.62 54.17 63.40 68.05 74.30 

5 0 0.325 26.55 41.52 55.85 63.30 68.37 71.90 

10 0 0.42 28.12 41.30 61.95 66.10 68.90 73.77 

15 0 0.20 16.92 35.32 50.17 61.25 66.02 75.62 

20 0 0.25 22.95 41.55 58.00 65.90 70.90 75.97 

25 0 0.32 24.45 43.52 58.50 65.82 70.90 75.97 

30 0 0.25 19.70 36.20 51.42 60.47 64.60 68.62 

35 0 0.22 15.40 31.07 47.45 56.30 62.32 66.67 

40 0 0.32 17.30 34.42 51.27 59.07 64.05 68.05 
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Figure 20. Changes in transparency value of EPS/CS film incorporated with thymol (2.5 mg/ml) during 40 days of 
storage at 25 oC and 50%RH.  

   7.2.5 ประสิทธิภาพการยบัยั้งแบคทเีรียของฟิล์ม 

       จากการศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั้งจุลินทรีย ์(A. iwoffii MA02 และ Pseu. fragi MA07) ของฟิล์ม 
EPS/CS ท่ีเติมไทมอล เพื่อศึกษาความคงตวัของฟิล์มโดยเก็บตวัอยา่งทุกๆ 20 วนั ของการเก็บฟิล์ม เป็นเวลา 40 วนั 
พบวา่ประสิทธิภาพการยบัย ั้ง A. iwoffii MA02 ลดลงตามระยะเวลาการเก็บฟิล์มอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05) โดยมี
ปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 92.47±2.64 และ 97.06±1.87 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการเก็บฟิล์มวนัท่ี 20 และวนัท่ี 40 
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัวนัท่ี 0 ของการเก็บฟิล์ม ซ่ึงมีปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 70.10±0.25 เปอร์เซ็นต ์
(Table 24) ในขณะท่ีประสิทธิภาพการยบัย ั้ง Pseu. fragi MA07 ของฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีแนวโนม้ลดลงตาม
ระยะเวลาการเก็บฟิล์มแต่ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p>0.05) โดยมีปริมาณเช้ือท่ีรอดชีวิตเท่ากบั 62.88±0.33, 
68.53±8.54 และ 80.60±4.79 เปอร์เซ็นต ์ส าหรับการเก็บฟิล์มวนัท่ี 0, 20 และ 40 ตามล าดบั (Table 25) ทั้งน้ีอาจ
เน่ืองมาจากไทมอลเป็นสารประกอบหลกัในน ้ ามนัหอมระเหย ซ่ึงสารดงักล่าวมีการระเหยเร็วมาก ท าให้ปริมาณท่ี
เหลืออยูน่อ้ยไม่พอท่ีจะยบัย ั้งการเจริญหรือท าลายจุลินทรียไ์ด ้ซ่ึงในงานวิจยัของ Tunc และ Duman (2011) ไดศึ้กษา
ความคงตวัของฟิล์ม Methyl cellulose/carvacrol/montmorillonite nanocomposite พบวา่ปริมาณสาร Carvacrol ใน
ฟิลม์ลดลงตามระยะเวลาการเก็บ โดยเก็บฟิลม์ท่ีอุณหภูมิ 15, 25, 35 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั  
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Table 24. Antimicrobial activity against Acinetobacter iwoffii MA02 of EPS/CS film incorporated with thymol 
(2.5 mg/ml) during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH. 

Storage time (days) 
Relative survival (%) of Acinetobacter iwoffii MA02* 

0 h 6 h 
0 

20 
40 

100 

100 
100 

70.10±0.25a** 

92.47±2.64b 

97.06±1.87b 

*Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 

Table 25. Antimicrobial activity against Pseudomonas fragi MA07of EPS/CS film incorporated   
   with thymol (2.5 mg/ml) during 40 days of storage at 25 oC and 50%RH. 

