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บทคัดย่อ 
Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียก่อโรคลิสเทอริโอซีส ซ่ึงสามารถติดต่อสู่คนโดยการกินอาหารที่มีเชื้อปนเปื้อน ความ

ปลอดภัยและผลกระทบต่อสุขภาพของการใช้สารเคมีถนอมอาหารเพื่อป้องกันการเจริญของจุลินทรีย์ในอาหารยังเป็นสิ่งท่ีต้องพิจารณา 
ดังน้ันในปัจจุบันจึงมีความพยายามท่ีจะหาสารจากธรรมชาติท่ีปลอดภัย เช่น ไทมอล มาใช้แทนสารเคมี การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาความสามารถและกลไกของไทมอลในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes จากการใช้วิธี swab paper disc พบว่าไท
มอลสามารถยับยั้ง L. monocytogenes และเมื่อใช้วิธี broth dilution assay พบว่า  ค่าความเข้มข้นต่ำสุดของไทมอลท่ีสามารถ
ยับยั้ง L. monocytogenes มีค่าเท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ เมื่อนำเซลล์ของ L. monocytogenes ท่ีถูกยับยั้งด้วยไทมอลไปเลี้ยงบนอาหาร 
BHI พบว่าเซลล์ดังกล่าวไม่สามารถกลับมาเจริญได้อีก แสดงว่าไทมอลมีกลไกการยับยั้งเชื้อแบบทำให้เซลล์ตาย  จากการนำเซลล์ของ L. 
monocytogenes ท่ีถูกยับยั้งด้วยไทมอลไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่าไทมอลสามารถทำให้เกิดความ
เสียหายกับผิวเซลล์ ซ่ึงสอดคล้องกับการตรวจพบว่าเซลล์ของ L. monocytogenes ท่ีถูกยับยั้งด้วยไทมอลมีการรั่วไหลของกรด
นิวคลีอิกและโปรตีนออกจากเซลล์ การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าไทมอลมีศักยภาพท่ีจะนำมาใช้แทนสารเคมีถนอมอาหารเพื่อป้องกันการ
ปนเปื้อนของ L. monocytogenes ในอาหาร 
 

คำสำคัญ: สารถนอมอาหาร  ลิสเทอริโอซีส  ไทมอล  ความสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ 
 

Abstract 
Listeria monocytogenes is a bacterial pathogen causing listeriosis. It is transmitted to humans through the 

