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บทคั ดยํอ ภาษาไทย 

ฉัตรนภา อินทานนท์ : การตรวจติดตาม Escherichia coli และ Listeria 
monocytogenes ที่ถูกกระท าด๎วยไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์โดยเทคนิค Atomic 
force microscopy และ Raman spectroscopy (MONITORING OF NISIN AND 
CETYLPYRIDINIUM CHLORIDE TREATED Escherichia coli AND Listeria 
monocytogenes USING ATOMIC FORCE MICROSCOPY AND RAMAN 
SPECTROSCOPY) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. สุพัฒน์ เจริญพรวัฒนา, อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์รํวม: ดร. ณัฐพันธุ์ ศุภกา{, 113 หน๎า. 

การท างานรํวมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (CPC) ในการยับยั้งการเจริญของ 
E. coli และ  L. monocytogenes ศึกษาได๎จากการเปลี่ยนแปลงของผิวเซลล์โดยเทคนิค Atomic 
force microscopy (AFM) ซึ่งมีความละเอียดสูงอีกท้ังยังสามารถเห็นภาพของแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตได๎ 
และเทคนิค Raman spectroscopy ที่สามารถศึกษาในระดับหมูํฟังก์ชันและแสดงต าแหนํงของสาร
ออกฤทธิ์ได๎ ผลจากการทดลองพบวําคําความเข๎มข๎นที่ต่ าสุด  (Minimum inhibitory 
concentration, MIC) ของไนซินและ CPC ตํอการออกฤทธิ์ยับยั้ง L. monocytogenes คือ 125 
IU/มิลลิลิตร และ 0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่การยับยั้ง E. coli คือ 30,000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 3.175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งผลจากการศึกษาการท างาน
รํวมกันแสดงให๎เห็นวําไมํมีความแตกตํางระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน อยํางไรก็ตาม
ผลจาก AFM แสดงถึงผลการออกฤทธิ์ท าลายเซลล์โดยละเอียดซึ่งแสดงให๎เห็นวําการท างานรํวมกัน
ของไนซินและ CPC ในการยับยั้ง E. coli และ  L. monocytogenes สามารถสํงผลให๎เซลล์เกิดความ
เสียหายรุนแรงอยํางมากเมื่อเปรียบเทียบกับการท างานเชิงเดี่ยว  ในขณะที่ผลจากการศึกษาด๎วย
เทคนิค Raman spectroscopy พบวําเกิดการกระเจิงแสงในรูปแบบที่แตกตํางกันโดยไนซิน , CPC 
และเซลล์ E. coli แสดงพีครามานที่ 3090 cm-1, 1652 cm-1 และ 2934 cm-1 ตามล าดับ 
นอกจากนี้ผลจากการท าแผนที่รามานแสดงให๎เห็นถึงต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์ที่กระจาย
ตัวอยูํในรูปแบบสุํมบนผิวเซลล์ทั้งไนซินและ CPC แตํบริเวณรอบเซลล์นั้นพบวําสารทั้งสองชนิดมีการ
กระจายตัวที่แยกออกจากกัน จึงสามารถสรุปได๎วําเทคนิคทั้งสองชนิดนี้มีประโยชน์อยํางมากใน
การศึกษาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียด๎วยสารชีวโมเลกุล และสามารถน าไปประยุกต์ใช๎ในการ
พัฒนาสารถนอมอาหารที่ใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 
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CHATNAPA INTANONT: MONITORING OF NISIN AND CETYLPYRIDINIUM 
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Nisin and cetylpyridinium (CPC) have been used as antimicrobial agents to 
against wide variety of bacteria for food preservation. The objective of this study was 
to use Atomic force microscopy (AFM) and Raman spectroscopy to investigate the 
antimicrobial agents localization and morphological changes that occurred in L. 
monocytogenes and E. coli cells treated with nisin and CPC. The minimal inhibitory 
concentration (MIC) by microtiter plate assay, of nisin and CPC against L. 
monocytogenes was found to be 125 IU/mL and 0.75 µg/mL, respectively. The 
MIC against E. coli was  30,000 IU/mL and 3.175 µg/mL, respectively. Both separately 
and in combination showed that indifference. However, AFM examination revealed 
severely injured cells when L. monocytogenes and E. coli were exposed to a 
combination of nisin and CPC. The Raman peak signal of CPC (1652 cm-1) and nisin 
(3090 cm-1) were observed on bacterial cell membrane (2934 cm-1) after E. coli cells 
were exposed to a combination of nisin and CPC. The Raman mapping demonstrated 
the detailed information of antimicrobial agent composition that were localized and 
randomly distributed on bacterial cell membrane. In conclusion, AFM and Raman 
spectrometer were effective tools for investigating antimicrobial activity on bacterial 
cells and could be useful tools for studying antimicrobial effects of biochemical 
compound especially for food preservation. 
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บทที่ 1 
บทน า 

ในปัจจุบันมีการเพ่ิมขึ้นของประชากรโลกอยํางมาก ดังนั้นความต๎องการอาหารจึงมีมากขึ้น
ด๎วยเชํนกัน การผลิตอาหารปริมาณมากในระดับอุตสาหกรรมจึงเป็นการตอบสนองความต๎องการของ
ประชากรที่มีมากข้ึน ปัญหาการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในระหวํางกระบวนการผลิตไปจนถึงผู๎บริโภคจึง
เป็นปัญหาส าคัญที่ต๎องได๎รับการแก๎ไข วัตถุกันเสียเป็นสารที่นิยมน ามาใช๎เพ่ือยืดอายุการเก็บรักษา
อาหาร แตํสารเคมีบางชนิดเป็นพิษตํอรํางกาย หรือเกิดการตกค๎าง กํอให๎เกิดโรคตํางๆ ตามมา 
ผู๎บริโภคจึงไมํให๎การเชื่อถือตํอผลิตภัณฑ์ ดังนั้นสารต๎านการเจริญของจุลินทรีย์ (antimicrobial 
agents) ซึ่งผลิตจากสิ่งมีชีวิตที่ปลอดภัย ไมํเสี่ยงตํอสารเคมีจึงเป็นที่นิยมกันมากขึ้น โดยเฉพาะในกลุํม
ของแลนติไบโอทิก (lantibiotics) ซึ่งเป็น แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) ชนิดหนึ่ง เนื่องจาก
สามารถออกฤทธิ์ในแบคทีเรียแกรมบวกได๎ในวงกว๎าง สารที่นิยมใช๎กันในอุตสาหกรรมและได๎รับการ
ยอมรับกว๎างขวางจากผู๎บริโภคคือ ไนซิน (Asaduzzaman และ Sonomoto, 2009) 

ไนซินเป็นเพปไทด์ที่ประกอบด๎วยกรดอะมิโน 34 หมูํ ซึ่งมีมวลโมเลกุลประมาณ 3.5 กิโลดัล
ตันผลิตมาจากแบคทีเรีย Lactococcus lactis subsp lactis ไนซินมีประสิทธิภาพในการฆํา
แบคทีเรียแกรมบวกได๎หลากหลายชนิด นอกจากไนซินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได๎
หลายชนิด อีกทั้งยังสามารถยับยั้งการสร๎างสปอร์ได๎อีกด๎วย โดยเฉพาะสปอร์จาก Clostridium sp. 
และ Bacillus sp. ที่มักปนเปื้อนในอาหารและกํอให๎เกิดโรค (Asaduzzaman และ Sonomoto, 
2009) ไนซินสามารถละลายน้ าได๎ดีในภาวะที่เป็นกรด โดยมีคําการละลายน้ าที่ 57 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร มีความเสถียรมาก สามารถทนได๎ในสารละลายที่เป็นกรดสูงและไมํถูกท าลายจากแสง UV 
นอกจากนี้ไนซินยังมีความสามารถในการทนตํออุณหภูมิสูงได๎ อยํางไรก็ตามไนซินถูกท าลายได๎โดยโปร
ตีโอลิติกเอนไซม์ ซึ่งสมบัติเหลํานี้เหมาะสมแกํการน าไปประยุกต์ใช๎เป็นวัตถุกันเสียในอุตสาหกรรม
อาหารได๎อยํางมีประสิทธิภาพ ไมํวําจะเป็นผลิตภัณฑ์จากนม เนื้อสัตว์ อาหารกระป๋อง ไปจนถึงเบียร์
และไวน์ เป็นต๎น ไนซินสามารถชํวยแก๎ปัญหาการปนเปื้อน และไมํกํอให๎เกิดปัญหาหรือข๎อจ ากัดที่จะ
น าไปสูํการเพ่ิมต๎นทุนในการผลิต ปัจจุบันไนซินเป็นแบคเทอริโอซินชนิดเดียวที่ใช๎ในอุตสาหกรรม
อาหารกันอยํางแพรํหลาย โดยได๎รับอนุญาตให๎ใช๎ได๎ในอาหารอยํางน๎อย 46 ประเทศ เพ่ือก าจัด 
Clostridium sp. ในอาหารจ าพวก เนยแข็ง ผลิตภัณฑ์จากนม และอาหารกระป๋อง เริ่มมีการใช๎ไนซิน
เพ่ือเป็นวัตถุกันเสียในอาหารเป็นครั้งแรกประมาณปี ค.ศ. 1950 ตํอมาปี ค.ศ. 1969 ไนซินได๎รับการ
อนุมัติให๎ใช๎ในอาหารโดยตรงจากองค์การอนามัยโลก (WHO) และยังได๎รับการยอมรับจากองค์การ
อาหารและยาแหํงสหรัฐอเมริกา (FDA) ในปี ค.ศ. 1988 อีกด๎วย (Suganthi และคณะ, 2012)  
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กลไกการก าจัดแบคทีเรียแกรมบวกของไนซินเป็นการท าให๎ผนังเซลล์ของเซลล์เป้าหมายเกิดรู
โดยผํานกระบวนการหลายขั้นตอน Wiedemann และคณะ (2001) ได๎เสนอไว๎วํากลไกนั้นเริ่มจาก
การที่ไนซินจับกับสํวนที่เป็นคาร์โบไฮเดรตของลิพิด II ในสํวนของปลายอะมิโน (N-terminal) ด๎วย
แรงไอออนิก หลังจากนั้นปลายคาร์บอกซี (C-terminal) ของไนซินจะแทรกเข๎าไปในสํวนของลิพิดใน
เซลล์เมมเบรนเป็นผลท าให๎สารประกอบภายในเซลล์ เชํน กรดอะมิโน โปแทสเซียม สารประกอบ
จ าพวกฟอสเฟต และ ATP ไหลออกมาอยํางรวดเร็ว ท าให๎เซลล์ตายในที่สุด (Bauer และ Dicks, 
2005) ในการยับยั้งการสร๎างสปอร์ของ Clostridium sp. ที่มักกํอให๎เกิดโรคที่ปนเปื้อนในอาหาร
กระป๋องซึ่งก าจัดออกได๎ยาก เป็นเชื้อที่เจริญได๎ในสภาพไร๎อากาศและทนตํอความร๎อนได๎ถึง 121 
องศาเซลเซียส (Arauz และคณะ, 2009) เกิดขึ้นโดยไนซินจะเข๎าจับกับหมูํซัลฟ์ไฮดริล (sulfhydryl 
groups) ที่หนํวยโปรตีนท าให๎เซลล์ไมํสามารถสร๎างสปอร์ได๎ แตํอยํางไรก็ตามไนซินยังมีข๎อจ ากัด
ส าคัญคือ ไนซินสามารถยับยั้งการเจริญได๎เพียงแบคทีเรียแกรมบวกเทํานั้นไมํสามารถยับยั้งแบคทีเรีย
แกรมลบซึ่งเป็นกลุํมแบคทีเรียที่กํอให๎เกิดโรคแกํผู๎บริโภค เนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบมีสํวนของเยื่อ
หุ๎มเซลล์ชั้นนอกที่สามารถป้องกันการออกฤทธิ์ของไนซินที่บริเวณเยื่อหุ๎มเซลล์ชั้นใน เป็นผลให๎ไนซิน
ไมํสามารถท างานได๎ (Boziaris และ Adams, 1999) จากข๎อจ ากัดดังกลําวจึงมีการวิจัยและพัฒนา
เพ่ิมศักยภาพในการท างานของไนซินโดยการใช๎ไนซินรํวมกับวิธีทางกายภาพอ่ืนๆ เชํน ความร๎อนและ
ความดัน นอกจากนี้ยังมีการใช๎สารเพ่ิมเติมอ่ืนจ าพวกสารลดแรงตึงผิว สารคีเลต และสารเสริมฤทธิ์
ตํางๆ เพ่ือให๎สามารถออกฤทธิ์ก าจัดได๎ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เชํน กรดเอธิลีนไดเอมีน
เททราอะซิติก (EDTA) (Kopermsub และคณะ, 2011) และเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (CPC) 
(Thongbai และคณะ, 2006) 

เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (CPC) เป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวกจ าพวกสารประกอบ
แอมโมเนียมจตุรภูมิ มีสมบัติยับยั้งแบคทีเรียหลายชนิด เชํน Esherichia coli, Salmonella 
Typhimurium, Campylobacter jejuni, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus 
และ Listeria monocytogenes เป็นต๎น (Pohlman และคณะ, 2002) โดยสารนี้สามารถดูดซับ
ฟอสเฟตที่เยื่อหุ๎มเซลล์แบคทีเรียซึ่งมีประจุลบ สํงผลให๎ผนังเซลล์ถูกท าลาย และเซลล์ตายในที่สุด โดย
องค์การอาหารและยาในสหรัฐอเมริกา (FDA) ได๎ยอมรับในปี ค.ศ. 2004 ให๎ CPC เป็นสารต๎านการ
เจริญของแบคทีเรียที่ปลอดภัย อนุญาตให๎ใช๎บนพ้ืนผิวของเนื้อสัตว์ได๎ในระดับไมํเกิน 0.3 กรัมตํอ
ปอนด์ นิยมน ามาประยุกต์ใช๎ในการพํนเป็นละอองลงบนฟิล์มหรือใช๎ล๎างหรือแชํเนื้อ (Dupard และ
คณะ, 2006)  

กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) เป็นกล๎องจุลทรรศน์ชนิดหัวอํานสํองกราด (Scanning 
Probe Microscopy หรือ SPM) ชนิดหนึ่งที่ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใช๎วัดคําโดยตรงจากแรงระหวํางโมเลกุล 
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ใช๎ในการถํายภาพวัตถุหรือตรวจสอบลักษณะพ้ืนผิวที่มีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร และแสดงภาพ
ออกมาเป็น 3 มิต ิ(Jalili และ Laxminarayana, 2004, Hilal และคณะ, 2006) การท างานของกล๎อง
นี้สามารถน าไปประยุกต์ใช๎ได๎ในวงกว๎างแม๎กระทั่งบนพ้ืนผิวที่เป็นฉนวนไฟฟ้า เชํน  พอลิเมอร์ สารกึ่ง
ตัวน า วัสดุ สารทางชีวภาพ หรือสิ่งมีชีวิต เป็นต๎น ข๎อได๎เปรียบของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมเมื่อ
เปรียบเทียบกับกล๎องจุลทรรศน์ทั่วไปคือ สามารถแสดงผลที่มีความนําเชื่อถือในระดับนาโนเมตรโดย
ไมํต๎องเปลี่ยนปลายทิป หรือเปลี่ยนเครื่องมือใดๆ เมื่อต๎องการภาพจากต าแหนํงที่ตํางกัน อีกทั้งเมื่อใช๎
ในการศึกษาเซลล์ ไมํจ าเป็นต๎องเตรียมตัวอยํางโดยการแทนที่สารในเซลล์ สามารถเห็นภาพของเซลล์
ที่ยังมีชิวิตอยูํได ๎(Liu และ Wang, 2011) การวิจัยของ Lonergan และคณะ (2013) ได๎ศึกษาการตรึง 
E. coli ด๎วยเจลาตินเปรียบเทียบกับ Poly-L-lysine ในบัฟเฟอร์ที่มีแรงไอออนตํางกัน และท าการ
ตรวจสอบภายใต๎กล๎อง AFM พบวํา E. coli บน Poly-L-lysine สามารถเห็นภาพการเปลี่ยนแปลงที่
ผิวเซลล์ และเซลล์นั้นยังคงมีชีวิตได๎อยํางชัดเจน และเทคนิคนี้มีประสิทธิภาพ ราคาไมํแพง ไมํ
เสียเวลาอีกด๎วย 

กล๎องรามานสเปกโทรมิเตอร์ (Raman spectrometer) ใช๎เทคนิคการจดจ าแบบลายพิมพ์ 
(fingerprint) ในระดับโมเลกุลที่มีประสิทธิภาพ โดยการเปรียบเทียบสเปกตรัมการกระเจิงแสงแบบรา
มาน (Raman Light Scattering) ของตัวอยํางที่ทดสอบกับสเปกตรัมของสารมาตรฐานที่ได๎บันทึกไว๎
หรือที่มีอยูํแล๎วในฐานข๎อมูล ซึ่งจะท าให๎สามารถระบุหาประเภทของสารตัวอยํางได๎ทั้งสารอินทรีย์และ
สารอนินทรีย์ ดังนั้นจึงใช๎ตรวจสอบสารได๎ทุกประเภทไมํวําจะเป็นของแข็ง ของเหลว และ แก๏ส โดย
สามารถวัดตัวอยํางผํานแก๎วและพลาสติกใสได๎จึงสามารถประยุกต์ใช๎ได๎ในทางชีววิทยา ในการศึกษา
การเปลี่ยนแปลงผนังเซลล์แบคทีเรียได๎ (Ashton และคณะ, 2011) มีการวิจัยของ Krafft และคณะ 
(2005) ศึกษาระบุออร์แกเนลและเวสิเคิลของเซลล์ต๎นก าเนิดเนื้อเยื่อปอด พบวําสามารถระบุต าแหนํง
สํวนที่เป็นกรดนิวคลีอิค โปรตีน ไขมัน และคอเลสเตอรอลได๎ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์และการเปลี่ยนแปลง
สัณฐานวิทยาของเซลล์ทั้งในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบเมื่อถูกกระท าด๎วย   ไนซินและเมื่อเกิด
การท างานรํวมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ซึ่งเป็นสารที่สามารถออกฤทธิ์ในแบคทีเรีย
แกรมลบด๎วยเทคนิค Atomic force microscopy ซึ่งมีความละเอียดสูงอีกทั้งยังสามารถเห็นภาพ
ของแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตได๎ และเทคนิค Raman spectroscopy ที่สามารถศึกษาในระดับหมูํฟังก์ชัน
สามารถเห็นต าแหนํงของสารออกฤทธิ์ได ๎

 
 



 

บทที่ 2 
วารสารปริทัศน์ 

ปัจจุบันอัตราการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกมีสูงขึ้น การผลิตอาหารให๎ได๎ปริมาณมากในระดับ
อุตสาหกรรมเพ่ือเพียงพอตํอความต๎องการของประชากรที่มีมากขึ้นจึงเป็นสิ่งส าคัญ ปัญหาการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์ในระหวํางกระบวนการผลิตไปจนถึงการขนสํงสูํผู๎บริโภคเป็นปัญหาที่ต๎องได๎รับการ
แก๎ไขโดยวิธีการถนอมอาหารซึ่งมีหลากหลายกรรมวิธีเพ่ือยืดอายุการเก็บรักษาอาหารไว๎ให๎นานขึ้น 
เชํน การใช๎ความร๎อน การใช๎ความเย็น การท าให๎แห๎ง เป็นต๎น การใช๎วัตถุกันเสียเป็นอีกวิธีการหนึ่งใน
การยับยั้งจุลินทรีย์ แตํสารเคมีที่ใช๎นั้นบางชนิดเป็นพิษตํอรํางกาย เกิดสารตกค๎าง และกํอให๎เกิดโรค
ตํางๆ ตามมา ผู๎บริโภคจึงไมํให๎ความเชื่อถือตํอผลิตภัณฑ์ดังกลําว ดังนั้นสารที่ได๎จากธรรมชาติที่ได๎มี
การศึกษาวิจัยและได๎รับการยอมรับวําปลอดภัยจึงเป็นที่นิยมกันมากขึ้น โดยเฉพาะในกลุํมของแลน
ติไบโอติก (lantibiotics) ซึ่งเป็นแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) ชนิดหนึ่ง เนื่องจากไมํมี
ความจ าเพาะมากเกินไป สามารถออกฤทธิ์ได๎กว๎างพอสมควร โดยชนิดที่นิยมในอุตสาหกรรมและ
ได๎รับการยอมรับอยํางแพรํหลายจากผู๎บริโภคคือ ไนซิน (Asaduzzaman และ Sonomoto, 2009)  

2.1 ไนซิน 

ไนซินเป็นเพปไทด์ที่ประกอบด๎วยกรดอะมิโน 34 หมูํ ซึ่งมีมวลโมเลกุล ประมาณ 3.4 กิโลดัล
ตัน (Willey และ Van Der Donk, 2007) (รูปที่ 2.1) ผลิตมาจากแบคทีเรีย Lactococcus lactis 
subsp. lactis ไนซินมีประสิทธิภาพในการต๎านการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกได๎หลากหลายชนิด
และถูกจัดอยูํในกลุํมแบคเทอริโอซินชนิดแลนติไบโอติกที่ได๎รับความนิยมเป็นอยํางมาก เนื่องจาก    
ไนซินเป็นแลนติไบโอติกชนิดแรกที่ถูกค๎นพบจึงเป็นที่รู๎จักกันอยํางแพรํหลาย อีกทั้งยังได๎รับการ
ยอมรับวําสามารถใช๎เป็นวัตถุกันเสียในอุตสาหกรรมอาหารมาอยํางยาวนาน  (Arauz และคณะ, 
2009)  

แบคทีเรียที่ผลิตไนซินคือ L. lactis subsp. lactis ซึ่งเป็นแลคติกแอซิดแบคทีเรียแกรมบวก 
ไมํสร๎างสปอร์ ถูกค๎นพบในปี ค.ศ. 1873 โดย Joseph Lister ใช๎เป็นสํวนผสมในการหมักนมเพ่ือผลิต
เป็นอาหารหมักชนิดตํ างๆ เชํน  เนยและชีส  แบคที เ รียชนิดนี้ มี กระบวนการหมักแบบ 
Homofermentive ซึ่งจะได๎ผลิตภัณฑ์เป็นกรดแลคติกจากการหมักน้ าตาลแลคโทส สามารถผลิต    
ไนซินได๎ในปริมาณมากเหมาะแกํการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได๎ L. lactis subsp. lactis เป็น
จุลินทรีย์ที่พบได๎ตามธรรมชาติ มีความปลอดภัย ไมํกํอโรค ได๎รับการยอมรับวําเป็นแบคทีเรียที่
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ปลอดภัย (Generally recognized as safe bacteria; GRAS status) ดังนั้นไนซินซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์
ที่ผลิตได๎จากแบคทีเรียชนิดนี้จึงปลอดภัยเชํนกัน (Arauz และคณะ, 2009)  

2.1.1 โครงสร๎างไนซิน 

ไนซินประกอบไปด๎วยกรดอะมิโน 34 หมูํ มีพันธะไธโออีเทอร์ (thio-ether bonds) 5 
ต าแหนํง ซึ่งมีไอโซลูซีนที่ปลายอะมิโน (N-terminal) และไลซีนที่ปลายคาร์บอกซี (C-terminal) 
(Hoover, 1993) จากล าดับกรดอะมิโนนั้นท าให๎ไนซินมีสมบัติเป็นทั้งโมเลกุลที่ชอบน้ าและไมํชอบน้ า 
(amphiphilic) สํวนที่ไมํชอบน้ า (hydrophobic) เป็นกลุํมของกรดอะมิโนที่ปลายอะมิโน และสํวนที่
ชอบน้ า (hydrophilic) เป็นกลุํมของกรดอะมิโน 4 หมูํที่ปลายคาร์บอกซี (Liu และ Hansen, 1993) 
ไนซินมีมวลโมเลกุลประมาณ 3.4 กิโลดัลตัน สามารถพบได๎ทั้งในรูปโมโนเมอร์ ไดเมอร์ และเททรา
เมอร์ (Jung, 1991)  

 
รูปที่ 2.1 โครงสร๎างของไนซิน (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16219761) 