Storage time (days) 
Relative survival (%) of Pseudomonas fragi MA07* 

0 h 6 h 
0 

20 
40 

100 

100 

100 

62.88±0.33a** 

68.53±8.54a 

80.60±4.79a 

*Values are given as mean ±SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05). 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 เอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ (EPS) จากเช้ือ Weissella confusa NH02 สามารถน ามาเตรียมฟิล์มเป็น
แผน่ฟิล์มไดด้ว้ยเทคนิคการเทหล่อจากสารละลาย ฟิล์มท่ีมีความเขม้ขน้ EPS และ พลาสติไซเซอร์ท่ีเหมาะสม โดย
ฟิลม์ EPS ท่ีมีสมบติัดีเตรียมไดจ้าก สารละลาย EPS ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์(น ้าหนกั/ปริมาตร) ร่วมกบัพลาสติไซ
เซอร์ท่ีเหมาะสม คือ กลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ 25 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณ EPS โดยฟิล์มท่ีไดมี้ลกัษณะใส โปร่งแสง 
มีความยดืตวั และแขง็แรง สามารถลอกออกจากแผน่ซิลิโคนไดง่้าย ซ่ึงมีสมบติัทางกายภาพและทางกล คือ ความหนา 
0.063 มิลลิเมตร ค่าตา้นทานแรงดึงขาด 7.38 MPa ค่าการยืดตวัเม่ือขาด 30.82 เปอร์เซ็นต ์ค่าการซึมผา่นของไอน ้ า 
4.34×10-10g/msPa ค่าความโปร่งใส 1.82 และค่าการละลายน ้าของฟิลม์ 41.28 เปอร์เซ็นต ์

 ฟิล์มพอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS กบั CS ท่ีอตัราส่วน 1:1 โดยน ้ าหนกั สามารถลดความสามารถใน
การละลายน ้ าของฟิล์มไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่าการละลายของฟิล์มเท่ากบั 14.95 เปอร์เซ็นต์ มีสมบติัทางกลและทาง
กายภาพ คือ ค่าตา้นทานแรงดึงขาด 14.24 MPa ค่าการยืดตวัเม่ือขาด 51.05 เปอร์เซ็นต์ ค่าการซึมผ่านของไอน ้ า 
2.78×10-10g/m s Pa และค่าความโปร่งใส 1.50 

 แยกเช้ือแบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุใหเ้น้ือหมูแช่เยน็เน่าเสียได ้8 ไอโซเลต พบลกัษณะของเช้ือต่างกนัคือ 
เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างแท่งสั้น (Short rod) 7 ไอโซเลต และแบคทีเรียแกรมลบรูปร่างกลม (Cocci) 1 ไอโซ
เลต ไดเ้ลือกแบคทีเรียท่ีมีลกัษณะโคโลนี และรูปร่างท่ีแตกต่างกนัมา 2 ไอโซเลต (P1-2 และ P1-7) เพื่อเทียบเคียงสาย
พนัธ์ุโดยวิเคราะห์ล าดบัเบสของ 16S rDNA พบวา่ไอโซเลต P1-2 และ P1-7 มีล าดบัเบสเหมือนกบั Acinetobacter 
iwoffii และ Pseudomonas fragi ตามล าดบั 

 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าให้เน้ือหมูแช่เยน็เน่าเสีย พบวา่ไนซินสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือ A. iwoffii MA02 แต่ไม่สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 ได ้โดยมีค่า MIC เท่ากบั 5 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีไทมอลสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Pseu. fragi MA07 และ A. iwoffii MA02 ได้
ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ โดยมีค่า MIC เท่ากบั 2.5 และ 1.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  

 การเติมไทมอลในฟิลม์พอลิเมอร์ผสมระหวา่ง EPS กบั CS ส่งผลให้ฟิล์มมีความหนาและมีสีเหลือง
เพิ่มข้ึน แต่ความโปร่งใสและการส่องผา่นของแสงลดลง โดยฟิล์มท่ีไดมี้ความสามารถในการยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าให้
เน้ือหมูแช่เยน็เกิดการเน่าเสีย  

