
 

 

 
 

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   
ปริญญา 

   
สาขา  ภาควชิา 

  
เร่ือง ผลของความรอนและคาความเปนกรดดางตอการยับยั้งสปอรของเชื้อ Bacillus cereus และ 

 Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑหนอไมรวกตมบรรจุถุง 

 Effect of Thermal and pH Inactivation on Spores of  Bacillus cereus and Clostridium 
 sporogenes in Boiled Bamboo Shoots in Plastic Bag 
  นามผูวิจัย นางสาวเสาวคนธ  ตวนเทศ 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
                            หัวหนาภาควิชา  

 ( รองศาสตราจารย รอยเอกชยัวัฒน  กติติกูล, วท.ม. ) 

  

 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

 ( รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   

วิทยาศาสตรมหาบัณฑติ (จุลชีววิทยา) 

จุลชีววิทยา จุลชีววิทยา 

รองศาสตราจารยฆรณี  ตุยเตม็วงศ, Ph.D. 

 รองศาสตราจารยประเวทย  ตุยเต็มวงศ, Ph.D. 

 



วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

ผลของความรอนและคาความเปนกรดดางตอการยับยั้งสปอรของเชื้อ Bacillus cereus และ 
Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑหนอไมรวกตมบรรจุถุง 

 
Effect of Thermal and pH Inactivation on Spores of Bacillus cereus and Clostridium sporogenes 

in Boiled Bamboo Shoots in Plastic Bag 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวเสาวคนธ  ตวนเทศ 
 
 
 

 
 
 

 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (จุลชีววิทยา) 

พ.ศ. 2551    



เสาวคนธ  ตวนเทศ  2551: ผลของความรอนและคาความเปนกรดดางตอการยับยั้งสปอร
ของเชื้อ Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑหนอไมรวกตมบรรจุ
ถุง  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (จุลชีววิทยา) สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา  
อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: รองศาสตราจารยฆรณี  ตุยเต็มวงศ, Ph.D.  120 หนา 
 
 
งานวิจยันี้มุงเนนศึกษาผลรวมของความรอนและความเปนกรดดางในการทําลายสปอร 

Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes ในผลิตภณัฑหนอไมรวกตมบรรจุถุง ที่นิยมผลิตใน
จังหวดักาญจนบุรี เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการผลิตที่ปลอดภัยของหนอไมขนาดเล็ก (S)/ ใหญ 
(B) ดวยการปรับสภาพกรด (A), ใหความรอนจนอุณหภมูิใจกลางหนอไม (CT, 90 และ 95 องศา
เซลเซียส) และจําลองการปนเปอนดวยจํานวนสปอรเร่ิมตน (Low 104/มิลลิลิตร และ High 108/
มิลลิลิตร) พบวาใชเวลาใหอุณหภูมิใจกลางหนอไมขนาดเล็กมาถึงจุดที่ตองการ (Come-up time) 
เร็วกวาหนอไมขนาดใหญ   การปรับดวยกรดซิตริกรอยละ 0.3 โดยน้ําหนกั ทําใหหนอไมมีคา
ความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 ได  ผลการตรวจนับสปอรของ Bacillus cereus และ Clostridium 
sporogenes  มีแนวโนมลดลงหลังการใหความรอนและการใชความรอนรวมกับการปรับกรดทํา
ใหคา D (Decimal Reduction Time) และ TDT (Thermal death time) ลดลงอยางมีนยัสําคัญยิ่งทาง
สถิติ (p<0.01) ในการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus  ตัวอยางหนอไม S-A-CT90 มีคา D-value 
และ TDT เปน 7.66 ± 0.58 นาทีและ 62.66 ± 2.08 นาที ตามลําดับ และ S-A-CT95 มีคา 6.17 ± 
0.76 นาทีและ 50.00 ± 5.29 นาที ตามลําดับ คา D และ TDT ของหนอไมปรับกรดต่ํากวากรณีไม
ปรับกรดถึงรอยละ 40-50 (P<.05) ดังนั้น ควรปรับกรดใหมีคาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 เมื่อตม
ดวยเวลา 5D และบมที่ 37 องศาเซลเซียสและ 55 องศาเซลเซียสนาน 2 และ 1  สัปดาห ตามลําดบั 
ตรวจไมพบการเจริญของจุลินทรีย ในการผลิตหนอไมตมบรรจุถุงที่ปลอดภัย (5D) ควรตม
หนอไมปรับดวยซิตริกรอยละ 0.3 ในน้ําเดอืดนานไมต่ํากวา 40 นาที เพื่อใหมีอุณหภูมิใจกลางไม
ต่ํากวา 90 องศาเซลเซียส 
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The objective of this study was to investigate combination effects of heating and pH on  

the inactivation of Bacillus cereus and Clostridium sporogenes spores in boiled Gamble bamboo 
shoots, Thysostachys siamensis, in plastic bags commonly practiced in Kanjanaburi province. 
Decimal reduction time (D) and thermal death time (TDT) values were determined from 
bamboo shoots treated by pH adjustment with acid (A), core temperature (CT90/95oC), diameter 
of the shoots (Small 1.8-2.4 cm., and Big 2.9-3.5 cm.) and with low (104 /ml) and high (108 /ml) 
spore loads. Small diameter bamboo shoots had a shorter core temperature come up time than 
the bigger size. Citric acid at 0.3% by weight could adjust the pH of the shoots to acidic 
condition, lower than 4.5. Bacillus cerues and Clostridium sporogenes  spores tended to 
decrease greater with the combination of heat and acid adjustment than those with only heat 
treatment. The D and TDT values of Bacillus cerues spores of S-A-CT90 and S-A-CT95 
bamboo shoot were 7.66±0.58 and 62.66±2.08 min and 6.17±0.76 and 50±5.29 min for 90 and 
95 oC, respectively. The growth of microorganisms was undetectable after incubation of the 
product at 37 oC and 55 oC for 2 and 1 week, respectively. The recommendation to produce safe 
boiled bamboo shoots (5D) was adjusting the pH with 0.3% citric acid and placed in boiling 
water for not less than 40 min to get the core temperature of  90 oC or higher. 
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    20 การตรวจหาเชือ้จุลินทรียของหนอไมที่ปรับกรด เมื่อตมตามระยะเวลา 5D 
ของการยับยั้งสปอร Clostridium sporogenes ATCC 11437 55 

    21 การทดสอบความใชไดของอาหารเลี้ยงเชือ้ Orange Serum Broth โดยเพาะ
สปอรของเชื้อ Bacillus cereus 56 

    22 การทดสอบความใชไดของอาหารเลี้ยงเชือ้ Orange Serum Broth โดยเพาะ 
สปอรของเชื้อ Clostridium sporogenes 57 

    23 คาความเปนกรดดางของหนอไมที่ตมตามเวลา 5D เชื้อ Clostridium 
sporogenes 58 

    24 คาความเปนกรดดางของหนอไมที่ตมตามเวลา 5D เชื้อ Bacillus cereus 59 
 
 
 
 
 
 
 



 

(4)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  

ข1 การบันทึกอณุหภูมิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภูมิจดุกึ่งกลางหนอไมขนาดเล็ก 
ถึง 90 องศาเซลเซียส 84 

ข2 การบันทึกอณุหภูมิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภูมิจดุกึ่งกลางหนอไมขนาดเล็ก 
ถึง 95 องศาเซลเซียส 85 

ข3 การบันทึกอณุหภูมิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภูมิจดุกึ่งกลางหนอไมขนาดใหญ 
ถึง 90 องศาเซลเซียส 86 

ข4 การบันทึกอณุหภูมิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภูมิจดุกึ่งกลางหนอไมขนาดใหญ 
ถึง 95 องศาเซลเซียส 88 

ข5 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 1 90 
ข6 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 2 91 
ข7 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 3 92 
ข8 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 1 93 
ข9 การปรบักรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 2   94 
ข10 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 3 95 
ข11 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่1 96 
ข12 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่ 2    97 
ข13 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่ 3 98 
ข14 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 1 99 
ข15 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 2 100 
ข16 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 3 101 
ข17 คาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดเมื่อปรับดวยสารละลายกรด 

ซิตริกที่ความเขมขน 0.65%, 2.5%, 3.0% และ 3.5% เมื่อเวลาผานไป 180  
นาที 102 

 
 
 



 

(5)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่ หนา 
  
    1 หนอไมรวกตมบรรจุถุงที่จําหนายในจงัหวดักาญจนบุรี 7 
    2 โครงสรางของ Taxiphillin 7 
    3 การระบาดของเชื้อ Bacillus cereus ในประเทศสหรัฐอเมริการะหวางป ค.ศ. 

1993-1997 15 
    4 Phylogenetic dendrogram แสดงความสัมพันธของ Clostridium sporogenes และ 

Clostridium botulinum type A และ B 22 
    5 โครงสรางของสปอร 22 
    6 คาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดเมื่อปรับดวยสารละลายกรดซิตริก

ที่ความเขมขน 0.65%, 2.5%, 3.0% และ 3.5% เมื่อเวลาผานไป 180 นาที 40 
    7 คาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดเมื่อปรับดวยสารละลายกรดซิตริก

ที่ความเขมขน 3.5% ในปริมาณที่ตางกนั 41 
    8 การยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ที่มีจํานวนสปอรตั้งตนนอยดวยสภาวะตางๆ

เมื่อทําใหอุณหภูมใิจกลางหนอไมไดตามที่ตองการ (90 องศาเซลเซียส และ 95  

องศาเซลเซียส) 45 
    9 การยับยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes  ที่มีจํานวนสปอรตั้งตนนอยดวย

สภาวะตางๆ เมื่อทําใหอุณหภูมิใจกลางหนอไมไดตามทีต่องการ (90 องศา
เซลเซียส และ 95  องศาเซลเซียส) 49 

   10 คาการวัดสีของหนอไมที่ผานการตมตามเวลา 5 D ของเชื้อ Clostridium 
sporogenes 60 

   11 คาการวัดสีของหนอไมที่ผานการตมตามเวลา 5 D ของเชื้อ Bacillus cereus 62 
 
 
 
 
 



 

(6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  
ค1 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดเล็ก, อุณหภูมใิจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 104 
ค2 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดเล็ก, อุณหภูมใิจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 105 
ค3 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 106 
ค4 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 107 
ค5 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดเล็ก, อุณหภูมใิจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 108 
ค6 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดเล็ก, อุณหภูมใิจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 109 
ค7 กราฟอัตราการรอดชวีิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 110 
ค8 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  

ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 111 
ค9 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 112 
ค10 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 113 
ค11 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 114 
ค12 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 115 
 



 

(7)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  
ค13 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 116 
ค14 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 117 
ค15 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 118 
ค16 กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน

ศูนยกลาง ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 119 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
oC   = องศาเซลเซียส 
D-valuve  = Decimal Reduction Time 
TDT   = Thermal Death Time 
pH    =  คาความเปนกรดดาง 
Core temperature =  อุณหภูมิใจกลาง 
mg   = มิลลิกรัม 
g   = กรัม 
kg   = กิโลกรัม



ผลของความรอนและคาความเปนกรดดางตอการยับยั้งสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 
และ Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑหนอไมรวกตมบรรจุถุง 

 
Effect of Thermal and pH Inactivation on Spores of Bacillus cereus and 

Clostridium sporogenes in Boiled Bamboo Shoots in Plastic Bag 
 

คํานํา 
 

หนอไมเปนหนอออนที่เกิดจากตนไผ เปนสวนที่สามารถรับประทานไดของไผ มรีสชาติดี
ไดมีการนํามาประกอบอาหารหลากหลายชนิด แตเนื่องจากหนอไมจะแตกหนอเฉพาะชวงฤดูฝน
ตั้งแตเดือนสิงหาคมถึงเดือนตุลาคมของปเทานั้น จึงไดมกีารคิดคนการถนอมอาหารประเภท
หนอไมในหลายรูปแบบ อาทิ หนอไมปบ หนอไมขวด และหนอไมบรรจุถุง  
 

จากการทําโครงการพัฒนาระบบความปลอดภัยอาหารใหแกกลุม OTOP ในป พ.ศ. 2549-
2550 พบวาในเขตจังหวดักาญจนบุรีการผลิตหนอไมบรรจุถุงนั้นมักใชหนอไมที่เกดิจากไผรวก 
(Thysostachys siamensis Gamble) ในการผลิตเนื่องจากมีวัตถุดิบเปนจํานวนมาก ในระยะเวลาเพยีง 
3-4 เดือน การผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงเปนภูมิปญญาชาวบานอยางหนึ่งเพื่อทีจ่ะเก็บหนอไมไว
รับประทานตลอดทั้งป มีการผลิตในระดบัครัวเรือนซึ่งอาจไมถูกสุขลักษณะอาจมกีารปนเปอนของ
เชื้อจุลินทรียในระหวางการผลิต  กระบวนการผลิตนั้นไมมีความซับซอนเพียงนําหนอไมที่บรรจใุน
ถุงไปตมในน้ําเดือดประมาณ 15 นาทีและไมมีการเติมสารใดเพื่อยบัยั้งการเจริญของจุลินทรีย แตยงั
สามารถเก็บไวในถุงพลาสตกิซึ่งรัดหนังยางไวไดประมาณหนึ่งปโดยไมมีลักษณะของการเสื่อมเสีย
แตอยางใด แตจากกรณีที่เกดิขึ้นที่ ตําบลปาคาหลวง อําเภอบานหลวง จงัหวัดนาน ในวันที่ 16 
มีนาคม พ.ศ. 2549 ซ่ึงชาวบานไดรับประทานหนอไมบรรจุปบที่ผลิตโดยนําหนอไมบรรจุปบ
จากนั้นตมบนเตาไฟถานโดยตรงนาน 15 นาทีและปดฝาปบโดยการบดักรี เมื่อนํามาบริโภคนั้น
ชาวบานไมไดใหความรอนกอนเปนเหตุใหมีผูปวยที่ตองเขารับการรักษาที่โรงพยาบาลประมาณ 
200 ราย และมีผูเสียชีวิตเนือ่งจากสารพิษของเชื้อ Clostridium botulinum จํานวน 2 ราย ซ่ึงเกิดจาก
การไดรับสารพิษที่เชื้อจุลินทรียชนิดนี้สรางขึ้น (ศูนยขอมูลโรคติดเชื้อและพาหะนําโรค, 2549) แต
ยังไมมีรายงานการระบาดอนัเนื่องมาจากการบรโิภคหนอไมรวกตมบรรจุถุงซึ่งใชความรอนจาก
การตมในการฆาเชื้อเทานั้นดังนั้นเพื่อเปนการปองกันการเกิดโรคซึ่งเกดิจากหนอไมรวกตมบรรจุ
ถุง งานวิจยัคร้ังนี้เปนการศกึษาผลของอุณหภูมแิละระยะเวลาในการตมใหความรอนที่เหมาะสมที่
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สามารถทําลายสปอรของเชื้อจุลินทรียทั้งที่ตองการอากาศและไมตองการอากาศที่อาจปนเปอนมา
ในระหวางการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงได โดยใชสปอรของเชื้อ Bacillus cereus เปนตัวแทน
ของเชื้อที่ตองการอากาศและสปอรของเชื้อ Clostridium sporogenes เปนตัวแทนของเชื้อที่ไม
ตองการอากาศ เนื่องจากเชือ้ Clostridium sporogenes นัน้มีลักษณะทางสรีรวิทยาและทางชีวเคมีที่
เหมือนกับเชื้อ Proteolytic Clostridium botulinum ตางกนัเพียงเชื้อ Clostridium sporogenes นั้นไม
สรางสารพิษจึงมีความปลอดภัยในการทดลอง และเพื่อพฒันาการผลติผูวิจัยจักไดศึกษาผลของคา
ความเปนกรดดางตามที่คณะกรรมการอาหารและยาแนะนํามาประยุกตใชกับกระบวนการผลิต
หนอไมรวกตมบรรจุถุง  เพื่อใหเกดิความปลอดภัยจากการสรางสารพิษของเชื้อจุลินทรียและเปน
แนวทางในการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงที่ปลอดภัยใหกับชาวบานตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อศึกษาคาดีแวลู (Decimal Reduction Time; D-value) และ เทอรมอลเดทไทม
(Thermal death time; TDT) ของสปอร Bacillus cereus ATCC 11778 และ Clostridium sporogenes 
ATCC 11437 ในแบบจําลองของหนอไมรวกตมบรรจุถุง โดยศึกษาถึงความแตกตางของการปรับ
กรด, ขนาดเสนผานศูนยกลาง, อุณหภูมิใจกลางหนอไมและจํานวนสปอรตั้งตน เพือ่ใชเปนขอมูล
พื้นฐานในการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงใหมีความปลอดภัย 
 
 2. เพื่อประยกุตใชการปรับกรดของหนอไมปบตามคําแนะนําของสํานักงาน คณะกรรมการ
อาหารและยา มาใชกับการผลติหนอไมรวกตมบรรจุถุงเพื่อใหเกิดความปลอดภัยยิ่งขึ้น 
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การตรวจเอกสาร 
 