consumption of contaminated foods. Safety and impact on human health of chemical preservatives for preventing 
the growth of microorganisms in foods is still under discussion. Thus, there is an attempt to find natural substances 
such as thymol as alternatives to chemical food preservatives. This study aimed to examine antimicrobial activity and 
mode of action of thymol against L. monocytogenes. By swab paper disc method, it was found that thymol had 
ability to inhibit L. monocytogenes. By broth dilution assay, the minimal inhibitory concentration of thymol against 
L. monocytogenes was found to be 1 mM. Thymol treated cells of L. monocytogenes could not grow on fresh BHI 
media, indicating that thymol had bactericidal effect on L. monocytogenes cells. Scanning electron microscope 
revealed that cell surface of L. monocytogenes was damaged by thymol. This result is in agreement with the finding 
showing the leakage of nucleic acids and proteins from thymol treated L. monocytogenes cells. This study suggests that 
thymol has potential to be an alternative to chemical food preservatives to control contaminated L. monocytogenes 
in foods. 
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1. บทนำ  
 Listeria monocytogenes เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
รูปร่างแบบแท่ง ไม่สร้างสปอร์ เคลื่อนท่ีได้โดยอาศัยแฟลกเจลลา 
(flagella) ท่ีมีอยู่รอบตัวเซลล์ สามารถเจริญได้ท้ังในสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน เมื่อเจริญบนอาหารแข็งท่ีมีเลือด
เป็นส่วนประกอบ (blood agar) จะทำให้เม็ดเลือดแดงแตกอย่าง
สมบูรณ์ (ß-hemolysis) L. monocytogenes เป็นแบคทีเรีย
ก่อโรค (pathogenic bacteria) ท้ังในคนและสัตว์ สามารถ
พบได้ท่ัวไปในสิ่งแวดล้อม เช่น ดิน น้ำ พืชและสัตว์ เชื้อน้ีชอบ
เจริญในสภาวะท่ีมีความชื้น และยังสามารถเจริญได้แม้ในท่ีท่ีมี
อุณหภูมิต่ำ เมื่อคนกินอาหารท่ีมี L. monocytogenes ปนเปื้อน 
สามารถป่วยเป็นโรคอาหารเป็นพิษท่ีเรียกว่า ลิสเทอริโอซีส 
(listeriosis) [1] ผู้ติดเชื้อจะแสดงอาการภายในเวลาเพียงไม่กี่
ชั่วโมง หรือภายใน 2-3 วัน หลังจากได้รับเชื้อเข้าสู่ร่างกายโดย
การกิน อาการของโรคลิสเทอริโอซีสเป็นไปได้ท้ังแบบไม่รุนแรง
และแบบรุนแรง โรคน้ีหากเกิดกับเด็กเล็กหรือผู้สูงอายุท่ีมีภูมิ
ต้านทานต่ำ อาจทำให้เสียชีวิตได้ และหากเกิดกับหญิงตั้งครรภ์
มักทำให้เกิดการแท้ง หรือความผิดปกติของทารก การติดเชื้อ    
L. monocytogenes สามารถป้องกันได้หลายวิธี เช่น การรักษา
อนามัยส่วนบุคคล การรับประทานอาหารท่ีผ่านการปรุงอย่าง
ถูกสุขลักษณะ การถนอมอาหารอย่างถูกวิธี และการใช้สารกัน
เสียหรือสารกันบูด (food preservatives) เติมลงในอาหาร 
เพื่อช่วยการลดการปนเปื้อนของแบคทีเรียชนิดน้ีในอาหาร 
 สารกันเสียหรือสารกันบูดนับว่ามีบทบาทสำคัญอย่าง
มากในการรักษาอาหารให้มีความสดใหม่และช่วยยืดอายุของ
อาหารให้สามารถเก็บไว้ได้นานขึ้น นอกจากน้ีสารกันเสียยัง
ช่วยลดการเน่าเสียและป้องกันโรคติดเชื้อจากจุลินทรีย์  
(โดยเฉพาะแบคทีเรีย ราและยีสต์) หน้าท่ีหลักของสารกันเสีย
คือ ช่วยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสีย
และแบคทีเรียท่ีก่อโรค และช่วยลดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
(oxidation) ในอาหารเพื่อรักษาอาหารให้คงอยู่ ในสภาพ
ธรรมชาติหรือใกล้เคียงกับสภาพธรรมชาติให้มากท่ีสุด การ
ถนอมอาหารโดย ใช้ ส าร เคมี  (chemical preservation) 
นับเป็นวิธีหน่ึงท่ีใช้กันมาอย่างยาวนานและแพร่หลาย สารเคมี
ท่ีนิยมใช้ในอาหาร เช่น กรดซอร์บิก (sorbic acid) กรดเบนโซอิก 
(benzoic acid) ส า ร ไน เต ร ต -ไน ไต รต์  (nitrate-nitrite) 
และซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (sulfur dioxide) [2] อย่างไรก็ตาม
การใช้สารเหล่าน้ีในการถนอมอาหารอาจส่งผลเสียหรือ
อันตรายต่อผู้บริ โภคหากใช้ ในปริมาณ ท่ี ไม่ เป็ นไปตาม
ข้อกำหนดมาตรฐานหรือใช้ในปริมาณมากเกินไป ดังน้ัน