2.1.2 ประวัติการค๎นพบไนซิน 

ในอดีตความสนใจเกี่ยวกับไนซินเริ่มจากการค๎นพบแบคเทอริโอซินในอังกฤษในปี ค .ศ.1925 
ตํอมาในปี ค.ศ.1933 มีการค๎นพบวําหัวเชื้อที่เติมลงไปในนมเพ่ือผลิตเนยแข็งนั้นเกิดกรดลําช๎า 
เนื่องจากมีการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่สร๎างกรด จึงได๎แยกสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งนั้นออกมา พบวํา
สารนั้นเป็นโปรตีนซึ่งเป็นแบคเทอริโอซินชนิดหนึ่ง ในเวลาตํอมีการศึกษาด๎านเซรุํมวิทยา ในปี 
ค.ศ.1947 ได๎จัดจ าแนกกลุํมโปรตีนและตั้งชื่อโปรตีนนี้วํา “ไนซิน” ในปัจจุบันไนซินเป็น              
แบคเทอริโอซินชนิดเดียวที่ใช๎อยํางแพรํหลายในอุตสาหกรรมอาหาร โดยได๎รับอนุญาตให๎ใช๎ได๎ใน
อาหารอยํางน๎อย 46 ประเทศ เพ่ือก าจัด Clostridium sp. ในอาหารจ าพวก เนยแข็ง ผลิตภัณฑ์จาก
นม และอาหารกระป๋อง โดยเริ่มมีการใช๎ไนซินเพ่ือเป็นวัตถุกันเสียในอาหารเป็นครั้งแรกประมาณปี 
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ค.ศ. 1953 ตํอมาในปี ค.ศ. 1969 ได๎รับการอนุมัติจากองค์การอนามัยโลก (WHO) และในปี ค.ศ. 
1988 ยังได๎รับการยอมรับให๎ใช๎ไนซินในอุตสาหกรรมอาหารจากองค์การอาหารและยาแหํง
สหรัฐอเมริกา (FDA) อีกด๎วย (Cotter และคณะ, 2005) ดังรูปที่ 2.2 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 2.2 ประวัติการค๎นพบไนซิน (Cotter และคณะ, 2005)  
 

2.1.3 สมบัติของไนซิน 

ไนซินสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได๎ในวงกว๎าง รวมไปถึงสามารถยับยั้งการ
สร๎างสปอร์ได๎อีกด๎วย โดยเฉพาะสปอร์จาก Clostridium sp. และ Bacillus sp. ที่มักปนเปื้อนใน
อาหารและกํอให๎เกิดโรค สามารถละลายน้ าได๎ดีในภาวะกรด โดยมีคําการละลายน้ าที่ 57 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร มีความเสถียรมาก สามารถทนได๎ในสารละลายที่เป็นกรดสูงในคําความเป็นกรดเบสต่ าสุดที่ 
2 มีความเสถียรมากที่สุดเมื่อคําความเป็นกรดเบสเทํากับ 3 อีกทั้งยังคงสภาพถึงแม๎สภาพแวดล๎อมมี
คําความเป็นกรดเบสจะสูงขึ้นอยํางรวดเร็ว นอกจากนี้ไนซินยังสามารถทนตํออุณหภูมิสูงได๎  (37-75 
องศาเซลเซียส) (Liu และ Hansen, 1993) อีกทั้งสามารถคงประสิทธิภาพในการท างานถึงแม๎จะผําน
การออโตเคลฟ (121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) และสูญเสียประสิทธิภาพการท างานเพียง
เล็กน๎อยเทํานั้นเมื่อผํานกระบวนการพาสเจอไรเซชัน ไนซินถูกท าลายได๎โดยโปรติโอลิติกเอนไซม์ แตํ
ไมํถูกท าลายจากแสง UV ซึ่งสมบัติเหลํานี้ท าให๎ไนซินเหมาะสมแกํการน าไปประยุกต์ใช๎เป็นวัตถุกัน
เสียในอุตสาหกรรมอาหารได๎อยํางมีประสิทธิภาพ ไมํวําจะเป็นผลิตภัณฑ์จากนม เนื้อสัตว์ อาหาร
กระป๋อง ไปจนถึงเบียร์และไวน์ เป็นต๎น ซึ่งไนซินสามารถชํวยแก๎ปัญหาการปนเปื้อน และไมํกํอให๎เกิด
ปัญหาหรือข๎อจ ากัดที่จะน าไปสูํการเพ่ิมต๎นทุนในการผลิต (Arauz และคณะ, 2009) อยํางไรก็ตามการ
สูญเสียประสิทธิภาพการท างานของไนซินสามารถเกิดขึ้นได๎ด๎วยปัจจัยหลายชนิด เชํนคําความเป็น
กรดเบสสูง อุณภูมิในการเก็บสูง และระยะเวลาในการเก็บยาวนาน เป็นต๎น 
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2.1.4 ประเภทของไนซิน 

ไนซินสามารถแบํงออกเป็นชนิดตํางๆโดยอาศัยโครงสร๎างของไนซิน กลุํมท่ีมีความส าคัญได๎แกํ 
ไนซิน A, ไนซิน Z และไนซิน Q โดยไนซิน A มีกรดอะมิโน 34 โมเลกุลที่ประกอบไปด๎วยพันธะได
ซัลไฟด์ 5 ต าแหนํง ดังแสดงในรูปที่ 2.3ก สํวนไนซิน Z แตกตํางจากไนซิน A ที่ต าแหนํงที่ 27 โดยมี
การแทนที่ฮิสติดีนด๎วยแอสพาราจีนดังรูปที่ 2.3ข และไนซิน Q มีกรดอะมิโน 4 หมูํที่แตกตํางจาก   
ไนซิน A ดังแสดงในรูปที่ 2.3ค โดยไนซินแตํละชนิดถูกผลิตจากแบคทีเรียตํางสายพันธุ์ดังที่แสดงใน
ตารางที่ 2.1 ไนซิน A และไนซิน Z มีประสิทธิภาพในการฆําเชื้อแบคทีเรียในวงกว๎างและใช๎กันอยําง
แพรํหลายในอุตสาหกรรมอาหาร (De Vuyst และ Vandamme, 1994)  

 

 

 

รูปที่ 2.3 โครงสร๎างปฐมภูมิของไนซิน A (Tai และคณะ, 2008) (ก) ไนซิน Z (Seelig, 2004) (ข) และ 
ไนซิน Q (Zendo และคณะ, 2003)  (ค) 
 
 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

ไนซิน A 

ไนซิน Q 

ไนซิน Z 
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ตารางที่ 2.1 ไนซินชนิดตํางๆแบํงตามโครงสร๎างที่แตกตํางกัน (Suganthi และคณะ, 2012)  

ประเภท 
มวลโมเลกุล 

(ดัลตัน) 
สายพันธุ์ที่ผลิต 

ไนซิน A 3353 L. lactis subsp. lactis 
ไนซิน Z 3330 L. lactis subsp. lactis 

ไนซิน Q 3327 L. lactis 61-14 

2.1.5 กลไกการท างานของไนซิน 

1) กลไกการยับยั้งการสร๎างสปอร์ 

ไนซินมีความสามารถในการยับยั้งการสร๎างสปอร์ได๎ โดยไนซินเข๎าจับกับหมูํซัลฟ์ไฮดริลที่
หนํวยโปรตีนที่อยูํในสํวนประกอบของเยื่อหุ๎มสปอร์ซึ่งอยูํในระยะการงอกของสปอร์ท าให๎ไมํสามารถ
สร๎างสปอร์ได๎ (De Vuyst และ Vandamme, 1994) แบคทีเรียที่มักกํอให๎เกิดโรคที่ปนเปื้อนใน
อาหารกระป๋องที่ก าจัดออกได๎ยากคือ Clostridium sp. ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่เจริญได๎ในสภาพไร๎อากาศ
และทนความร๎อนได๎ถึง 121 องศาเซลเซียส Arauz และคณะ (2009) ได๎ศึกษาพบวํา Clostridium 
PA3679 มีความไวตํอไนซินมากข้ึนเมื่อผํานอุณหภูมิที่สูงข้ึน ดังนั้นไนซินจึงเป็นวัตถุกันเสียที่เหมาะสม
เนื่องจากไนซินสามารถทนตํออุณหภูมิที่ใช๎ในการฆําเชื้อจุลินทรีย์ที่ 121 องศาเซลเซียส และยังคงมี
ประสิทธิภาพการท างาน ซึ่งเป็นสมบัติส าคัญที่ไนซินนิยมน ามาใช๎เป็นวัตถุกันเสียในอาหารที่ผําน
กระบวนการความร๎อน 

2) กลไกการยับยั้งการเจริญของเซลล์แบคทีเรีย 

ในกระบวนการฆําแบคทีเรียแกรมบวกนั้น คือการท าให๎ผนังเซลล์ของเซลล์เป้าหมายเกิดเป็น
รูโดยผํานกระบวนการหลายขั้นตอนซึ่ง Wiedemann และคณะ (2001) ได๎เสนอวํากลไกเริ่มจากการ
ที่ไนซินจับกับสํวนที่เป็นคาร์โบไฮเดรตของลิพิด II ในสํวนของปลายอะมิโน หลังจากนั้นปลาย       
คาร์บอกซี ของไนซินจะแทรกเข๎าไปในสํวนของลิพิดในเซลล์เมมเบรนดังรูปที่  2.4ก เป็นผลท าให๎
สารประกอบภายในเซลล์เชํน กรดอะมิโน โปแทสเซียม สารประกอบจ าพวกฟอสเฟต และ ATP ไหล
ออกมาอยํางรวดเร็ว ท าให๎เซลล์ตายในที่สุด (Bauer และ Dicks, 2005, Asaduzzaman และ 
Sonomoto, 2009)   
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การเกิดรูเมมเบรนนั้นมีการอธิบาย 2 รูปแบบที่ตํางกัน Wedge ได๎เสนอวํารูเกิดขึ้นจากการที่
ไนซินจับผิวของลิพิด II จากนั้นเกิดการเคลื่อนตัวแยกเมมเบนออกจากกันกลายเป็นรู ดังรูปที่ 2.4ข 
และ Barrel-Stave เสนอแนวคิดที่วําไนซนิแทรกตัวลึกลงไปในไบเลเยอร์ของเมมเบรน โดยจับกับสาย
เอซิล (acyl chain) ท าให๎เกิดรูดังรูปที่ 2.4ค (Hoffmann และคณะ, 2001)  

 
รูปที่ 2.4 กลไกการท างานของไนซิน (Hoffmann และคณะ, 2001)  
 

2.1.6 การประยุกต์ใช๎ไนซินในอุตสาหกรรม 

 มีการศึกษาประสิทธิภาพการท างานของไนซินในการยับยั้งแบคทีเรียหลากหลายชนิดมาอยําง
ตํอเนื่องดังที่แสดงในตารางที่ 2.2 จึงมีการน าไนซินไปประยุกต์ใช๎ในการยับยั้งแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์
อาหารหลากหลายชนิดเชํน (Suganthi และคณะ, 2012)  

1) ผลิตภัณฑ์จากนม 

ปัจจุบันมีการใช๎ไนซินในผลิตภัณฑ์จากนมอยํางแพรํหลายโดยเฉพาะในเนยแข็ง  ซึ่ง
ไนซินสามารถคงประสิทธิภาพเมื่ออยูํในนมที่ผํานกระบวนการให๎ความร๎อน และสามารถการ
ยับยั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes ในขณะที่ Lactococcus ยังคงเจริญเติบโต
ได๎ (Maisnear-Patin และคณะ, 1992) 

(ก) 

(ข) (ค) 

รูปแบบการจับกันของไนซินและลิพิด II บนเซลล์เมมเบรนแบคทีเรีย 
 

รูปแบบการจับกันของไนซินและลิพดิ II บนเซลล์เมมเบรนของแบคทีเรีย 
 

Growing 
Peptidoglycan chain 

Transglycosylation 
Lipid II 
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2) เนื้อวัว 

การใช๎ไนซินรํวมกับการลดปริมาณไนไตรต์ในเนื้อวัวชํวยยืดระยะเวลาการเก็บรักษา
ได๎ นอกจากนี้ยังมีการใช๎ไนซินรํวมกับ Butylatedhydroxyanisole (BHA) ในไส๎กรอกเนื้อ
เพ่ือยับยั้ง Listeria อีกด๎วย (Sureshkumar และคณะ, 2010)  

3) ปลา 

มีการใช๎ไนซินในการยับยั้งการสร๎างสปอร์ของ C. botulinum ในเนื้อปลาค็อด ปลา
แฮร์ริ่ง และปลาทูนําแลํรมควัน ที่แชํเย็นในอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสและยังมีการศึกษา
พบวําไนซินธรรมชาติและไนซินบริสุทธิ์มีประสิทธิภาพเป็นวัตถุกันเสียได๎เหมือนกันในการใช๎
ยืดอายุการเก็บรักษาปลาได๎นานถึง 31 วัน (Taylor และ Somers, 1987) 

4) การหมักเครื่องดื่มท่ีมีแอลกอฮอล์ 

ไนซินถูกใช๎ในกระบวนการกลั่นแอลกอฮอล์ทั้งที่ใช๎ในเครื่องดื่มและในอุตสาหกรรม 
โดยผสมลงในถังหมักเพ่ือก าจัดแบคทีเรียปนเปื้อนอ่ืน สํงผลให๎ยีสต์สามารถเจริญเติบโตได๎ดี 
มีผลผลิตแอลกอฮอล์มากขึ้น อีกทั้งยังชํวยลดการใช๎กระบวนการฆําเชื้อโดยใช๎ความร๎อน ท า
ให๎ผลิตภัณฑ์เก็บรักษาได๎นาน (Chihib และคณะ, 1999)  

การยอมรับให๎น าไนซินมาใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่มอยํางแพรํหลายนี้เนื่องจาก
ไนซินมีข๎อดีที่เหมาะสม 3 ประการคือ 

1) ไนซินเป็นแบคเทอริโอซินซึ่งจัดเป็นสารที่ผลิตขึ้นโดยแบคทีเรียที่สมบัติคล๎ายสาร
ปฏิชีวนะ แตํไมํได๎ถูกจัดเป็นสารปฏิชีวนะที่ใช๎เพ่ือการรักษาโรคทางการแพทย์ซึ่งห๎ามใช๎ใน
อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่มเนื่องจากไนซินมีข๎อแตกตํางจากสารปฏิชีวนะ ในเรื่องของ
สมบัติการยับยั้งแบคทีเรีย กลําวคือไนซินจะมีขอบเขตการยับยั้งเพียงกลุํมสายพันธุ์ที่
ใกล๎เคียงเทํานั้น (Cleveland และคณะ, 2001) 

2) ไนซินมีความปลอดภัยตํอการบริโภค เนื่องจากไนซินเป็นเพปไทด์ที่ซึ่งถูกยํอยสลาย
ได๎อยํางรวดเร็วโดยโปรตีเอสในทางเดินอาหารของมนุษย์ (Jung, 1991) 

3) แบคทีเรียแลคติกที่ผลิตไนซินที่ใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารนั้นมีความปลอดภัย
เนื่องจากแบคทีเรียแลคติกและผลิตภัณฑ์ที่ได๎จากแบคทีเรียแลคติก มีการบริโภคกันมาอยําง
ยาวนาน และไมํกํอให๎เกิดอันตราย หรือเป็นพิษแกํมนุษย์ นอกจากนี้แบคทีเรียแลคติกยังจัด
อยูํในบัญชีรายชื่อสารซึ่งเป็นที่ยอมรับวําปลอดภัย (Generally recognized as safe; 
GRAS) 
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ตารางที่ 2.2 การประยุกต์ใช๎ไนซินเพื่อยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (Suganthi และคณะ, 2012)  

ผลการศึกษา อ๎างอิง 

การใช๎ไนซินในการยับยั้งการสร๎างสปอร์ของ Clostridium 
และ Bacillus 

การใช๎ไนซินในการยับยั้งการเจริญของ E. coli และ L. 
innocua 

การใช๎ไนซินเพ่ือยับยั้งสปอร์และแบคทีเรียที่ใช๎อากาศชนิด 
Mesophilic ในเนยแข็ง 

การใช๎ไนซินเพ่ือเพ่ิมความไวในการยับยั้ง E.coli ที่ทนตํอ
ความดัน 

การใช๎ไนซินเพ่ือเพ่ิมปริมาณการยับยั้งจุลินทรีย์และฆําเชื้อได๎
ในวงกว๎าง (E.coli และ S.aureus) 

การใช๎ไนซินเพ่ือยับยั้งสปอร์และการอยูํรอดของ  
B. cereus ในเนยแข็ง 

การใช๎ไนซินเพ่ือเพ่ิมการยับยั้งการเจริญของเชื้อในนม 

การใช๎ไนซินเพ่ือยังยั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
scott A ในเนยแข็งรํวมกับการเติมเชื้อสายพันธุ์ที่ผลิตไนซิน
ในไขํไกํ 

(Roberts และ Hoover, 1996) 
 

(Ponce และคณะ, 1998) 
 

(Capellas และคณะ, 2000) 
 

(Garcia-Graells และคณะ, 2000) 
 

(Masschalck และคณะ, 2001) 
 

(Lopez-Pedemonte และคณะ, 
2003) 

(Black และคณะ, 2005) 

(Arques และคณะ, 2005) 
 
 

 

 

2.1.7 ปัจจัยที่สํงผลกระทบตํอการท างานของไนซิน 

แม๎วําไนซินเป็นที่ยอมรับและนิยมใช๎กันอยํางแพรํหลายในอุตสาหกรรม ยังคงมีปัจจัยที่สํงผล
กระทบตํอการท างานของไนซินในการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียในอุตสาหกรรมหลากหลายปัจจัย เชํน 
(Millette และคณะ, 2004)  
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1) โครงสร๎างของอาหาร สํงผลตํอปริมาณพ้ืนที่ผิวสัมผัสของไนซินตํอจุลินทรีย์ 

2) สํวนประกอบในอาหาร เชํน สารอาหาร สํวนผสม เกลือ เอนไซม์ และสารเติมแตํง เป็น

ต๎น ซึ่งสํวนประกอบนี้อาจเข๎าจับกับไนซิน เกิดการตกตะกอนหรือท าลายโครงสร๎างของ

ไนซิน สํงผลตํอประสิทธิภาพการท างานของไนซิน 

3) สภาพการเป็นบัฟเฟอร์ในอาหารโดยไนซินเป็นโปรตีนซึ่งสามารถท างานได๎อยํางมี

ประสิทธิภาพในภาวะความเป็นกรดเบสต่ าและลดประสิทธิภาพลงเมื่อความเป็นกรดเบส

สูงขึ้นอาหารจึงควรมีเป็นบัฟเฟอร์ที่มีคํากรดเบสต่ า 

4) สมบัติทางกายภาพของอาหาร เชํน คําความเป็นกรดเบส อุณหภูมิ แอกทิวิตีของน้ า (aw) 

ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ ปริมาณออกซิเจน และศักย์รีดอกซ์ (redox potential)  

เป็นต๎น ซึ่งสํงผลตํอความเสถียรของไนซินและประสิทธิภาพการท างานของไนซินด๎วย 

5) ปริมาณความเข๎มข๎นของจุลินทรีย์ถ๎ามีปริมาณความเข๎มข๎นมากเกินไป ไนซินไมํสามารถ

ยับยั้งการเจริญได๎ทั้งหมด สํงผลให๎จุลินทรีย์ที่เหลือนั้นเจริญกลับมาจนมีปริมาณมาก

พอจะกํอให๎เกิดโรค 

ปัจจัยเหลํานี้สํงผลให๎เกิดการดูดซับหรือบดบัง ท าให๎ไนซินไมํสามารถซึมผํานอาหารเพ่ือไป
สัมผัสกับจุลินทรีย์ที่ต๎องการก าจัด หรือท าให๎ไนซินอยูํในสภาพที่ไมํสามารถออกฤทธิ์ได๎ ปัจจุบันมี
การศึกษาวิธีการแก๎ปัญหานี้ด๎วยวิธีการควบคุมการปลดปลํอยไนซินและปกป้องไนซินจากการรบกวน
จากสิ่งแวดล๎อมด๎วยวิธีการตรึงไนซินด๎วยวิธีตํางๆ เชํน Immobilization, Entrapment หรือ 
Encapsulation (Suganthi และคณะ, 2012)  

นอกจากนี้ ไนซินยังมีข๎อจ ากัดในการท างานเมื่อใช๎ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรม
ลบ เนื่องจากไนซินเป็นแบคเทอริโอซินที่ออกฤทธิ์อยํางมีประสิทธิภาพสูงในแบคทีเรียแกรมบวก แตํ
ในแบคทีเรียแกรมลบมีผนังเซลล์ชั้นนอกประกอบไปด๎วยไลโพพอลิแซ็กคาไรด์ (lipopolysaccharide; 
LPS) ซึ่งขัดขวางไมํให๎ไนซินสามารถสัมผัสกับเมมเบรนที่อยูํภายในได๎ ดังนั้นไนซินจึงไมํสามารถออก
ฤทธิ์ก าจัดแบคทีเรียแกรมลบได๎ (Hoffmann และคณะ, 2001)  

2.1.8 การเพ่ิมประสิทธิภาพในการใช๎ไนซิน 

 เนื่องจากข๎อจ ากัดในการท างานเมื่อใช๎ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งเกิด
จากการการสกัดกั้นการท างานไว๎ด๎วยผนังเซลล์ชั้นนอก ภายหลังจึงมีการวิจัยและพัฒนาเพ่ิมศักยภาพ
ในการท างานของไนซินโดยการใช๎ไนซินรํวมกับวิธีทางกายภาพอ่ืนๆ เชํน ความร๎อนและความดัน 
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นอกจากนี้ยังมีการใช๎สารเพ่ิมเติมอ่ืนจ าพวกสารลดแรงตึงผิวสารคีเลต และสารเสริมตํางๆเพ่ือให๎
สามารถออกฤทธิ์ก าจัดได๎ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ สารที่นิยมใช๎ เชํน  

1) กรดเอธิลีนไดเอมีนเททราอะซิติก (ethylenediaminetetraacetic acid; EDTA) 
สามารถจับแมกเนเซียมและแคลเซียมไอออน สํงผลให๎ LPS เกิดความไมํเสถียร 
ดังนั้นไนซินจึงสามารถเข๎าสูํชั้นเมมเบรนได๎ (Millette และคณะ, 2004)  

2) แลคโทเฟอร์ริน เป็นสารที่ได๎จากธรรมชาติ สามารถจับกับประจุบวก ชํวยลดประจุ
ของภาวะแวดล๎อมของแบคทีเรีย ท าให๎ LPS เสียสภาพจึงเป็นการเปิดโอกาสให๎ไน
ซินผํานเข๎าไปยังบริเวณที่สามารถท างานได๎ในเซลล์ เป็นผลให๎ไนซินออกฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมลบได๎ (Gálvez และคณะ, 2007)  

3) กรดแลคติก เกิดจากการสังเคราะห์โดยแบคทีเรียที่สามารถสร๎างกรดแลคติก 
สามารถยับยั้งกระบวนการเมแทบอลิซึมที่จ าเป็นตํอการด ารงชีพ กรดแลคติกที่อยูํ
ในรูปไมํแตกตัวจะซึมผํานเข๎าสูํเซลล์ของแบคทีเรีย จากนั้นจะแตกตัวเป็นไอออน
ภายในเซลล์ท าให๎ปริมาณประจุภายในเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลง สํงผลให๎ LPS เยื่อ
หุ๎มเซลล์ และ เพปทิโดไกลแคน เสียเสถียรภาพ เป็นผลให๎ไนซินออกฤทธิ์ที่บริเวณ
เป้าหมายยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได๎ (Gálvez และคณะ, 2007)  

4) เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (cetylpyridinium chloride; CPC) ซึ่งเป็นสารที่มีประจุ
บวกท าให๎สามารถจับกับฟอสเฟตซึ่งมีประจุลบท าให๎ LPS เสียสภาพ สํงผลให๎ไนซิน
สามารถผํานเข๎าสูํบริเวณท่ีสามารถท างานได๎ สํงผลให๎ไนซินออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
แกรมลบได๎ (Gálvez และคณะ, 2007)  

Fang และ Tsai (2003) ท าการศึกษาสารตํางๆที่เพ่ิมประสิทธิภาพของไนซินในการยับยั้งการ
เจริญของ E. coli O157:H7 ผลการทดลองพบวํา การใช๎ไนซินรํวมกับสารอ่ืนเชํน EDTA กรดอะซิติก 
และโปแทสเซียมซอร์เบต ที่ถูกตรึงอยูํบนแคลเซียมแอลจิเนต สามารถลดการเจริญของแบคทีเรียชนิด
นี้ได๎อยํางมีนัยส าคัญ  

Thongbai และคณะ (2005)  ใช๎เซทิลพริดิเนียมคลอไรด์และไนซินรํวมกับการใช๎คําความ
เป็นกรดเบสและอุณหภูมิที่แตกตํางกันในการยับยั้งการเจริญของ Salmonella Typhimurium โดย
เปรียบเทียบรูปรํางลักษณะของเซลล์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) โดยพบวํา
เซลล์มีรูปรํางลักษณะผิดปกติ ผนังเซลล์ชั้นนอกขาดหาย สํงผลให๎เซลล์ตายในที่สุด 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ethylenediaminetetraacetic_acid
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Garde และคณะ (2014)  ศึกษาการท างานของรูเทอรินและไนซินที่ผลิตจากแบคทีเรีย    
แลคติกที่ในการยับยั้งการเจริญของ Clostridium perfringens ทั้งเซลล์และสปอร์ ซึ่งผลการทดลอง
พบวํารูเทอรินและไนซินมีคําความเข๎มข๎นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของเซลล์และสปอร์เทํากับ 
2.03–16.25 มิลลิโมลาร์ และ 0.78–12.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงให๎เห็นถึง
ประสิทธิภาพในการยับยั้งทั้งเซลล์และสปอร์ของ C. perfringens 

