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 การศึกษาประสิทธิภาพสารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซิ่ง ไดแก  คลอรีนไดออกไซด (ClO2) และน้ํา 
อิเล็กโทรไลซชนิดกรด (AcEW) ในการลดปริมาณ  B. cereus  และ S.  aureus และสปอรของ B. cereus  เมื่อ
แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเช้ือและสรางเปนฟลมชีวภาพบนพื้นผิวสัมผัสอาหาร  พบวา  การใช ClO2 (5 ppm) 
และ AcEW (total available chlorine 30 ppm) สามารถทําลาย B. cereus  และ S. aureus  ในสารละลายเปปโตน
ความเขมขนรอยละ 0.1 ไดทั้งหมดภายใน 5 นาทีเมื่อปริมาณตั้งตนระดับต่ํา (3.3 log CFU/ml) และระดับสูง (6.3 
log CFU/ml)  สวนสปอรนั้นตองเพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 30 ppm 5 นาทีและ AcEW 30  ppm 20 นาทีจึง
จะทําลายสปอรปริมาณตั้งตนระดับต่ําไดทั้งหมด  อยางไรก็ตาม เมื่อทดสอบประสิทธิภาพสารฆาเชื้อที่ความ
เขมขนเทากันในการลดปริมาณเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ Typticase Soy Broth (TSB) และ Chicken 
broth พบวา สารฆาเชื้อทั้งสองชนิดมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อในอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณไดดอยลง  
ในการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อบนฟลมชีวภาพ  เมื่อสรางฟลมชีวภาพบนพื้นผิวทดสอบไดแก  
สแตนเลสสตีล ยาง และพลาสติก ใน TSB เปนเวลา 48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง (28+2 ๐C) และทดสอบกับสารฆา
เช้ือ พบวา ฟลมชีวภาพบนแผนยางสามารถทําลายไดยากที่สุด  การใช ClO2 10 ppm  เปนเวลา 30 นาที  และ 
AcEW 30 ppm 30 นาที หรือ 52 ppm 10 นาที เหมาะสมในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus และ S. aureus  
บนแผนยางไดอยางมีประสิทธิภาพ (รอยละ 99.83-99.95)  สําหรับสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  การใช ClO2 15 ppm 
30 นาที สามารถลดไดเพียงรอยละ 83.40  ขณะที่การใช AcEW 30 ppm สามารถทําลายไดภายในเวลา 30 นาที  
และการสรางการปนเปอน chicken broth บนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดมีผลทําใหประสิทธิภาพของสารฆา
เช้ือลดลงได  เมื่อสรางฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิตํ่า (15+1 ๐C) เซลลภายในฟลมชีวภาพไมมีความตานทานตอสาร
ฆาเชื้อทั้งสองชนิดเพิ่มขึ้น  และการใชน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบสมีผลเพิ่มประสิทธิภาพของ AcEW ได  จากผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา  เซลลในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิวนั้นถูกทําลายโดยสารฆาเชื้อไดยาก
กวาเซลลและสปอรที่แขวนลอยในอาหาร และปริมาณสารอินทรียในอาหารมีผลตอประสิทธิภาพของสารฆา
เช้ือทั้งสองชนิด   
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 The objective of this research was to investigate the efficacy of chlorine dioxide (ClO2) and acidic 
electrolyzed water (AcEW) in inactivating of Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and spore of B. cereus 
in planktonic state and biofilms on food contact surfaces. In the planktonic state, the results showed that ClO2 
(5 ppm) and AcEW (tatol available chlorine 30 ppm) completely eliminated B. cereus and S. aureus cells in 
0.1% peptone water within 5 min (both low inoculums; 3.3 log CFU/ml and high inoculums; 6.3 logCFU/ml), 
whereas spores (initial load 3.2 log CFU/ml) were eliminated by 30 ppm ClO2 for 5 min and AcEW 30 ppm 
for 20 min. However, the same concentration of both sanitizers tested in the peptone solution showed less 
effective in eliminating cells when tested in either Trypticase Soy Broth (TSB) or chicken broth. To determine 
the effect of both sanitizers on biofilms, then biofilms were grown on stainless steel, rubber and plastic 

coupons (2×5 cm2) immersed in TSB for 48 hours at ambient temperature (28+2 °C). The rubber was the 
most difficult to eliminate by sanitizer compare to other surfaces. Using of ClO2 10 ppm 30 min and AcEW 
30 ppm 30 min or 52 ppm 10 min could effectively reduce B. cereus and S. aureus biofilms on rubber (99.83-
99.95%).  Spores of B. cereus attached on rubber were reduced by ClO2 15 ppm for 30 min only 83.40%, 
however they could be eliminated by AcEW in 30 min. Efficacy of both sanitizers decreased when washed the 
biofilms and attached spores coated with chicken broth. The resistant to sanitizers of biofilms at low 
temperature (15+1°C) were not increased.  Alkaline electrolyzed water enhanced the bactericidal effect of 
AcEW on biofilms. The results showed that biofilm cells and attached spores on surface were hard to 
eliminate compared to planktonic state. Organic matters also affected to the efficacy of both sanitizers.  
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สปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 61 
    15 จํานวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบที่อุณหภูมิ 

28+2 ๐C 63 
    16 จํานวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด  66 
    17 จํานวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อมีการปนเปอน 

chicken broth  หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด  68 
 



 

 (3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่ หนา 
  
    18 จํานวนเซลลในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิวหลังสัมผัสน้ําอิเล็ก

โทรไลซชนิดกรด   71 
    19 จํานวนเซลลในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อมีการปนเปอน 

chicken broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 72 
    20 จํานวนเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพบนพื้นผิว  เมื่อไมมีและมีการปนเปอน 

chicken broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 74 
 
ตารางผนวกที่  

  
    ค1 จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 108 
    ค2 จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 109 
    ค3 จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 110 
    ค4 จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวติหลังสมัผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 111 
    ค5 จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 112 
    ค6 จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซด 113 
     ค7 การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (ปริมาณเชื้อตั้ง

ตนต่ํา) หลังสมัผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด 114 
     ค8 การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (ปริมาณเชื้อตั้ง

ตนสูง) หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด 115 
 



 

 (4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
     ค9 จํานวนเซลล B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด เมื่อ

ปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง  116 
     ค10 จํานวนเซลล S. aureus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด เมื่อ

ปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง 117 
     ค11 จํานวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 

เมื่อปริมาณสปอรตั้งตนระดับต่ําและระดบัสูง  118 
     ค12 การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ

ชนิดกรด 119 
     ค13 การลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อไมมีและ

มีการปนเปอน chicken broth หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด  120 
     ค14 การลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อไมมีและ

มีการปนเปอน chicken broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 122 
     ค15 จํานวนเซลล S. aureus ในฟลมชวีภาพที่รอดชีวิตบนแผนยางหลังสัมผัสสาร

ฆาเชื้อชนิดตางๆ ที่อุณหภูมิ 28+2 และ 15+1 ๐C 124 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 



 

 (5) 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา
  
     1 กลไกการเกิดฟลมชีวภาพของจุลินทรียบนพื้นผิว  6 
     2 การผลิตน้ําอิเล็กโทรไลซ 26 
     3 จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 10 และ 15 ppm  44 
     4 จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 10 และ 15 ppm  45 
     5 จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 10 และ 15 ppm  47 
     6 จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวติหลังสัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 10 และ 15 ppm  48 
     7 จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซดความเขมขน 15 30 และ 50  ppm 51 
     8 จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลายคลอรีนไดออกไซดความเขมขน 15 30 และ 50 ppm  52 
     9 จํานวน B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความเขมขน 30 

ppm เมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง  56 
     10 จํานวน S. aureus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความเขมขน 30 

ppm เมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง 57 
     11 จํานวนสปอรของ B. cereus  ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด

ความเขมขน 30 ppm เมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง 59 
     12 จํานวนเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพที่รอดชีวิตบนแผนยางหลังสัมผัสสารฆา

เชื้อชนิดตางๆ ที่อุณหภูมิ 28+2 และ 15+1 ๐C  78 
 
 
 

 



 

 (6) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

CFU = Colony Forming Unit 
ml = mililitre 
g = gram 
ng = nanogram 
ppm = part per million 
min = minute 
๐C = degree Celsius 
cm2 = square centimeter 



ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย 
ฟลมชีวภาพของบาซิลลสั ซีเรียส  สแตฟฟโลคอกคัส ออเรียส  และสปอรเกาะติดของ

บาซิลลัส ซีเรียสบนพื้นผิวสัมผัสอาหาร 
 

Efficacy of Chlorine Dioxide and Acidic Electrolyzed Water to Eliminate  

Biofilms of Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Attached Bacillus cereus 
Spores on Food Contact Surfaces 

 
คํานํา 

 
ฟลมชีวภาพ (biofilms) เปนปญหาสุขาภิบาลที่สําคัญของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร

สามารถกําจัดไดยากแมวาจะทําความสะอาดและฆาเชื้อแลว  เนื่องจากสารที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียจะ
กั้นมิใหสารฆาเชื้อสัมผัสและทําลายเซลลจุลินทรียได  ฟลมชีวภาพจงึเปนแหลงสะสมของจุลินทรีย
หลายชนิดและพบไดบนพืน้ผิวตางๆ ในโรงงานอุตสาหกรรม เชน พืน้ผิวของอุปกรณและเครื่องมือ 
ทอ และสายพานการผลิต เปนตน ฟลมชวีภาพเปนสาเหตุหนึ่งทําใหเกดิการปนเปอนของผลิตภัณฑ
อาหารในระหวางและหลังกระบวนการผลิต  การปนเปอนดังกลาวสงผลตอคุณภาพทาํใหอายกุาร
เก็บลดลง  ในแงความปลอดภัยของอาหารมีความสําคัญอยางยิ่งถาฟลมชีวภาพทีเ่กิดขึ้นเกิดจากการ
รวมตัวของจุลินทรียกอโรคที่มีอาหารเปนพาหะ เชน Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus  
และมีรายงานวา เซลลแบคทีเรียที่อยูภายใตฟลมชีวภาพสามารถตานทานตอสารฆาเชื้อไดมากกวา
เซลลปกติ (Luppens, 2002)  ดวยเหตนุี้การใชสารฆาเชื้อจึงมีประสิทธิภาพดอยลงในการทําลาย      
จุลินทรีย  หากจุลินทรียกอโรคเหลานี้ปนเปอนในผลิตภณัฑอาหารก็จะทําใหอาหารมคีวามไม
ปลอดภัย  เพิ่มความเสี่ยงตอการเกิดโรคเพิม่ขึ้น  

 
สารฆาเชื้อที่นิยมนํามาใชกําจัดฟลมชีวภาพบนพื้นผิวสัมผัสอาหารในปจจุบัน ไดแก  

สารประกอบคลอรีน สารประกอบไอโอดนี สารประกอบของกรดเขมขน และ Quaternary 
ammonium compounds (Chemielewski and Frank, 2003)  สารฆาเชื้อบางชนิดที่มีสมบัติเปนตัว
ออกซิไดส เชน คลอรีนไดออกไซด และ น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดถูกนํามาใชในการฆาเชื้อ
อุปกรณและเครื่องมือเครื่องใชในอุตสาหกรรมอาหาร  มีรายงานมากมายเกีย่วกับการใชสารทั้งสอง
ชนิดนี้ในการทําลายฟลมชีวภาพของแบคทีเรียชนิดตางๆ เชน Escherichia coli 0157:H7 
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(Venkitanarayanan et al., 1999)  Pseudomonas fluorescens (Lindsay et al., 2002) และ Listeria 
monocytogenes (Venkitanarayanan et al., 1999) บนพื้นผิว เปนตน  อยางไรก็ดี รายงานการวจิัย
เกี่ยวกับการใชสารฆาเชื้อเหลานี้ในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus และ S. aureus  ยังคงมีอยู
นอย  ทั้งที่แบคทีเรียทั้งสองชนิดมีความสาํคัญในแงสุขลักษณะของอาหารโดยเฉพาะในประเทศ
ไทยอยางมาก  

 
ในการวิจัยคร้ังนี้จึงไดศกึษาถึงประสิทธิภาพสารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซ่ิง 2 ชนิด ไดแก 

คลอรีนไดออกไซด  และ น้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการลดปริมาณ  B. cereus  และ S.  aureus  
และสปอรของ B. cereus  เมื่อแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวและเมื่อเกดิเปนฟลมชีวภาพ
บนแผนพื้นผิวทดสอบโดยศกึษาภายใตปจจัยของชนิดพืน้ผิวและการปนเปอนสารอินทรีย  ทั้งนี้
เพื่อเปนความรูพื้นฐานในการนําไปประยกุตใชในการกําจัดและทําลายฟลมชีวภาพในอุตสาหกรรม
อาหารตอไป 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 
 
 1.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ  ไดแก  คลอรีนไดออกไซด  และน้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรดในการลดปริมาณ  Bacillus  cereus,  Staphylococcus  aureus  และสปอรของ B. cereus 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดคือ  สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1,  Trypticase soy broth 
และ Chicken broth  
  

2.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการลดปริมาณฟลมชีวภาพของ  B. cereus, S. 
aureus  และ สปอรเกาะติดของ B.  cereus  บนพื้นผิวสัมผัสอาหารภายใตปจจัยของชนิดพื้นผิวและ
การปนเปอนสารอินทรีย 

 
3.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการลดปริมาณฟลมชีวภาพบนพื้นผิวสัมผัสอาหาร  

เมื่อสรางฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิ 28+2 และ 15+1 ๐C  
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การตรวจเอกสาร 
 

ฟลมชีวภาพ 
 

ฟลมชีวภาพ (Biofilms) คือ กลุมสังคมของจุลินทรียที่เกาะติดบนพื้นผิวและฝงตวัอยูภายใต
สารกลุมพอลิเมอรที่จุลินทรียนั้นสรางขึ้นแลวหล่ังออกมานอกเซลล (Costerton et al., 1987)  ฟลม
ชีวภาพสามารถเกิดขึ้นไดบนพื้นผิวชนิดตางๆ ในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร  โดยเฉพาะพื้นผิว 
สัมผัสอาหารเชน พื้นผิวอุปกรณและเครื่องมือ ทอ สายพานการผลิต เปนตน  เมื่อพืน้ผิวดงักลาวมี
การทําความสะอาดหรือการฆาเชื้อที่ไมดีพอ  จุลินทรียทีห่ลงเหลืออยูอาจเกิดการสะสมและเจริญ
กลายเปนฟลมชีวภาพตอไป  ซ่ึงจะสงผลทําใหเกิดการปนเปอนในระหวางกระบวนการผลิตและ
หลังกระบวนการผลิตทําใหอาหารอาจไมปลอดภัยตอผูบริโภคและสงผลกระทบทําใหเกิดความ
เสียหายในอุตสาหกรรมอาหารได  
 
กลไกการเกิดฟลมชีวภาพ 
 

กระบวนการสรางฟลมชีวภาพนั้นจดัเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นและเปลีย่นแปลงตลอดเวลา  
(dynamic process) ประกอบดวย 3 ขั้นตอน (Davey and O’Toole, 2000) ไดแก การเกาะติดบน
พื้นผิวของจลิุนทรีย  การเกดิเปนกลุมของเซลล และ การเจริญเปนฟลมชีวภาพที่สมบูรณ 
 

1. การเกาะติดบนพื้นผิวของจลิุนทรีย (Attachment) 
 

การเกาะติดของเซลลบนพื้นผิวของอาหารหรือวัสดุที่สัมผัสกับอาหารอาจเกิดขึน้ได
จากตัวเซลลหรือการกระทําจากภายนอก   ถาเปนการเกาะติดแบบแพสซีฟ (passive) จะเกิดขึ้นจาก
แรงโนมถวงของโลก และแรงที่เกิดขึ้นจากของไหลที่อยูรอบๆบริเวณเซลล ไดแก แรงขับเคลื่อน
ของของไหล (fluid dynamic force) และแรงขับเคลื่อนจากการแพร (diffusion dynamic force) สวน 
การเกาะติดแบบแอคทีฟ (active) เกิดขึน้เนื่องจากคณุสมบัติเฉพาะของผิวเซลลที่มีสวนประกอบที่
จําเพาะตอการเกาะตดิ เชน แฟลกเจลลา (flagella) พิไล (pili) โปรตีนที่ชวยในการยึดเกาะแอดฮีซิน 
(adhesin protein) แคปซูล (capsule) และประจุที่อยูบริเวณผิวเซลล (Kumar and Anand, 1998)  การ
เกาะตดิของเซลลแบงออกเปน 2 ระยะ (Marshall et al., 1971)  คือ 
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ระยะที่ 1  การเกาะตดิแบบผนักลับ  (reversible adhesion)  เซลลแบคทีเรียจะเกิดพนัธะ
อยางออนกับพื้นผิว  พันธะที่เกิดขึ้นไดแก  แรงแวนเดอรวาลส (van der Waals forces)  electrostatic 
forces และ  hydrophobic interaction  ในระยะนี้เซลลแบคทีเรียยังคงมกีารเคลื่อนที่ไดโดยเปนการ
เคลื่อนที่แบบบราวนเนยีน (Brownian movement) ซ่ึงมีผลทําใหสามารถถูกกําจัดไดงายโดยการชะ
ลางดวยน้ําหรือสารฆาเชื้อ  
 

ระยะที่ 2  การเกาะตดิแบบไมผันกลับ (irreversible adhesion)  เซลลแบคทีเรียจะมกีาร
สรางพันธะที่แข็งแรง ไดแก dipole-dipole interaction  พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 
พันธะโควาเลนต (covalent bonding) และ hydrophobic interaction กับพื้นผิวโดยอาศยัโครงสราง
ของเซลล เชน แฟลกเจลลา (flagella) ฟมเบรีย (fimbriae) พิไล (pili) เปนตน  นอกจากนี้เซลลจะมี
การสรางไฟบริน (fibril)  เพือ่เปนตัวเชื่อมตอระหวางเซลลแบคทีเรียกบัพื้นผิวอีกดวยทําใหมกีารยดึ
เกาะที่เหนยีวแนนกวาในระยะแรก  ซ่ึงการกําจัดเซลลแบคทีเรียในระยะนี้ออกไปทาํไดยากขึ้น  ตอง
ใชแรงเชน การขัดถู (scrubbing) หรือการขัดลอก (scraping)  เขาชวยเพื่อใหเซลลหลุดออกไป หรือ
การประยกุตใชเอนไซม  สารทําความสะอาด (detergent)  สารฆาเชื้อ และ/หรือความรอนเพื่อชวย
ทําลายแรงที่ใชในการเกาะตดิของเซลลกับพื้นผิว (Chmielewski and Frank, 2003)  การเกาะติดของ
จุลินทรียเกดิขึน้ในเวลาไมนานเพียง 5 ถึง 30 วินาทีเทานัน้  โดยเซลลจะมีการเกาะติดแบบระยะที่ 1  
กอนแลวตามดวยระยะที่ 2 (Mittelman, 1998) 
 

Zottola (1994) ทําการรวบรวมขอมูลจากนกัวิจยัหลายทานเพื่ออธิบายถึงกลไกของการ
เกาะตดิและการสรางฟลมชีวภาพของจุลินทรยีในขั้นตอนตางๆ  โดยแสดงความสัมพันธของแรงยดึ
เกาะกับระยะหางของเซลลกับพื้นผิวดังภาพที่  1  กลาวคือ  เมื่อมีสารอาหารหลงเหลือบนพื้นผิวจน
เกิดเปนฟลมของอาหาร (conditioning film) เซลลจุลินทรียอิสระที่อยูในสภาพแวดลอมจะเคลื่อนที่
เขาหาพื้นผิว  จนเมื่อระยะหางระหวางเซลลกับพื้นผิวมากกวา 50 นาโนเมตร  เซลลจะเกิดการเกาะ 
ติดกับพื้นผิวดวยแรงอยางออน เชน แรงแวนเดอรวาลส  เมื่อเวลาผานไป  เซลลเขาใกลพื้นผิวมาก
ข้ึนจนระยะหางมีคา 10-20 นาโนเมตร  แรงที่ยึดเกาะนัน้จะเพิ่มขึ้น  ทั้งสองระยะนี้เปนขั้นตอนของ
การเกาะติดแบบผันกลับได  จนในที่สุดเมือ่ระยะหางระหวางเซลลกับพื้นผิวลดลงต่าํกวา 15 นาโน
เมตร  เซลลจุลินทรียเหลานัน้จะเกิดการสรางพันธะพิเศษเกิดเปนการเกาะติดแบบไมผันกลับ  เซลล
ตางๆ เหลานั้นจะมีการเจริญเพิ่มจํานวนและพัฒนาเปนฟลมชีวภาพตอไป            
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ภาพที่ 1  กลไกการเกดิฟลมชีวภาพของจุลินทรียบนพืน้ผิว 
ที่มา: Zottola (1994) 
 
 

ปจจัยที่มีผลตอการเกาะตดิของเซลลจุลินทรียบนพื้นผิว ไดแก   
 

 (1)  ชนิดและโครงสรางของเซลล  เซลลแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการ
เกาะตดิพื้นผิวไดแตกตางกนัขึ้นอยูกับลักษณะของโครงสรางบนเยื่อหุมเซลล  เชน  ลิโปโพลีแซค
คาไรด (lipopolysaccharide) หรือ LPS  โปรตีนแอดฮีซินและโปรตีนชนิดอื่น  กรดไทโคอิก 
(teichoic acid) เปนตน  โครงสรางเหลานี้จะแสดงถึงความเปนไฮโดรโฟบิก (hydrophodic) ของ
เซลลซ่ึงมีสวนสําคัญในการเกาะติดบนพื้นผิว (Chmielewski and Frank, 2003)  มีรายงานวา 
แบคทีเรียบางชนิด เชน Escherichia coli และ Listeria monocytogenes ใชแฟลกเจลลา พิไล  และ
โปรตีนบนเยื่อหุมเซลลในการเกาะติดขัน้ตน (Davey and O’Toole, 2000; Vatanyoopaisarn et al., 
2000)  การสูญเสียโครงสรางเหลานี้มีผลในการลดความสามารถในการเกาะติดบนพื้นผิวบางชนดิ
ได  (Gilbert et al., 1991)  Bower et al. (1996)  รายงานวา สปอรสามารถเกาะติดบนพื้นผิวไดดีกวา
เซลลเนื่องจากมีความเปนไฮโดรโฟบิกสูงและผิวของสปอรมีลักษณะเปนขน (hairy surface)  

 
 (2)  สภาพแวดลอมและองคประกอบของสารอาหารที่อยูลอมรอบ  เมื่อเกิดการสะสม
ของสารอาหารบนพื้นผิวจนเปนลักษณะของฟลมที่เรียกวา conditioning film  ฟลมดังกลาวจะมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงสมบัติทางเคมีกายภาพของพื้นผิว  เชน  คาพลังงานอิสระของพื้นผิว (surface 
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free energy)  ความเปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ (hydrophobicity)  และ ประจขุองพื้นผิว  ซ่ึงอาจสงผลถึง
การเกาะติดของจุลินทรีย (Dickson and Koohmarine, 1989)   มีหลายงานวิจยัแสดงใหเห็นวา  
สารอินทรียบนพื้นผิวนั้นสนับสนุนใหจุลินทรียเกาะติดบนพื้นผิวไดดขีึ้น (Chmielewski and Frank, 
2003)  แตอยางไรก็ตาม  บางงานวิจยัรายงานวา  สารอินทรีย เชน นมและโปรตีนนมมีผลในการลด
การเกาะติดของ Salmonella Typhimurium และ L. monocytogenes ได  (Helke et al., 1993)  
นอกจากปจจยัของสารอินทรียแลว  อุณหภมูิ  คาความเปนกรด-เบสของสภาพแวดลอมที่เหมาะสม
ยังสงผลตอการเกาะติดและการเกิดฟลมชวีภาพดวย     

 
 (3)  ลักษณะและคุณสมบัติของพื้นผิว  อัตราการเกาะตดิของจุลินทีรยบนพื้นผิวแตละ
ชนิดแตกตางกนัขึ้นกับลักษณะทางกายภาพของพื้นผิว  ไดแก  คาพลังงานอิสระของพื้นผิว  ความ
เปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ ความเรยีบผิว (roughness) และประจบุนพื้นผิว  Chmielewski and Frank 
(2003) ไดรวบรวมงานวจิัยและสรุปวา การเกาะตดิของจลิุนทรียเกิดขึน้บนพื้นผิวที่มพีลังงานอิสระ
สูงหรือมีความเปยกน้ําไดงาย (เชน สแตนเลสสตีลและแกวที่มีลักษณะเปนไฮโดรฟลิกหรือสมบัติ
ชอบน้ํา) ไดดกีวาพืน้ผิวที่มลัีกษณะเปนไฮโดรโฟบิกหรือสมบัติไมชอบน้ํา (เชน เทฟลอน (teflon)  
ไนลอน (nylon)  ยาง (buna-N rubber) เปนตน) แตจากขอสรุปดังกลาวอาจใหผลที่ไมเปนจริงเสมอ
ไป  มีบางงานวิจัย พบวา แบคทีเรียบางชนดิสามารถยึดเกาะบนพื้นผิวที่มีความเปนไฮโดรโฟบิก 
มากกวาพื้นผิวไฮโดรฟลิก (Sinde and Carballo, 2000; Bayoudh et al., 2006)  นอกจากนี้ยังมี
รายงานวา พื้นผิวที่มีลักษณะเปนรูพรุน ไมสม่ําเสมอ มีรอยแยก จะทําใหเกิดการเกาะติดไดดกีวา
พื้นผิวเรียบ (Mafu et al., 1990)  

 
2. การเกิดเปนกลุมของเซลล (Colonization) 

 
หลังจากเซลลมีการเกาะติดในระยะที่ 2  การเกาะติดแบบไมผันกลับแลว  เซลลจะมี

การเจริญและแบงเซลลตอไปโดยการใชสารอาหารที่มีอยูรอบๆ ในสิ่งแวดลอม  ทําใหเกิดการเพิ่ม
จํานวนจนกลายเปนกลุมของเซลลขนาดเล็กขึ้น (microcolony) ซ่ึงกลุมของเซลลนี้จะขยายใหญและ
เกาะรวมกันจนเกิดเปนชั้นของเซลล (layer of cells) ปกคลุมบริเวณพืน้ผิว  ในขั้นนี้เซลลที่เกาะติด
อยูเร่ิมมีการผลิตสารกลุมพอลิเมอรแลวหล่ังออกมานอกเซลลคลุมอยูที่ผิวของกลุมเซลล  เรียกสาร
กลุมนี้วา Extracellular Polymeric Substances (EPS)  อาจประกอบดวย โพลีแซคคาไรด โปรตีน  
ฟอสโฟไลพิด กรดไทโคอิก กรดนวิคลีอิก และสารพอลิเมอรอ่ืนๆ (Costerton et al., 1987)  สาร
เหลานี้จะชวยใหเซลลยึดเกาะพื้นผิวไดดแีละมีความเสถียรมากขึ้นจากสภาพแวดลอมรอบๆ ที่มีการ
แปรปรวนอยูตลอดเวลา (Kumar and Anand, 1998)  
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3. การเจริญเปนฟลมชีวภาพทีส่มบูรณ (Maturation) 
 

จากกลุมของเซลลที่มีการเพิ่มจํานวนซอนทับกันจนเกิดเปนชั้นของเซลลภายใตสาร 
EPS จะเกดิการพัฒนาจนเปนฟลมชีวภาพตอไป  โครงสรางของฟลมชีวภาพทีเ่จริญเต็มที่อาจเปน
ช้ันของเซลลเพียงชั้นเดียวภายใตโครงขายของ EPS ที่มีลักษณะเปนรูพรุน (porous)  หรือเปนชั้น
ของเซลลหลายชั้นซอนกนัโดยมีการเชื่อมกันดวย EPS และมีชองสําหรับลําเลียงน้ํา (water channel) 
กระจายอยูทัว่ไป (Chmielewski and Frank, 2003)  นอกจากสาร EPS จะมีหนาที่สําคัญในการเชื่อม 
โยงเซลลภายในฟลมชีวภาพและยดึเหนี่ยวเซลลกับพื้นผิวแลว  ยังมีความสําคัญในการอยูรอดของ
ฟลมชีวภาพดวย  EPS มีหนาที่หอหุมและกักเก็บสารอาหารไวสําหรับเซลลภายในฟลมชีวภาพ  
ชวยปองกนัเซลลจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน ความแหง สารเคมีตางๆ เปนตน 
(Carpentier and Cerf, 2000) 
 
การเกิดฟลมชวีภาพในอุตสาหกรรมอาหาร 
 

ฟลมชีวภาพเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร  เนื่องจากเปนแหลงสะสมของเชื้อ 
จุลินทรียซ่ึงอาจเกิดการปนเปอนสูผลิตภัณฑอาหาร  ทาํใหเกิดการเสือ่มเสียของอาหารสงผลให
คุณภาพของอาหารลดต่ําลงและไมเปนทีป่ลอดภัยตอผูบริโภค  การสะสมฟลมชีวภาพบนพื้นผิวพบ
ไดในหลายบรเิวณของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร ไดแก  พื้น  ทอ  ซีลยาง (rubber seal)  สายพาน 
(conveyor belt)  สแตนเลสสตีล  เปนตน  มรีายงานมากมายเกีย่วกับการตรวจพบจุลินทรียบนพื้นผิว
โดยเฉพาะจุลินทรียกอโรค Chalton et al. (1990) ตรวจพบเชื้อ Listeria sp. ในโรงงานผลิตภัณฑนม
บริเวณสวนของการผลิตและการบรรจุ  โดยเฉพาะบริเวณที่มีความเปยกชื้นและทาํความสะอาดยาก 
เชน สายพาน และ ทอระบายน้ํา  ในป ค.ศ. 2001  Sharma and Anand  ตรวจพบการปนเปอนของ
เชื้อแบคทีเรียหลายชนิดทั้งชนิดกอใหเกิดโรค เชน E. coli,  B. cereus,  S. aureus,  Shigella  และ
ชนิดที่ทําใหเกดิการเนาเสยี เชน Enterobacter aerogenes,  B. subtilis, Citrobacter, Lactobacillus, 
Lactococcus ในสายการผลิตของโรงงานผลิตภัณฑนม  และเมื่อไมนานมานี ้Guðbjörnsdóttir et al. 
(2005) พบวา  ในสายการผลติอาหารทะเลแปรรูป (ปลาแลช้ิน และ กุงตมสุก)  มีการปนเปอน
แบคทีเรียแกรมลบ เชน เชื้อกลุม Enterobacteriaceae,  Acinetobacter,  Aeromonas,  Pseudomonas 
เปนตน  มากกวารอยละ 70 ของแบคทีเรียทั้งหมดโดยตรวจพบบริเวณพื้นที่การผลิต  อุปกรณและ
เครื่องมือที่เกี่ยวของกับการผลิตและสัมผัสกับอาหาร  จากรายงานวิจยัตางๆ จะเหน็วา เชื้อจุลินทรีย
มากมายถูกตรวจพบบนพื้นผิวสัมผัสอาหารและเกดิการสรางเปนฟลมชีวภาพได  ซ่ึงเซลลที่อยู
ภายในฟลมชวีภาพจะมกีารปรับตัวตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  จนทําใหมีความตานทานตอ
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สารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น  สงผลใหเกิดเปนปญหาในอุตสาหกรรมอาหารถามีการปนเปอนในกระบวนการ
ผลิต    

 
การที่เซลลจุลินทรียภายใตฟลมชีวภาพสามารถตานทานตอสารฆาเชื้อไดเพิ่มขึ้น  เกดิจาก  

(1)  สารพอลิเมอรที่เซลลสรางขึ้นปกคลุมไวมีผลในการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ (2)  การ
เปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพของเซลล  (3)  ความจํากดัของสารอาหารมีผลใหเซลลเกิดการ
ปรับตัวและชกันําเขาสูสภาวะเครยีด และ (4)  ความหนาแนนของเซลลภายใตฟลมชีวภาพที่มีการ
ตอบสนองตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน  (Luppens,  2002)  ดังนั้นการทําความสะอาดและการฆา
เชื้อดวยวิธีการปกติอาจไมเพยีงพอในการทาํลายและกําจดัจุลินทรียที่ปนเปอนบนพืน้ผิวได  Jessen 
and Lammert (2003) รายงานวา  หลังจากการทําความสะอาดและฆาเชื้อพื้นผิวดวยสารทําความ
สะอาดรวมกบัสารประกอบคลอรีนหรือสารผสมของไฮโดรเจนเปอรออกไซดกับกรดเปอรแอซีติก  
พบวา  แบคทีเรียยังคงรอดชวีิตอยูมากถึง 3-4 log CFU/cm2  ซ่ึงการหลงเหลือของจุลินทรียถือเปน
สาเหตุหนึ่งทีท่ําใหเกิดการปนเปอนขามสูผลิตภัณฑอาหารได  Kusumaningrum et al. (2003) แสดง
ใหเห็นถึงการอยูรอดของเชือ้กอโรคหลายชนิดไดแก S. Enteritidis, Campylobacter jejuni และ S. 
aureus บนพื้นผิวสแตนเลสสตีลและพบวาเชื้อเหลานี้สามารถปนเปอนขามสูผลิตภัณฑอาหารเชน 
แตงกวา และชิน้ไกหัน่สไลดได   
 