 สารเคลือบ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เม่ือน าไปประยุกตใ์ชก้บัเน้ือ
หมูแช่เยน็ พบวา่สามารถยดือายุการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ไดเ้พิ่มข้ึนจาก 2 วนั เป็น 9 วนั ในขณะท่ีฟิล์ม EPS/CS ท่ี
เติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร สามารถยืดอายุการเก็บรักษาเน้ือหมูแช่เยน็ไดเ้พิ่มข้ึนจาก 2 วนั เป็น 
11 วนั เม่ือเปรียบเทียบกบัเน้ือหมูท่ีไม่เคลือบและห่อหุม้ดว้ยฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอล 
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 จากการศึกษาความคงตวัของสารเคลือบและฟิล์ม EPS/CS ท่ีเติมไทมอลความเขม้ขน้ 2.5 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร เป็นเวลา 40 วนั พบวา่ระยะเวลาและอุณหภูมิในการเก็บไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียของ
สารเคลือบ แต่ระยะเวลาในการเก็บฟิล์มส่งผลต่อสมบติัทางกลและทางกายภาพของฟิล์ม โดยพบวา่ค่าตา้นทานแรง
ดึงขาดเพิ่มข้ึน ขณะท่ีค่าการยืดตวัเม่ือขาดของฟิล์มลดลงอยา่งมีนยัส าคญั และส่งผลต่อค่าสีโดยฟิล์มมีสีเขม้และมีสี
เหลืองเพิ่มข้ึน นอกจากน้ีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือของฟิลม์ลดลงหลงัการเก็บฟิลม์เป็นเวลา 40 วนั  

ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะส าหรับการวจัิยต่อไป 

 1. ศึกษาวธีิการข้ึนรูปฟิลม์ ชนิดและความเขม้ขน้ของพลาสติไซเซอร์อ่ืนๆ เพื่อให้ไดฟิ้ล์มท่ีมีสมบติัท่ีดี และ
สามารถน าไปประยกุตใ์ชไ้ดห้ลากหลายยิง่ข้ึน 
 2. ศึกษาการดดัแปลง EPS โดยวธีิการต่างๆ เพื่อใหฟิ้ลม์ EPS มีความคงตวัต่อความช้ืนและน ้ามากข้ึน 
 3. ศึกษาสารต่อตา้นจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์ 
 4. ศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณภาพทางเคมีของเน้ือหมูอ่ืนๆ เช่น การเกิด Lipid oxidation ซ่ึงส่งผลให้การ
วจิารณ์ผลชดัเจนมากข้ึน 
 5. ฟิลม์ EPS/CS ท่ีเติมไทมอลมีกล่ินและมีโอกาสรบกวนรสชาติของผลิตภณัฑ ์ดงันั้นเม่ือตอ้งการน าไปใช้

งานจริงอาจท าการทดสอบทางประสาทสัมผสั เน่ืองจากกล่ินของไทมอลอาจมีผลต่อการยอมรับของผูบ้ริโภค 
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Development and characterization of film band on exopolysaccharide from 

 Weissella confusa NH02  

การพฒันาและศึกษาคุณลกัษณะของฟิล์มเอก็โซพอลิแซคคาไรด์จาก Weissella confusa NH02 

มทิรา อวะภาค1, ธรรมนูญ โปรดปราน2 และศุภศิลป์ มณีรัตน์3* 

Matira Avapak1 Thummanoon Prodpran2and Suppasil Maneerat3* 

บทคัดย่อ 

 ปัจจุบนัฟิลม์ยอ่ยสลายไดใ้นธรรมชาติท่ีผลิตจากเอก็โซพอลิแซคคาไรดท่ี์ไดจ้ากจุลินทรียไ์ดรั้บความนิยมมากข้ึน งานวิจยัน้ี
ศึกษาความสามารถในการผลิตฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรดจ์ากแบคทีเรียแลกติก Weissella confusa NH02 และผลของพลาสติไซเซอร์
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ โดยความเขม้ขน้ของเอ็กโซพอลิแซคคาไรด์ตั้งแต่ 1.5 ถึง 3.5 เปอร์เซ็นต์ สามารถข้ึนรูปฟิลม์ได ้และได้
เลือกความเขม้ขน้เอก็โซพอลิแซคคาไรดเ์ท่ากบั 3 เปอร์เซ็นต ์มาใชผ้ลิตฟิลม์เน่ืองจากลอกออกจากแผ่นซิลิโคนไดง่้ายท่ีสุด  ฟิลม์เอ็ก
โซพอลิแซคคาไรดท่ี์ไม่เติมพลาสติไซเซอร์จะมีลกัษณะเปราะและแขง็ ซ่ึงจะใหค้่าตา้นทานแรงดึงขาดสูงและค่ายดืตวัของฟิลม์ต ่า ผล
การศึกษาพบวา่ กลีเซอรอลความเขม้ขน้เท่ากบั 25 เปอร์เซ็นตข์องเอก็โซพอลิแซคคาไรดใ์หล้กัษณะของฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรด์ดี
ท่ีสุด 