ผลกระทบจากการใช้สารเคมีในการถนอมอาหารในแง่ของ
ความปลอดภัยจึงยังเป็นสิ่งท่ีต้องพิจารณาอย่างรอบคอบท้ัง
ผู้ผลิตและผู้บริโภค ทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจและกำลังได้รับ
ความนิยมคือ การใช้สารกันเสียท่ีได้จากธรรมชาติ (natural 
preservatives) [3] เพื่อทดแทนการใช้สารเคมี 
 ไทมอล (thymol) เป็นสารท่ีพบในน้ำมันหอมระเหย 
(essential oil) ซ่ึงสกัดได้จากพืชหลายชนิดในวงศ์ Lamiaceae 
เช่น Thymus vulgaris หรือรู้จักกันโดยท่ัวไปว่า ไทม์ (thyme) 
ไทมอลมี ชื่ อท างเคมี คื อ  2 -isopropyl-5 -methylphenol  
และเป็นสารในกลุ่มโมโนเทอร์พีนอยด์ (monoterpenoid) [4] 
คุณสมบัติสำคัญอย่างหน่ึงของไทมอลคือ มีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (antibacterial activity) มี
รายงานว่าไทมอลสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้
หลากหลายชนิดท้ังแบคทีเรียก่อให้เกิดการเน่าเสียของอาหาร 
(food spoilage bacteria) และแบคทีเรียก่อโรค [5], [6], [7] 
ตลอดจนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (antifungal activity) 
นอกจากน้ีไทมอลยังมีคุณสมบัติอื่นท่ีน่าสนใจอีกหลายประการ 
เช่น ต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) กระตุ้นภูมิต้านทาน 
(immunemodulatory) ต้านการเกิดมะเร็ง (anticarcinogenesis) 
และช่วยเพิ่มรสชาติของอาหาร [8], [9] ด้วยเหตุน้ีไทมอลจึง
จัดเป็นสารกันเสียจากธรรมชาติและถูกนำไปใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารเพื่อทดแทนการใช้สารเคมี การเติมไทมอลลงในอาหาร
นอกจากจะช่วยลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์และช่วยยืดอายุ
ของอาหารแล้ว ยังช่วยปรุงแต่งกลิ่น/รส และช่วยเพิ่มมูลค่า
ให้แก่อาหารได้อีกทางหน่ึงด้วย ท้ังน้ีหน่วยงานท่ีเกี่ยวข้องกับ
ความปลอดภัยของอาหารท้ังในยุโรปและสหรัฐอเมริกาต่างก็
ยอมรับการเติมไทมอลลงในอาหาร โดยองค์การอาหารและยา
แห่งสหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration; FDA) 
จัดว่าไทมอลเป็นสารท่ีปลอดภัยต่อการบริโภค (generally 
recognized as safe; GRAS) [10] 
 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อ ศึกษาความสามารถ
ของไทมอลในการยับยั้งการเจริญของ L. monocytogenes 
โดยเริ่มจากการหาค่าความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุด (minimal 
inhibitory concentration; MIC) ของไทมอลในการยับยั้ง
แบคทีเรียดังกล่าว ศึกษากลไกของไทมอลในการยั้บยั้ ง
แบคทีเรีย และผลของไทมอลต่อรูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนและการรั่วไหลขององค์ประกอบสำคัญภายในเซลล์ 
(กรดนิวคลีอิกและโปรตีน) ออกจากเซลล์ 
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2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  
2.1. แบคทีเรียและการเพาะเลี้ยง 

 แบคทีเรียท่ีใช้ คือ Listeria monocytogenes ATCC 
19115 เลี้ยงในอาหาร Brain Heart Infusion (BHI) medium 
และบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส การเก็บรักษาเชื้อ
แบคทีเรียใช้กลีเซอรอล (glycerol) ผสมกับแบคทีเรียท่ีเจริญ
อยู่ในอาหารเหลว (BHI broth) ในสัดส่วนของกลีเซอรอล : 
แบคทีเรีย เท่ากับ 20 : 80 (v/v) และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 

 
2.2. การเตรียมสารละลายไทมอล 

 ไทมอลท่ีใช้ในการศึกษาน้ีเป็นของบริษัท HiMedia 
(India) การเตรียมสารละลายไทมอล (stock solution) ทำ
โดยใช้ 95% เอทานอล (ethanol) เป็นตัวทำละลาย โดยให้มี
ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 100 มิลลิ โมลาร์  (mM) เก็บ
สารละลายไทมอลไว้ในขวดสีชา ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และหลีกเลี่ยงการถูกแสง 

 
2.3. การศึกษาความสามารถของไทมอลในการ

ยับยั้ง L. monocytogenes 
 การศึกษาความสามารถของไทมอลในการยับยั้ง       
L. monocytogenes ทำโดยใช้วิธี  swab paper disc ซ่ึงมี
วิธีการดังน้ี เลี้ยง L. monocytogenes ในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ BHI agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เขี่ยโคโลนีของเชื้อลงในหลอดสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ (0.9% sodium chloride; NaCl) ปลอดเชื้อและปรับให้
มีความขุ่นเท่ากับ 0.5 Mcfarland (1.5 x 108 CFU/มิลลิลิตร) 
ใช้ไม้พันสำลีปลอดเชื้อ (sterile swab) จุ่มเชื้อในหลอดแล้ว
นำมาป้ายลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Mueller-Hinton (MH) 
agar นำแผ่นกระดาษกรองปลอดเชื้อ (sterile filter paper 
disc) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร (Schleicher & 
Schuell, New Hampshire, USA) วางลงในจานอาหารเลี้ยง
เชื้ อ ท่ีป้ ายแบคที เรีย ไว้  หยดสารละลายไทมอล (stock 
solution) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนแผ่นกระดาษกรอง 
นำจานอาหารดังกล่าวไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จาก น้ันสังเกตการยับยั้ งการเจริญของ
แบคทีเรีย ซ่ึงมีลักษณะเป็นวงใส ( inhibition zone) เกิดขึ้น
รอบแผ่นกระดาษกรอง การทดลองน้ีทำ 3 ซ้ำ และในชุดการ
ทดลองควบคุม (control) ใช้ 95% เอทานอลแทนสารละลาย
ไทมอล 