การกําจัดและทําลายฟลมชวีภาพ 
 

ขั้นตอนในการกําจัดและทําลายฟลมชีวภาพประกอบดวย  การทาํความสะอาด (cleaning) 
และ  การฆาเชือ้ (sanitizing)  สวนใหญเร่ิมจากการใชนํารอนหรือน้ําเยน็ลางสิ่งสกปรกตางๆ ออก
จากพื้นผิว และใชวิธีทางกายภาพ เชน การขัดถู รวมกับสารทําความสะอาดลางสวนที่เปนสาร 
อินทรียตางๆ ที่ฝงแนนออกไป  จากนัน้จะใชสารฆาเชื้อเขาทําลายเซลลของจุลินทรีย  ถาสารทํา
ความสะอาดไมสามารถลางสารอินทรียไดหมด  สารฆาเชื้อจะไมสามารถซึมผานเขาไปทําลาย       
จุลินทรียได (Poulsen, 1999)  ดังนั้นการเลอืกวิธีการทําลาย  ชนิดและความเขมขนของสารทําความ
สะอาดและสารฆาเชื้อที่เหมาะสมจึงมีความสําคัญอยางมาก (Augustin and Vehnmas, 2004)  การ
กําจัดและทําลายฟลมชีวภาพสามารถแบงออกเปน 3 วิธี ไดแก 
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1. วิธีการทางกายภาพ  (Physical methods) 
 

การทําลายฟลมชีวภาพดวยวธีิทางกายภาพสามารถทําไดหลายวิธี  วิธีที่นิยมใชในทาง
อุตสาหกรรม  คือ  การใชแรงกลในการขัดลอกแผนฟลมชีวภาพ  การขดัลอกนั้นถึงแมวาจะเปนวิธี
ที่งายและราคาไมแพง  แตมขีอจํากัด คือ ไมเหมาะสมเมือ่ใชกับพื้นผิวขรุขระ  ปจจุบนัจึงไดมกีาร
ประยุกตใชวิธีอ่ืนๆ รวมดวย เชน การใชคล่ืนเสียง (sonication)  การใชแรงดันสูง (high pressure)  
เปนตน (ณฐนนท, 2547)  นอกจากนี้  การใชน้ําที่มีอุณหภูมิสูงเปนอีกวธีิหนึ่งที่ใหผลในการกําจัด
และทําลายฟลมชีวภาพได  พบวา  ในระบบการผลิตน้ําดื่มจะตองใชน้ํารอนที่มีอุณหภูมิ 95 ๐C เปน
เวลา 100 นาท ีหรืออาจใชระบบหมุนเวียนของน้ําที่มีอุณหภูมิ 80 ๐C  จึงจะทําลายฟลมชีวภาพได
นอกจากวิธีทีก่ลาวมาแลว ยงัมีการใชวิธีการอื่นๆ  ไดแก  Super-high magnetic field, Ultrasound 
treatment,  High pulsed electrical field  และ  Low electrical field เปนตน (Kumar and Anand, 
1998) 
 

2. วิธีการทางเคม ี (Chemical methods) 
 

การกําจัดและทําลายฟลมชีวภาพประกอบดวย  การทําความสะอาดและการฆาเชื้อ  ซ่ึง
การทําใหทั้งสองขั้นตอนมีประสิทธิภาพมากขึ้น  จําเปนตองมีการเลือกใชสารเคมีที่เหมาะสมเขา
ชวย  ขั้นตอนของการทําความสะอาดจําเปนตองกําจดัเศษอาหารและสารอินทรียตางๆ ที่ชวยในการ
เจริญของจุลินทรียออกไป  สารทําความสะอาดที่ดจีึงตองมีคุณสมบัติในการลดแรงตงึผิว  ทําให
ไขมันกระจายตัวออก  และ ยอยสลายโปรตีนได  เพื่อกําจัด EPS ที่จุลินทรียสรางขึ้นและปกคลุม
เซลลออกไปได  สารทําความสะอาดแบงออกเปน 2 กลุมใหญ  คือ  สารทําความสะอาดชนิดเบส  
และชนิดกรด  ในอุตสาหกรรมอาหารสวนใหญนยิมใชเปนสารประกอบชนิดเบสทีม่ีฤทธิ์ในการ
กําจัดไขมนัและโปรตีน (Chmielewski and Frank, 2003)  แตอยางไรก็ตาม  พื้นผิวในโรงงาน
อุตสาหกรรมมีความหลากหลายและมีลักษณะแตกตางกัน  ดังนัน้  การเลือกใชสารความสะอาดที่
เหมาะสมจึงมคีวามสําคัญ (ตารางที่ 1)  Lewis (1980)  แนะนําการเลือกใชสารทําความสะอาด
สําหรับพื้นผิว  เชน  แกว  เซรามิค  สแตนเลสสตีล และ พลาสติก  ควรใชสารทําความสะอาดชนิด
เบส (alkaline detergent) หรือชนิดไมมีประจ ุ(nonionic detergent) จึงจะเหมาะสม  ถึงแมวาสารทํา
ความสะอาดจะสามารถกําจดัฟลมชีวภาพบางสวนได  แตจุลินทรียที่อยูภายใตฟลมชวีภาพนั้นอาจ
ไมถูกทําลายไปดวย  ขั้นตอนการฆาเชื้อหลังจากการทําความสะอาด  จึงมีบทบาทสําคัญอยางมาก
ในการทําลายเชื้อจุลินทรียเหลานั้น   
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ตารางที่ 1  พืน้ผิวในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและการเลือกใชสารทําความสะอาดที่เหมาะสม 
 

วัสดุพ้ืนผิว ลักษณะ ขอควรระวัง 
ไม ดูดซับความช้ืน และไขมันได   

ยากแกการดูแลรักษา 
ถูกทําลายดวยสารเคมีที่มีฤทธิ์กัดกรอน 

ไมควรนํามาใชเพราะทําความสะอาดไดยาก 
ควรเลือกใชวัสดุชนิดอื่น เชน โพลีเอทิลีน 
สแตนเลสสตีล และยางแทน 

โลหะ สามารถเกิดสนิมไดเมื่อสัมผัสกับสารทํา
ความสะอาดที่ความเปนกรดหรือมีคลอรีน
เปนสวนประกอบ 

โลหะมีโอกาสในการเกิดสนิมได  จึงควร
เคลือบดวยดีบุกหรือสังกะสี 
สารที่เหมาะสมคือพวกที่มีฤทธิ์เปนกลาง 

แกว มีความเรียบและสามารถกันน้ําได 
อาจถูกกัดกรอนไดเมื่อใชสารทําความ
สะอาดที่มีความเปนเบสมาก 

แกวควรทําความสะอาดดวยสารทําความ
สะอาดที่ความเปนกลางหรือเบสปานกลาง 

ยาง ยางที่เลือกใชไมควรเปนรูพรุน   
ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อลางดวยสารทํา
ความสะอาดชนิดเบส  แตอาจเสื่อมสภาพได
ถาใชตัวทําละลายอินทรียและกรดเขมขน 

แผนยางที่นํามาใชเมื่อใชงานไประยะหนึ่ง
อาจเกิดการโคงงอได 

สแตนเลสสตีล ตานทานตอการกัดกรอน  
มีความเรียบและกันน้ําได 
ตานทานตอการออกซิเดชั่นที่อุณหภูมิสูง 
ทําความสะอาดไดงาย 
ไมมีคุณสมบัติความเปนแมเหล็ก  

ราคาแพง 
บางชนิดถูกทําลายดวยสารในกลุมฮาโลเจน 
(คลอรีน  ไอโอดีน  โบรมีน และ ฟลูออรีน) 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriott (1999) 
  

การฆาเชื้อมีจดุประสงคเพื่อทําลายจุลินทรียที่อยูภายใตฟลมชีวภาพซึ่งถูกปกคลุมดวย
สาร EPS  สารฆาเชื้อที่ใชในอุตสาหกรรมสวนใหญ  ไดแก  สารในกลุมฮาโลเจน  เชน  คลอรีนและ
ไอโอดีน  สารประกอบเปอรออกไซด  กรดอินทรีย  และ  สารประกอบแอมโมเนียม (Quaternary 
ammonium compound, Quat)  (ตารางที่ 2)  ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อขึ้นอยูกับความเขมขนของ
สาร  เวลาในการสัมผัส  ปริมาณของสารอินทรีย  ความกระดางของน้ํา  อุณหภูมิ  คาความเปนกรด-
เบส  และความสามารถของสารในการเขาทําลายเซลลจุลินทรีย  (Marriott, 1999)  สมบัติของสาร
ฆาเชื้อที่ดีควรมีความสามารถในการทําลายจุลินทรียไดหลายชนิด (broad spectrum)  ทั้งแบคทีเรีย  
ยีสตและราอยางรวดเร็ว  มีประสิทธิภาพดีเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม  (เชน  สภาวะที่มี
สารอินทรียปริมาณสูง  ความกระดางของน้ําสูง  และคาความเปนกรด-เบสไมแนนอน)  สารฆาเชื้อ
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ที่ดียังควรละลายน้ําไดดี  งายตอการใชงาน  ราคาไมแพง  ตรวจวดังาย  และที่สําคัญตองไมเปนพิษ
หรือระคายเคอืงตอรางกาย  การเลือกใชสารฆาเชื้อความเขมขนที่เหมาะสมในการทําความสะอาด
พื้นผิวชนดิตางๆ  แสดงดังตารางที่ 3    
 
ตารางที่ 2  การประยุกตใชสารฆาเชื้อชนิดตางๆ 
 

สารฆาเชื้อ การประยุกตใช 
คลอรีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด  โดยการสเปรย  Clean-in-place 

(CIP) และฉีดพน 
ไอโอดีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด  โดยการใชมือจุม (hand dip) 
กรดเปอรแอซิติก ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด  โดยวิธี CIP โดยเฉพาะใน

สภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิตํ่าและมีคารบอนไดออกไซด 
Acid anionics ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด  โดยการสเปรย  การใชรวมกับ

สารฆาเชื้อและกรด 
Quaternary ammonium compound ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด  สวนใหญใชในการควบคุม

สิ่งแวดลอม เชน  ผนัง  ทอระบายน้ํา 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1999) 
 

สารฆาเชื้อตางๆ ไดถูกนํามาใชในการทําลายฟลมชีวภาพของจุลินทรียกอโรคหลาย
ชนิดบนพืน้ผิวสัมผัสอาหาร  เชน  สแตนเลสสตีล  พลาสติก  ยาง เปนตน  รายละเอยีดแสดงดัง
ตารางที่ 4  การใชสารทําความสะอาดรวมกับสารฆาเชื้อสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการทําลาย
ฟลมชีวภาพมากขึ้น  จากรายงานการวิจยั พบวา  การใชสารทําความสะอาดรวมกับสารฆาเชื้อใน
กลุมเปอรแอซิด (2,600 ppm) หรือ โซเดียมไฮโปคลอไรท (200 ppm)  สามารถทําลายฟลมชีวภาพ
ของ L. monocytogenes บนพื้นผิวบางชนดิไดในระดบัที่ไมสามารถตรวจพบได (Somers and 
Wong, 2004)  แตอยางไรก็ตาม  สารทําความสะอาดบางชนิดมีคุณสมบัติในการทําลายแบคทีเรีย
และสารฆาเชื้อบางชนิดก็มคีวามสามารถในการสลายสารพอลิเมอร  (EPS)  ที่จุลินทรียสรางขึ้นได
เชนกัน (Kumar and Anand, 1998) 
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ตารางที่ 3  ชนดิและความเขมขนของสารฆาเชื้อชนิดตางๆ ที่แนะนําใหใชในการฆาเชื้อพื้นผิวใน 
โรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

 
บริเวณหรือพ้ืนผิว สารฆาเชื้อที่แนะนําใหใช ความเขมขน (ppm) 

เครื่องมือที่มีพ้ืนผิวเปนอะลูมิเนียม Iodophor 25 
ฟลมของแบคทีเรีย 
 

Quata 
Acid-quat 
Acid-anionic 

200 
ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

100 
การทําความสะอาดแบบ CIP Acid sanitizer 

Active chlorine 
Iodophor 

130 
ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 
ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

พ้ืนคอนกรีต Active chlorine 
Quat 

1,000-2,000 
500-800 

ลังพลาสติก Iodophor 25 
พ้ืนผิวที่มีรูพรุน  Active chlorine 200 
เครื่องมือที่ใชการผลิต (อะลูมิเนียม) Quat 

Iodophor 
200 
25 

เครื่องมือที่ใชการผลิต (สแตนเลสสตีล) Acid sanitizer 
Acid-quat 
Active chlorine 
Iodophor 

130 
ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

200 
25 

สายพานยาง Iodophor 25 
ผนัง Active chlorine 

Quat 
Acid-quat 

200 
200 

ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 
ลังไม Active chlorine 1,000 

 
หมายเหตุ  a  Quat  =  Quaternary ammonium compound 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1999) 
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ตารางที่ 4  การใชสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพบนพื้นผิวสัมผัสอาหาร 
 

จํานวน (log CFU/cm2) 
สารฆาเชื้อ 

ความเขมขน
(ppm) 

เวลา 
(นาที) 

ฟลมชีวภาพ (อายุ) พื้นผิว 
กอนลาง หลังลาง 

อุณหภูมิ   
(๐C) 

อางอิง 

NaOCl a 86 1 L. monocytogenes 2 วัน สแตนเลสสตีล 7.6 0.2 24+2 Ayebah et al. (2006) 
AcEW b 85 1 L. monocytogenes 2 วัน สแตนเลสสตีล 7.6 <1.0 24+2 Ayebah et al. (2006) 
ClO2

 c 100 5 B. cereus 2 วัน d สแตนเลสสตีล 5.0 1.3 22+1 Kreske et al. (2006) 
NaOCl 200 5 B. cereus 2 วัน d สแตนเลสสตีล 5.1 0.6 22+1 Kreske et al. (2006) 
Acidic sanitizer 5000 5 B. cereus 2 วัน d สแตนเลสสตีล 5.1 4.7 22+1 Kreske et al. (2006) 
ClO2 50 5 B. cereus 2 วัน e สแตนเลสสตีล 4.6 2.8 22+1 Ryu and Beuchat (2005) 
NaOCl 200 5 B. cereus 2 วัน e สแตนเลสสตีล 5.0 0.6 22+1 Ryu and Beuchat (2005) 
Peroxyacetic acid 80 5 B. cereus 2 วัน e สแตนเลสสตีล 4.1 3.9 22+1 Ryu and Beuchat (2005) 
NaOCl 100 3 E. coli O157:H7 2 วัน สแตนเลสสตีล 6.7 1.5 4 Sharma et al. (2005) 
Hypochlorite 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน พลาสติก 7.5 4.9 - Jeseph et al. (2001) 
Hypochlorite 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน ซีเมนต 6.2 3.8 - Jeseph et al. (2001) 
Hypochlorite 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน สแตนเลสสตีล 5.5 4.0 - Jeseph et al. (2001) 
Iodophor 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน พลาสติก 7.1 3.2 - Jeseph et al. (2001) 
Iodophor 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน ซีเมนต 6.7 3.4 - Jeseph et al. (2001) 
Iodophor 20 25 Salmomella Weltevreden 2 วัน สแตนเลสสตีล 5.4 3.4 - Jeseph et al. (2001) 
NaOCl 50 5 B. cereus 8 วัน สแตนเลสสตีล 4.9 2.6 - Peng et al. (2002) 
Quat 200 5 B. cereus 8 วัน สแตนเลสสตีล 4.9 2.8 - Peng et al. (2002) 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

จํานวน (log CFU/cm2) 
สารฆาเชื้อ 

ความเขมขน
(ppm) 

เวลา 
(นาที) 

ฟลมชีวภาพ (อายุ) พื้นผิว 
กอนลาง หลังลาง 

อุณหภูมิ   
(๐C) 

อางอิง 

NaOCl 100 20 mixed biofilm (dairy plant) 1วัน สแตนเลสสตีล 6.5 4.4 4 Sharma and Anand (2001) 
Iodophor 10 20 Mixed biofilm (dairy plant) 1วัน สแตนเลสสตีล 9.4 6.1 4 Sharma and Anand (2001) 

 
หมายเหตุ  a NaOCl  =  Sodium hypochlorite 
 b  AcEW  =  Acidic electrolyzed water 
    c  ClO2

      =  Chlorine dioxide 
 d  ฟลมชีวภาพของ B. cereus  อายุ 2 วัน และวางในอากาศที่มีความชื้น 100% 3 วัน 
  e  ฟลมชีวภาพของ B. cereus  อายุ 2 วัน และวางในอากาศที่มีความชื้น 100% 4 วัน 
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การใชวิธีทางเคมีรวมกับวิธีทางกายภาพ  เชน  ความรอน  เปนอีกแนวทางหนึ่งที่ให
ประสิทธิภาพในการทําลายฟลมชีวภาพไดดี  Peng et al. (2002)  ศึกษาประสิทธิภาพของ 1.5% 
Spec-Tak 1000 (alkaline detergent)  ในการทําความสะอาดแบบ CIP เพื่อทําลายฟลมชีวภาพของ 
B. cereus  บนแผนสแตนเลสสตีล  พบวา ในเวลา 10 นาที สามารถลดฟลมชีวภาพลงได 2.21 log 

CFU/chip  แตเมื่อใช 1.5% Spec-Tak 1000 ที่มีอุณหภูมิ 70 ๐C เปนเวลา 10 นาทีเทากัน  พบวาลดลง
ไดถึง 5.97 log CFU/chip  สอดคลองกับการทดลองของ Antoniou and Frank (2005)  ซ่ึงรายงานวา  
การใชสารประกอบโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 2.5 (66 ๐C) หรือ NaOH รอยละ 
2.0 (68 ๐C) เปนเวลา 3 นาที สามารถกําจัด EPS และ ทําลายฟลมชีวภาพของ Pseudomonas putida 
ได  แสดงวา ความรอนมีผลในการชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการทําลายฟลมชีวภาพไดมากขึ้น 

 
3. วิธีการทางชีวภาพ  (Biological methods) 

 
การใชวิธีการทางชีวภาพเปนแนวทางเลือกใหมทีไ่ดรับความสนใจในปจจุบันเนื่องจาก

ผูบริโภคอาหารสวนใหญใหความสนใจเกีย่วกับดานความปลอดภัยของอาหารมากขึน้  ในทางดาน
อุตสาหกรรมอาหารมีการนาํสารชีวภาพ เชน แบคเทอรโิอซิน (bacteriocin) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยี
มาเคลือบบนพื้นผิวที่สัมผัสอาหารเพื่อยับยั้งการเกาะติดของแบคทีเรีย (Kumar and Anand, 1998)  
แบคเทอริโอซินที่ใชอยางแพรหลายคือ ไนซิน (nisin)  ซ่ึงไดการรับรองจาก  Food and Drug 
Administration (FDA) ในป 1988  วาสามารถใชในอาหารได (Generally Recognized As Safe; 
GRAS)  มีรายงานพบวาไนซิน  สามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย
โดยเฉพาะจุลินทรียที่สรางสปอร (spore former) ได  นอกจากสารในกลุมแบคเทอริโอซินแลว  
เอนไซมเปนสารชีวภาพอกีกลุมหนึ่งที่ถูกเลือกใชในการทําลายฟลมชีวภาพเพราะเอนไซมสามารถ
ยอยสลายสารอินทรียตางๆ  และจุลินทรียได ทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด EPS และฟลม
ชีวภาพได แตเอนไซมแตละชนิดมีความจําเพาะกับสารอนิทรียหรือจุลินทรียแตกตางกัน  จึงมี
ขอจํากัดในการเลือกใชที่จําเปนตองเลือกใหจําเพาะกับชนิดของสารอินทรียหรือจุลินทรียที่สราง
ฟลมชีวภาพนัน้  Augustin and Vehnmas (2004) ศึกษาผลของเอนไซมในการลดฟลมชีวภาพ  
พบวา  สารทําความสะอาดทีม่ีเอนไซมเปนองคประกอบ (enzymatic cleaning agent)  ในทางการคา
หลายชนิด  ไดแก  Pandion, Resinase A2X, Spezyme GA300 และ Paradigm  สามารถทําลายฟลม
ชีวภาพของ P. aeruginosa ใหเหลือนอยกวา 3 log CFU/ml ไดในเวลา 30 นาที  สวนการใชเอนไซม
ในกลุมโปรติเนส (protinase) ไดแก alkalase chemotrypsin cryotin และ krilltrypsin มีประสิทธิภาพ
ที่ดีในการลดฟลมชีวภาพไดดีเชนกัน  แตพบวาเอนไซมกลุมนี้จะมีประสิทธิภาพในการทําลาย
ลดลงเมื่อมีสารอาหารเชนน้าํนมตกคาง  และเมื่อไมนานมานี้ไดมีการทดลองใชแบคเทอริโอฟาจ 
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(bacteriophage) KH1 ในการทําลาย E. coli O157:H7 พบวา สามารถลดเซลลเกาะติด (attached 
cell) บนแผนสแตนเลสสตีลได  แตไมมปีระสิทธิภาพในการทําลายเซลลของ E. coli  O157:H7 ใน
ฟลมชีวภาพได (Sharma et al., 2005) 
 

ความสําคัญของ Bacillus cereus 
 
สมบัติของแบคทีเรียและการกอโรค 
 
 Bacillus cereus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก  รูปรางทอนขนาดประมาณ  1.0-1.2 ไมโครเมตร  
สรางสปอรและเคลื่อนที่ได  สามารถเจริญไดในสภาวะทีม่ีอากาศและไมมีอากาศ  ในชวง pH 4.3-
9.3 และ aw มากกวา 0.92  ระหวางอณุหภูมิ 10-50 ๐C  อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 28-37 ๐C  สวนสาย
พันธุไซโครโทรปสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ํากวา 7 ๐C บางชนิดเจรญิชาๆไดที่ 4-5 ๐C  และไม
เจริญที่ 43 ๐C (van Netten et al., 1990)  
  

B. cereus  กอใหเกิดโรค B. cereus gastroenteritis  แบงเปน 2 ประเภทตามอาการของโรค
คือ อาการทองรวง (diarrhea type) และ อาการอาเจียน (emetic type) สาเหตุของโรคเกิดจากสารพิษ
ที่สรางขึ้นระหวางเชื้อเจริญในอาหาร  ลักษณะของโรคที่เกิดเนื่องจาก B. cereus ทั้งสองสายพันธุ
แสดงในตารางที่ 5  
 

B. cereus  ชนิดกอใหเกดิอาการทองรวง (diarrhea type)  ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพษิ
เนื่องจากการสรางสารพิษเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) ชนิดไมทนรอน (heat-labile toxins) พบ
ไดในทั้งทางเดินอาหารและอาหารที่เปนพาหะ  ทําใหเกดิอาการทองรวงรุนแรง เวียนศีรษะและ
ปวดทอง  อาการของโรคคลายกับการตดิเชื้อเนื่องจาก Clostridium perfringens   สวน B. cereus 
ชนิดกอใหเกิดอาการอาเจียน (emetic type) ทําใหเกิดโรคโดยสรางสารพิษชนิดทนรอน (heat-stable 
toxins)  ในอาหาร  เมื่อไดรับอาหารที่ปนเปอนสารพิษจากเชื้อชนิดนี้เพียงไมเกิน 5 ช่ัวโมงจะเกิด
อาการอาเจียนรุนแรง  เวยีนศีรษะ  อาจมีอาการทองเสียรวมดวย  คลายกับการติดเชื้อจาก S. aureus  
หายไดเองภายในเวลา 6-24 ช่ัวโมง 
 
 
 
 



 

18 

ตารางที่ 5  ลักษณะของโรคที่เกิดเนื่องจาก B. cereus  สองสายพันธุ 
 

คุณลักษณะ อาการทองรวง (diarrheal) อาการอาเจียน (emetic) 
ปริมาณติดเชื้อ (infective dose) 105-107 (เซลล) 105-108 (ตอกรัม) 
แหลงผลิตสารพิษ (toxin 
produced) 

ในลําไสเล็กของโฮสต ในอาหาร 

ชนิดของสารพิษ (type of toxin) โปรตีน ไซคลิกเปปไทด 
ระยะฟกตัว (incubation period) 8-16 ชม. (อาจมากกวา 24 ชม.) 0.5-5 ชม. 
ระยะเวลาปวย (duration of illness) 12-24 ชม. (อาจหลายวัน) 6-24 ชม. 
อาการ (symptoms) ถายเปนน้ํา  ปวดทอง  อาจเกิด

อาการคลื่นไส 
คลื่นไส  อาเจียน  เวียนศีรษะ 

อาหารที่มักพบการปนเปอน ผลิตภัณฑเนื้อสัตว  ซุป  ผัก  ซอส 
นมและผลิตภัณฑนม 

ขาวผัด  พาสตา  พาสตรี้ (pastry) 
กวยเตี๋ยว 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Granum (1997) 
 
การปนเปอนในอาหารและการระบาดของโรค 
 

มีรายงานวา B. cereus  มีโอกาสปนเปอนในอาหารหลายชนิด ไดแก ขาว  เครื่องเทศ  นม
และผลิตภัณฑ  อาหารพรอมบริโภค เปนตน (ตารางที่ 6)  จากการสํารวจการปนเปอน B. cereus  
ในอาหารพรอมบริโภคในประเทศเดนมารกระหวางป ค.ศ. 2000-2003 โดยแยกเปนอาหารพรอม
บริโภค 3 ประเภท ไดแก  อาหารสด (ผักและผลไม รวม 991 ตัวอยาง)  อาหารที่ผานความรอน (เชน  
ขนมปง  พาสตา  ไสกรอก  ซอส  ซุป  เปนตน  รวม 30,581 ตัวอยาง)  และ อาหารทีผ่านความรอน
บางสวน  (เชน แซนวิช  สลัด  เคก   คัสตารด  ไอศกรีม เปนตน รวม 13,873 ตัวอยาง)  พบวา  มกีาร
ปนเปอนของ B. cereus  ในระดับที่ไมสามารถยอมรับได (not acceptable)  หรือมากกวา 104 CFU/g  
เปนจํานวน 2(0.2%)  122(0.4%)  และ 83(0.6%) ตัวอยาง  ตามลําดับ  ซ่ึง B. cereus  ที่แยกไดนัน้
สวนใหญเปนสายพันธุที่สรางเอนเทอโรทอกซินและพบสายพันธุที่สราง emetic toxin เพียง 1 สาย
พันธุเทานั้น (Rosenquist et al., 2005) เมื่อเร็วๆ นี้ ในป 2006  Meldrum et al. สํารวจการปนเปอน
ของจุลินทรียชนิดตางๆ ในอาหารพรอมบริโภคในประเทศเวลสระหวางป ค.ศ.  2003-2005  ตรวจ
พบการปนเปอนของ B. cereus ในระดับทีไ่มสามารถยอมรับได  (>105 CFU/g) ในอาหาร 2 ชนิด
ไดแก  เคกครมีและพาสตรี้เนื้อ โดยตรวจพบเปนจํานวน 2(0.5%)  และ  2(0.4%)  ตัวอยาง  จาก
จํานวนทั้งหมด  433  และ  515  ตัวอยาง  ตามลําดับ  และในเวลาใกลเคียงกัน Wijnands et al. 
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(2006)  ทําการตรวจสอบ  B. cereus  ในผลิตภัณฑอาหารหลายชนิดในประเทศเนเธอรแลนด  
พบวามีอาหารที่มีการปนเปอน B. cereus  ในระดับที่ไมสามารถยอมรับได (>105 CFU/g) หลาย
ชนิด  ไดแก  ผลิตภัณฑใหกล่ินรส  นมและผลิตภัณฑนม  อาหารพรอมบริโภค  ผักและผลิตภัณฑ
ผัก  และพาสตรี้  คิดเปนรอยละ 0.14  0.19  0.29  0.16 และ 0.04  จากจํานวนทั้งหมด 1,384  5,943  
22,744  637  และ 2,637 ตัวอยาง  

 
การระบาดของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจาก B. cereus  เกดิขึ้นหลายครั้งในหลายประเทศ  มี

รายงานวา  ในชวงป ค.ศ. 1973-1987  เกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจาก B. cereus ใน
ประเทศสหรัฐอเมริการวม 58 คร้ัง  จากอาหารชนิดตางๆ ไดแก อาหารจีน  อาหารเมก็ซิกัน  เนื้อววั  
ผักผลไม และ สัตวน้ําจําพวกมีเปลือก (shellfish)  เปนจํานวน 24  5  3  3 และ 2 คร้ัง ตามลําดับ  ใน
เนื้อไก  ปลากระดูกแข็ง  ไอศกรีม และ ไกงวง พบการระบาดอยางละ 1 คร้ัง  สวนการระบาดอีก 17 
คร้ัง พบในอาหารอื่นๆ และไมทราบสาเหตุชัดเจน (Schultz and Smith, 1994) ในประเทศเนเธอร-
แลนดระหวางป ค.ศ. 1991-1994  พบวา B. cereus เปนสาเหตุทําใหเกดิการระบาดของโรคอาหาร
เปนพิษคิดเปนรอยละ 19 ของการระบาดทั้งหมด (Simone et  al., 1997) ในประเทศไตหวนัในป 
ค.ศ. 1986-1995  พบวา  การระบาดของโรคอาหารเปนพษิเนื่องจากเชื้อชนิดนี้จดัเปนอันดับสามรอง
จากการระบาดเนื่องจาก Vibrio parahaemolyticus และ S. aureus (Schoeni and Wong, 2005)  สวน
ในประเทศอืน่ๆ  Kotriranta et  al. (2000)  ไดรวบรวมการระบาดของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจาก 
B. cereus  ระหวางป ค.ศ. 1973-1985 พบการระบาดเกิดขึ้นในประเทศฟนแลนด เนเธอรแลนด  
แคนาดา  สก็อตแลนด  อังกฤษและเวลส  รวมถึงประเทศญี่ปุน คิดเปนรอยละ 17.8  11.5  2.2  0.8  
0.7  และ  0.7  ของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจากแบคทีเรียทั้งหมด         
 
 นอกจากการปนเปอนของ B. cereus  ในอาหารแลว  เซลล B. cereus ยังสามารถเกาะติดบน
พื้นผิวตางๆ เชน สแตนเลสสตีล ซ่ึงเปนวัสดุหลักของอุปกรณและเครื่องมือในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหารได  (Peng et al., 2001)  เมื่อเซลลนั้นเกิดการเกาะติดบนพื้นผิวในสภาพแวดลอมที่เหมาะสม
เซลลเหลานั้นอาจพัฒนาเปนฟลมชีวภาพได  Peng et al. (2002) พบวาการเกิดฟลมชวีภาพของ B. 
cereus   มีผลทําใหเซลลของ B. cereus  ภายในฟลมชีวภาพนัน้ตานทานตอสารฆาเชื้อไดมากกวา
เซลลแขวนลอย (planktonic cells) และเซลลเกาะติด (attached cells)  เมื่อเปรียบเทียบความสามารถ
ในการเกาะตดิของเซลลและสปอร  พบวา  สปอรสามารถเกาะติดบนพืน้ผิวไดดีกวาเซลลหลายเทา
เนื่องจากมีความเปนไฮโดรโฟบิกสูง  (Peng et al., 2001)  และสปอรของ B. cereus  ที่เกาะตดิบน
แผนสแตนเลสสตีล จะมีผลทําใหความสามารถในการตานทานความรอนของสปอรนั้นเพิ่มขึ้นดวย 
(Simmonds et  al., 2003)   
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ตารางที่ 6  การปนเปอน B. cereus ในอาหารชนิดตางๆ 
 

อาหาร ประเทศ 
จํานวนตัวอยางที่พบ/
จํานวนทั้งหมด (%) 

อางอิง 

น้ําผึ้ง อารเจนตินา 16/70 (23%) Iurlina et al. (2006) 
ชีส อารเจนตินา 15/50 (30%) Iurlina et al. (2006) 
อาหารริมบาทวิถี บอสวานา 96/148 (65%) Murindamombe et al. (2005) 
เนื้อไกและผลิตภัณฑ สหรัฐอเมริกา 27/60 (45%) Smith et al. (2004) 
อาหารหมัก(iru และ ogiri) ไนจีเรีย 50/50 (100%) Oguntoyinbo and Oni (2004) 
อาหารพรอมบริโภค ไตหวัน 81/164 (49.3%) Fang et al. (2003) 
ไอศกรีม อินเดีย 10/30 (33.3%) Warke et al. (2000) 
อาหารมังสวิรัติ จีน 11/320 (3.4%) Fang et al. (1999) 
ผักสดและผลิตภัณฑ ญี่ปุน 25/168 (14.9%) Kaneko et al. (1999) 
ผลิตภัณฑอาหารตางๆ เนเธอรแลนด 109/229 (48%) Giffel et al. (1996) 
อาหารทารก เยอรมัน 141/261(54%) Becker et al. (1994) 

 

ความสําคัญของ Staphylococcus aureus 
 
สมบัติของแบคทีเรียและการกอโรค 
 

Staphylococcus aureus  เปนแบคทีเรียแกรมบวก  รูปรางกลม  ขนาดประมาณ  0.5-1.5 
ไมโครเมตร ไมเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร  การจัดเรียงตัวของเซลลอาจเปนเซลลเดีย่ว  คู  เปนสาย
ส้ันๆ ไมเกิน 4 เซลล  หรืออาจอยูกนัเปนกลุมกอนคลายพวงองุน (cluster-forming coccus) สามารถ 
เจริญไดในสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ  ที่อุณหภูมิ 7-48 ๐C  pH ระหวาง 4.0-9.8  อุณหภูมิที่
เหมาะสมในการเจริญคือ 35-37 ๐C  สวน pH ที่เหมาะสมคือ 6.0-7.0 สามารถเจริญในสภาพที่มีเกลือ
ความเขมขนรอยละ 7-10  และพบวาบางสายพันธุเจริญไดที่ความเขมขนสูงถึงรอยละ 20  (Jay et 
al., 2005) 

 
S. aureus สามารถสรางสารพิษชนิดเอนเทอโรทอกซิน ช่ือวา Staphylococcal enterotoxins 

(SEs) กอใหเกดิโรคอาหารเปนพิษ (Staphylococcal food poisoning)  ซ่ึงมีอาการทองรวงอยาง
รุนแรงและอาเจียนเมื่อไดรับอาหารเขาไป  สารพิษชนิดนีถู้กสรางขึ้นในชวง 10-46 ๐C  และชวง
อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 40-45 ๐C   เอนเทอโรทอกซินเปนทอกซินที่ทนตอความรอนไดดี   ไมถูก
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ทําลายดวยความรอนในการทําอาหารปกตแิละสามารถทนตอน้ํายอยในทางเดินอาหาร เชน เปปซิน 
ได  อาการของโรคจะเกิดภายใน 2-6 ช่ัวโมงหลังจากที่กนิอาหารเขาไป  โดยสารพิษจะไปออกฤทธิ์
ที่เยื่อบุของลําไสเล็ก ทําใหเกิดอาการคลื่นไส  อาเจียน  ปวดทอง  เปนตะคริวรุนแรง  และทวงรวง  
(Jay et al., 2005) ปริมาณของเชื้อที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษไดคือมากกวา 105 เซลลตอกรัมของ
อาหาร และความเขมขนของเอนเทอโรทอกซินเพียง 1 ng ตอกรัมของอาหารที่ปนเปอนสามารถทํา
ใหเกิดโรคไดเชนกัน (Jablonski and Bohach, 1997) 
 