Shin และคณะ (2015) ศึกษาประสิทธิภาพในการท างานของไนซินตํอการยับยั้งแบคทีเรีย
หลายชนิดที่ผลิตไบโอฟิล์มในชํองปาก พบวําที่ความเข๎มข๎น 2.5-50 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ไนซินสามารถ
รบกวนการผลิตไบโอฟิล์มได๎อยํางมีประสิทธิภาพ สํงผลให๎มีปริมาณและความหนาของไบโอฟิล์มลดลง 
อีกท้ังยังไมํสํงผลตํอเซลล์มนุษย์ถึงแม๎จะได๎รับไนซินที่มีความเข๎มข๎นสูง (>200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

Meira และคณะ (2016) พัฒนาฟิล์มนาโนคอมโพสิตเพ่ือใช๎ในการยืดอายุการรักษาอาหาร 
โดยศึกษาประสิทธิภาพการท างานของไนซินที่บนเคลือบฟิล์มนาโนคอมโพสิตเพ่ือยับยั้งการเจริญของ 
Listeria monocytogenes บนพ้ืนผิวเนยแข็ง ผลการทดลองพบวําหลังจาก 4 วัน ไนซินสามารถลด
การเจริญของ L. monocytogenes ที่ปริมาณไนซิน 2 กรัม และสามารถยับยั้งได๎อยํางสมบูรณ์ที่
ปริมาณไนซิน 6 กรัมแสดงให๎เห็นวําไนซินสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร
ในการใช๎รํวมกับฟิล์มนาโนคอมโพสิตได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 

 

2.2 เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (cetylpyridinium chloride; CPC) เป็นสารยับยั้งการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์ มีการน ามาใช๎งานกันอยํางแพรํหลายในเครื่องอุปโภคทั่วไปเชํน น้ ายาท าความสะอาด
และน้ ายาฆําเชื้อโรค โดยเฉพาะในด๎านการรักษาความสะอาดในชํองปาก เชํน ยาสีฟัน , ยาบ๎วนปาก, 
ยาอมแก๎เจ็บคอและสเปรย์ฉีดในล าคอ เนื่องจากเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์นั้นมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ตัวอยํางเชํน E. coli, Salmonella sp., 
Campylobacter jejuni, Aeromonas hydrophila, Staphylococcus aureus และ Listeria 
monocytogenes เป็นต๎น (Pohlman และคณะ, 2002) อีกทั้งยังสามารถก าจัด plaque ที่สะสม
ตามรํองฟันและพ้ืนผิวฟัน รวมไปถึงยับยั้งการเจริญของไวรัสและยีสต์ได๎อีกด๎วย ซึ่งได๎รับการรับรอง
จากองค์การอาหารและยาแหํงสหรัฐอเมริกา (FDA)  วํามีประสิทธิภาพในการชํวยรักษาสุขอนามัยใน
ชํองปากอยํางกว๎างขวาง (Jimenez-Villarreal และคณะ, 2003, Bosilevac และคณะ, 2004) 
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2.2.1 โครงสร๎างของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

เซทิลไพริดิ เนียมคลอไรด์ เป็นสารประกอบเกลือแอมโมเนียมจตุรภูมิ  (quaternary 
ammonium compound; QAC) ซึ่งสามารถจัดได๎อยูํในกลุํมของเกลือแอมโมเนียมเฮเทอโรแอโร
มาติก (heteroaromatic ammonium salt) มีชื่อทางเคมีวํา 1-เฮกซะเดซิลไพริดิเนียมคอไรด์ มีสูตร
ทางเคมีคือ C21H38NCl มีน้ าหนักโมเลกุล 339.98 เนื่องจากมีหมูํแอลคิลหนึ่งสาย สํวนที่เหลือเป็น   
แอโรมาติก จึงกลําวได๎วํามีไนโตรเจนจตุรภูมิ (quaternary  nitrogen) ซึ่งเป็นสํวนประกอบของ    
แอโรมาติกเหมือนไพริดีน (pyridine) ดังรูปที่ 2.5 โครงสร๎างของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์สํงผลให๎มี
ความสามารถละลายในน้ าได๎ดี แตํไมํละลายในอะซีโตน กรดอะซิติก หรือเอทานอล ปราศจากสี มี
สมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก (cation surfactant) (Al-Musallam และคณะ, 2006)   

 

รูปที่ 2.5 โครงสร๎างของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 
(ดัดแปลงจาก http://www.perioexpertise.com/en/cetylpyridinium-chloride-cpc) 

2.2.2 สมบัติของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

 เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์นั้นมีประสิทธิภาพในการยับยั้งได๎ในวงกว๎าง ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก
และแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งการเจริญของไวรัสและยีสต์ได๎อีกด๎วย นอกจาก
เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์จะเป็นสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพแล๎ว ข๎อดีของสารนี้คือมีความคง
ตัวสูงในชํวงอุณหภูมิที่กว๎าง  และสามารถทนตํอน้ ากระด๎างได๎  ซึ่งสํงผลให๎เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์
ยังคงมีประสิทธิภาพดีในการป้องกันการยึดเกาะของแบคทีเรีย (Breen และคณะ, 1997) นอกจากนี้
การน าเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มาใช๎ในอุตสาหกรรม เชํน ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ปีกแปรรูป และเนื้อวัว 
เป็นต๎น ไมํสํงผลกระทบตํอลักษณะทางกายภาพของผลิตภัณฑ์ ซึ่งแสดงให๎เห็นวําเซทิลไพริดิเนียม
คลอไรด์มีความสามารถในการป้องกันและลดการปนเปื้อนของแบคทีเรียได๎เป็นอยํางดี  ได๎รับการ
รับรองวําปลอดภัยจากองค์การอาหารและยาแหํงสหรัฐอเมริกา (FDA) สามารถใช๎ได๎กับพ้ืนผิวของ
อาหารอีกด๎วย (Breen และคณะ, 1997)  

สํวนที่มีข้ัว สํวนที่มีไมํมีขั้ว 
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2.2.3 กลไกการยับยั้งจุลินทรีย์ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

กลไกการยับยั้งจุลินทรีย์ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ เกิดจากสมบัติการเป็นสารลดแรงตึงผิว
จากบริเวณมีขั้วและไมํมีขั้วของโมเลกุล ซึ่งมีประจุสุทธิเป็นประจุบวก สํงผลให๎เซทิลไพริดิเนียมคลอ
ไรด์สามารถเข๎าจับกับประจุลบบริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรียได๎  (Petrocci, 1977) หลังจากนั้น
เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์จะซึมผํานเข๎าผนังเซลล์เข๎าไป สํงผลให๎เกิดความไมํสมดุลในการควบคุม
แรงดันออสโมติกระหวํางภายในและภายนอกเซลล์ และเข๎าไปรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึม
ภายในเซลล์ ท าลายผนังเซลล์และเซลล์เมมเบรน  เซลล์จึงหยุดการแบํงเซลล์ และสํงผลกระทบท าให๎
เซลล์ตายในที่สุด ดังรูปที่ 2.6 โดยฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์ของสารประกอบเกลือแอมโมเนียมจะมี
ความสัมพันธ์โดยตรงกับความยาวของสายคาร์บอน  ซึ่งสารประกอบเกลือแอมโมเนียมที่มีหมูํแอลคิล
ในชํวง C12-C16 จะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสูง   โดย  C14  จะมีประสิทธิภาพยับยั้งสูงสุด 
(Cords, 1983) 

 

รูปที่ 2.6 กลไกการยับยั้งจุลินทรีย์ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 
(ดัดแปลงจาก http://www.perioexpertise.com/en/cetylpyridinium-chloride-cpc) 

จากกลไกการออกฤทธิ์  แสดงให๎เห็นวําเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มีประสิทธิภาพในยับยั้ง

แบคทีเรียได๎อยํางกว๎างขวาง โดยมีการรายงานไว๎วําประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ของเซทิลไพริดิเนียม

คลอไรด์ในการฉีดเข๎าเส๎นเลือด LD50 ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ในหนูอยูํที่  30 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม ในกระตํายคือ 36 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตรงกันข๎ามกับการใช๎ในชํองปากนั้นมีคําที่สูงขึ้นโดย 

LD50 ในหนูแรตเทํากับ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในกระตํายคือ 400 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และในหนู

เมาส์เทํากับ 108 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (Lewis, 1996)  

การจับกันระหว่าง 
CPC และเซลล์
แบคทีเรีย 

การรบกวนระบบ
เมแทบอลิซึมของ 

CPC ต่อเซลล์
แบคทีเรีย 

การเข้ามาของ 
CPC  

การยับยั้งการเจรญิ
ของแบคทีเรีย 
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2.2.5 การประยุกต์ใช๎เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ถูกน าไปใช๎ในเชิงพาณิชย์กันอยํางแพรํหลาย โดยเฉพาะอยํางยิ่งใน
สุขอนามัยชํองปากซึ่งมีรายงานการใช๎เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์อยํางปลอดภัยมามากกวํา 30 ปี  
(Breen และคณะ, 1995) ในด๎านการใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารนั้นนิยมน ามาใช๎ยืดอายุการเก็บรักษา
ของอาหารโดยวิธีการแชํหรือฉีดพํนเพื่อป้องกันการยึดเกาะของแบคทีเรียได๎ (Wang และคณะ, 1997) 
นอกจากนี้เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ได๎รับการยอมรับวํามีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์และนิยม
ใช๎เป็นสารเพ่ือลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ผักสดแปรรูป  และเนื้อสัตว์
แปรรูปกันอยํางกว๎างขวาง (Wang และคณะ, 2001, Yang และคณะ, 2003) 

 Pohlmana และคณะ (2002) ได๎ศึกษาประสิทธิภาพของของ 0.5% เซทิลไพริดิเนียมคลอ
ไรด์ในการยับยั้ง Salmonella Typhimurium และ E. coli บนเนื้อบด กํอนเก็บรักษาผลิตภัณฑ์
ภายใต๎ภาวะที่มีอากาศและภายใต๎ภาวะสุญญากาศ วัดปริมาณเชื้อ สี และคุณลักษณะทางประสาท
สัมผัส ผลการทดลองพบวําเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ได๎ในทั้งสอง
ภาวะตลอดระยะเวลา 7 วัน นอกจากนี้ยังท าให๎ลักษณะเนื้อสัมผัสยังคงมีสีแดง จึงสรุปวํา         
เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 0.5% ไมํสํงผลกระทบตํอสีและกลิ่นของเนื้อบดตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษา 

 ขอไพบูลย์ (2548) ได๎ศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของ เซทิลไพริดิ
เนียมคลอไรด์ 0.5% ความตํอ  E. coli ในเนื้อสันนอกหมูที่ผํานการฆําเชื้อด๎วยแสง UV ซึ่งผลทดลอง
พบวําเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 0.5% มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง E. coli และท าให๎เนื้อเกิดการ
สูญเสียของเหลวน๎อย นอกจากนี้ยังชํวยรักษาให๎เนื้อยังคงมีสีแดงและคุณภาพทางประสาทสัมผัสของ
เนื้อหมูอีกด๎วย 

 Singh และคณะ (2005) ศึกษาประสิทธิภาพของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์บนชิ้นเนื้อสไลด์ 
และก๎อนชิ้นเนื้อที่ถูกเติมด๎วย L. monocytogenes กํอนเก็บรักษา  ซึ่งผลการทดลองพบวํา      
เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง L. monocytogenes โดยชิ้นเนื้อสไลด์ซึ่งมี
ปริมาณลดลงทันที  2 log CFU/cm2  และในก๎อนชิ้นเนื้อลดลงทันที  4 log CFU/cm2  โดยตลอด
ระยะเวลา 42  วัน พบวําชิ้นเนื้อที่เก็บรักษาโดยใช๎เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์นั้นยังมีปริมาณเชื้อต่ ากวํา
ชิ้นเนื้อทั้งสองแบบท่ีไมํมีการใช๎เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ นอกจากนี้ยังพบวําเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์
มีผลกระทบเพียงเล็กน๎อยกับสีของชิ้นเนื้อในระหวํางการเก็บรักษา  จึงสรุปได๎วําเซทิลไพริดิเนียม  
คลอไรด์มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ L. monocytogenes ในระหวํางการเก็บรักษาชิ้นเนื้อสไลด์
และก๎อนชิ้นเนื้อได๎ 
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 Thongbai และคณะ (2005) ศึกษาการท างานรํวมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียม     
คลอไรด์ตํอการยับยั้ง Salmonella Typhimurium ในนํองไกํดิบ ผลการทดลองพบวําในนํองไกํดิบที่
มีเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 0.5% (w/v) ที่เวลา 120 วินาที และจากนั้นเติมไนซิน 100 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร นานอีกเป็นเวลา 30 นาทีสามารถลดปริมาณของ Salmonella Typhimurium ได๎มาก
ที่สุด ซึ่งแสดงให๎เห็นวําการท างานรํวมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์สามารถชํวยยืดอายุ
การเก็บรักษานํองไกํได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 

Lim และ Mustapha (2007) ศึกษาผลกระทบจาก 0.5% เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 0.12% 
แอซิดิฟายด์โซเดียมคลอไรต์ (ASC) และสารผสมทั้งสองสารในปริมาณที่เทํากัน (0.25% CPC- 
0.06% ASC) ตํอ Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus aureus ที่ปนเปื้อนบนเนื้อที่หั่นบาง และพํนบนพ้ืนผิวเนื้อ โดยภายหลังการ
ทดลองพบวํา 0.5% เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง  E. coli O157:H7,         
L. monocytogenes และ S. aureus แตกตํางกัน โดยเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์มีประสิทธิภาพใน
การลดปริมาณ L. monocytogenes ได๎ดีที่สุด  โดยตรวจไมํพบเชื้อตั้งแตํวันแรกที่พํนสารตลอดจน
วันสุดท๎ายเวลาการเก็บรักษา  นอกจากนี้ยังพบวําเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์สํงผลกระทบตํอลักษณะ
เนื้อสัมผัส  สี และกลิ่นของชิ้นเนื้อสไลด์เพียงเล็กน๎อยเทํานั้น ซึ่งแสดงให๎เห็นวําเซทิลไพริดิเนียมคลอ
ไรด์สามารถน ามาใช๎ในการควบคุมปริมาณแบคทีเรียที่เจริญบนผิวเนื้อได๎โดยยังคงรักษาคุณภาพเนื้อไว๎ 

ทองใบ (2010) ศึกษาผลของเซทิลไพริดิ เนียมคลอไรด์และกรดแลคติกตํอการยับยั้ง 
Escherichia coli O157:H7 ที่ปนเปื้อนบนถั่วงอก โดยน าถั่วงอกแชํด๎วยเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ที่
ความเข๎มข๎นตํางกัน ผลการทดลองพบวําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ กรด
แลคติก และเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์รํวมกับกรดแลคติกที่สามารถลดปริมาณ E. coli O157:H7 บน
ถั่วงอก คือ 4.0%w/v, 2.0%v/v และ 0.5%w/v ตํอ 2.0%v/v ตามล าดับ ซึ่งแสดงให๎เห็นถึง
ประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ที่สามารถน ามาใช๎ยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ในการล๎างผักผลไม๎สดเพ่ือเพ่ิมความปลอดภัยในอาหาร 

2.2.4 ปัจจัยที่สํงผลตํอเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

ประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ของสารประกอบเกลือแอมโมเนียมจะมี
ความสัมพันธ์โดยตรงกับปัจจัยหลายอยําง ได๎แกํ เวลาที่สารสัมผัสกับจุลินทรีย์เป้าหมายในระยะเวลา
เพียงพอตํอการออกฤทธิ์ของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ พ้ืนผิวสัมผัสกับจุลินทรีย์ต๎องมีมากพอไมํถูกดูด
ซับหรือบดบังซึ่งสํงผลตํอการเข๎าไปออกฤทธิ์ตํอจุลินทรีย์เป้าหมาย นอกจากนี้คําความเป็นกรดเบส
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อุณหภูมิที่รุนแรง ความกระด๎างของน้ ามากนั้น สามารถสํงผลตํอโครงสร๎างของเซทิลไพริดิเนียม    
คลอไรด์ ท าให๎ประสิทธิภาพการท างานลดลงได๎อีกด๎วย (Kim และ Slavik, 1996)  

ความไมํชอบน้ ายังเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่สํงผลตํอประสิทธิภาพการท างานโดยโครงสร๎างของ
เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ประกอบไปด๎วยสํวนที่ชอบน้ าและไมํชอบน้ า  ซ่ึงสํวนที่ชอบน้ าหรือสํวนที่เป็น
ประจุบวกสามารถเกิดปฏิกิริยาโดยจับกับฟอสเฟตซึ่งมีประจุลบของเยื่อหุ๎มชั้นนอกของแบคทีเรีย และ
สามารถออกฤทิ์ยับยั้งแบคทีเรียนั้นได๎ในที่สุด (Albert-Kiszely และคณะ, 2007, Lim และ 
Mustapha, 2007) 

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบมีโครงสร๎างแตกตํางกันโดยพบวําประจุลบของกรดไทโคอิก
ซึ่งจะพบเฉพาะในแบคทีเรียแกรมบวก  สามารถเกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์
ได๎งําย ผิวเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกมีสํวนที่ไมํชอบน้ าซึ่งมีประจุลบมากกวํา จึงสามารถ
เกิดปฏิกิริยากับโมเลกุลสํวนที่ชอบน้ าหรือโครงสร๎างสํวนที่เป็นประจุบวกของเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์
ได๎ดีกวําเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียแกรมลบ  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะรบกวนกระบวนการหายใจ
ของแบคทีเรียแกรมบวก (Kim และ Slavik, 1996, Lim และ Mustapha, 2007) 

 

2.3 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดชนิด Field emission 

 กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field emission (Field emission 
scanning electron microscopy; FE-SEM) (รูปที่ 2.7) เป็นกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํอง
กราดชนิดหนึ่งที่ใช๎เป็นเครื่องมือศึกษาภาพของวัตถุตํางๆ ภายนอก โดยภาพที่ได๎มีก าลังขยายที่สูงถึง 
1,000,000 เทํา จึงสามารถศึกษาได๎ถึงระดับนาโน ภาพที่ได๎เป็นภาพ 3 มิติ ศักย์เรํงอิเล็กตรอน
สามารถปรับได๎ในชํวง 0.5-30 kV แหลํงก าเนิดอิเล็กตรอนของ FE-SEM นั้น เกิดจาก Field emitter 
โดยการปลดปลํอยอิเล็กตรอนเกิดจากการดึงอิเล็กตรอนจากปลายลวดขนาดเล็กที่มีรัศมีประมาณ 
100 นาโนเมตร ด๎วยสนามไฟฟ้าจึงท าให๎ภาพที่ได๎มีความละเอียดสูงและมีความสวําง จึงเหมาะในการ
น ามาศึกษาความตื้นลึกและพ้ืนผิวของวัตถุซึ่งสามารถน าไปใช๎ได๎หลากหลายสาขา เชํน วัสดุศาสตร์ 
วิศวกรรม การแพทย์ เครื่องส าอางค์ รวมไปถึงการศึกษาทางชีวภาพ (Pawley, 1997, Bogner และ
คณะ, 2007)  
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รูปที่ 2.7 ภาพถํายภายนอกของกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (FE-SEM) รุํน versa 3D 
ของบริษัท FEI 

2.3.1 หลักการท างานของกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field emission 

กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field emission มีเครื่องก าเนิดอิเล็กตรอนที่
เกิดจากกระแสไฟฟ้าแรงสูงสํงไปยังปลาย Filament ที่เป็นคริสตัลทังสเตนแหลม โดยมีขั้วแอโนด 2 
ขั้ว (Pawley, 1997) (รูปที่ 2.8) จากนั้นอิเล็กตรอนผํานเลนส์รวม (condenser lenses) เพ่ือท าให๎
อิเล็กตรอนรวมตัวกันกลายเป็นล าอิเล็กตรอน ซึ่งภาพที่มีความคมชัดนั้นเกิดจากล าอิเล็กตรอนที่มี
ขนาดเล็ก จากนั้นล าอิเล็กตรอนจะผํานเลนส์ใกล๎วัตถุเพ่ือปรับระยะโฟกัสและถูกกราดไปยังผิววัตถุที่
ต๎องการศึกษาสํงผลให๎เกิดอิเล็กตรอนทุติยภูมิสํงสัญญาณไปยังตัวรับและแปลงสัญญาณไปแสดงผล
บนหน๎าจอ (Vernon-Parry, 2000) (รูปที่ 2.9) 

 
รูปที่ 2.8 การจ าลองหลักการท างานของเครื่องก าเนิดอิเล็กตรอนแบบ Field emission 
(http://www.semitracks.com/blog/) 
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รูปที่ 2.9 ภาพจ าลองหลักการท างานของกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด 
(http://bioaccent.org/microbiology/microbiology05.php) 

2.3.2 ประเภทการท างานของกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field 
emission 

การแบํงประเภทกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field emission แบํงได๎จาก
เครื่องก าเนิดอิเล็กตรอนแบบ Field emission โดยแบํงออกเป็น 2 ประเภท คือ  

1) Cold-field emission (CEM)  

คริสตัลทังสเตนทิปที่ใช๎รูปรํางเป็นแทํง ปลายแหลม อิเล็กตรอนจะผํานไปใน
อุณหภูมิห๎อง ล าอิเล็กตรอนที่ถูกปลํอยออกมามีเส๎นผํานศูนย์กลางขนาดประมาณ 1-2 นาโน
เมตร ซึ่งมีพลังงานรบกวนวัตถุตัวอยํางน๎อย ไมํสํงผลในการท าลายวัตถุมากนัก เหมาะแกํ
การศึกษาวัตถุท่ีมีความไวตํอความร๎อน (Bogner และคณะ, 2007)  

2) Thermal-field emission (TEM) หรือ Schottky-Emission  

คริสตัลทังสเตนทิปที่ใช๎ถูกเคลือบด๎วยเซอร์โคเนียมไดออกไซด์ (ZrO2) เป็นชั้นบางๆ 
อิเล็กตรอนจะผํานไปในอุณหภูมิสูง ซึ่งสํงผลให๎ทิปมีความสะอาด ชํวยลดความไมํเสถียรและ
สิ่งรบกวนอื่นได๎ อยํางไรก็ตามการใช๎งานในความร๎อนสูงนั้นสามารถสํงผลแกํวัตถุที่มีความไว
ตํอความร๎อนได๎ (Bogner และคณะ, 2007) 
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2.3.4 การประยุกต์ใช๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราดชนิด Field emission  

การศึกษาด๎วยกล๎อง FE-SEM นั้นเป็นที่นิยมเป็นอยํางมากในหลากหลายสาขา เนื่องจากภาพ
ที่ได๎มีความละเอียดสูงจึงสามารถเห็นรายละเอียดบนพ้ืนผิวได๎อยํางชัดเจน อีกทั้งยังศึกษาความชัดลึก
ของวัตถุตัวอยํางได๎อีกด๎วย ในการศึกษาด๎านชีวภาพนั้น FE-SEM เป็นเครื่องมือที่ใช๎กันอยําง
แพรํหลาย โดยเฉพาะอยํางยิ่งในด๎านจุลชีววิทยาในการศึกษาเซลล์แบคทีเรีย 

Gorby และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตลวดโลหะนาโนด๎วย S. oneidensis MR-1, P. 
thermopropionicum และ M. thermoautotrophicus ผลการทดลองพบวําสามารถสร๎างลวด
โลหะที่มีขนาดอยูํในระดับนาโนเมตรได๎จากภาพ FE-SEM (รูปที่ 2.10) โดยแบคทีเรียเหลํานี้สามารถ
รีดิวซ์ไอออนเหล็กในสารละลายให๎กลายเป็นเส๎นสวดโลหะที่รวมกันเป็นมัดได๎โดยกลุํมเส๎นลวดเหลํานี้
มีคําการน าไฟฟ้าสูงสามารถน าไปประยุกต์ใช๎งานได๎  

 