2.4. การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของไทมอลในการ
ยับยั้ง L. monocytogenes 
 การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของไทมอลในการยับยั้ง 
L. monocytogenes หรือการหาค่า MIC (minimal inhibitory 
concentration) ของไทมอลในการยับยั้ง L. monocytogenes 
ทำโดยวิธี broth dilution assay ซ่ึงมีวิธีการดังน้ี นำหลอด
ทดลองมา 8 หลอด เติมอาหารเลี้ยงเชื้อ MH (Mueller hinton) 
broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงไปในหลอด เติมสารละลายไทมอล 
(stock solution) และเติม L. monocytogenes (ปริมาณ
เชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 0.5 McFarland) ลงไปในหลอด โดยปรับให้
ความเข้มข้นสุดท้ายของไทมอลแต่ละหลอดมีค่าเท่ากับ 2, 1, 
0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03 และ 0.015 มิลลิโมลาร์ และ
ปรับปริมาณ L. monocytogenes ภายในหลอดให้มีค่าเท่ากัน 
ทุกหลอดคือ 5 x 105 CFU/มิลลิลิตร นำหลอดทดลองท้ังหมด
ไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
สังเกตการเจริญจากความขุ่น (turbidity) ของเชื้อภายใน
หลอด การทดลองน้ีทำ 3 ซ้ำ และในชุดการทดลองควบคุม 
(control) ใช้ 95% เอทานอลแทนสารละลายไทมอล 

 
2.5. การศึกษากลไกการยับยั้ง L. monocytogenes 

โดยไทมอล 
 การศึกษากลไกการยับยั้ง L. monocytogenes โดย
ไทมอลทำโดยนำหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MH broth ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติม L. monocytogenes ลงไปให้มีปริมาณเชื้อใน
หลอดเท่ากับ 5 x 105 CFU/มิลลิลิตร เติมสารละลายไทมอล   
ลงไปโดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับค่า MIC จากน้ันนำ
หลอดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ดูดสารละลายในหลอดปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ BHI broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร พร้อมท้ังใช้ลูป 
(loop) จุ่มสารละลายในหลอดดังกล่าวเขี่ย (streak) ลงบน
จานอาหาร BHI agar นำอาหารท้ังสองชนิดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อดังกล่าว หากไม่มีการเจริญของ
แบคทีเรีย แสดงว่าไทมอลมีกลไกการยับยั้งแบคทีเรียแบบทำให้
เซลล์ตาย (bactericidal activity) แต่หากมีการเจริญของแบคทีเรีย 
แสดงว่าไทมอลมีกลไกการยับยั้งแบคทีเรียแบบทำให้เซลล์หยุด
การเจริญ (bacteriostatic activity) การทดลองน้ีทำ 3 ซ้ำ และใน
ชุดควบคุมใช้ 95% เอทานอลแทนสารละลายไทมอล 
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2.6. การศึกษาผลของไทมอลต่อลักษณะของเซลล์ 
L. monocytogenes ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 การศึกษาผลของไทมอลต่อลักษณะของเซลล์ L. 
monocytogenes ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (scanning electron microscope; SEM) ทำโดยนำ
หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ MH broth มาเติม L. monocytogenes 
ลงไปให้มีปริมาณเชื้อเท่ากับ 5 x 105 CFU/มิลลิลิตร เติม
สารละลายไทมอลลงไปให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า MIC ส่วน
ในชุดการทดลองควบคุมใช้ 95% เอทานอลแทนสารละลาย 
ไทมอล หลังจากบ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง นำเซลล์แบคทีเรียมากรองผ่านกระดาษกรอง
ท่ีมีขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร นำเซลล์แบคทีเรียท่ีติดอยู่
บนแผ่นกระดาษกรองมาตรึง (fix) ด้วย 2.5% กลูตาราลดีไฮด์ 
(glutaraldehyde) เป็นเวลา 1 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง จากน้ัน
ล้างด้วยสารละลายเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate-
buffered saline; PBS) (pH 7.2) 3 ครั้ง แล้วทำการดึงน้ำ
ออกจากเซลล์แบคทีเรียโดยจุ่มเซลล์ในสารละลายเอทานอลท่ี
มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นตามลำดับ คือ 30%, 50%, 70%, 80% 
และ 100% โดยแต่ละความเข้มข้นใช้เวลา 15 นาที จากน้ันนำ
เซลล์แบคทีเรียไปทำให้แห้ง ณ จุดวิกฤตด้วยเครื่องทำแห้ง
ตัวอย่าง (Samdri PVT-3B Critical Point Dryer; Tousimis, 
USA) นำไปวางบนแท่นติดตัวอย่าง (stub) แล้วนำไปเคลือบ
ด้วยทองคำ (gold) ก่อนนำไปศึกษาภายใต้กล้อง SEM (JEOL 
JSM-6010LV, Tokyo, Japan) 