หนอไม 
 

ไผเปนพืชที่สามารถนําทุกสวนมาใชประโยชนได ไมวาจะเปนราก ลําตน หรือใบแต
ประโยชนสวนใหญที่คนทัว่ไปรูจักนั้น นอกจากจะเอาลาํตนมาใชประโยชนดานตาง ๆ เชนการ
กอสรางและหตัถกรรมแลว ลําตนออนของไมไผหรือที่เรียกวา  “หนอไม” นั้นก็สามารถนํามาใช
ประโยชนได โดยนํามาประกอบอาหารบริโภค เนื่องจากมีรสชาติดีสามารถประกอบอาหารได
หลายชนิด และไผสวนมากใชหนอในการบริโภคได สําหรับไผที่นิยมนําหนอมาบรโิภคและมี
จําหนายอยูทัว่ไปนั้น ไดแก ไผตง ไผรวก ไผสีสุก และไผปา เปนตน นอกจากนี้ยังมไีผอีกหลาย
ชนิดนอกจากที่กลาวนี้ ที่นยิมนํามาบริโภคกันในทองถ่ิน เชน ไผโจด ไผหวาน เปนตน ผลผลิต
หนอไมสวนใหญเปนผลผลิตจากปายกเวนไผตงเทานั้นที่สวนใหญมีการปลูกเพื่อการคา ดังนั้นชวง
ที่มีหนอไมออกสูตลาดมากจงึเปนชวงฤดูฝนซึ่งมีระยะเวลาเพียง 4-5 เดอืนเทานั้น การบริโภคนิยม
บริโภคสด แตเนื่องจากมีผลผลิตออกสูตลาดเฉพาะชวงฤดูฝนเทานั้น การแปรรูปหรือการถนอม
รักษาหนอไมใหสามารถเกบ็ไวบริโภคไดตลอดทั้งป จึงเปนสิ่งที่จําเปน ซ่ึงสวนใหญมี 2 วิธีคือ ตม
บรรจุปบหรือเรียกวาอดัปบและดอง แตละผลิตภัณฑถามกีารผลิตและเก็บรักษาที่เหมาะสมจะ
สามารถเก็บไวไดนานประมาณ 2 ป หนอไมแตละชนดิเหมาะสําหรับการแปรรูปที่แตกตางกันไป 
กลาวคือ 
      

ไผตง  นิยมนํามาผลิตหนอไมอัดปบมีน้ําหนักปบละประมาณ 20 กิโลกรัม และม ี
น้ําหนกัเนื้อประมาณ 12 กิโลกรัม มีแหลงผลิตที่สําคัญในจังหวัดปราจนีบุรี เนื่องจากจังหวดั
ดังกลาวเปนแหลงเพาะปลูกไผตงมากที่สุดของประเทศ มีผลผลิตออกสูตลาดประมาณเดือน
กรกฎาคมถึงเดือนสิงหาคม ซ่ึงเปนชวงที่มหีนอไมไผตงสดมากที่สุด 
 

ไผสีสุก  นิยมนํามาผลิตหนอไมอัดปบเชนกัน มีลักษณะและรสชาติเหมือนกับไผตง 
แตเปนทีน่ิยมนอยกวาไผตง ราคาจําหนายต่ํากวาเล็กนอย น้ําหนักปบละประมาณ 20 กิโลกรัม 
แหลงผลิตสวนใหญ มาจากจังหวดัตากและอุตรดิตถ มีผลผลิตออกสูตลาดประมาณเดือนกรกฎาคม
ถึงเดือนกันยายน 
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ไผปา  ไมนิยมนํามาตมบรรจปุบ สวนใหญนํามาผลิตหนอไมดอง ผลผลิตสวนมากมาจาก 
จังหวดักาญจนบุรีและจังหวัดพษิณุโลก ซ่ึงออกสูตลาดประมาณเดือนกรกฎาคมถึงเดือนสิงหาคม 
หรือระยะเวลาเดียวกับไผตง 
 

ไผรวก  การแปรรูปมีทั้งอัดปบและหนอไมดอง สําหรับไผรวกอัดปบ มีน้ําหนกัปบละ 
ประมาณ 20 กิโลกรัม  มีการผลิตจากหลายแหลงมีน้ําหนกัเนื้อแตกตางกันไปคือ จากจงัหวดั
กาญจนบุรี และสุพรรณบุรีมนี้ําหนกัเนื้อประมาณปบละ 13 กิโลกรัม  จากอําเภอภูเขียว จังหวัด
ชัยภูมิ  อําเภอหลมสัก จังหวดัเพชรบูรณ และอําเภอชุมแพ จังหวัดขอนแกน มนี้ําหนกัเนื้อประมาณ
ปบละ 14-15 กิโลกรัม (สุทัศน, 2544) 
 

ไผรวก 
 

ไผรวกมีช่ือทางวิทยาศาสตรคือ Thysostachys siamensis Gamble และมช่ืีอพองทาง
พฤกษศาสตรคือ Bambosa siamensis Kutz และ B. Regia Thoms. อยูในวงศ Gramineae  มีช่ือ
พื้นเมืองคือ ตโีย ไผรวก ไมรวก รวก (ภาคกลาง) วาบอบอ แวปง (กะเหรี่ยง แมฮองสอน) แวบาง 
(กะเหรี่ยง เชียงใหม) สะลอม (ชาน แมฮองสอน) ฮวก (ภาคเหนือ) (สวนปลูกปาภาคเอกชน, มมป.) 

 
การกระจายพนัธุตามธรรมชาติอยูบริเวณประเทศพมาเขตติดตอกับประเทศไทย ฉะนั้นจึง

พบมากอยูทั้งภาคกลางและภาคเหนือ มีนอยในภาคใต ในภาคตะวันตกแถบจังหวดักาญจนบุรีก็มี
มากเชนกนั ไผรวกเปนไมทีม่ีความสวยงามในตวัของมันเอง ขึ้นเปนกอชิดทึบแนน พุมเตี้ย สวน
ใหญลําตนเล็ก ลําสูงราว 2-7 เมตร ลําตรงจะมีกิ่งเรยีวเล็กๆ ตอนปลาย ลํามีเสนผานศูนยกลางเฉลี่ย 
2.5 เซนติเมตร แตถาพื้นดนิอุดมสมบูรณดีขนาดจะคอนขางใหญ ขอคอนขางเรียบ มีวงใตขอสีขาว 
ปลองมีความยาวประมาณ 15-30 เซนตเิมตร ใบเล็กยาวเรยีว หนาใบมีขนเล็กๆ กาบหุมลําบางแนบ
ชิดกับลําไม หลุดรวงเมื่อแก ดอกคลายรวงขาว หนอขนาดเล็ก แตกหนอในเดือนสิงหาคมถึงเดือน
กันยายน (สุทัศน, 2544) 
 

ลักษณะโดยทัว่ไปของไผรวกคือมี กาบหุมลํา ยาวประมาณ  22-28 เซนติเมตร กวาง
ประมาณ 11-20 เซนติเมตร กาบมักจะติดตนอยูนาน สีมักจะเปนสีฟาง บาง ออน ดานหลังจะปก
คลุมดวยขนออนสีขาว มรีองเปนแนวเล็กๆ สอบนอยๆ ขึ้นไปหาปลาย ซ่ึงเปนรูปทีต่ัดเปนลูกคลืน่ 
ครีบกาบมีรูปสามเหลี่ยมอาจจะเห็นไมชัดก็ได หรือเล็กมาก กระจังกาบมีเล็กนอยและหยักไม 
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สม่ําเสมอ มีขนละเอียดเล็กนอย ใบยอดกาบยาวประมาณ 10-12 เซนติเมตร เปนรูปสามเหลี่ยมมุม
แหลม ยาวและแคบ ขอบงอโคงเขา  ในสวนของใบ รูปใบเปน Linear-lanceolate ปลายใบเรยีว
แหลม โคนใบปานหรือเกือบกลม ยาว 7-22 เซนติเมตร กวาง 0.5-1.5 เซนติเมตร ทองใบมีขน เสน
กลางใบขางบนแบน เสนลายใบ 4-6 เสน ขอบใบสากและคม กานใบสั้น 0.5 เซนติเมตร ครีบใบเล็ก 
ขอบใบมีหนามเล็ก ๆ สองสามอัน กาบใบแคบไมมีขน นอกจากตามขอบ ๆ อาจจะมขีนออนสวนที่
สามารถนํามารับประทานไดคือ หนอ  เมือ่ตมหลายครั้งหรือตมใสใบยานางดวย จะทําใหหนอไม
ไผรวก มีรสชาติดีขึ้นและเปนที่นิยม นอกจากนั้นเมื่อปอกทําความสะอาดหนอแลว ตมอัดใสปบ 
ไมใหอากาศเขาสามารถเก็บเอาไวขายไดนอกฤดูกาล ทาํใหมีการทํา “หนอไมปบ” ออกจําหนาย ป
ละหลายรอยลานบาท จากปาตาง ๆ ทั่วประเทศ (สวนปลูกปาภาคเอกชน, มมป.) 

 
ไผรวกใชประโยชนไดหลายอยาง เชน ใชในการตกแตงบริเวณบานหรือสวน ทําร้ัว เปน

วัสดุในการกอสราง การประมง ทําเยื่อกระดาษ หนอรับประทานได ประโยชนที่สําคญัอีกประการ
หนึ่งคือ ปลูกเปนแนวบังลมหรือค้ําไมพืชสวนตาง ๆ เพราะการขยายพันธุไผรวกเปนไปไดงาย ทน
แลงไดดี จึงสามารถปลูกไดทั่วทุกพืน้ที่ของประเทศ (สุทศัน, 2544) 
 

การผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุง 
 
ขั้นตอนการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงเริ่มจากการนําหนอไมรวกมาลางทําความสะอาด

เพื่อกําจดัเศษดินที่ติดมากับหนอไมออกไปจากนั้นปอกเปลือกที่หุมหนอไมออก และลางทําความ
สะอาดอีกครั้ง นําหนอไมบรรจุในถุงพลาสติกใสโดยมนี้ําหนักประมาณ 1 กิโลกรัมรัดปากถุงให
แนนดวยหนงัยาง จากนั้นนําถุงพลาสติกใสมาซอนทับอีกชั้นหนึ่งและรดัดวยหนังยาง นําไปตมใน
น้ําที่ตมจนเดือดแลวประมาณ 15 นาที ซ่ึงจะยังมีความขมเหลืออยู นําออกมาวางไวใหมีอุณหภูมทิี่
เย็นลงแลวรัดดวยเชือกพลาสติก ชาวบานจะแขวนหนอไมรวกตมบรรจุถุงนี้ไวภายในหองครัวที่
อุณหภูมิหอง ซ่ึงสามารถเก็บไวไดเปนระยะเวลานานประมาณ 1 ป เนื่องจากเวลาที่ใชในการผลิต
หนอไมรวกตมบรรจุถุงนั้นยังไมสามารถกําจัดความขมในหนอไมไดหมด ฉะนั้นกอนที่จะนํามา
รับประทานจะตองนําหนอไมไปตมกอนที่จะบริโภค เพื่อกําจดัความขมใหหมดไป 

 
การผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงนี้เปนการถนอมอาหารรูปแบบหนึ่งทีส่ามารถเก็บหนอไม

ไวรับประทานไดตลอดทั้งป โดยการเสื่อมเสียของหนอไมรวกตมบรรจถุุงนี้สามารถสังเกตไดงาย
จากน้ําที่อยูภายในถุงหากน้ําขุนแสดงวาเกดิการเสื่อมเสียของหนอไมและจะทิ้งหนอไมถุงนั้นไป 
ซ่ึงเปนภูมิปญญาชาวบาน เพื่อที่จะไดรับความปลอดภยัจากการบริโภคอาหาร 
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ภาพที่ 1  หนอไมรวกตมบรรจุถุงที่จําหนายในจังหวดักาญจนบุรี 
 

Taxiphyllin 
 

 
 

ภาพที่ 2  โครงสรางของ Taxiphillin 
 
ท่ีมา: Look for chemical (2008) 
 

Taxiphyllin  หรือ (R)-p-Hydroxymandelonitrile-D-glucopyranoside (C14H17NO7)                                   
(Look for chemical, 2008)  เปนสารที่พบในหนอไมจัดเปนประกอบพวก cyanogenic glycosides 
(Food Standards Australia New Zealand, 2003) ซ่ึงพบในพืชช้ันสูงมากกวา 2000 สปชีส แบง
ออกเปน 110 แฟมมิลี ซ่ึงสารนี้จะมีความเสถียรเมื่อคาความเปนกรดดางนั้นเปนกลางและจะถูก
ไฮโดรไลซดวยกรดที่อุณหภมูิสูงขึ้น และ cyanogenic glycosides จะถูกเปลี่ยนเปน hydrogen 
cyanide (HCN) ซ่ึงเปนสารที่มีพิษตอคนและสัตว เมื่อเนื่อเยื่อของพืชถูกทําลาย (เชน การหั่น การ
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บด หรือการทบุ) เอนไซมทีม่ีอยูในเซลลพชืคือ β-glucosidase จะถูกปลอยออกมาและจับกับ 
glycoside (Speijers, 2007) ซ่ึงสาร Taxiphyllin นั้นจะถูกไฮโดรไลซเปน glucose และ 
hydroxybenzaldehyde cyanohydrinlyase ซ่ึงตอมา hydroxybenzaldehyde cyanohydrin จะถูกแค
ตาไลซโดยเอนไซม hydroxynytrile เปลี่ยนเปน hydroxybenzaldehyde และ hydrogen cyanide 
(HCN) (Food Standards Australia New Zealand, 2003) 
 

Taxiphyllin ที่พบในหนอไมซ่ึงจะเปนพษิตอคนเมื่อทําการรับประทานหนอไมสด เนือ่ง 
จาก HCN จะจบักับอะตอมของเหล็กที่มีในเอนไซม cytochrome oxidase ในไมโทรคอนเดรียของ
เซลลทําใหฤทธิ์ของเอนไซมหมดไป ซ่ึงเอนไซมนี้มีความสําคัญมากตอกระบวนการหายใจจึงเปน
สาเหตุใหการใชออกซิเจนในเนื้อเยื่อลดลง ไซยาไนดจะทําใหระดับของกลูโคสและกรดแลคติกใน
เลือดเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะทําใหระบบหายใจลมเหลวและอาจเสียชีวิตได (Food Standards Australia New 
Zealand, 2003) ปริมาณของ HCN ในลําตนออนของไผมีประมาณ 300 mg./100 g. สวนที่ปลายยอด
ของหนอไมมสูีงถึง 800 mg./100 g. โดยทีป่ริมาณต่ําที่สุดที่สามารถทําใหตายไดอยูในชวง 0.5-3.5 
mg./kg. ของน้ําหนักรางกาย อาการของคนที่ไดรับ HCN ในปริมาณที่ทาํใหตายไดคือ เกิดอาการชา 
ปวดหวั มึนงง ผิวหนังเปนสีเขียวเนื่องจากการขาดออกซิเจน ชัก และหมดสติ ซ่ึง HCN นั้นจะลดลง
เมื่อผานการปรุงสุกหรือการใหความรอน โดยที่สาร glycoside ที่มีในหนอไมนัน้จะถูกทําลายดวย
ความรอนไดงายและจะสลายไประหวางการตม (Deshpande, 2002)โดยที่สภาวะที่เหมาะสมในการ
ลดปริมาณ HCN คือ 98-102 องศาเซลเซียสนาน 148-180 นาที ดังนั้นกระบวนการปรุงอาหารนั้น
เพียงพอตอการทําลายพิษของหนอไม ซ่ึงทาํใหผูบริโภคนั้นปลอดภยัในการบริโภค (Food 
Standards Australia New Zealand, 2003) 
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คุณคาทางโภชนาการของหนอไมรวกตม 
 

ตารางที่ 1  แสดงคุณคาทางโภชนาการของหนอไมรวกตม 
 

สวนประกอบ จํานวนตอ 100 กรัมของสวนที่กินได 
จํานวนแคลอรี่ 24.0 แคลอรี่ 

ความชื้น 93.2 กรัม 
โปรตีน 2.5 กรัม 
ไขมัน 0.4 กรัม 

คารโบไฮเดรต 2.5 กรัม 
ไฟเบอร 0.8 กรัม 
แคลเซียม 12.0 มิลลิกรัม 
ฟอสฟอรัส 40.0 มิลลิกรัม 
วิตามินบี 1 0.01 มิลลิกรัม 
วิตามินบี 2 0.08 มิลลิกรัม 

 
ท่ีมา: กองโภชนาการ กรมอนามัย (2530)  
 

เกณฑมาตรฐานผลิตภัณฑชมุชนหนอไมตม 
 

มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนนีม้ีขอบขายครอบคลุมหนอไมตมที่บรรจุในภาชนะที่ไมใชปบ 
โดยกําหนดความหมายของคําที่ใชในมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนนี้ดังนี้ หนอไมตมหมายถึง 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการนําหนอไมชนิดตางๆ ที่บริโภคได เชน ไผตง ไผรวก ไผซาง ไผไร มาปอก
เปลือกอาจหั่นเปนชิ้นตามตองการ ตมใหสุก และน้ําหนกัเนื้อ (drained weight) หมายถึง น้ําหนกั
เนื้อของหนอไมตมในภาชนะบรรจุที่ไมรวมสวนที่เปนน้าํ 
 

คุณลักษณะทีต่องการ ประกอบดวย 
 
1.  ลักษณะทั่วไปตองไมเปนเสี้ยน มีลักษณะที่ดีตามธรรมชาติของหนอไมตม อาจมีช้ินที่มี

ตําหนิจากการตัดแตงบางเลก็นอย กรณีมนี้ําบรรจุดวย น้ําตองไมขุน 
2.  สี ตองมีสีที่ดีตามธรรมชาติของหนอไมตม ไมคลํ้า 
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3.  กล่ิน รส ตองมีกล่ินรสที่ดีตามธรรมชาติของหนอไมตม ปราศจากกลิ่นรสอื่นที่ไมพึง
ประสงค เชน กล่ินเนา รสขื่น 