การปนเปอนในอาหารและการระบาดของโรค 
 

การปนเปอนจาก  S. aureus  ในอาหารเกิดขึ้นไดทั้งในระหวางการผลิตและหลังจากการ
ผลิต  แหลงของแบคทีเรียชนิดนี้มาจากมอืของผูประกอบอาหาร  อุปกรณและเครื่องมือตางๆ ที่
สัมผัสอาหาร เชน มีด  เขียง  และเครื่องบดเนื้อ เปนตน (Jablonski and Bohach, 1997) ดังนั้นอาหาร
ที่มักมีการปนเปอน S. aureus   ไดแก  อาหารพรอมบริโภค  ผลิตภัณฑนม  เปนตน (ตารางที่ 7)  
จากการศึกษาการปนเปอนของ S. aureus ในอาหารทะเลผานความรอนแชเยือกแข็งสงออกของ
ประเทศไทยจาํนวน 1,112  ตัวอยาง  พบวามีการปนเปอนของ S. aureus  39  ตัวอยาง (3.51%) ใน
ปริมาณระหวาง 3.0-43 MPN/กรัม  โดยแยกชนิดของอาหารเปน 4 ชนดิ ไดแก  กุงผานความรอนแช
เยือกเข็ง  ปลาบดปรุงรสผานความรอนแชเยือกเข็ง  ปลาหมึกผานความรอนแชเยือกเข็ง  และอาหาร
ทะเลรวมผานความรอนแชเยือกเข็ง  พบการปนเปอนของ S. aureus  คิดเปนรอยละ 3.26  3.13  1.62  
และ  7.63  ของอาหารแตละชนิดตามลําดบั  (เนาวรัตน, 2540)  Eleftheriadou et al. (2002)  ไดทํา
การสํารวจการปนเปอนของ S. aureus ในสาธารณรัฐไซปรัสระหวางป ค.ศ. 1991-2000  พบวา  S. 
aureus  มีการปนเปอนในอาหารหลายชนดิ  รวม 90 ตัวอยาง  ไดแก ชีส พาสตา แซนวิช ของหวาน  
ไอศกรีม  และ อาหารพรอมบริโภค จากจํานวนตวัอยางทัง้หมด 12,415 ตัวอยาง  ซ่ึงอาหารเหลานี้
พบปรมิาณการปนเปอนมากกวา 104 CFU/g  และเมื่อไมนานมานี้  Meldrum et al. (2006)  ทําการ
สํารวจการปนเปอน S. aureus ในอาหารพรอมบริโภคจํานวน 3,391 ตวัอยาง  พบวา  เคกครีม  
คัสตารด  แซนวิชไข  และพาสตรี้เนื้อ มีการปนเปอน S. aureus ในระดับที่ยอมรับไมได (>104 
CFU/g)  คิดเปนรอยละ 0.2  0.8  0.8  และ  0.4 ตามลําดับ และมีรายงานวาในประเทศบอสวานามี
การตรวจพบ  Staphylococcus sp. ในผลิตภัณฑผักแชเยอืกแข็ง  โดยพบวาเปน S. aureus  ทั้งหมด 
24 ไอโซเลท(14.4%)  จากเชื้อ Staphylococcus sp. ทั้งหมด 167  ไอโซเลท  (Manani et al., 2006) 

 
การเกิดโรคระบาดเนื่องจากอาหารที่มีการปนเปอน  S. aureus  พบในหลายประเทศ  ใน

ประเทศสหรัฐอเมริการะหวางป ค.ศ. 1988-1992  พบวา  S. aureus  เปนสาเหตุใหเกดิโรคคิดเปน
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รอยละ 1.8  2.8  2.4  1.7 และ 1.5 ของโรคที่มีอาหารเปนพาหะทั้งหมดในแตละป  ตามลําดับ (Bean 
et  al., 1997)  Tirado and Schimdt (2001) รายงานวา ในชวงระยะเวลา 5 ป (ค.ศ. 1988-1992) พบ
การระบาดของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจาก S. aureus ในยุโรป  คิดเปนรอยละ 5.1 ของโรคอาหาร
เปนพิษทั้งหมด 
 
ตารางที่ 7  การปนเปอน S. aureus ในอาหารชนิดตางๆ 
 

อาหาร ประเทศ 
จํานวนตัวอยางที่พบ/จํานวน

ทั้งหมด (%) 
อางอิง 

อาหารพรอมบริโภค ตุรกี 48/512 (9.4%) Aycicek et al. (2005) 
นมและผลิตภัณฑ นอรเวย 401/515 (77.9%) Jorgensen et al. (2005) 
เนื้อไกสด ญี่ปุน 292/444 (65.8%) Kitai et al. (2005) 
เนื้อสัตวและผลิตภัณฑ อิตาลี 1,245/5,369 (23.2%) Normanno et al. (2005) 
นมและผลิตภัณฑ อิตาลี 641/3,097 (20.7%) Normanno et al. (2005) 
พาสตรี้ อิตาลี 6/173 (3.5%) Normanno et al. (2005) 
ผลิตภัณฑไข อิตาลี 1/29 (3.4%) Normanno et al. (2005) 
พาสตา อติาลี 9/119 (7.6%) Normanno et al. (2005) 
อาหารสําเร็จรูป อิตาลี 22/345 (6.4%) Normanno et al. (2005) 
ผลิตภัณฑปลา อิตาลี 22/737 (3.0%) Normanno et al. (2005) 
เนื้อสัตว สเปน 33/137 (24.1%) Rivas Palá and Sevilla (2004) 
อาหารพรอมบริโภค ไตหวัน 29/164  (17.7%) Fang et al. (2003) 
เนื้อหมูและแฮม เยอรมัน 35/135 (25.9%) Atanassova et al. (2001) 
ไอศกรีม อินเดีย 30/30 (100%) Warke et al. (2000) 
อาหารมังสวิรัติ จีน 58/320 (18.1%) Fang et al. (1999) 
ผลิตภัณฑนม อิตาลี 22/135 (16.3%) Luca et al. (1997) 
อาหารทะเลผานความรอน
แชแข็ง 

ไทย 39/1,112(3.51%) เนาวรัตน (2540) 

 
นอกจากการปนเปอนในอาหารแลว S. aureus  สามารถตรวจพบไดบนพื้นผิวทัว่ไปรวมถึง 

พื้นผิวของอุปกรณและเครื่องมือที่สัมผัสอาหารดวย  ในป 2004  Rivas Palá  and  Sevilla  ตรวจพบ 
S. aureus  บนอุปกรณสําหรับการชําแหละเนื้อหมูคิดเปนรอยละ 15.50  จากจํานวนอุปกรณทั้งหมด 
77  ตัวอยาง  มรีายงานวา S. aureus  สามารถเกาะติดไดดบีนพื้นผิวหลายชนิด เชน แกว สแตนเลส 
สตีล  เซรามิก  เซลลดังกลาวจะมีความตานทานตอสารฆาเชื้อไดมากกวาเซลลแขวนลอย  (Park et 
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al., 2002)  และเมื่อเซลลมีโอกาสอยูรอดบนพื้นผิวตางๆ นั้นตอมาเซลลจะเจริญและพฒันาเปนฟลม
ชีวภาพไดเมื่อสภาวะแวดลอมเหมาะสม   ซ่ึงฟลมชีวภาพที่เกิดขึ้นจะมีความตานทานตอสารฆาเชื้อ
มากขึ้น  สงผลใหเกิดการทําลายที่ยากขึ้น (Luppens, 2002) 
 

สารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซ่ิง 
 
คลอรีนไดออกไซด (Chlorine dioxide) 
 
 สมบัติทางเคมีและกลไกการทําลายจุลินทรีย 
 

คลอรีนไดออกไซด (ClO2) เปนแกสที่ไดจากการเตรียมครั้งแรกโดยนักวิทยาศาสตรช่ือ 
Humphrey Davy  ในป 1814  จากการทําปฏิกิริยาระหวางกรดซัลฟวริก (H2SO4) กับโพแทสเซียม
คลอเรต (KOCl3)  ตอมามีการเปลี่ยนโดยใชกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ทําปฏิกิริยากับโซเดียมคลอ
เรต (NaOCl3) แทนดังสมการ 1  ซ่ึงยังคงมีการใชอยูในอตุสาหกรรมจนถึงปจจุบัน   
 

2NaClO3  +  HCl      2ClO2  +  Cl2  +  2NaCl  +  2H2O  (1) 

 
คลอรีนไดออกไซดเปนแกสที่มีสีเขียวแกมเหลือง (greenish-yellow)  มีกล่ินคลายคลอรีน

แตมีผลทําใหเกิดการระคายเคืองและเปนพษิมากกวา  ไมเสถียร  สามารถระเหยได  น้าํหนักโมเลกุล
เทากับ 67.5  มีจุดเดือดที่ 11 ๐C และจุดหลอมเหลวที ่-59 ๐C ที่ 1 atm  สามารถละลายน้ําไดดีกวา
แก็สคลอรีนประมาณ 10 เทา  ที่สําคัญคลอรีนไดออกไซดเปนสารออกซิไดสซ่ิงที่สูงกวาคลอรีน  
โดยคิดจากปรมิาณคลอรีนอะตอมที่เกดิปฏิกิริยารีดักชั่น (reduction)  เปนคลอไรดจะตองใชถึง 5 
อิเล็กตรอน  ขณะที่คลอรีนใชเพียง 2 อิเล็กตรอน  ดังสมการ 2 และ 3 ตามลําดับ 
 

ClO2   +   5e-        Cl-   +   2O2-    (2) 
Cl2  +   2e-       2Cl-     (3) 
       

จากปฏิกิริยาในสมการขางตน  แสดงใหเหน็วา  ClO2 เปนตัวออกซิไดสที่แรงกวา Cl2  ถึง 
2.5 เทา  และเมื่อคิดคาความสามารถในการออกซิไดส (oxidizing power) ของ ClO2  จากปริมาณ
คลอรีนที่ใชประโยชนได (available chlorine)  ClO2  จะมีคาความสามารถในการออกซิไดสเทากับ 
263% หรือคิดเปน 2.63 เทาของคลอรีน  (White, 1992)  เมื่อเปรียบเทียบกับสารประกอบคลอรีน
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ชนิดอื่นๆ ClO2 จะมีปริมาณคลอรีนที่สามารถใชประโยชนไดมากที่สุด (ตารางที่ 8)  ทําใหมี
ประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียสูงกวาสารประกอบคลอรีนชนิดอื่น  
 
ตารางที่ 8  ปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนได(available chlorine)ของสารประกอบคลอรีนชนิดตางๆ 
 

ชนิดของสารประกอบคลอรีน ปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนได (%) 
คลอรีน (Cl2) 
แคลเซียมไฮโปคลอไรท (Ca(OCl)2) 
โซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) 
คลอรีนไดออกไซด (ClO2) 
โมโนคลอรามีน (NH2Cl) 

100.0 
99.2 
95.2 
263.0 
137.9 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Sheltmire (1971) 
 

คลอรีนไดออกไซดมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียในรูปไมแตกตัวและเกดิปฏิกิริยา
รีดักชั่นเปลี่ยนเปนคลอไรท (ClO-)  สามารถทํางานไดดใีนชวงความเปนกรด-เบสกวางและมี
ประสิทธิภาพดีที่คาความเปนกรด-เบสมากกวา 6 (Benarde, 1965)  ClO2 ทําปฏิกิริยากับสารอินทรีย
ไดในอัตราเรว็ที่ต่ํากวากรดไฮโปคลอรัส  จึงยังมีประสิทธิภาพการทําลายจุลินทรียที่สูงแมอยูใน
สภาวะทีม่ีสารอินทรียปนเปอนสูง  ไมทําปฏิกิริยากับแอมโมเนียและกรดฮิวมกิ  และไมกอใหเกิด
สารประกอบไตรฮาโลมีเทน (Trihalomethane) ที่จัดเปนสารกอมะเร็งตกคางเหมือนสารประกอบ
คลอรีนประเภทอื่น (White, 1992)   
 

 

กลไกการทําลายจุลินทรียเกดิขึ้นโดยโมเลกุลของคลอรีนไดออกไซดจะออกซิไดส
โครงสรางและสวนประกอบของเซลล  สามารถออกซิไดสกรดอะมิโน (ซีสเทอีน, ทริปโตเฟน และ 
ไทโรซีน)  และกรดไขมนัอสิระไดหลายชนิด  (Fukayama et al., 1986)  รบกวนความสามารถใน
การผานเขาออกของเยื่อหุมเซลลและยับยั้งกระบวนการหายใจของเซลลเนื่องจาก ClO2 เขาทําลาย
เยื่อหุมเซลล  (Berg et al., 1986)  มีผลยับยัง้การสังเคราะหโปรตีน  และมีผลในการทาํลายสปอร
ของแบคทีเรียไดโดยการทําใหเยื่อหุมสปอรเสียหาย (Young and Setlow, 2003) 
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การนําไปใชในอุตสาหกรรม 
 
ในอุตสาหกรรมไมนิยมใชคลอรีนไดออกไซดในรูปของแกส  เนื่องจากสลายตัวงายและ

ควบคุมไดยาก  จึงนิยมนํามาละลายในน้ําใชในรูปของเหลว  แตเนื่องจาก ClO2 มีความคงตัวต่ํา  
สลายตัวไดงายเมื่อไดรับรังสีอุตราไวโอเลต จึงควรเก็บสารละลายไวในขวดแกวปดสนิทในสถานที่
มืดและเย็นหรือทําการผลิต ณ จุดทีใ่ชงาน  ClO2 จัดเปนสารในกลุม GRAS  ที่สามารถใชในอาหาร
ไดอยางปลอดภัย ในป 1988 มีการอนุญาตใหใช ClO2 ในน้ําสําหรับ red meat carcasses โดยกําหนด
ความเขมขนที ่0.05-5 ppm  ตอมาในป 1995  USFDA อนุญาตใหใช ClO2 เขมขน 3 ppm ในน้ํา
สําหรับการแชเย็น (cooling water) ในกระบวนการชําแหละสัตวปก (Kim et al., 1999) และในป 
1998 Food and Drug Administration (FDA) มีการอนุญาตใหใช ClO2 เปนสารฆาเชื้อโดยใหมี
ความเขมขน 5 ppm ในการลางผักและผลไมได (Singh et al., 2002)  การใช ClO2 ในอุตสาหกรรม
อาจใชในรูปแบบของการสเปรย  จุม  แช  หรือรวมกับวธีิการอื่นๆ เชน แรงดันสูง  (Andrews et al., 
2002)  สารลดแรงตึงผิวทวนี 80 (สุดาพร, 2545)  หรือรวมกับคลื่นเสียงความถี่สูง (ultrasonication) 
(Huang et al., 2006)  เปนตน  มีรายงานวจิัยมากมากมายเกีย่วกับการใช ClO2 ในการลดปริมาณ       
จุลินทรียในผลิตภัณฑอาหารหลายชนิด  เชน ผัก  ผลไม และอาหารทะเล  (ตารางที่ 9) 
 

คลอรีนไดออกไซดถูกนํามาใชในการทําลายจุลินทรียบนพื้นผิวสัมผัสอาหารในโรงงาน
อุตสาหกรรมคอนขางแพรหลาย เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูงและไมกอใหเกดิสารพษิที่เปนอันตราย  
ในป 2002  Lindsay et al.  ศึกษาการใชสารฆาเชื้อที่มีสวนผสมของ ClO2 เขมขน 100 ppm  ในการ
ลดปริมาณฟลมชีวภาพของจลิุนทรียที่แยกไดจากโรงงานนม  ไดแก B. cereus และ P. fluorescens  
พบวา  สารฆาเชื้อดังกลาวมปีระสิทธิภาพในการลดปริมาณฟลมชีวภาพของ B. cereus   และ P. 
fluorescens บนแผนสแตนเลสสตีลไดมากกวารอยละ 94 และ 99.9  ภายในเวลา 5 นาที  แตเมื่อเล้ียง
ฟลมชีวภาพของ B. cereus  และ P. fluorescens รวมกัน (binary biofilms)  พบวา  ClO2 มี
ประสิทธิภาพในการทําลาย binary biofilms ของเชื้อ B. cereus  และ P. fluorescens  ไดนอยกวา
single biofilms ซ่ึงประกอบดวยจุลินทรียเพียงชนดิเดยีว  และเมื่อไมนานมานี้ Ryu and Beuchat 
(2005)  ไดทดสอบประสิทธิภาพของ ClO2ในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus บนแผนสแตน
เลสสตีล  พบวาเมื่อใช ClO2 เขมขน 50 ppm เปนเวลา 5 นาที สามารถลดปริมาณ B. cereus ได 3.0 
log CFU/coupon จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 6.0 log CFU/coupon 
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น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด (Acidic electrolyzed water) 
 
 สมบัติทางเคมีและกลไกการทําลายจุลินทรีย 

 
Electrolyzed water  หรือ Electrolyzed Oxidizing water  ถูกพัฒนาขึ้นครั้งแรกในประเทศ

ญ่ีปุนตั้งแตป ค.ศ. 1980  เตรียมไดจากการนําสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) เจือจางใสใน
อาง (chamber) ที่มีขั้วไฟฟา (electrode) บวกและลบ  ขั้วไฟฟาทั้งสองถูกกั้นใหแยกจากกันดวยเมม
เบรน  จากนัน้ผานกระแสไฟฟาเขาไปยังขั้วทั้งสอง (ภาพที่ 2)  ทําใหเกิดปฏิกิริยาอิเล็กโทรไลซิส 
(electrolysis) ของสารละลายเกลือขึ้น  ดังสมการ 

 
  NaCl  +  H2O       Na+ +  Cl-  +  H+  +  OH- 
   2Cl-       Cl2  +  2e- 

  Anode :  Cl2 +  H2O       HOCl  +  HCl 
Cathode : 2Na+ + 2H2O          2NaOH  +  H2 
 

v

Tab water Salt solution

+ -

NaCl NaCl
Cl- Na+

Cl2 H2

H+ OH-

HCl NaOH
HOCl

Acidic 
electroyzed

water
Alkaline 

electroyzed
water

membrane  
 

ภาพที่ 2  การผลิตน้ําอิเล็กโทรไลซ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Kim et al. (2000b) 
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ตารางที่ 9  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการลดจุลินทรียในอาหาร 
 

จํานวนจุลินทรีย  (log CFU/g) ความเขมขน 
(ppm) 

ชนิดจุลินทรีย 
เริ่มตน ลดลง 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

เวลา 
(นาที) 

ชนิดอาหาร อางอิง 

10 Salmonellae 5.7 2.7 30+2 15 มะมวงตดัแตง นันทิดา (2548) 
10 Salmonellae 5.6 2.3 30+2 15 เห็ดฟาง สุธาวัลย (2548) 
10 Salmonellae 7.2 2.3 30+2 15 กระเจีย๊บเขียว สุธาวัลย (2548) 
10 E. coli 5.1 2.4 30+2 30 ขาวโพดฝกออน สุดาพร (2545) 
10 Salmonella Typhimurium 5.4 3.5 30+2 30 ขาวโพดฝกออน สุดาพร (2545) 
10 E. coli 5.1 0.2 30+2 30 หนอไมฝรั่ง สุดาพร (2545) 
10 Salmonella Typhimurium 5.4 3.0 30+2 30 หนอไมฝรั่ง สุดาพร (2545) 

4.1 Salmonella Agona 6.7 4.4 22+1 30 กะหล่ําปล ี Sy et al. (2005) 
4.1 S. Agona 7.0 5.2 22+1 30 แครอท Sy et al. (2005) 
4.1 S. Agona 6.8 1.6 22+1 30 ผักกาดแกว Sy et al. (2005) 
4.1 E. coli 0157:H7 6.8 3.1 22+1 20 กะหล่ําปล ี Sy et al. (2005) 
4.1 E. coli 0157:H7 6.8 5.6 22+1 20 แครอท Sy et al. (2005) 
4.1 E. coli 0157:H7 6.7 1.6 22+1 20 ผักกาดแกว Sy et al. (2005) 
4.1 L. monocytogenes 6.7 3.6 22+1 30 กะหล่ําปล ี Sy et al. (2005) 
4.1 L. monocytogenes 6.5 5.9 22+1 30 แครอท Sy et al. (2005) 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

จํานวนจุลินทรีย  (log CFU/g) ความเขมขน 
(ppm) 

ชนิดจุลินทรีย 
เริ่มตน ลดลง 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

เวลา 
(นาที) 

ชนิดอาหาร อางอิง 

4.1 L. monocytogenes 6.4 1.5 22+1 30 ผักกาดแกว Sy et al. (2005) 
5 L. monocytogenes 6.0 5.6 22+1 5 แคนตาลูป Rodgers et al. (2004) 
3 E. coli  O157:H7 6.0 4.9 22+1 5 สตรอเบอรี่ Rodgers et al. (2004) 
20 Aerobic bacteria 3 - 4 < 1 15 2 เนื้อกุง Andrews et al. (2002) 
10 E. coli  O157:H7 8.1 1.7 22+2 10 กะหล่ําปล ี Singh et al. (2002) 
10 E. coli  O157:H7 7.9 1.7 22+2 20 Baby carrot Singh et al. (2002) 
40 Aerobic bacteria 4.4 < 1 - 5 ปลาแซลมอล Kim et al. (1999) 
40 L. monocytogenes 3.4 < 1 4 5 ปลาแซลมอล Lin et al. (1996) 
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จากปฏิกิริยาอเิล็กโทรไลซิสที่เกิดขึ้น  ทําใหไดน้ําอเิล็กโทรไลซ 2 ชนิดที่มีสมบัติตางกัน 
(ตารางที่ 10)  คือ น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบส (alkaline electrolyzed water, AlEW) และ น้ําอิเล็กโทร
ไลซชนิดกรด (acidic electrolyzed water, AcEW) 

 
ตารางที่ 10  สมบัติของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบสและน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 
 

Electrolyzed 
water 

Electrode pH ORP a 
(mv) 

concentrationb 
(ppm) 

function 

AlEW Cathode 11.4 -795 - antioxidant 
AcEW Anode < 2.7 1,150 20-40 antimicrobial 

 
หมายเหตุ  a Oxidation-reduction potential  

b Available chlorine concentration 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Kim et al. (2000b)    

 
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบส (AlEW)  ผลิตจากขั้วลบหรือแคโทด  มีสมบัติเปนสารตอตาน

อนุมูลอิสระในสิ่งมีชีวิตได  แตไมมีสมบัตใินการทําลายจุลินทรีย  Koseki et  al. (2004b) รายงานวา  
AlEW  มีผลในการตอตานการเกิดออกซิเดชั่นของไขมันชนิดไมอ่ิมตวั และน้ํามันได  และเนื่องจาก
สมบัติเปนเบสจึงนิยมใชในขั้นตอนลาง (washing) เพื่อกําจัดโปรตีนและไขมันบนผวิภาชนะหรือ
อาหาร  

 
สวนน้ําอเิล็กโทรไลซชนิดกรด (AcEW) ผลิตจากขั้วบวกหรือแอโนดมสีมบัติในการทําลาย

แบคทีเรีย  รา  และ ไวรัส  เนือ่งจากมีกรดไฮโปคลอรัส (HOCl) และมคีาออกซิเดชั่น-รีดักชั่นโพ
แทนเชยีล (Oxidation-reduction potential, ORP) สูงมาก   กลไกการทําลายจุลินทรียของ AcEW 
คลายคลึงกับสารประกอบคลอรีน  โดยมีผลตอสวนหอหุมของเซลลจุลินทรีย ไดแก  ผนังเซลล  
(cell wall)  เยือ่หุมเซลล (cell  membrane)  เยื่อหุมสปอร  (spore coat)  โดยการเกิดปฏิกิริยาระหวาง
คลอรีนและโปรตีนบริเวณเยื่อหุมเซลล ทําใหเกิดสารประกอบ N-chloro ซ่ึงจะไปรบกวนการ
ทํางานของการบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย  ทําลายระบบการควบคุมสารเขาออกเซลล  ทํา
ปฏิกิริยากับโปรโตพลาสมของเซลล เกิดการตกตะกอนโปรตีน และทาํปฏิกิริยากับสวนที่เปนซัล
ไฟดริลของโปรตีนเกิดเปนผลิตภัณฑที่ไมผันกลับ  มีผลรบกวนการทํางานของเอนไซม  ทําใหการ
ทํางานผิดปกตหิรือสูญเสียการทํางานได  (Wei et al., 1985)  นอกจากปจจัยของกรดไฮโปคลอรัสที่
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เปนองคประกอบในน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดแลว  คา ORP ที่สูงมากกวา 1,100 mV ยังเปนปจจยัที่
สําคัญในการสนับสนุนใหประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียไดดียิง่ขึ้น (Kim et al., 2000b)   
Kim et al. (2000a)  ศึกษาผลของคา ORP ของ AcEW  ที่มีตอการทําลายจุลินทรีย  โดยการเติมสาร 
ละลายเหล็กเจอืจาง 100 ppm ลงในเพื่อลดคา ORP จาก 1,123 เปน 322 mv  เมื่อนําไปทดสอบกับ 
E. coli O157:H7 พบวา AcEW ที่เติมสารละลายเหล็กเจอืจางลงไปไมมีผลในการยับยั้งจุลินทรีย   
จะเห็นไดวา  AcEW  มีปจจยัที่มีผลในการทําลายจุลินทรียหลายปจจัยทัง้ปริมาณกรดไฮโปคลอรัส  
คาความเปนกรด-เบส (pH) ที่ต่ํา และที่สําคัญคือ คา ORP ที่สูงมากกวา 1,100 mv  ปจจัยทั้งสามจะมี
ผลชวยสนับสนุนใหเซลลจุลินทรียถูกทําลายได (Venkitanarayanan et al., 1999)   

 
การนําไปใชในอุตสาหกรรม 
 
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดมปีระสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียกอโรคหลายชนิด ไดแก 

E. coli O157:H7, Salmonella Enteritidis และ Listeria monocytogenes ที่ปนเปอนในอาหารชนิด
ตางๆ ไดแก  ผัก  ผลไม  อาหารทะเล  เปนตน (ตารางที่ 11)  ในประเทศญี่ปุนมีการนํา AcEW มาใช
ในทางการแพทยตั้งแตป 1997  และตอมาในป 2002 จึงไดนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร 
 
 นอกจากการใชในอาหารแลว  น้ําอิเล็กโทรไลซยังถูกนําไปใชในการทาํลายเชื้อจุลินทรียที่
เกิดการปนเปอนบนพื้นผิวสัมผัสอาหารดวย  (Venkitanarayanan et al., 1999; Park et al., 2002; 
Ayebah et al., 2005; Ayebah et al., 2006)  Ayebah et al. (2005)  ไดศึกษาการใชน้ําอิเล็กโทรไลซ
ในการลดปริมาณฟลมชีวภาพของ L. monocytogenes  บนแผนสแตนเลสสตีล  พบวา เมื่อใช AcEW 
ที่มีปริมาณคลอรีน 48 ppm (กระแสไฟฟา 14 แอมแปร) เปนเวลาเพยีง 30-120 วินาท ี สามารถลด
ปริมาณฟลมชีวภาพไดถึง 4.3-5.2 log CFU/coupon   ขณะที่ AlEW ไมมีประสิทธิภาพในการทําลาย
ฟลมชีวภาพได  และเมื่อใช AlEW ติดตามดวย AcEW  พบวา  สามารถลดปริมาณฟลมชีวภาพได
เพิ่มขึ้น 0.3-1.2 log CFU/coupon  แสดงวา AlEW มีสวนในการสงเสริมให AcEW มีประสิทธิภาพ
ในการทําลายเชื้อจุลินทรียเพิม่ขึ้น 
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ตารางที่ 11  ประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการลดจุลินทรียในอาหาร 
 

จํานวนจุลินทรีย  (log CFU) คลอรีนอิสระ 
(ppm) 

ชนิดจุลินทรีย 
เริ่มตน ลดลง 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

เวลา 
(นาที) 

อาหาร อางอิง 

120 E. coli 7.0/cm2 1.7/cm2 23+2 10 ปลานิล Huang et al. (2006) 
120 V. parahaemolyticus 5.7/cm2 3.8/cm2 23+2 10 ปลานิล Huang et al. (2006) 

76-90 E. coli 0157:H7 7.0/g 1.1/g 35 64 ปลาแซลมอล Ozer and Demiric (2006) 
76-90 L.monocytogenes 7.0/g 1.1/g 35 64 ปลาแซลมอล Ozer and Demiric (2006) 

30 V. parahaemolyticus 6.2 MPN/g 0.9 MPN/g - 180 หอยนางรม Ren and Su (2006) 
30 V. vunificus 6.5 MPN/g 0.7 MPN/g - 180 หอยนางรม Ren and Su (2006) 
50 L. monocytogenes 5.0/g 1.5/g 25 15 ไสกรอก Fabrizio and Cutter (2005) 
40 E. coli 0157:H7 7.1/g 1.4/g 20 5 กะหล่ําปล ี Koseki et al. (2004a) 
40 Salmonella 7.1/g 1.3/g 20 5 กะหล่ําปล ี Koseki et al. (2004a) 

32.1 Aerobic bacteria 7.1/ผล 1.4/ผล - 10 แตงกวา Koseki et al. (2004) 
32.1 Aerobic bacteria 4.9/ผล 0.9/ผล - 10 สตรอเบอรี่ Koseki et al. (2004) 

20-40 Total bacteria 3-6/g 1-3/g - 0.5 ผักสลัด Nobuo et al. (2004) 
16.8 Total aerobic bacteria 6.7/g 0.66/g - 5 ผักชี Wang et al. (2004)  
30.3 Aerobic bacteria 5.9/g 2.0/g - 10 กะหล่ําปล ี Koseki et al. (2001) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

 1.   จุลินทรียทดสอบ 
1.1  เชื้อบริสุทธิ์ Bacillus cereus ATCC 11778  (enterotoxin positive)  
1.2  เชื้อบริสุทธิ์ Staphylococcus aureus ATCC 25923  (enterotoxin positive) 

   จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย  กระทรวงสาธารณสุข 
 

 2.   พื้นผิวทดสอบ 
2.1   สแตนเลสสตีลชนิด 304  no. 2B (O.H.K. Marketing Co.,Ltd., Thailand) 
2.2   พลาสติกชนิดโพลีโพรพิลีน (Material Past Co.,Ltd., Thialand) 
2.3   ยางชนิด food grade (Feihsin Enterprise Co.,Ltd., Thailand) 

 
 3.   อาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1   Trypticase Soy Agar (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
3.2   Trypticase Soy Broth (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
3.3   สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 (Merck Laboratories, Darmstadt, 

Germany) 
3.4   Nutrient Agar (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
3.5   Chicken broth (Campbell soup company, Campden, U.S.A) 
3.6   Dey/Engley (D/E) neutralizing broth (Difco, France)    

 
 4.   สารเคมี 

4.1   สารละลายคลอรีนไดออกไซด  
4.2   น้ําอิเล็กโทรไลซ 
4.3   โซเดียมไธโอซัลเฟต (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
4.4   น้ําแปง (Ajex Finechem, Austrulia) 
4.5   โปแตสเซียมไอโอไดด (Ajex Finechem, Austrulia) 
4.6   โซเดียมคลอไรด (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
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4.7   สารละลายกรดแอซีติกเขมขน (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
4.8   แมงกานสีซัลเฟต (Carlo Erba, U.S.A.) 
4.9   สารละลายกรดฟอสฟอริก (Merck Labolatories, Darmstadt, Germany) 
4.10 น้ําดีไอออไนซ 

 
 5.   เครื่องมือและอุปกรณ 

5.1   เครื่องผลิตสารละลายคลอรีนไดออกไซด (Prominent Fluid Controls (Thailand) 
Co.,Ltd., Thailand) 

5.2   เครื่องผลิตน้ําอิเล็กโทรไลซ (Rox Hoshizaki electric Co.,Ltd., Japan) 
5.3   ตูบมเพาะเชื้อ (Memmert model 700D06063, Germany) 
5.4   หมอนึ่งฆาเชื้อ (Hirayama model HA-300MII, Japan) 
5.5   เครื่องผสมสารละลายในหลอดทดลอง (Vortex Genie II model, U.S.A.) 
5.6   เครื่องชั่งไฟฟา 2 ตําแหนง (Ohaus model GT 4100, U.S.A.) 
5.7   อางน้ําควบคุมอุณหภูมแิบบเขยา (Labnet model SWB 505, U.S.A) 
5.8   เครื่องหมุนเหวี่ยง (Biofuge primo model D-37520 osterode, Germany) 
5.9   ตู Laminate flow cabinet (Gelman Science model no. CF43S, United Kingdom) 
5.10 ตูควบคุมอุณหภูม ิ15  องศาเซลเซียส (model KD-LS 2123, Japan) 
5.11 เครื่องวัดคาความเปนกรด-เบส (Jenco model 6071, Taiwan) 
5.12 เม็ดแกวขนาดเล็กเสนผานศูนยกลางขนาด 425-600 ไมโครเมตร (Sigma, St  

 Louis, Germany) 
 

 6.   เครื่องแกวพรอมอุปกรณตางๆ ที่จําเปน 
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วิธีการ 