ค าส าคญั: ฟิลม์เอก็โซพอลิแซคคาไรด ์พลาสติไซเซอร์ 

Abstract 

In recently years the biodegradable film from exopolysaccharide (EPS) derived from microorganism become interested. 
In the present work, the ability of EPS from lactic acid bacteria, Weissella confusa NH02, to form film and the effect of plasticizer 
addition at different concentration on film properties was evaluated. EPS was able to form films at concentration ranging from 1.5 
to 3.5%. The concentration 3 % was selected because the films were easily removed from the plate. Films without plasticizer were 
brittle and rigid since they showed high and low elongation at break. Glycerol was found to be the best plasticizer. The optimal 
glycerol concentration for film forming was 25% of EPS. 

Keyword: Exopolysaccharide film, Plasticizer 
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Introduction 

Lactic acid bacteria (LAB) are generally recognized as safe (GRAS) and polysaccharides isolated from them offer an 
alternative source of microbial polysaccharides for use in food formulations (Laws et al., 2001). Piermaria et al. (2009) 
demonstrated the ability to form film of an exopolysaccharide (EPS) isolated from LAB. Polysaccharide-based films are relative 
stiff, and therefore, plasticizers are needed to facilitate handling. Water, oligosaccharides, polyols and lipids are different types of 
plasticizer widely used in hydrocolloid-based films (Kim et al., 2002; Sothornvit and Krochta, 2005). 

In recent years, the use of protective coatings and suitable packaging by the food industry has become a topic of great 
interest because of their potentiality for increasing the shelf life of many food products. Nowadays, the largest part of materials 
used in packaging industries is produced from non-renewable material with the negative environmental consequence. A big effort 
to extend the shelf life and enhance food quality while reducing packaging waste has encouraged the exploration of new biobased 
packaging materials, such as edible and biodegradable films from renewable resources (Garcıa et al., 1998; Sorrentino et al., 2007). 

 EPS-producing Wissella confusa NH02 was isolated from Nham, Thai fermented pork sausage                               
(Wongsuphachat et al., 2010). EPS produced by W. confusa NH02 contained only glucose and had a molecular mass of 1.13×106 
Da and exhibited high viscosity. Accordingly, the EPS from W. confusa NH02 has possibility to be a raw material for film forming. 
Taking into account EPS characteristics and the necessity of food industry for the development of multipurpose films, the aim of 
the present work was to evaluate the ability of EPS from W. confusa NH02 to form film and the effect of plasticizer on film 
properties.     

Experimental methods 

1. Production of EPSs from W. confusa NH 02 

 Pure culture of W. confusa NH 02 was taken from glycerol 30% stored at –20 °C and grown in 4 mL of fresh MRS for 18-
24 hrs at 37oC. The culture was transferred to 10 mL of fresh MRS and incubated for 18-24 hrs at 37oC. Then, 1 ml of the culture 
was transferred to 100 ml of fresh MRS and incubated for 18-24 h at 37oC.  After incubation, the centrifugation was applied to 
obtain cell free supernatant.  The supernatant was mixed with an equal volume of chilled ethanol and stored at 4ºC for 24 hrs. EPSs 
were collected by centrifugation (9,000 ×g for 15 min at 4ºC). The collected EPSs were dried for 2 days at 60 oC (Wongsuphachat 
et al., 2010). 

2. Preparation of the film-forming solution 

 EPS solutions concentration of 1.5, 2, 2.5, 3 and 3.5% were prepared under continuous agitation to select the suitable EPSs 
concentration. The effect of plasticizer addition was studied on the selected concentration of EPSs solution. Glycerol, sorbitol and 
polyethylene glycol were added as plasticizer; concentrations tested were 20, 25, 30, 35 and 40 % of EPSs. 
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3. Film casting and drying 

 Films without and with different concentrations of plasticizer were obtained by casting of 6 ml film forming solutions into 
silicone plate (25 cm2). Films were dried at 25oC and 50% relative humidity (RH) in an incubator along 2 days. The obtained films 
were removed from the silicone plate and stored at 25oC and 50%RH in an incubator. 