 
2.7. การศึกษาผลของไทมอลต่อการรั่วไหลของสาร

ต่าง ๆ ออกจากเซลล ์L. monocytogenes 
 การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาผลของไทมอลต่อการรั่วไหล
ของกรดนิวคลีอิกและโปรตีนและออกจากเซลล์ทำดังน้ี เลี้ยง 
L. monocytogenes ใน BHI broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำไปปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บ
ตะกอนเซลล์แบคทีเรีย (bacterial pellet) ไปล้างด้วย PBS 
และละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรีย ใน PBS ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากน้ันเติมไทมอลลงไปให้มีความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับค่า MIC บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง 
เมื่อครบเวลานำไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งด้วยความเร็ว 5,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใสท่ีปราศจากเซลล์ (cell-
free supernatant) ไปตรวจวัดปริมาณกรดนิวคลีอิกและ
โปรตีน โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง (optical density; OD) 

ท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร ตามลำดับ การทดลอง
น้ีทำ 3 ซ้ำ และในชุดการทดลองควบคุมใช้ 95% เอทานอล
แทนสารละลายไทมอล 

 
3. ผลการวิจัย  

3.1. การศึกษาความสามารถของไทมอลในการ
ยับยั้ง L. monocytogenes 
 จากการศึกษาความสามารถของไทมอลในการยับยั้ง
การเจริญของ L. monocytogenes โดยวิธี swab paper disc 
พบว่าไทมอลสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดังกล่าว 
โดยสังเกตจาก inhibition zone ท่ีเกิดขึ้นรอบแผ่น paper 
disc เมื่อหยดไทมอล 10 ไมโครลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MH 
agar ท่ีมี L. monocytogenes เจริญอยู่ (Figure 1) ค่าเฉลี่ย
ของเส้นผ่านศูนย์กลางของ inhibition zone มีค่าเท่ากับ 
18±0.2 มิลลิเมตร ไม่พบ inhibition zone รอบแผ่น paper 
disc ท่ีหยด 95% เอทานอล 

 
3.2. การหาค่าความเข้มข้นต่ำสุดของไทมอลในการ

ยับยั้ง L. monocytogenes 
จากการหาค่า MIC ของไทมอลในการยับยั้งการเจริญ

ของ L. monocytogenes โดยการนำไทมอลท่ีมีความเข้มข้น
ลดลงทีละ 2 เท่า (two-fold dilution) จาก 2 ถึง 0.015 มิลลิ
โมลาร์ เติมลงในหลอดท่ีมีเชื้อ หลังจากบ่มและตรวจสอบการ
เจริญของเชื้อโดยดูจากความขุ่นภายในหลอดพบว่าความ
เข้ มข้ น ท่ี น้ อ ย ท่ี สุ ด ของไทมอล ท่ี ไม่ พบการเจริญ ขอ ง              
L. monocytogenes ภายในหลอด คือ 1 มิลลิโมลาร์ (Figure 
2) ดังน้ันค่า MIC ของไทมอลในการยับยั้งการเจริญของ         
L. monocytogenes จึงมีค่าเท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ 