 
1.  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
 

1.1  การเตรียมเซลลแบคทีเรีย   
 

เซลลแบคทีเรียทุกตวัอยางเตรียมจากเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยง
เชื้อ Trypticase soy agar (TSA)  เอียงในหลอดทดลอง (slant) และเก็บไวที่อุณหภมูิ 4 ๐C   ทําการ
ถายเชื้อ 1 ลูป  ลงใน Trypticase soy broth (TSB) 10 มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงเชื้อในตูบมเชื้อที่อุณหภูมิ
เหมาะสมคือ 37 ๐C  สําหรับ S. aureus และ 30 ๐C  สําหรับ B. cereus  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  วันที่
สองจึงทําการถายเชื้อ 1 ลูปจาก TSB หลอดแรกลงใน TSB 10 มิลลิลิตร หลอดใหม  เพาะเลี้ยงเชื้อ
ในสภาวะเดียวกันกับ TSB หลอดแรก  และวันที่สามจึงถายเชื้อ 1 มิลลิลิตรลงใน TSB 100 มิลลิลิตร 
ในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร  ทําการเพาะเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิเหมาะสมเปนเวลา 16 ช่ัวโมง  จะได
เซลลแบคทีเรียในชวง  late log phase  จากนั้นนําเซลลแบคทีเรียที่มอีายุได 16 ช่ัวโมงมาเจือจางให
ไดระดับความเขมขนที่เหมาะสมดังวิธีการในขอ 1.3  เพือ่ใชเปนเชื้อตัง้ตนในการทดลองตอไป  ทํา
การตรวจนับปริมาณเซลลดังวิธีการในขอ 1.4   
 

1.2  การเตรียมสปอรของ B. cereus  (สวรรณมนท, 2546) 
 

ปเปตสารละลายเซลล B. cereus  อายุ 16 ช่ัวโมงจากขอ 1.1  จํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) ที่เติมมังกานีสซัลเฟต 50 มิลลิกรัมตอลิตร  นําไปเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 ๐C เปนเวลา 72-76 ช่ัวโมง จากนั้นเติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ (4 ๐C) 5-7 มิลลิลิตร เกลี่ยเบาๆ 
ดวยแทงแกวงอปราศจากเชือ้  นําสารละลายที่ไดไปกรองผานใยแกว (glass wool) ที่ปราศจากเชื้อ  
รองรับสารละลายที่กรองไดในหลอดทดลองฆาเชื้อขนาด 16 × 180 มิลลิลิตร  รวบรวมสารละลาย
ที่ไดจากการกรองมาเหวีย่งแยกเซลลและสปอรของ B. cereus  ดวยเครื่องหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 
6,000 × g ที่ 5 ๐C  เปนเวลา 20 นาที  ละลายตะกอนเซลลและสปอรที่ไดดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 
(4 ๐C) ปริมาตร100 มิลลิลิตร  เซลลจะแตกสวนสปอรที่เหลือลางอีกครั้งดวยการหมนุเหวี่ยงที่
ความเร็ว 6,000 × g  อุณหภมูิ 5 ๐C  เปนเวลา 10 นาที  นําตะกอนของสปอรที่ไดจากการหมุนเหวีย่ง
ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ (4 ๐C) 10  มิลลิลิตร จะได spore suspension stock  นําเก็บไวที่ 4 ๐C  
เพื่อใชในการทดลองตอไป  ทําการตรวจนบัปริมาณสปอรตามวิธีขอ 1.4  

 



 

35 

1.3  การเตรียมสารละลายเซลลหรือสปอรในอาหารเหลว 
 

อาหารเหลวทีใ่ชในการทดสอบ ไดแก สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1,  
Trypticase soy broth (TSB)  และ  chicken broth  เตรียมสารละลายเซลลหรือสปอรในอาหารเหลว
โดยนําเซลลหรือสปอรที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 1.1 และ 1.2  มาหมุนเหวีย่งเซลลที่ความเร็ว 5,000 
× g  เปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมหิอง  จากนั้นนําตะกอนเซลลหรือสปอรดังกลาวมาละลายใน
อาหารเหลวตามความเขมขนของปริมาณเซลลหรือสปอรตั้งตนที่ตองการ  โดยเจือจางเซลลหรือ
สปอรในอาหารใหมีความเขมขนประมาณ  7 log CFU/ml  สําหรับการทดสอบปริมาณตั้งตน
ระดับสูง  (6 log CFU/ml)  สวนในการทดสอบปริมาณตั้งตนระดับต่ํา  (3 log CFU/ml)  เจือจางใหมี
ความเขมขนของเซลลหรือสปอรในอาหารเหลวประมาณ 4 log CFU/ml  ตรวจนับปรมิาณเซลล
หรือสปอรในอาหารเหลวตามวิธีขอ 1.4  จากนั้นนําไปทดสอบกับสารฆาเชื้อตอไป 

 
1.4  การวิเคราะหปริมาณเซลลแบคทีเรียและสปอร 

 
ตรวจนับปริมาณเซลลเร่ิมตนของแบคทีเรียดวยวิธี surface plate โดยปเปตเชื้อเร่ิมตน 1 

มิลลิลิตรใสหลอดทดลองซึ่งมีสารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  เจือ
จางใหไดระดบัความเขมขนที่ตองการ  จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อเจอืจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ลงในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยง TSA ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกล่ียเชือ้ใหทั่วผิวหนาอาหาร  นําไป
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิเหมาะสม (37 ๐C  สําหรับ S. aureus และ 30 ๐C  สําหรับ B. cereus)  เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง  ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 25-250 โคโลนี คํานวณ 
หาปริมาณเชื้อทั้งหมดในสารละลาย 1 มิลลิลิตร  ทําการทดลอง 2 ซํ้าตอหนึ่งความเขมขน 

 
  ตรวจนับจํานวนสปอร  โดยปเปตสารละลายของสปอร 0.1 มิลลิลิตร  ใสในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อปริมาตร 5  มิลลิลิตร  ซ่ึงปรับอุณหภูมิไวที่ 80 ๐C ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ  จับเวลา 5 
นาที  แลวทําใหเยน็ในอางน้าํแข็ง  จากนั้นเจือจางสารละลายดังกลาวดวยสารละลายเปปโตนรอยละ 
0.1 ใหไดระดบัเจือจางที่ตองการ  ปเปตสารละลายเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงบน
อาหารเลี้ยงเชือ้ TSA ที่อุณหภูมิ 30 ๐C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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2.  การเตรียมฟลมชีวภาพ 
 

2.1  การเตรียมพื้นผิว 
 
เตรียมพื้นผิวทีใ่ชในการทดลอง  ไดแก  สแตนเลสสตีล ชนิด 304  no. 2B, พลาสติก

ชนิดโพลีโพรพิลีน และยางชนิด food grade  โดยตัดพื้นผิวแตละชนดิใหมีขนาด  2 × 5 เซนติเมตร  
(ความหนาของแผนพื้นผิวทดสอบ 1 มิลลิเมตรโดยประมาณ)  และนํามาทําความสะอาดตามวิธีที่
เหมาะสม  แผนสแตนเลสสตีล ทําความสะอาดตามวิธีของ Frank et al. (2003) โดยการแชแผน
สแตนเลสสตีลในน้ําสบูที่มอุีณหภูมิ 80 ๐C  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  แลวนาํมาลางดวยน้ําดีไอออไนซ 
(deionized water) และแชลงในกรดฟอสฟอริกความเขมขนรอยละ 1.5 ที่มีอุณหภูมิ 80 ๐C  เปนเวลา 
20 นาที  ลางดวยน้าํดีไอออไนซอีกครั้ง  จากนั้นนําเขาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121 ๐C  เวลา 15  นาที  
สวนพลาสติก  และยาง  เมื่อตัดตามขนาดที่ตองการแลว  ทําความสะอาดโดยการดวยแชในสารทํา
ความสะอาด (Linear alkyl benzene sulfonate) ที่มีอุณหภมูิ 80 ๐C เปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวลางดวย
น้ําดีไอออไนซ  กอนใชฆาเชื้อดวยเอทานอลความเขมขนรอยละ 95 (ดัดแปลงจาก Somers and 
Wong, 2004) 

 
2.2 การเตรียมฟลมชีวภาพ (ดดัแปลงจาก Ryu and Beuchat, 2005) 

 
นําสารละลายของเซลลที่เตรียมขึ้นตามวิธีขอ 1.1 มาหมุนเหวี่ยงเซลลที่ความเร็วรอบ 

2,300 × g เปนเวลา 10 นาที  ละลายตะกอนเซลลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเปนกรด-
เบส 7.4 ใหไดความเขมขนของสารละลายเซลล  7 log CFU/ml  ปเปตสารละลายที่เตรียมขึ้น
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวสขนาด 50  มิลลิลิตร จากนั้นนําแผนพื้นผิวทดสอบ
แตละแผนทีเ่ตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 2.1  ใสลงในหลอดดงักลาว บมที่อุณหภูมิหอง (28+2 ๐C) เปน
เวลา 4  ช่ัวโมง  เพื่อใหเกิดการเกาะติดของจุลินทรียทดสอบ  เมื่อครบเวลาจึงนําแผนพื้นผิวทดสอบ
แกวงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปลอดเชื้อปริมาตร 400  มิลลิลิตร  เปนเวลา 5 วนิาที  เพื่อทํา
การลางเซลลที่ไมไดเกาะตดิบนแผนพื้นผิวทดสอบออกกอน  จากนัน้ทําการสรางฟลมชีวภาพ
ตอไปโดยนําไปแชลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เพื่อใหเซลลเจริญจนเกดิเปนฟลมชีวภาพเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง  จึงนําแผนพื้นผิวทดสอบที่สรางฟลมชีวภาพแกวงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรปลอดเชื้อ
อีกครั้งเพื่อลางจุลินทรียสวนเกิน  แลวนําไปผึ่งใหแหงในตู Laminate flow cabinet (ความเร็วอากาศ
ไหลผาน 220 ปาสคาล) นาน 30 นาที ทําการตรวจนับปริมาณของฟลมชีวภาพตามวธีิการขอ 2.5 
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2.3  การสรางสปอรเกาะติด (attached spore) บนพื้นผิว 
 

การสรางฟลมชีวภาพของสปอรทําไดยาก  ในการทดลองจึงนําสปอรมาเกาะตดิบน
พื้นผิวทดสอบเพื่อใหเกิดเปนสปอรเกาะตดิ  โดยนําสารละลายสปอรความเขมขน 7 log CFU/ml 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเซนตริฟวสขนาด 50  มิลลิลิตร จากนั้นนําแผนพื้นผิวทดสอบ
แตละแผนทีเ่ตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 2.1 ใสลงในหลอดดงักลาวบมที่อุณหภูมิหอง (28+2 ๐C) เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลานําแผนพืน้ผิวทดสอบแกวงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปลอดเชื้อ
ปริมาตร 400  มิลลิลิตร  เปนเวลา 5 วินาที  เพื่อทําการลางสปอรที่ไมไดเกาะติดบนแผนพื้นผิว
ทดสอบออก  นําไปผึ่งใหแหงในตู  Laminate flow cabinet  และตรวจนับปริมาณตามวิธีการขอ 2.5 

 
2.4  การสรางการปนเปอนสารอินทรียบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว 

(ดัดแปลงจาก Frank et al., 2003)   
 

ทําการสรางการปนเปอนสารอินทรียบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวเพื่อ
สรางสภาพเศษอาหารที่อาจหลงเหลือบนผิววัสดุ  ในการทดลองนี้ใช chicken broth เปนตัวแทน
ของสารอินทรีย  โดยนําแผนพื้นผิวที่สรางฟลมชีวภาพหรือสรางการเกาะติดของสปอรตามวิธีการ
ขอ 2.2 และ 2.3  แชในสารละลาย chicken broth  เปนเวลา 30  นาทีแลวนําไปผึ่งใหแหงในตู  
Laminate flow cabinet  1  ช่ัวโมงกอนทดสอบกับสารฆาเชื้อตอไป   
 

2.5  การตรวจนับปริมาณฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  
 

ตรวจนับปรมิาณของฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบ  โดยนําแผน
พื้นผิวทดสอบที่สรางฟลมชีวภาพหรือเกาะติดสปอรแลวใสลงในหลอดหลอดเซนตริฟวสขนาด 50  
มิลลิลิตร ที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรปลอดเชื้อปริมาตร  30 มิลลิลิตร และเม็ดแกวปลอดเชื้อ 
(sterile glass beads) ขนาดเล็กเสนผานศูนยกลางขนาด 425-600 ไมโครเมตร จํานวน 3 กรัม  นําไป
ปนดวยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer)  ที่ความเร็วสูงสุดเปนเวลา 1 นาที  นําสารละลายจาก
หลอดดังกลาว 1 มิลลิลิตร  มาเจือจางดวยสารละลายเปปโตนเขมขนรอยละ 0.1 ใหไดระดับเจือจาง
ที่ตองการ  และปเปตสารละลายเจือจางปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตร  เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ที่
อุณหภูมิเหมาะสม (ในกรณกีารตรวจหาปริมาณเซลลหรือสปอรของ B. cereus บมที่อุณหภูม ิ30 ๐C 
สวน S. aureus บมที่ 37 ๐C) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจนบัจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวน
โคโลนีระหวาง  25-250  โคโลนี  และคํานวณหาปริมาณเชื้อทั้งหมดตอพื้นที่ของพื้นผิว  1  ตาราง
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เซนติเมตร  ทําการทดลอง 2 ซํ้าตอหนึ่งความเขมขน วิธีการนี้เปนการนับเชื้อในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร 30 มิลลิลิตร (ไมไดนับปริมาณเชือ้บนพื้นผิวไดโดยตรงได)  ในกรณีที่ตรวจไมพบเชื้อใน
สารละลาย  (0.00 log CFU/ml)  สามารถคํานวณคาต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได (คา detection limit) 
บนพื้นผิวเทากับ 1.48 log CFU/coupon หรือ 0.18 log CFU/cm2 (จากพื้นผิวขนาด 2×5 ตร.ซม.× 2 
ดาน)  ใหรายงานวานอยกวา 0.18 log CFU/cm2 (Ryu and Beuchat, 2005; Kreske et al., 2006) การ
คํานวนแสดงดังภาคผนวก ง 
 
3.  การเตรียมสารฆาเชื้อ 
 

สารฆาเชื้อที่ใชในการทดลอง  ไดแก  สารละลายคลอรีนไดออกไซด  และน้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรด   การเตรียมสารละลายคลอรีนไดออกไซด  นิยมเตรียมจากการเจือจาง stock solution ของ
คลอรีนไดออกไซดซ่ึงผลิตจากเครื่องผลิตสารละลายคลอรีนไดออกไซดระบบเบลโลโซน  (Bello  
Zon) รุน CDV 35 (ภาคผนวก ข) ดวยน้ําประปาปลอดเชือ้ใหไดระดับความเขมขนทีต่องการ  สวน
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดผลิตจากเครื่องผลิตน้ําอิเล็กโทรไลซรุน ROX-20TA  เตรียมขึ้นใหมกอน
ใช (ภาคผนวก ข)  สารฆาเชื้อทั้งสองชนิดตรวจวดัปริมาณคลอรีนโดยการไตเตรทดวยวิธีไอโอโด
เมตริก (iodometric mothod)  กับสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต (ภาคผนวก ข)  และวดัคาความ
เปนกรด-เบสทุกครั้งกอนทาํการทดลอง  สําหรับสมบัติของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทร
ไลซที่ใชในการทดลองนี้แสดงในดังตารางที่ 12 
 
ตารางที่ 12  ความเขมขนและคาความเปนกรด-เบสของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซ 

 ชนิดกรดทีใ่ชในการทดลอง 
 

คลอรีนไดออกไซด  น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 
ความเขมขน 

(ppm) 
คาความเปนกรด-เบส  ความเขมขน 

(ppm) 
กระแสไฟฟา 

(แอมแปร) 
คาความเปนกรด-เบส 

5 
10 
15 
30 
50 

5.79 
2.96 
2.85 
2.62 
2.37 

 30 
52 
76 

 

7.2 
10.6 
13.4 

3.10 
2.97 
2.79 
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4.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการลดปริมาณ  B. cereus,  S. aureus  และสปอรของ  B. 

cereus  ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  
 

ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ  2  ชนิด  ไดแก สารละลายคลอรีนไดออกไซด  และ 
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด  เพื่อลดปริมาณเซลลของ B. cereus, S. aureus และสปอรของ B. cereus 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดที่มปีริมาณสารอินทรียตางกนั ไดแก  สารละลายเปปโตนความเขมขน
รอยละ 0.1,  TSB  และ Chicken broth  และเปรียบเทยีบปริมาณเชื้อตั้งตน 2 ระดับ คอื ระดับต่ํา (3 
log CFU/ml) และ ระดับสูง (6 log CFU/ml)  ในการทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซด  
กําหนดความเขมขนที่  5  10  และ 15  ppm  สําหรับการทดสอบกับสารละลายเชื้อ  และความ
เขมขน 15  30  และ 50 ppm  สําหรับการทดสอบกับสารละลายสปอร  สวนน้ําอิเล็กโทรไลซชนิด
กรดทดสอบทีค่วามเขมขนของคลอรีนที่ใชงานไดทั้งหมด (total available chlorine) 30  ppm  

 
ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ  โดยนําสารละลายฆาเชื้อที่ระดับความเขมขน

ที่ตองการปริมาตร 90 มิลลิลิตร  ใสในฟลาสกปราศจากเชื้อขนาด 250 มิลลิลิตร  ในการทดสอบกบั
ปริมาณเชื้อตั้งตนระดับต่ํา  ปเปตสารละลายเซลลหรือสปอรที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่
เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 1.3  ใหไดกลาเชื้อความเขมขน 4  log CFU/ml ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสลง
ในฟลาสกที่มสีารละลายฆาเชื้อดังกลาว  จะไดความเขมขนของเชื้อเร่ิมตนลดลง 10 เทาเปน 3 log 
CFU/ml  นําไปเขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภมูิ 30+1 ๐C  ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที  
จากนั้นทาํการสุมตัวอยางสารละลายผสมดังกลาว  นําไปตรวจวเิคราะหปริมาณแบคทเีรียที่รอดชีวิต
ในระยะเวลาตางๆ ตั้งแต 0, 5, 10, 20 และ 30 นาที  โดยทําการเจือจางดวยสารละลายเปปโตน
เขมขนรอยละ 0.1 ใหไดปริมาณเชื้อที่เหมาะสม และตรวจนับปริมาณแบคทีเรียตามวิธีการในขอ 
1.4  สวนการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อเพื่อลดปริมาณของเชื้อตั้งตนระดบัสูงคือ 6 log 
CFU/ml ทําการทดลองเชนเดียวกัน โดยใชกลาเชื้อที่มีความเขมขน 7  log CFU/ml มาทําการทดลอง   
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5.  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพของ  B. cereus,  S. aureus  และ

สปอรเกาะติดของ  B. cereus  บนพืน้ผิวสมัผัสอาหารภายใตปจจัยของชนิดของวัสดพุื้นผิวและการ
ปนเปอนสารอินทรีย  
 

5.1  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพของ  B. cereus,  S. 
aureus  และสปอรเกาะติดของ  B. cereus  บนพื้นผิวสัมผัสอาหารภายใตปจจัยของชนิดของวัสดุ
พื้นผิว (ดัดแปลงจาก Ryu and Beuchat, 2005) 

 
สรางฟลมชีวภาพตามวิธีขอ 2.2 หรือสปอรเกาะตดิตามวธีิขอ 2.3 บนวัสดุพื้นผิว

ทดสอบชนิดตางๆ ไดแก  สแตนเลสสตีล พลาสติก และยาง  นํามาทําการทดสอบประสิทธิภาพของ
สารฆาเชื้อ โดยปเปตสารฆาเชื้อตามความเขมขนที่ตองการทดสอบ 30 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดเซน
ตริฟวจปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร  ใชปากคีบปลอดเชื้อคีบแผนพื้นผิวทดสอบที่สรางฟลมชีวภาพ
หรือสปอรเกาะติด  แชในสารฆาเชื้อดังกลาวเปนเวลา 30 นาที ทดสอบที่อุณหภูมิหองปฏิบตัิการ 
(25+1 ๐C) โดยสุมหยิบพืน้ผิวทดสอบแตละแผนทีแ่ชในสารฆาเชื้อตามเวลาที่กําหนดคือ 0  5  10  
20 และ 30 นาที ใสลงในหลอดเซนตริฟวจที่มีสารละลาย Dey/Engley neutralizing broth  ปริมาตร 
30 มิลลิลิตร และเม็ดแกวปลอดเชื้อขนาดเล็กจํานวน 3 กรัม  นําไปปนดวยเครื่องผสมสารละลายที่
ความเร็วสูงสดุเปนเวลา 1 นาที  จากนั้นนําสารละลายจากหลอดดังกลาวมาตรวจนับปริมาณเชื้อตาม
วิธี 2.5 ในแตละการทดลองทาํทั้งหมด 2 ซํ้า  จากการทดลองนี้สามารถเลือกสภาวะทีเ่หมาะสม
สําหรับใชในการทดสอบในขอ 6 ตอไป 

 
5.2  ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพของ  B. cereus, S. aureus  

และสปอรเกาะติดของ  B. cereus  บนพื้นผิวสัมผัสอาหารภายใตปจจยัของการปนเปอนสารอินทรีย 
 

ศึกษาผลของการปนเปอนสารอินทรียบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะตดิที่มีตอ
ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดในการทําลายฟลมชีวภาพของ  B. cereus,  S. aureus  และ
สปอรเกาะติดของ  B. cereus  โดยนําพื้นผิวทดสอบที่สรางฟลมชีวภาพหรือสรางการเกาะติดของ
สปอรและปนเปอน chicken broth ตามวิธีการขอ 2.4  มาทดสอบกับสารฆาเชื้อและสุมหยิบที่เวลา
ตางๆ ตามวิธีการเดียวกับการทดลองในขอ 5.1  
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6.  ศึกษาประสิทธิภาพสารฆาเชื้อในการลดปริมาณฟลมชีวภาพบนพืน้ผิวสัมผัสอาหารเมื่อทําการ
สรางฟลมชีวภาพที่อุณหภมิู 28+2 และ 15+1 ๐C 
 

ทําการเลือกสภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองในขอ 5.1 ไดแก ความเขมขนของสารฆาเชื้อ 
และระยะเวลาในการลาง  เพือ่ใชในการทําลายฟลมชีวภาพบนแผนพืน้ผิวทดสอบที่มีความตานทาน
ตอสารฆาเชื้อที่สุด (ดูจากผลการทดลองขอ 5.1)  ทําการทดลองโดยสรางฟลมชีวภาพบนพื้นผิว
เปรียบเทียบที่ 2  อุณหภูมิ คือ 28+2 และ 15+1 ๐C  ทดสอบกับสารฆาเชื้อที่ความเขมขนและเวลาที่
เหมาะสมจากผลการทดลองขอ 5.1  และใชน้ําอิเล็กโทรไซสชนิดเบสรวมกับน้ําอิเล็กโทรไซสชนิด
กรดในการทําลายฟลมชีวภาพโดยใช AlEW ที่มีคา pH 11.04 เปนเวลา 10 นาทีติดตามดวยการใช 
AcEW ที่ความเขมขนและเวลาเหมาะสมจากผลการทดลองขอ 5.1  จากผลการทดลองไดสภาวะ
ของสารฆาเชื้อที่เหมาะสม ดังนี้ (a) ClO2 ความเขมขน 5 ppm  30 นาที  (b) ClO2 ความเขมขน 10 
ppm  30 นาที  (c) AcEW ความเขมขน 30 ppm  30 นาที  (d) AcEW ความเขมขน 52 ppm  10 นาที  
(e) AlEW 10 นาที ติดตามดวย AcEW ความเขมขน 30 ppm 30 นาที  และ (f) AlEW 10 นาที 
ติดตามดวย AcEW ความเขมขน 52 ppm  10 นาที  วิธีทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อทําตาม
วิธีการขอ 5.1  ทุกทรีตเมนตทําการทดสอบที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C  แตละการทดลองทําทั้งหมด 3 ซํ้า  

 
7.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการ Food safety  ตึกอุตสาหกรรมเกษตร 2 ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
การอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร ม. เกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน   

 
8.  ระยะเวลาที่ทําการวิจัย 
  

เร่ิมตั้งแต เมษายน 2548 ส้ินสุด มกราคม 2550 
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ผลและวิจารณ 
 

1.    ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลาย   B.  cereus,  S.  aureus  และสปอรของ B.  cereus  
ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  
 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซ่ิง 
2  ชนิด  คือ  สารละลายคลอรีนไดออกไซด  (ClO2)  และ  น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด (AcEW)  ใน
การทําลายเซลลของ  B.  cereus  และ  S.  aureus  รวมถึงสปอรของ B.  cereus  เมื่อแขวนลอยอยูใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลว  3  ชนิดที่มีปริมาณสารอินทรียตางกัน  ไดแก  สารละลายเปปโตนความ
เขมขนรอยละ 0.1,  chicken broth  และ  Typticase Soy broth (TSB)  โดยเปรียบเทยีบในกรณีเมื่อมี
ปริมาณการปนเปอนระดับสูง (6 log CFU/ml) และต่ํา (3 log CFU/ml)   อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่
นํามาทดสอบทั้ง 3 ชนิดมีคาความเปนกรด-เบส (pH) และองคประกอบของสารอินทรียในปริมาณ
ตางกัน แสดงดังตารางที่ 13 
 
ตารางที่ 13  คาความเปนกรด-เบส (pH) และปริมาณสารอินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
 

ชนิดอาหาร pH องคประกอบและปริมาณสารอินทรีย (%) 
สารละลายเปปโตน 0.1% 7.44 meat-peptone(0.1%)  
Chicken brotha 5.65 ไขมันไก(4.74%)  เกลือ(1.85%)  
TSB 7.00 trypticase  peptone(1.5%)  phytone  peptone(0.5%)  

sodium  chloride(0.5%) 
 
หมายเหตุ  a  ปริมาณองคประกอบที่ระบุตามฉลากอาหาร 
 

1.1  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลาย B.  cereus,  S.  aureus  และสปอร
ของ B.  cereus  ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  
 

การทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลายเซลลและสปอรที่
แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลว  3  ชนิด   กําหนดความเขมขนของสารละลายคลอรีนได
ออกไซด 3 ระดับคือ  5  10  และ 15 ppm  สําหรับการทดสอบกับสารละลายเซลล B.  cereus และ  
S.  aureus  สวนในการทดสอบกับสารละลายสปอรกําหนดความเขมขน 3 ระดับเชนกัน  คือ 15  30  
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และ 50 ppm  เมื่อนําเซลลหรือสปอรในอาหารเหลวสัมผัสกับคลอรีนไดออกไซดที่อุณหภูมิ 30+1   
๐C เปนเวลา 30 นาที โดยสุมตัวอยางที่เวลา 0, 5, 10, 20 และ 30 นาที  ผลการทดลองพบวา  

 
 1.1.1  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลาย B.  cereus 

 
จากการใชสารละลายคลอรีนไดออกไซดทีค่วามเขมขน 5  10 และ 15 ppm ใน

การทําลายเซลลของ B.  cereus ที่แขวนลอยในอาหารเหลวเมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ํา (3.1-3.6 
log CFU/ml)   พบวา  การใช  ClO2 เขมขนเพียง  5 ppm  สามารถทําลายปริมาณของ B. cereus  ใน
สารละลายเปปโตนไดทั้งหมดภายในเวลา 5  นาที  (ภาพที่ 3A)  แตเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ 
ClO2 ในการทําลาย B. cereus  ที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  พบวา  ประสิทธิภาพของสาร
ฆาเชื้อในการทําลายเซลลลดลง กลาวคือ ClO2 ที่เขมขน 5 ppm ไมสามารถทําลายเซลลทั้งหมดได
ในเวลา 5 นาท ีจํานวนเซลลลดเพียง 0.05 log CFU/ml และเมื่อเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อเปน 
30  นาที  เซลลจะถูกทําลายไดเพิ่มขึ้นเปน 0.2 log CFU/ml  เมื่อใช ClO2  ความเขมขนมากขึ้นคือ 10 
และ 15 ppm พบวา  ในเวลา 30 นาที  จึงสามารถลดปริมาณเซลลของ B. cereus ใน TSB ไดเพิ่มขึน้  
คือลดลงได 0.3 และ 0.9 log CFU/ml ตามลําดับ(ภาพที่ 3B และ 3C) สวนการทดสอบประสิทธิภาพ
ในการทําลายเซลลที่แขวนลอยใน chicken broth  พบวา  การใช ClO2 5 ppm ไมเพียงพอที่จะทําลาย
เซลลเชนกัน (ลดลงได 0.07 log CFU/ml ในเวลา 30 นาที) ตองเพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 10 
ppm จึงสามารถลดปริมาณ B. cereus ใน chicken broth ได 0.2 log CFU/ml ในเวลา 30 นาที (ภาพที่ 
3B) และหากตองการทําลายเซลลทั้งหมดตองใชความเขมขน 15 ppm เปนเวลา 20 นาที (ภาพที่ 3C)   

 
การทดสอบประสิทธิภาพของ ClO2 ในการทําลายปริมาณเซลลตั้งตนระดับสูง 

(6.3-6.7 log CFU/ml) พบวา เมื่อมีการปนเปอนของ B. cereus ในสารละลายเปปโตนเพิ่มขึ้น การใช 
ClO2 เขมขน 5 และ 10 ppm  มีประสิทธิภาพในการทําลาย B. cereus  ไดเชนเดยีวกับปริมาณเซลล
ตั้งตนระดับต่ํา  แตตองเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อที่ความเขมขน 5 ppm ใหนานขึ้นเปน 20 
นาทีจึงจะทําลายเซลลในสารละลายเปปโตนทั้งหมด (ภาพที่ 4A และ 4B) และ ClO2 จะมีประสิทธ-ิ
ภาพในการทําลายเซลลลดลงเมื่อเซลลแขวนลอยใน TSB และ  chicken broth  อยางไรก็ตาม  การ
เพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 15 ppm  นาน 30 นาที  สามารถลดปริมาณ B. cereus  ที่แขวนลอย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และ chicken broth เพิ่มขึ้นถึง 3.7 และ 4.3 log CFU/ml (ภาพที ่4C)   
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ภาพที่ 3  จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายคลอรีน

ไดออกไซดความเขมขน (A) 5 ppm  (B) 10 ppm และ (C) 15 ppm  

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 

(C) 
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ภาพที่ 4  จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายคลอรีน

ไดออกไซดความเขมขน (A) 5 ppm  (B) 10 ppm และ (C) 15 ppm  

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 

(C) 
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เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลายเซลล  B. 
cereus  ในอาหารเหลวที่มีปริมาณเริ่มตนของเซลลแตกตางกัน  จะเหน็วาในสภาวะทีม่ีการปนเปอน
ของสารอินทรียในปริมาณนอย  เชน  สารละลายเปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1  พบวา เมื่อใชสาร
ฆาเชื้อที่ความเขมขนต่ําที่สุดในการทดลองคือ 5 ppm  เซลล B. cereus  ที่ปริมาณตั้งตนระดับต่ํา (3 
log CFU/ml) สามารถถูกทําลายไดทั้งหมดใน 5 นาที  ในขณะที่ B. cereus  ปริมาณตั้งตนระดับสูง 
(6 log CFU/ml) ตองใชเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้นเปน 20 นาทีจึงจะทําลายเซลลได
ทั้งหมด  ปริมาณเชื้อที่ปนเปอนในสารละลาย และ เวลาทีใ่หสารสัมผัสเชื้อจึงเปนปจจยัที่มีผลตอ
ประสิทธิภาพการยับยั้งจุลินทรียของคลอรีนไดออกไซดนอกเหนือจากปริมาณสารอินทรียที่
ปนเปอนในสารละลาย 
 

1.1.2   ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลาย S. aureus 
 
เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการเซลลทําลายแบคทีเรีย

รูปกลมแกรมบวก คือ  S. aureus  โดยทําการทดสอบในสภาวะคลายคลึงกับขางตน  พบวา  เมื่อ S. 
aureus ปนเปอนในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวระดับต่ํา  3.1-3.3  log CFU/ml  การใช ClO2 เขมขน 5 
ppm  เปนเวลา 5 นาที  สามารถทําลายเซลล S. aureus ที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนไดทั้งหมด
เชนเดยีวกับกรณีของ  B. cereus   แตไมสามารถลดเซลล  S. aureus  ที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
TSB และ chicken broth ไดทั้งหมด (ภาพที่ 5A)  ถึงแมวาจะเพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 10 และ
15 ppm  และเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อนาน 30 นาที  เซลลของ  S. aureus  ทั้งที่แขวนลอย
ใน TSB และ chicken broth  ถูกทําลายไปเพียงเล็กนอยเทานั้น (0.3-0.6 log CFU/ml) (ภาพที่ 5B 
และ 5C)  ในทํานองเดียวกนั  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ ClO2 ในการทําลาย S. aureus  เมื่อมี
ปริมาณปนเปอนระดับสูง  6.1-6.3  log CFU/ml  พบวา  เซลล S. aureus  ที่แขวนลอยในสารละลาย
เปปโตนถูกทําลายไดทั้งหมด  เมื่อใช ClO2 5 ppm เปนเวลา 5 นาทีเชนกนั (ภาพที่ 6A) และแมวา
เพิ่มความเขมขนของ  ClO2 มากถึง 15 ppm  ก็สามารถลดเซลล S. aureus  ที่แขวนลอยในอาหาร
เล้ียงเชื้อ TSB และ chicken broth ไดนอยกวา 0.5 log CFU/ml (ภาพที ่6B และ 6C) 
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ภาพที่ 5  จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายคลอรีน

ไดออกไซดความเขมขน (A) 5 ppm  (B) 10 ppm และ (C) 15 ppm  

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 

(C) 
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ภาพที่ 6  จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลายคลอรีน

ไดออกไซดความเขมขน (A) 5 ppm  (B) 10 ppm และ (C) 15 ppm  

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 

(C) 
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ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ ClO2 ในการทําลายเซลลทั้งสองชนิด คือ B. 
cereus และ S. aureus ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  พบวา  เมื่อเพิ่มความเขมขนของ ClO2 มีผล
ทําลายเซลลไดมากขึ้น  ตรวจพบจํานวนเซลลที่รอดชีวิตมีแนวโนมลดลง  และเมื่อระยะเวลาในการ
สัมผัสสาร (exposure time) เพิ่มขึ้น เซลลถูกทําลายเพิ่มขึน้  สอดคลองกับงานวจิัยของ Lee et al. 
(2004)  ซ่ึงศึกษาผลของระยะเวลาในการสมัผัสสารฆาเชื้อ โดยประยุกตใชแกส ClO2 สัมผัสกับ
ผักกาดหอมทีม่ีการปนเปอนของ E. coli  O157:H7, L. monocytogenes และ S. Typhimurium  ที่ 22 
๐C เปนเวลา 30 นาที  พบวาสามารถลดเชื้อทั้ง 3 ชนิดได  3.4  5.0 และ 4.3 log CFU/g  ตามลําดับ 
และเมื่อเพิ่มระยะเวลาสัมผัสมากขึ้นเปน 180 นาที ClO2 แสดงประสิทธิภาพในการยบัยั้งแบคทีเรีย
ตางๆ ดีขึ้น  สามารถลดเชื้อไดเพิ่มขึ้นเปน 6.9  5.4  และ 5.4  log CFU/g  จะเห็นวา  เมื่อระยะเวลา
ในการสัมผัสนานขึ้น เชื้อจลิุนทรียถูกทําลายมากขึ้น  นอกจากปจจัยของเวลาแลว  ความเขมขนของ
สารฆาเชื้อเปนอีกปจจยัหนึง่ที่มีผลตอประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียอยางมาก  Bernade et 
al. (1965) เปรียบเทียบ ClO2 ที่ความเขมขน 0.25  0.5  0.75 และ 2 ppm ในการทําลายเชื้อ E. coli  
จํานวน 4.2 log CFU/ml  ที่อุณหภูมิ 24 ๐C  พบวา  ที่ความเขมขน 2 ppm  สามารถทําลายเชื้อได
ทั้งหมดภายในเวลา 30 วนิาที  ขณะที่ความเขมขนลดลงคือ 0.75 ppm  ทําลายเชื้อไดเพียงรอยละ 70 
และตองใชเวลาเพิ่มขึ้นเปน 300 วินาที  เชนเดียวกับการทดลองของ  Han et al. (2001)  ทําการ
เปรียบเทียบการใชสารละลาย ClO2 2 ระดบัคือ  0.3 และ 3 ppm  เพื่อลดปริมาณ  L. monocytogenes  
บน green pepper ที่ 20  ๐C (จากจํานวนเริ่มตน 7.3-7.4 log CFU/5 g)  ในเวลา 10 นาที  พบวา  เมื่อ
ใชเวลาในการลางเทากัน  ClO2 3 ppm  สามารถลดเชื้อดังกลาวไดมากกวาที่ความเขมขน 0.3 ppm  
ถึง 1.8 log CFU/5 g  จะเห็นวา  เวลาทีใ่ชในการสัมผัสสารฆาเชื้อจะมคีวามสัมพันธกับความเขมขน  
คือ  เมื่อเพิ่มระดับความเขมขนของ ClO2 เวลาที่ใชในการทําลายเชื้อจุลินทรียจะลดลง    
 

เมื่อเปรียบเทียบการทําลายเซลล B. cereus และ S. aureus ในอาหารเหลวเมื่อมี
ปริมาณเริ่มตนของเชื้อตางกนั  พบวา  ปริมาณเชื้อเร่ิมตนระดับสูง (6 log CFU/ml)  สามารถถูก
ทําลายดวย ClO2 ไดต่ํากวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนระดับต่ํา (3 log CFU/ml)  สอดคลองกับการทดลอง
ของสุธาวัลย (2548)  พบวา  การใชสารละลายคลอรีนไดออกไซดที่ความเขมขน 5 ppm  สามารถ
ทําลายเชื้อ Salmonella ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 4.7 log CFU/ml  ไดทั้งหมดในเวลา 20 นาที  แตไม
สามารถทําลายเชื้อเมื่อปริมาณเริ่มตนสูง (9 log CFU/ml) ได  จะเหน็วาปริมาณเชื้อเร่ิมตนมีผลอยาง
ยิ่งตอประสิทธิภาพในการเขาทําลายเซลลของ ClO2 ในสภาวะที่มีจํานวนเซลลแบคทีเรียสูงจะตอง
ใชระดับความเขมขนของสารฆาเชื้อเพิ่มมากขึ้น และใชระยะเวลาในการฆาเชื้อนานขึน้ (Jay, 2000) 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนจึงเปนอกีปจจัยหนึ่งที่มผีลตอประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ  
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นอกจากปจจยัเร่ืองความเขมขนของสารฆาเชื้อ ระยะเวลาในการสัมผัสสารและ
ปริมาณจุลินทรียเร่ิมตนดังทีก่ลาวมาขางตนแลว ชนดิของจุลินทรียเปนอีกปจจยัหนึ่งที่มีความสําคัญ
อยางมาก เนื่องจากจุลินทรียแตละชนดิมีความตานทานตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน จากการทดลอง
ที่ผานมาทําการเปรียบเทียบเชื้อแบคทีเรียสองชนิดที่มีรูปรางแตกตางกนั คือ B. cereus  รูปรางแทง 
และ  S. aureus รูปรางกลม พบวา หลังจากสัมผัสสารละลาย ClO2 เซลลของ S. aureus  ที่แขวนลอย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถรอดชีวิตไดมากกวา B. cereus   อธิบายไดวา  S. aureus  ซ่ึงเปนแบคทีเรีย
รูปรางกลมจะมีพื้นผิวที่สามารถสัมผัสกับสารฆาเชื้อไดนอยกวาเซลลรูปรางแทง  และ S. aureus มี
การจัดเรียงตัวที่เปนกลุมมีผลทําใหการเขาทําลายเซลลของสารฆาเชื้อทําไดยากกวา (Watve, 1997) 

  
1.1.3   ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลายสปอรของ B. cereus 

 
ในกรณีการทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดตอสปอรไดเพิ่มความ

เขมขนมากขึ้น กลาวคือ  15  30  และ  50  ppm เพื่อลดปริมาณสปอรของ B. cereus  ที่แขวนลอยใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ (3.1-3.2 log CFU/ml)  พบวา  การใช  ClO2  15 ppm  ไมสามารถทําลายสปอรใน
สารละลายเปปโตนไดทั้งหมดถึงแมวาจะเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อเปน 30 นาที  (ลดลงได 
1.8 log CFU/ml)  (ภาพที่ 7A)  แตตองใช  ClO2 ที่ความเขมขนเพิ่มขึ้น 30 ppm  เปนเวลา 5 นาที  จงึ
จะทําลายสปอรไดหมด  สวนในการทําลายสปอรที่แขวนลอยในอาหาร TSB  พบวา  การใช ClO2 

15  และ  30 ppm เปนเวลา 30 นาที ลดลงได 0.3 และ 2.1 log CFU/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 7B และ 
7C)  และตองใช ClO2 ที่มีความเขมขนสูงมากถึง 50 ppm  เปนเวลา  5 นาที  จึงจะทําลายสปอร
ทั้งหมดได  ขณะที่สปอรที่แขวนลอยใน chicken broth  กลับพบวาถูกทําลายไดงายกวาสปอรที่
แขวนลอยใน TSB  โดยถูกทําลายไดทั้งหมดดวยการใช ClO2 30 ppm  เปนเวลา  5  นาที  

 
ในกรณีปริมาณสปอรตั้งตนระดับสูง (5.8-6.2 log CFU/ml)  พบวา  เมือ่ปริมาณ

สปอรในสารละลายเปปโตนเพิ่มขึ้น  การใช  ClO2 15 ppm เทากับในกรณีปริมาณสปอรตั้งตนระดับ
ต่ํานั้นไมเพียงพอในการทําลายสปอรทั้งหมดที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนได  พบสปอรยัง
รอดชีวิตมากถงึ 4.96  log CFU/ml แมวาจะใหสัมผัสสารฆาเชื้อนานถึง 30 นาที (ลดลงได 1.3 log 
CFU/ml) (ภาพที่ 8A)  เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 30 ppm สามารถทําลายสปอรไดทั้งหมดในเวลา 20 
นาที (ภาพที่ 8B)  และหากตองการทําลายสปอรทั้งหมดในอาหาร TSB และ chicken broth  เมื่อมี
ปริมาณสปอรตั้งตนเพิ่มขึ้น  ตองใช ClO2 50 ppm เปนเวลานาน  20 นาที  จึงจะทําลายสปอรได
ทั้งหมด (ภาพที่ 8C) 
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ภาพที่ 7  จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน (A) 15 ppm  (B) 30 ppm และ (C) 50  ppm  

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(B) 

(C) 

(A) 
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ภาพที่ 8  จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลัง สัมผัสสารละลาย

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน (A) 15 ppm  (B) 30 ppm และ (C) 50 ppm  
 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 

(C) 
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การเปรียบเทยีบระหวางชนิดของแบคทีเรีย  เซลลและสปอรของ B. cereus  
และ S. aureus  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเมื่อมีปริมาณตั้งตนระดับต่ํา หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน
ไดออกไซด พบวา  สามารถทําลายเซลลของ B. cereus  และ S. aureus ที่แขวนลอยในสารละลาย 
เปปโตนความเขมขนรอยละ 0.1  ซ่ึงเปนอาหารที่มีสารอินทรียเปนองคประกอบในปริมาณนอยได
อยางสมบูรณเมื่อใช  ClO2 ที่ความเขมขนต่าํเพียง 5 ppm  ในเวลา 5 นาท ี แตในกรณีของสปอรนั้น
ตองใชความเขมขนของ  ClO2 เพิ่มขึ้นเปน 30  ppm  จึงจะทําลายไดทัง้หมด  สวนในการทําลาย
เซลลในสภาวะที่มีการปนเปอนของสารอินทรียในปริมาณสูง เชน TSB พบวา องคประกอบของ
สารอินทรียที่มีอยูมากใน TSB ลดประสิทธิภาพของ ClO2 ในการทําลายเซลลและสปอร  ตองใช
ความเขมขนถึง 15 ppm เปนเวลา 30 นาทีจงึจะสามารถลดปริมาณ B. cereus และ S. aureus  ที่
แขวนลอยใน TSB ไดบางเลก็นอย (ลดลงเพียงรอยละ  87.41 และ 51.02 ตามลําดับ)  หากตองการ
ทําลายสปอรที่ใน TSB ตองใช ClO2 ที่มีความเขมขนสูงมากถึง 50 ppm  จึงจะทําลายสปอรได
ทั้งหมด  กรณขีอง chicken broth (ที่มีปริมาณของไขมันรอยละ 4.74 และคา pH 5.65)  พบวา ClO2 

เขมขนเพียง  5 ppm  มีประสิทธิภาพไมเพยีงพอที่จะทําลายเซลลและสปอรเชนเดียวกบัผลการ
ทดสอบประสิทธิภาพของสารใน TSB  คือ ตองเพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 15 ppm จึงจะ
สามารถลดปริมาณ B. cereus ใน chicken broth ไดทั้งหมดในเวลา 20 นาทีและที่ความเขมขนระดับ
เดียวกันสามารถลดปริมาณของเซลล  S. aureus ไดเพียงรอยละ 59.26  สวนการทําลายสปอร
ทั้งหมดตองเพิม่ความเขมขนของ ClO2 เปน 30 ppm เปนเวลา 5 นาท ี(ตารางผนวกที่ ค7)   

 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ ClO2  ในการทําลายเซลลหรือสปอรในอาหาร

เมื่อมีปริมาณตัง้ตนสูงมีแนวโนมคลายคลึงกัน  กลาวคือ การใช ClO2 5 ppm เปนเวลา 20 นาที 
สามารถทําลายเซลล B. cereus และ S. aureus ที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนไดทั้งหมด  แต
หากตองการทาํลายสปอรทั้งหมดตองใช ClO2 30 ppm  เปนเวลา 20  นาที  ขณะทีก่ารทําลายเซลล
หรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชือ้ TSB  การใช ClO2 ที่ความเขมขน 15 ppm นาน 30 นาทีลดปริมาณ B. 
cereus  S. aureus  และสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ไดรอยละ 99.98  60.19 และ 32.39 ตามลําดับ 
(ตารางผนวกที่ ค8)  และหากตองการทําลายสปอรที่แขวนลอยใน TSB ทั้งหมดตองใช ClO2 50 
ppm ที่เวลานานขึ้นคือ 20 นาที  ในกรณี chicken broth  พบวา การใช ClO2 15 ppm นาน 30 นาที  
สามารถลดปริมาณเซลล B. cereus  และ S. aureus ใน chicken broth ไดรอยละ 99.99 และ 68.38 
ตามลําดับ  และตองใช ClO2 50 ppm เปนเวลา 20 นาที จึงจะทําลายสปอรไดทั้งหมด  อยางไรก็ตาม  
เมื่อเปรียบเทียบรอยละการลดลง  พบวา  เซลลหรือสปอรที่แขวนลอยใน chicken broth  ถูกทําลาย
ไดงายกวาเมื่อแขวนลอยใน TSB เชนกนั 



 
54 

เมื่อเปรียบเทียบการทําลายเซลลปกติ (vegetative cell)  กบัสปอรในสารละลาย
เปปโตน  จะเห็นวา  ที่ปริมาณเซลลหรือสปอรเร่ิมตนระดับเดียวกัน  การทําลายสปอรตองใชความ
เขมขนของ ClO2 สูงกวาการทําลายเซลลทั้งสองชนิดไมวาจะเปน B. cereus  หรือ  S. aureus  เนื่อง 
จากสปอรมีโครงสรางของเยื่อหุมสปอร (spore coat) ที่ทาํหนาที่ตวัขวางกันสารเคมีตางๆ  รวมทั้ง
สารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซ่ิง เชน คลอรีนไดออกไซดได (Setlow and Johnson, 2001)  ในป 
2003 Young and Setlow  ศึกษากลไกของโซเดียมไฮโปคลอไรท (50 ppm) และ ClO2 (10-14 ppm) 
ในการทําลายสปอรของ B. subtilis พบวา เยื่อหุมสปอรเปนปจจยัหลักที่ทําใหสปอรตานทานตอ
สารฆาเชื้อได  และสปอรที่ถูกทําลายดวยสารทั้งสองไมไดเปนผลจากการเสียหายของ DNA  
นอกจากนี้ยังพบวา หลังจากสปอรสัมผัส ClO2 สปอรบางสวนยังสามารถงอกและเจริญเปนเซลลได   

 
จากผลการทดลองขางตนสรุปไดวา  เซลลหรือสปอรที่แขวนลอยในสารละลาย

เปปโตนนั้นสามารถถูกทําลายดวยสารละลายคลอรีนไดออกไซดไดงายที่สุด  เนื่องจากสารละลาย
เปปโตนมีองคประกอบของสารอินทรียในปริมาณนอยมาก  ปริมาณของสารอินทรียดงักลาวจึงไม
มีผลในการลดประสิทธิภาพของ ClO2 ทําใหสามารถเขาทําลายจุลินทรียไดอยางเต็มประสิทธิภาพ  
แตเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในสภาวะที่มีการปนเปอนสารอินทรียปริมาณ
สูง  เชน  ในอาหาร TSB และ chicken broth  พบวา  ClO2 จะมีประสิทธิภาพในการทาํลายเซลล
หรือสปอรลดลง  เนื่องจากมรีายงานกลาววา ClO2 สามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกบัสารอินทรีย
ไดแก  กรดอะมิโน  เปปไทด  โปรตีน และกรดไขมันในอาหารได  (Fukayama et al., 1986)  ทําให
สูญเสีย ClO2 บางสวนไปในการทําปฏิกิริยากับสารดังกลาว  ประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียจงึ
ลดลง อยางไรก็ตาม  จากการทดลองจะเหน็วา  เมื่อมกีารปนเปอนดวยสารอินทรียตางชนิดกัน 
(TSB และ chicken broth)  ประสิทธิภาพของ ClO2 ก็ใหผลในการทําลายจุลินทรียตางกันดวย  ใน
สภาวะทีม่ีการปนเปอน chicken broth  จุลินทรียสามารถถูกทําลายไดงายกวา  เนื่องจาก  chicken 
broth  มีคา pH เปนกรดออนเล็กนอย (pH 5.65)  จึงมีผลทําใหเซลลหรือสปอรที่แขวนลอยอยูใน 
chicken broth ถูกทําลายไดมากกวาในอาหาร TSB  สอดคลองกับการทดลองของ  Wei et al. (1995)  
ทําการเปรียบเทียบผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํามะเขือเทศ (pH 4.2) ที่มีตอประสิทธิภาพของ
สารละลายคลอรีนเขมขน 100 ppm ในการลดปริมาณ S. Montevide พบวา เซลล S. Montevide ที่
แขวนลอยในน้ํามะเขือเทศสามารถถูกทําลายไดมากกวารอยละ 99.99 แตเซลลใน TSB ลดลงได
เพียงรอยละ 99.78 เทานั้น  แสดงวา  ความเปนกรดของอาหารชวยสงเสริมประสิทธิภาพของ
คลอรีนในการทําลายจุลินทรียได   
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1.2  ประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย B.  cereus,  S.  aureus  และ
สปอรของ B.  cereus  ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  
 

การทดสอบประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดที่มีปริมาณคลอรีนที่ใช
ประโยชนไดทั้งหมดระดับเดียวคือ 30 ppm  และคาความเปนกรด-เบส 3.1  ในการทําลายเซลลและ
สปอรที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด เมื่อนําเซลลหรือสปอรที่แขวนลอยในอาหาร
เหลวสัมผัสกับน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดที่อุณหภูมิ 30+1 ๐C  เปนเวลา 30 นาที  โดยสุมตัวอยางที่
เวลา 0, 5, 10, 20 และ 30 นาที  พบวา 

  
1.2.1  ประสิทธิภาพของน้ําอเิล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย B.  cereus 

 
เมื่อ B.  cereus  ที่ปนเปอนในอาหารมีปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ํา  (3.1 log 

CFU/ml)  การใชน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดที่มีปริมาณคลอรีน  30 ppm  สามารถทําลายเซลลของ 
B.  cereus  ที่แขวนลอยอยูในสารละลายเปปโตนและ chicken broth ไดทั้งหมดภายในเวลาเพยีง 5 
นาที  ในทํานองคลายคลึงกันกับกรณี ClO2 คือ ไมสามารถทําลายเซลลใน TSB ไดหมดแมจะเพิม่
เวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อเปน 30 นาที (ลดลงได 1.24 log CFU/ml)  (ภาพที่ 9A)  และเมื่อ
ปริมาณเซลลตั้งตนในอาหารเพิ่มขึ้น  (6.3-6.4 log CFU/ml)  เซลล B.  cereus  ที่แขวนลอยอยูใน
สารละลายเปปโตนถูกทําลายไดทั้งหมดภายในเวลา 5 นาที  ขณะที ่B.  cereus ใน chicken broth ไม
สามารถถูกทําลายไดทั้งหมดในเวลา 30 นาที  แตปริมาณเซลลลดลงไดมากถึง  4.6 log CFU/ml 
(จากเริ่มตน 6.4 ลดลงเหลือ 1.8 log CFU/ml)  ยังพบอีกวาในการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB    
เซลล B.  cereus  ยังคงรอดชวีิตไดมากถึง 5.5 log CFU/ml (ลดลงได 0.7 log CFU/ml) ในเวลา 30 
นาที (ภาพที่ 9B) เชนเดยีวกบัการทดสอบในกรณีเซลลตั้งตนต่ํา อยางไรก็ตาม เซลลที่รอดชีวิต
หลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อมีแนวโนมลดลงเมื่อเวลาในการสัมผัสสารเพิ่มขึ้น  

 
จากผลการทดลอง  จะเหน็วา  จํานวนเซลลตั้งตนของ B. cereus  ในอาหารมีผล

ตอประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดเห็นไดอยางชัดเจนในกรณีเมื่อเซลลแขวนลอยใน 
chicken broth  พบวาเมื่อเซลลตั้งตนมีปริมาณต่ํา (3 log CFU/ml)  น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด
สามารถทําลายเซลลไดทั้งหมดไดภายในเวลา 5 นาที  แตเมื่อเซลลตั้งตนมีปริมาณสงูขึ้น (6 log 
CFU/ml)  เวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อนาน 5 นาที ไมเพียงพอที่จะทาํลายเซลลทั้งหมดได  ตอง
ยืดเวลาใหนานกวา 30 นาท ี จึงจะมีโอกาสในการทําลายเซลลไดทั้งหมด   
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ภาพที่ 9  จํานวน B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความเขมขน 30 ppm 

เมื่อปริมาณเซลลตั้งตน (A) ระดับต่ําและ (B) ระดับสูง  
 

1.2.2   ประสิทธิภาพของน้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย S. aureus 
 
เมื่อทดสอบในเซลลแบคทีเรียตางชนิดกัน คือ S. aureus ที่ปริมาณเซลลตั้งตน

ระดับต่ํา (3.1-3.2 log CFU/ml)  พบวา  น้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรด สามารถทําลายเซลล  S. aureus  
ที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนและ chicken broth ไดทั้งหมดภายในเวลา  5  และ 10  นาที  
ตามลําดับ  แตสามารถลดจํานวน  S. aureus  ใน TSB ไดเพียง 0.63 log CFU/ml  (ภาพที่ 10A)   
สวนการทดสอบเมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับสูง (6.2-6.3 log CFU/ml) พบวา AcEW ยังคงมี
ประสิทธิภาพในการทําลายเซลล  S. aureus ที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนไดทั้งหมดในเวลา  5 
นาที  แตไมมปีระสิทธิภาพเพียงพอในการทําลายเซลล  S. aureus ที่แขวนลอยใน chicken broth 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 
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และ TSB ได พบวา  หลังจากการสัมผัส AcEW นาน 30 นาที  S. aureus ยังรอดชีวิตใน chicken 
broth และ TSB ไดมากถึง 4.5 log CFU/ml (ลดลงได 1.9 log CFU/ml) และ 5.5 log CFU/ml (ลดลง
ได 0.7 log CFU/ml) ตามลําดับ (ภาพที่ 10B) 
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ภาพที่ 10  จํานวน S. aureus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความเขมขน 30 ppm    
       เมื่อปริมาณเซลลตั้งตน (A) ระดับต่ําและ (B) ระดับสูง  
 

1.2.3   ประสิทธิภาพของน้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลายสปอรของ B.  cereus 
 

ในกรณีปริมาณสปอรตั้งตนระดับต่ํา (3.1-3.2 log CFU/ml)  น้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรดที่มีปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนได 30 ppm  สามารถทําลายสปอรในสารละลายเปปโตน
ไดหมดในเวลา 20 นาที และในเวลาเทากันสามารถลดปริมาณสปอรที่แขวนลอยใน chicken broth 
และ TSB ไดเพียง 2.0 และ 0.5 log CFU/ml ตามลําดับ (ภาพที่ 11A) และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพ

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 

(B) 
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ของ AcEW ในการทําลายสปอรของ B.  cereus  เมื่อมีสปอรตั้งตนระดับสูง (6.0-6.2 log CFU/ml)  
พบวาสปอรยังคงรอดชีวิตอยูไดในอาหารทัง้ 3 ชนิดหลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อนาน 30 นาที  แต
เหลือรอดในจาํนวนตางกัน  คือ  สปอรในสารละลายเปปโตนเหลือรอดนอยที่สุดเพยีง 0.93 log 
CFU/ml ขณะที่ใน chicken broth และ TSB เหลือสปอรรอดชีวิตมากถงึ  5.37 log CFU/ml  (ลดลง
ได 0.8 log CFU/ml)และ 5.48 log CFU/ml (ลดลงได 0.7 log CFU/ml) ตามลําดับ (ภาพที่ 11B) 

 
เมื่อเปรียบเทียบคารอยละการลดลงของเซลลหรือสปอรหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทร

ไลซชนิดกรดที่มีปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนไดทั้งหมด 30 ppm (ภาคผนวกที่ ค12)  พบวา 
AcEW สามารถทําลายเซลลของ B. cereus และ S. aureus ที่แขวนลอยในสารละลายเปปโตนทั้งใน
กรณีเมื่อมีปริมาณตั้งตนระดับสูง (6.3 log CFU/ml) และต่ํา (3.1 log CFU/ml)  ไดทั้งหมดภาย ใน
เวลา 5 นาที  แมวาที่ความเขมขนนี้สามารถทําลายสปอรในสารละลายเปปโตนที่มีปริมาณตั้งตนต่ํา
ไดทั้งหมดในเวลา 20 นาที   แตไมสามารถทําลายสปอรในสารละลายเปปโตนที่มีปริมาณตั้งตนสูง
ทั้งหมดได แมเพิ่มเวลาในการสัมผัส AcEW เปน 30 นาที  ยังคงพบสปอรที่รอดชีวิต 0.93 log 
CFU/ml (ลดลงไดมากกวารอยละ 99.99)  ในกรณีอาหาร TSB พบวา AcEW ไมสามารถทําลาย
ปริมาณ B. cereus และ S. aureus รวมทั้งสปอรไดทั้งหมดภายในเวลากาํหนด 30 นาท ี กลาวคือ 
หากเซลลและสปอรปริมาณตั้งตนระดับต่ําจะลดลงรอยละ 94.24, 76.56 และ 66.12  ตามลําดับ 
สวนปริมาณตัง้ตนระดับสูง  การลดลงของ B. cereus, S. aureus และสปอรเกิดขึ้นรอยละ 99.96, 
79.58  และ 80.50 ตามลําดับ  และเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลลและ
สปอรใน chicken broth พบวามีประสิทธิภาพลดลงเชนเดียวกัน  อยางไรก็ตาม เซลลหรือสปอรใน
อาหารชนิดนีม้ีแนวโนมถูกทําลายไดมากกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB จึงมีคารอยละการลดลง
มากกวา   
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ภาพที่ 11  จํานวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความ  
      เขมขน 30 ppm เมื่อปริมาณเซลลตั้งตน (A) ระดับต่ํา และ (B) ระดบัสูง  
 

เมื่อเปรียบเทียบความตานทานสารฆาเชื้อระหวางสปอรกับเซลลของ B. cereus  
ตอ AcEW พบวา หลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อสปอรสามารถอยูรอดไดมากกวาเซลล  สอดคลองกับ
การทดลองของ Kim et al. (2000a) ทดลองใช AcEW  ที่มีคลอรีน 60 ppm ในการทําลายสปอรและ
เซลลของ B. cereus  พบวาในเวลา 30 วนิาทีสปอรลดลงเพียงรอยละ 97.37 ขณะที่ทําลายเซลลได
ทั้งหมด (จากปริมาณสปอรและเซลลเร่ิมตน 8.0 และ  8.5 log CFU/ml ตามลําดับ)  เนื่องจากดังที่
กลาวมาแลววา  สปอรมีสวนของสปอรโคทที่ทําหนาทีป่องกันการทําลายจากสารเคมีตางๆ  การซึม
ผานของโมเลกุลสารตางๆ เขาสูสวนแกนกลาง (core) ของสปอรนั้นเกดิขึ้นในอัตราชามาก  จึงทํา
ใหสปอรมีความตานทานตอสารฆาเชื้อมากกวาเซลล  

 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

       TSB 
   Chicken broth 
สารละลายเปปโตน 

(A) 
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการลด
ปริมาณ B. cereus และ S. aureus ในอาหารเหลวชนิดตางๆ  พบวา  AcEW จะใหผลในการทําลาย
เซลลไดดีที่สุดเมื่ออยูในสารละลายเปปโตน รองลงมาคือ chicken broth และ TSB ตามลําดับ  
อธิบายไดในทาํนองเดียวกนักับ ClO2  สารละลายเปปโตนมีปริมาณสารอินทรียเปนองคประกอบ
นอยที่สุด  สารอินทรียที่เปนองคประกอบในอาหารเลีย้งเชื้อ  TSB  และ  chicken broth  จะมีผลใน
การลดประสิทธิภาพของ AcEW ได  Oomori et al. (2000)  ทดสอบประสิทธิภาพของ AcEW  ใน
สภาวะทีม่ีสารอินทรียสูง  พบวา  สารอินทรียหลายชนดิไดแก เปปโตน  ไกลซีน  น้ํามนัขาวโพด  
อาหารเลี้ยงเชือ้ Nutrient broth  รวมถึงนม และ เนื้อสัตว  มีผลในการลดปริมาณคลอรีนที่ใช
ประโยชนไดใน AcEW  ทาํใหประสิทธิภาพลดลงได  นอกจากนี้สารอนิทรียยังมีผลตอคา ORP  ซ่ึง
เปนปจจยัสําคัญในการทําลายจุลินทรียดวย  Stevenson et al. (2004) ศึกษาผลของสารอินทรียที่มี
ตอคา ORP ของ AcEW  โดยการเติมมูลสัตวลงไปในน้ําสําหรับเลี้ยงสัตว  แลวทําการฆาเชื้อดวย 
AcEW  พบวามูลสัตวมีผลทําใหคา ORP ของ AcEW  ลดลงจนไมมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ
ได     
 

สรุปผลการทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอเิล็กโทรไลซ
ชนิดกรดเปรยีบเทียบระหวางอาหาร 2 ชนดิคือใน TSB และ chicken broth แสดงใหเห็นวา ปริมาณ
ของสารอินทรียในอาหารมีผลอยางยิ่งในการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อทั้งสองชนิด  โดยสาร
ฆาเชื้อจะมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลหรือสปอรในสารละลายเปปโตนไดดกีวาใน TSB และ 
chicken broth  มีรายงานวาการใชสารประกอบคลอรีน เชน คลอรีนไดออกไซดและโซเดียมไฮโป
คลอไรท (NaOCl) ที่มีการแตกตัวเปนกรดไฮโปคลอรัส (HOCl) เชนเดยีวกับน้ําอิเล็กโทรไลซชนิด
กรดซึ่งมี HOCl เปนองคประกอบสําคัญ  จะมปีระสิทธภิาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียลดลงเมื่ออยู
ในสภาวะที่มกีารปนเปอนของสารอินทรียสูง  เนื่องจากคลอรีนบางสวนจะทําปฏิกิริยาคลอริเนชั่น
และออกซิเดชัน่กับหมูอะมิโนของสารอินทรีย  (Wei  et  al., 1995)   
 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรดในการทําลายเซลลและสปอรเมื่อแขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชือ้ชนิดเหลว  จงึสามารถทํา
การเลือกความเขมขนของสารฆาเชื้อที่เหมาะสมเพื่อใชในการทดลองตอไปไดดังนี้  คือเลือกใช
สารละลายคลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 ppm สําหรับการทําลายฟลมชีวภาพ  และ 15 ppm 
สําหรับการทําลายสปอรเกาะติด  สวนน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดนั้นในการทดลองที่ผานมานี้ได
ทดลองที่ความเขมขนเดียว  คือ 30 ppm  พบวามีประสิทธิภาพดีในการทําลายเซลลและสปอรจึง
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เลือกความเขมขนนี้สําหรับการทําลายฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิวสัมผัสอาหารในการ
ทดลองตอไป (ตารางที่ 14) 
 
ตารางที่ 14  ความเขมขนและเวลาที่เหมาะสมของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลลและสปอรใน 

  อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 
 

ความเขมขน และ เวลา (รอยละการลดลง) ชนิด 
จุลินทรีย 

ปริมาณ
เริ่มตน สารละลายเปปโตน TSB Chicken broth 

คลอรีนไดออกไซด    
 B. cereus ระดับต่ํา 5 ppm, 5  นาที  (100%) 15 ppm, 30 นาที (87.41%) 15 ppm, 20 นาที (100%) 

 ระดับสูง 5 ppm, 20 นาที (100%) 15 ppm, 30 นาที (99.98%) 15 ppm, 30 นาที (99.99%) 
 S. aureus ระดับต่ํา 5 ppm, 5  นาที  (100%) 15 ppm, 30 นาที (51.02%) 15 ppm, 30 นาที (72.46%) 

 ระดับสูง 5 ppm, 5  นาที  (100%) 15 ppm, 30 นาที (60.19%) 15 ppm, 20 นาที (68.38%) 
 สปอร ระดับต่ํา 30 ppm, 5  นาที  (100%) 50 ppm, 5 นาที (100%) 30 ppm, 5 นาที (100%) 

 ระดับสูง 30 ppm, 20 นาที (100%) 50 ppm, 20 นาที (100%) 50 ppm, 5 นาที (100%) 
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด    
 B. cereus ระดับต่ํา 30 ppm, 5 นาที  (100%) 30 ppm, 30 นาที (94.24%) 30 ppm, 5 นาที (100%) 

 ระดับสูง 30 ppm, 5 นาที  (100%) 30 ppm, 30 นาที (99.96%) 30 ppm, 20 นาที (100%) 
 S. aureus ระดับต่ํา 30 ppm, 5  นาที  (100%) 30 ppm, 30 นาที (76.56%) 30 ppm, 20 นาที (100%) 

 ระดับสูง 30 ppm, 5  นาที  (100%) 30 ppm, 30 นาที (79.58%) 30 ppm, 30 นาที (98.59%) 
 สปอร ระดับต่ํา 30 ppm, 20 นาที (100%) 30 ppm, 30 นาที (66.12%) 30 ppm, 30 นาที (99.02%) 

 ระดับสูง 30 ppm, 30 นาที(89.53%) 30 ppm, 30 นาที (80.50%) 30 ppm, 30 นาที (83.02%) 