4. Physicochemical characterization of films 

 Thickness of films was determined using a micrometer to the nearest 0.001 mm at 5 random positions around the film, and 
average values were used in calculations.   

 Film transparency was determined following the procedure described by Zhang and Han (2006). Film sample was cut into a 
rectangle and placed on the internal side of a spectrophotometer cell. The absorbance at 600 nm (A600) was recorded for each 
sample using spectrophotometer (Biochrom Libra S21, UK). Film transparency was calculated by the equation of Han and Floros 
(1997) as the ratio between A600 and film thickness and expressed as (A600/mm).  

 In order to determine the solubility of films in water, a method modified from Gennadios et al. (1998) was used. Films were 
cut into 20 mm × 20 mm pieces and films were weighed to the nearest 0.0001 g for the determination of the initial dry weights of 
films. Films were individually placed into 10 mL of distilled water. Traces of sodium azide (0.1% w/v) also were added to inhibit 
microbial growth. The tubes was placed in a shaking at room temperature for 24 h. Residual film in water were separated by 
centrifugation and drying them in a hot air oven (105 °C for 24 h). The weight of solubilized dry matter was calculated by 
subtracting the weight of unsolubilized dry matter from the initial weight of dry matter. 

5. Measurement of tensile strength and elongation  

 Films were equilibrated at 50%RH for 48 h at 25 °C before being tested. The tensile strength of films were measured from 
strips of 30 mm × 20 mm films. These strips were placed into the film extension grips of the texture analyzer (LLOYD, Canada). 
They were stretched 20 mm apart at a speed of 2 mm/s by the texture analyzer. The parameters determined were: tensile strength 
(MPa) and elongation at break. Ten film specimens of each formulation were used in the analysis.    

6.  Measurement of water vapor permeability 

  Water vapor permeability (WVP) was determined gravimetrically according to the standard method ASTM E96-00 
(ASTM, 1980). All measurements were replicated four times. The films were fixed on top of test cells containing a desiccant (silica 
gel). Test cells then were placed in a relative humidity chamber with controlled temperature and relative humidity (25oC and 55% 
RH). After steady-state conditions were reached, the weight of test cells was measured every 1 h, eight weight measurements were 
made. Changes in the weight of the cell were recorded to the nearest 0.0001 g and plotted as a function of time. The slope of each 
line was calculated by linear regression (r2>0.99) and the water vapor transmission rate (WVTR) was calculated from the slope of 
the straight line (g/s) divided by the cell area (m2). After the permeation tests, film thickness was measured and WVP (g m Pa-1 s-1 
m-1) was calculated as WVP = [WVTR/S(R1−R2)] d, where S is the saturation vapor pressure of water (Pa) at the test temperature 
(25 °C), R1, the RH in the desiccator, R2, the RH in the permeation cell and d is the film thickness (m).  
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Results and Discussion 

1. EPS concentration for film-forming solution.  

 EPS concentration for film-forming solution was selected considering the characteristics of the obtained film such as 
solubility, plate remotion easiness and flexibility. The thickness of the films increased with EPS concentration used as expected 
from 0.031±0.003 mm for 1.5%EPS to 0.063±0.003 mm for 3.5 %EPS (p<0.05) (data not shown). Films were still difficult to 
handle, except those obtained from 1.5%, probably on account of their low thickness (0.031±0.003 mm). Films formulated with 3% 
were easily removed from the cast plate. Thus, considering the previously described characteristics the suitable EPS concentration 
for film-forming solution was 3%.  

2. Physicochemical characterization of films 

 The effect of plasticizer types and concentrations on the properties of EPS film were analyzed. The thickness of the films is  
shown in Table 1. It ranged from 0.058 to 0.070 mm, indicating that film thickness depended on EPS film’s nature and 
composition. The optimal thickness of 0.064±0.005 mm was observed and plasticizers content did not affect significantly this 
parameter.  