4.  ลักษณะเนือ้สัมผัส ตองไมเละหรือเปอยยุย 
5.  ส่ิงแปลกปลอม ตองไมพบสิ่งแปลกปลอมที่ไมใชสวนประกอบทีใ่ช เชน เสนผม ดิน 

ทราย กรวด ช้ินสวนหรือส่ิงปฏิกูลจากสัตว 
6.  วัตถุเจือปนอาหาร หามใชสีสังเคราะหทุกชนิด และถาหากมีการใชวตัถุกันเสียใหใชได

ตามชนิดและปริมาณที่กฏหมายกําหนด 
7.  ความเปนกรด-ดางตองนอยกวา 4.6 
8.  มีจํานวนจลิุนทรียทั้งหมด ไมเกนิ 1x104 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม ไมพบ

Staphylococcus aureus ในตัวอยาง 1 กรัม มี Escherichia coli โดยวิธีเอ็มพีเอ็นตองนอยกวา 3 ตอ
ตัวอยาง 1 กรัม และมียีสตและราไมเกิน 100 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม 
 
ตารางที่ 2  แสดงเกณฑตัดสนิคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนหนอไมตม 
 

 
คุณลักษณะ 

 
เกณฑ 

ระดับการตัดสนิ (คะแนน) 
ดีมาก ดี พอใช ตอง

ปรับปรุง 
 

ลักษณะ
ทั่วไป 

มีลักษณะที่ดีตามธรรมชาติของหนอไมตม 
อาจมีช้ินที่มีตาํหนิจากการตดัแตงบาง

เล็กนอย กรณมีีน้ําบรรจุดวย น้ําตองไมขุน 

4 3 2 1 

 
สี 

ตองมีสีที่ดีตามธรรมชาติของหนอไมตม  
ไมคลํ้า 

4 3 2 1 

 
กล่ิน รส 

ตองมีกล่ินรสที่ดีตามธรรมชาติของหนอไม
ตม ปราศจากกลิ่นรสอื่นที่ไมพึงประสงค 

เชน กล่ินเนา รสขื่น 

4 3 2 1 

ลักษณะเนื้อ
สัมผัส 

 
ตองไมเละหรอืเปอยยุย 

4 3 2 1 

 
ท่ีมา: มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน (2549) 
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การผลิตหนอไมปบปรับกรดตามคําแนะนําของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา 
 
 ผลิตภัณฑหนอไมปบนั้นเปนการถนอมอาหารที่มีอายุการเก็บรักษาไดนาน ซ่ึงผูผลิตสวน
ใหญมักเปนกลุมแมบานและผูประกอบการขนาดเล็กที่ยงัขาดความรูและอุปกรณที่จาํเปนในการฆา
เชื้ออยางถูกวิธี ซ่ึงบางครั้งอาจทําใหหนอไมปบนั้นปนเปอนสารพิษของเชื้อ Clostridium botulinum 
ซ่ึงเปนอันตรายถึงแกชีวิตได เชนเดยีวกับเหตกุารณเมื่อวนัที่ 16 มีนาคม 2549 ที่อําเภอบานหลวง 
จังหวดันาน พบผูปวยจากโรคโบทูลิซึมประมาณ 200 ราย และเสยีชีวิต 2 รายเนื่องจากการบริโภค
หนอไมปบทีป่นเปอนสารพิษของเชื้อ Clostridium botulinum เขาไป ดวยเหตนุี้สํานกังานคณะ 
กรรมการอาหารและยารวมกับสถาบันวิจยัโภชนาการ มหาวิทยาลัยมหิดล จึงไดใหคําแนะนําเกีย่ว 
กับการปรับกรดหนอไมปบที่ปลอดภัย ดังนี้ 
 

นําหนอไมสดมาทําความสะอาดและแกะเปลือก นําไปลางในน้ําสะอาดแลวนําหนอไมที่
ไดไปตมในน้าํเดือดจนสุก จากนั้นนาํมาบรรจุลงในปบประมาณรอยละ 60 ของน้ําหนักที่บรรจุได 
หรือประมาณ 12 กิโลกรัมในปบขนาดบรรจุ 20 กิโลกรัม ซ่ึงปบที่ใชตองเปนปบใหมและตองทน
ตอกรดที่มีคา pH นอยกวา 4.5 ได สวนน้ําที่ใชบรรจุรวมกับหนอไมในปบตองปรับใหเปนกรดโดย
ใชกรดซิตริก ในปริมาณรอยละ 0.65 ของน้ําหนกัน้ําที่ใชเตรียม นําน้ําที่ผสมกรดแลวเทลงในปบที่
บรรจุหนอไมแลว และนําปบไปตมในหมอที่มีขนาดเสนผานศูนยกลาง 50  เซนติเมตรที่มีน้ําเปลา
อยูประมาณสามสวนสี่ของหมอ ปดฝาหมอและรอจนน้ําในหมอเดือด จับเวลาอยางนอย 1 ช่ัวโมง
เพื่อใหหนอไมที่อยูดานบนสุดของปบมีอุณหภูมิอยางนอย 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
หลังจากนัน้ทาํการปดฝาปบโดยใชอุปกรณเฉพาะที่ไมใชตะกัว่ แลวจงึนําปบไปทําใหเยน็ในน้ํา
สะอาด (สํานกังานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุขและสถาบันวิจัยโภชนาการ 
มหาวิทยาลัยมหิดล, ม.ป.ป.) 

 
Bacillus cereus 

 
Bacillus cereus ถูกคนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1949 โดย Hauge ไดทําการแยกเชื้อนี้จากซอส 

วานิลลาซึ่งไดเตรียมขึ้นนานเปนวนัและเกบ็ในอุณหภูมหิองกอนนํามารับประทาน พบวามีการ
ระบาดของโรคทองรวงในโรงพยาบาลเมอืงออสโลว ประเทศนอรเวย ตอมา Hauge ไดทาํการ
ทดลองดวยตนเองโดยการแยกเชื้อ Bacillus cereus และเพาะเชื้อจนมีความเขมขน 4 x 106 เซลลตอ
มิลลิลิตรและดื่มสารละลายนั้นลงไป 200 มิลลิลิตร หลังจากนั้น 13 ช่ัวโมงเขามีอาการปวดทองและ
ถายอุจจาระเปนน้ํา และอาการเหลานี้คงอยูประมาณ 8 ช่ัวโมงซึ่งอาการเหลานี้เปนผลมาจากเชื้อ 
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Bacillus cereus ในปจจุบันเปนที่ยอมรับวาเชื้อชนิดนี้เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษที่มี
ลักษณะอาการ 2 ชนิดคือ diarrheal syndrome เปนชนิดทีก่ออาการชา ทาํใหเกิดการถายทอง และ 
emetic syndrome เปนชนิดทีก่ออาการเร็วและทําใหเกิดการอาเจียน (Granum et al., 2000) 

 
ลักษณะทั่วไปของเชื้อ 
 

เชื้อแบคทีเรียในกลุมนี้เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนทอน เจริญไดทั้งในสภาวะที่มี
อากาศและไมมีอากาศ ในชวง  28-35 องศาเซลเซียสนั้นเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ คา
ความเปนกรดดางที่เหมาะสมคือ ในชวง pH 4.9-9.3 และคา Water activity ต่ําที่สุดคือ 0.95 
สามารถสรางเอนโดสปอรได จึงสามารถทนตอสภาวะที่ไมเหมาะสมได (Rajkowski and Bennett, 
2003) 
 
แหลงท่ีพบเชือ้ 
 

สามารถพบเชื้อ Bacillus cereus ไดทัว่ไปในสิ่งแวดลอมเนื่องจากเชื้อสามารถสรางเอนโด
สปอรจึงทนตอส่ิงแวดลอมที่ไมเหมาะสมได ซ่ึงแยกเชื้อชนิดนี้ไดจากดิน อากาศและน้ํา รวมไปถึง
วัตถุดิบมาจากสัตวและพืช (Griffiths and Schraft, 2002) 

 
 ในสวนของการปนเปอนในอาหารมักพบในนมและผลิตภัณฑนม เนื้อและผลิตภัณฑ ขาว 
ผักพรอมบริโภคและเครื่องเทศ แตปริมาณที่จะทําใหเกดิอาการของโรคอาหารเปนพษินั้นจะตอง
ไดรับปริมาณของเชื้อ Bacillus cereus ในปริมาณที่มากพอสมควร จากการสํารวจการพบเชื้อ 
Bacillus cereus ในผลิตภัณฑอาหารดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  การสํารวจผลิตภัณฑอาหารที่ตรวจพบเชื้อ Bacillus cereus 
 

 
ผลิตภัณฑอาหาร 

 
เปอรเซ็นตที่ตรวจพบ 

 
ประเทศที่พบ 

ขาวและผลิตภณัฑขาว 28.5 อินเดีย 
ขาวตม 100 อินเดีย 
ผลิตภัณฑนม 100 อินเดีย 
ผลิตภัณฑเนื้อและไก 80 อินเดีย 
เนื้อควาย 35 อินเดีย 
อาหารเหลวพรอมบริโภค 83 สหราชอาณาจกัร 
นมผงสําหรับทารก 75 สหราชอาณาจกัร 
นมผงไรไขมัน 100 สหราชอาณาจกัร 
นมผงที่สกัดเอาไขมันออก 10.3 ญ่ีปุน 
ชีสเหลว 69 เวเนซุเอลา 
ตัวอยางเมล็ดพืช 67.3 สหราชอาณาจกัร 
ผลิตภัณฑสัตวปก 6.9 อังกฤษ 
ตัวอยางอาหารหลากหลายชนิด
จากตลาดสดของสเปน 

14.7 (เซลล) 
82.4 (สปอร) 

 
สเปน 

ตัวอยางเทมเป 16 เนเธอรแลนด 
เนื้อดิบ 7.9 ญ่ีปุน 
เนื้อหม ู 4.4 ญ่ีปุน 
เนื้อไก 7.2 ญ่ีปุน 
แฮม 3.8 ญ่ีปุน 
ไสกรอก 14.9 ญ่ีปุน 
 
ท่ีมา: Rajkowski and Smith (2001) 
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การกอโรคและการระบาด 
 

การกอโรคของเชื้อชนิดนี้เกดิจากสารพิษซึ่งเปนสารเมแทบอไลตทุตยิภูมิ ซ่ึงเชื้อจะสราง
ขึ้นในชวงปลายของ stationary phase (บุษบา, 2540) เชื้อแบคทีเรียชนดินี้เปนสาเหตุของโรคอาหาร
เปนพิษซึ่งเกิดขึ้นได 2 แบบ คืออาการทองรวง (Diarrheal syndrome) และ อาการอาเจยีน (Emetic 
syndrome) ดังตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4  ลักษณะของโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจากเชื้อ Bacillus cereus 
 

ลักษณะ Diarrheal syndrome Emetic syndrome 
ปริมาณของเชือ้ 105 – 107 (total) 105 – 108 (cells per g.) 
บริเวณที่ผลิตสารพิษ สรางในลําไสเล็กของโฮสต สรางในอาหาร 
ประเภทของสารพิษ Protein; Enterotoxin Cyclic peptide; emetic toxin 
ระยะฟกตวั 8 - 16 ช่ัวโมง  

(บางครั้งมากกวา 24 ช่ัวโมง) 
0.5 – 5 ช่ัวโมง 

ระยะเวลาการเจ็บปวย 12 – 24 ช่ัวโมง  
(บางครั้งนานหลายวนั) 

6 – 24 ช่ัวโมง 

อาการของโรค ปวดทอง ถายอุจจาระเปนน้าํ คล่ืนไส อาเจียน 
อาหารที่เปนสาเหต ุ ผลิตภัณฑเนื้อ ซุป พุดดิ้ง นม

และผลิตภัณฑนม ผักและซอส 
ขาว ขาวผัด พาสตา กวยเตี๋ยว  

 
ท่ีมา: Granum (1994); Kramer and Gilbert (1989); Shinagawa (1993) 
 

จะเห็นไดวาอาการของโรคอาหารเปนพิษที่มีสาเหตุจากเชื้อ Bacillus cereus นั้นเปนอาการ
ที่ไมรุนแรงและสามารถหายเองได จึงทําใหไมมีรายงานการเจ็บปวยเนื่องจากเชื้อ Bacillus cereus 
มากนัก และชวงป ค.ศ. 1983-1992 ในประเทศสหรัฐอเมริกาพบการเจ็บปวยเนื่องจากการบริโภค
อาหารที่ปนเปอนเชื้อแบคทีเรียกอโรคในอาหารทั้งหมด 83,510 ราย สาเหตุจากเชื้อ Bacillus cereus 
ทั้งสิ้น 694 ราย การรับประทานอาหารจีนและขาวผัดนัน้เปนสาเหตุของการระบาดของเชื้อ Bacillus 
cereus ในประเทศสหรัฐอเมริกาคิดเปน 45.9 % ของการระบาดเนื่องจากเชื้อดังกลาวทั้งหมดและ
การระบาดของเชื้อชนิดนีจ้ะมากที่สุดประมาณ 67.6 % ในชวงเดือนพฤษภาคมถึงตุลาคม ซ่ึงจะพบ
ในรานอาหาร รานขายอาหารสําเร็จรูปและภัตตาคารประมาณ 43.2 % และพบการระบาดในบาน 
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21.6% ซ่ึงโดยสวนมากการระบาดนัน้เกดิจากการใชอุณหภูมิในการปรุงอาหารไมเหมาะสม 
(Rajkowski and Smith, 2001) และในชวงป 1993-1997 การระบาดของเชื้อ B.cereus ในประเทศ
สหรัฐอเมริกาแสดงดังภาพที่ 3 
 

 
 
ภาพที่ 3  การระบาดของเชือ้ Bacillus cereus ในประเทศสหรัฐอเมริการะหวางป ค.ศ. 1993-1997   
 
ท่ีมา: Rajkowski and Bennett  (2003) 

   
ในประเทศไทย ป 2547 พบการระบาดของเชื้อ Bacillus cereus จากการบริโภคนมพาส

เจอรไรสของนักเรียนโรงเรียนประถมศึกษาในจังหวัดนครปฐม 2 แหง ในวันที่ 18 พฤศจิกายน 
2547  โรงเรียนแหงแรกคือโรงเรียนวัดหวาเอน มีผูปวยจํานวน 16 รายซ่ึงมีอาการปวดทอง ถาย
เหลว คล่ืนไส อาเจียน และโรงเรียนวดัโพรงมะเดื่อมีผูปวยทั้งสิ้น 24 รายมีอาการเชนเดียวกับผูปวย
จากโรงเรียนวดัหวาเอน ซ่ึงเมื่อทําการเก็บตัวอยางอุจจาระโดยทํา Rectal swab เก็บตวัอยางถุงนมที่
เหลือหลังการดื่ม นมสดพาสเจอรไรสที่ยังไมเปดถุงน้ําแข็งที่ใชแชถุงนม และทําการ swab ตูเย็น ผล
ตรวจจากหองปฏิบัติการโรงพยาบาลนครปฐมพบวา พบเชื้อ Bacillus cereus ในตัวอยางน้ําแข็งทีใ่ช
แชนมและถุงนม ซ่ึงจากการสอบสวนพบวา ในชวงบายของทุกวันผูประกอบการจะขนสงนมสด
พาสเจอรไรสบรรจุถุงพลาสติกขนาด 200 มลิลิลิตร ไปสงที่โรงเรียนกอนรับประทาน 1 วัน จากนัน้
โรงเรียนไดจดัเก็บนมทั้งหมดในตูเย็น เชาวันรุงขึ้นจึงแจกใหนักเรยีนดืม่ ซ่ึงสภาพตูเย็นที่ใชในการ 
จัดเก็บนมที่มคีวามเยน็ไมเพยีงพอ อาจทําใหนมเนาเสียเปนเหตใุหเกิดอาการปวยดังกลาวได  (กลุม
ระบาดวิทยา สํานักงานปองกันควบคุมโรคที่ 1, 2547) 
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ในป ค.ศ. 2006 Iurilna และคณะไดศึกษาความหลากหลายของเชื้อ Bacillus spp. ใน
ตัวอยางอาหารที่จําหนายในประเทศอารเจนตินาทั้งหมด 279 ตัวอยาง พบเชื้อ Bacillus cereus 23% 
ในผลิตภัณฑน้ําผ้ึงทั้งหมด 70 ตัวอยาง สวนในผลิตภัณฑ Port sault Argentino Cheeses ทั้งหมด 30 
ตัวอยางพบเชือ้ Bacillus cereus 50%  แตไมพบเชื้อนี้ในผลิตภัณฑแปง (rye flours และ wheat 
flours) Quartirolo Argentino cheeses ปลาแอนโชวีสด และในเครื่องเทศ (Iurlina et al., 2006) 

 
Valero et al. (2002) ไดสํารวจและแยกเชือ้ Bacillus cereus จากผักสดและอาหารแชเย็นที่