 
3.3. การศึกษากลไกการยับยั้ง L. monocytogenes 

โดยไทมอล 
 เมื่อเติมไทมอลความเข้มข้นเท่ากับค่า MIC ในหลอดท่ี
มี L. monocytogenes แล้วนำไปบ่มข้ามคืน และนำของเหลว
ภายในหลอดย้ายไปเพาะเลี้ยงในอาหารท้ัง BHI broth และ 
BHI agar ซ่ึงปราศจากไทมอล หลังจากบ่มข้ามคืนปรากฏว่าไม่
พบการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารท้ังสองชนิด แสดงว่าไทมอล
มีกลไกการยับยั้งแบคทีเรียแบบทำให้เซลล์ตาย (bactericidal 
activity) 
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3.4. การศึกษาผลของไทมอลต่อลักษณะของเซลล์ 
L. monocytogenes ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
 เซลล์ L. monocytogenes ที่สัมผัสกับไทมอลที่มี
ความเข้มข้นเท่ากับค่า MIC (1 มิลลิโมลาร์) และท่ีไม่สัมผัสกับ 
ไทมอล (ใช้ 95% เอทานอลแทนไทมอล) หลังจากบ่มไว้ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำมาศึกษา
รูปร่างภายใต้กล้อง SEM พบว่า เซลล์ของ L. monocytogenes 
ท่ีสัมผัสกับไทมอลมีการเปลี่ยนแปลง คือ ผิวเซลล์ด้านนอกขรุขระ 
และมีจุดคล้ายรูกระจายตามผิวเซลล์ ในขณะท่ีผิวด้านนอก
ของเซลล์ L. monocytogenes ท่ีไม่สัมผัสกับไทมอลยังคงมี
ลักษณะเรียบ (Figure 3) 
 
 
 
 

3.5. การศึกษาผลของไทมอลต่อการรั่วไหลของสาร
ต่าง ๆ ออกจากเซลล ์L. monocytogenes 
 ในการศึกษาการรั่วไหลของกรดนิวคลีอิกและโปรตีน
ออกจากเซลล์  L. monocytogenes ซ่ึ งแบ่ งการทดลอง
ออกเป็นสองชุดคือ ชุดควบคุมใช้ 95% เอทานอล และชุด
ทดสอบใช้ไทมอลท่ีความเข้มข้นเท่ากับ MIC หรือ 1 มิลลิโมลาร์ 
เติมลงในเซลล์ท่ีแขวนลอยอยู่ใน PBS และบ่มให้เซลล์ได้สัมผัส
กับเอทานอลหรือไทมอลเป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากน้ันจึงเก็บ 
cell-free supernatant ข อ ง ท้ั งส อ งชุ ด ก ารท ด ล อ งม า
วิเคราะห์ปริมาณกรดนิวคลีอิกและโปรตีนโดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ี OD260 และ OD280 ตามลำดับ ผลปรากฏว่า 
OD260 และ OD280 ของชุดควบคุมมีค่าเท่ากับ 0.04±0.01 และ 
0.05±0.01 ตามลำดับ ส่วน OD260 และ OD280 ของชุดทดสอบ
มีค่าเท่ากับ 1.20±0.25 และ 2.23±0.37 ตามลำดับ (Table 1) 
  

 
 

 
Figure 1 Antibacterial activity (inhibition zone) against L. monocytogenes by the swab paper disc method: (a) 

thymol; (b) 95% ethanol (control) 
 
 

 
 

Figure 2 Broth dilution assay for determining of MIC of thymol against L. monocytogenes: 
1 = 2 mM; 2 =1 mM; 3 = 0.5 mM; 4 = 0.25 m; 5 = 0.125 mM; 6 = 0.06 mM;  

7 = 0.03 mM; 8 = 0.015 mM; C = control (95% ethanol) 
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Figure 3 Scanning electron microscopy of L. monocytogenes: 

(a) cells without treatment (b) cells treated with MIC (1 mM) of thymol 
 

Table 1 The OD260 and OD280 in cell-free supernatants of L. monocytogenes after treating with thymol and with 
95% ethanol. Data are expressed as mean±SD (n = 3). 

Treatment OD260 nm OD280 nm 
95% ethanol 0.04±0.01 0.05±0.01 
MIC of thymol 1.20±0.25 2.23±0.37 
 

 
4. อภิปรายผลการวิจัย 

ผลการศึกษาในครั้งน้ีพบว่าไทมอล ซ่ึงเป็นน้ำมันหอม
ระเหยท่ีสกัดจากพืชในธรรมชาติสามารถยับยั้งการเจริญของ 
L. monocytogenes ท่ีเป็นสาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ ท่ี
ผ่านมามีรายงงานวิจัยเกี่ยวกับความสามารถของไทมอลในการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้หลากหลายชนิด Marino et 
al. [11] พบว่าไทมอลมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียได้
ท้ั งแ บ ค ที เรี ย แ ก รม ล บ  เช่ น  Escherichia coli, E. coli 
O157: H7, Proteus mirabilis, P.  vulgaris, Salmonella 
typhimurium, Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica, 
Pseudomonas fluorescens และ P. putida และแบคทีเรีย
แกรมบวก เช่ น Micrococcus spp., Sarcina flava, Staphyl 
ococcus aureus, Bacillus licheniformis, B.  thuringiensis 
และ Listeria innocua Mith et al. [12] รายงานว่าไทมอล
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคท่ีปนเปื้อนมากับ
อาหาร เช่น L. monocytogenes, S. typhimurium และ E. coli 
O157:H7 และยังสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท่ี
ก่อให้เกิดอาหารเน่าเสีย เช่น Brochothrix thermosphacta 
และ P. fluorescens Walczak et al. [13] พบว่าไทมอล 
ช่วยลดการสร้างสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm) ของ S. aureus 
และ P. aeruginosa ท่ีมักเจริญอยู่บนพื้นผิวของวัสดุต่าง ๆ 