 Film transparency is a critical property that conditioned film applications. EPS film transparency was 1.82±0.23 A600/mm; 
plasticizer addition did not modify this property except EPS film with 35 and 40% glycerol (Table 2). The obtained results 
indicated that the obtained transparency values were within the range of those of some commonly used synthetic films such as low 
density polyethylene (3.05 A600/mm) and oriented polypropylene (1.67 A600/mm) (Shiku et al., 2003).                                                                                                                               

 EPS film solubility in water increased significantly (p<0.05) with increasing glycerol and sorbitol concentrations  (Table. 2). 
Glycerol and sorbitol have hydroxyl group and it can be attributed to increase hydrophilic of EPS film and enhance polymer chain 
mobility due to the plasticization effect of glycerol which increased the diffusivity of water molecules in the film matrix (Tong et 
al., 2008). 

3. Mechanical properties  

 Films without plasticizer were brittle and rigid since they showed high tensile strength values and low elongation at break 
value (data not shown). Plasticizers interfere with polymeric chain association facilitating their slipping and thus enhancing film 
flexibility. Most plasticizers contain hydroxyl groups which will form hydrogen bonds with biopolymers, and increase the 
flexibility of the film matrix. Thus, plasticizers decreases the rigidity of the network, increasing the movement ability of polymer 
chains. (Piermaria et al., 2009). 

 It may be noted that higher tensile strength as well as percentage elongation will be preferable for food packaging films. 
Considering the above fact, the EPS film with 25% glycerol with tensile strength 7.38±0.37 MPa and percentage elongation 
30.82±6.31% (Table 1) was chosen for prepare film-forming solution.  
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4. Water vapor permeability (WVP) properties 

 The mean water vapor permeability (WVP) values for EPS films are presented in Table 2. The WVP values were found to 
increase with an increase plasticizer concentration from 20% to 40%. The addition of glycerol showed the greater of this property 
than sorbitol. Meanwhile, polyethylene glycol (PEG) was used as plasticizer showed the brittle and rigid film that cloud not remove 
from plate (data not shown). Glycerol is a hydrophilic molecule of low molecular mass that could easily fit into the EPS chains by 
establishing hydrogen bonds with reactive groups of polymers. Glycerol incorporated to the film matrix decreased the attractive 
forces between polymer chains, increased free volume and segmental motions; hence, water molecules diffused more easily, 
resulting in the higher WVP (Dias et al., 2010). Plasticizers should only be used at the minimum amount required to obtain the 
advantage of enhancing the film properties (Sothornvit et al., 2005). Accordingly, for EPS film formulations, the optimum glycerol 
concentration was 25% of EPS.  

Table 1. Effect of plasticizer type on thickness, tensile strength and elongation at break  of exopolysacchrides film from Weissella 
confusa NH02. 

*Values are give as mean ±SD from triplicate determinations. 
 **Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05)  
 
 
 
 
 
 

Plasticizer 
type 

Plasticizer concentration 
(%) 

Thickness (mm)* 
Tensile strength 

(MPa ) 
Elongation at break 

(%) 
 
 

Glycerol 

20 
25 
30 
35 
40 

0.068±0.004def** 

0.064±0.005bcd 

0.068±0.004def 

0.070±0.006f 

0.064±0.002bcde 

11.18±1.06c 

7.38±0.37b 

6.82±0.63b 

5.21±0.15ab 

3.50±0.03a 

27.65±4.27d 

30.82±6.31de 

34.46±3.00e 

45.53±4.68f 

47.97±2.42f 

 
 

Sorbital 

20 
25 
30 
35 
40 

0.068±0.005ef 

0.065±0.003cde 

0.063±0.003bc 

0.058±0.004a 

0.060±0.003ab 

25.56±4.71e 

28.50±2.81f 

27.43±1.13ef 

19.30±2.22d 

12.04±1.72c 

2.37±0.79a 

2.95±0.22a 

3.31±0.19a 

15.57±2.86b 

22.20±7.82c 
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Table 2. Effect of plasticizer type on solubility, transparency value and water vapor permeability (WVP) of exopolysacchrides film 
from Weissella confusa NH02. 

*Values are give as mean ±SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column indicate significant difference (p<0.05) 

Conclusion 

 This is the first report demonstrates the ability to form films of an EPS from W. confusa NH02 isolated from Thai 

traditional fermented foods. It can form film at concentration ranging from 1.5 to 3.5%. The EPS concentration at 3% and the 

addition of 25% glycerol allowed to obtain a film with an extraordinary flexibility. These characteristics of plasticized EPS films 

enhance their potential uses, especially for food industry. 
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