รูปที่ 2.10  ภาพลวดนาโนที่ผลิตจาก S. oneidensis MR-1 และ P. thermopropionicum เจริญ
รํวมกับ M. thermoautotrophicus ภายใต๎ SEM และ STM โดยแสดงภาพ SEM ของ               
S. oneidensis (ก) ภาพ STM ยืนยันการเหนี่ยวน าไฟฟ้าของลวดนาโนที่ยื่นออกมาผลิตจาก           
S. oneidensis MR-1 (ข) ภาพ SEM แสดง P. thermopropionicum และ M. thermoauto 

trophicus ที่มีลวดนาโนเชื่อมระหวํางเซลล์ (ค) และภาพ STM แสดงลักษณะลวดนาโนที่มีคําการน า
ไฟฟ้าสูงและลักษณะโครงสร๎างเป็นเส๎นขนาดเล็กที่รวมกลุํมกัน (ง) (Gorby และคณะ, 2006) 

(ก) (ข) 

(ค) 

(ง) 
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Ishii และคณะ (2004) ไดศ๎ึกษารูปแบบของรยางค์ของ Acinetobacter Tol 5 ภายใต๎กล๎อง 
FE-SEM จากผลการทดลองแสดงให๎เห็นวํารูป FE-SEM สามารถพิจารณารูปแบบรยางค์ของเซลล์ได๎
อยํางชัดเจน โดยพบวํารยางค์แบบเส๎นตรงจะยืดออกไปเป็นแนวตรงจับกับพ้ืนผิวด๎านลํางโดยไมํแตก
แขนงและเชื่อมโยงกับเซลล์อ่ืนด๎วยความยาวหลายร๎อยนาโนเมตร สํวนรยางค์แบบเหี่ยวยํนจะติดกับ
พ้ืนผิวหรือเซลล์อ่ืนด๎วยจ านวนที่มากกวํา (รูปที่ 2.11) 

 

รูปที่ 2.11 ภาพ FE-SEM ของ Tol 5 ที่เรียงตัวกันเป็นกลุํมก๎อนหลายชั้น (ก) ลักษณะการยึดเป็น
เส๎นตรงของเซลล์กับพ้ืนผิว (ข-ง) และลักษณะการยึดของเซลล์เป็นแบบเส๎นเหี่ยวยํนจากเซลล์ไปยัง
พ้ืนผิว (จ-ฉ) (Ishii และคณะ, 2004) 
 

 ได๎ศึกษาการยับยั้งการเจริญของ S. aureus และ E. coli ด๎วยอนุภาคซิลเวอร์นาโน ภาพ
ภายใต๎กล๎อง FE-SEM พบเปลี่ยนแปลงของเซลล์ได๎อยํางชัดเจน จากผลการทดลองแสดงให๎เห็นวํา
อนุภาคซิลเวอร์นาโนมีผลในการยับยั้งการเจริญและการสืบพันธุ์ได๎อยํางรวดเร็ว โดยการเปลี่ยนแปลง
คํา pH และอุณหภูมิจะไมํสํงผลตํอประสิทธิภาพในการท างานของอนุภาคซิลเวอร์นาโน นอกจากนี้
อนุภาคซิลเวอร์นาโนยังมีผลท าให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรํางของเซลล์ด๎วย (รูปที่ 2.12) 

 
 

(ก) (ข) (ค) 

(ง) (จ) (ฉ) 
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รูปที่ 2.12 ภาพ FE-SEM ของ S. aureus (ก) S. aureus ถูกยับยั้งด๎วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์ (ข)  E. 

coli (ค) และ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยอนุภาคนาโนซิลเวอร์ (ง) (Kim และคณะ, 2011) 

Song และคณะ (2011) ศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียด๎วยสารประกอบ Quaternary 
ammonium บนพ้ืนผิวอนุภาคนาโนซิลิกา โดยศึกษาลักษณะเซลล์ด๎วยกล๎อง FE-SEM จากผลการ
ทดลองพบวําเมื่อเติมสารประกอบ Quaternary ammonium silane (QAS)  มีผลท าให๎ผนังเซลล์
ด๎านนอกถูกท าลายอยํางรุนแรงจนไมํสามารถระบุลักษณะรูปรํางได๎ โดยประจุบวกของ  Quaternary 
ammonium ใน QAS เข๎าจับกับโครงสร๎างลิพิดไบเลเยอร์บนเยื่อหุ๎มเซลล์ของแบคทีเรียจึงท าให๎   
เยื่อหุ๎มเซลล์ถูกท าลาย เนื่องจากสารชนิดนี้มีคุณสมบัติไมํชอบน้ าจึงเข๎ากับเยื่อหุ๎มเซลล์ได๎ดีและ
ประกอบกับความสามารถในการท าลายเยื่อหุ๎มเซลล์จึงท าให๎เกิดการท าลายที่รุนแรง (รูปที่ 2.13) 

 

รูปที่ 2.13 ภาพ FE-SEM แสดงเซลล์ E. coli, S. aureus และ D. geothermalis ที่ภาวะตํางๆ 
(ภาวะควบคุม, เติมสาร OdS และ เติมสาร QAS) แถบสเกลขนาด 1 ไมโครเมตร (Song และคณะ, 
2011)  

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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2.4 กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic force microscopy, AFM) เป็นกล๎องจุลทรรศน์ชนิด
หัวอํานกราดวิเคราะห์ (Scanning Probe Microscopy หรือ SPM) ชนิดหนึ่งทีพั่ฒนาขึ้นเพ่ือใช๎วัดคํา
โดยตรงจากแรงระหวํางโมเลกุลที่มีลักษณะความละเอียดถึงระดับอะตอม (รูปที่ 2.14) ใช๎ในการ
ถํายภาพวัตถุหรือตรวจสอบลักษณะพ้ืนผิวที่มีขนาดเล็กในระดับนาโนเมตร และแสดงภาพออกมาเป็น 
3 มิติ กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมสามารถน ามาใช๎เพ่ือศึกษาสมบัติของพ้ืนผิวตํางๆ  ได๎หลากหลาย
รวมถึงการวัดคําแรงเสียดทาน Adhesion และ Viscoelastic ซึ่งการหาสมบัติ Viscoelastic นั้น
สามารถหาได๎จากคํา Young’s modulus, Imaging magnetic หรือ แรงไฟฟ้าสถิตย์ (Jalili และ 
Laxminarayana, 2004, Hilal และคณะ, 2006)  

 
รูปที่ 2.14 ภาพถํายภายนอกของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมรุํน Bio-AFM ของบริษัท JPK 
Instruments 

การท างานของกล๎องนี้ท าให๎สามารถน าไปประยุกต์ใช๎ได๎ในวงกว๎างแม๎กระทั่งบนพ้ืนผิวที่เป็น
ฉนวนไฟฟ้า เชํน  พอลิเมอร์ สารกึ่งตัวน า วัสดุ ฟิล์ม เส๎นใย รวมไปถึงผงฝุ่นในอากาศหรือในของเหลว 
ปัจจุบันมีการน ามาใช๎ศึกษากับสารชีวภาพทั้งสารชีวโมเลกุลหรือเซลล์ของสิ่งมีชีวิตอีกด๎วย           
ข๎อได๎เปรียบของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมเมื่อเปรียบเทียบกับกล๎องจุลทรรศน์ทั่วไปคือ ไมํต๎องมี
ขั้นตอนการเตรียมตัวอยํางที่ยุํงยากซับซ๎อนและสามารถแสดงผลที่มีความนําเชื่อถือในระดับนาโน
เมตรโดยไมํต๎องเคลื่อนย๎ายตัวอยําง เปลี่ยนปลายแหลม หรือเปลี่ยนพ้ืนที่และเครื่องมือใดๆ เมื่อ
ต๎องการภาพจากตัวอยํางท่ีตํางกัน (Liu และ Wang, 2011, Vahabi และคณะ, 2013)  
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2.4.1 หลักการท างานของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

ภาพที่ได๎จากกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมนั้นเกิดจากการตรวจวัดคําของแรงเชิงปฏิสัมพันธ์
ระหวํางต าแหนํงของปลายแหลมหรือเรียกวํา ทิปโพรบ หรือเซนเซอร์ที่อยูํบนคาน (cantilever) 
กระท าตํอพ้ืนผิววัตถุในระหวํางที่ตัวอยํางเคลื่อนที่ผํานปลายแหลมซึ่งแรงปฏิกิริยาจะกระท าใน
แนวตั้งฉากเกิดขึ้นระหวํางอะตอมของพ้ืนผิววัตถุกับปลายแหลม จากนั้นถูกน ามาแปรสัญญาณเพ่ือ
น ามาสร๎างเป็นภาพพ้ืนผิวที่เป็นลักษณะโครงสร๎างระดับอะตอม (Jalili และ Laxminarayana, 2004, 
Hilal และคณะ, 2006) 

การตรวจวัดคําของแรงจากการเคลื่อนที่ของคานนั้นมีหลากหลายวิธี ในปัจจุบันกล๎อง
จุลทรรศน์แรงอะตอมสํวนใหญใช๎ล าแสงเลเซอร์ โดยจะมีตัวสํงผํานแสงเลเซอร์ (laser diode) ไป
ให๎กับปลายแหลมที่อยูํด๎านลํางคานโดยล าแสงจะสะท๎อนไปยังตัวรับสัญญาณภาพ (photodetector) 
และเกิดภาพที่มีก าลังการขยายสูงแสดงบนจอภาพ (Liu และ Wang, 2011) ดังรูปที่ 2.15 

 

 
รูปที่ 2.15 แสดงภาพจ าลองหลักการท างานของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Liu และ Wang, 2011)  
 
 

2.4.2 ประเภทการท างานของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

 การท างานของกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมมีหลายวิธีเพ่ือให๎เหมาะสมกับพ้ืนผิววัตถุที่ต๎องการ
ศึกษาและเกิดภาพตามต๎องการได๎ สามารถแบํงประเภทตามการท างานของคานได๎ดังนี้  (Liu และ 
Wang, 2011)  
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1) การถํายภาพแบบสัมผัส (contact mode) 

เป็นรูปแบบการศึกษาพ้ืนผิวโดยตรง คือ มีการรักษาระยะของปลายแหลมกับ
ตัวอยํางให๎คงท่ี ปลายแหลมมีการสัมผัสกับตัวอยําง โดยตัวอยํางจะเคลื่อนที่ผํานปลายแหลม 
การเปลี่ยนแปลงของพ้ืนผิวสํงผลให๎เกิดแรงกระท ากับคาน และคานจะสํงสัญญาณเข๎าสูํ
เครื่องประมวลผลออกมาทางจอภาพตํอไป (รูปที่ 2.16) แตํข๎อเสียเปรียบของวิธีนี้คือ อาจ
เกิดการโกํงงอ หรือบิดเบี้ยวของคานเนื่องมาจากแรงต๎านที่ได๎จากการเคลื่อนที่ของตัวอยําง
อยูํในทิศทางที่ขนานกับการวางตัวของคาน นอกจากนี้ข๎อมูลความสูงของพ้ืนผิวอาจมีการ
ผิดพลาดจากคําจริงได๎อีกด๎วย (Jalili และ Laxminarayana, 2004) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.16 แสดงแผนภาพของระบบการสร๎างภาพแบบสัมผัสในกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Jalili 
และ Laxminarayana, 2004)  
 

2) การถํายภาพแบบไมํสัมผัส (non-contact mode) 

รูปแบบนี้เกิดจากการสั่นของคานที่อยูํใกล๎พ้ืนผิวตัวอยํางระยะหํางระหวํางพ้ืนผิว
ตัวอยํางกับปลายแหลมที่ไมํหํางกันมากนัก จะเกิดแรงระหวํางกันซึ่งแรงส าคัญได๎แกํแรงแวน
เดอร์วาลล์ โดยระยะหํางนั้นมีคําประมาณ 5-10 นาโนเมตร การสั่นของคานจะเกิดความถี่  
เรโซแนนซ์และสํงข๎อมูลตํอไปยังเครื่องประมวลผล ดังแสดงในรูปที่ 2.17 แรงที่เกิดขึ้น
ระหวํางปลายแหลมกับตัวอยํางจะมีคําน๎อยกวําในระบบการสร๎างภาพแบบสัมผัสซึ่งสํงผลที่ดี
กับตัวอยํางที่มีความอํอนนุํม โดยตัวอยํางจะไมํเสียหายและไมํปนเปื้อนสิ่งแปลกปลอมจาก
ปลายแหลม แตํยังมีข๎อเสียเปรียบที่วิธีนี้สามารถใช๎ได๎เฉพาะในอากาศ ไมํสามารถใช๎ใน
ตัวอยํางที่เป็นของเหลวซึ่งจะมีแรงอ่ืนมารบกวนแรงแวนเดอร์วาลล์  (Jalili และ 
Laxminarayana, 2004) 
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รูปที่ 2.17 แผนภาพของระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสในกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Jalili และ 
Laxminarayana, 2004)  

3) การถํายภาพแบบเคาะ (tapping mode) 

เป็นระบบผสมกันระหวํางระบบทั้งสองข๎างต๎น ซึ่งรวบรวมเอาการแก๎ปัญหาตํางๆมา 
คานจะสั่นด๎วยความถี่เรโซแนนซ์ซึ่งจะสัมผัสกับพ้ืนผิวสลับกับการสั่นเบาๆ เหนือพ้ืนผิว     
ดังแสดงในรูปที่ 2.18 ข๎อดีของวิธีการนี้คือสามารถแก๎ปัญหาการท าลายพ้ืนผิวตัวอยํางลงไป
ได๎และยังลดการใช๎พลังงานด๎วยแรงที่เกิดจากธรรมชาติอีกด๎วย 

 
รูปที่ 2.18 แสดงแผนภาพของระบบการสร๎างภาพแบบเคาะในกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Jalili 
และ Laxminarayana, 2004)  

 
4) การถํายภาพเชิงปริมาณ (quantitative imaging; QI mode) 

ในปัจจุบันมีการพัฒนาการถํายภาพวัตถุตัวอยํางในรูปแบบใหมํเพ่ือน ามาประยุกต์ใช๎ทาง
ชีวภาพ เพ่ือการศึกษาลักษณะภายนอกและถํายภาพเซลล์ที่ยังมีชีวิต โดยเรียกรูปแบบนี้วํา รูปแบบ 
QI ซึ่งเป็นรูปแบบทีป่รับปรุงวิธีการถํายภาพเพ่ือให๎  สามารถถํายภาพเซลล์ที่มีชีวิตได๎งํายยิ่งขึ้น ภาพที่
ได๎ในแตํละพิกเซลเกิดจากการวัดแรงระหวํางปลายแหลมกับพ้ืนผิวด๎วยลักษณะการเคลื่อนที่ของทิป
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แบบเฉพาะซึ่งมีข๎อดี 2 ประการคือ ตัวอยํางที่มีความละเอียดอํอนมาก เชํน เซลล์ที่มีชีวิต สามารถ
ถํายภาพได๎โดยไมํมีแรงจากภายนอกมากระท ากับตัวอยําง เซลล์จึงไมํถูกท าลาย อีกประการหนึ่งคือ 
ภาพที่ได๎จากการใช๎รูปแบบ QI สามารถบอกข๎อมูลรายละเอียดของผิวตัวอยํางนอกเหนือจากรูปแบบ
อ่ืน เนื่องจากการถํายภาพรูปแบบนี้เป็นการวัดแรงบนพ้ืนผิว จึงได๎ผลเป็นกราฟระหวํางแรงและ
ระยะทาง ซึ่งสามารถน าข๎อมูลมาวิเคราะห์และแสดงออกเป็นภาพที่ได๎จากคําตํางๆนั้น เชํน แรงยึดติด 
(Adhesion Force) คําความชันของกราฟระหวํางแรงและระยะทาง (Slope) และคํา Young’s 
modulus ดังแสดงในรูปที่ 2.19 (http://www.jpk.com/qi-advanced.665.en.html) 

การถํายภาพเชิงปริมาณสามารถให๎ข๎อมูลของวัตถุตัวอยํางได๎ดังนี้  

1. คําความสูงจากพ้ืนหลัง (Height) แสดงความสูงหรือความหนาจากพ้ืนผิว และ
ขนาดของตัวอยําง อีกท้ังยังแสดงลักษณะพ้ืนผิวของตัวอยํางที่บริเวณตํางๆ 

2. แรงยึดติด (Adhesion Force) เป็นแรงยึดติดระหวํางผิวตัวอยํางกับปลายทิปซึ่ง
เกิดข้ึนขณะปลายทิปก าลังเคลื่อนที่ข้ึนจากผิวเซลล์  

3. คําความชันกราฟ (Slope) เป็นคําความชันระหวํางแรงที่กระท ากับผิวตัวอยํางกับ
ระยะที่กดลงไปบนผิวเซลล์ จากข๎อมูลนี้สามารถบอกความเหี่ยวและความเตํง
ของเซลล์ได๎  

4. Young’s modulus เป็นคําที่แสดงสมบัติความยืดหยุํนของผิวเซลล์ 

 

รูปที่ 2.19 ภาพจ าลองผลการวิเคราะห์แรงระหวํางปลายแหลมกับพื้นผิวตัวอยํางด๎วยเครื่อง AFM 
แบบเชิงปริมาณ โดยแสดงความสัมพันธ์ระหวํางแรงและระยะทาง 
(http://www.jpk.com/qi-advanced.665.en.html) 
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 นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์ใช๎ AFM ในรูปแบบเทคนิคใหมํเพ่ือวัดคําอ่ืนๆ ของพ้ืนผิววัตถุจาก
การเคลื่อนที่ของปลายแหลม ดังนี้ 

1) การตรวจวัดแรงเสียดทานบนพ้ืนผิว โดยเทคนิค lateral force microscopy 

2) การตรวจวัดแรงระหวํางโมเลกุลโดยใช๎ nanocontact mode ท าโดยใช๎ปลาย
แหลมกวาดผํานพื้นผิววัตถุในระยะที่ใกล๎มากอยํางคงที่ซึ่งชั้นน้ าบางๆ ที่อยูํบนปลาย
แหลมจะเกิดเป็นสะพานแคพิลลารี (capillary bridge) เชื่อมไปยังพ้ืนผิววัตถุ สํงผล
ให๎ปลายแหลมเกิดการ “jump-to-contact” 

3) การตรวจวัดความยืดหยุํนของวัตถุ โดยใช๎เทคนิค force modulation ในเทคนิคนี้
วัดคําความชันของกราฟความสัมพันธ์ระหวํางแรงและระยะการเคลื่อนที่ 

4) การศึกษาสมบัติของตัวอยําง ทั้งแรงเสียดทาน ความยืดหยุํน ความแข็ง ความหนืด 
โดยใช๎เทคนิค Phase imaging โดยการให๎ปลายแหลมกวาดผํานพ้ืนผิวในระยะที่
เปลี่ยนไป (phase shift) เทคนิคนี้ตรวจวัดคําจากความสัมพันธ์ของปลายแหลมและ
พ้ืนผิวในพ้ืนที่ตํางๆ 

2.4.3 การเตรียมตัวอยํางเพ่ือวิเคราะห์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

กล๎องจุลทรรศ์น์แรงอะตอมมีการน าไปใช๎กันอยํางแพรํหลายอยํางไรก็ตามยังคงมีข๎อจ ากัด
ของการประยุกต์ใช๎กับวัตถุทางชีวภาพเชํน เซลล์ เนื้อเยื่อ โปรตีน หรือดีเอ็นเอ นั้นจะต๎องยึดติดกับ
พ้ืนผิวรองรับ เชํน แผํนไมก๎าหรือกระจกปิดสไลด์ ได๎เป็นอยํางดี จึงมีการวิจัยพัฒนาวิธีการตํางๆ  ใน
การชํวยยึดติดโมเลกุลทางชีวภาพให๎ติดแนํนบนพ้ืนผิวรองรับได๎ซึ่งโดยปกตินั้นจะอยูํในสภาพลอยใน
ของเหลว สารที่ใช๎ยึดติดเซลล์กับพ้ืนผิวรองรับที่ใช๎โดยทั่วไปนั้นมีหลายชนิดขึ้นอยูํกับวัตถุที่ต๎องการ
ศึกษา เชํน กลูตาราลดีไฮด์ (glutaraldehyde) ฟอร์มาลดีไฮด์ (formaldehyde) พาราฟอร์มาลดีไฮด์ 
(paraformaldehyde) สารผสมระหวํางเมทานอลกับอะซิโตน หรือเอทานอลกับกรดอะซิติก เป็นต๎น 
ในการศึกษาเซลล์แบคทีเรียหรือเนื้อเยื่อที่ยังมีชีวิตนั้นมีการเลือกใช๎พอลิแอลไลซีน (poly-L-lysine; 
PLL) ที่มีมวลโมเลกุลสูงซึ่งเป็นสารที่มีประจุบวกท าให๎สามารถเข๎าจับผนังเซลล์ที่มีประจุลบได๎ และไมํ
เป็นพิษกับเซลล์ สํงผลให๎ภาพที่ได๎เกิดจากเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยูํจริง นอกจากนี้การเตรียมสไลด์เคลือบ 
PLL นั้นยังสามารถเก็บไว๎ได๎นานอีกด๎วย ปัจจุบันยังมีการศึกษาวิจัยน าสารอ่ืนๆ ที่น ามาใช๎ตรึงเซลล์
ขึ้นอยูํกับวัตถุที่ต๎องการศึกษา ดังแสดงในตารางที่ 2.3 ซึ่งมีการใช๎เจลาติน, EDS, APTES, Poly-L-
lisine หรือ Poly-dopamine ที่น าใช๎ในการศึกษาด๎วย AFM  
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ตารางที่ 2.3 การเลือกใช๎สารตํางๆในการตรึงแบคทีเรียในของเหลวเพ่ือใช๎ในการวิเคราะห์ด๎วย AFM 
(ดัดแปลงมาจาก (Louise Meyera และคณะ, 2010) ) 

วิธีการ อ๎างอิง หมายเหตุ 
การตรึงด๎วยเจลาตนิ (Doktycz และคณะ, 2003) 

(Beckmanna และคณะ, 2006) 
(Louise Meyera และคณะ, 
2010) 

-มีประจุบวกรุนแรงจึงควบคุม
ทิปกับตัวอยํางได๎ยากใน PBS  
-เหมาะกับการใช๎กับตัวอยํางที่มี
แรงไอออนิกต่ า และใช๎ในน้ า
ปราศจากไอออน 

การตรึงด๎วย EDS 
(เอ็น-(2-อะมิโนเอทิล)-3-อะ
มิโนโพรพลิไตรเอทอกซีไซ
เลน) 

(Louise Meyera และคณะ, 
2010) 

-ท าให๎เซลล์ถูกตรึงด๎วยแรงไอ
ออนิกและแรงไฮโดรฟิลิก 
-มีความหนาแนํนของหมูํเอมีน
ต่ า 
 

การตรึงด๎วย APTES 
(3-อะมิโนโพรพลิไตรเอทอก
ซีไซเลน) 

(Louise Meyera และคณะ, 
2010) 

-ท าให๎เซลล์ถูกตรึงด๎วยแรงไอ
ออนิกและแรงไฮโดรฟิลิก 
-มีความหนาแนํนของหมูํเอมีน
ต่ า 
-เหมาะกับการใช๎ในน้ าปราศจาก
ไอออน 

การตรึงด๎วย PEI 
(พอลิเอทิลีนอิมีน) 

(Velegol และ Tilton, 2002) 
(Pelling และคณะ, 2005) 
(Gaboriaud และคณะ, 2008) 
(Francius และคณะ, 2008)  

-มี ป ร ะ จุ บ ว ก สํ ง ผ ล ตํ อ แ ร ง
ระหวํางทิปกับตัวอยําง 

การตรึงด๎วย PLL 
(พอลิแอลไลซนี) 

(Schar-Zammaretti และ 
Ubbink, 2003)  
(Vadillo-Rodriguez และคณะ, 
2008)  
(Stukalov และคณะ, 2008) 
(Meyer และคณะ, 2010) 

-เซลล์ยึดเกาะได๎ดีเนื่องจากมีหมูํ
ฟังก์ชันที่ตํางจากสารตรึงเซลล์
อื่น เซลล์สามารถจับกับหมูํเอมีน
ได๎ดี 
-สามารถตรึงเซลล์ใน PBS ได๎ดี 

การตรึงด๎วยพอลิโดพามีน (Kang และ Elimelech, 2009) -ใช๎ในการยึดเซลล์ติดกับคานที่
ปลายทิปเพื่อศึกษาแรงระหวําง
เซลล์กับเซลล์ 
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2.4.4 การประยุกต์ใช๎กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม 

กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอมถูกน าไปใช๎ในหลากหลายแขนง ทั้งวัสดุ พอลิเมอร์ พลาสติก 
อนุภาคนาโนตํางๆ รวมไปถึงทางด๎านชีวโมเลกุล เซลล์ หรือเนื้อเยื่อตํางๆ ดังเชํนการทดลองของ
Dubes และคณะ (2003) ศึกษาเปรียบเทียบภาพที่ได๎จากกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (SEM) และ
กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) ของอนุภาคนาโนชนิดไขมันแข็ง (SLNs) ที่สร๎างจาก 2,3 ไดแอล
คาโนอิลไซโคลเดกซ์ทริน (2,3-di-o-alkanoyl-b-cyclodextrin) ผลการเปรียบเทียบผลแสดงให๎เห็น
วําผลของสุญญากาศในวิธีการอบแห๎งที่ใช๎ในการเตรียมสารตัวอยํางส าหรับ SEM ท าให๎เกิดการหดตัว
ลดขนาดของ SLNs ในขณะที่การเคลื่อนที่ของตัวอยํางจากการใช๎ AFM ท าให๎ SLNs รวมกันกลุํม
เล็กๆ ดังรูปที่ 2.20 ซึ่งขนาดของเส๎นผํานศูนย์กลางอนุภาคไมํเปลี่ยนแปลงไป เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี 
Photon Correlation Spectroscopy (PCS) ซึ่งให๎ผลวําอนุภาคมีขนาด 359 ± 15 นาโนเมตรดัง
ตารางที่ 2.4 แสดงให๎เห็นวําการศึกษาด๎วย AFM จะได๎ภาพมีขนาดที่ใกล๎เคียงขนาดจริงมากกวํา
การศึกษาด๎วย SEM อยํางเห็นได๎ชัด 

ตารางที่ 2.4 แสดงคําเส๎นผํานศูนย์กลางของอนุภาคนาโนชนิดไขมันแข็ง (SLNs) ที่สร๎างจาก          
2,3 ไดแอลคาโนอลิไซโคลเดกซ์ท่ีได๎จากการวัดด๎วยวีธีตํางๆ 
 

วิธีการวัด ขนาดอนุภาค (นาโนเมตร) 

PCS 359 ± 15 
SEM 212 ± 12  

 
AFM 
 

เส๎นผําศูนย์กลาง 
ความสูง 

359 ± 50 
140 ± 27 
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รูปที่ 2.20 แสดงภาพที่ได๎จากระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสด๎วย AFM ของ SLNs ที่ขนาดภาพ 
(ก) 50 มิลลิเมตร, (ข) 25 มิลลิเมตร และ (ค) 5 มิลลิเมตร 
 

Fritzen-Garcia และคณะ (2009)  ศึกษาด๎วยระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสของ AFM 
ซึ่งน าไปใช๎ในการถํายภาพอนุภาคนาโนจากพอลิยูรีเทนซึ่งสร๎างด๎วยไทรออลจากธรรมชาติ และ      
ไอโซฟอโรนไดไอโซไซยาเนต (IPDI) ซึ่งมีพอลิเอทิลีนไกลคอล (PEG) บนพ้ืนผิวที่แตกตํางกันในด๎าน
ความชอบหรือไมํชอบน้ า ผลที่ได๎แสดงให๎เห็นวําอนุภาคนาโนมีการกระจายที่ดีขึ้นในไมกาและซิลิกอน
ที่ชอบน้ า ดังแสดงในรูปที่ 2.21 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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รูปที่ 2.21 แสดงภาพที่ได๎จากระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสด๎วย AFM ของอนุภาคนาโนจาก    
พอลิยูรีเทนที่ขนาดภาพ 5 ไมโครเมตรบนพื้นผิวไมกา (ซ๎าย) และซิลิกอนที่ชอบน้ า (ขวา) 
 

 ท าการศึกษาเอนไซม์โทโพไอโซเมอเรส II (Topo II) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีลักษณะเฉพาะในการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร๎างดีเอ็นเอโดยเรํงให๎ดีเอ็นเอสายคูํเกิดการพาดทับซึ่งกันและกันโดยใช๎พลังงาน
จาก ATP ในการทดลอง Topo II ของมนุษย์ จะเข๎าท าปฏิกิริยากับดีเอ็นเอแบบซูเปอร์คอยล์สายบวก
ได๎เร็วกวําประมาณ 10 เทําของสายลบ การศึกษาโดยใช๎กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) พบวํา 
Topo II ชอบที่จะเข๎าจับกับดีเอ็นเอที่เกิดการพาดทับ (DNA cross-overs) ประมาณ 50% ซึ่งอยูํที่
มุมในชํวง 80-90 องศา นอกจากนี้ยังชํวยให๎เห็นภาพการเปลี่ยนแปลงจากการคลายปมของ Topo II 
อีกด๎วยดังแสดงในรูปที่ 2.22 

 
รูปที่ 2. 22 แสดงภาพการคลายปมดีเอ็นเอของเอนไซม์ Topo II ในเวลาตํางๆ ด๎วย AFM 
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Baaloushaa และ Lead (2013) ศึกษาผลกระทบของการใช๎กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม
ด๎วยระบบการสร๎างภาพทั้ง 2 ชนิด คือแบบสัมผัสและไมํสัมผัส โดยศึกษาอนุภาคที่สกัดจากดินแมํน้ า 
Suwannee (Suwannee River humic acids, SRHA) น ามาวัดขนาดของอนุภาคเปรียบเทียบ
ระหวํางอนุภาคแห๎งกับอนุภาคในสารละลาย ผลการทดลองพบวําระบบการสร๎างภาพแบบสัมผัส
สํงผลให๎เกิดการสูญเสียอนุภาคเนื่องจากแรงระหวํางกระบวนการและการยึดติดของอนุภาคกับปลาย
ทิป นอกจากนี้ยังพบวําการใช๎ AFM แบบไมํสัมผัสมีความเหมาะสมที่สุดส าหรับอนุภาคเหลํานี้ ซึ่งจาก
ผลของขนาดอนุภาคและสัณฐานวิทยามีความแตกตํางกันเล็กน๎อยระหวํางอนุภาคในภาวะอากาศและ
อนุภาคในสารละลาย โดยอนุภาคในภาวะอากาศมีนาดเล็กกวําและรวมตัวกัน ในขณะที่อนุภาคใน
สารละลายมีขนาดใหญํกวําเล็กน๎อยและกระจายตัวกันมากกวําซึ่งเป็นผลการทดลองจากภาวะที่
ใกล๎เคียงกับภาวะที่อนุภาคอยูํในธรรมชาติดังแสดงในรูปที่ 2.23 

 

 
 

รูปที่ 2.23 แสดงภาพที่ได๎จากระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสด๎วย AFM ของอนุภาค SRHA 
(Suwannee River humic acids) ที่ pH 4.4 ที่ขนาดภาพ 2 ไมโครเมตร (ก) ในสารละลาย (ข) ใน
ภาวะอากาศ 
   
 Lonergan และคณะ (2013) ได๎ศึกษาพ้ืนผิวเซลล์ Escherichia coli สายพันธุ์ดั้งเดิม 221 
และสายพันธุ์กลายพันธุ์ MK8A44 ที่ยังมีชีวิตอยูํด๎วยการตรึงเซลล์บน Poly-L-lysine (PLL) ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์แล๎วสํองด๎วยกล๎อง AFM พบวําเมื่อเวลาผํานไปเซลล์ทั้งสองสายพันธุ์มีการแบํงเซลล์
เกิดข้ึนในลูกศรสีขาว ดังรูปที่ 2.24 สามารถสรุปได๎วําเซลล์นั้นยังคงมีชีวิตโดยไมํโดนปลายทิปท าลาย 

(ข) (ก) 
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รูปที่ 2.24 แสดงภาพที่ได๎จากระบบการสร๎างภาพแบบไมํสัมผัสด๎วย AFM ของเซลล์ดั้งเดิม 221 ที่
นาทีที่ 0 (ก) และนาทีท่ี 165 (ข) และเซลล์กลายพันธุ์ MK8A44 ที่นาทีท่ี 0 (ค) และนาทีที่ 165 (ง) 
ซึ่งถูกตรึงด๎วย PLL ในฟอตเฟสบัฟเฟอร์ 

 

2.5 รามานสเปกโทรสโกปี 

 รามานสเปกโทรสโกปี (Raman spectroscopy) เป็นเทคนิคที่ได๎รับความนิยมอยําง
กว๎างขวางในหลากหลายแขนง ถูกน ามาใช๎เพ่ือหาโครงสร๎างหรือสมบัติของสํวนประกอบพ้ืนฐาน โดย
การใช๎เครื่องรามานสเปกโทรมิเตอร์ (Raman spectrometer) (รูปที่ 2.25) วัดสเปกตรัมที่เปลี่ยนไป
ของรามานชิฟต์ที่เกิดการกระเจิงแบบไมํยืดหยุํน (Raman scattering) และต าแหนํงของสเปกตรัม
นั้น ซึ่งสัมพันธ์กับลักษณะโครงสร๎างพันธะของโมเลกุลในวัตถุนั้น โดยสารแตํละชนิดมีรูปแบบ
สเปกตรัมท่ีจ าเพาะเป็นเอกลักษณ์ของแตํละสารแตกตํางกันขึ้นกับหมูํฟังก์ชันในโมเลกุลนั้นๆ สามารถ
น ามาเปรียบเทียบสารมาตรฐานเพ่ือตรวจสอบชนิดของสารได๎ เทคนิคนี้สามารถประยุกต์ใช๎วิเคราะห์
วัสดุตํางๆได๎ในหลากหลายสาขา อาทิเชํน เคมี, การแพทย์, ฟิสิกส์และวัสดุศาสตร์ เป็นต๎น (Zhang 
และคณะ, 2010) 

(ก) (ข) 

(ง) (ค) 
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รูปที่ 2.25 แสดงภาพเครื่องรามานสเปกโทรมิเตอร์ (Raman spectrometer) รุํน NTEGRA-spectra 
บริษัท NT-MDT  
 

2.5.1 ข๎อดีของเทคนิครามานสเปกโทรสโกปี 

การวิเคราะห์ด๎วยเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีสามารถตรวจวัดได๎ทั้งเชิงคุณภาพและปริมาณ 
โดยไมํต๎องมีวิธีการเตรียมตัวอยํางที่ยุํงยาก สามารถวิเคราะห์ได๎แม๎ตัวอยํางมีปริมาณน๎อยในระดับถึง  
พิโคลิตรหรือเฟมโทลิตรได๎ สามารถวิเคราะห์ได๎ทั้งของแข็ง ของเหลว หรือแก๏ส อีกทั้งตัวอยํางนั้นไมํ
ถูกท าลายในระหวํางวิเคราะห์อีกด๎วย สเปกตรัมรามานแสดงสัญญาณที่มีความจ าเพาะสูงซึ่งลักษณะ
จ าเพาะนี้เป็นประโยชน์มากในการจ าแนกสารผสมตํางๆ กลําวคือรามานสเปกโทรสโกปีมีความ
เหมาะสมในการวิเคราะห์ตัวอยํางที่มีความหลากหลายและไมํเป็นระเบียบ นอกจากนี้รามาน      
สเปกโทรสโกปียังแสดงการรบกวนจากน้ าน๎อย ซึ่งเทคนิคอ่ืนสํวนใหญํมักถูกรบกวนได๎ และมีการ
ออกแบบให๎ใช๎ซอฟต์แวร์ขั้นสูงในการวิเคราะห์อีกด๎วยการน ามาประยุกต์ใช๎ในการวิเคราะห์เซลล์
แบคทีเรียนั้น สเปกตรัมรามานที่ได๎เกิดจากเซลล์โดยตรง โดยไมํมีการเคลือบผิวเซลล์หรือการแทนที่
น้ าในเซลล์ด๎วยสารอ่ืน  ดังนั้นเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีจึงมีความเหมาะสมในการใช๎วิเคราะห์
ตัวอยํางได๎อยํางหลากหลาย (Cantarero, 2015) 

2.5.2 หลักการท างานของรามานสเปกโทรสโกปี 

รามานสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคที่เกิดจากการสํองผํานล าแสงเลเซอร์ (Laser beam) ที่มี
ความเข๎มแสงสูงชนิดโมโนโครมาติก (monochromatic) ไปยังวัตถุตัวอยําง แสงสํวนใหญํผํานทะลุไป
ได๎ แสงสํวนน๎อยจะตกกระทบบนวัตถุตัวอยําง ซึ่งวัตถุจะดูดกลืนพลังงานเข๎าไป สํงผลท าให๎อะตอม
ภายในโมเลกุลของวัตถุนั้นเกิดการสั่นและชนกัน ท าให๎การโพลาไรเซชันเปลี่ยนแปลงไป อิเล็กตรอน
ภายในเกิดการเปลี่ยนระดับชั้นพลังงาน ท าให๎โฟตอนกระเจิงออกทุกทิศทางโดยมีการกระเจิง 2 
รูปแบบ (รูปที่ 2.26) (Bumbrah และ Sharma, 2015) ได๎แกํ 
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1) การกระเจิงแบบยืดหยุํน  

การกระเจิงแบบนี้ โฟตอนที่กระเจิงจะมีความยาวคลื่นเทําเดิม กลําวคือ โฟตอนที่
กระเจิงมีความยาวคลื่นเดียวกันกับความยาวคลื่นที่ตกกระทบ โดยอิเล็กตรอนมีพลังงาน
สุดท๎ายเทําเดิม ซึ่งเรียกการกระเจิงรูปแบบนี้วํา การกระเจิงแบบเรเลห์ (Rayleigh 
scattering) 

2) การกระเจิงแบบไมํยืดหยุํน 

การกระเจิงแบบนี้เกิดขึ้นจากโฟตอนเพียง 1 ใน 107 เทํานั้น โดยโฟตอนที่กระเจิง
จะมีความยาวคลื่นเปลี่ยนไป ซึ่งเรียกการกระเจิงรูปแบบนี้วํา การกระเจิงแบบรามาน 
(Raman scattering) ซึ่งมี 2 แบบ ได๎แกํ 

2.1) Stokes scattering  

โฟตอนที่กระเจิงมีความยาวคลื่นมากกวําความยาวคลื่นที่ตกกระทบโดย

อิเล็กตรอนมีพลังงานสุดท๎ายสูงขึ้น 

2.1) anti-Stokes scattering  

โฟตอนที่กระเจิงมีความยาวคลื่นน๎อยกวําความยาวคลื่นที่ตกกระทบโดย

อิเล็กตรอนมีพลังงานสุดท๎ายน๎อยลง  

 
รูปที่ 2.26 แสดงรูปแบบการกระเจิงแสงแบบยืดหยุํนและไมํยืดหยุํนของรามานสเปกโทรสโกปี 
(http://www.surfgroup.be/raman) 
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ในเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีนั้นเป็นการตรวจวัดคํารามานชิฟต์ซึ่งสัมพันธ์กับการ        
โพลาไรเซชันที่เปลี่ยนแปลงไปโดยเกิดจากการกระเจิงแสงแบบไมํยืดหยุํนหรือการกระเจิงแสงแบบ  
รามาน โดยโฟตอนที่กระเจิงจากการที่วัตถุรับแสงเลเซอร์นั้นจะถูกบังคับผํานเลนส์สํงให๎ตัวรับ
สัญญาณน าไปวิเคราะห์และแปลงสัญญาณออกมาในรูปแบบสเปกตรัมและแสดงบนจอภาพ 
(Bumbrah และ Sharma, 2015) ดังแสดงในรูปที ่2.27 

 

รูปที่ 2.27 แสดงการจ าลองหลักการท างานของเครื่องรามานสเปกโทรมิเตอร์ 
(https://www3.nd.edu/~kamatlab/facilities_spectroscopy.html) 

การวิเคราะห์ด๎วยเครื่องรามานสเปกโทรมิเตอร์สํวนที่ส าคัญคือ เครื่องนั้นสามารถวัดแสงที่
กระเจิงได๎อยํางมีประสิทธิภาพซึ่งโดยปกติแล๎วแสงจะมีความเข๎มน๎อย เมื่อวัตถุตัวอยํางเกิดกระเจิงจึงมี
คําน๎อยด๎วยสํงผลให๎ตรวจวัดได๎ยาก ดังนั้นจึงจ าเป็นต๎องใช๎แหลํงก าเนิดแสงที่ให๎ความเข๎มสูง 
(Bumbrah และ Sharma, 2015) 

 
2.5.3 การถํายภาพด๎วยรามานสเปกโทรสโกปี 

การถํายภาพด๎วยรามานสเปกโทรสโกปี (Raman imaging) หรือเรียกอีกอยํางวํา Raman 
mapping เป็นการศึกษาข๎อมูลวัตถุตัวอยํางทั้ง รูปรํางลักษณะ ต าแหนํงที่อยูํ ปริมาณ และการ
กระจายตัวของสาร โดยการน าสเปกตรัมรามานชิฟต์ที่ เป็นเอกลักษณ์ของแตํละโมเลกุลซึ่ง
เปรียบเสมือนลายนิ้วมือน ามาแทนเป็นสี โดยแตํละสีแสดงถึงแตํละโมเลกุล เทคนิคนี้สามารถน าไป
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ประยุกต์ใช๎ให๎เกิดประโยชน์ได๎อยํางมาก ทั้งในการศึกษาสํวนประกอบภายในเซลล์แบคทีเรีย ต าแหนํง
โมเลกุลในเนื้อเยื่อ การจ าแนกประเภทเซลล์มะเร็งในอวัยวะตํางๆ นอกจากนี้ยังสามารถวิเคราะห์ไ ด๎
แบบรีล-ไทม์ได๎อีกด๎วย (Zhang และคณะ, 2010)  

2.5.4 การขยายสัญญาณรามาน 

 การน าเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีมาประยุกต์ใช๎ในทางชีวภาพนั้น ยังคงมีข๎อจ ากั ด
เนื่องจากโมเลกุลบางโมเลกุลให๎สัญญาณรามานที่น๎อย สเปกตรัมที่ได๎ไมํมีความชัดเจนเพียงพอ การ
ขยายสัญญาณรามานมีหลากหลายวิธี ซึ่งในปัจจุบันมีการพัฒนาเพ่ือใช๎ในทางชีววิทยา โดยมีวิธีดังนี้ 
(Zhang และคณะ, 2010) 

1) Coherent anti-Stokes Raman spectroscopy, CARS 

เป็นเทคนิคหนึ่งที่ไมํมีการใช๎สารติดฉลาก (label) ท าโดยสํองโฟตอน
หลายโฟตอน (multiple photons) ที่ความยาวคลื่นเดียวกันไปกระตุ๎นการสั่นของ
โมเลกุลในวัตถุตัวอยําง เมื่อโฟตอนหลายโฟตอนเกิดการชนกับโมเลกุลอยํางตํอเนื่อง 
โมเลกุลจะปลํอยคลื่นออกมาและเกิดเป็นสัญญาณรามานที่เพ่ิมมากขึ้นกระบวนการ
นี้ท าให๎เกิดรังสีที่ตํอเนื่องเพ่ิมขึ้น เกิดจากความถี่ที่แตกตํางกันระหวํางพัลส์ของ     
เลซอร์ (Laser pulse) ที่เทํากันกับความถี่รามานของพันธะเคมีในสารที่เราสนใจ 
ถึงแม๎วําเทคนิค CARS จะท าให๎ได๎ขนาดของคลื่นหลายๆ อันดับที่ชัดเจนมากกวํา
เทคนิคปกติ แตํโดยรวมแล๎วความไวของเทคนิคนี้ยังคงน๎อยกวําเมื่อเปรียบเทียบกับ
เทคนิคอ่ืนๆ ดังนั้นเทคนิค CARS จึงมักนิยมน ามาใช๎อยํางมากในการตรวจสอบสาร
ในเนื้อเยื่อชีวภาพ โดยเฉพาะอยํางยิ่งการตรวจสารจ าพวกไขมันที่มีหมูํ CH2 ใน
ปริมาณมาก มีการน าเทคนิคนี้มาใช๎ในการถํายภาพการขนถํายออร์แกเนลภายใน
เซลล์ของสิ่งมีชีวิต โดยการศึกษาเชิงปริมาณของมวลไขมันภายในเซลล์ ท าให๎
สามารถวิเคราะห์ปฏิสัมพันธ์ระหวํางเซลล์และไขมันอิสระได๎ นอกจากนี้ยังมีการ
น ามาใช๎ในการถํายภาพการแบํงเซลล์ของเซลล์ต๎นก า เนิดของตัวอํอนมนุษย์ซึ่ง
สามารถเห็นการเปลี่ยนแปลงของสารเคมีภายในเซลล์ที่มีความสัมพันธ์กันกับ
องค์ประกอบภายในเซลล์ เชํน นิวเคลียส , ไซโทพลาซึม และเยื่อหุ๎มเซลล์ เทคนิคนี้
เป็นเทคนิคที่เพ่ิงถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือตรวจวัดพันธะไฮโดรคาร์บอน ซึ่งข๎อมูลที่ได๎นั้น
ละเอียดกวําการใช๎กล๎องจุลทรรศน์ มีความจ าเพาะและรวดเร็ว ใช๎เวลาในการกราด
วิเคราะห์น๎อย ซึ่งคาดวําในอนาคตสามารถพัฒนาถํายภาพได๎อยํางกว๎างขวางมาก
ยิ่งขึ้น 
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2) Single-walled carbon nanotubes, SWNTS 

คาร์บอนนาโนทิวบ์ชั้นเดียว (Single-walled carbon nanotubes, 
SWNTS) เป็นสารที่ให๎สัญญาณรามานที่พีค 1593 cm-1 ซึ่งเกิดจากการจับคูํของ
อิเล็กตรอนและโฟตอนที่แข็งแรง ท าให๎เกิดการสั่นเป็นวง และให๎สัญญาณรามานที่
ชัดเจนจากสัญญาณพ้ืนหลัง การน ามาประยุกต์ใช๎ในการเพ่ิมสัญญาณรามานนั้นมี
การศึกษาการกระจายตัวของสารชีวโมเลกุล เชํน ในเซลล์มะเร็งของหนูเมาส์โดย
การตรวจหาเป้าหมายและต าแหนํงของ SWNTS ที่จับอยูํกับอาร์จินีน-ไกลซีน-กรด
แอสปาติก (RGD) ภายในเซลล์เมื่อผํานไป 3 วัน พบวํา เซลล์มะเร็งมีการสะสมของ 
SWNTS-RGD การทดลองนี้ให๎การสนับสนุนเป็นอยํางดีในการพัฒนาการถํายภาพ
ด๎วยรามานสเปกโทรสโกปีเพ่ือน าไปเป็นวิธีใหมํในการระบุโรคและรักษาในผู๎ป่วย
มะเร็ง 

3) Surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS 

เป็นการเพ่ิมสัญญาณรามานที่อาศัยปรากฏการณ์เชิงแสงที่มีชื่อวําเซอร์
เฟสพลาสมอนเรโซแนนซ์ (surface plasmon resonance) ซึ่งเป็นปรากฏการณ์
เกี่ยวกับคลื่นความหนาแนํนของประจุที่เกิดจากการสั่นของอิเล็กตรอนอิสระ ที่มี
ลักษณะการสั่นพร๎อมเพรียงกัน โดยเกิดข้ึนที่ผิวรอบๆ อนุภาคโลหะนาโนที่สัมผัสกับ
สารไดอิเล็กตริก เชํน ระหวํางทองหรือเงิน กับ น้ าหรืออากาศ ซึ่งโมเลกุลของวัตถุที่
ต๎องการศึกษานั้นจะถูกดูดซับบนพ้ืนผิวขรุขระของโลหะ สํงผลให๎สัญญาณรามานมี
ความเข๎มสูง เนื่องจากมีสนามไฟฟ้าเพ่ิมข้ึนโดยทั่วไปแล๎วเทคนิค SERS จะใช๎อนุภาค
นาโนทองกับสีย๎อมฟลูออเรสเซนต์ เชํน Cy3, Cy5 และโรดามีน (rhodamine) ซึ่ง
เทคนิคนี้สามารถเพ่ิมความเข๎มของสัญญาณรามานได๎ถึง 1014-1015 เทํา มีการ
น ามาใช๎ในการทดลองตรวจวัดโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่หํอหุ๎มแอลคิลไทออลในการ
ตรววจจับดีเอ็นเอเป้าหมาย ด๎วยการใช๎อนุภาคนาโนทองรํวมกับสาร Cy3 ซึ่งเป็น
อนุภาคนาโนทองที่จับอยูํกับโปรตีน แล๎วโปรตีนเข๎าไปท างานในเซลล์นอกจากนี้ยังมี
การประยุกต์น าอนุภาคนาโนทองใช๎ในการศึกษาเซลล์มะเร็ง โดยตรวจติดตามด๎วย
เทคนิครามานสเปกโทรสโกปีรํวมกับการเอกซ์เรย์ในการรักษามะเร็งอีกด๎วย 
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2.5.5 การประยุกต์ใช๎รามานสเปกโทรสโกปี 