2.    การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนแผน
พื้นผิวทดสอบ    

 
จากการสรางฟลมชีวภาพของ B. cereus  และ S. aureus  บนพื้นผิวทดสอบ 3 ชนิด ไดแก 

สแตนเลสสตีล  ยาง  และพลาสติก โดยนาํแผนพื้นผิวทีท่ําความสะอาดและฆาเชื้อแลวแชใน
สารละลายเซลลของ B. cereus  หรือ S. aureus เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  แลวนํามาแชในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
TSB ที่อุณหภมูิหอง (28+2 ๐C) เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียทั้งสองชนิดสามารถเกาะติดบน
พื้นผิวและเกดิเปนฟลมชีวภาพไดในปริมาณที่แตกตางกนั (ตารางที่ 15) กลาวคือ  เซลลของ  B. 
cereus  ในฟลมชีวภาพบนแผนสแตนเลสสตีล  ยาง  และพลาสติกมีปริมาณ 1.4,  3.2 และ 2.8 log 
CFU/cm2 ตามลําดับ  สวน S. aureus มีการเกาะติดและเกดิเปนฟลมชีวภาพไดมากกวาคือ 5.0,  6.2  
และ 5.4  log CFU/cm2 ตามลําดับ  การที่ S. aureus  สามารถสรางฟลมชีวภาพไดมากกวา B. cereus  
บนพื้นผิวทดสอบทุกชนิด  พบวา  ปจจัยหนึ่งที่สนับสนุนวา S. aureus  สามารถเกาะติดและเกดิเปน
ฟลมชีวภาพไดดีกวา B. cereus  คือ  เซลล S. aureus  มีความเปนไฮโดรโฟบิกซิตี้มากกวา B. cereus 
ทําใหยดึเกาะบนพื้นผิวไดด ี(Dickson and Koohmaraie, 1989)  Cramton and Götz (2004) รายงาน
วา  ปจจยัที่สนบัสนุนให S. aureus สามารถเกาะตดิพื้นผิวไดวาประกอบดวยหลายปจจยั เชน  ชนดิ
โปรตีนบนผิวเซลลที่แตกตางจากแบคทีเรียชนิดอืน่ ไดแก SSP-1 และ SSP-2  สารประกอบ เชน
แอดฮีซิน (adhesin) และ กรดไทโคอิก (teichoic acids) เปนตน  และกลุมของยีนที่ช่ือวา bap ซ่ึง
สรางโปรตีน Bap (Biofilm associated protein) บนผนังเซลลพบวาเกี่ยวของกับการสรางฟลม
ชีวภาพดวย (Cucarella et al., 2001)  นอกจากนี ้Jefferson (2004) ยังไดรวบรวมกลุมยนีที่เกีย่วของ
กับการสรางฟลมชีวภาพของ S. aureus เชน  กลุมยีน icaADBC (เกี่ยวกบัการสรางแอดฮีซินหรือ 
polysaccharide intracellular adhesin, PIA)  ยีน hla (เกี่ยวกับการสราง hemolytic toxin) ยีน clfa 
(เกีย่วกับการสราง clumping factor A) และdtlA (เกี่ยวกับการสรางกรดไทโคอิก)  ดวยเหตนุี้ S. 
aureus  จึงแสดงความสามารถในการเกาะติดและเกิดเปนฟลมชีวภาพบนพื้นผิวไดด ี  

 
สวนการเกาะติดของสปอรบนพื้นผิวโดยแชพื้นผิวในสารละลายสปอรเปนเวลา 4 ช่ัวโมง   

พบวา  สปอรสามารถเกาะตดิบนแผนสแตนเลสสตีล  ยาง  และพลาสติกได 3.0,  3.7 และ 2.8 log 
CFU/cm2 ตามลําดับ  และเมือ่เปรียบเทียบปริมาณของ B. cereus  ระหวางเซลลและสปอรบนพื้นผิว
ทดสอบกลับพบวา  การเกาะติดของสปอรของ B. cereus   บนทุกชนิดพื้นผิวทดสอบมีปริมาณ
มากกวาเซลลของ B. cereus   มีรายงานวาสปอรมีสมบัติของความเปนไฮโดรโฟบิกมากกวาเซลล 
ดวยเหตนุี้จึงทาํใหสามารถเกาะติดบนพื้นผิวไดดีกวา (Doyle et al., 1984)  สอดคลองกับการทดลอง
ของ Peng et al. (2001) ซ่ึงเปรียบเทียบการเกาะติดระหวางเซลลและสปอรของ B. cereus  บนแผน
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สแตนเลสสตีล  พบวา  สปอรสามารถเกาะติดบนพื้นผิวไดมากถึง 6.4 log CFU/chip ขณะที่เซลล
สามารถเกาะตดิไดต่ํากวาคือ 4.8 log CFU/chip   

 
นอกจากโครงสรางและชนิดของเซลล  องคประกอบของอาหารที่ลอมรอบ (composition 

of the surrounding medium) ชนิดของพื้นผิวเปนอีกปจจยัหนึ่งที่สําคัญในการเกาะตดิบนพื้นผิวและ
เกิดเปนฟลมชีวภาพ  (Chmielewski and Frank, 2003)  ผลการทดลองในที่นี้พบวา  B. cereus  และ 
S. aureus  สามารถสรางฟลมชีวภาพบนแผนยางไดมากที่สุด รองลงมาคือ พลาสติก และ สแตน
เลสสตีล  ขณะที่สปอรของ B. cereus  นั้นก็สามารถเกาะติดบนแผนยางไดมากที่สุดเชนกัน  (ตาราง
ที่ 15)  สอดคลองกับการทดลองของ Ronner and Wong (1993)  พบวา L. monocytogenes  สามารถ
สรางฟลมชีวภาพบนแผนยาง (6.5 log CFU/cm2) ไดดกีวาบนสแตนเลสสตีล  (5.2 log CFU/cm2)  
เชนเดยีวกับ  Beresford et al. (2001)  พบวา L. monocytogenes  สามารถเกาะติดบนแผนยาง ( 6.1 
log CFU/coupon) ไดดกีวาแผนสแตนเลสสตีล (5.9 log CFU/coupon) และโพลิโพรพิลีน (5.0 log 
CFU/coupon) เชนกัน  กอนหนานี้  Mafu et al. (1990)  ศึกษาการเกาะติดของ L. monocytogenes 
บนพื้นผิวหลายชนิด ไดแก สแตนเลสสตีล  แกว  โพลิโพรพิลีน  และยาง  จากการศกึษาพื้นผิว
ภายใตกลองจลุทรรศนชนิดสองกราด (scanning electron microscope)  พบวาเนื่องจากแผนแกวมี
พื้นผิวที่เรียบกวาพื้นผิวอ่ืน สวนยางมีลักษณะเปนชองลึกมีรอยแยกขนาดใหญกวา  ดวยเหตนุี้จึงทาํ
ใหเชื้อจุลินทรยีสามารถเกาะติดพื้นผิวของยางไดมากกวาพื้นผิวชนดิอื่น   
 
ตารางที่ 15  จาํนวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบที่อุณหภูมิ 28+2 ๐C 
 
 จํานวนเซลลหรือสปอรบนพื้นผิว (log CFU/cm2) 
  สแตนเลสสตีล ยาง พลาสติก 
ฟลมชีวภาพของ B. cereusa 1.35(+0.03) d 3.23(+0.09) 2.82(+0.07) 
ฟลมชีวภาพของ S. aureusb 5.01(+0.03) 6.22(+0.12) 5.43(+0.14) 
สปอรเกาะติดc 2.95(+0.09) 3.69(+0.21) 2.81(+0.06) 

 
หมายเหตุ  a  ฟลมชีวภาพของ B. cereus  บนพื้นผิวอายุ 48 ช่ัวโมง 

 b  ฟลมชีวภาพของ S. aureus บนพื้นผิวอาย ุ48 ช่ัวโมง 
 c  สปอรเกาะติดบนพื้นผิวอายุ 4 ช่ัวโมง  
 d  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 3 
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2.1  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบน
แผนพื้นผิวทดสอบ 
 

2.1.1   ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดภายใตปจจัยของชนิดพืน้ผิวทดสอบ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดในการทําลายฟลมชีวภาพ
ของ B. cereus, S. aureus และสปอรเกาะตดิบนแผนพื้นผิวทดสอบ  โดยเปรียบเทียบภายใตปจจยั
ของชนิดพื้นผิวทดสอบ 3 ชนิด ไดแก  สแตนเลสสตีล  พลาสติก  และ ยาง ทดสอบกับสารละลาย
คลอรีนไดออกไซดที่ความเขมขนเหมาะสมจากการทดลองที่ผานมาคือ 5 ppm สําหรับการทําลาย
ฟลมชีวภาพอายุ 48 ช่ัวโมงและ 15 ppm  สําหรับการทําลายสปอรเกาะติดอายุ 4 ช่ัวโมง ในชวงเวลา 
0-30 นาที พบวา  การใช  ClO2 ความเขมขน 5 ppm  สามารถลดจํานวนเซลลของ B. cereus  ภายใน
ฟลมชีวภาพบนแผนสแตนเลสสตีลและพลาสติกไดต่ํากวาระดับต่ําสดุที่สามารถตรวจวัดได 
(detection limit เทากับ 0.18 log CFU/cm2) ภายในเวลา 5 และ 20 นาที ตามลําดับ  แตบนแผนยาง  
พบวาเซลลของ B. cereus  บางสวนยังคงรอดชีวิตหลังจากสัมผัส ClO2 5 ppm เปนเวลา 30 นาที  
อยางไรก็ตามที่ระดับความเขมขนนี้ก็สามารถทําลายเซลลไดถึงรอยละ 99.40  (จากจาํนวนเริ่มตน 
3.3 ลดลงเหลือ 1.1 log CFU/cm2)  (ตารางที่ 16) 

 
ในกรณีของ S. aureus ในฟลมชีวภาพบนพืน้ผิวทั้ง 3 ชนดิ พบวา  เมื่อแชใน 

ClO2 ความเขมขน 5 ppm  เวลาผานไป 30 นาทีพบจํานวนเซลลที่รอดชีวิตแตกตางกนัในแตละ
พื้นผิว  บนแผนยาง S. aureus  สามารถอยูรอดไดถึง 5.8 log  CFU/cm2 (จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 6.4  
log CFU/cm2) หรือลดลงเพียงรอยละ 76.01  ขณะที่  S. aureus บนแผนสแตนเลสสตีลและพลาสติก
หลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อแลวพบวา จาํนวนลดลงไดมากกวา  คือ  ลดลงได  3.2  log CFU/cm2(รอย
ละ 99.93)  และ  3.0  log CFU/cm2 (รอยละ 99.90) ตามลําดับ (ตารางที่ 16)    
 

คลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 ppm จงึไมมีประสิทธิภาพเพยีงพอในการ
ทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus (อายุ 48 ช่ัวโมง) บนแผนยางภายในเวลาทดสอบ 30 นาทีและไม
สามารถทําลายฟลมชีวภาพของเซลล S. aureus (อายุ 48 ช่ัวโมง) บนพื้นผิวทดสอบทกุชนิดได
ทั้งหมดเชนกนั  ตองเพิ่มระดับความเขมขนของ ClO2 เปน 10 และ 15 ppm  พบวา  ที ่ClO2 เขมขน 
10 ppm นาน 30 นาที สามารถทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus  บนพื้นผิวทดสอบทัง้สามชนิดได
จนอยูในระดบัต่ํากวา detection limit (0.18 log CFU/cm2)  สวน S. aureus  ที่ ClO2 เขมขน 10 ppm 
พบวา เซลล S. aureus  บนพื้นผิวสแตนเลสสตีลถูกทําลายจนอยูในระดับต่ํากวา detection limit 
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ภายในเวลา 5 นาที  แตไมสามารถทําลายเซลล S. aureus  บนแผนพลาสติกและยางไดหมดในเวลา 
30 นาที  คือ  ลดลงได  2.7 (รอยละ 99.81) และ 3.3 log CFU/cm2 (รอยละ 99.95) ตามลําดับ   และ
เมื่อทดสอบโดยใช  ClO2 ที่ความเขมขน 15 ppm และเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อนาน 30 นาที  
(ในการทดลองนี้ใชเวลาในการสัมผัสสาร 30 นาที เพียงเวลาเดียว)  พบวา  สามารถลดเซลล S. 
aureus  บนแผนพลาสติกนอยกวาคา detection limit  แตยงัสามารถตรวจพบ S. aureus  บนแผนยาง
ได 2.1 log CFU/cm2 หรือลดลงรอยละ 99.81  สวนการทาํลายสปอรเกาะติดบนพื้นผิวดวยการใช 
ClO2ที่เขมขน 15 ppm นั้น  ไมสามารถลดจํานวนสปอรบนแผนยางไดทัง้หมด  แตอยางไรก็ดี ไมได
ทําการทดลองที่ระดับความเขมขนสูงมากกวานี้  เนื่องจากมีขอจํากัดคือ  ที่ความเขมขนของคลอรีน
ไดออกไซดทีร่ะดับสูงกวานีม้ีกล่ินฉุนมาก  สรางความระคายเคืองตอผูปฏิบัติงานได  ไมเหมาะกับ
การใชในอุตสาหกรรม  จึงไมไดทําการทดลองตอไป 
 

เมื่อเพิ่มความเขมขนของคลอรีนไดออกไซดเปน 15 ppm ทดสอบการทําลาย
สปอรเกาะติดบนพื้นผิว  พบวา  ClO2 15 ppm สามารถลดจํานวนสปอรที่เกาะติดบนแผนสแตน
เลสสตีลและพลาสติกไดอยูในระดับต่ํากวา  0.18 log CFU/cm2  ภายในเวลา  30  และ  10  นาที 
ตามลําดับ  ในขณะที่สปอรบนแผนยางลดลงเพียงรอยละ 83.40 (จากจํานวนเริ่มตน 3.9 ลดลงเหลือ 
3.1 log CFU/cm2) แมวาจะใหสัมผัสสารฆาเชื้อ 15 ppm เปนเวลา 30 นาที (ตารางที่ 16)  

 
จากผลการทดลอง จะเหน็วา  ฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวที่

แตกตางกันมผีลทําใหเซลลภายในฟลมชวีภาพนั้นมีตานทานตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน  ฟลม
ชีวภาพหรือสปอรที่เกาะติดบนแผนยางจะถูกทําลายดวยสารละลาย ClO2ไดยากกวาพื้นผิวชนดิอื่น  
เนื่องจากปจจยัแรกจํานวนเซลลหรือสปอรบนแผนยางนั้นมีมากกวาพื้นผิวชนดิอื่น และปจจยัที่สอง
ที่สําคัญลักษณะพืน้ผิวของยางมีความขุรขระ ไมสม่ําเสมอ คาดวา  ทําใหเซลลหรือสปอรบางสวน
ไมสัมผัสกับสารฆาเชื้อ  และเมื่อเปรียบเทียบความตานทานตอสารฆาเชื้อของเซลลหรือสปอรบน
พื้นผิวกับเซลลหรือสปอรอิสระที่แขวนลอยในอาหารจากการทดลองที่ผานมา  พบวา  เซลลภายใน
ฟลมชวีภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวนั้นมีความตานทานตอสารฆาเชื้อมากกวาเซลลในสภาพ
สารละลาย  จึงถูกทําลายดวยสารฆาเชื้อไดยากกวาเซลลหรือสปอรอิสระ   
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ตารางที่ 16  จาํนวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  หลังสัมผัสสารละลาย 
  คลอรีนไดออกไซด  

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลหรือสปอรบนพื้นผิวทดสอบหลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด

ความเขมขน 5 และ 10 ppm สําหรับฟลมชีวภาพและ 15 ppm  สําหรับสปอรเกาะติด  

ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C   

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2  

 
 

 
 
   

 จํานวนเซลลหรือสปอร (log CFU/cm2) a  และเวลา (นาที) 
 

ClO2 
(ppm) 

พ้ืนผิว 
0 5 10 20 30 

ฟลมชีวภาพของ B. cereus      
 5 สแตนเลสสตีล 1.33(+0.03) b <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 2.77(+0.18) 1.93(+0.30) 0.38(+0.28) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  ยาง 3.32(+0.13) 1.93(+0.30) 1.73(+0.21) 1.79(+0.06) 1.10(+0.03) 
 10 สแตนเลสสตีล 1.85(+0.03)  <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 2.87(+0.05) 1.56(+0.06) 0.61(+0.15) 0.20(+0.03) <0.18(+0.00) 
  ยาง 3.57(+0.01) 1.68(+0.13) 0.52(+0.0.2) 0.42(+0.23) <0.18(+0.00) 
ฟลมชีวภาพของ S. aureus      
 5 สแตนเลสสตีล 5.04(+0.06) 3.35(+0.21) 2.70(+0.05) 2.54(+0.20) 1.88(+0.10) 
  พลาสติก 5.36(+0.25) 3.82(+0.18) 3.07(+0.06) 2.72(+0.20) 2.36(+0.11) 
  ยาง 6.39(+0.40) 6.23(+0.49) 5.82(+0.08) 6.25(+0.40) 5.77(+0.15) 
 10 สแตนเลสสตีล 5.33(+0.04) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 5.34(+0.21) 4.57(+0.10) 3.93(+0.00) 2.92(+0.13) 2.62(+0.48) 
  ยาง 5.89(+0.33) 4.43(+0.14) 4.31(+0.16) 3.52(+0.06) 2.56(+0.11) 
สปอรเกาะติด      
 15 สแตนเลสสตีล 2.95(+0.12) 1.66(+0.13) 1.05(+0.24) 0.43(+0.35) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 2.87(+0.08) 1.20(+0.54) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  ยาง 3.87(+0.18) 3.72(+0.23) 3.56(+0.22) 3.36(+0.28) 3.09(+0.27) 
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2.1.2  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดภายใตปจจัยของการปนเปอนสารอินทรีย
บนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด 

 
เมื่อสรางการปนเปอนสารอินทรียบนฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดโดยนํา

แผนพื้นผิวที่มกีารสรางฟลมชีวภาพบนพื้นผิวอายุ 48 ช่ัวโมงหรือสปอรเกาะติดอายุ 4 ช่ัวโมงแชลง
ในอาหาร chicken broth เปนเวลา 30 นาทีและผ่ึงใหแหงอกี 1 ช่ัวโมงเพือ่เลียนแบบสภาพอาหารที่
หลงเหลือบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด  ทําการทดสอบที่ความเขมขนของคลอรีนไดออกไซด
ระดับเดยีวกับกรณีไมมกีารปนเปอนสารอินทรีย พบวา  การใช ClO2 5 ppm สามารถทําลายเซลล B. 
cereus  บนแผนสแตนเลสสตีลไดจนอยูในระดับต่ํากวาคา detection limit (ลดลงได > 1.5 log 
CFU/cm2) ในเวลา 5 นาที  แตไมสามารถทําลายเซลลบนแผนพลาสติกและยางไดหมดในเวลา 30 
นาที  ลดไดเพยีง 2.5 และ 1.4 log CFU/cm2 ตามลําดับ (ตารางที่ 17)  ที่ความเขมขนเดียวกันนี้  แม
เวลาทดสอบสูงสุดที่ใช 30 นาทีสามารถทําลายเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพบนแผนสแตนเลส 
สตีล  พลาสติก และ ยางลดลงไดนอยกวาคือ  1.2  2.3  และ 0.9  log CFU/cm2 ตามลําดับ  แตการใช 
ClO2 เขมขน 15 ppm  สามารถทําลายสปอรเกาะตดิบนแผนสแตนเลสสตีลและพลาสติกจนอยูใน
ระดับต่ํากวาคา detection limit ในเวลา 10 และ 5 นาที  ตามลําดับ  อยางไรก็ตามลดจํานวนสปอร
เกาะตดิบนแผนยางไดเพยีง 0.5  log CFU/cm2 หรือลดลงรอยละ 64.52 
 

การทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด หากไมมกีารปนเปอน chicken broth    
พบวา  การใชคลอรีนไดออกไซดความเขมขน 5 ppm เปนเวลา 5 และ 20 นาที  ทําลายเซลล B. 
cereus  บนสแตนเลสสตีล และพลาสติกไดต่ํากวาคา detection limit   แตเมื่อสรางการปนเปอน 
chicken broth บนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด  แมวา ClO2 ความเขมขน 5 ppm  มีประสิทธิภาพ
ในการลดเซลล B. cereus  บนแผนสแตนเลสสตีลใน 5 นาที  แตกลับพบวาไมมีประสิทธิภาพ
เพียงพอในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus  บนแผนพลาสติกและยางไดทั้งหมดภายในเวลา 
30 นาที  และไมสามารถทําลายฟลมชีวภาพของ S. aureus  บนพื้นผิวทดสอบทุกชนิดไดทั้งหมด
เชนกัน  เมื่อเพิม่ระดับความเขมขนของ ClO2 เปน 10 ppm (ตารางที่ 17)  จึงสามารถทําลายฟลม
ชีวภาพของ B. cereus  บนแผนพลาสติกไดจนอยูในระดบัต่ํากวา detection limit ภายในเวลา 30 
นาที  แตอยางไรก็ตามยังคงเหลือเซลล  B. cereus  บนแผนยาง 0.5 log CFU/cm2 (จากเซลลเร่ิมตน 
3.5 log CFU/cm2)  หรือลดลงรอยละ 99.89    

 
ในกรณี S. aureus  เมื่อเพิ่มความเขมขนของ ClO2 เปน 10 ppm เทากัน  พบวา 

ไมสามารถทําลายเซลล S. aureus  บนแผนสแตนเลสสสตีล  พลาสติก  และยางใหอยูในระดับต่ํา
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กวา detection limit ไดภายในเวลา 30 นาที  แตสามารถลดเซลล S. aureus  บนพื้นผิวลงได 4.31 (>
รอยละ 99.99)  3.2 (รอยละ 99.93) และ 2.9 log CFU/cm2 (รอยละ 99.88) ตามลําดับ  (ตารางที่ 17) 

 
ตารางที่ 17  จาํนวนเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อมีการปนเปอน chicken   

  broth  หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด  

 
หมายเหตุ a  จํานวนเซลลหรือสปอรบนพื้นผิวทดสอบหลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด

ความเขมขน 5 และ 10 ppm สําหรับฟลมชีวภาพ และ 15 ppm สําหรับสปอรเกาะติด  
ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2  

 
 

 จํานวนเซลลหรือสปอร (log CFU/cm2) a  และเวลา (นาที) 
 

ClO2 
(ppm) 

พ้ืนผิว 
0 5 10 20 30 

ฟลมชีวภาพของ B. cereus      
 5 สแตนเลสสตีล 1.67(+0.12) b <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 2.98(+0.57)  2.42(+0.16)  2.34(+0.36)  1.48(+0.00)  0.47(+0.40) 
  ยาง 2.88(+0.04) 2.30(+0.23)  2.22(+0.06)  2.07(+0.06)  1.50(+0.16) 
 10 สแตนเลสสตีล 1.58(+0.07) b <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 3.20(+0.11) 1.87(+0.23) 1.02(+0.08) 0.32(+0.20) <0.18(+0.00) 
  ยาง 3.51(+0.12) 1.98(+0.18) 0.96(+0.04) 0.57(+0.10) 0.54(+0.06) 
ฟลมชีวภาพของ S. aureus      
 5 สแตนเลสสตีล 5.25(+0.08) 4.70(+0.11) 4.35(+0.04) 4.23(+0.11) 3.07(+0.25) 
  พลาสติก 5.51(+0.03) 4.78(+0.17) 4.06(+0.09) 3.49(+0.01) 3.26(+0.17) 
  ยาง 6.59(+0.12) 6.26(+0.25) 6.20(+0.07) 6.13(+0.18) 5.70(+0.40) 
 10 สแตนเลสสตีล 5.37(+0.33) 2.99(+0.07) 1.72(+0.33) 1.08(+0.20) 1.06(+0.15) 
  พลาสติก 5.20(+0.12) 5.00(+0.01) 3.44(+0.01) 3.28(+0.11) 2.04(+0.08) 
  ยาง 6.11(+0.16) 5.25(+0.00) 4.78(+0.01) 3.44(+0.16) 3.20(+0.18) 
สปอรเกาะติด      
 15 สแตนเลสสตีล 2.54(+0.18) 0.65(+0.14) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 2.75(+0.06) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  ยาง 3.52(+0.01) 3.09(+0.08) 3.35(+0.16) 3.25(+0.19) 3.07(+0.40) 
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เมื่อทดสอบตอไปพบวาตองใช  ClO2 เพิ่มความเขมขนเปน 15 ppm และให
เวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อนาน 30 นาที   จึงจะทําลายเซลล B. cereus  ในฟลมชีวภาพบนแผนยาง
ใหอยูในระดับต่ํากวา detection limit   แตยงัสามารถตรวจพบ S. aureus  บนแผนพลาสติกและยาง
ได 1.1 log CFU/cm2 (ลดลงได 4.1 log CFU/cm2 หรือรอยละ 99.99) และ 2.6 log CFU/cm2 (ลดลง
ได 3.5 log CFU/cm2 หรือรอยละ 99.97) ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ ค13) 
 

จากการเปรยีบเทียบคารอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอร
เกาะตดิบนพืน้ผิวทดสอบ  เมื่อไมมีและมกีารปนเปอน chicken broth บนฟลมชีวภาพหรือสปอร
เกาะตดิ  (ตารางผนวกที ่ค13) พบวา  อาหารที่สรางการปนเปอนบนแผนฟลมชีวภาพจะสนับสนนุ
ใหเซลล  B. cereus  และ S. aureus อยูรอดบนแผนยางและพลาสติกไดเพิ่มขึ้น  กลาวคือ  ความ
เขมขนของ  ClO2 และเวลาเทากันจะมีประสิทธิภาพในการทําลาย B. cereus  บนแผนยางที่มีอาหาร
ปนเปอนได  ลดลงและไมสามารถทําลาย B. cereus  บนแผนพลาสตกิไดหมด  สวนการปนเปอน 
chicken broth บนฟลมชีวภาพของ S. aureus   พบวา  ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อบนพื้นผิวจะ
ลดลงทํานองเดียวกับกรณีฟลมชีวภาพของ B. cereus   ดวยเหตุนี้ อาหารที่หลงเหลือบนพื้น
ผิวสัมผัสและมีโอกาสปนเปอนบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดจึงมีผลในการลดประสิทธิภาพ
ของสารฆาเชื้อได  ดังเชนการทดลองของ Frank et al. (2003) ไดทดสอบประสทิธิภาพของสารฆา
เชื้อหลายชนดิ  ไดแก โซเดียมไฮโปคลอไรท  โซเดียมคลอไรท  กรดเปอรรอกซีแอซีติก และ 
Quaternary ammonium compound ในการทําลายฟลมชีวภาพของ L. monocytogenes ที่มีการ
ปนเปอนไขมนั (4 mg) และโปรตีน(365 mg) บนฟลมชวีภาพ  พบวา  สารฆาเชื้อสวนใหญมี
ประสิทธิภาพในการทําลายฟลมชีวภาพทีม่ีการปนเปอนสารอินทรียไดลดลง   

 
ในกรณีของสปอร B. cereus  กลับพบวา  ClO2 มีประสิทธิภาพในการลด

จํานวนสปอรบนทุกพื้นผิวทดสอบดีขึ้น  โดยสามารถทําลายสปอรทั้งหมดบนแผนสแตนเลสสตีล
และพลาสติกไดเร็วขึ้นคือใชเวลาเพียง 10 และ 5 นาที ตามลําดับ  อธิบายไดวา ในระหวางการ
ปนเปอนสารอินทรียบนสปอรเกาะติดโดยแชใน chicken broth เปนเวลา 30 นาทีทําใหสปอร
เกาะตดิบางสวนหลุดออกจากพื้นผิวซ่ึงสงผลใหปริมาณสปอรเกาะตดิเริ่มตนลดลง  จากปริมาณ
เร่ิมตนที่ลดลงนี้ทําใหสารฆาเชื้อมีประสิทธิภาพในการทําลายสปอรบนพื้นผิวดีขึ้นและใชเวลาใน
การฆาเชื้อลดลง



2.2 ประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอร
เกาะตดิบนแผนพื้นผิวทดสอบ 
 
2.2.1   ประสิทธิภาพของน้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดภายใตปจจัยของชนิดพื้นผิว

ทดสอบ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดที่มีปริมาณคลอรีนที่
ใชประโยชนไดทั้งหมด 30 ppm ในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus, S. aureus และสปอร
เกาะตดิบนแผนพื้นผิวทดสอบ  โดยเปรียบเทียบภายใตปจจัยของชนิดพืน้ผิวทดสอบ 3 ชนิด ไดแก  
สแตนเลสสตลี  พลาสติก  และ ยาง ผลการทดสอบพบวา 
 

น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดทีม่ีปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนไดทั้งหมด 30 ppm 
มีประสิทธิภาพในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus  ไดโดยสามารถลดปริมาณเซลล B. cereus  
บนแผนสแตนเลสสตีล (จํานวนเริ่มตน 1.4 log CFU/cm2)  จนอยูในระดบัต่ํากวาคา detection limit  
ไดภายใน 5 นาที  สวนฟลมชีวภาพบนแผนพลาสติก (จาํนวนเริ่มตน 2.8 log CFU/cm2)  และยาง 
(จํานวนเริ่มตน 3.4 log CFU/cm2)  นั้นตองใชเวลาเพิ่มขึ้นเปน 10 นาทีจึงจะทําลายเซลลใหอยูใน
ระดับต่ํากวาคา detection limit  ได  สวนการทําลายเซลล S. aureus ภายในฟลมชีวภาพ  จากจํานวน
เซลลเร่ิมตนบนแผนสแตนเลสสตีล พลาสติก และ ยาง  เทากับ 5.2  5.1  และ  6.2 log CFU/cm2  
พบวา  เซลลบางสวนสามารถอยูรอดไดบนพื้นผิวทดสอบหลังจากสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด
เปนเวลา 30 นาที โดยพบวา AcEW สามารถลดเซลล S. aureus  บนแผนสแตนเลสสตีล พลาสติก 
และ  ยาง ไดใกลเคียงกัน คือ ลดลงได 2.7  2.84  และ 2.64 log CFU/cm2 ตามลําดับ (ลดลงรอยละ 
99.81  99.67  และ 99.77)   กรณีของสปอรพบวา AcEW ความเขมขน 30 ppm สามารถทําลาย
สปอรบนแผนสแตนเลสสตีล  (จํานวนเริ่มตน 3.03 log CFU/cm2)  พลาสติก (จํานวนเริ่มตน 2.8 log 
CFU/cm2)  และ ยาง (จํานวนเริ่มตน 3.87 log CFU/cm2) จนอยูในระดับต่ํากวาคา detection limit  
ไดหลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อเปนเวลา 5  10  และ 30 นาที ตามลําดับ  (ตารางที่ 18)   
 
 
 
 
 
 

    70 
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ตารางที่ 18  จาํนวนเซลลในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ 
     ชนิดกรด   

 
หมายเหตุ  a   จํานวนเซลลหรือสปอรบนพื้นผิวทดสอบ  หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความ

เขมขน 30 ppm  ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

 b   คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2  

 
2.2.2   ประสิทธิภาพของน้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดภายใตปจจัยของการปนเปอน

สารอินทรียบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด 
 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลายฟลม
ชีวภาพของ  B. cereus  ที่มีการปนเปอน chicken broth บนฟลมชีวภาพ (จํานวนเซลลเร่ิมตนบน
แผนสแตนเลสสตีล  พลาสติก  และ ยาง เทากับ 1.6  2.8  และ 3.4 log CFU/cm2  ตามลําดับ)  พบวา
การใช AcEW เขมขน  30 ppm มีประสิทธิภาพในการลดจํานวนเซลล   B. cereus  บนแผนสแตน
เลสสตีลใหอยูในระดบัต่ํากวา detection limit ไดภายในเวลา 5 นาที  สวนบนแผนพลาสติกและยาง
นั้นตองใชเวลาเพิ่มขึ้นเปน 30 นาทีจึงจะทําลายไดหมด  ขณะทีก่ารทําลายฟลมชีวภาพของ  S. 
aureus  บนพื้นผิว (จํานวนเซลลเร่ิมตนบนแผนสแตนเลสสตีล  พลาสติก และ ยาง เทากับ 5.6  5.5  

 จํานวนของเซลลหรือสปอร (log CFU/cm2) a  และเวลา (นาที) 
 

พ้ืนผิว 
0 5 10 20 30 

ฟลมชีวภาพของ B. cereus      
 สแตนเลสสตีล 1.38(+0.04) b <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 พลาสติก 2.77(+0.18) 1.41(+0.06) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 ยาง 3.37(+0.06) 0.85(+0.19) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 

ฟลมชีวภาพของ S. aureus      
 สแตนเลสสตีล 5.20(+0.08) 4.70(+0.21) 3.80(+0.12) 3.76(+0.06) 2.47(+0.08) 
 พลาสติก 5.10(+0.12) 3.23(+0.15) 3.09(+0.21) 3.19(+0.07) 2.26(+0.21) 
 ยาง 6.19(+0.11) 4.28(+0.17) 4.21(+0.40) 4.40(+0.35) 3.55(+0.01) 

สปอรเกาะติด      
 สแตนเลสสตีล 3.03(+0.01) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 พลาสติก 2.80(+0.18) 1.41(+0.32) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 ยาง 3.87(+0.18) 1.83(+0.16) 1.55(+0.14) 1.48(+0.04) <0.18(+0.00) 
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และ 6.6  log CFU/cm2  ตามลําดับ)  พบวา  AcEW  ที่ความเขมขน 30 ppm สามารถลดจํานวนเซลล
บนแผนสแตนเลสสตีล พลาสติก และ ยางลงได  3.8  2.2  และ 2.8  log CFU/cm2 (ลดลงรอยละ 
99.98  99.37 และ 99.85)  ในกรณีสปอร  AcEW  สามารถทําลายสปอรบนแผนสแตนเลสสตีล  
(จํานวนเริ่มตน 2.7 log CFU/cm2)  จนอยูในระดบัต่ํากวาคา detection limit ไดในเวลา 5 นาที  แต
สปอรเกาะติดบนแผนพลาสติก (จํานวนเริม่ตน 2.8 log CFU/cm2) และ ยาง (จํานวนเริ่มตน 3.5 log 
CFU/cm2)  ลดลงไดเพียง 3.2 และ 1.3 log CFU/cm2 ตามลําดับ  (ตารางที่ 19)   
 
ตารางที่ 19  จาํนวนเซลลในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อมีการปนเปอน chicken 
     broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 

 
หมายเหตุ  a   จาํนวนเซลลหรือสปอรบนพื้นผิวทดสอบ  หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความ

เขมขน 30 ppm  ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

 b   คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 

 
การใชน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความเขมขน 30 ppm  ในการทําลายฟลม

ชีวภาพและสปอรเกาะติดบนพื้นผิว พบวา เซลล S. aureus ภายในฟลมชีวภาพบนพืน้ผิวทดสอบทกุ
ชนิดเพยีงบางสวนถูกทําลายไดหลังจากสัมผัสสารฆาเชื้อ  แตยังคงพบเซลลที่รอดชีวิตไดทั้งในกรณี

 จํานวนเซลลหรือสปอร (log CFU/cm2) a  และเวลา (นาที) 
 

พ้ืนผิว 
0 5 10 20 30 

ฟลมชีวภาพของ B. cereus      
 สแตนเลสสตีล 1.64(+0.16) b <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 พลาสติก 2.48(+0.14) 1.12(+0.26) 0.82(+0.28) 0.28(+0.11) <0.18(+0.00) 
 ยาง 3.24(+0.08) 1.40(+0.08) 0.97(+0.01) 0.52(+0.33) <0.18(+0.00) 

ฟลมชีวภาพของ S. aureus      
 สแตนเลสสตีล 5.55(+0.08)  4.33(+0.11)  3.61(+0.21)  3.55(+0.04) 1.78(+0.16) 
 พลาสติก 5.51(+0.03)  4.60(+0.02) 3.76(+0.37) 3.44(+0.10) 3.31(+0.03) 
 ยาง 6.59(+0.12)  5.17(+0.45)  5.12(+0.40)  5.03(+0.34)  3.77(+0.29) 

สปอรเกาะติด      
 สแตนเลสสตีล 2.69(+0.04) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
 พลาสติก 2.76(+2.76) 1.20(+0.42) 0.96(+0.28) 0.80(+0.23) 0.59(+0.24) 
 ยาง 3.52(+0.01) 3.10(+0.10) 3.03(+0.07) 2.57(+0.14) 2.21(+0.31) 
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เมื่อไมมีและมกีารปนเปอน chicken broth  จึงเพิ่มความเขมขนของคลอรีนเปน 52  และ 76 ppm  
พบวา  ในกรณีไมมีการปนเปอน chicken broth  การใช AcEW เขมขน 52 ppm สามารถทําลาย
เซลล S. aureus ภายในฟลมชีวภาพบนแผนสแตนเลสสตีลไดจนอยูในระดับต่ํากวาคา detection 
limit  ในเวลา 30 นาที (ตารางที่ 20) แตไมสามารถทําลายเซลลบนแผนพลาสติกและยางไดหมด
ยังคงมีเซลลเหลืออยู 2.3 และ 3.4 log CFU/cm2 ตามลําดับ  (ลดลงรอยละ 99.92 และ 99.83)  และ
เมื่อใชความเขมขน 76 ppm  สามารถทําลายเซลล S. aureus บนแผนพลาสติกจนอยูในระดับต่ํากวา
คา detection limit  แตในกรณีแผนยางเซลล S. aureus ยงัคงรอดชีวิตอยูได  แตมีจํานวนลดลงถึง 
3.2 log CFU/cm2 หรือลดลง 99.94    

 
เมื่อสรางการปนเปอน chicken broth  บนฟลมชีวภาพใหผลการทดลองใน

แนวทางเดยีวกันคือ การใช AcEW เขมขน 52 ppm  ทําลายเซลล S. aureus บนแผนสแตนเลสสตีล
ไดจนอยูในระดับต่ํากวาคา detection limit  ในเวลา 30 นาที  แตไมสามารถทําลายเซลลบนแผน
พลาสติกและยางได  ยังคงมเีซลลเหลืออยู 2.7 และ 3.3 log CFU/cm2 ตามลําดับ  (ลดลงรอยละ 
99.72 และ 99.91)  และเมื่อใชความเขมขนเพิ่มเปน 76 ppm  เซลล S. aureus บนแผนพลาสติกจะถกู
ทําลาย  ตรวจพบในระดับต่าํกวาคา detection limit  สวนบนแผนยางเซลล S. aureus ยังคงรอดชีวติ
อยูได แตมีจํานวนลดลงถึง 4.3 log CFU/cm2 หรือลดลง 99.99 (ตารางที่ 20)   

 
เมื่อเปรียบเทียบรอยละการลดลงเซลลภายในฟลมชีวภาพและสปอรเกาะติด  

หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด  เมื่อไมมีและมีการปนเปอน chicken broth  พบวา ใหผลใน
แนวทางเดยีวกับคลอรีนไดออกไซด คือ  คารอยละการลดลงของเซลลหรือสปอรบนพื้นผิวทีไ่มมี
การปนเปอน chicken broth มากกวาในกรณีที่มีการปนเปอน  (ตารางผนวกที่ ค14)  แสดงวา  หากมี
สารอาหารบนฟลมชีวภาพจะมีผลลดประสิทธิภาพของ AcEW ไดเชนเดียวกับ ClO2 
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ตารางที่ 20  จาํนวนเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพบนพืน้ผิว  เมื่อไมมแีละมีการปนเปอน chicken 
      broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 

 
หมายเหตุ  a   จาํนวนเซลล S. aureus บนพื้นผิวทดสอบ  หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความ

เขมขน 52 และ 76 ppm  ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

 b   คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 

 
จากผลการทดลองเมื่อใชคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดใน

การทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบ  สรุปไดวา  สารฆาเชื้อทั้งสองชนิด
สามารถทําลายฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนแผนยางไดยากที่สุด  รองลงมาคือ พลาสติกและส
แตนเลสสตีล  สอดคลองกับการทดลองของ  Ronner and Wong (1993)  แสดงใหเห็นวา  ฟลม
ชีวภาพของ L. monocytogenes และ S. Typhimurium  บนแผนยาง  Buna-n (gasket material)  ถูก
ทําลายดวยสารฆาเชื้อไดยากกวาฟลมชีวภาพบนสแตนเลสสตีลเชนกัน  กลาวคือ เมือ่ใชคลอรีน 
(Dibac) เขมขน 100 ppm เวลา 2 นาที สามารถลดเซลล L. monocytogenes และ S. Typhimurium  
ภายในฟลมชวีภาพบนแผนยางไดรอยละ 87.4-99.2 ขณะที่เซลลบนสแตนเลสสตีลลดลงมากกวา
รอยละ 99.9 เชนเดียวกับการทดลองของ Somers and Wong (2004) พบวา  เมื่อใชสารทําความ

 จํานวนเซลล (log CFU/cm2) a  และเวลา (นาที) 
 

ความเขมขน 
(ppm) 

พ้ืนผิว 
0 10 30 

เมื่อไมมีการปนเปอน CB     
 52  สแตนเลสสตีล 5.44(+0.27)b 2.61(+0.11) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 5.36(+0.25) 3.34(+0.18) 2.28(+0.48) 
  ยาง 6.15(+0.18) 3.94(+0.11) 3.39(+0.40) 
 76 สแตนเลสสตีล  5.44(+0.27) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 5.36(+0.25) 2.49(+0.03) <0.18(+0.00) 
  ยาง 6.15(+0.18) 3.73(+0.07)  2.97(+0.47) 

เมื่อมีการปนเปอน CB     
 52 สแตนเลสสตีล  5.55(+0.08) 2.94(+0.04) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 5.29(+0.14) 3.42(+0.14) 2.73(+0.05) 
  ยาง 6.35(+0.22) 4.54(+0.13) 3.33(+0.13) 
 76 สแตนเลสสตีล 5.55(+0.08) <0.18(+0.00) <0.18(+0.00) 
  พลาสติก 5.36(+0.25) 2.09(+0.12) <0.18(+0.00) 
  ยาง 6.35(+0.22) 3.46(+0.20) 2.04(+0.49) 
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สะอาดรวมกบัสารฆาเชื้อในกลุมกรดเปอรแอซิด (2,600 ppm) หรือรวมกับไฮโปคลอไรท (200 
ppm)  เปนเวลา 10 นาที  สามารถลดฟลมชีวภาพของ  L. monocytogenes บนสแตนเลสสตีลอายุ 48 
ช่ัวโมงไดงายกวาพืน้ผิวชนดิอื่นๆ (โพลีเอสเตอร ยาง และซิลิโคน)  

 
เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลลจุลินทรียที่

แขวนลอยในสารละลายเปปโตนและเซลลภายในฟลมชีวภาพบนพื้นผิว จะเห็นไดวา สารฆาเชื้อทั้ง
สองชนิดสามารถทําลายเซลลแขวนลอยในสารละลายเปปโตนไดทั้งหมดในเวลา 5 นาที  แตการ
ทําลายเซลลภายในฟลมชีวภาพนัน้ไมสามารถทําลายเชื้อไดทั้งหมด  สอดคลองกับการทดลองของ
Peng et al. (2002) รายงานวา การใชโซเดยีมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขน 25 ppm เปนเวลา 5 นาที 
สามารถทําลายเซลลของ B. cereus ในสารละลายไดทั้งหมด  แตเซลลในฟลมชีวภาพยังคงรอดชีวิต
ได  เชนเดียวกบัการทดลองของ Park et al. (2002)  พบวา ในเวลา 30 วินาที น้ําอิเล็กโทรไลซชนิด
กรดที่มีคลอรีน 25 ppm สามารถทําลาย S. aureus เมื่ออยูในสภาพแขวนลอยไดหมด แตไมสามารถ
ทําลายเซลลที่ยึดเกาะบนพื้นผิวตางๆ ได   การที่เซลลจุลินทรียภายใตฟลมชีวภาพสามารถตานทาน
ตอสารฆาเชื้อไดเพิ่มขึ้น  มสีาเหตุจากหลายปจจยั ดังนี ้ (1)  สารพอลิเมอรหรือ EPS ที่เชลลสรางขึ้น
ปกคลุมไวปองกันการเขาทําลายของสารฆาเชื้อและจํากัดการแพรของโมเลกุลของสารฆาเชื้อไมให
เขาทําลายเซลลภายในฟลมชีวภาพได  (2) ความหนาแนนของเซลลภายใตฟลมชวีภาพจะมกีาร
ตอบสนองตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน  และ (3)  ความจาํกัดของสารอาหารและออกซิเจนมีผลให
เซลลภายในฟลมชีวภาพเกิดเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางกายภาพของเซลล เกิดการปรับตวัและชกั
นําเขาสูสภาวะเครียดได   

 
Resch et al. (2005) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดบัยีนของเซลล S. aureus 

ภายในฟลมชวีภาพอายุ 48 ช่ัวโมง  เปรียบเทียบกับเซลลอิสระ  พบวา  เซลลภายในฟลมชีวภาพมี
การแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับการตอบสนองตอความเครียด (stress response gene) เชน ยนีที่
เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมตางๆ  และ alkaline shock protein รวมถึง general stress protien ดวย  
แสดงวา การที่เซลลเกิดการเกาะติดบนพื้นผิวและพัฒนาเปนฟลมชีวภาพสงผลใหเซลลภายในฟลม
ชีวภาพนั้นมีความตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น   และการปนเปอนสารอินทรียบางชนิด เชน 
chicken broth ลงบนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดมีผลในการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อทั้ง
สองชนิดดวย สอดคลองกับการทดลองของ Frank et al. (2003)  พบวา เมื่อทําการปนเปอน chicken 
serum albumin และ chicken fat  บนฟลมชีวภาพของ L. monocytogenes บนแผนสแตนเลสสตีล
สงผลใหประสิทธิภาพของโซเดียมไฮโปคลอไรทและโซเดียมคลอไรทลดลงเชนกนั   
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรด  สามารถสรุปความเขมขนของสารฆาเชื้อและเวลาที่เหมาะสมที่ควรใชในการทําลายฟลม
ชีวภาพไดดังนี้  ในการทําลายฟลมชีวภาพของ  B. cereus  และ  S. aureus  บนพื้นผิว  ควรใช ClO2 
ความเขมขน 10 ppm เวลา 30 นาที  และ  AcEW ความเขมขน 30 ppm เวลา 30 นาที  หรือ AcEW 
ความเขมขน 52 ppm เวลา 10 นาที  เนื่องจากสามารถลดฟลมชีวภาพไดประมาณ 3 log CFU/cm2 
ซ่ึงถือวาเปนการทําลายฟลมชีวภาพที่มปีระสิทธิภาพ (Somer and Wong, 2004)  อยางไรก็ตาม เมือ่
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในรูปของปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนไดทั้งหมดโดยนํา
ความเขมขนของคลอรีนไดออกไซดคูณ 2.63 ซ่ึงเปนคา oxidizing power  จะไดปริมาณคลอรีนที่ใช
ประโยชนของคลอรีนไดออกไซดไดเทากบั 26.3 ppm จะเหน็วามีคาใกลเคียงกับน้าํอิเล็กโทรไลซ
ขนิดกรดความเขมขน 30 ppm  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาประสทิธิภาพของสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดมีความ
ใกลเคียงกัน   
 
3.    การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลมชีวภาพบนแผนพื้นผิวทดสอบ เม่ือ
สรางฟลมชีวภาพที่อุณหภมิู 28+2 และ 15+1 ๐C    
 

ในการทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายฟลม
ชีวภาพของแบคทีเรียบนพืน้ผิว  เมื่อแบคทีเรียมีการเจรญิเปนฟลมชีวภาพที่อุณหภมูิตางกัน 2 ระดับ
คือ 28+2 และ 15+1 ๐C  เนื่องจากคาดวา อุณหภูมิต่ําอาจกระตุนใหเซลลภายในฟลมชีวภาพเกิดการ
ตอบสนองตอความเครียดและสงผลใหเซลลเหลานั้นมีความตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้นจึงทํา
การสรางฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิต่ําเปรียบเทียบกับฟลมชวีภาพที่อุณหภมูิหองทดสอบกับสารฆาเชื้อ
ที่เหมาะสม  ชนิดของแบคทีเรียที่เลือกทดลองคือ S. aureus  และเลือกแผนยางเปนตวัแทนของ
พื้นผิวทดสอบ  เนื่องจากในการทดลองที่ผานมาฟลมชีวภาพของ S. aureus บนแผนยางสามารถถูก
ทําลายไดดวยสารฆาเชื้อยากที่สุด  ทําการสรางฟลมชีวภาพของ S. aureus บนแผนยางที่อุณหภูมิ 
28+2 และ 15+1 ๐C  เปนเวลา 2 วัน นํามาทดสอบกับสารฆาเชื้อโดยเลือกความเขมขนของสารฆา
เชื้อและเวลาที่เหมาะสมจากผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อจากการทดลองในขอ 2.1.1 
และ 2.2.1  สภาวะของสารฆาเชื้อที่เหมาะสม คือ (a) ClO2 ความเขมขน 5 ppm  30 นาที  (b) ClO2 
ความเขมขน 10 ppm  30 นาที  (c) AcEW ความเขมขน 30 ppm  30 นาที  (d) AcEW ความเขมขน 
52 ppm  10 นาที  และใชน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบส ซ่ึงมีสวนประกอบของโซเดียมไฮดรอกไซด 
รวมกับ AcEW คือ (e) AlEW 10 นาที ติดตามดวย AcEW ความเขมขน 30 ppm 30 นาที  และ (f) 
AlEW 10 นาที ติดตามดวย AcEW ความเขมขน 52 ppm  10 นาที  ทุกทรีตเมนตทําการทดสอบที่
อุณหภูมิ 25+1 ๐C  ผลการทดลองพบวา 
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เมื่อสรางฟลมชีวภาพของ S. aureus บนแผนยางที่อุณหภมูิ  28+2 และ 15+1 ๐C เปนเวลา 
48 ช่ัวโมงไดเซลลเร่ิมตนจํานวนเทากับ 6.2 และ 6.1 log CFU/cm2 ตามลําดับ  เมื่อทดสอบกับสาร
ฆาเชื้อพบวา  ฟลมชีวภาพอณุหภูมิ 15+1 ๐C  สามารถถูกทําลายไดมากกวา ฟลมชวีภาพอุณหภูมิ 
28+2 ๐C ในทุกทรีตเมนตของการทดสอบ (ภาพที่ 12) กลาวคือ  การใช  ClO2 ความเขมขน  5 และ 
10 ppm เปนเวลา 30 นาทีสามารถลดเซลลในฟลมชีวภาพอุณหภูมิ 28+2 ๐C บนพื้นผิวได 1.1 และ 
2.8  log CFU/cm2 ตามลําดับ (ลดลงรอยละ 91.68 และ 99.82)  และลดเซลลในฟลมชีวภาพอณุหภูม ิ
15+1 ๐C  ได 1.9  และ 3.8 log CFU/cm2 ตามลําดับ (ลดลงรอยละ 98.62  และ  99.98)  สวนการใช 
AcEW ที่ความเขมขน 30 ppm 30 นาที และ  52 ppm 10 นาที  พบวามีประสิทธิภาพในการทําลาย
เซลลในฟลมชีวภาพอณุหภมูิ 28+2 ๐C ไดใกลเคียงกัน คอื ลดลง  2.6 และ  2.7 log CFU/cm2 
ตามลําดับ (ลดลงรอยละ 99.95 และ 99.80)  ซ่ึงการใช AcEW 2 ทรีตเมนตนี้ใหผลการทําลายเซลล
ในฟลมชีวภาพอุณหภูมิ 15+1 ๐C ไดดีกวา สามารถลดเซลลในฟลมชีวภาพอณุหภูมติ่ําได 3.7 และ 
3.3 log CFU/cm2 ตามลําดับ (ลดลงรอยละ 99.98 และ 99.94)  และจากผลการทดสอบประสิทธิภาพ
ของ AcEW เมื่อใชรวมกับ AlEW (pH 11.04)  พบวา  การใช AlEW ลางแผนยางที่มกีารสรางฟลม
ชีวภาพกอนแลวติดตามดวยการลางดวย AcEW นั้นมีผลชวยใหประสิทธิภาพของ AcEW ดีขึ้นใน
ทั้ง 2 ระดับความเขมขน (ทรีตเมนต e และ f) โดยสามารถลดจํานวนเซลลในฟลมชีวภาพอุณหภูมิ 
28+2 ๐C  ได 3.6 และ 4.1 log CFU/cm2 (ลดลงรอยละ 99.98 และ 99.99)  ขณะที่เซลลในฟลม
ชีวภาพอณุหภมูิ 15+1 ๐C  จะมีความตานทานตอสารฆาเชื้อนอยกวา ทําใหเซลลลดลงมากกวารอย
ละ 99.99 (ลดลงได 4.4 และ 4.3 log CFU/cm2 ตามลําดับ) ในทั้งสองทรีตเมนต       

 
 จากการผลการทดลอง  จะเห็นวา  เซลลภายในฟลิ์มชีวภาพที่อุณหภมูิที่ต่ําถูกทําลายดวย
สารฆาเชื้อไดงายวา  แสดงวา  เซลลในฟลมชีวภาพอาจไมมีการปรับใหตานทานสารฆาเชื้อมากขึ้น 
คาดวาที่อุณหภูมิ 15 ๐C ยังอยูในชวงอุณหภูมิ 7-48 ๐C  ที่เซลล S. aureus  สามารถเจริญได (Jay et 
al., 2005)  การชักนําใหเซลลเกิดการตอบสนองตอความเครียดอาจตองใชอุณหภูมทิี่ต่ํากวาในการ
ทดลองนี้  Anderson et al. (2006) สรางความเครียดแกเซลลโดยนําเซลล S. aureus  มาแชที่อุณหภมูิ 
10 ๐C  เปนเวลา 30 นาที  พบวา  สามารถชักนําใหเซลลสรางโปรตีนชนิดพิเศษทีเ่รียกวา cold shock 
protein ได  และการสรางฟลมชีวภาพที่อุณหภูมินี้จึงอาจมีผลกระตุนใหเซลลภายในฟลมชีวภาพ
ตานทานตอสารฆาเชื้อไดมากกวาอณุหภูมิ 15 ๐C ที่ใชในการทดลอง  จากการทดลองนี้พบวา  เซลล 
S. aureus ภายในฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิ 15 ๐C  สามารถเจริญบนพื้นผิวไดตามปกติ  สรางฟลม
ชีวภาพไดในปริมาณใกลเคยีงกับฟลมชวีภาพที่อุณหภมูิ 28 ๐C และ ที่สําคัญไมแสดงความตานทาน
ตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้นดวย  
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ภาพที่ 12  จํานวนเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพที่รอดชีวิตบนแผนยางหลังสัมผัสสารฆาเชื้อชนิด  

    ตางๆ ที่อุณหภูมิ 28+2 และ 15+1 ๐C 
หมายเหตุ   I  =  จํานวนเซลลเร่ิมตน, a  =  ClO2 5 ppm 30 นาที, b  =  ClO2 10 ppm 30 นาที 

    c  =  AcEW 30 ppm 30 นาที, d  =  AcEW 52 ppm 10 นาที,  
e  =  AlEW 10 นาที + AcEW 30 ppm 30 นาที,  
f  =  AlEW 10 นาที + AcEW 52 ppm 10 นาที  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อโดยใชน้ําอเิล็กโทรไลซชนิดเบสรวมกบัน้ําอิ

เล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลายฟลมชีวภาพ  พบวา AlEW สามารถชวยเพิ่มประสทิธิภาพของ 
AcEW ในการทําลายเซลลในฟลมชีวภาพใหดยีิ่งขึ้น  แมวา  AlEWจะไมมีผลในการทําลายจุลินทรีย
โดยตรง   แตมรีายงานวา  สามารถกําจัดสาร EPS ที่เซลลในฟลมชีวภาพสรางขึ้นมาปกคลุมเซลล
ใหออกไปไดเชนเดียวกับสารทําความสะอาดชนิดเบสอืน่ๆ  เนื่องจาก AlEW มีสวนประกอบของ 
NaOH  และเมือ่ไมนานมานี้  Antoniou and Frank (2005) แสดงใหเห็นวา  เมื่อใชสารทําความ
สะอาดชนิดเบสทางการคา (TFC Green II) ที่มีองคประกอบของโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอย
ละ 10 สามารถกําจัดสาร EPS ที่ปกคลุมเซลล Pseudomonas putida ในฟลมชีวภาพบนแผนสแตน
เลสสตีลไดมากถึงรอยละ 90  เมื่อไมมีสาร EPS แลว  สารฆาเชื้อจะสามารถทําลายเซลลที่อยูภายใน
ฟลมชีวภาพนัน้ไดโดยตรง  ไมตองสูญเสียคลอรีนบางสวนเพื่อทําปฏิกิริยากับสาร EPS  สองคลอง
กับการทดลองของ Ayebah et al. (2005) ศึกษาการใชน้ําอิเล็กโทรไลซเพื่อทําลายฟลมชีวภาพของ 
L. monocytogenes  บนแผนสแตนเลสสตีล  พบวาเมื่อใช AlEW ติดตามดวย AcEW (ปริมาณ
คลอรีนทั้งหมด 85 ppm) พบวา  สามารถลดปริมาณฟลมชีวภาพไดเพิม่ขึ้น 0.3-1.2 log CFU/coupon 

      I    a    b    c   d    e   f             I    a    b    c    d    e   f 
            ฟลมชีวภาพ 28๐C      ฟลมชีวภาพ 15๐C 
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ในปตอมา Ayebah et al. (2006) ทดสอบประสิทธิภาพของ AlEW และAcEW เพื่อทําลายฟลม
ชีวภาพของ L. monocytogenes  บนแผนสแตนเลสสตีลในสภาวะที่มีการปนเปอนของสารอินทรีย 
พบวา  แมจะมกีารปนเปอนของซีร่ัมไกบนฟลมชีวภาพ  การใช AlEW ติดตามดวย AcEW (ปริมาณ
คลอรีนทั้งหมด 85 ppm) ยังสามารถทําลายฟลมชีวภาพไดทั้งหมดในเวลาเพียง 1 นาที  ขณะที่การ
ใช AcEW เพียงอยางเดยีวไมสามารถทําลายไดหมด แสดงวาน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบสมีสวนเสริม
ใหน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียเพิม่ขึ้น 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในกลุมออกซิไดสซ่ิง 2 ชนิด  คือ สารละลาย
คลอรีนไดออกไซดและน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย  B. cereus,  S. aureus  และสปอร
ของ B. cereus  เมื่อแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวและเมื่อเกิดเปนฟลมชีวภาพบนพื้นผิว 
สัมผัสอาหาร  ผลการทดลองพบวา 
 

1.  การใชคลอรีนไดออกไซด (5 ppm) และน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด (ปริมาณคลอรีนที่ใช
ประโยชนไดทั้งหมด 30 ppm) สามารถทําลายเซลลของ B. cereus, S. aureus และ สปอรของ B. 
cereus ไดดเีมือ่เซลลหรือสปอรแขวนลอยอยูในสารละลายเปปโตนซึ่งมีปริมาณสารอินทรียนอย  
แตเมื่อเซลลหรือสปอรเหลานี้อยูในอาหารที่มีปริมาณสารอินทรียมากขึน้ เชน อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 
และ chicken broth  ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อจะลดลง  โดยที่ความเขมขนของสารฆาเชื้อเทากัน
สปอรถูกทําลายไดนอยกวาเซลล  อยางไรก็ตาม  ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อขึ้นอยูกับระยะเวลา
ในการสัมผัสสารและปริมาณจุลินทรียเร่ิมตนดวย  พบวา เมื่อเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อ
เพิ่มขึ้นและปรมิาณจุลินทรียเร่ิมตนอยูในระดับต่ํา จะสงผลใหสารฆาเชื้อมีประสิทธิภาพในการ
ทําลายจุลินทรียดียิ่งขึน้ 

 
2.  การสรางฟลมชีวภาพของ B. cereus, S. aureus และ สปอรเกาะติดของ B. cereus  

สามารถเกิดไดดีที่สุดบนแผนยาง  รองลงมาคือ พลาสติก และ สแตนเลสสตีล ตามลําดับ  และ S. 
aureus  สามารถเกิดเปนฟลมชีวภาพไดมากกวา B. cereus   ขณะที่สปอรสามารถเกาะติดบนพื้นผิว
ไดมากกวาเซลล B. cereus  เชนกัน  เมื่อเซลลเกิดการสรางเปนฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบน
พื้นผิว  เซลลหรือสปอรเหลานั้นจะถูกทาํลายโดยสารฆาเชื้อไดยากกวาเซลลหรือสปอรที่แขวนลอย
ในอาหาร  ทั้งนี้ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลลหรือสปอรขึ้นกับชนดิของพื้นผิว
ดวย  แผนยางซึ่งมีลักษณะพืน้ผิวขรุขระกวาพื้นผิวชนดิอืน่จะยากตอการทําลายเชื้อมากที่สุด  การ
ใชสารละลายคลอรีนไดออกไซดความเขมขน 10 ppm 30 นาที และน้าํอิเล็กโทรไลซชนิดกรดความ
เขมขน 30 ppm 30 นาที หรือ 52 ppm 10 นาที  เหมาะสมในการทําลายฟลมชีวภาพของ B. cereus 
และ S. aureus บนแผนยางไดอยางมีประสิทธิภาพ (3 log CFU/cm2)  สําหรับสปอรเกาะติดบน
พื้นผิว  การใช ClO2 15 ppm 30 นาที สามารถลดไดเพียงรอยละ 83.40  ขณะที่การใช AcEW 30 
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ppm สามารถทําลายไดภายในเวลา 30 นาที  นอกจากนี้  สารอินทรีย เชน chicken broth  ที่ปนเปอน
บนฟลมชีวภาพมีผลตอการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดดวย  

 
3.  S. aureus สามารถสรางฟลมชีวภาพบนพื้นผิวที่อุณหภูมิต่ํา (15+1 ๐C) ได และมปีริมาณ

ใกลเคียงกับฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิหอง (28+2 ๐C) เมื่อใชสารฆาเชื้อทั้งสองชนิดทําลายฟลมชีวภาพ
ดังกลาว พบวา  เซลลในฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิต่ําสามารถตานทานตอสารฆาเชื้อไดนอยกวาเซลล
ในฟลมชีวภาพที่อุณหภูมิหอง  การใชน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดเบสเปนเวลา 10 นาทีแลวติดตามดวย
น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด  มีผลในการเพิม่ประสิทธิภาพน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดในการทําลาย
ฟลมชีวภาพบนพื้นผิวทั้งที่อุณหภูมิต่ําและอุณหภูมหิองไดดียิ่งขึน้ 
 

ขอเสนอแนะ 
 

 1.  ควรมีการเพิ่มเติมปจจยัอ่ืนๆ ที่มีผลตอประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อดวย  เชน อุณหภูมิ
ของสารฆาเชื้อ  คาความเปนกรด-เบส  เพือ่ใหไดสภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดในการทําลายจุลินทรีย  
 
 2.  สภาวะของความเขมขนของสารฆาเชื้อและเวลาในการสัมผัสสารของฟลมชีวภาพบน
พื้นผิวที่ไดจากการทดลองนี ้ สามารถนําไปประยุกตใชในการฆาเชื้อพืน้ผิวสัมผัสอาหารตางๆ ใน
โรงงานอุตสาหกรรมได  แตทั้งนี้ตองขึ้นอยูกับชนดิของจุลินทรียภายในฟลมชีวภาพดวย  เนื่องจาก 
ฟลมชีวภาพทีม่ีการปนเปอนในโรงงงานอตุสหกรรมสวนใหญประกอบไปดวยจุลินทรียผสมหลาย
ชนิด (mix biofilms) ซ่ึงอาจมีความตานทานตอสารฆาเชื้อแตกตางจากฟลมชีวภาพของจุลินทรีย
เพียงชนดิเดยีว (single biofilms) ดังที่สรางขึ้นในการทดลองนี้  จึงควรมีการทดลองฟลมชีวภาพทีม่ี
จุลินทรียหลายชนิดเพื่อใหมคีวามใกลเคยีงกับฟลมชีวภาพในโรงงานอตุสาหกรรมอาหารมากที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  Trypticase Soy Agar (TSA, Merck Laboratories, Darmstat, Germary) 
  
 Casein  peptone    1.50  กรัม 
 Soymeal  peptone   5.0  กรัม 
 Sodium  chloride   5.0 กรัม 
 Agar     15.0 กรัม 
 น้ํากรอง     1.0  ลิตร 
 
 ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อผง 40 กรัม  ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากรอง  1  ลิตร  โดยการตมให
เดือด  ระหวางการตมควรใส  magnetic  stirrer  เพื่อทําการกวนใหสวนผสมทั้งหมดละลายเขากนั
และปองกันไมใหสวนที่อยูกนภาชนะไหม  หลังจากสวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนือ้เดียวกัน  แบง
ใสขวดและนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
 
2.  Trypticase  Soy  Broth  (TSB, Merck Laboratories, Darmstat, Germary) 
  
 Trypticase  peptone   15.0 กรัม 
 Phytone  peptone   5.0 กรัม 
 Sodium  chloride   5.0 กรัม 
 น้ํากรอง     1.0  ลิตร 
 
 ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อผง 30 กรัม  ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากรอง  1  ลิตร  หลังจาก
สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดยีวกัน  แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่ตองการ  เชน  
10 และ  100  มิลลิลิตร  ปดฝาแลวนําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาท ี
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3.   สารละลายเปปโตนรอยละ  0.1 (Merck Laboratories, Darmstat, Germary) 
 
 Meat-peptone    1.0  กรัม 
 น้ํากรอง     1.0 ลิตร 
  
 ละลายสารในน้ํากรองใหเปนเนื้อเดยีวกัน  แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่
ตองการ  เชน  9  และ  90  มลิลิลิตร  ปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  
นาน  15  นาท ี
 
4.  D/E (Dey/Engley) Neutralizing Broth (Difco, France) 
 
 Pancreatic digest of casein  5.0  กรัม 
 Yeast extract     2.5 กรัม 
 Dextrose    10.0 กรัม 
 Sodium thioglycollate   1.0 กรัม     
 Sodium thiosulfate   6.0 กรัม 
 Sodium bisufite    2.5 กรัม 
 Ploysorbate 80    5.0 กรัม 
 Lecithin     7.0 กรัม 
 Bromcresol purple   0.02 กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0 ลิตร 
 

ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อผง 39 กรัม  ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากรอง  1  ลิตร  หลังจาก
สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดยีวกัน  แบงใสขวดตามปริมาตรที่ตองการปดฝาแลวนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
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5.  Nutrient Agar (NA, Merck Laboratories, Darmstat, Germary) 
 

Peptone from meat    5.0 กรัม 
Meat extract    3.0 กรัม 
Agar     12.0 กรัม 
น้ํากรอง     1.0  ลิตร 

 
ช่ังอาหารเลี้ยงเชื้อผง 20 กรัม  ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากรอง  1  ลิตร  โดยการตมให

เดือด  ระหวางการตมควรใส  magnetic  stirrer  เพื่อทําการกวนใหสวนผสมทั้งหมดละลายเขากนั
และปองกันไมใหสวนที่อยูกนภาชนะไหม  หลังจากสวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนือ้เดียวกัน  แบง
ใสขวดและนําไปนึ่งฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
 
6.  Phosphate Buffer Saline (PBS, pH 7.4) 
 
 Sodium chloride    8.0 กรัม 
 Di-sodium hydrogen phosphate   1.44 กรัม 

Potassium chloride   0.2 กรัม 
Potassium di-hydrogen phosphate  0.24 กรัม 

  
ช่ังสวนผสมทั้งหมดละลายในน้ํากลั่นใหเปนเนื้อเดยีวกนั และปรับปรมิาตรสารละลายเปน 

1 ลิตรดวยน้ํากลั่น  แบงใสขวดตามปริมาตรที่ตองการปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  
องศาเซลเซียส  นาน  15  นาที 
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ภาคผนวก  ข 
 