ซ่ึงนิยมใช้ในอุปกรณ์ทางการแพทย์และใช้เป็นบรรจุภัณฑ์ของ
อาหาร Nostro et al. [14] รายงานว่าไทมอลมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียดื้อ methicillin และ
แบคทีเรียไวต่อ methicillin ได้ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ  

ปัจจัยสำคัญท่ีมีผลต่อค่า MIC ของไทมอลในการยับยั้ง
แบคทีเรียท่ีนำมาทดสอบคือแหล่งท่ีมาของพืชท่ีนำมาใช้สกัด 
เคยมีการศึกษานำน้ำมันหอมระเหย (essential oil; EO) 
จำนวน 179 ตัวอย่างจากพืช 89 ชนิดมาหาค่า MIC ของ EO 
เหล่าน้ันในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบสองชนิดคือ E. coli 
และ S. aureus ซ่ึงใช้เป็นตัวแทนของแบคทีเรียก่อโรคใน
อาหาร พบว่าค่า MIC ของ EO ส่วนใหญ่ ท่ีสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียดังกล่าวจะอยู่ ในช่วง 6400 ถึง 50 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร โดย MIC ของไทมอลจะอยู่ ในช่วง 1600 ถึง 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ท้ังน้ีขึ้นกับแหล่งท่ีมาของไทมอล [14] 
เมื่อนำข้อมูลท่ีกล่าวมาข้างต้นมาเปรียบเทียบกับค่า MIC ของ
ไทมอลในการยับยั้ง L. monocytogenes ท่ีได้จากการทดลองน้ี
นับว่ามีความสอดคล้องกัน เพราะในการทดลองน้ีค่า MIC ของ
ไทมอลมีค่าเท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ หรือเท่ากับ 150 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตรซ่ึงอยู่ในช่วงดังกล่าว การนำไทมอลไปใช้ในอาหาร
ควรคำนึงถึงปริมาณท่ีเติมลงไปในอาหารด้วย เนื่องจากไทมอล
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เป็นสารท่ีมีกลิ่น (aroma compound) ท้ัง น้ีมีรายงานว่า  
หาก EO มีค่า MIC ต่ำกว่า 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ถือว่ามี
ปริมาณน้อยมากจนแทบจะไม่มีผลต่อกลิ่น ดังน้ันจึงสามารถ
นำไปประยุกต์ใช้กับอาหารได้หลากหลายชนิด [14] EO ชนิด
อื่นท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียได้เช่นเดียวกับ    
ไทมอล เช่น คาร์วาครอล (carvocrol) ยูจีนอล (eugenol)   
ซินนามาลดีไฮด์ (cinnamaldehyde) และวานิลลิน (vanillin) 
[15] 
 ในการทดลองน้ีไทมอลท่ีความเข้มข้นเท่ากับ MIC     
มีกลไกการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแบบทำให้เซลล์ตาย 
เพราะเมื่อนำ L. monocytogenes ท่ีสัมผัสกับไทมอลเป็น
เวลาข้ามคืนไปเลี้ยงในอาหารท่ีไม่มีไทมอล กลับไม่พบการ
เจริญของแบคทีเรีย อาจกล่าวได้ว่าไทมอลท่ีใช้ในการทดลองน้ีมีค่า 
MIC เท่ ากั บ ค่ า MBC (minimal bactericidal concentration) 
ท้ังน้ีค่า MIC และ MBC ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ ท่ี
นำมาทดสอบ Mith et al. [12] รายงานว่า MIC และ MBC 
ของไทมอลมีค่าเท่ากันสำหรับ L. monocytogenes NCTC 
11994, L.monocytogenes S0580, P.  fluorescens ATCC 
13525 และ E. coli O157:H7 ATCC 35150 แต่สำหรับ E. coli 
O157:H7 S0575 กลับพบว่ามีค่า MBC จะสูงกว่า MIC ถึง 2 
เท่า ค่า MIC และ MBC ยังขึ้นอยู่กับรูปแบบการเจริญ (form) 
ของเซลล์แบคทีเรียด้วย Cai et al. [15] รายงานว่า MIC และ 
MBC ของไทมอลมีค่าเท่ากันสำหรับเซลล์ปกติ (vegetative 
form) ของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสียของ
อาหารคือ Alicyclobacillus acidoterrestris แต่สำหรับใน
รูปสปอร์ (sporulated form) ของเชื้อดังกล่าวค่า MIC และ 
MBC จะสูงขึ้นเป็น 2 และ 4 เท่า ตามลำดับ นอกจากน้ีค่า 
MIC ยังขึ้นอยู่กับโครงสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรียอีกด้วย 
แบคทีเรียแกรมบวกมักจะไว (sensitive) ต่อไทมอลมากกว่า
แบคทีเรียแกรมลบ Trombetta et al. รายงานว่า MIC ของ
ไทมอลสำหรับ S. aureus มีค่าต่ำกว่า MIC สำหรับ E. coli 
เกือบ 2 เท่า [16]  