เนื่องจากเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีเป็นเทคนิคที่สามารถวิเคราะห์ทั้งในเชิงปริมาณและ
เชิงคุณภาพอีกท้ังยังสามารถวิเคราะห์สารได๎หลากหลายทั้งสารอินทรีย์ สารอนินทรีย์ และชีวโมเลกุล 
โดยผลที่ได๎นั้นได๎เป็นสัญญาณรามานที่เป็นเอกลักษณ์ มีรูปแบบจ าเพาะ ซึ่งสามารถใช๎หลักการ
เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานเพ่ือการพิสูจน์ตรวจสอบชนิดของสารและหาหมูํฟังก์ชันของโมเลกุลได๎ 
ในทางชีววิทยานั้นการน าเทคนิคนี้ยังคงเป็นเทคนิคใหมํที่ก าลังเป็นที่นิยมและพัฒนากันอยําง
แพรํหลาย 

ปัจจุบันมีการน าเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีไปประยุกต์ใช๎ในการศึกษารูปรํางลักษณะ 
ต าแหนํงของสารภายในเซลล์ ปริมาณสารที่เซลล์ผลิต รวมไปถึงการระบุชนิดของแบคทีเรียอีกด๎วย 
ดังเชํน Ashton และคณะ ปี ค.ศ. 2011 ได๎รายงานการน าเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีไปประยุกต์ใช๎
ในการระบุสายพันธุ์แบคทีเรียโดยการเลี้ยงแบคทีเรียตํางสายพันธุ์รํวมกันคือ Bacillus subtilis     
(น้ าเงิน), Staphylococcus epidermidis (แดง) และยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (ชมพู) ดัง
แสดงในรูปที่ 2.28 จากภาพเห็นได๎ชัดวําเทคนิคนี้สามารถตรวจสอบต าแหนํงการกระจายตัวของ
จุลินทรีย์และสามารถระบุชนิดของจุลินทรีย์ได๎อีกด๎วยโดยไมํต๎องมีการเตรียมตัวอยํางที่ยุํงยาก เมื่อ
เปรียบเทียบกับเทคนิคอ่ืน 

 
 

รูปที่ 2.28 ภาพถํายรามานของ Bacillus subtilis (น้ าเงิน) และ Staphylococcus epidermidis 
(แดง) และ ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae (ชมพู) ด๎วยระบบคอนโฟคัลรามาน (Confocal 
Raman) ใช๎เลเซอร์ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตรโดย (ก) แสดงต าแหนํงของเชื้อผสม และ (ข-ง) 
แสดงต าแหนํงของเชื้อแตํละสายพันธุ์ (Ashton และคณะ, 2011)  
 
 
 

(ก) (ข) (ค) (ง) 
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Lu และคณะ (2011) ได๎ศึกษาประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญตํอ Listeria monocytogenes 
และ E. coli O157:H7 ของกระเทียมสกัดเข๎มข๎นและไดแอลลิลซัลไฟด์ด๎วยเทคนิค Fourier 
transform Infrared (FT-IR), การใช๎กล๎องอิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) เทคนิครามาน สเปกโทรส
โกปีรวมถึงการถํายภาพด๎วยรามาน ซึ่งเทคนิคการเพ่ิมสัญญาณรามานนั้นผู๎วิจัยได๎ใช๎เทคนิค SERS 
โดยใช๎นาโนทองเคลือบบนแผํนซิลิกอน ซึ่งผลจากภาพถํายรามานพบวําแบคทีเรียได๎รับความเสียหาย
จากสารต๎านการเจริญของแบคทีเรีย จากภาพสามารถน ามาคาดการณ์ประเภทและระดับความ
เสียหายที่เซลล์ได๎รับจากท้ังกระเทียมสกัดเข๎มข๎นและไดแอลลิลซัลไฟด์ ดังรูปที่ 2.29 

 
รูปที่ 2.29 ภาพถํายรามานของเซลล์ E. coli O157:H7 (ก-ค) และ L. monocytogenes (ง-จ) โดย
เลือกความยาวคลื่นที่ (ก) 1208 cm-1 (ข) 1195 cm-1 (ค) 1525-1788 cm-1 (ง) 1206-1539 cm-1 
(จ) 1535-1761 cm-1  
 
 นอกจากการน าเทคนิครามานสเปกโทรสโกปีมาใช๎ในการศึกษาจุลินทรีย์แล๎ว ยังมีการน ามา
ศึกษาในเนื้อเยื่ออีกด๎วย Palonpon และคณะ (2013) รายงานถึงการน าเทคนิครามาน     
สเปกโทรสโกปีมาใช๎ในการศึกษาเซลล์ HeLa โดยการใช๎เลเซอร์ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร 
ตรวจสอบองค์ประกอบของไซโทซอล โดยได๎สามารถระบุสารได๎จากพีครามานตํางๆ คือ ไซโทโครม 
750 cm-1 โปรตีน 1689 cm-1 และ ไขมัน 2855 cm-1 ซึ่งภาพที่ได๎แสดงให๎เห็นถึงประสิทธิภาพในการ
ใช๎ศึกษาข๎อมูลต าแหนํง จ าแนก และระบุสารตํางๆ ที่เป็นองค์ประกอบในเซลล์เนื้อเยื่อได๎อยํางดี ดัง
รูปที่ 2.30 

(ก) (ข) (ค) 

(ง) (จ) 
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รูปที่ 2.30 ผลจากการใช๎เทคนิครามานสเปกโทรสโกปีของไซโทซอลในเซลล์เนื้อเยื่อโดยใช๎
ล าแสงเลเซอร์ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร (ก) แสดงรามานพีคของสารตํางๆ และ (ข) แสดง
ภาพถํายรามานของไซโทโครม (750 cm-1), โปรตีน (1689 cm-1) และ ไขมัน (2855 cm-1) 

 

Szymanska-Chargot และคณะ (2016) ได๎ศึกษาเนื้อเยื่อรากแครอทตัดขวาง โดยเลือก
เนื้อเยื่อที่มีหน๎าที่แตกตํางกันคือ ไซเลมที่ท าหน๎าที่ล าเลียงน้ า และแคมเบียมที่ท าหน๎าที่ขยายขนาด
ออกด๎านข๎าง ศึกษาต าแหนํงของสารเคมีภายในเนื้อเยื่อด๎วยภาพถํายรามานผลที่ได๎จากภาพนั้นแสดง
ให๎เห็นถึงต าแหนํงของเซลลูโลส (1094 cm−1) และเพกทิน (856 cm−1) ของเนื้อเยื่อทั้งสองชนิด สํวน
ลิกนิน (1600 cm−1) พบเพียงในไซเลมเทํานั้นและไมํพบลิกนินในแคมเบียม ดังรูปที่ 2.31 ซึ่งอาจ
สํงผลถึงการท างานที่แตกตํางกันของเนื้อเยื่อทั้งสองชนิดนี้ 

(ข) 

(ก) 
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รูปที่ 2.31 แสดงภาพถํายรามานของรากแครอทตัดขวาง โดยภาพเนื่อเยื่อไซเลม (ก) และแคมเบียม 
(ข) มีชํวงสัญญาณรามานอยูํในชํวง 2940 cm− 1 ซึ่งมีรามานพีคของเซลลูโลส (1094 cm−1), เพกทิน 
(856 cm−1) และลิกนิน (1600 cm−1) 
 

(ก) 

(ข) 

(ข) 



 

บทที่  3 
อุปกรณ์และวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. เครื่องนึ่งอบฆําเชื้อ รุํน MLS3020 ของบริษัท Sanyo, ญี่ปุ่น 
2. ตู๎อบฆําเชื้อ รุํน D06063 ของบริษัท Memmert, เยอรมัน 
3. เครื่องชั่ง รุํน PG2002-S และ AG285 ของบริษัท Mettler Toledo, สวิสเซอร์แลนด์ 
4. เครื่องปั่นผสม (vortex) รุํน G-560E ของบริษัท Scientific Industries , สหรัฐอเมริกา 
5. ตู๎บํมเชื้อ รุํน D06061 ของบริษัท Memmert, เยอรมัน 
6. ตู๎เขี่ยเชื้อ รุํน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, ไทย 
7. โถดูดความชื้น 
8. ไมโครปิเปตต์ รุํน P20, P200 และ P1000 ของบริษัท Gilson, ฝรั่งเศส 
9. จานเพาะเชื้อพลาสติกปราศจากเชื้อ (Sterile petridish) Greiner bio-one, ออสเตรีย 
10. จานไมโครไตเตอร์ ชนิด 96 หลุมของบริษัท Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
11. จานเพาะเนื้อเยื่อขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตรของบริษัท Greiner bio-one 

(Thailand), ไทย 
12. กระจกปิดสไลด์ (Cover slip) ของบริษัท Menzel-Glaser, เยอรมัน 
13. กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (Field-Emission Scanning Electron 

Microscope, FE-SEM) รุํน Versa 3D, สหรัฐอเมริกา 
14. กล๎องรามานสเปกโทรมิเตอร์ รุํน NT-MDT NTEGRA spectra, รัสเซีย 
15. กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic Force Microscope, AFM) ของบริษัท JPK 

Instruments AG, สิงคโปร์ 
 

3.2 เคมีภัณฑ์ 

1. เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ ของบริษัท Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
2. โซเดียมคลอไรด์ ของบริษัท Merck, เยอรมัน   
3. ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท J.T. Baker, สหรัฐอเมริกา 
4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคะไฮเดรต (Na2HPO4.12H2O)  ของบริษัท Carlo ERBA, 

อิตาลี 
5. ไนซินของบริษัท Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
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6. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท Merck, เยอรมนั   
7. พอลิแอลไลซีน (Poly-L-lysine, PLL) ของบริษัท Sigma-Aldrich, สหรัฐอเมริกา 
8. อาหารเลี้ยงเชื้อทริปติคซอยบรอท (Tryptic soy broth, TSB) ของบริษัท Merck, เยอรมัน   

 
หมายเหตุ  สารเคมีที่ใช๎ในการทดลองทุกชนิดเป็นชนิดเพื่อการวิเคราะห์ (Analytical grade) 

 

3.3 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดสอบ 

Listeria monocytogenes DMST 17303 
Escherichia coli ATCC 25922 

 
3.4 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.4.1 เตรียมสารออกฤทธิ์และแบคทีเรียตัวอยํางที่ใช๎ในงานวิจัย 

3.4.1.1 การเตรียมไนซิน  

ละลายผงไนซินของบริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา ในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.02     

โมลาร์ โดยเตรียมไว๎ที่ความเข๎มข๎น 100,000 IU/มิลลิลิตร (1 กรัมของไนซินมีแอกทิวิตี

เทํากับ 1,168,000 IU) กรองผํานเมมเบรน ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บในขวดสีชาที่ 4 องศา

เซลเซียส เมื่อต๎องการใช๎ให๎เจือจางด๎วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายที่

ต๎องการ 

3.4.1.2 การเตรียมเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

ละลายสารเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ (CPC) ของบริษัท Sigma, สหรัฐอเมริกา ในน้ ากลั่น

เตรียมไว๎ที่ความเข๎มข๎น 20,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กรองผํานเมมเบรนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร เก็บในขวดสีชา ที่ 4 องศาเซลเซียส เมื่อต๎องการใช๎ให๎เจือจางด๎วยน้ ากลั่น

ปราศจากเชื้อให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายที่ต๎องการ 

3.4.1.3 การเตรียมแบคทีเรียตัวอยําง 

ขีด L. monocytogenes DMST17303 และ E. coli ATCC25922 ลงบนอาหารแข็ง 
Tryptic soy agar (TSA) บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 16-18 ชั่วโมงเขี่ยโคโลนี
เดี่ยวย๎ายลงสูํ TSA slant บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมงเก็บที่อุณหภูมิ     
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4 องศาเซลเซียสเพ่ือเก็บเป็น Stock culture และเขี่ยโคโลนีเดี่ยวย๎ายลงสูํอาหารเหลว
Tryptic soy broth (TSB) เพ่ือใช๎ในการทดลอง บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน    
16-18 ชั่วโมง เจือจางจนได๎ 1000 เทํา เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเริ่มต๎น จนได๎ความ
เข๎มข๎นของเชื้อสุดท๎ายประมาณ 105-106 CFU/มิลลิลิตร เพ่ือใช๎ในการทดลองตํอไปซึ่งเป็น
ปริมาณที่เหมาะสมในการจ าลองปริมาณเชื้อปนเปื้อนในอาหาร 

3.4.2 การหาคําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากการท างานของไนซิน เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ และ
การท างานรํวมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์  

ขั้นตอนนี้หาคําความเข๎มข๎นที่เหมาะสม (Minimum inhibitory concentration; MIC) ท า

โดยการเติมไนซินหรือ CPC หรือไนซิน-CPC ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในจานไมโครไตเตอร์ 

ชนิด 96 หลุม ให๎ได๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายดัง ตารางที่ 3.1 จากนั้นเติม L. Monocytogenes 

DMST17303 หรือ E. coli ATCC25922 ซึ่งอยูํในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB ที่มี 105–106    

CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (อัตราสํวนปริมาตรของสารออกฤทธิ์ตํอแบคทีเรียเป็น 

1:1) บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส วัดความขุํนที่ 450 นาโนเมตร (OD450) ทุก 6 ชั่วโมงเป็น

เวลา 2 วัน เลือกคําความเข๎มข๎นสุดท๎ายที่ให๎คําความขุํนคงที่ เป็นคําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมหรือ 

MIC ซึ่งแสดงให๎เห็นวําเป็นความเข๎มข๎นที่น๎อยที่สุดในการใช๎ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งสอง

ชนิด น าคําความเข๎มข๎นนี้ใช๎ในการทดลองถัดไป 

ตารางที่ 3.1 ความเข๎มข๎นสุดท๎ายของสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่ใช๎ทดลองเพ่ือหาคําความ
เข๎มข๎นที่เหมาะสม 

แบคทีเรียที่ใช๎ทดลอง 

ความเข๎มข๎นสุดท๎าย (ตํอไมโครลิตร) 

เมื่อไมํใช๎รํวมกัน เมื่อใช๎รํวมกัน (ไนซิน-CPC) 

ไนซิน 

(IU) 

CPC 

(ไมโครกรัม) 

ไนซิน 

(IU) 

CPC 

(ไมโครกรัม) 

L. monocytogenes 62.5-250 0.375-12.5 62.5-250 0.375-12.5 

E.coli 5,000-30,000 0.75-12.5 5,000-30,000 0.75-12.5 
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3.4.3 ศึกษารูปรํางภายนอกที่เปลี่ยนไปของเซลล์จากการออกฤทธิ์รํวมกันที่ความเข๎มข๎นตํางๆ
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (FE-SEM) 

น าเซลล์แขวนลอยที่มีไนซิน, CPC หรือ ไนซิน-CPC ความเข๎มข๎น MIC ปริมาตร 5 มิลลิลิตรที่
ผํานการบํมนาน 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มากรองผํานเมมเบรนพอลิคาร์บอเนต 
ขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นน าเมมเบรนที่มีเซลล์สะสมอยูํมาตรึงเซลล์ด๎วยสารละลาย   
กลูตาราลดีไฮด์ 2.5% ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข๎มข๎น 0.1 โมลาร์ pH 7.2 นาน 1-2 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน ามาล๎างด๎วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์นาน 5 นาที สองครั้งและล๎างด๎วยน้ ากลั่นอีกครั้ง 
ตํอมาท าให๎แห๎งโดยใช๎สารละลายเอทานอลความเข๎มข๎นสูงขึ้นเป็นล าดับนาน 5 นาที (50%, 
70%, 95% และ 100%) จากนั้นน าตัวอยํางเข๎าเครื่อง critical point dryer เพ่ือดึงน้ าออกและ
แทนที่น้ าด๎วยคาร์บอนไดออกไซด์เหลว เพ่ือคงสภาพเซลล์ไว๎ วางตัวอยํางบนแทํนอลูมิเนียมและ
พํนด๎วยทอง แล๎วสํองภายใต๎กล๎อง FE-SEM โดยใช๎ศักย์เรํงอิเล็กตรอนที่ 10 กิโลโวลต์ ก าลังขยาย 
10,000, 30,000 และ 100,000 เทํา 

 
3.4.4 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายนอกของเซลล์ที่มีชีวิตอยํางละเอียดขณะเซลล์ยังมีชีวิตภายใต๎

กล๎องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

น าสารพอลิแอลไลซีน (Poly-L-lysine; PLL) หยดลงบน cover glass ท าให๎แห๎งโดยใช๎
โถดูดความชื้นได๎เป็นสไลด์ PLL จากนั้นน าเซลล์แขวนลอยที่มีไนซิน หรือ CPC หรือทั้งไนซิน-
CPC ที่ผํานการบํมนาน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
8,000 rpm นาน 5 นาที หยดเซลล์แขวนลอยลงบนสไลด์ PLL ทิ้งไว๎ให๎แห๎งโดยใช๎เวลาน๎อยกวํา 
1 นาทีล๎างเซลล์ที่ไมํยึดติดกับพ้ืนผิว PLL ออกด๎วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้นน า
ตัวอยํางยึดติดกับจานเพาะเนื้อเยื่อ และเทสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให๎ทํวมตัวอยําง สํอง
ภายใต๎กล๎อง AFM โดยใช๎เทคนิค AFM แบบ Quality contact mode ที่อุณหภูมิห๎อง คานดีด
คงที่ 0.12 N/m ทิปเป็น Si3N4 รัศมีความโค๎งขนาดประมาณ 10 นาโนเมตร ตรวจวัดคําโดยใช๎
โปรแกรม JPK processor 
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3.4.5 ศึกษาต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์ภายใต๎กล๎องรามานสเปกโทรมิเตอร์ (Raman 
spectrometer) 

น าเซลล์แขวนลอยที่มีไนซินหรือ CPC หรือไนซิน-CPC ความเข๎มข๎น MIC ที่ผํานการบํมนาน 
24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 rpm นาน 5 นาที น า
ตะกอนเซลล์มาล๎างด๎วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง และหยดลงบนแผํนเคลือบซิลเวอร์ ซึ่งใช๎เป็นสารที่ชํวย
เพ่ิมสัญญาณรามาน จากนั้นท าให๎แห๎งด๎วยตู๎ดูดความชื้นประมาณ 10-15 นาที และสํองภายใต๎
กล๎องรามานสเปกโทรมิเตอร์ โดยใช๎ล าแสง 532 นาโนเมตร สังเกตและวัดสเปกตรัมที่เกิดขึ้น 
จากนั้นน ามาท าแผนที่รามาน (Raman mapping) ด๎วยโปรแกรม NOVA กํอให๎เกิดรูปซึ่งแสดง
ต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์ได๎ 

 



 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

4.1 การหาค่าความเข้มข้นที่เหมาะสมจากการท างานของไนซิน เซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ และ
การท างานร่วมกันของไนซินและเซทิลไพริดิเนียมคลอไรด์ 

ผลจากการศึกษาหาความเข๎มข๎นที่เหมาะสม (MIC) ของไนซิน, CPC และไนซิน-CPC แสดง
เป็นคําการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโนเมตร ซึ่งแสดงให๎เห็นถึงปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิตในระยะเวลาตํางๆ 
โดยผลการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น 62.5-250           
IU/มิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 4.1 โดยผลจากกราฟพบวําที่ความเข๎มข๎นไนซินสูงตั้งแตํ 125, 150 และ 
250 IU/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ได๎ตลอด 48 ชั่วโมง ในขณะที่
ความเข๎มข๎นไนซิน 62.5 และ 100 IU/มิลลิลิตร L. monocytogenes สามารถรอดชีวิตได๎ ซึ่งมีการ
เจริญที่สามารถเห็นชัดเจนในชั่วโมงท่ี 18 ดังนั้นคํา MIC ของไนซินซึ่งเป็นคําความเข๎มข๎นต่ าสุดในการ
ยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes คือ 125 IU/มิลลิลิตร  

 
รูปที่ 4.1 การยับยั้ง L. monocytogenes ของไนซินที่ความเข๎มข๎น 62.5-250 IU/มิลลิลิตรใน
ระยะเวลาตํางๆ 
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ผลจากยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น 0.375-12.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 4.2 จากกราฟพบวําที่ความเข๎มข๎น CPC ตั้งแตํ 0.75-125 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ตลอด 48 ชั่วโมง ในขณะที่
ความเข๎มข๎น CPC ที่ 0.375 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร L. monocytogenes สามารถเจริญได๎ ซึ่งเห็น
ชัดเจนในชั่วโมงท่ี 18 ดังนั้นคํา MIC ของ CPC ซึ่งเป็นคําความเข๎มข๎นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของ 
L. monocytogenes คือ 0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

 

 
รูปที่ 4.2 การยับยั้ง L. monocytogenes ของ CPC ที่ความเข๎มข๎น 0.375-12.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ในระยะเวลาตํางๆ 
 

ผลจากยับยั้งการเจริญของ E. coli ด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น 5,000-30,000 IU/มิลลิลิตร
แสดงดังรูปที่ 4.3 โดยผลจากกราฟพบวําที่ความเข๎มข๎นไนซิน 30,000 IU/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ
เจริญของ E. coli ได๎ตลอด 48 ชั่วโมง ในขณะที่ความเข๎มข๎นไนซินน๎อยตั้งแตํ 5,000-20,000       
IU/มิลลิลิตร E. coli สามารถรอดชีวิตได๎ ซึ่งเห็นชัดเจนในชั่วโมงท่ี 18 ดังนั้นคํา MIC ของไนซินซึ่งเป็น
คําความเข๎มข๎นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของ E. coli คือ 30,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  
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รูปที่ 4.3 การยับยั้ง E. coli ของไนซินที่ความเข๎มข๎น 5,000-30,000 IU/มิลลิลิตรในระยะเวลาตํางๆ 
 

ผลจากศึกษายับยั้งการเจริญของ E. coli ด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น 0.75-12.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร แสดงดังรูปที่ 4.4 โดยจากกราฟพบวําที่ความเข๎มข๎น CPC ตั้งแตํ 3.175-12.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ได๎ตลอด 48 ชั่วโมง ในขณะที่ความเข๎มข๎น CPC ที่ 
0.75 และ 1.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร E. coli สามารถเจริญได๎ ซึ่งเห็นชัดเจนในชั่วโมงที่ 18 ดังนั้นคํา 
MIC ของ CPC ซึ่งเป็นคําความเข๎มข๎นต่ าสุดในการยับยั้งการเจริญของ E. coli คือ 3.175 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร  

 
รูปที่ 4.4 การยับยั้ง E. coli ของ CPC ที่ความเข๎มข๎น 0.75-12.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ในระยะเวลา
ตํางๆ  
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 จากการศึกษาหาคําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมในการยับยั้ง L. monocytogenes ด๎วยไนซิน-
CPC โดยการใช๎ CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC คือ 0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และไนซินที่ความเข๎มข๎น
ตํางๆ ในระยะเวลา 42 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.5 พบวําในการใช๎ CPC ที่ MIC รํวมกับไนซินที่ความ
เข๎มข๎น 31.25-125 IU/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ได๎ตลอด 42 
ชั่วโมง ในขณะการใช๎ CPC ที่ MIC รํวมกับไนซินที่ความเข๎มข๎น ที่ 7.8 และ 156 IU/มิลลิลิตร        
L. monocytogenes สามารถมีชีวิตรอดได๎ ซึ่งเห็นชัดเจนในชั่วโมงที่ 18 จึงแสดงให๎เห็นวําการใช๎ 
CPC รํวมกับไนซินในการยับยั้ง L. monocytogenes สามารถลดปริมาณการใช๎ไนซินลงเป็น 31.25 
IU/มิลลิลิตร 

 
รูปที่ 4.5 การยับยั้ง L. monocytogenes ของ CPC ที่ความเข๎มข๎น 0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับไน
ซินที่ ความเข๎มข๎น 7.8-125 IU/มิลลิลิตร ในระยะเวลาตํางๆ 
 

จากการศึกษาหาคําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมในการยับยั้ง E. coli ด๎วยไนซิน-CPC โดยการใช๎ 
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC คือ 3.175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และไนซินที่ความเข๎มข๎นตํางๆ ใน
ระยะเวลา 42 ชั่วโมง แสดงดังรูปที่ 4.6 พบวําในการใช๎ CPC ที่ MIC รํวมกับไนซินที่ความเข๎มข๎น 
30,000 IU/มิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli ได๎ตลอด 42 ชั่วโมง ในขณะที่การใช๎ CPC 
รํวมกับไนซินที่ความเข๎มข๎นที่ 7,500-30,000 IU/มิลลิลิตร E. coli สามารถมีชีวิตรอดได๎ ซึ่งเห็น
ชัดเจนในชั่วโมงที่ 24 จึงแสดงให๎เห็นวําการใช๎ CPC รํวมกับไนซินในการยับยั้งการเจริญของ E. coli 
ไมํสามารถลดปริมาณการใช๎ไนซินได๎ 
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รูปที่ 4.6 การยับยั้ง E. coli ของ CPC ที่ความเข๎มข๎น 3.175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กับไนซินที่ความ
เข๎มข๎น 7,500-30,000 IU/มิลลิลิตร ในระยะเวลาตํางๆ 