สารละลายที่ใชในการทดลอง 
 

1.  สารละลายคลอรีนไดออกไซด 
 
 1.1   การเตรียมสารละลายคลอรีนไดออกไซด 
 
 เตรียมจากการปมสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl)  ความเขมขนรอยละ  9  และ
สารละลายโซเดียมคลอไรท (NaClO2) ความเขมขนรอยละ  7.5  ใหเขาทําปฏิกิริยากันในถังปฏิกิริยา
ของเครื่องผลิตคลอรีนไดออกไซดดวยระบบเบลโลโซน  (Bello  Zon)  model  CDV 35  เพื่อใหเกิด
สารละลายคลอรีนไดออกไซด  แรงดันของสารละลายทั้งสองจากปมจายน้ํายา  จะชวยใหคลอรีนได
ออกไซดที่เกดิขึ้นถูกฉีดออกไปใชงานไดโดยผานไปผสมกับน้ําประปา  ปรับความเขมขนตามความ
ตองการ  นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณคลอรีนไดออกไซด 
 

1.2 การวิเคราะหปริมาณคลอรีนไดออกไซด 
 
1.2.1  การเตรียมสารเคมี 
 
 ก.  สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน  0.1  นอรมัล  เตรียมโดยละลาย

โซเดียมไธโอซัลเฟต  6.25  กรัม  ในน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือด  แลวทาํใหปริมาตรของสารละลาย
เปน  250 มิลลิลิตร  เก็บไว  2  สัปดาห  แลวจึงนํามาไตเตรทกับสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียม
ไดโครเมต เขมขน  0.1  นอรมัล  เพื่อหาความเขมขนทีแ่นนอนของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต  
และเก็บรักษาโดยการเติมคลอโรฟอรมลงไป  2-3  มิลลิลิตร 

 
 ข.   สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน  0.01  นอรมัล  เตรียมโดยการปเปต

สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน  0.1  นอรมัล   (จากขอ ก.)   10  มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตร
ใหครบ  100  มิลลิลิตร  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการตมเดือด 

 
 ค.  สารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมไดโครเมตเขมขน  0.1  นอรมัล  เตรียม

โดยโปแตสเซยีมไดโครเมตแอนไฮดรัส  0.1904  กรัมในน้ํากลั่น  100  มิลลิลิตร 
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 ง.  น้ําแปงที่ใชเปนอินดิเคเตอร   เตรียมโดยผสมสตารช 1.0 กรัมกับน้ําเล็กนอย  
แลวเทลงในน้าํเดือดประมาณ  200  มิลลิลิตร  คนใหเขากันแลวทิ้งไวคางคืน  รินเอาเฉพาะสวนใส
เก็บไว  อาจเกบ็รักษาโดยเตมิกรดซาลิไซลิก  0.25  กรัม  และซิงคคลอไรด  0.8  กรัม 

 
1.2.2   การไตเตรทเพื่อหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 

เขมขน  0.1  นอรมัล   
  
 โดยเติมกรดซัลฟูริกเขมขน  1   มิลลิลิตร  ลงในน้ํากลั่น  80  มิลลิลิตร  ซ่ึงอยู

ในไอโอดีนฟลาสคขนาด  250  มิลลิลิตร  ปเปตสารละลายโปแตสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.1 นอร
มัล  10  มิลลิลิตร  เติมลงไป  แลวเติมโปแตสเซียมไอโอไดดประมาณ  1  กรัม  ปดจกุเขยาแลวเก็บ
ไวในที่มืดเปนเวลา  6  นาที  จึงนํามาไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน  0.1  นอร
มัล  โดยใชน้ําแปงเปนอินดิเคเตอร 
  
 ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต  (นอรมัล) 
  
 =      10    ×   นอรมัลของสารละลายโปแตสเซียมไดโครเมต 
                มล. ของโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรท     
 
 1.2.3  วิธีการวเิคราะหตวัอยางสารละลาย (American Public Health Association 
[APHA], 1976) 
   
  นําตัวอยางสารละลายคลอรีนไดออกไซดอยางนอย  150  มิลลิลิตร  ลงใน 
ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  เติมกรดแกลเชียลแอซีติก  5  มิลลิลิตร  เพื่อใหสารละลายตัวอยางมี
คาความเปนกรด-เบสอยูระหวาง  3-4  แลวเติมโปแตสเซียมไอโอไดดประมาณ  1  กรัม  เขยา  และ
เติมน้ําแปงลงไป  1  มลิลิลิตร  สารละลายจะมีสีน้ําเงนินาํไปไตเตรทกบัสารละลายโซเดียมไธโอ
ซัลเฟต  จนสีน้ําเงินจางหายไป จดปริมาตรที่ใชในการไตเตรท  (V1)  สวนการหา  blank  ใชน้ํากลัน่
แทนสารละลายตัวอยางแลวทําเชนเดยีวกนั   จดปริมาตรโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชใน  blank  (V2)   
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 ความเขมขน  ClO2  (ppm)     =     (V1-V2)× N × 13490 
     ปริมาตรตัวอยางสารละลาย 
  
 V1   =    ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง  (มล.) 
 V2   =    ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรท  blank  (มล.) 
 N    =    ความเขมขนเปนนอรมัลของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟต 
 
 1.3    การเตรียมสารละลายคลอรีนไดออกไซดตามความเขมขนที่ตองการ 
   
  เตรียมจากสารละลายคลอรีนไดออกไซดทีผ่ลิตจากเครื่องผลิตคลอรีนไดออกไซดดวย
ระบบเบลโลโซน  (Bello  Zon)  model  CDV  35  (stock  solution)  หลังจากไตเตรททราบความ
เขนขนที่แนนอนของคลอรีนไดออกไซด  stock  solution  แลว  สามารถเตรียมสารละลายคลอรีน
ไดออกไซดตามความเขมขนที่ตองการได  โดยการเจือจางดวยน้ําประปาปลอดเชื้อ 
 
2.  น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 
 

2.1 การเตรียมน้ําอเิล็กโทรไลซชนิดกรด 
 

น้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดเตรียมไดจากการนําสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดความ
เขมขนรอยละ 10  ผานเขาในเครื่องผลิตน้ําอิเล็กโทรไลซที่มีขั้วไฟฟาบวกและลบ  ขั้วไฟฟาทั้งสอง
ถูกกั้นใหแยกจากกนัดวยเมมเบรน  เมื่อผานกระแสไฟฟาเขาไปยังขั้วทัง้สองจะเกดิปฏิกิริยาอิเล็ก
โทรไลซิส (electrolysis) ของสารละลายเกลือขึ้น  เกิดน้ําอิเล็กโทรไลซ 2 ชนิด คือ น้ําอิเล็กโทรไลซ
ชนิดกรดและเบส  กําหนดความเขมขนของคลอรีนในน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดโดยการปรับ
กระแสไฟฟา 
 
 2.2  การวิเคราะหปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนไดทั้งหมด (total available chlorine) 
 

ปริมาณคลอรีนที่ใชประโยชนไดทั้งหมดในน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดหาโดยการไตเต
รทกับสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต  เชนเดียวกับการวิเคราะหปริมาณคลอรีนไดออกไซด  ตาม
วิธีการขอ 1.2.3  แตคํานวณตามสมการดังนี้ 
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ความเขมขน  total available chlorine  (ppm)    =      (V1-V2) × N × 35450 
            ปริมาตรตัวอยางสารละลาย 
  
 V1   =    ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทตัวอยาง  (มล.) 
 V2   =    ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรท  blank  (มล.) 
 N    =    ความเขมขนเปนนอรมัลของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไธโอซัลเฟต 
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ภาคผนวก ค  
ตารางแสดงขอมูล 
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ภาคผนวก ค 

 
ตารางแสดงขอมูล 

 
ตารางผนวกที่ ค1  จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย  
       คลอรีนไดออกไซด 
 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 
ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 

สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 
5 0 3.54(+0.06) b 3.20(+0.25) 3.17(+0.09) 
 5 0.00(+0.00) 3.13(+0.26) 3.12(+0.11) 
 10 0.00(+0.00) 3.07(+0.23) 3.06(+0.13) 
 20 0.00(+0.00) 3.11(+0.16) 2.99(+0.17) 
 30 0.00(+0.00) 3.10(+0.23) 2.97(+0.19) 

10 0 3.60(+0.04) 3.21(+0.27) 3.17(+0.09) 
 5 0.00(+0.00) 3.09(+0.23) 2.96(+0.19) 
 10 0.00(+0.00) 3.06(+0.20) 2.93(+0.21) 
 20 0.00(+0.00) 3.03(+0.14) 2.90(+0.18) 
 30 0.00(+0.00) 3.03(+0.13) 2.84(+0.23) 

15 0 3.56(+0.01) 3.27(+0.07) 3.12(+0.16) 
 5 0.00(+0.00) 1.15(+)0.10 2.78(+0.23) 
 10 0.00(+0.00) 0.91(+0.08) 2.64(+0.22) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.44(+0.13) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.22(+0.19) 

 

หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 
ไดออกไซดความเขมขน 5, 10 และ 15 ppm ที่อุณหภูมิ 30+1 ๐C 

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค2  จํานวนเซลล B. cereus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย  
   คลอรีนไดออกไซด 

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

5 0 6.33(+0.09)b 6.36(+0.08) 6.69(+0.05) 
 5 1.25(+0.07) 6.14(+0.14) 6.49(+0.07) 
 10 0.54(+0.34) 6.13(+0.17) 6.37(+0.22) 
 20 0.00(+0.00) 6.13(+0.17) 6.13(+0.16) 
 30 0.00(+0.00) 6.15(+0.13) 6.12(+0.17) 

10 0 6.35(+0.08) 6.40(+0.13) 6.45(+0.13) 
 5 0.00(+0.00) 6.14(+0.21) 6.18(+0.09) 
 10 0.00(+0.00) 5.89(+0.05) 5.82(+0.08) 
 20 0.00(+0.00) 5.28(+0.08) 5.22(+0.31) 
 30 0.00(+0.00) 5.12(+0.10) 4.51(+0.05) 

15 0 6.34(+0.03) 6.44(+0.09) 6.34(+0.17) 
 5 0.00(+0.00) 4.69(+0.13) 5.36(+0.22) 
 10 0.00(+0.00) 3.09(+0.13) 4.61(+0.04) 
 20 0.00(+0.00) 2.26(+0.11) 3.22(+0.30) 
 30 0.00(+0.00) 2.18(+0.40) 2.64(+0.08) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 

ไดออกไซดความเขมขน 5, 10 และ 15 ppm ที่อุณหภูมิ 30+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค3  จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย 
   คลอรีนไดออกไซด 

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

5 0 3.19(+0.06) b 3.19(+0.09) 3.26(+0.06) 
 5 0.00(+0.00) 3.19(+0.12) 3.18(+0.07) 
 10 0.00(+0.00) 3.19(+0.10) 3.17(+0.04) 
 20 0.00(+0.00) 3.13(+0.17) 3.11(+0.14) 
 30 0.00(+0.00) 3.14(+0.18) 3.16(+0.07) 

10 0 3.32(+0.02) 3.15(+0.09) 3.26(+0.06) 
 5 0.00(+0.00) 3.10(+0.07) 3.09(+0.08) 
 10 0.00(+0.00) 3.10(+0.06) 3.15(+0.09) 
 20 0.00(+0.00) 3.09(+0.01) 3.16(+0.08) 
 30 0.00(+0.00) 3.08(+0.06) 3.12(+0.11) 

15 0 3.13(+0.03) 3.17(+0.13) 3.26(+0.06) 
 5 0.00(+0.00) 2.83(+0.08) 3.03(+0.04) 
 10 0.00(+0.00) 2.78(+0.05) 2.98(+0.13) 
 20 0.00(+0.00) 2.78(+0.10) 3.01(+0.05) 
 30 0.00(+0.00) 2.61(+0.16) 2.95(+0.17) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ S. aureus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 

ไดออกไซดความเขมขน 5, 10 และ 15 ppm ที่อุณหภูมิ 30+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค4  จํานวนเซลล S. aureus (ปริมาณเซลลตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย 
   คลอรีนไดออกไซด 

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

5 0 6.24(+0.04)b 6.21(+0.05) 6.27(+0.13) 
 5 0.00(+0.00) 6.15(+0.06) 6.15(+0.13) 
 10 0.00(+0.00) 6.18(+0.02) 6.10(+0.00) 
 20 0.00(+0.00) 6.16(+0.08) 6.02(+0.03) 
 30 0.00(+0.00) 6.15(+0.01) 5.95(+0.04) 

10 0 6.20(+0.04) 6.16(+0.01) 6.27(+0.13) 
 5 0.00(+0.00) 6.06(+0.10) 6.12(+0.04) 
 10 0.00(+0.00) 6.06(+0.09) 6.08(+0.01) 
 20 0.00(+0.00) 6.08(+0.04) 6.00(+0.04) 
 30 0.00(+0.00) 6.02(+0.04) 5.96(+0.01) 

15 0 6.22(+0.11) 6.11(+0.08) 6.27(+0.13) 
 5 0.00(+0.00) 5.69(+0.13) 5.99(+0.04) 
 10 0.00(+0.00) 5.63(+0.17) 5.96(+0.08) 
 20 0.00(+0.00) 5.57(+0.09) 5.85(+0.07) 
 30 0.00(+0.00) 5.61(+0.10) 5.87(+0.01) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ S. aureus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 

ไดออกไซดความเขมขน 5, 10 และ 15 ppm ที่อุณหภูมิ 30+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
 
 
 
 
 
 



ตารางผนวกที่ ค5  จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนต่ํา) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส 
   สารละลายคลอรีนไดออกไซด 

 
จํานวนสปอรที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

15 0 3.20(+0.06) b 3.15(+0.13) 3.18(+0.11) 
 5 1.66(+0.17) 2.97(+0.14) 2.95(+0.12) 
 10 1.58(+0.39) 2.72(+0.36) 2.92(+0.16) 
 20 1.37(+0.27) 2.77(+0.16) 2.95(+0.08) 
 30 1.33(+0.21) 2.65(+0.35) 2.89(+0.18) 

30 0 3.17(+0.13) 3.07(+0.01) 3.19(+0.13) 
 5 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 1.73(+0.12) 
 10 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 1.55(+0.21) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 1.36(+0.06) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 1.09(+0.13) 

50 0 3.18(+0.11) 3.15(+0.13) 3.18(+0.11) 
 5 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 
 10 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 

ไดออกไซดความเขมขน 15, 30 และ 50 ppm ที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค6  จํานวนสปอรของ B. cereus (ปริมาณสปอรตั้งตนสูง) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส 
   สารละลายคลอรีนไดออกไซด 

 
จํานวนสปอรที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

15 0 5.94(+0.02)b 6.21(+0.04) 5.82(+0.11) 
 5 5.22(+0.01) 5.84(+0.04) 5.48(+0.27) 
 10 5.13(+0.04) 5.82(+0.06) 5.57(+0.01) 
 20 5.17(+0.05) 5.78(+0.08) 5.71(+0.06) 
 30 4.96(+0.30) 5.75(+0.17) 5.65(+0.01) 

30 0 5.94(+0.02) 6.20(+0.05) 6.03(+0.13) 
 5 2.43(+0.08) 2.63(+0.22) 5.54(+0.04) 
 10 1.32(+0.03) 2.54(+0.00) 5.48(+0.02) 
 20 0.00(+0.00) 2.38(+0.03) 5.51(+0.06) 
 30 0.00(+0.00) 2.25(+0.08) 5.46(+0.13) 

50 0 5.94(+0.02) 6.13(+0.04) 5.99(+0.07) 
 5 0.00(+0.00) 0.45(+0.21) 2.47(+0.21) 
 10 0.00(+0.00) 0.15(+0.21) 1.54(+0.17) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลายคลอรีน 

ไดออกไซดความเขมขน 15, 30 และ 50 ppm ที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค7  การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (ปริมาณเชื้อตั้งตนต่ํา) หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด 
 

รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอร (%)a และเวลา (นาที) 

สารละลายเปปโตน    TSB   Chicken broth  

ความ
เขมขน 
(ppm) 5 20 30  5 20 30  5 20 30 

B. cereus            
5 100(+0.00) b  100(+0.00) 100(+0.00)  10.87(+0.11) 33.93(+0.17) 36.90(+0.19)  14.87(+0.26) 18.72(+0.16) 20.57(+0.23) 

10 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  38.34(+0.19) 46.30(+0.18) 53.23(+0.23)  24.14(+0.23) 33.93(+0.14) 33.93(+0.13) 
15 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  54.29(+0.23) 79.11(+0.13) 87.41(+0.19)  99.24(+0.10) 100(+0.00) 100(+0.00) 

S. aureus            
5 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  16.82(+0.07) 29.20(+0.14) 20.57(+0.07)  0.00(+0.12) 12.90(+0.17) 10.87(+0.18) 

10 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  32.39(+0.08) 20.57(+0.08) 27.56(+0.11)  10.87(+0.07) 12.90(+0.01) 14.89(+0.06) 
15 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  41.12(+0.04) 43.77(+0.05) 51.02(+0.17)  54.29(+0.08) 59.26(+0.10) 72.46(+0.16) 

สปอร            
15 97.12(+0.17) 98.52(+0.27) 98.65(+0.21)  41.12(+0.12) 41.12(+0.08) 48.71(+0.18)  33.93(+0.14) 58.31(+0.16) 68.38(+0.35) 
30 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  96.53(+0.12) 98.52(+0.06) 99.20(+0.13)  100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00) 
50 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00) 

 

หมายเหตุ  a  รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเหลวหลังสัมผัสคลอรีนไดออกไซดทีอุ่ณหภูมิ 30+1 ๐C เมื่อจํานวนเริ่มตน 3.1-3.6 log CFU/ml 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2  
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ตารางผนวกที่ ค8  การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว (ปริมาณเชื้อตั้งตนสูง) หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด 
 

รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอร a (%)  และเวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน   TSB   Chicken broth  

ความ
เขมขน 
(ppm) 5 20 30  5 20 30  5 20 30 

B. cereus            
5 >99.99(+0.07)b 100(+0.00) 100(+0.00)  36.90(+0.07) 72.46(+0.16) 73.08(+0.17)  39.74(+0.14) 41.12(+0.17) 38.34(+0.13) 

10 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  46.30(+0.09) 94.11(+0.31) 98.85(+0.05)  45.04(+0.21) 92.41(+0.08) 94.75(+0.10) 
15 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  89.53(+0.22) 99.92(+0.30) 99.98(+0.08)  98.22(+0.13) 99.99(+0.11) 99.99(+0.40) 

S. aureus            
5 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  24.14(+0.13) 43.76(+0.03) 52.14(+0.04)  12.90(+0.06) 10.87(+0.08) 12.90(+0.01) 

10 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  29.20(+0.04) 46.30(+0.04) 51.02(+0.01)  20.57(+0.10) 16.82(+0.04) 27.56(+0.04) 
15 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  47.52(+0.04) 61.98(+0.07) 60.19(+0.01)  61.98(+0.13) 71.16(+0.09) 68.38(+0.10) 

สปอร            
15 80.95(+0.01) 83.05(+0.05) 89.53(+0.30)  54.29(+0.27) 27.56(+0.06) 32.39(+0.01)  57.34(+0.04) 62.85(+0.08) 65.33(+0.17) 
30 99.97(+0.08) 100(+0.00) 100(+0.00)  67.64(+0.04) 69.80(+0.06) 73.08(+0.13)  99.97(+0.22) 99.98(+0.03) 99.99(+0.08) 
50 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  99.97(+0.21) 100(+0.00) 100(+0.00)  >99.99(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00) 

 
หมายเหตุ  a  รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเหลวหลังสัมผัสคลอรีนไดออกไซดทีอุ่ณหภูมิ 30+1 ๐C  เมื่อจํานวนเริ่มตน 5.8-6.7 log CFU/ml   
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2
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ตารางผนวกที่ ค9  จํานวนเซลล B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด  เมื่อ 
   ปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง  

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

 เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

ปริมาณเซลลต้ังตนระดับต่ํา    
 0 3.13(+0.06) b 3.13(+0.06) 3.09(+0.05) 
 5 0.00(+0.00) 1.59(+0.00) 2.78(+0.08) 
 10 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.62(+0.10) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.25(+0.14) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 1.85(+0.04) 

ปริมาณเซลลต้ังตนระดับสูง    
 0 6.33(+0.07) 6.40(+0.02) 6.27(+0.11) 
 5 0.00(+0.00) 3.90(+0.14) 5.66(+0.33) 
 10 0.00(+0.00) 2.75(+0.07) 4.51(+0.05) 
 20 0.00(+0.00) 1.80(+0.14) 2.97(+0.48) 
 30 0.00(+0.00) 1.78(+0.11) 2.87(+0.32) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ 

ชนิดกรดความเขมขน 30 ppm ที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C เมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ํา 
(3.1 log CFU/ml) และระดับสูง (6.3 log CFU/ml) 

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค10  จํานวนเซลล S. aureus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด  เมื่อ   
   ปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง  

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

 เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

ปริมาณเซลลต้ังตนระดับต่ํา    
 0 3.14(+0.15) b 3.20(+0.04) 3.11(+0.11) 
 5 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.97(+0.11) 
 10 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.93(+0.11) 
 20 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.88(+0.06) 
 30 0.00(+0.00) 0.00(+0.00) 2.48(+0.45) 

ปริมาณเซลลต้ังตนระดับสูง    
 0 6.17(+0.04) 6.34(+0.06) 6.18(+0.03) 
 5 0.00(+0.00) 5.95(+0.01) 6.01(+0.17) 
 10 0.00(+0.00) 5.62(+0.15) 5.93(+0.15) 
 20 0.00(+0.00) 5.24(+0.21) 5.82(+0.18) 
 30 0.00(+0.00) 4.49(+0.27) 5.49(+0.40) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ S. aureus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ 

ชนิดกรดความเขมขน 30 ppm ที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C เมื่อปริมาณเซลลตั้งตนระดับต่ํา 
(3.2 log CFU/ml) และระดับสูง (6.2 log CFU/ml) 

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค11  จํานวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 
    เมื่อปริมาณสปอรตั้งตนระดับต่ําและระดับสูง 

 
จํานวนสปอรที่รอดชีวิต a (log CFU/ml) 

 เวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน Chicken broth TSB 

ปริมาณสปอรต้ังตนระดับต่ํา    
 0 3.18(+0.12) b 3.16(+0.12) 3.17(+0.13) 
 5 1.27(+0.10) 2.04(+0.08) 2.97(+0.08) 
 10 0.30(+0.00) 1.73(+0.11) 2.87(+0.11) 
 20 0.00(+0.00) 1.37(+0.24) 2.81(+0.19) 
 30 0.00(+0.00) 1.15(+0.21) 2.70(+0.25) 

ปริมาณสปอรต้ังตนระดับสูง    
 0 5.99(+0.05) 6.14(+0.06) 6.19(+0.06) 
 5 1.52(+0.52) 5.79(+0.21) 5.93(+0.25) 
 10 1.32(+0.34) 5.73(+0.18) 5.70(+0.13) 
 20 1.08(+0.00) 5.56(+0.11) 5.47(+0.14) 
 30 0.93(+0.21) 5.37(+0.21) 5.48(+0.02) 

 
หมายเหตุ  a  จาํนวนสปอรของ B. cereus ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ 

ชนิดกรดความเขมขน 30 ppm ที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C  เมื่อปริมาณสปอรตั้งตนระดับต่ํา 
(3.2 log CFU/ml) และระดับสูง (6.1 log CFU/ml) 

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
 
 
 
 
 
 
 



 

119 

ตารางผนวกที่ ค12  การลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด 
 

รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอร (%)a และเวลา (นาที) 
สารละลายเปปโตน   TSB   Chicken broth  

 

5 20 30  5 20 30  5 20 30 
ปริมาณตั้งตนระดับต่ํา             
B. cereus 100(+0.00) b 100(+0.00) 100(+0.00)  51.02(+0.08) 85.54(+0.14) 94.24(+0.04)  100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00) 
S. aureus 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  27.56(+0.11) 41.12(+0.06) 76.56(+0.45)  97.54(+0.01) 100(+0.00) 100(+0.00) 
สปอร 98.77(+0.10) 100(+0.00) 100(+0.00)  36.90(+0.08) 56.35(+0.19) 66.12(+0.25)  92.41(+0.08) 98.38(+0.24) 99.02(+0.21) 
ปริมาณตั้งตนระดับสูง             
B. cereus 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  75.45(+0.33) 99.95(+0.48) 99.96(+0.32)  99.68(+0.14) >99.99(+0.14) >99.99 (+0.11) 
S. aureus 100(+0.00) 100(+0.00) 100(+0.00)  32.39(+0.17) 56.35(+0.18) 79.58(+0.40)  59.26(+0.01) 92.06(+0.21) 98.59(+0.27) 
สปอร >99.99(+0.52) >99.99(+0.00) >99.99(+0.21)  45.04(+0.25) 80.94(+0.14) 80.50(+0.02)  55.33(+0.21) 73.70(+0.11) 83.02(+0.21) 

 
หมายเหตุ  a  รอยละการลดลงของเซลลหรือสปอรในอาหารเหลวหลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรดที่อุณหภูม ิ30+1 ๐C เมื่อจํานวนเซลลหรือสปอรตั้งตน 
 ระดับต่ํา 3.09-3.20 log CFU/ml และจํานวนเซลลหรือสปอรตั้งตนระดับสูง 5.99-6.40 log CFU/ml  

 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 2 
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ตารางผนวกที่ ค13  การลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อไมมีและมกีารปนเปอน chicken broth  หลังสัมผัสคลอรีนไดออกไซด 
 

 รอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด (%) a   และเวลา (นาที) 
ฟลมชีวภาพของ B. cereus ฟลมชีวภาพของ S. aureus สปอรเกาะติด  พื้นผิว ความเขมขน 

(ppm) 5 10 30 5 10 30 
ความเขมขน 

(ppm) 5 10 30 

เมื่อไมมีการปนเปอน CB           

สแตนเลสสตีล 5 > 92.92 > 92.92 > 92.92 97.96 99.54 99.93 15 94.87 98.74 >99.83 
 10 >97.86 >97.86 >97.86 >99.99 >99.99 >99.99     
ยาง 5 95.93 97.43 99.40 30.82 73.08 76.01 15 29.20 51.02 83.40 

 

 10 99.87 99.91 >99.96 96.53 97.37 99.95     
  15 ND b ND ND ND ND 99.98     
 พลาสติก 5 85.54 99.59 >99.74 97.12 99.49 99.90 15 97.86 >99.80 >99.80 
  10 86.51 99.82 >99.80  54.29 96.11 99.81     
  15 ND ND ND ND ND >99.99     

เมื่อมีการปนเปอน CB           

สแตนเลสสตีล 5 >96.76 >96.76 >96.76 71.82 87.41 93.39 15 98.71 >99.56 >99.56 
 10 >96.02 >96.02 >96.02 99.58 99.98 >99.99     
ยาง 5 73.70 78.12 95.83 53.23 59.26 87.12 15 62.85 32.39 64.52 
 10 99.70 99.72 99.89 86.20 95.32 99.88     

 
 

 15 >99.95 ND ND ND ND 99.97     
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ตารางผนวกที่ ค13  (ตอ) 
   

 รอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด (%) a   และเวลา (นาที) 
ฟลมชีวภาพของ B. cereus ฟลมชีวภาพของ S. aureus สปอรเกาะติด  พื้นผิว ความเขมขน 

(ppm) 5 10 30 5 10 30 
ความเขมขน 

(ppm) 5 10 30 
 พลาสติก 5 72.46 77.09 99.69 81.40 96.45 99.46 15 >99.73 >99.73 >99.73 
  10 95.53 99.34 >99.90 76.56 98.26 99.93     
  15 ND ND ND ND ND 99.99     

 
หมายเหตุ  a   คารอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบ  หลังสัมผัสสารละลายคลอรีนไดออกไซด  ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

b   ND, not determined (ไมไดทําการทดลอง)
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 ตารางผนวกที่ ค14  การลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิว  เมื่อไมมีและมีการปนเปอน chicken broth หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซ 
        ชนิดกรด 
 

รอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด (%) a   และเวลา (นาที) 
ฟลมชีวภาพของ B. cereus  ฟลมชีวภาพของ S. aureus  สปอรเกาะติด  พื้นผิว 

ความเขมขน 
(ppm) 

10 30  10 30  10 30 
เมื่อไมมีการปนเปอน CB          

สแตนเลสสตีล 30 >93.69 >93.69  96.02 99.81  >99.86 >99.86 
 52 ND ND  99.85 >99.99  ND ND 
 76 ND ND  >99.99 >99.99  ND ND 
ยาง 30 >99.94 >99.94  98.95 99.77  99.52 >99.97 
 52 ND ND  99.38 99.83  ND ND 
 76 ND ND  99.62 99.94  ND ND 
พลาสติก 30 >99.74 >99.74  97.76 99.67  >99.76 >99.76 
 52 ND ND  99.04 99.92  ND ND 

  

 76 ND ND  99.87 >99.99  ND ND 
เมื่อมีการปนเปอน CB          

สแตนเลสสตีล 30 >96.53 >96.53  98.85 99.98  >99.69 >99.69 
 52 ND ND  99.75 >99.99  ND ND 

  

 76 ND ND  >99.99 >99.99  ND ND 
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ตารางผนวกที่ ค14  (ตอ) 
 

รอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติด (%) a   และเวลา (นาที) 
ฟลมชีวภาพของ B. cereus  ฟลมชีวภาพของ S. aureus  สปอรเกาะติด  พื้นผิว 

ความเขมขน 
(ppm) 

10 30  10 30  10 30 
 ยาง 30 99.46 >99.91  96.61 99.85  67.64 95.10 
  52 ND ND  98.45 99.91  ND ND 
  76 ND ND  99.87 99.99  ND >99.73 
 พลาสติก 30 97.81 >99.50  98.22 99.37  98.42 99.32 
  52 ND ND  98.65 99.72  ND >99.97 
  76 ND ND  99.94 >99.99  ND ND 

 
หมายเหตุ  a   คารอยละการลดลงของเซลลในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทดสอบ  หลังสัมผัสน้ําอิเล็กโทรไลซชนิดกรด ที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 

 b   ND, not determined (ไมไดทําการทดลอง)
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ตารางผนวกที่ ค15  จํานวนเซลล S. aureus ในฟลมชีวภาพที่รอดชีวิตบนแผนยางหลังสัมผัสสารฆา 
    เชื้อชนิดตางๆ ที่อุณหภูมิ 28+2 และ 15+1 ๐C  

 
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต a (log CFU/cm2) 

สภาวะการลาง 
ฟลมชีวภาพที่ 28 ๐C ฟลมชีวภาพที่ 15 ๐C 

จํานวนเซลลเร่ิมตน 6.02(+0.13)b 5.91(+0.17) 
ClO2 5 ppm, 30 นาที 4.94(+0.24) 4.05(+0.37) 
ClO2 10 ppm, 30 นาที 3.27(+0.17) 2.11(+0.12) 
AcEW 30 ppm, 30 นาที 3.41(+0.47) 2.24(+0.12) 
AcEW 52 ppm, 10 นาที 3.33(+0.26) 2.66(+0.06) 
AlEW 10 นาที ติดตามดวย AcEW 30 ppm, 30 นาที 2.41(+0.20) 1.54(+0.27) 
AlEW 10 นาที ติดตามดวย AcEW 52 ppm, 10 นาที 1.97(+0.45) 1.57(+0.10) 
 
หมายเหตุ  a  จาํนวนเซลลของ S. aureus ในฟลมชีวภาพที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัส      

สารฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 25+1 ๐C 
 b  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน  n = 3 
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ภาคผนวก ง  
การคํานวณปริมาณเซลลหรือสปอรบนพื้นผิว 

 



 

126 

ภาคผนวก ง  
 

การคํานวณปริมาณเซลลหรือสปอรบนพื้นผิว 
 
 การตรวจหาปริมาณเซลลภายในฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดบนพื้นผิวทําไดโดยการนํา
แผนพื้นผิวที่สรางฟลมชีวภาพหรือสปอรเกาะติดใสในหลอดเซนตริฟวจที่มีสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรหรือสารละลาย D/E neutralizing broth 30 มิลลิลิตร และ เม็ดแกวปลอดเชื้อขนาดเล็ก
จํานวน 3 กรัม  นําไปปนดวยเครื่องผสมสารละลายดวยความเร็วสูงสดุเปนเวลา 1 นาที  เมื่อครบ
เวลาจึงนําสารละลายดังกลาว 1 มิลลิลิตรมาเจือจางและตรวจนบัปริมาณเซลลหรือสปอร  วิธีการนี้
เปนการนับเชือ้ในสารละลายไมไดนับปรมิาณเชื้อบนพืน้ผิวไดโดยตรง  เพราะฉะนัน้เมื่อหาปริมาณ
เชื้อในสารละลายนี้แลวตองบวกคาต่ําสุดของเชื้อที่สามารถตรวจวัดไดบนพื้นผิวดวย  สามารถ
คํานวณหาคาต่ําสุดที่สามารถตรวจวัดได หรือ คา detection limit (Ryu and Beuchat, 2005; Kreske 
et al., 2006) ไดดังนี้   
 

หลังจากการลอกเซลลหรือสปอรออกจากพื้นผิวโดยใชเม็ดแกวขนาดเล็ก  เชื้อเหลานั้นจะ
อยูในสารละลาย 30 ml  นําสารละลายดังกลาว 1 ml  มาตรวจนับปริมาณเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
เมื่อตรวจไมพบเชื้อในสารละลาย 1 ml  สามารถคํานวณปริมาณเชื้อไดเทากับ 1  CFU/ml (0.00 log 
CFU/ml)  แตในการหาปริมาณเชื้อบนพืน้ผิวนั้นใชสารละลาย 30 ml  จึงตองนํา 1  CFU/ml × 30 
ไดเทากับ 30 CFU/ml เทียบเทากับ  1.48 log CFU/coupon และคิดเปน log CFU/cm2 โดยหารดวย
พื้นที่ของแผนพื้นผิวคือ 20 cm2 (จากพืน้ผิวขนาด 2×5 cm2× 2 ดาน) ไดเทากับ 0.18 log CFU/cm2 
เพราะฉะนั้นเมื่อตรวจไมพบเชื้อในสารละลายใหรายงานวาปริมาณเชือ้บนพื้นผิวมีคานอยกวา 0.18 
log CFU/cm2 
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