ผานกระบวนการนอยที่มีสวนประกอบของผัก พบวาในผักสดโดยในพริกไทย พบ Bacillus cereus 
11 ตัวอยางจากทั้งหมด 11 ตัวอยาง, ในแตงรานพบ 3 ตัวอยางจากทั้งหมด 9 ตัวอยาง, ในมะเขือเทศ
พบ 9 ตัวอยางจากทั้งหมด 10 ตัวอยาง, ในหัวหอมใหญพบ 1 ตัวอยางจากทั้งหมด 7 ตัวอยาง, ในแค
รอทพบ 3 ตัวอยางจากทั้งหมด 7 ตัวอยางและในแตงกวาพบ 2 ตัวอยางจากทั้งหมด 6 ตัวอยาง ทั้งนี้
เมื่อนําสปอรของ Bacillus cereus ที่แยกไดจากผักดังกลาวมาหาคาการทนความรอนที่ 90 องศา
เซลเซียส พบวาสปอรของ Bacillus cereus ที่พบใน พริกไทย, แตงราน, มะเขือเทศ, หัวหอมใหญ
และแตงกวามคีา D90 เทากับ 4.4-21.2 นาท,ี 4.3-5.4 นาท,ี 1.5-2.3 นาท,ี 6.6 นาที และ 3.5 นาที 
ตามลําดับ และเมื่อทําการสํารวจหาเชื้อ Bacillus cereus ในอาหารแชเยน็ที่ผานกระบวนการนอยทีม่ี
สวนประกอบของผักคือ gazpacho พบ Bacillus cereus 2 ตัวอยางจาก 9 ตัวอยาง, salmorejo พบ 
Bacillus cereus 4 ตัวอยางจาก 9 ตัวอยาง และ ajablanco พบ Bacillus cereus 1 ตัวอยางจาก 4 
ตัวอยาง ซ่ึงสปอรของ Bacillus cereus ที่พบใน gazpacho, salmorejo และ ajablanco มีคา D90 
เทากับ 1.4-5.5 นาที, 2.8-6.4 นาที และ 5.1 นาที ตามลําดบั ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความหลากหลายของ 
Bacillus cereus ที่แยกไดจากผักชนิดตางๆ ซ่ึงมีคาการทนความรอนตางกัน (Valero et al., 2002) 
 
การปองกัน 
 

การปองกันการปนเปอนของอาหารจากเชื้อนี้ทําไดโดยการปองกันการงอกของสปอรและ
ลดการเจริญของเซลลใหมีจํานวนนอยที่สุด ซ่ึงการปรุงอาหารนั้นตองมีอุณหภูมิมากกวา 60 องศา
เซลเซียส การทําใหเย็นตองทําอยางรวดเร็วและใหมีอุณหภูมนิอยกวา 7 องศาเซลเซียส และอุน
บริโภคอาหารตองอุนกอนดวยอุณหภูมิที่เหมาะสม (Griffiths and Schraft, 2002) 
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Clostridium botulinum 
 
ลักษณะทั่วไปของเชื้อ 
 
 Clostridium botulinum เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมตองการอากาศในการเจริญ รูปรางทอน 
สามารถสรางสปอรไดโดยสปอรเปนรูปไข อยูปลายหรือคอนไปทางปลายเซลล (subterminal 
spore) เคลื่อนที่ไดโดยแซทีม่ีอยูรอบตัว (peritrichous flagella)  (Jay et al., 2005) การเจริญของเชื้อ 
Clostridium botulinum สามารถจัดจําแนกกลุมตามการสรางสารพิษ ดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  การจัดกลุมของ Clostridium botulinum ตามชนิดของการสรางสารพิษ 
 

Characteristic Group I Group II Group III Group IV 
Neurotoxin type A,B,F B,E,F C,D G 
Proteolytic / 
 Non-proteolytic 

Proteolytic Non-proteolytic Non-proteolytic Proteolytic 

Minimal Growth 
temperature (oC) 

10 3.3 15 ND 

Optimum Growth 
temperature (oC) 

35-40 18-25 40 37 

Minimal pH  4.7 5.0 ND ND 
Minimal aw (% Nacl) 0.94 0.97 ND ND 
D 100 of spores(min) 25 <0.1 0.1-0.9 0.8-1.1 
D 121 of spores(min) 0.1-0.2 <0.001 ND ND 
 
หมายเหตุ  ND= not determinated 
 
ท่ีมา:  Paul (2002) 
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แหลงท่ีพบเชือ้ 
 

สามารถพบเชื้อนี้ไดทัว่ไปในดิน น้ํา ปุยคอก และตะกอนทะเล พบเชือ้ไดในพื้นดนิในสวน 
ที่มีการระบายน้ําจากแมน้ําและในที่ที่มีการเคลื่อนที่ของน้ํานอย เชนทะเลบาติกและชายฝงของ 
ประเทศสแกนดิเนเวียและบางพื้นที่ของ Great Lakes ในอเมริกาเหนือ (Paul, 2002)  
 
การจัดจําแนกประเภทของเชื้อ 
 
 การจัดจําแนกตามการสรางสารพิษโดยอาศัยเทคนิคทางซีโรวิทยาแบงได 8 ชนิดคือ A, B, 
C1, C2, D, E, F และ G ซ่ึงสารพิษนี้แบงออกเปน 2 ประเภทคือ 
 
1.  ประเภททีย่อยโปรตีน (Proteolytic  type) เปนสายพนัธุที่สามารถยอยเคซีน ใหกาซไขเนา 
 
2.  ประเภทที่ไมยอยโปรตีน (Non-proteolytic type) เปนสายพันธุที่ใชน้ําตาลแมนโนสในการหมกั 
(Jay et al., 2005) 
  
การระบาดของโรค 
 
 จากการสรุปรายงานเฝาระวงัโรคประจําป 2549 ของกระทรวงสาธารณสุขพบการระบาด
ของโรคอาหารพิษจากการรับประทานหนอไมอัดปบ ซ่ึงเกิดจากเชื้อ Clostridium botulinum  มี
ผูปวยจํานวน 148 ราย ซ่ึงเปนเหตกุารณทีม่ีผูปวยมากทีสุ่ดเทาที่เคยมรีายงานในประเทศไทย รวมถึง
มีผูปวยหนักทีต่องใชทอชวยหายใจกวา 40 ราย นอกจากนั้น ยังเปนครั้งแรกที่มีการนาํ botulinum 
toxin มาใชในประเทศไทย ซ่ึงจากสถิติของโรคอาหารเปนพิษเนื่องจากเชื้อ Clostridium botulinum 
ในประเทศไทยในชวงป พ.ศ. 2539-2549 ดงัตารางที่ 6 
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ตารางที่ 6  จํานวนผูปวยดวยโรคอาหารเปนพิษจากเชื้อ Clostridium botulinum ในระหวางป พ.ศ. 
    2539-2549 

 
ป พ.ศ. จํานวนผูปวย 
2549 148 
2548 0 
2547 27 
2546 30 
2545 0 
2544 17 
2543 3 
2542 1 
2541 128 
2540 46 
2539 66 

 
ท่ีมา: ระบบเฝาระวังทางระบาดวิทยา สํานักระบาดวิทยา กองควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  
          (2549) 
 
 Ozlem et al. (2006) ไดตรวจหาสปอรของเชื้อ Clostridium botulinum ในตัวอยางน้ําผ้ึงที่
ขายในตลาด Ankara ประเทศตุรกีพบสปอรของเชื้อ Clostridium botulinum ในตวัอยางน้ําผ้ึง 6 
ตัวอยางจากทัง้หมด 48 ตัวอยาง  
 

Maria et al. (2008) ไดสํารวจพบสปอรของเชื้อ Clostridium botulinum 7.5% จากตวัอยาง
ทั้งสิ้น 200 ตัวอยางในผลิตภณัฑชา Chamomile ในประเทศอารเจนตินา และจากการจัดจาํแนก
พบวาเปนสปอรของเชื้อ Clostridium botulinum ชนิด A 53.3%, ชนดิ B 6.7% และชนิด F 13.3% 
ซ่ึงเปนตัวอยางชาที่ไมมีการบรรจุในถุงปดสนิท มีความเสี่ยงในการกอโรค Infant botulism  
 
อาการของโรค 
 

โรค Botulism ที่กอโรคอาหารเปนพิษนัน้เกดิขึ้นเนื่องจากการรับประทานอาหารที่มีสาร 
พิษที่เชื้อชนดินี้สรางขึ้นนั่นคือ Botulinum toxin  ที่เชื้อขับออกมาปะปนกับอาหารโดยผูปวยจะ
ไดรับสารพิษจะมีอาการหลังจากรับประทานอาหารประมาณ 12-72 ช่ัวโมง สารพิษจะสงผลตอ
ระบบประสาท (Neurotoxin) ทําใหมีอาการออนเพลีย คล่ืนไส อาเจียน ปวดศีรษะ มนึงง ผิวหนงั 
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ปาก และคอแหง ไมมีไข มองเห็นภาพซอน หายใจตดิขัดและหากไมไดรับการักษาทีถู่กวิธีและ
ทันเวลาอาจทาํใหเสียชีวิตได 
 

Clostridium sporogenes 
 

ลักษณะทั่วไปและการเจริญเติบโต 
 
เชื้อ Clostridium sporogenes เปนเชื้อแบคทเีรียแกรมบวก รูปรางเปนทอนตรง มีขนาด

กวาง 0.3-0.4 µm และยาว 1.4-6.6 µm สามารถเคลื่อนที่ไดโดยใช peritrichous flagella สรางสปอร
ไดโดยสปอรมีรูปรางไขอยูคอนไปทางปลายเซลล (Subterminal spore)  ลักษณะโคโลนีบนอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิดแข็ง มีขนาด 2-6 มิลลิเมตร ตรงกลางโคโลนีมีลักษณะนนูสีขาวเหลืองและมีไรซอยดสี
เทา อุณหภูมิทีเ่หมาะสมกับการเจริญอยูในชวง 30-40 องศาเซลเซียส  สามารถพบเชื้อนี้ไดในดิน 
อาหาร และในลําไส (Buchanan and Gibbons, 1974) 

 
เนื่องจากสารพิษที่เกดิจากเชื้อ Clostridium botulinum นั้นมีอันตรายมากและสามารถสราง

สารพิษได จึงไดนําเชื้อ Clostridium sporogenes มาใชในการวจิัยแทนเนื่องจากลักษณะทาง
สรีรวิทยาและชีวเคมีของ Clostridium sporogenes นั้นเหมือนกับสายพนัธุ Proteolytic Clostridium 
botulinum ยกเวนการสรางสารพิษ จึงทําใหเกิดความปลอดภัยในการทดลอง ดังตารางที่ 7  และภาพ
ที่  4 
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ตารางที่ 7   ลักษณะทางชวีเคมีของเชื้อ Proteolytic Clostridium botulinum และ Clostridium 
sporogenes 

 
 

ลักษณะทางชวีเคม ี

Proteolytic 

Clostridium botulinum 

 

Clostridium sporogenes 
Gelatin digestion + + 
Milk digestion + + 
Lecitinase production - - 
Lipase production + + 
Indol production - - 
Glucose fermentation + + 
Lactose fermentation - - 
Maltose fermentation v  v 
Mannitol fermentation - - 
Mannose fermentation - - 
Salicin fermentation - - 
Sucrose fermentation - - 
Toxin production + - 
 
ท่ีมา: O’ Leary (1989) 
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ภาพที่ 4  Phylogenetic dendrogram แสดงความสัมพันธของ Clostridium sporogenes และ   
               Clostridium botulinum type A และ B  
 
 ท่ีมา: Collin et al. (1994) 
 

สปอรของแบคทีเรีย 
 

 
 
ภาพที่ 5  แสดงโครงสรางของสปอร 
 
ท่ีมา: Setlow and Johnson (2007) 

 
สปอรเปนโครงสรางที่สรางขึ้นเพื่อเขาสูระยะพักสรางโดยแบคทเีรีย เชน Bacillus, 

Clostridium และ Sporosarcina ซ่ึงแบคทีเรียพวกนี้จะมวีงจรชีวิต 2 ชวงคือ เซลลปกติและเอนโด
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สปอร โดยที่เอนโดสปอรจะถูกสรางขึ้นเมื่อเซลลอยูในสภาวะทีไ่มเหมาะสม ซ่ึงเปนโครงสรางที่
ทนตอความรอนและสารเคมีสูง (Talaro, 2008) 
 
โครงสรางของสปอร 
 

โครงสรางของสปอรจากชั้นนอกสุดเขาไปชั้นในสุดประกอบดวย 
 

1.  Exosporium  
 
     เปนชั้นนอกสุดของสปอร ซ่ึงเปนสวนที่ทําใหขนาดของสปอรแตละสายพันธุแตกตาง 

กัน ประกอบดวยโปรตีนและไขมัน ซ่ึงยังไมทราบหนาทีท่ี่แนนอน 
 

2.  Spore coat 
 
     เปนชั้นที่เซลลแมสรางขึ้นเพื่อหอหุมสปอร ประกอบดวยโปรตนีที่มโีครงสรางคลาย 

เคราติน (keratin-like protein) ที่มี disulfide group สูง มีบทบาทชวยปกปองสวน cortex จากการ
ทําลายโดย lytic enzyme ในชั้นนี้เปนดานแรกที่จะปองกนัสารเคมี เชน oxidizing agent  
 

3.  Outer forespore membrane 
 

      เปนชั้นของโปรตีนที่มีโครงสรางแตกตางจากชั้น inner  forespore membrane ทําหนาที่
ปองกันการผานเขาออกของโมเลกุลขนาดเล็ก  
 

4.  Cortex 
 

      เปนชั้นของ peptidoglycan ที่มีโครงสรางตางจาก peptidoglycan ของเซลลปกติ ซ่ึงชั้น 
นอกของ peptidoglycan ของสปอรประกอบดวย diaminopimelic acid แตในเซลลปกติ
ประกอบดวยไลซีน 
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5.  Germ cell wall 
 

      เปนสวนทีม่ีโครงสรางเหมือนกับเซลลปกติ อยูระหวางชั้นของ cortex และ inner  
forespore membrane 
 

6.  Inner forespore membrane 
 

      เปนเยื่อเลือกผานของโมเลกุลที่ชอบน้ํา ช้ันนี้ประกอบดวย phospholipid ที่เหมือนกับ
เซลลที่กําลังเจริญ เปนชั้นที่ลอมรอบสวน core เอาไว ซ่ึงจะรองรับการขยายตวัของ core ในระหวาง
การงอก (Germination) 
 

7.  Core 
 

      เปนสวนทีอ่ยูตรงกลางชั้นในสุดของสปอร ประกอบดวย DNA  ribosome และเอนไซม
หลายชนิด นอกจากนี้ยังเปนแหลงสะสมของ diaminopimelic acid (DPA) และ divalent cation อีก
ดวย และมยีีนสที่จําเพาะในระยะพักของสปอรรวมถึง Small acid soluble protein (SASP) จํานวน
มาก ( 10-20% ของโปรตีนในสปอร) SASP นั้นจะจับกับ DNA ชวยปองกัน DNA จากการถูก
ทําลาย Core เปนสวนที่มีน้ํานอยเมื่อเปรยีบเทียบกับเซลลปกติ (ประมาณ 0.4 กรัมตอ 1 กรัมของ
เซลลแหง) จึงทําใหสปอรทนตอสภาวะทีไ่มเหมาะสมได (Setlow and Johnson, 2007) 

 
การถนอมอาหารโดยการใชความรอน 

  
 การใชความรอนเพื่อถนอมอาหารเปนวิธีหนึ่งที่จะทําใหอาหารมีคุณภาพบริโภคตามตอง 
การ โดยมวีัตถุประสงคหลักในการยับยัง้การทํางานของเอนไซมที่มีอยูในอาหาร ความรอนจะทํา
ใหเกิดการเปลีย่นแปลงสี กล่ิน รส และเนื้อสัมผัสของอาหาร ทําลายองคประกอบของอาหารทําให
คุณคาทางโภชนาการลดลง นอกจากนี้ความรอนยังชวยทาํลายจุลินทรียในอาหาร  โดยทําให
โปรตีนในเซลลเสียสภาพ (denaturation) หรือเกิดการตกตะกอน (coagulation) ของโปรตีน สงผล
ใหเซลลจุลินทรียตาย จึงสามารถยับยั้งการเนาเสียของอาหาร และการสรางสารพิษจากจุลินทรียทํา
ใหผูบริโภคไดรับความปลอดภัย  
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ปจจัยท่ีมีผลตอการทนความรอนของจุลินทรีย 
 

1.  ความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและระยะเวลาในการใหความรอน 
 

      ระยะเวลาและอุณหภูมิมคีวามสัมพันธกันคือ หากเพิม่อุณหภูมิใหสูงขึ้น จะทําให 
ระยะเวลาในการใหความรอนลดลง (ดังตารางที่ 8) ในการฆาเชื้อดวยความรอนจะตองคํานึงถึง
ขนาดของภาชนะ หากมีภาชนะมีขนาดใหญจะตองใชเวลาในการใหความรอนนานกวาภาชนะ
ขนาดเล็ก (Jay et al., 2005)  
 

2.  จํานวนจุลินทรียเร่ิมตน 
 
 หากมีจํานวนจลิุนทรียเร่ิมตนมากพบวาจะทนความรอนไดมากกวา เนื่องจากมีกลไก 
การปองกันความรอนจากจํานวนจุลินทรียที่มาก ซ่ึงจะผลิตหรือหล่ังสารออกมาปกปองตัวเอง เชน
โปรตีน จากตารางที่ 9 จะเหน็ไดวาหากมีจาํนวนสปอรเร่ิมตนมากจะตองใชเวลาในการทําลายหรือ
ใหความรอนนานกวาจํานวนสปอรเร่ิมตนนอย ดังนั้นจงึควรกําจัดสิ่งสกปรกออกจากวัตถุดิบให
มากที่สุดกอนนําเขาสูกระบวนการผลิตเพือ่ชวยลดระยะเวลาในการผลิตลง (Jay et al., 2005) 
 