การศึกษาการท างานรํวมกันของไนซินและ CPC ท าโดยหาความสัมพันธ์จากการน าคําความ
เข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบซึ่งได๎จากการทดลองกํอนหน๎ามาค านวณหาคําดัชนี FIC 
(fractional inhibition index, FIC) (Meletiadis และคณะ, 2010) เพ่ือวิเคราะห์ลักษณะการท างาน
รํวมกันของสารสองชนิด โดยค านวณจากสมการ 

 

 
เมื่อ [A] และ [B] แทนคํา ด๎วยคําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบของไน

ซินและ CPC เมื่อท างานรํวมกันตามล าดับ ขณะที่ คํา MICAและ MICBแทนคํา คําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่
สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบของไนซินและ CPC เมื่อท างานแยกกันอยํางอิสระ น าคําดัชนี FIC ที่ได๎จาก
สมการไปเปรียบเทียบกับคําดัชนี FIC มาตรฐานดังแสดงในตารางที่ 4.1 

ตารางที่ 4.1 ดัชนี FIC มาตรฐาน และการแปรผลเพ่ืออธิบายลักษณะของการท างานรํวมกันของสาร 

คํา FIC ผลของการท างานรํวมกัน 

<0.5 มีการเสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกัน (synergy) 
>0.5 แต ํ<0.75 มีการเสริมฤทธิ์ซึ่งกันและกันบางสํวน (partial synergy) 

>0.75 แตํ <1.0 มีการเพ่ิมฤทธิ์แบบบวกเพ่ิม (additive effect) 

>1.0 แต ํ<4.0 ไมํมีความแตกตํางระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน (indifference) 
>4.0 มีการตํอต๎านซึ่งกันและกัน (antagonism) 
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 ผลจากการค านวณคําดัชนี FIC จากคําความเข๎มข๎นต่ าสุดของไนซินและ CPC ในการท างาน
รํวมกันเพ่ือยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes และ E. coli พบวําให๎ดัชนี FIC เทํากับ 1.25 
และ 2.00 ตามล าดับ ซึ่งทั้งสองคํามีคําอยูํในชํวง >1.0 แต ํ<4.0 ซึ่งแสดงให๎เห็นวําไนซินและ CPC ไมํ
มีความแตกตํางระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน (indifference) ในการยับยั้งการเจริญ
ของ L. monocytogenes และ E. coli โดยผลจากการทดลองที่ให๎คําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียทดสอบและคําดัชนี FIC ของการท างานรํวมกันของไนซินและ CPC แสดงดังตารางที่ 
4.2 

ตารางที่ 4.2 คําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบและคําดัชนี FIC ของการท างาน
รํวมกันของไนซินและ CPC 

แบคทีเรียที่ใช๎ทดลอง 

คําความเข๎มข๎นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งของสารที่ใช๎ในการ
ทดสอบ 

ดัชนี 
FIC 

เมื่อท างานเชงิเดี่ยว เมื่อท างานรํวมกัน 

ไนซิน 

(IU ตํอ
มิลลิลิตร) 

CPC 

(ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 

ไนซิน 

(IU ตํอ
มิลลิลิตร) 

CPC 

(ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) 
L. monocytogenes 125 0.75 31.3 0.75 1.25 

E. coli 30,000 3.175 30,000 3.175 2.00 

 

จากผลจากการศึกษาหาความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของไนซินและ CPC สามารถสรุปได๎วํา คํา 
MIC ของไนซินและ CPC ตํอการออกฤทธิ์ยับยั้ง L. monocytogenes คือ 125 IU/มิลลิลิตร และ 
0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่คํา MIC ตํอการออกฤทธิ์ยับยั้ง E. coli คือ 30,000 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 3.175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งการศึกษาการท างานรํวมกันของ
ไนซินและ CPC ด๎วยการค าณวนคําดัชนี FIC พบวํา ไนซินและ CPC ไมํมีความแตกตํางระหวํางการ
ท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน (indifference) ในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
และ E. coli ซึ่งมีความสอดคล๎องกับการศึกษาของ กุลวัฒนศาล (2008) โดยน าคํา MIC นี้ใช๎ในการ
ทดลองถัดไป 
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4.2 ผลการศึกษารูปร่างภายนอกท่ีเปลี่ยนไปของเซลล์จากการออกฤทธิ์ร่วมกันที่ความเข้มข้น
ต่างๆภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (FE-SEM) 

จากการน าเซลล์ L. monocytogenes และ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน, CPC และไนซิน-
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง มากรองผํานเมมเบรนพอลิคาร์บอเนต ขนาดรู 0.2 
ไมโครเมตร แทนที่น้ าภายในเซลล์ด๎วยคาร์บอนไดออกไซด์เหลวเคลือบผิวเซลล์ด๎วยทอง และน ามา
ศึกษาภายใต๎กล๎อง FE-SEM ซึ่งแสดงภาพที่ก าลังขยาย 30,000 เทํา และ 100,000 เทํา พบวําภาพ 
FE-SEM ที่ก าลังขยาย 30,000 เทํา ของ L. monocytogenes และ E. coli ที่ไมํมีสารยับยั้งการ
เจริญพบวํา เซลล์มีจ านวนมาก เมื่อเปรียบเทียบกับ L. monocytogenes และ E. coli ที่ถูกกระท า
ด๎วยสารออกฤทธิ์ทั้ง ไนซิน, CPC และ ไนซิน-CPC โดยพบวําเซลล์มีจ านวนลดน๎อยลงอยํางเห็นได๎ชัด 
ซึ่งสอดคล๎องกันกับผลการทดลองกํอนหน๎า และยังพบวําเซลล์ที่ถูกกระท าด๎วยไนซิน -CPC มีรูปรํางที่
ผิดปกติ ซึ่งแสดงให๎เห็นวําที่ความเข๎มข๎น MIC ของไนซิน, CPC และไนซิน-CPC สํงผลให๎เซลล์เกิด
ความผิดปกติ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

 ภาพ FE-SEM ที่ก าลังขยาย 100,000 เทํา ของ L. monocytogenes พบวําเซลล์ที่ไมํได๎รับ
สารยับยั้งการเจริญมีรูปรํางเป็นแทํงยาว ขนาดประมาณ 1.5-2 ไมโครเมตร ผิวเซลล์เรียบ ในขณะที่
เซลล์ L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินมี ความผิดปกติโดยผิวเซลล์มีลักษณะไมํเรียบ 
ขรุขระ เซลล์มีรูปรํางโค๎งงอ ในการศึกษา L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวําเซลล์มี
รูปรํางเป็นแทํงขนาดสั้นลงเล็กน๎อย ขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร แตํไมํพบความผิดปกติที่ชัดเจนทั้ง
ผิวและรูปรํางลักษณะของเซลล์ สํวนใน L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC นั้นพบวํา
เซลล์มีความผิดปกติอยํางชัดเจน มีลักษณะรูปรํางบิดเบี้ยว ไมํเป็นแทํง ผิวเซลล์คํอนข๎างขรุขระ ซึ่ง
ลักษณะเซลล์ถูกท าลายคล๎ายกับ L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินและ CPC แตํสํงผลการ
ท าลายเซลล์ที่รุนแรงและเห็นได๎ชัดเจนมากกวําดังแสดงในตารางที่ 4.3 

ภาพ FE-SEM ที่ก าลังขยาย 100,000 เทํา ของ E. coli พบวําเซลล์มีรูปรํางเป็นแทํงสั้น 
ขนาดประมาณ 2 ไมโครเมตร มีแฟลกเจลลาและพิไลยาวล๎อมรอบเซลล์เป็นจ านวนมากซึ่งเห็นได๎
อยํางชัดเจน  ในขณะที่เซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน มีรูปรํางเป็นแทํงแตํขนาดสั้นกวําเซลล์ปกติ
ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญ โดยมีขนาดประมาณ 1 ไมโครเมตร แฟลกเจลลาและพิไลไมํสมบูรณ์ สํวน
เซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวํามีแฟลกเจลลาและพิไลสั้น ไมํสมบูรณ์ แตํไมํพบความ
ผิดปกติของรูปรํางเซลล์ที่ชัดเจน ในขณะที่เซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC พบวําเซลล์มี
ความผิดปกติ รูปรํางบิดงอ และหดสั้นลง ซึ่งแสดงให๎เห็นวําไนซิน-CPC สามารถออกฤทธิ์ท าลายเซลล์
อยํางรุนแรง เซลล์มีความผิดปกติท่ีเห็นได๎ชัดเจนกวําการถูกยับยั้งด๎วยไนซินหรือ CPC เพียงชนิดเดียว 
ดังแสดงในตารางที ่4.4 
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ตารางที่ 4.3 แสดงรูปรํางภายนอกของเซลล์ L. monocytogenes ที่ถูกยับยั้งด๎วย ไนซิน, CPC และ 
ไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง ภายใต๎กล๎อง FE-SEM ที่ก าลังขยายตํางๆ 
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ตารางที่ 4.4 แสดงรูปรํางภายนอกของเซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วย ไนซิน,CPC และ ไนซิน-CPC ที่
ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง ภายใต๎กล๎อง FE-SEM ที่ก าลังขยายตํางๆ 
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การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่ถูกท าลายด๎วยสารออกฤทธิ์ภายใต๎กล๎อง FE-SEM เซลล์จะถูก
แทนที่น้ าภายในเซลล์ด๎วยคาร์บอนไดออกไซด์เหลว หลังจากนั้นพํนด๎วยทองที่ผิวเซลล์จึงสามารถน า
เซลล์มาถํายภาพได๎ โดยภาพที่ได๎พบวําเซลล์ที่ถูกท าลายด๎วยสารออกฤทธิ์สํวนใหญํมีลักษณะบิดงอ 
อาจเกิดจากการท างานของสารออกฤทธิ์ที่ท าให๎ผนังเซลล์เกิดรูและรบกวนการสร๎างผนังเซลล์  สํงผล
ให๎ผนังเซลล์ไมํแข็งแรง ดังนั้นเมื่อมีการแทนที่น้ าภายในเซลล์จากการเตรียมตัวอยําง จึงท าให๎เกิด
ลักษณะดังกลําวขึ้น นอกจากนี้ยังพบวําเซลล์ที่ถูกท าลายด๎วยสารออกฤทธิ์มีผิวขรุขระและไมํสามารถ
เห็นรูที่เกิดขึ้นบนผิวเซลล์ได๎อยํางชัดเจน อาจเนื่องมาจากการเคลือบทองบนผิวเซลล์ที่หนา 

 

4.3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงภายนอกของเซลล์ที่มีชีวิตอย่างละเอียดขณะเซลล์ยังมีชีวิตภายใต้
กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (AFM) 

ผลจากการศึกษารูปรํางของเซลล์ที่มีชีวิตของ L. monocytogenes และ E. coli ที่ถูกตรึง
โดย PLL ในบัฟเฟอร์ภายใต๎กล๎อง AFM โดยภาพจาก AFM สามารถแสดงถึงคําความสูงจากพ้ืนหลัง, 
คํา Adhesion, คําความชันกราฟ, คํา Young’s modulus และภาพ 3 มิติของคําความชันกราฟโดย
ความสูงจากพ้ืนหลังแสดงถึงความกว๎างของเซลล์ คํา Adhesion แสดงให๎เห็นถึงแรงยึดระหวําง     
ผิวเซลล์กับปลายทิปที่ก าลังยกขึ้น ซึ่งหมายถึงแรงยึดติดของผิวเซลล์ คําความชันกราฟ แสดงถึงแรงที่
ปลายทิปกระท ากับเซลล์ตํอระยะที่เซลล์ยุบตัว ซึ่งแสดงถึงความเตํงและความเหี่ยวของเซลล์ สํวนคํา  
Young’s modulus แสดงถึงคําความความสามารถในการยืดหยุํนของผิวเซลล์ และภาพ 3 มิติที่
แสดงรูปรํางเซลล์ซึ่งแสดงต าแหนํงสีเป็นคําความชันกราฟ 

ผลจากการศึกษา L. monocytogenes ได๎เป็นภาพ AFM จากคําความสูงของเซลล์ (รูปที่ 
4.7) แสดงให๎เห็นวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญ มีรูปรํางเป็นแทํงยาว ขนาดประมาณ  2.5 
ไมโครเมตร และมีความกว๎างประมาณ 1 ไมโครเมตร (รูปที่ 4.7ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความ
เข๎มข๎น MIC นาน 6 ชั่วโมง พบวําผนังเซลล์มีความผิดปกติ เกิดรูแหวํง เห็นขอบเขตเซลล์ไมํชัดเจน 
(รูปที่ 4.7ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง พบวําเซลล์ไมํมีการ
เปลี่ยนแปลงชัดเจน (รูปที่ 4.7ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ความเข๎มข๎น MIC นาน 
24 ชั่วโมง นั้นพบวําเซลล์มีความผิดปกติอยํางชัดเจน ผิวเซลล์ขรุขระ สูญเสียรูปรําง (รูปที่ 4.7ง) 
การศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes  ด๎วยไนซินเป็นเวลา 6 ชั่วโมง เนื่องจาก
การทดลองในระยะเวลานาน 24 ชั่วโมงนั้นไมํสามารถตกตะกอนเซลล์ได๎เพราะเซลล์ถูกท าลาย ดังนั้น
จึงลดระยะเวลาลงเป็น 6 ชั่วโมง ซึ่งท าให๎เห็นการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่ชัดเจนได๎ 
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รูปที่ 4.7 ภาพ AFM ที่ได๎จากคําความสูงของเซลล์ L. monocytogenes ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึง
บน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 6 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย 
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น 
MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง) 
 

ผลของภาพ AFM จากคํา Adhesion ของเซลล์ L. monocytogenes (รูปที่ 4.8) แสดงให๎
เห็นวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีผิวเซลล์ที่มีแรงยึดติดน๎อย (รูปที่ 4.8ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย  
ไนซิน พบวําคํา Adhesion มีคําน๎อยเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้ง แสดงให๎เห็นวําผิวเซลล์
มีแรงยึดติดน๎อย (รูปที่ 4.8ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวําเกิดบริเวณที่มีคํา Adhesion มากและ
น๎อยแตกตํางกัน 2 บริเวณ คือบริเวณที่มีแรงยึดติดน๎อยมากและบริเวณที่มีแรงยึดติดน๎อย (รูปที่ 4.8
ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC นั้นพบวําเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้ง พบวํา
คํา Adhesion มีคําสูงขึ้นมากแสดงให๎เห็นวํามีแรงยึดติดมาก (รูปที่ 4.8ง) ซึ่งแสดงให๎เห็นวําบริเวณที่
มีแรงยึดติดมากอาจเป็นสารประกอบภายในเซลล์ไหลออกสูํภายนอกเซลล์ และเซลล์ถูกท าลายอยําง
รุนแรง 

 

(ข) 

(ค) (ง) 

(ก) 
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รูปที่ 4.8 ภาพ AFM ที่ได๎จากคํา Adhesion ของเซลล์ L. monocytogenes ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูก
ตรึงบน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้ง
ด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความ
เข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง) 

 
ผลของภาพ AFM จากคําความชันกราฟของเซลล์ L. monocytogenes (รูปที่ 4.9) แสดงให๎

เห็นวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีคําความชันกราฟมากแสดงให๎เห็น วําเซลล์มีความเตํง         
(รูปที่ 4.9ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน พบวําคําความชันกราฟมีคําน๎อยโดยเฉพาะขอบเซลล์ เมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้ง แสดงวําเซลล์เหี่ยว มีความเตํงน๎อยลง แสดงให๎เห็นวําเซลล์มี
ความผิดปกติที่ผิวเซลล์ ท าให๎ไมํสามารถคงสภาพได๎ (รูปที่ 4.9ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวํามี
บริเวณของคําความชันกราฟที่แตกตํางกัน 2 บริเวณคือบริเวณที่มีคํามากและบริเวณที่คําน๎อย โดยมี
บริเวณที่มีคํามากแสดงให๎เห็นวําบริเวณนี้เซลล์มีความแข็ง และบริเวณที่มีคําน๎อยเป็นบริเวณที่เซลล์
เหี่ยว มีความอํอนยวบ แสดงให๎เห็นวําเซลล์มีความผิดปกติ (รูปที่ 4.9ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย
ไนซิน-CPC พบวําคําความชันกราฟมีคําน๎อย แสดงให๎เห็นวําเซลล์เหี่ยว มีความอํอนยวบ (รูปที่ 4.9ง) 

(ง) (ค) 

(ข) (ก) 
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รูปที่ 4.9 ภาพ AFM ที่ได๎จากคําความชันกราฟของเซลล์ L. monocytogenes ใน PBS บัฟเฟอร์ที่
ถูกตรึงบน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูก
ยับยั้งด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความ
เข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง) 
 

ผลของภาพ AFM จากคํา Young’s modulus ของเซลล์ L. monocytogenes (รูปที่ 4.10) 
มีผลที่สอดคล๎องกันกับคําความชันกราฟ ซึ่งพบวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีคํา Young’s 
modulus มากแสดงให๎เห็นวําเซลล์มีความยืดหยุํนมาก ทนตํแรงกระท ามาก สามารถคงสภาพเซลล์
ได๎ดี (รูปที่ 4.10ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน พบวํามีคํา Young’s modulus น๎อยเมื่อเปรียบเทียบ
กับเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้ง แสดงวําเซลล์ไมํมีความความยืดหยุํน (รูปที่ 4.10ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย 
CPC พบวํามีคํา Young’s modulus น๎อยเชํนเดียวกัน แสดงวําเซลล์ไมํมีความความยืดหยุํน (รูปที่ 
4.10ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC พบวํามีคําน๎อย เซลล์ไมํมีความยืดหยุํนเชํนกัน (รูปที่ 
4.10ง) ซึ่งแสดงให๎เห็นวําเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน, CPC และไนซิน-CPC ไมํสามารถคงสภาพไว๎ 
สูญเสียสภาพงําย 

(ง) (ค) 

(ข) (ก) 
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รูปที่ 4.10 ภาพ AFM ที่ได๎จากคํา Young’s modulus ของเซลล์ L. monocytogenes ใน PBS 
บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึงบน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) 
เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง) 
 

ผลจากการท าภาพ 3 มิติที่แสดงรูปรํางเซลล์จากคําความสูงเซลล์และแสดงต าแหนํงสีจากคํา
ความชันกราฟแสดงดังรูปที่ 4.11 ซึ่งภาพ 3 มิตินี้แสดงถึงต าแหนํงความเตํงและเหี่ยวของเซลล์ ของ 
L. monocytogenes ได๎อยํางชัดเจน โดยเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีความเตํง (รูปที่ 4.11ก) 
เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน มีความเตํงน๎อยลงโดยเฉพาะขอบเซลล์ (รูปที่ 4.11ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย 
CPC มีบริเวณที่มีความแข็ง และบริเวณที่เหี่ยว (รูปที่ 4.11ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-
CPC นั้นเหี่ยว มีความอํอนยวบมากที่สุดโดยไมํมีบริเวณท่ีเตํง (รูปที่ 4.11ง) 

เมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั้งด๎วยไนซิน, CPC และ ไนซิน-CPC แสดงให๎เห็นวําไนซินและ 
CPC นั้นให๎ผลการยับยั้งเซลล์ในรูปแบบที่แตกตํางกันโดยผลการยับยั้งการเจริญของ                    
L. monocytogenes ด๎วยการท างานรํวมกันของไนซินและ CPC ให๎ผลในการท าให๎เซลล์เสียหายมาก
ที่สุด คือท าให๎เซลล์เหี่ยว และผิวขรุขระและไร๎รูปรําง 

 

(ง) (ค) 

(ข) (ก) 
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รูปที่ 4.11 ภาพ AFM แบบ 3 มิติ ของเซลล์ L. monocytogenes ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึงบน 
PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC 
ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC 
นาน 24 ชั่วโมง (ง) 

ผลจากการศึกษา E. coli ได๎เป็นภาพ AFM จากคําความสูงของเซลล์ (รูปที่ 4.12) แสดงให๎
เห็นวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญ รูปรํางเป็นแทํงสั้น ขนาดประมาณ 3 ไมโครเมตร และมีความ
กว๎างประมาณ 1-1.5 ไมโครเมตร (รูปที่ 4.12ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 
24 ชั่วโมง พบวําผนังเซลล์ผิดปกติ ผิวเซลล์ขรุขระ เห็นขอบเขตเซลล์ไมํชัดเจน (รูปที่ 4.12ข) เซลล์ที่
ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง พบวําเซลล์มีขนาดสั้นลงเล็กน๎อยซึ่งไมํเห็น
การเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจน (รูปที่ 4.12ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ความเข๎มข๎น MIC 
นาน 24 ชั่วโมง นั้นพบวําเซลล์มีความผิดปกติอยํางชัดเจน รูปรํางบิดงอ เกิดบริเวณคล๎ายรูและมีกลุํม
ก๎อนของสารบางอยําง (รูปที่ 4.12ง) 

 

 

 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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รูปที่ 4.12 ภาพ AFM ที่ได๎จากคําความสูง ของเซลล์ E.coli ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึงบน PLL (ก) 
เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่ความ
เข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 
ชั่วโมง (ง) 
 

ผลของภาพ AFM จากคํา Adhesion ของเซลล์ E. coli (รูปที่ 4.13) แสดงให๎เห็นวําเซลล์ที่
ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีผิวเซลล์ที่มีแรงยึดติดไมํมาก (รูปที่ 4.13ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน พบวํา
มีบริเวณท่ีมีคํา Adhesion สูงบนผิวเซลล์และด๎านข๎างเซลล์ แสดงให๎เห็นถึงแรงยึดติดที่กระจายตัวอยูํ
โดยรอบ อาจเป็นไนซินที่จับตัวอยูํที่ผิวเซลล์ (รูปที่ 4.13ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวําคํา 
Adhesion ไมํแตกตํางกับเซลล์ปกติมากนัก (รูปที่ 4.13ค) ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC 
นั้นพบวําบริเวณคล๎ายรูซึ่งมีกลุํมก๎อนนั้นมีคํา Adhesion ที่สูงกวําบนผิวเซลล์ แสดงให๎เห็นวําบริเวณนี้
มีแรงยึดติดซึ่งแตกตํางกับผิวเซลล์ (รูปที่ 4.13ง) ซึ่งอาจเป็นสารประกอบภายในเซลล์ไหลออกสูํ
ภายนอก 

 

(ข) 

(ค) (ง) 

(ก) 
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รูปที่ 4.13 ภาพ AFM ที่ได๎จากคํา Adhesion ของเซลล์ E.coli ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึงบน PLL 
(ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่
ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 
24 ชั่วโมง (ง) 
 

ผลของภาพ AFM จากคําความชันกราฟของเซลล์ E. coli (รูปที่ 4.14) แสดงให๎เห็นวําเซลล์ที่
ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีคําความชันกราฟมากแสดงให๎เห็นวําเซลล์มีความเตํง (รูปที่ 4.14ก) เซลล์ที่
ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน พบวําคําความชันกราฟน๎อยกลําวคือมีบริเวณสีเข๎มมาก แสดงวําบริเวณนั้นไมํมี
ความเตํง เหี่ยวและอํอนยวบ นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่มีคํามากสูงกวําเกิดขึ้นบริเวณข๎างเซลล์ด๎าน
หนึ่ง ซึ่งเป็นบริเวณที่มีความแข็งมากกวํา (รูปที่ 4.14ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวําบริเวณที่คํา
ความชันกราฟที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้ง แสดงวําให๎เห็นวําเซลล์เหี่ยว มีความ
อํอนยวบ แสดงให๎เห็นวําเซลล์มีความผิดปกติที่ผิวเซลล์ ท าให๎ไมํสามารถคงสภาพได๎  (รูปที่ 4.14ค) 
ในขณะที่เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC พบวําบริเวณขอบเซลล์มีคําน๎อย แสดงให๎เห็นวําขอบเซลล์
เหี่ยว มีความอํอนยวบ (รูปที่ 4.14ง) แสดงให๎เห็นวําเซลล์ไมํสามารถคงสภาพเดิมได๎ 

 

(ข) 

(ค) (ง) 

(ก) 
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รูปที่ 4.14 ภาพ AFM ที่ได๎จากคําความชันกราฟของเซลล์ E. coli ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึงบน PLL 
(ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ที่
ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 
24 ชั่วโมง (ง) 
 