เมื่ อนำเซลล์  L. monocytogenes ท่ีสัมผัสและท่ี
ไม่ได้สัมผัสกับไทมอลมาศึกษาด้วยกล้อง SEM พบว่าไทมอล
ทำให้ผิวของเซลล์ L. monocytogenes ผิดปกติ แสดงว่าไท
มอลน่าจะมีกลไกบางอย่างท่ีไปมีผลต่อผิวเซลล์ ซ่ึงอาจจะเป็น
ผนังเซลล์ (cell wall) หรือเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) 
และเมื่อวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD260 และ OD280) ใน cell-
free supernatant หลังจากเซลล์ได้สัมผัสกับไทมอลเป็น
ระยะเวลาหน่ึง ผลการทดลองท่ีได้ยิ่งช่วยยืนยันว่าไทมอล

น่าจะไปมีผลทำให้เกิดเซลล์รั่วหรือเซลล์แตกสลายในท่ีสุด จน
สามารถตรวจวัดปริมาณกรดนิวคลีอิกและโปรตีนได้ใน cell-free 
supernatant แม้ว่าจะมีข้อมูลจำนวนมากท่ีสนับสนุนเกี่ยวกับ
ฤทธิ์ของไทมอลในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย แต่กลไกการ
ออกฤทธิ์ (mode of action) ของไทมอลในการยับยั้งแบคทีเรีย
ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด Xu et al. [17] กล่าวว่ากลไกการออก
ฤทธิ์ของไทมอลในการยับยั้งการเจริญของ E. coli คือไป
รบกวนการทำงานของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยทำให้การซึมผ่านสารเข้า
และออก (membrane permeability) และความต่างศักย์ไฟฟ้า 
(membrane potential) ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ผิดปกติ Wang et al. 
[18] ได้ศึกษาผลของไทมอลต่อเซลล์ S. aureus พบว่าไทมอล
ท่ีความเข้มข้นต่ำสร้างความเสียหายต่อกรดไขมันท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ 
และไทมอลท่ีความเข้มข้นสูงมีผลต่อความสมบรูณ์ของเยื่อหุ้ม
เซลล์ (membrane integrity) และยังไปจับกับดีเอ็นเอและทำ
ให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ (destabilization of DNA) Zhou et al. 
[19] เชื่อว่าไทมอลทำให้เกิดการตายของ S. aureus โดยไป
จับกับเอนไซม์อัลโดคีโตรีดักเตส (aldo-keto reductase; AKR) 
และกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์ดังกล่าว ส่งผลให้ NADPH 
ภายในเซลล์ลดลงและเกิดการตายของเซลล์ในท่ีสุด 

 
5. บทสรุป 

งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาความสามารถของไทมอลใน 
การยับยั้ง L. monocytogenes รวมท้ังกลไกที่ไทมอลใช้ในการ
ยับยั้งแบคทีเรียดังกล่าว จากการทดลองพบว่าไทมอลสามารถ
ในการยับยั้ง L. monocytogenes แบบทำให้เซลล์ตาย โดยมีค่า 
MIC เท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ นอกจากน้ียังพบว่าไทมอลสามารถ
ทำให้เกิดความเสียหายท่ีผิวเซลล์ของ L. monocytogenes 
และส่งผลทำให้มีการรั่วไหลของกรดนิวคลีอิก และโปรตีนออก
จากเซลล์ท่ีถูกทำลายโดยไทมอล 
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