ตารางที่ 8  ผลของอุณหภูมติอคา Thermal Death Time ของสปอร 
 

Temperature Clostridium botulinum  
(60 billion spores suspended 

in buffer at pH 7) 

A Thermophile  
(150,000 spores per ml of corn 

juice at pH 6.1) 
100 oC 260 minutes 1,140 minutes 
105 oC 120 - 
110 oC 36 180 
115 oC 12 60 
120 oC 5 17 

 
ท่ีมา: Jay et al. (2005) 
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ตารางที่ 9  ผลของจํานวนสปอรของ Clostridium botulinum ตอคา Thermal Death Time ที่ 100 
     องศาเซลเซียส 
 

จํานวนสปอร Thermal Death Time (นาที) 
72,000,000,000 240 
1,640,000,000 125 

32,000,000 110 
650,000 85 
16,400 50 

328 40 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Carpenter (1967) 
 

3.  สภาวะการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียกอนการใหความรอน 
 

     3.1  ความเปนกรดดาง 
 

            จุลินทรียสายพันธุเดยีวกันเมื่อเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี pH ตางกันจะทนความ 
รอนไดไมเทากัน เมื่อเล้ียงใน pH ที่เปนกลางจะทนความรอนไดมากกวาที่เล้ียงใน pH ที่เปนกรด
หรือดาง 
 

     3.2  อุณหภมูิที่ใชเล้ียงเชื้อ 
 
                          การทนความรอนของจุลินทรียจะเพิ่มขึน้หากอณุหภมูทิี่ใชบมเพิ่มขึน้ โดยเฉพาะ
อยางยิ่งกับพวกที่สามารถสรางสปอรได 
 

     3.3  อายุของเชื้อจุลินทรีย 
 

             เซลลของแบคทีเรียจะทนความรอนมากที่สุดเมื่ออยูในระยะ stationary phase และ
จะทนความรอนไดนอยที่สุดเมื่ออยูในระยะ log phase และการทนความรอนจะสูงขึน้เมื่อเร่ิมระยะ 
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lag phase แตจะเริ่มลดลงเมื่อเซลลเขาสูระยะ log phase นอกจากนี้สปอรของแบคทีเรียที่มีอายุมาก
จะทนความรอนมากกวาสปอรที่มีอายุนอย (Jay et al., 2005) 
 

4.  องคประกอบของอาหารที่จุลินทรียอยูขณะใหความรอน  
 

     4.1  น้ํา 
 

             การทนความรอนของเซลลจุลินทรียจะเพิ่มขึ้นเมื่อความชื้นสมัพัทธ ความชืน้ หรือ 
คา water activity (aw) ลดลง ดังตารางที่ 10 พบวาสปอรของเชื้อ Bacillus cereus จะทนความรอน
มากขึ้นเมื่อคา aw  ลดลง (Jay et al., 2005) 
 

     4.2  ความเปนกรดดางของอาหาร 
 

             จุลินทรียจะทนความรอนไดมากทีสุ่ดเมื่อเล้ียงในอาหารที่มี pH ที่เหมาะสม 
(โดยทัว่ไปประมาณ 7) แตเมื่อลดหรือเพิม่ pH จะทําใหเชื้อนั้นไวตอความรอนมากขึน้ ซ่ึงเปนผลดี
ตอกระบวน การใหความรอนของอาหารกรดสูง จะทําใหลดเวลาการใหความรอนลงได เมื่อ pH 
ลดลงโดยใชกรดอินทรีย เชน กรดอะซิตกิหรือ กรดแลคติกจะทําใหคาการทนความรอนนั้นลดลง 
(Jay et al., 2005) ดังตารางที ่10 จะเห็นไดวาสปอรของเชื้อ Bacillus cereus เมื่อใหความรอนที่ 95 
องศาเซลเซียส คา aw 1.00 ในอาหารที่มี pH 6.5 มีคา D เทากับ 2.386 นาที แตเมื่อลด pH ใหลดลง
เปน 4.5 พบวาคา D ลดลงเหลือเพียง 0.511 นาที 
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ตารางที่ 10  ผลของอุณหภูม ิคา aw และ pH ตอคา D-value ของสปอรเชื้อ Bacillus cereus 
 
อุณหภูมิ 

(oC) 
 

aw 
 D (นาที) 

pH = 6.5 pH = 5.5 pH = 4.5 
95 1.00 2.386 1.040 0.511 
95 0.95 5.010 2.848 1.409 
95 0.86 18.842 14.513 7.776 
85 1.00 63.398 13.085 5.042 
85 0.86 68.909 91.540 33.910 

 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Gaillard (1998) 
 

คาดี  (D-value) หรือ Decimal Reduction Time 
 

คา D หรือคาคงที่อัตราการตาย หมายถึง เวลาเปนนาทีที่อุณหภูมิหนึ่งๆ ที่จะทําลายจุลิน 
ทรียลง 90 % หรือ 1 log cycle   

 
การหาคา D ทําไดโดยใสสปอรหรือเซลลของจุลินทรียทีท่ราบจํานวนลงในภาชนะแลว

นําไปใหความรอนที่อุณหภมูิคงที่โดยใชเวลาตางกัน นําขอมูลที่ไดมาสรางกราฟความอยูรอด 
(Survivor curve) บนกระดาษเซมิล็อกโดยพลอทคาระหวาง log10 ของจํานวนเชื้อที่อยูรอดบน
แกนล็อก (แกน Y) และเวลาที่ใชในการฆาที่อุณหภูมิหนึง่ๆ บนแกนธรรมดา (แกน X) กราฟที่ได
จะมีความสัมพันธเปนเสนตรง (Madigan et al., 2003) สามารถหาคา D จากสมการดังนี ้
 

D   =                t 
                          Log (N/N0) 

 
D  คือเวลา (นาที) 

 t   คือเวลาที่ใหความรอน (นาท)ี 
 N0  คือปริมาณจุลินทรียเร่ิมตน 
 N คือปริมาณจุลินทรียที่เหลืออยูเมื่อเวลาผานไป t นาที 
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 คาการทนตอความรอนของจลิุนทรียแตละสายพันธุนั้นมคีวามแตกตางกัน ดังตารางที ่11
ซ่ึงไดแสดงการทนความรอนของจุลินทรียที่สรางสปอรที่มีความสําคัญในอาหาร  
 
ตารางที่ 11  การทนความรอนของจุลินทรียที่สรางสปอรที่มีความสําคัญในอาหาร 
 

 
Organism 

Approx. D value at temperature (oC) 
80 85 90 95 100 110 120 

Spores of public health 
significance 
  Group I Clostridium botulinum 
types A and B 
  Group II C. botulinum type B 
  C. botulinum type E 
  Bacillus cereus 
  Clostridium perfringens 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

50 
0.1-3 

 
 

3-145 

 
 
 
 

0.03-2 

 
 
 

7-30 
 

0.01 
3-200 
0.3-18 

 
 
 

1-3 
 
 

0.03-2.4 
2.3-5.2 

 
 
 

0.1-0.2 

Mesophilic aerobes 
  Bacillus subtilis 
  Bacillus licheniformis 
  Bacillus megaterium 
  Bacillus thermoacidurans 

 
 

  
 
 
 

11-30 

  
7-70 
13.5 

1 
2-3 

 
6.9 
0.5 

 
0.5 

Thermophilic aerobes 
  Bacillus stearothermophilus 
 
  Bacillus coagulans 

     
100-
1600 

20-300 

  
1-6 

 
2-3 

Mesophilic anaerobes 
  Clostridium butyricum 
  Clostridium sporogenes 
  Clostridium tyrobutyricum 

 
4-5 

 
13 

 
0.4-0.8 

   
 

80-100 

 
 

21 

 
 

0.1-1.5 

Thermophilic anaerobes 
  Clostridium 
thermosaccharolyticum 

     
 

400 

  
 

3-4 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Setlow and Johnson (2007) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. หนอไมรวกดบิ 
2. ไมบรรทัด 
3. มีด 
4. เขียง 
5. ยางรัดของ 
6. ถุงพลาสติกใสทนรอนขนาด 5x8 นิ้ว 
7. ตะแกรงอะลูมเินียม 
8. นาฬิกาจับเวลา 
9. อางน้ําแข็ง 
10. จานเพาะเชื้อทีผ่านการฆาเชือ้แลว 
11. หลอดทดลองที่ผานการฆาเชื้อแลว 
12. แทงแกวงอ 
13. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) บริษทั Buchi รุน B-490 
14. เครื่องตีปนอาหาร (Stomacher) บริษัท Seward 
15. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง บริษัท Sartorius 
16. เครื่อง pH meter บริษัท Orion รุน 210A 
17. กลองจุลทรรศนชนิด Phase Contrast บริษัท Nikon 
18. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอณุหภูม ิบริษัท Sorvall® RC 26 Plus 
19. เทอรโมมิเตอรแบบกานเสยีบ 
20. Anaerobic Jar บริษัท Lock&Lock 
21. ตูบมเชื้อควบคมุอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บริษัท Gallenkamp 
22. ตูบมเชื้อควบคมุอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert 
23. ตูบมเชื้อควบคมุอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บริษัท Memmert 
24. ปเปตอัตโนมตัิ (Autopipette) ชวง 10-100 ไมโครลิตร บริษัท Eppendorf 
25. ปเปตอัตโนมตัิ (Autopipette) ชวง 100-1000 ไมโครลิตร บริษัท Bohit 
26. ตูเย็น 4 องศาเซลเซียส ยี่หอ Toshiba GA-A1701 
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27. เครื่องวัดสี HunterLab ยี่หอ MiniScan®  XE plus 
 

เชื้อจุลินทรีย 
 

1. เชื้อ Bacillus cereus ATCC 11778 
2. เชื้อ Clostridium sporogenes ATCC 11437 

 
อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 

 
1. อาหารเลี้ยงเชือ้ Nutrient Agar  
2. อาหารเลี้ยงเชือ้ Nutrient Broth  
3. อาหารเลี้ยงเชือ้ Fluid Thiglycollate Broth ของบริษัท Merck 
4. อาหารเลี้ยงเชือ้ Reinforced Clostridial Agar ของบริษัท Merck 
5. อาหารเลี้ยงเชือ้ Tryptic Soy Agar ของบริษัท Merck 
6. อาหารเลี้ยงเชือ้ Dextrose Tryptone Broth 
7. อาหารเลี้ยงเชือ้ Orange serum broth 
8. สารละลายกรดซิตริก  
9. น้ํากลั่นฆาเชื้อ 
10. สารละลาย 0.85% Normal saline 225 มิลลิลิตร 
11. สารละลาย 0. 85% Normal saline 9 มิลลิลิตร 
12. วุน 3 % 
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วิธีการ 
 
1.  การคัดเลือกหนอไมรวกตามขนาดเสนผานศูนยกลาง 
 

นําหนอไมรวกมาปอกเปลือกและลางดวยน้ําประปาใหสะอาด จากนัน้ทําการคัดเลือก
หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลาง  2.9 – 3.5  เซนติเมตร จัดเปนหนอไมรวกที่มีขนาดใหญและคัดเลือก
หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลาง  1.8 – 2.4 เซนติเมตร จัดเปนหนอไมรวกที่มีขนาดเล็ก ตัดทอนหนอ 
ไมแตละทอนใหมีความยาว 6 เซนติเมตรเทาๆ กัน 

 
2. การศึกษาระยะเวลาในการตมเพื่อใหไดอุณหภูมิจุดก่ึงกลางของหนอไมตามทีต่องการ (Come-up 
time) 
  

นําหนอไมที่มขีนาดเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กและใหญที่เตรียมในขอ 1. มาเสียบดวย
เทอรโมมิเตอรแบบกานเสยีบโดยเสียบทีจ่ดุกึ่งกลางของหนอไมใหกานของเทอรโมมิเตอรเขาไปใน
หนอไม 3 เซนติเมตร จากนัน้รัดปากถุงพลาสติกดวยหนังยางแลวซอนทับดวยถุงพลาสติกอีกชั้น
และรัดปากถุงดวยหนังยางอกีที นําถุงหนอไมมาตมใหความรอนในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิโดยใหมี
อุณหภูมิของน้าํ 95 และ 100 องศาเซลเซียส อานอุณหภูมทิี่หนาปดของเทอรโมมิเตอรและจดบนัทึก
เมื่อเวลาผานไปทุกๆ 2 นาที ทําไปจนกระทั่งอุณหภูมิของจุดกึ่งกลางหนอไมถึง 90 และ 95 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ  นําคาที่ไดมาใชในการทดลองขั้นตอไป 

 
3. การประยุกตการปรับกรดหนอไมตามคาํแนะนําของสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 
 
 นําหนอไมรวกดิบมาปอกเปลอืกและลางดวยน้าํประปาใหสะอาดนํามาคั้นน้ําสด จากนั้น
แบงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลิตร ปรับดวยสารละลายกรดซิตริกที่ความเขมขน 0.65%, 
2.5%, 3.0%, และ 3.5% โดยเติมลงไป 0-500 ไมโครลิตร และทําการวัดคาความเปนกรด-ดางเมื่อ
เวลาผานไป 0, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที ตามลําดับ 
 

นําความเขมขนของสารละลายกรดซิตริกและจํานวนหยดที่ทําใหน้ําคัน้สดของหนอไมมีคา
ความเปนกรด-ดางนอยกวา 4.5 ตามคําแนะนําของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยามา
ประยุกตใชในการปรับกรดหนอไมรวกตมบรรจุถุงในขั้นตอนตอไป 
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4.  การเตรียมตัวอยางหนอไมรวกบรรจุถุงกอนการตมใหความรอน 
 

4.1 การเตรียมตัวอยางหนอไมรวกบรรจุถุงที่ไมผานการปรับกรด 
 

       นําหนอไมที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กและขนาดใหญที่เตรียมดังขอ 1. มาชั่ง
ใหมีน้ําหนกั 24 กรัมบรรจุในถุงพลาสติกใสทนรอนขนาด 5x8 นิ้ว เตรียมไว 
 

4.2  การเตรียมตัวอยางหนอไมรวกบรรจุถุงที่ผานการปรับกรด 
 

       นําหนอไมที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กและขนาดใหญที่เตรียมดังขอ 1. มาชั่ง
ใหมีน้ําหนกั 24 กรัมบรรจุในถุงพลาสติกใสทนรอนขนาด 5x8 นิ้ว ปรับดวยสารละลายกรดซิตริกที่
ความเขมขนและจํานวนหยดที่ไดจากผลการทดลองในขอ 3. เตรียมไว 
 
5.  การเตรียมซัสเพนชันสปอรของเชื้อ Bacillus cereus 

 
นําเชื้อ Bacillus cereus ATCC 11778 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําโคโลนีเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Nutrient broth บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจการสรางสปอรโดยใช
กลองจุลทรรศนชนิด Phase contrast เมื่อพบวามีการสรางสปอรประมาณ 90%  ใหเกบ็สปอรโดย
นํามาปนเหวีย่งที่ 10,000 g นาน 15 นาที จากนั้นลางสปอร 2-3 คร้ังดวยน้ํากลั่นและปนเหวี่ยงที ่
10,000 g นาน 15 นาที เก็บสปอรในน้ํากลัน่ปลอดเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนาํมา 
ใช 
 

หาจํานวนสปอรเร่ิมตนของ B. cereus โดยนําเชื้อมาใหความรอนที่ 80 องศาเซลเซียสนาน 
15 นาทีเพื่อกระตุนการงอกของสปอรและทําลายเซลลปกติ  จากนั้นเจอืจางใหมีความเขมขนที่
เหมาะสมและ spread plate โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar บมที่ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 
ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีที่งอกจากสปอรเร่ิมตน 
 

ทําการเจือจางสปอรโดยใช 0.85% Normal saline ใหมีจาํนวนสปอรเร่ิมตนต่ํา (ประมาณ 
104 CFU/ml) และจํานวนสปอรเร่ิมตนสูง (ประมาณ 108 CFU/ml) 
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6.  การเตรียมซัสเพนชันสปอรของเชื้อ Clostridium sporogenes 
 

นําเชื้อ Clostridium sporogenes มาเลี้ยงในอาหาร Fluid thioglycollate broth บมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมงในสภาวะไรอากาศ  และนําซัสเพนชันสปอรของเชื้อ 100 ไมโครลิตรมา 
spread บนอาหาร Reinforced clostridial agar บมที่ 37 องศาเซลเซียสในสภาวะไรอากาศ  ทําการ
ตรวจการสรางสปอรโดยใชกลองจุลทรรศนชนิด Phase contrast เมื่อพบวามีการสรางสปอรประ 
มาณ 90% แลวใหทําการเกบ็สปอรโดยปเปตน้ํากลั่นฆาเชื้อ 1 มิลลิลิตรใสในจานอาหาร Reinforced 
clostridial agar ใชแทงแกวงอขูดลากเอาสปอรของเชื้อออกจากผิวหนาอาหารและเกบ็ซัสเพนชัน
สปอรในหลอดทดลองปลอดเชื้อที่ 4 องศาเซลเซียสจนกระทั่งนํามาใช 
 