ผลของภาพ AFM จากคํา Young’s modulus ของเซลล์ E. coli (รูปที่ 4.15) มีผลที่
สอดคล๎องกันกับคําความชันกราฟ โดยพบวําเซลล์ที่ไมํมีสารยับยั้งการเจริญมีคํา Young’s modulus 
มากแสดงให๎เห็นวําเซลล์มีความยืดหยุํนมาก ทนตํอแรงกระท าได๎มาก และสามารถคงสภาพเซลล์ได๎ดี 
(รูปที่ 4.15ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน พบวํามีคํา Young’s modulus น๎อยแสดงวําเซลล์ไมํมีความ
ความยืดหยุํน นอกจากนี้ยังพบวําด๎านข๎างเซลล์มีบริเวณที่มีคํามากซึ่งแสดงวํามีความยืดหยุํนสูงและ
กระจายตัวด๎านข๎างเซลล์ (รูปที่ 4.15ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC พบวํามีคํา Young’s modulus 
น๎อยเชํนเดียวกัน แสดงวําเซลล์ไมํมีความความยืดหยุํน (รูปที่ 4.15ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-
CPC พบวํามีคําน๎อย แสดงให๎เห็นวําเซลล์ไมํมีความยืดหยุํนเชํนกัน (รูปที่ 4.15ง) ซึ่งแสดงให๎เห็นวํา
เซลล์ไมํทนตํอแรงกระท า ไมํสามารถคงสภาพไว๎และสูญเสียสภาพเดิมได๎งําย 

(ข) 

(ค) (ง) 

(ก) 
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รูปที่ 4.15 ภาพ AFM ที่ได๎จากคํา Young’s modulus ของเซลล์ E.coli ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึง
บน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย 
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น 
MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง) 

ผลจากการท าภาพ 3 มิติที่แสดงรูปรํางเซลล์จากคําความสูงเซลล์และแสดงต าแหนํงสีจากคํา
ความชันกราฟแสดงดังรูปที่ 4.16 เมื่อเปรียบเทียบผลการยับยั้งการเจริญของ E. coli ด๎วยไนซิน, 
CPC และ ไนซิน-CPC แสดงให๎เห็นวําทั้งไนซินและ CPC ให๎ผลการยับยั้งเซลล์รูปแบบที่แตกตํางกัน 
โดยผลการยับยั้งการเจริญของ E. coli ด๎วยไนซิน-CPC ให๎ผลที่ใกล๎เคียงกับการใช๎แยกกันคือ ท าให๎
เซลล์เหี่ยว และเกิดรูที่ผิวเซลล์ 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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รูปที่ 4.16 ภาพ AFM แบบ 3 มิติของคําความชันกราฟ ของเซลล์ E. coli ใน PBS บัฟเฟอร์ที่ถูกตรึง
บน PLL (ก) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซินที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ข) เซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วย 
CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง (ค) และเซลล์ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น 
MIC นาน 24 ชั่วโมง (ง 

ผลจากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ L. monocytogenes และ E. coli เนื่องจาก
การออกฤทธิ์ของไนซิน, CPC และ ไนซิน-CPC เมื่อน ามาเปรียบเทียบกันระหวํางภาพภายใต๎กล๎อง 
FE-SEM และ AFM สามารถสรุปได๎วําไนซินสํงผลให๎ L. monocytogenes มีผิวเซลล์ไมํเรียบ ขรุขระ 
และรูปรํางโค๎งงอ อีกทั้งยังท าห้ าเซลล์เหี่ยว ขาดความยืดหยุํน เนื่องจากไนซินสามารถเข๎าจับกับผนัง
เซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกได๎งําย ท าให๎เกิดภาพที่แสดงให๎เห็นถึงความขรุขระที่ผิวเซลล์ และความ
ไมํผิดปกติของรูปรํางเซลล์ เมื่อเซลล์เกิดรูท าให๎เซลล์เหี่ยวและขาดความยืดหยุํน เนื่องจาก
สารประกอบภายในเซลล์ไหลออกสูํภายนอก (Hoffmann และคณะ, 2001) ซึ่งมีผลสอดคล๎องกับ
การศึกษาของ Perumalla และ Hettiarachchy (2011) ในขณะที่ไนซินที่ความเข๎มข๎นสูงได๎สํงผลได๎ 
E. coli มีผิวขรุขระ หดสั้นแตํยังคงรูปรํางแทํง และมีบริเวณคล๎ายรู ซึ่ง E. coli เป็นแบคทีเรียแกรม
ลบที่มีชั้น LPS หนาอยูํรอบเซลล์ (Hoffmann และคณะ, 2001) จึงต๎องใช๎ไนซินที่มีความเข๎มข๎นสูง
มากในการแทรกเข๎าสูํชั้นเมมเบรนภายในเกิดเป็นรู และสารประกอบภายในไหลสูํภายนอกเซลล์ใน
ที่สุด ภาพที่ได๎จึงแสดงให๎เห็นถึงเซลล์ที่เหี่ยว ไมํยืดหยุํน และบริเวณรูมีแรงยึดติดและยืดหยุํน 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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เนื่องจากสารประกอบภายในไหลออกสูํภายนอกเซลล์ ซึ่งมีความสอดคล๎องกับการศึกษาของ
(Meincken และคณะ (2005)) ที่ได๎ศึกษาผลการยับยั้งการเจริญของ E. coli ด๎วยสารเมลิททิน 
(melittin) ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ที่เป็นสารประกอบเปปไทด์ ภายใต๎กล๎อง AFM ภาพที่ได๎พบวําเกิด
ลักษณะคล๎ายรูบนผิวเซลล์ E. coliเชํนเดียวกัน ซึ่งภาพ AFM นี้สามารถเห็นได๎ชัดวํานี้เมลิททิน
สามารถท าลายได๎ท้ังชั้น LPS และเมมเบรนได ๎

ผลจากการศึกษาท างานของ CPC ภายใต๎กล๎อง FE-SEM และ AFM นั้นแสดงให๎เห็นวํา CPC 
สํงผลให๎ L. monocytogenes มีแทํงสั้นลงอยํางเห็นได๎ชัด และท าให๎ผิวเซลล์เกิดความผิดปกติทั้งแข็ง
ขึ้นและอํอนลง และมแีรงยึดติดมากขึ้น ในขณะที่ CPC ท าให๎ E. coli มีรูปรํางเป็นแทํงสั้น ขอบเขตไมํ
ชัดเจน เซลล์เหี่ยวและอํอนยวบด๎วยเชํนกัน ทั้งนี้เนื่องจาก CPC เข๎าไปรบกวนกระบวนการ           
เมแทบอลิซึมภายในเซลล์ ท าลายผนังเซลล์และเซลล์เมมเบรน และเซลล์ไมํสามารถแบํงตัวได๎ (Cord) 
ซึ่งการท างานของ CPC นั้นสามารถออกฤทธิ์ได๎ทั้งในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบซึ่งมีความ
สอดคล๎องกับผลการศึกษาของ    

 ผลจากการศึกษาการท างานของไนซิน-CPC ภายใต๎กล๎อง FE-SEM, AFM สามารถสรุปได๎วํา 
ไนซิน-CPC สํงผลท าลายเซลล์ L. monocytogenes อยํางรุนแรง โดยท าให๎เซลล์มีรูปรํางบิดเบี้ยว ไมํ
เป็นแทํง ผิวขรุขระ มีความอํอนยวบ ไมํยืดหยุํน และมีแรงยึดติด ซึ่งเกิดจากการท างานรํวมกันของไน
ซินและ CPC โดยไนซินซึ่งท างานได๎ดีกับแบคทีเรียแกรมบวกเข๎าจับกับผิวเซลล์กํอให๎เกิดรู และ CPC 
เข๎าไปรบกวนกระบวนการสร๎างผนังเซลล์และเซลล์เมมเบรนสํงผลให๎ผิวเซลล์ไมํแข็งแรง ไมํสามารถกัก
เก็บสารประกอบภายในเซลล์ได๎ ท าให๎ผิวเซลล์ขรุขระ บิดเบี้ยว อํอนยวบ ไร๎รูปรําง และมีแรงยึดติด 
ในขณะที่ไนซิน-CPC ได๎สํงผลตํอ E. coli โดยท าให๎เซลล์หดสั้น บิดงอ เกิดเป็นรูซึ่งเห็นได๎อยํางชัดเจน 
เซลล์เหี่ยวและอํอนยวบ ซึ่งเกิดจากท างานรํวมกันของไนซินและ CPC ซึ่ง CPC สามารถเข๎าสูํเซลล์
แบคทีเรียแกรมลบได๎และรบกวนการกระบวนการสร๎างผนังเซลล์และเซลล์เมมเบรน ท าให๎ผิวเซลล์ชั้น 
LPS ไมํแข็งแรง ไนซินจึงสามารถเข๎าสูํเซลล์เมมเบรนภายในได๎สร๎างรูและสํงผลให๎สารประกอบภายใน
เซลล์ไหลออกมาได๎ในที่สุด ซึ่งมีความสอดคล๎องกับการศึกษาของ Thongbai และคณะ (2006) ที่
ศึกษาภายใต๎กล๎อง SEM พบวําการท างานของไนซินรํวมกับ CPC สามารถท าให๎เซลล์ E. coli เกิด
ความผิดปกติได ๎

เมื่อเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ของไนซิน, CPC และ ไนซิน-CPC นั้น แสดงให๎เห็นวํา ไนซิน-
CPC สามารถออกฤทธิ์ท าลายเซลล์ได๎อยํางรุนแรง เซลล์มีความผิดปกติมากที่สุด เห็นชัดเจนได๎ทั้ง
การศึกษาภายใต๎กล๎อง FE-SEM และ AFM ถึงแม๎จากคําดัชนี FIC สรุปวําไมํมีความแตกตํางกัน
ระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวกับท างานรํวมกันเนื่องจากสามารถลดจ านวนเซลล์ลงได๎อยํางไมํแตกตําง
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กันมากนัก แตํการท างานรํวมกันนั้นสามารถท าลายเซลล์ได๎อยํางรุนแรงกวํา เซลล์ผิดปกติมากกวํา
อยํางเห็นได๎ชัด จึงสามารถสรุปได๎วําการท างานรํวมกันของไนซินและ CPC มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้ง L. monocytogenes และ E. coli 

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่ถูกท าลายด๎วยสารออกฤทธิ์ภายใต๎กล๎อง FE-SEM และ
ไมํสามารถเห็นรูที่เกิดขึ้นบนผิวเซลล์ได๎อยํางชัดเจน อาจเนื่องมาจากการเคลือบทองบนผิวเซลล์ 
ในขณะที่ผลจากการศึกษาภายใต๎กล๎อง AFM นั้นแสดงให๎เห็นรูบนผิวเซลล์ได๎ชัดเจนมากกวํา และ
ภาพที่ได๎เป็นภาพที่เกิดจากเซลล์ที่ยังมีชีวิตและอยูํในบัฟเฟอร์ซึ่งมีความใกล๎เคียงกับภาวะแวดล๎อมที่
เซลล์อาศัยอยูํตามธรรมชาติ ดังนั้นผลจากการท างานของสารออกฤทธิ์ที่ภายใต๎กล๎อง AFM นั้นจึงมี
ความใกล๎เคียงกับเซลล์ที่ถูกท าลายในภาวะจริงมากกวําการศึกษาด๎วยกล๎อง FE-SEM จึงสรุปได๎วํา
ภาพจาก FE-SEM สามารถแสดงการเปลี่ยนแปลงภายนอกของเซลล์ที่ถูกท าลายด๎วยสารออกฤทธิ์ได๎
เบื้องต๎น และภาพจาก AFM แสดงให๎เห็นถึงความสอดคล๎องกันซึ่งสามารถยืนยันผลการเปลี่ยนแปลง
ของเซลล์ที่ถูกท าลายได๎ นอกจากนี้ภาพจาก AFM ยังสามารถแสดงข๎อมูลละเอียดด๎วยการแสดงภาพ
จากคําความสูงจากพ้ืนหลัง, คํา Adhesion, คําความชันกราฟ, คํา Young’s modulus และภาพ 3 
มิติ ซึ่งแสดงข๎อมูลแรงยึดติด ความยืดหยุํน ความเหี่ยวหรือเตํงของเซลล์ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 

 

4.4 ผลการศึกษาต าแหน่งการท างานของสารออกฤทธิ์ภายใต้กล้องรามานสเปกโทรมิเตอร์ 
(Raman spectrometer) 

การศึกษาด๎วยเทคนิครามานนั้นได๎ใช๎เทคนิคการเพ่ิมสัญญาณรามานแบบ Surface 
Enhance Raman spectroscopy (SERS) โดยการใช๎นาโนซิลเวอร์เคลือบบนไมกาเป็นซับสเตรต 
ล าแสงเลเซอร์ 532 นาโนเมตร ด๎วยเวลาแอกควิสิชัน (acquisition times) ที่ 30 วินาที ผลจากการ
ตรวจวัดพีครามานในชํวง 200-4500 cm-1 ด๎วยโปรแกรมโนวา พบวําเกิดการกระเจิงแสงที่รูปแบบ
แตกตํางกันโดยไนซิน, CPC และเซลล์แบคทีเรีย แสดงพีครามานที่ 3090 cm-1, 1652 cm-1 และ 
2934 cm-1 ตามล าดับ โดย 3090 cm-1 คือพีคของการสั่นของพันธะไฮโดรคาร์บอน (Howell และ
คณะ, 1999) 1652 cm-1 คือพีคของการสั่นแบบยืดหยุํนของแอโรมาติค (Sun และคณะ, 1990) และ 
2934 cm-1 เป็นพีคของการสั่นแบบยืดหยุํนที่เป็นแบบ antisymetric ของ CH2  (Orange และคณะ, 
1996) 

ผลจากการสร๎างแผนที่รามาน 64x64 พิกเซล ด๎วยโปรแกรมโนวาแสดงให๎เห็นดังรูปที่ 4.17 
จากภาพแผนที่รามานของเซลล์ E. coli พบวําพีครามานของเซลล์ E. coli ที่ 2934 cm-1 (สีแดง) 
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แสดงให๎เห็นถึงเซลล์ E. coli มีรูปรํางเป็นแทํง มีสภาพสมบูรณ์ (รูปที่ 4.17ข) ขนาดประมาณ          
2 ไมโครเมตร  

ภาพแผนที่รามานของเซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน ขนาด 5x5 ไมโครเมตร แสดงดังรูป
ที่ 4.17ค โดยพีครามานของไนซินที่ 3090 cm-1 (น้ าเงิน) แสดงให๎เห็นวําไนซินกระจายตัวอยูํบนผิว
เซลล์(แดง) ที่มีรูปรํางผิดปกติ แสดงสีแดงไมํชัดเจนบางต าแหนํง รูปรํางสั้นเกือบกลม ซึ่งไนซินบนผิว
เซลล์นี้บางต าแหนํงแสดงออกมาเป็นสีมํวงเนื่องจากเกิดภาพซ๎อนทับกันระหวํางสีน้ าเงินและสีแดง 
นอกจากนี้ยังพบการกระจายตัวของไนซิน (น้ าเงิน) ในบริเวณตํางๆโดยรอบ  

ภาพแผนที่รามานของเซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วย CPC ขนาด 5x5 ไมโครเมตร แสดงดังรูป
ที่ 4.17ง โดยพีครามานของ CPC ที่ 1652 cm-1 (เขียว) แสดงให๎เห็นวํา CPC กระจายตัวอยูํบนผิว
เซลล์ (แดง) ที่มีรูปรํางผิดปกติ ผิวเซลล์ไมํเรียบ แตํยังคงมีรูปรํางแทํง โดย CPC บนผิวเซลล์นี้แสดง
ออกมาเป็นสีเหลืองเนื่องจากเกิดภาพซ๎อนทับกันระหวํางสีเขียวและสีแดง นอกจากนี้ยังพบการ
กระจายตัวของ CPC (เขียว) ในบริเวณตํางๆโดยรอบ 

ภาพแผนที่รามานของเซลล์ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน-CPC ขนาด 7x7 ไมโครเมตร แสดง
ดังรูปที่ 4.17จ โดยพีครามานของไนซินและ CPC ที่ 3090 cm-1 และ 1652 cm-1 ตามล าดับแสดงให๎
เห็นวําทั้งไนซิน (น้ าเงิน) และ CPC (เขียว) กระจายตัวอยูํบนผิวเซลล์ (แดง) ซึ่งเกาะกลุํมกัน แสดงสี
แดงไมํชัดเจน ผิวเซลล์ไมํเรียบ นอกจากนี้ยังพบวําไนซินและ CPC มีการกระจายตัวที่แยกกัน โดยพบ 
CPC (เขียว) กระจายตัวอยูํด๎านลําง และไนซิน (น้ าเงิน) กระจายตัวอยูํด๎านบน 

ในการศึกษาการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes ด๎วยเทคนิครามานนั้นไมํสามารถ
ด าเนินการได๎ เนื่องจากเครื่องที่ใช๎ท าการทดลองข๎างต๎นไมํสามารถใช๎งานได๎ตามปกติซึ่งใช๎เวลาในการ
ซํอมแซม ท าให๎ระยะเวลาในการทดลองนั้นไมํเพียงพอ จึงไมํสามารถท าการทดลองได๎ 

ผลจากการศึกษาภายใต๎กล๎องรามานสเปกโทรมิเตอร์พบวําเกิดการกระเจิงแสงที่รูปแบบ
แตกตํางกันโดยไนซิน, CPC และเซลล์ E. coli แสดงพีครามานที่ 3090 cm-1, 1652 cm-1 และ 2934 
cm-1 ตามล าดับ ซึ่งพีคของ CPC สอดคล๎องกันกับผลของ (Sun และคณะ (1990)) และพีคของ E. 
coliสอดคล๎องกับ Naja และคณะ, 2007 การศึกษาต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์พบวําบนผิว
เซลล์นั้นมีทั้งไนซินและ CPC กระจายตัวอยูํในรูปแบบสุํมแตํบริเวณรอบเซลล์นั้นพบวําสารทั้งสอง
ชนิดมีการกระจายตัวที่แยกกัน อาจเนื่องมาจากไนซินและ CPC มีประจุรวมเป็นบวก (petroc) สํงผล
ให๎ทั้งสองสารมีสภาพขั้วเดียวกันท าให๎เกิดการผลักกัน ดังนั้นจึงอาจเป็นเหตุผลหนึ่งที่ท าให๎สารทั้งสอง
ชนิดเมื่อท างานรํวมกันแล๎วไมมํีความแตกตํางระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน ทั้งนี้ต๎อง
มีการศึกษาอยํางละเอียดตํอไป 
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รูปที่ 4.17 กราฟสเปกตรัมรามาน (ก) ของ E. coli (2934 cm-1) ไนซิน (3090 cm-1) และ CPC 
(1652 cm-1) และภาพแผนที่รามานของ E. coli (ข) และ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน (ค), CPC (ง) 
และไนซิน-CPC (จ) ที่ความเข๎มข๎น MIC นาน 24 ชั่วโมง 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

จากผลการศึกษาทั้งหมดสามารถสรุปได๎วําความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของไนซินและ CPC 
สามารถสรุปได๎วําคํา MIC ของไนซินและ CPC ตํอการออกฤทธิ์ยับยั้ง L. monocytogenes คือ 125 
IU/มิลลิลิตร และ 0.75 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่คํา MIC ตํอการออกฤทธิ์ยับยั้ง E. 
coli คือ 30,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 3.175 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งการศึกษาการ
ท างานรํวมกันของไนซินและ CPC ด๎วยการค าณวนคําดัชนี FIC พบวํา ไนซินและ CPC ไมํมีความ
แตกตํางระหวํางการท างานเชิงเดี่ยวหรือท างานรํวมกัน (indifference) อยํางไรก็ตามเมื่อน า L. 
monocytogenes และ E. coli ที่ถูกยับยั้งด๎วยไนซิน, CPC และไนซิน-CPC ที่ความเข๎มข๎น MIC มา
ศึกษาด๎วยกล๎อง FE-SEM และ AFM สามารถสรุปได๎วํา ไนซินและ CPC เมื่อท างานรํวมกันแล๎วมี
ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบได๎อยํางรุนแรง เซลล์มีความ
ผิดปกติมากกวําการท างานเชิงเดี่ยว นอกจากนี้ผลจากการศึกษาด๎วยกล๎อง AFM นั้นสามารถแสดงให๎
เห็นถึงข๎อมูลอยํางละเอียดของเซลล์มีชีวิตที่อยูํในสารละลายบัฟเฟอร์ ซึ่งมีการเตรียมตัวอยํางที่งําย  
ไมํยุํงยาก และรวดเร็ว ภาพได๎ที่จึงเป็นภาวะที่เกิดขึ้นใกล๎เคียงกับภาวะแวดล๎อมตามธรรมชาติมากกวํา
การใช๎เครื่องมืออ่ืนๆ ดังนั้นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เนื่องจากสารออกฤทธิ์ด๎วยกล๎อง 
AFM จึงเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพมาก ส าหรับการศึกษาต าแหนํงการท างานของสารออกฤทธิ์ด๎วย
เทคนิครามานนั้นแสดงให๎เห็นวําเป็นเทคนิคที่มีความจ าเพาะ สามารถใช๎ในการศึกษาสารชีวโมเลกุล 
และแผนที่รามานนั้นสามารถแสดงให๎เห็นถึงต าแหนํงของสารออกฤทธิ์บนผิวเซลล์แบคทีเรียได๎อยําง
แมํนย า ซึ่งเครื่องมือทั้งสองชนิดนี้เป็นประโยชน์อยํางมากในการศึกษาการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียด๎วยสารชีวโมเลกุล และสามารถน าไปประยุกต์ใช๎ในการศึกษาสารถนอมอาหารที่ใช๎ใน
อุตสาหกรรมได๎อยํางประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารส าหรับเลีย้งเชือ้ 

สูตรอาหาร TSB (Tryptic Soy Broth) แบบส าเร็จรูปซึ่งมีสํวนประกอบเป็น (กรัม/ลิตร) 

Casein Digest Peptone     17.0   กรัม 
Papaic Digest of Soybean Meal   3.0   กรัม 
ไดโซเดียมฟอสเฟต     2.5  กรัม 
น้ าตาลเด็กซ์โทรส     2.5   กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     5.0   กรัม 

น า 30 กรัม มาผสมกับน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับคําความเป็นกรด-เบสให๎ได๎ประมาณ 7.0 
และปริมาตรสุดท๎ายเป็น 1000 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆําเชื้อที่ภาวะมาตรฐาน 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ ตํอตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

สารละลายฟอสเฟต บัฟเฟอร์ ความเข๎มข๎น 0.1 โมลาร์ คําความเป็นกรด-เบส เทํากับ 7.4 ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ 1 ลิตร ประกอบด๎วย 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.24  กรัม 

 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)   1.44  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     8.0  กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)    0.2  กรัม 

ปรับคําความเป็นกรด-เบสเทํากับ 7.4 ด๎วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และไฮโดรคลอริค 
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ภาคผนวก ข 

ผลการกระเจิงแสงแบบรามานจากเครื่องรามานเสปกโตรมิเตอร์และค่าการดูดกลืนแสงของ      
L. monocytogenes และ E. coli ที่ถูกยับย้ังด้วยไนซินและ CPC 

 
รูปที่ ข1 กราฟสเปกตรัมรามานของ E. coli ATCC 25922 โดยใช๎เทคนิค SERS ด๎วยซิลเวอร์นาโน ที่ 
532 นาโนเมตร 

 
รูปที่ ข2 กราฟสเปกตรัมรามานของไนซินโดยใช๎เทคนิค SERS ด๎วยซิลเวอร์นาโน ที่ 532 นาโนเมตร 
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รูปที่ ข3 กราฟสเปกตรัมรามานของ CPC โดยใช๎เทคนิค SERS ด๎วยซิลเวอร์นาโน ที่ 532 นาโนเมตร 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นางสาวฉัตรนภา อินทานนท์  เกิดเมื่อวันอังคารที่  23 มกราคม พ.ศ.  2533 
กรุงเทพมหานคร ส าเร็จการศึกษาระดับมัธยมจากโรงเรียนเตรียมอุดมศึกษา ส าเร็จการศึกษา
ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ในปีการศึกษา 2554 และเข๎าศึกษาตํอระดับปริญญามหาบัณฑิต ในสาขาวิชาจุลชีววิทยาทาง
อุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2555 

ผลงานเผยแพรํ 

สํวนหนึ่งของงานวิจัยนี้ได๎เข๎ารํวมน าเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับ
นานาชาติ The 27th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and 
International Conference : TSB 2015 ระหวํางวันที่ 17-20 พฤศจิกายน 2558 ณ โรงแรม
แมนดาริน กรุงเทพมหานคร ในหัวข๎อเรื่อง Investigation of nisin and cetylpyridinium 
chloride treated Escherichia coli using FE-SEM and Raman spectroscopy 
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