การหาจํานวนสปอรเร่ิมตนของเชื้อ Clostridium sporogenes นํามาใหความรอนที่ 80 องศา
เซลเซียสนาน 15 นาทีเพื่อกระตุนการงอกของสปอร จากนั้นทําการเจือจางใหมีความเขมขนที่
เหมาะสมและทําการ Pour  plate โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Reinforced clostridial agar บมที่ 37 องศา
เซลเซียสนาน 48 ช่ัวโมงในสภาวะไรอากาศ และตรวจนับจํานวนสปอรเร่ิมตน 
 

ทําการเจือจางสปอรโดยใช 0.85% Normal saline ใหมีจาํนวนสปอรเร่ิมตนต่ํา (ประมาณ 
104 CFU/ml) และจํานวนสปอรเร่ิมตนสูง (ประมาณ 108 CFU/ml) 

 
7. วิธีการศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาในการตมใหความรอนท่ีเหมาะสมในการยับยัง้การงอกของ
สปอร Bacillus cereus 
 

7.1  การตมใหความรอนในการยับยั้งการงอกของสปอร Bacillus cereus 
 
       นําหนอไมที่เตรียมดังขอ 4.1 – 4.2  มาทําการเติมซัสเพนชันสปอรของเชื้อ Bacillus 

cereus จํานวน 1 มิลลิลิตร โดยแบงออกเปนจํานวนสปอรเร่ิมตนต่ํา (ประมาณ 104 CFU/ml) และ
จํานวนสปอรเร่ิมตนสูง (ประมาณ 108 CFU/ml) รัดปากถุงดวยหนังยางจากนั้นซอนทับดวย
ถุงพลาสติกอีกชั้นและรดัปากถุงดวยหนังยาง นําถุงหนอไมที่เตรียมไวมาตมใหความรอนโดย
เร่ิมตนจับเวลาเมื่ออุณหภูมิของจุดกึ่งกลางหนอไมเทากับ 90 และ 95 องศาเซลเซียส ตามเวลาดังนี้ 
โดยมีหนอไมที่ไมผานการใหความรอนเปนชุดควบคุม 
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1.  90 องศาเซลเซียส เปนเวลา  0 (Come-up time), 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที 
2.  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา  0 (Come-up time), 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที 
 

เมื่อใหความรอนตามเวลาทีก่ําหนดแลวนาํมาแชในอางน้ําแข็งนาน 2 นาที 
 

7.2 การตรวจนับจาํนวนสปอร Bacillus cereus ที่รอดชีวิต 
 

                    ทําการตรวจนับจํานวนสปอรที่รอดชีวิตหลังจากการใหความรอนที่อุณหภูมแิละเวลา
ตางๆ โดยทําการเติม 0.85% Normal saline 225 มิลลิลิตร และตีปนดวยเครื่อง Stomacher ที่ความ 
เร็ว 200 สโตรคตอนาที เปนเวลา 2 นาที เจอืจางตอดวย 0.85% Normal saline 9 มิลลิลิตร จนได
ระดับความเจอืจางที่เหมาะสม 3 ระดับๆ ละ 2 ซํ้า นํามา Spread plate ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptic 
soy agar บมที่ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจนับจํานวนสปอรที่รอดชีวิต 

 
นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางเวลาทีใ่หความรอน (นาท)ี กับจํานวนสปอรที่รอดชีวิต  

(Log CFU/ml) เพื่อหาคา D-value หรือ Decimal Reduction Time คือเวลาเปนนาทีที่จะลดจํานวน
แบคทีเรียหรือสปอรลงไป 90 เปอรเซ็นตหรือ 1 log cycle และหาคา Thermal Death Time (TDT) 
 
8.  วิธีการศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาในการตมใหความรอนท่ีเหมาะสมในการยับยัง้การงอกของ
สปอร Clostridium sporogenes 
 

8.1  การตมใหความรอนในการยับยั้งการงอกของสปอร Clostridium sporogenes 
 

       นําหนอไมที่เตรียมดังขอ 4.1 – 4.2 มาทําการเติมซัสเพนชันสปอรของเชื้อ Clostridium 
sporogenes จํานวน 1 มิลลิลิตรโดยแบงออกเปนจํานวนสปอรเร่ิมตนต่ํา (ประมาณ 104 CFU/ml) 
และจํานวนสปอรเร่ิมตนสูง (ประมาณ 108 CFU/ml)  รัดปากถุงดวยหนังยางจากนั้นซอนทับดวย
ถุงพลาสติกอีกชั้นและรดัปากถุงดวยหนังยาง นําถุงหนอไมที่เตรียมไวมาตมใหความรอนโดยเริ่ม 
ตนจับเวลาเมือ่อุณหภูมิของจุดกึ่งกลางหนอไมเทากับ 90 และ 95 องศาเซลเซียส ตามเวลาดังนี้ โดย
มีหนอไมที่ไมผานการใหความรอนเปนชุดควบคุม 
 
1.  90 องศาเซลเซียส เปนเวลา  0 (Come-up time), 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที 
2.  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา  0 (Come-up time), 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 นาที 
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 เมื่อใหความรอนตามเวลาทีก่ําหนดแลวนาํมาแชในอางน้ําแข็งนาน 2 นาที 
 

8.2  การตรวจนับจํานวนสปอร Clostridium sporogenes  ที่รอดชีวิต 
 
       ทําการตรวจนับจํานวนสปอรที่รอดชีวิตหลังจากการใหความรอนที่อุณหภูมิและเวลา

ตางๆ โดยทําการเติม 0.85% Normal saline 225 มิลลิลิตร และตีปนดวยเครื่อง Stomacher ที่
ความเร็ว 200 สโตรคตอนาที เปนเวลา 2 นาที ทําการเจอืจางตอดวย 0.85% Normal saline 9 
มิลลิลิตร  และนํามา Pour plate ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Reinforced clostridial agar บมที่ 37 องศา
เซลเซียสนาน 48 ช่ัวโมงในสภาวะไรอากาศ จากนัน้ตรวจนับจํานวนสปอรที่รอดชีวิต 

 
      นําคาที่ไดมาสรางกราฟระหวางเวลาทีใ่หความรอน (นาที) กับจํานวนสปอรที่รอดชีวิต  

 (Log CFU/ml) เพื่อหาคา D-value หรือ Decimal Reduction Time คือเวลาเปนนาทีที่จะลดจํานวน
แบคทีเรียหรือสปอรลงไป 90 เปอรเซ็นตหรือ 1 log cycle และหาคา Thermal Death Time (TDT) 
 
9. การทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมที่หาไดจากการยับยัง้การงอกของสปอรของ 
Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes โดยจําลองสภาวะการบมตามวิธีการตรวจลักษณะ
ทางกายภาพและชีวภาพของอาหารกระปอง 
 

นําตัวอยางหนอไมรวกตมบรรจุถุงของแตละสภาวะมาตมดวยเวลา 5 เทาของคา Decimal 
Reduction Time (5D) (เนื่องจากเปนมาตรฐานในการถนอมอาหารกระปองซึ่งตองลดจํานวน 
จุลินทรียตั้งแต 5 Log ขึ้นไป) ที่ไดจากการทดลองในขอ 7.2 และ 8.2 มาบมที่อุณหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 14 วัน และอกีชุดหนึ่งบมที ่55 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน โดยมีตวัอยางหนอไมรวก
บรรจุถุงที่ไมผานการตมเปนชุดควบคมุ หลังจากบมครบตามระยะเวลาแลว นํามาตรวจวิเคราะห
ดังนี ้
 

9.1 ตรวจลักษณะของหนอไม 
 
      โดยตรวจดูความผิดปกติของหนอไมจาก คา pH และวดัสีดวยเครือ่ง Hunter Lab 
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9.2 การตรวจหาจุลินทรีย 
 
      หนอไมนัน้จัดเปนอาหารประเภทกรดต่ําสามารถตรวจสอบหาจุลินทรียโดยนําตวัอยาง

หนอไมมาหั่นหรือสับใหละเอียดผสมลงในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 10 มิลลิลิตรเขยาใหเขากัน จากนัน้ 
ปเปตของผสมใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อดังนี ้ 
 

      ตัวอยางหนอไมที่ไมปรับกรด เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชือ้ Dextrose Tryptone Broth โดย
บมที่อุณหภูมหิอง นาน 2-5 วันในสภาวะที่มีอากาศและบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 5 วัน
ในสภาวะที่มอีากาศ  สวนการตรวจหาเชื้อที่ไมตองการอากาศนั้นใหเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Fluid thiglycollate broth บมที่อุณหภูมิหองนาน 2-5 วัน และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 
24-48 ช่ัวโมง โดยทุกสภาวะการบมทํา 2 ซํ้า   

 
      ตัวอยางหนอไมที่ปรับกรดใหเพาะเชื้อในอาหาร Orange serum broth โดยบมที่

อุณหภูมิ หอง นาน 2-5 วันในสภาวะที่มีอากาศและบมทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 5 วันใน
สภาวะทีม่ีอากาศ  สวนการตรวจหาเชื้อทีไ่มตองการอากาศนั้นใหเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Orange serum broth ที่ปดทบัผิวหนาอาหารดวยวุน 3% บมที่อุณหภูมหิองนาน 2-5 วัน และบมที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสนาน 24-48 ช่ัวโมง โดยทุกสภาวะการบมทาํ 2 ซํ้า   

 
10.  วิจารณผลการทดลอง 
 

วิจารณผลการทดลองโดยเชือ่มโยงผลการวิเคราะหที่ไดกับโปรแกรมทางสถิติ ANOVA 
แบบ Factorial in CRD 
 

สถานที่ทําการทดลอง 
 
หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาทางอาหาร ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร  

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพมหานคร  
 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมทําการวิจยัตั้งแตเดือน สิงหาคม 2550 ส้ินสุดการวจิัยเดือน สิงหาคม 2551 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  การศึกษาระยะเวลาในการตมเพื่อใหไดอุณหภูมิใจกลางของหนอไมตามที่ตองการ (Come-up 
time) 
 

ระยะเวลาในการตมเพื่อใหไดอุณหภูมิใจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส และ 95  
องศาเซลเซียส  หาไดโดยนําหนอไมทั้งเสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก (1.8 – 2.4 เซนติเมตร) และเสน
ผานศูนยกลางขนาดใหญ (2.9 – 3.5 เซนติเมตร) มาตมในน้ําที่มีอุณหภูมิ 95 และ 100 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ จากตารางที่ 12 แสดงผลดังนี้ 
 
ตารางที่ 12  ระยะเวลา Come-up time เพื่อใหอุณหภมูิใจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
                    และ 95 องศาเซลเซียส 
 
ขนาดเสนผานศูนยกลางของ

หนอไม 
อุณหภูมิใจกลางหนอไม  Come-up time 

(นาที) 
ขนาดเล็ก 

(1.8 – 2.4 cm.) 
90 oC 24.30a ± 1.71b 
95 oC 21.77 ± 2.17 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC 37.83 ± 3.99 
95 oC 32.89 ± 1.46  

 
หมายเหตุ  a คือ คาเฉลี่ยของการทดลอง 8 ซํ้า (ขอมูลดังตารางภาคผนวกที่ 1-4) 
     b คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 

ระยะเวลาในการตมเพื่อใหไดอุณหภูมิใจกลาง (Come-up time) ของหนอไมขนาดเล็ก และ
ขนาดใหญ มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01)  คา Come-up time เพื่อให
อุณหภูมิใจกลางหนอไม (Core temperature) เทากับ 90  องศาเซลเซียส ของหนอไมขนาดเล็ก
เทากับ 24.30 ± 1.71 นาที แตหนอไมขนาดใหญเทากับ 37.83 ± 3.99 นาที แตกตางกนัถึง 13.56 
นาที สวนคา Come-up time เพื่อใหอุณหภมูิใจกลางหนอไม (Core temperature) เทากับ 95  องศา
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เซลเซียส ของหนอไมขนาดเล็กเทากับ 21.77 ± 2.17 นาที แตหนอไมขนาดใหญเทากับ 32.89 ± 
1.46 นาที แตกตางกันถึง 11.12 นาที  
 

เมื่อทําการเปรียบเทียบระหวางเวลาในการทําใหอุณหภูมขิองใจกลางหนอไม (Core 
temperature) เทากับ 90 และ 95 องศาเซลเซียสนั้นพบวามีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05)  หนอไมขนาดใหญ, Core temperature เทากับ 90 องศาเซลเซียส มีคา Come-up time 
เฉลี่ย 37.83 ± 3.99 นาที สวน Core temperature เทากับ 95 องศาเซลเซียส มีคา Come-up time เฉลี่ย 
32.89 ± 1.46  นาที แตกตางกัน 4.97 นาท ี
 
2. การประยุกตการปรับกรดหนอไมตามคาํแนะนําของสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) 
 
 สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาแนะนําใหใชกรดซิตริก 0.65% ปรับสภาพกรดของ
หนอไมปบเพือ่ใหได pH< 4.5 ( ประมาณ 4.3-4.5 ) เมื่อทดลองปรับสภาพกรดของน้ําคั้นสดของ
หนอไม 5 มิลลิลิตร โดยเติมสารละลายกรดซิตริกที่ความเขมขน 0.65% จํานวน 0-500 ไมโครลิตร 
และทําการวัดคาความเปนกรดดางทุกๆ 30 นาทีจนครบ 180 นาที พบวาเมื่อเติมสารละลายกรดซิ
ตริกจํานวนมากที่สุดคือ 500 ไมโครลิตร มีคาความเปนกรดดางเฉลี่ยเทากับ 5.63 (นาทีที่ 180) ซ่ึง
ไมสามารถทําใหคาความเปนกรดดางน้ําคัน้สดของหนอไมต่ํากวา 4.5 ได ( ภาพที่ 6 ) 
   

เมื่อทดลองปรับสภาพกรดน้าํคั้นสดของหนอไม 5 มิลลิลิตร โดยใชสารละลายกรดซิตริกที่
ความเขมขน 2.5%, 3.0% และ 3.5% จํานวน 0-500 ไมโครลิตร และทําการวัดคาความเปนกรดดาง
ทุกๆ 30 นาทีจนครบ 180 นาที พบวาเมื่อใชสารละลายกรดซิตริก 3.5% จํานวน 400 ไมโครลิตรทํา
ใหน้ําคั้นสดของหนอไมมีคาความเปนกรดดางเฉลี่ย 4.31 (นาทีที่ 0) และเมื่อเวลาผานไปครบ 180 
นาที น้ําคั้นสดของหนอไมมคีาความเปนกรดดางเฉลี่ยคงที่ที่ 4.30 ซ่ึงเปนคาความเปนกรดดางที่
นอยกวา 4.5 ตามคําแนะนําของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา  
 

ภาพที่ 6 แสดงใหเห็นไดวาเมื่อเติมสารละลายกรดซิตริก 3.0% จํานวน  450 และ 500 
ไมโครลิตร ทําใหน้ําคัน้สดของหนอไมมคีาความเปนกรดดางเฉลี่ย 4.44 และ 4.42 (นาทีที่ 180) 
ตามลําดับ ซ่ึงมีคาความเปนกรดดางนอยกวา 4.5 แตเมื่อนําความเขมขนนี้มาประยุกตใชกับหนอไม 
24 กรัมและตมตามเวลา come-up time เพื่อใหอุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
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และ 95 องศาเซลเซียส นั้นหลังจากตมในถงุพลาสติก แลวพบวาคาความเปนกรดดางเพิ่มขึ้นสูงกวา 
4.5 (ตารางที่ 13) 
 

4

4.5

5

5.5

6

6.5

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

0.65% citric acid
2.5%   citric acid
3.0%   citric acid
3.5%   citric acid

คา 
pH

จํานวนสาร
ละลายกรด (ไมโครลิตร)

คา pH เฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดที่ปรับดวยสารละลายกรดซิตริกที่ความเขมขน 
0.65%, 2.5%, 3.0% และ 3.5% เม่ือเวลาผานไป 180 นาที

 
 
ภาพที่ 6  คาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดเมื่อปรับดวยสารละลายกรดซิตริกที่ความ 
   เขมขน 0.65%, 2.5%, 3.0% และ 3.5% เมื่อเวลาผานไป 180 นาที  
 
หมายเหตุ  ขอมูลดังตารางภาคผนวกที่ 5-17 
 

แตเมื่อพิจารณาจากการปรับกรดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% จํานวน 400 ไมโครลิตร
ทําใหน้ําคัน้สดของหนอไมมีคาความเปนกรดดางเฉลี่ย 4.30 (นาทีที่ 180) ดังภาพที่ 7 และเมื่อนํา
ความเขมขนดงักลาวมาประยุกตใชกับหนอไม 24 กรัมและตมตามเวลา come-up time ตามขนาด
เสนผานศูนยกลางและอุณหภูมิใจกลางหนอไมนั้นพบวา ในทุกๆ สภาวะที่ไดทดลองมีคาความเปน
กรดดางต่ํากวา 4.5 ( ตารางที่ 13 ) ดวยเหตุนี้ผูวิจยัจึงไดนําความเขมขนและปริมาณของสารละลาย
กรดซิตริกนี้ไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
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ตารางที่ 13  แสดงคาความเปนกรดดางเมือ่ปรับดวยสารละลายกรดซิตริกและผานการตมตามเวลา  
                             come-up time ในสภาวะตางๆ 
 

อุณหภูมิใจ
กลางหนอไม 

( Core 
Temperature) 

 
ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง
หนอไม  

 
Come-up 

Time 
 

คา pH เฉลี่ยเมื่อปรับดวยสารละลายกรดซิตริก 
2.16 ml. ของ  
3.0 % citric 

acid 

2.40 ml. ของ 
3.0 % citric 

acid 

1.92  ml. ของ 
3.5 % citric 

acid 
 

ไมตม 
 ขนาดเล็ก - 4.31 4.27 3.76 
ขนาดใหญ - 4.36 4.29 3.75 

 
90 oC 

ขนาดเล็ก 24.30 นาที 4.65 4.63 4.22 
ขนาดใหญ 37.83 นาที 4.67 4.61 4.17 

 
95 oC 

ขนาดเล็ก 21.77 นาที 4.75 4.69 4.34 
ขนาดใหญ 32.89 นาที 4.76 4.69 4.34 

 
หมายเหตุ  หนอไมขนาดเลก็มีเสนผานศนูยกลาง 1.8 – 2.4 เซนติเมตร และ หนอไมขนาดใหญมี 
      เสนผานศูนยกลาง 2.9- 3.5 เซนติเมตร 
 

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

0 30 60 90 120 150 180

300 µl.
350 µl.
400 µl.
450 µl.
500 µl.

คา 
pH

จํานวนสาร
ละลายกรด 
(ไมโครลิตร)

กราฟแสดงคา pH เม่ือปรับสภาพกรดน้ําหนอไมคั้นสดดวย
 3.5% Citric acid ในปริมาณตางกัน

 
 
ภาพที่ 7  คาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคั้นสดเมื่อปรับดวยสารละลายกรดซิตริกที่ความ 
   เขมขน 3.5% ในปริมาณที่ตางกัน 
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ภาพที่ 7 (ตอ) 
 
หมายเหตุ  ขอมูลดังตารางภาคผนวกที่ 14-16 
 
3.  การยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ATCC 11778 ในแบบจําลองหนอไมรวกตมบรรจุถุงใน
สภาวะตางๆ 
 

3.1  ผลของการปรับกรด 
 

การศึกษาความแตกตางของการปรับกรด ในตัวอยางที่มจีํานวนสปอรตั้งตนสูง 
(ประมาณ 8 Log CFU/ml) ดงัตารางที่ 14 เมื่อทําการเปรียบเทียบคา D  และ TDT ของหนอไมที่
ผานการปรับกรดพบวามีคานอยกวาหนอไมที่ไมผานการปรับกรดอยางมีนัยสําคัญยิง่ (p<0.01) เชน 
S-NA-CT 90 มีคา D  และ TDT เทากับ 13.00 ± 1.0  และ 105.00 ± 8.18 นาทีตามลําดับ สวน S-A-
CT 90 มีคา D  และ TDT เทากับ 7.66 ± 0.58 และ 62.66 ± 2.08 นาทีตามลําดับ ซ่ึงตางกัน 1.70 และ 
1.68 เทาตามลําดับ จะเห็นไดวาการปรับกรดสงผลใหคา D ลดลง 
 

ซ่ึงเปนไปในทิศทางเดียวกบัในตัวอยางทีม่ีจํานวนสปอรตั้งตนต่ํา (ประมาณ 4 Log 
CFU/ml) ดังภาพที่ 8 (A) พบวา เมื่อไมปรับกรดสามารถทําลายสปอรได 100 % ในนาทีที่ 29 แต 
หากทําการปรบัดวยกรดซิตริกแลวจะสามารถทําลายสปอรไดทั้งหมดในนาทีที่ 24 ซ่ึงผลการทด 
ลองเปนไปในแนวทางเดยีวกันทุกสภาวะ ดังภาพที่ 8 (B, C และ D) 

 
3.2  ผลของอุณหภูมิใจกลางหนอไม 

 
ในสวนของอณุหภูมิใจกลางหนอไมนัน้แบงเปน 90 องศาเซลเซียส (CT 90) และ 95 

องศาเซลเซียส (CT 95) ซ่ึงหากทําการเปรียบเทียบคา D และคา TDT ของตัวอยางที่มจีํานวนสปอร
ตั้งตนสูง (ประมาณ 8 Log CFU/ml) ดังตารางที่ 14 มีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01)  ในสภาวะ B-NA-CT 90 มีคา D และ TDT เทากับ 15.33 ± 0.58 และ 140.66 ± 5.69 นาที 
ตามลําดับ เมื่อเพิ่มอุณหภูมใิจกลางหนอไมเปน 95 องศาเซลเซียส ( B-NA-CT 95 ) มคีา D และ 
TDT ลดลงเทากับ 9.33 ± 0.58 และ 80.33 ± 6.11 นาที ตามลําดับ 
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สวนในตัวอยางหนอไมที่มีจาํนวนสปอรตัง้ตนต่ํา (ประมาณ 4 Log CFU/ml) สภาวะ  
S-NA-CT 90 (ภาพที่ 8 A) พบวาในนาทีที่ 24 สามารถยับยั้งสปอรได 71.19% (3.37 Log CFU/ml) 
และยับยั้งได 100% ในนาทีที ่29  ในสภาวะเดียวกันนี้เมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 95 องศาเซลเซียส (ภาพ
ที่ 8 B) นั้นจะสามารถยับยั้งสปอรได 86.67 % (4.04  Log CFU/ml)  และใชเวลาเพียง 26 นาทีก็
สามารถยับยั้งสปอรไดหมด เมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นทําใหใชเวลาในการทําลายสปอรลดลง 
 

3.3  ผลของขนาดเสนผานศนูยกลางหนอไม 
 

ขนาดของเสนผานศูนยกลางหนอไมใหผลชัดเจนในตวัอยางหนอไมทีม่ีจํานวนสปอรตั้ง
ตนต่ํา ดังเชนในสภาวะ B-NA-CT 90  ดังภาพที่ 8 (C)  เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะ S-NA-CT 90 ดัง
ภาพที่ 8 (A) แสดงใหเห็นวาขนาดเสนผานศูนยกลางมีผลตออัตราการทําลายสปอร โดยที่เสนผาน
ศูนยกลางขนาดใหญจะทําลายสปอรไดยากกวาและใชเวลานานกวา ซ่ึงตองใชเวลานานถึง 52 นาทีจงึ
จะทําลายสปอรได 100%  สวนเสนผานศนูยกลางขนาดเล็กใชเวลาเพยีง 29 นาท ีแตตัวอยางหนอไมที่
มีจํานวนสปอรตั้งตนสูงนั้น คา D และ TDT ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
 

3.4  ความสัมพันธระหวางการปรับกรด ขนาดเสนผานศนูยกลางและอณุหภูมิใจกลาง
หนอไม 
 

ความสัมพันธระหวางการปรับกรด ขนาดเสนผานศูนยกลางและอุณหภูมิใจกลางหนอไม 
ใหคา D และคา TDT ของตัวอยางที่มีจํานวนสปอรตั้งตนสูงที่มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิง่
ทางสถิติ (p<0.01)  B-NA-CT 90 มีคา D และ TDT เทากบั 15.33 ± 0.58 และ 140.66 ± 5.69 นาที 
ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ S-A-CT 95 ซ่ึงมีคา D และ TDT เทากับ 6.17 ± 0.76 และ 50 ± 5.29นาที 
ตามลําดับ เชนเดียวกับผลการทดลองในตัวอยางที่มีจํานวนสปอรตั้งตนต่ํา (ประมาณ 4 Log CFU/ml) 
เมื่อเปรียบเทียบสภาวะ S-A-CT 90 ดังภาพที่ 8 (A) ซ่ึงสามรถทําลายสปอรไดทั้งหมดในนาทีที่ 24 แต
ในสภาวะ B-NA-CT 95 ดังภาพที่ 8 (D) นั้นจะตองใชเวลานานถึง 42 นาทีจึงจะทําลายสปอรได 100% 
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ตารางที่ 14  แสดงคา D-value และ Thermal Death Time ในการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus  
  ATCC 11778 ดวยสภาวะตางๆ โดยเพาะสปอรที่มีจํานวนตั้งตนมาก (ประมาณ 8 Log   
  CFU/ml) 

 
 
 

การปรับ
กรด 

 
ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง
หนอไม 

 
อุณหภูมิใจ

กลาง
หนอไม 

 
อักษรยอ 

 
D-value 
(นาท)ี 

 
Thermal 

Death Time 
(TDT) (นาท)ี 

 
ไมปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC S-NA-CT 90 13.00a ± 1.0b 105.00 ± 8.18 
95 oC S-NA-CT 95 9.50 ± 0.5 78.33 ± 3.79 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC B-NA-CT 90 15.33 ± 0.58 140.66 ± 5.69 
95 oC B-NA-CT 95 9.33 ± 0.58 80.33 ± 6.11 

 
ปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC S-A-CT 90 7.66 ± 0.58 62.66 ± 2.08 
95 oC S-A-CT 95 6.17 ± 0.76 50.00 ± 5.29 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC B-A-CT 90 7.17 ± 0.29 65.33 ± 0.58 
95 oC B-A-CT 95 6.33 ± 0.29  56.33 ± 1.15 

 
หมายเหตุ   a  คือ คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า 

     b  คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
       S  คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

   B     คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   A คือ ปรับกรด 
   NA  คือ ไมปรับกรด 
   CT 90  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95 คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 8  แสดงการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ที่มีจํานวนสปอรตั้งตนนอยดวยสภาวะตางๆ  

 เมื่อทําใหอุณหภูมใิจกลางหนอไมไดตามที่ตองการ (90 องศาเซลเซียส และ 95  องศา    
 เซลเซียส) 

 
หมายเหตุ S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
     A  คือ ปรับกรด 
   NA   คือ ไมปรับกรด 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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4.  การยับยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes ATCC 11437 ในแบบจําลองหนอไมรวกตมบรรจุ
ถุงในสภาวะตางๆ 
 

4.1  ผลของการปรับกรด 
 

เมื่อทําการเปรียบเทียบคา D และคา TDT ระหวางหนอไมที่ผานการปรับกรดและไม
ปรับกรด ในตวัอยางที่มีจาํนวนสปอรตั้งตนสูง (ประมาณ 8 Log CFU/ml) พบวามีความแตกตางกนั
อยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยที่สภาวะ B-A-CT 90 มีคา D และ TDT เทากับ 7.5 ± 0.5  
นาทีและ 64.83 ± 1.89 นาที ตามลําดบั แตสภาวะหนอไมที่ไมผานการปรับกรด (B-NA-CT 90) จะ
มีคา D และ TDT เทากับ 11.83 ± 1.18 นาที และ 86.33 ± 2.52 นาที ตามลําดับ จะเหน็ไดวาการปรบั
กรดทําใหคา D และ TDT ลดลง (ดังตารางที่ 15) 
 

ผลการทดลองเปนไปในทิศทางเดียวกนัในตัวอยางที่มีจาํนวนสปอรตัง้ตนต่ํา 
(ประมาณ 4 Log CFU/ml) ในหนอไมที่ผานการปรับกรดนั้น สามารถทําลายสปอรทั้งหมดไดเร็ว
กวาหนอไมทีไ่มผานการปรับกรด ดังเชนภาพที ่9 (B) แสดงการยับยั้งสปอรในสภาวะ S-A-CT 95 
พบวาสามารถยับยั้งสปอรได 100% ในนาททีี่ 21 แตในสภาวะไมปรับกรด S-NA-CT 95 สามารถ
ยับยั้งสปอรได 100% ในนาททีี่ 26  
  

4.2  ผลของอุณหภูมิใจกลางหนอไม 
 

หากเปรียบเทยีบอุณหภูมใิจกลางหนอไมที่เพาะจํานวนสปอรตั้งตนสูง ดังตารางที่ 15 
ระหวาง S-NA-CT 90 ซ่ึงมีคา D และ TDT เทากับ 13.16 ± 1.16 นาที และ 85.33 ± 3.06 นาที 
ตามลําดับ กับ S-NA-CT 95 มีคา D และ TDT เทากับ 8.66 ± 1.16 นาทแีละ 59.16 ± 1.90 นาที 
ตามลําดับ พบวาอุณหภูมใิจกลางหนอไมที่มากกวามีผลทําใหคา D และ TDT ลดลงอยางมีนัยสําคญั
ยิ่งทางสถิติ (p<0.01)  
 

สวนในตัวอยางหนอไมที่มีจาํนวนสปอรตัง้ตนต่ํา(ประมาณ 4 Log CFU/ml) สภาวะ  
B-NA-CT 90 ดังภาพที่ 9 (C) นั้นสามารถยงัยั้งสปอรได 100% ในนาทีที ่47 แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใจ
กลางหนอไมเปน 95 องศาเซลเซียส ในสภาวะ B-NA-CT 95 ดังภาพที่ 9 (D) นั้นสามารถยับยั้ง
สปอรได 100% ในนาทีที่ 37 ซ่ึงเร็วกวาถึง 10 นาที 
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4.3  ผลของขนาดเสนผานศนูยกลางหนอไม 
 

ขนาดของเสนผานศูนยกลางหนอไมตอการยับยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes 
ใหผลชัดเจนในตัวอยางหนอไมที่มีจํานวนสปอรตั้งตนต่ําเชนเดยีวกับผลของการยับยั้งสปอร Bacillus 
cereus  ดังเชนในสภาวะ B-NA-CT 90 (ภาพที่ 9 C)  เมื่อเปรียบเทียบกบัสภาวะ S-NA-CT 90 (ภาพที่ 
9 A) แสดงใหเห็นวาขนาดเสนผานศูนยกลางมีผลตออัตราการทําลายสปอร โดยที่เสนผานศูนยกลาง
ขนาดใหญจะทําลายสปอรไดยากกวาและใชเวลานานกวา ซ่ึงตองใชเวลานานถึง 47 นาทีจึงจะทําลาย
สปอรได 100%  สวนเสนผานศูนยกลางขนาดเล็กใชเวลาเพียง 29 นาที สวนในตัวอยางหนอไมที่มี
จํานวนสปอรตั้งตนสูงนั้น คา D และ TDT ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางที่ 15  แสดงคา D-value และ Thermal Death Time ในการยับยั้งสปอรของ Clostridium    
sporogenes ATCC 11437 ดวยสภาวะตางๆ โดยเพาะสปอรที่มีจํานวนตั้งตนมาก         
(ประมาณ 8 Log CFU /ml)   

 
 

การปรับกรด 

 
ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง
หนอไม 

 
อุณหภูมิใจ

กลาง
หนอไม 

 
อักษรยอ 

 
D-value 
(นาท)ี 

 
Thermal 

Death Time 
(TDT) (นาท)ี 

 
ไมปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC S-NA-CT 90 13.16a ± 1.16b 85.33 ± 3.06 
95 oC S-NA-CT 95 8.66 ± 1.16 59.16 ± 1.89 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC B-NA-CT 90 11.83 ± 1.18 86.33 ± 2.52 
95 oC B-NA-CT 95 8.83 ± 1.26 65 ± 0.00 

 
ปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC S-A-CT 90 6.5 ± 0.50 52 ± 1.73 
95 oC S-A-CT 95 5.83 ± 0.29 47.33 ± 1.26 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC B-A-CT 90 7.5 ± 0.50 64.83 ± 1.89 
95 oC B-A-CT 95 7.17 ± 0.29 54.33 ± 0.58 

 
หมายเหตุ   a  คือ คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า 
    b  คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
      S  คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

   B     คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   A คือ ปรับกรด 
   NA  คือ ไมปรับกรด 
   CT 90  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95 คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 9  แสดงการยับยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes  ที่มีจํานวนสปอรตั้งตนนอยดวย 

 สภาวะตางๆ เมื่อทําใหอุณหภูมิใจกลางหนอไมไดตามทีต่องการ (90 องศาเซลเซียส และ  
 95  องศาเซลเซียส) 
 

หมายเหตุ  S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 
        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
     A  คือ ปรับกรด 
   NA   คือ ไมปรับกรด 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 

 CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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5.  การทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสมที่หาไดจากการยับยั้งการงอกของสปอรของ 
Bacillus cereus ATCC 11778 และ Clostridium sporogenes ATCC 11437 โดยจําลองสภาวะการ
บมตามวิธีการตรวจลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของอาหารกระปอง 
 

5.1  การตรวจลักษณะทางชวีภาพของหนอไมที่ผานการตมโดยใชเวลา 5D ที่ไดจากการ 
ทดลองยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ATCC 11778 และ Clostridium sporogenes ATCC 11437 
 

       การทดลองในขั้นตอนนีไ้ดทําการตมหนอไมรวกดิบที่ไมไดเพาะเชือ้และตมในสภาวะ 
ตางๆ ตามเวลา 5D ที่ไดจากการทดลองยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ATCC 11778 และ 
Clostridium sporogenes ATCC 11437 ดังตารางที่ 16  นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห 
และ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เมื่อครบกําหนดแลวนําหนอไมมาเพาะลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ 
โดยตัวอยางหนอไมที่ไมปรับกรด เพาะในอาหาร Dextrose Tryptone Broth เพาะเลี้ยงในสภาวะมี
อากาศโดยบมที่อุณหภูมิหองนาน 2-5 วัน และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 5 วัน สวนการ
ตรวจหาเชื้อที่ไมตองการอากาศนั้นใหเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ Fluid thiglycollate broth บมที่
อุณหภูมิหองนาน 2-5 วัน และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ช่ัวโมง โดยทุกสภาวะ
การบมทํา 2 ซํ้า   
 

      ตัวอยางหนอไมที่ปรับกรด เพาะเชื้อในอาหาร Orange serum broth โดยบมที่อุณหภูมิ 
หอง นาน 2-5 วัน และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 5 วันในสภาวะที่มีอากาศ  สวนการ
ตรวจหาเชื้อที่ไมตองการอากาศนั้น เพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ Orange serum broth ที่ปดทับ
ผิวหนาอาหารดวยวุน 3% บมที่อุณหภูมิหองนาน 2-5 วนั และบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 
24-48 ช่ัวโมง โดยทุกสภาวะการบมทํา 2 ซํ้า 
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ตารางที่ 16  แสดงคา 5D ที่ไดจากการทดลองยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ATCC 11778  และ 
                    Clostridium sporogenes ATCC 11437 ที่นํามาจําลองสภาวะการบมตามวิธีการตรวจ 
                    ลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของอาหารกระปอง 
 

 
การปรับกรด 

 
ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง
หนอไม 

 
อุณหภูมิใจ

กลาง
หนอไม 

5D ของการยับยั้ง
สปอร Bacillus 
cereus ATCC 
11778 (นาที) 

 
5D ของการยับยั้งสปอร 
Clostridium sporogenes 

ATCC 11437(นาที) 
 
 

ไมปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC 65.00 65.80 
95 oC 47.50 43.30 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC 76.65 59.15 
95 oC 46.65 44.15 

 
 

ปรับกรด 

ขนาดเล็ก 
(1.8 – 2.4 cm.) 

90 oC 38.30 32.5 
95 oC 30.85 29.15 

ขนาดใหญ 
(2.9 – 3.5 cm.) 

90 oC 35.85 37.5 
95 oC 31.65 35.85 

 
จากผลการทดลองดังตารางที่ 17-20  พบวาในทุกสภาวะที่บม และระยะเวลาทีใ่ชตม

หนอไมนัน้ไมพบการเจริญของเชื้อจุลินทรียเลย อาจเนื่องมาจากการลางทําความสะอาดหนอไม
กอนการตม สามารถชวยกําจัดเชื้อจุลินทรยีที่ปนเปอนมาจากดนิไดในสวนหนึ่ง ทาํใหเมื่อผานการ
ตมแลวเชื้อที่หลงเหลืออยูถูกทําลายไดหมด 
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ตารางที่ 17  แสดงการตรวจหาเชื้อจุลินทรยีของหนอไมที่ไมปรับกรด เมื่อตมตามระยะเวลา 5D  
       ของการยบัยั้งสปอร Bacillus cereus ATCC 11778 
 

 
การปรับกรด 

 
สภาวะ 

 
ระยะเวลาในการ

ตม (นาที) 

 
Dextrose Tryptone 

Broth 

Fluid 
Thioglycollate 

Broth 
 
 
ไมปรับกรด 

Control - อาหารเปลี่ยนสีจากสี
มวงเปนสีเหลือง 

อาหารขุนที่กน
หลอด, มีกล่ินเหม็น 

S : CT 90  65.00 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
S : CT 95  47.50 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 90  76.65 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 95 46.65 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 

 
หมายเหตุ   S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 18  แสดงการตรวจหาเชื้อจุลินทรยีของหนอไมที่ปรับกรด เมือ่ตมตามระยะเวลา 5D ของ 
       การยับยั้งสปอร Bacillus cereus ATCC 11778 
 

 
การปรับกรด 

 
สภาวะ 

 
ระยะเวลาในการ

ตม (นาที) 

 
Orange Serum 

Broth 

 
Orange Serum Broth 
ปดทับดวย 3% agar 

 
 
ปรับกรด 

Control - อาหารขุน อาหารไมขุน 
S : CT 90  38.30 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
S : CT 95  30.85 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 90  35.85 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 95 31.65 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 

 
หมายเหตุ   S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 19  แสดงการตรวจหาเชื้อจุลินทรยีของหนอไมที่ไมปรับกรด เมื่อตมตามระยะเวลา 5D  
      ของการยบัยั้งสปอร Clostridium sporogenes ATCC 11437 

 
 

การปรับกรด 
 

สภาวะ 
 

ระยะเวลาในการ
ตม (นาที) 

 
Dextrose Tryptone 

Broth 

Fluid 
Thioglycollate 

Broth 
 
 

 
ไมปรับกรด 

Control - อาหารเปลี่ยนสีจาก
สีมวงเปนสีเหลือง 

อาหารขุนที่กน
หลอด 

S : CT 90  65.80 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
S : CT 95  43.30 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 90  59.15 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 95 44.15 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 

 
หมายเหตุ   S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 20  แสดงการตรวจหาเชื้อจุลินทรยีของหนอไมที่ปรับกรด เมือ่ตมตามระยะเวลา 5D ของ 
      การยับยั้งสปอร Clostridium sporogenes ATCC 11437 

 
 

การปรับกรด 
 

สภาวะ 
 

ระยะเวลาในการตม 
(นาที) 

 
Orange Serum 

Broth 

Orange Serum 
Broth ปดทับดวย 

3% agar 
 
 
ปรับกรด 

Control - อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
S : CT 90  32.5 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
S : CT 95  29.15 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 90  37.5 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 
B : CT 95 35.85 อาหารไมขุน อาหารไมขุน 

 
หมายเหตุ   S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 

 
จากผลการทดลองพบวาในสภาวะควบคมุของการตรวจหาเชื้อจุลินทรียของหนอไมที่ปรับ

กรดที่เพาะเชื้อในอาหาร Orange Serum Broth ปดทับดวย 3% agar (ดังตารางที่ 18) และ สภาวะ
ควบคุมของตัวอยางปรับกรด ที่เพาะเชื้อในอาหาร Orange Serum Broth และ Orange Serum Broth 
ปดทับดวย 3% agar (ดังตารางที่ 20) ไมพบการเจริญของเชื้อจุลินทรีย จึงไดนํามาทดสอบโดย
เพาะซัสเพนชนัสปอรของเชื้อ Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes ลงไปพบวาเมื่อ
เพาะซัสเพนชนัสปอรของเชื้อ Bacillus cereus ในทกุๆ สภาวะของการบมนั้นไมไดทาํใหจํานวน 
Bacillus cereus ลดลงอยางมีนัยสําคัญ ดังตารางที่ 21 และเมื่อเพาะซัสเพนชันสปอรของ 
Clostridium sporogenes ลงในอาหาร Orange Serum Broth พบวาในสภาวะการบมแบบไรอากาศก็
ไมทําใหจํานวน Clostridium sporogenes ลดลงอยางมีนัยสําคัญเชนเดียวกัน แตเมื่อบมในสภาวะมี
อากาศทําใหจาํนวนของเชื้อลดลงประมาณ 3 Log CFU/ml ดังตารางที ่22  อาจเนื่องมาจาก 
Clostridium sporogenes เปนเชื้อที่ไมตองการอากาศในการเจริญ เมื่ออยูในสภาวะมอีากาศจึงทําให
เชื้อตายได จากผลการทดลองดังกลาวทําใหเห็นไดวาอาหาร Orange Serum Broth ที่ปรับดวยกรด 
ซิตริกและไมปรับกรดนั้นไมมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย และในสภาวะควบคมุที่ไมพบการ
เจริญของเชื้อจุลินทรียเนื่องจากในหนอไมที่นํามาทดลองมีจํานวนจุลินทรียนอยจึงตรวจไมพบ 
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จุลินทรียใดๆเลย 
 

ตารางที่ 21  การเปรียบเทียบสภาวะปรับกรดและไมปรับกรดของสปอร Bacillus cereus ในอาหาร  
      เล้ียงเชื้อ Orange Serum Broth   

 
จํานวนสปอรตั้งตน 1.00 x 108 CFU/ml 
 

 
อาหารเลี้ยง

เชื้อ 

 
การ
ปรับ
กรด 

 
คา pH เมื่อ
เพาะเชื้อแลว 

 
สภาวะ
การบม 

 
อุณหภูมิ
บม (oC) 

 
ลักษณะ

ของอาหาร
หลังจาก
บม 

 
จํานวน 
จุลินทรีย 

ที่รอดชีวิตใน
จานเพาะเชื้อ 

 
 
 

Orange 
Serum 
Broth 

 
ไมปรับ
กรด 

5.95 มีอากาศ 37 ขุน 5.5 x 107 
5.95 55 ขุน 3.9 x 107 
5.95 ไรอากาศ 37 ขุน 7.15 x 107 
5.95 55 ขุน 5.8 x 107 

 
ปรับ
กรด 

4.66 มีอากาศ 37 ขุน 1.35 x 108 
4.66 55 ขุน 3.6 x 107 
4.66 ไรอากาศ 37 ขุน 1.16 x 108 
4.66 55 ขุน 8.1 x 108 
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ตารางที่ 22  การเปรียบเทียบสภาวะปรับกรดและไมปรับกรดของสปอร Clostridium sporogenes  
      ในอาหาร เล้ียงเชื้อ Orange Serum Broth  

 
จํานวนสปอรตั้งตน 5.40 x 108 CFU/ml 
 

 
อาหารเลี้ยง

เชื้อ 

 
การ
ปรับ
กรด 

 
คา pH เมื่อ
เพาะเชื้อแลว 

 
สภาวะ
การบม 

 
อุณหภูมิ
บม (oC) 

 
ลักษณะ

ของอาหาร
หลังจาก
บม 

 
จํานวน 
จุลินทรีย 

ที่รอดชีวิตใน
จานเพาะเชื้อ 

 
 
 

Orange 
Serum 
Broth 

 
ไมปรับ
กรด 

6.00 มีอากาศ 37 ขุน 4.1 x 105 
6.00 55 ขุน 4.5 x 105 
6.00 ไรอากาศ 37 ขุน 3.2 x 108 
6.00 55 ขุน 2.7 x 108 

 
ปรับ
กรด 

4.70 มีอากาศ 37 ขุน 3.9 x 105 
4.70 55 ขุน 3.2 x 105 
4.70 ไรอากาศ 37 ขุน 3.4 x 108 
4.70 55 ขุน 1.3 x 106 

 
5.2  การตรวจลักษณะทางกายภาพของหนอไมที่ผานการตมโดยใชเวลา 5D ที่ไดจากการ

ทดลองยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ATCC 11778 และ Clostridium sporogenes ATCC 11437 
 

5.2.1 การวัดคาความเปนกรดดาง (pH) 
 

  เมื่อนําหนอไมที่ผานการตมตามเวลา 5D ของเชื้อ Clostridium sporogenes และ  
Bacillus cereus มาวัดคา pH กอนบม, หลังบม 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหและหลังบม 55 
องศาเซลเซียส  นาน 1 สัปดาห ดังตารางที่ 23 และ 24 พบวาหลังบม 55 องศาเซลเซียส นาน 1 
สัปดาห คา pH ที่วัดไดมีคาต่ําลงเล็กนอย เชนเดยีวกับคา pH เมื่อบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 
สัปดาห  
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ตารางที่ 23   คาความเปนกรดดางของหนอไมที่ตมตามเวลา 5D เชื้อ Clostridium sporogenes 
 

 
สภาวะของหนอไม 

คา pH กอน
บม 

คา pH  
หลังบม 37 oC  
นาน 2 สัปดาห 

คา pH  
หลังบม 55 oC 
นาน 1 สัปดาห 

หนอไมดิบ, ไมปรับกรด 6.48 6.21 5.52 
หนอไมดิบ, ปรับกรด 3.92 4.94 4.81 

S-NA-CT 90 6.36 5.86 5.86 
S-NA-CT 95 6.38 5.97 5.94 
B-NA-CT 90 6.41 5.74 5.79 
B-NA-CT 95 6.41 5.85 5.82 
S-A-CT 90 4.4 4.41 4.34 
S-A-CT 95 4.37 4.35 4.31 
B-A-CT 90 4.40 4.38 4.34 
B-A-CT 95 4.35 4.29 4.25 

 
หมายเหตุ S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
     A  คือ ปรับกรด 
   NA   คือ ไมปรับกรด 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 24   คาความเปนกรดดางของหนอไมที่ตมตามเวลา 5D เชื้อ Bacillus cereus 
 

สภาวะของหนอไม คา pH กอน
บม 

คา pH  
หลังบม 37 oC  
นาน 2 สัปดาห 

คา pH  
หลังบม 55 oC 
นาน 1 สัปดาห 

หนอไมดิบ, ไมปรับกรด 6.48 6.21 5.52 
หนอไมดิบ, ปรับกรด 3.92 4.94 4.81 

S-NA-CT 90 6.32 5.90 5.82 
S-NA-CT 95 6.30 5.98 5.87 
B-NA-CT 90 6.39 5.80 5.78 
B-NA-CT 95 6.42 5.92 5.80 
S-A-CT 90 4.45 4.40 4.38 
S-A-CT 95 4.40 4.37 4.30 
B-A-CT 90 4.42 4.36 4.30 
B-A-CT 95 4.41 4.34 4.30 

 
หมายเหตุ S   คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดเลก็ 

        B      คือ หนอไมทีม่ีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ 
     A  คือ ปรับกรด 
   NA   คือ ไมปรับกรด 
   CT 90   คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส 
   CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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5.2.2  การวัดคาสีของหนอไม 
 

   ก.  คาการวดัสีหนอไมที่ผานการตมตามเวลา 5D ของเชื้อ Clostridium sporogenes 
 

      
 

    
 
ภาพที่ 10  แสดงคาการวัดสขีองหนอไมทีผ่านการตมตามเวลา 5 D ของเชื้อ Clostridium   
     sporogenes 
 
หมายเหตุ  คา b* คือคาสีเหลือง (Yellowness) เมื่อมีคาเปนบวก หรือคาสีน้ําเงินเมื่อมคีาเปนลบ 

    คา L* คือคาความสวาง (Lightness) ซ่ึงมีคาตั้งแต 0 คือไมมีความสวางหรือสีดํา ถึง 100 
                  คือมีคาความสวางสูงสุดหรือสีขาว 

    S คือ หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก, B คือ หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลางขนาด   
                 ใหญ 

    CT 90 คือ  อุณหภูมิใจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส, CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลาง 
          หนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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1.การปรับกรด 
 

1.1  คาความสวาง (L*) 
 

       เมื่อเปรียบเทียบคา L* ระหวางตัวอยางที่ปรับกรดและไมปรับกรดนั้น มแีนวโนมเพิ่ม  
ขึ้นเมื่อผานการปรับกรดอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิติ (p=0.000) ดังภาพที่ 10 (A) สภาวะไมปรับกรด 
ซ่ึงมีคา L* กอนบมเทากับ 64.48 แตเมื่อปรับกรดมีคา L* กอนบมเทากับ 71.35 จะเห็นไดวาคา L* 
ของหนอไมเพิม่ขึ้นหลังการปรับกรด  
 

1.2  คาสีเหลือง – น้ําเงิน (b*) 
 
                     เมื่อเปรียบเทียบคา b* นั้นพบวาคาเฉลี่ยโดยรวมของตวัอยางหนอไมที่ปรับกรดมีคา 
b* มากกวาหนอไมที่ไมปรับกรดอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01)  ดังภาพที่ 10 (B) สภาวะไม
ปรับกรด มีคา b* กอนบมเทากับ 45.39 แตเมื่อปรับกรดมคีา b* เทากับ 48.91  เชนเดยีวกับเมื่อบม 
37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห ไมปรับกรด มีคา b* เทากับ38.43 แตเมื่อปรับกรดมีคา b* เทากับ 
41.12 เปนตน แสดงใหเห็นวาการปรับกรดนั้นทําใหคา b* สูงขึ้น 
 
2.  สภาวะการบม  
 

2.1  คาความสวาง (L*) 
 

       เมื่อเปรียบเทียบคา L* ระหวางสภาวะกอนบม, บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห  
และบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห นั้นลดลงอยางมีนัยสําคัญยิง่ทางสถิต ิ(p=0.000) ดังภาพ
ที่ 10 (C)  สภาวะไมปรับกรดมีคา L* กอนบม, บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห และบมที่ 55 
องศาเซลเซียส  นาน 1 สัปดาห เทากับ 67.15, 63.06 และ 61.36 ตามลําดับ  
 

2.2  คาสีเหลือง – น้ําเงิน (b*) 
 
       พบวาคา b* ของหนอไมหลังบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหและบมที ่55 

องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห มีแนวโนมลดลงซึ่งแตกตางจากคา b* ของหนอไมกอนบมอยางมีนยั 
สําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01)  แตเมื่อพิจารณาจากภาพที่ 10 (C) จะพบวาในสภาวะปรับกรด นั้นมีคา 
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b* หลังบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาหมากกวาบมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหและ
มากกวากอนบม แตในทางสถิติแลวนั้น พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p=0.355) 

 
ข. คาการวัดสีหนอไมที่ผานการตมตามเวลา 5D ของเชื้อ Bacillus cereus 

 

  
 

  
 
ภาพที่ 11  แสดงคาการวัดสขีองหนอไมทีผ่านการตมตามเวลา 5 D ของเชื้อ Bacillus cereus 
 
หมายเหตุ  คา b* คือคาสีเหลือง (Yellowness) เมื่อมีคาเปนบวก หรือคาสีน้ําเงินเมื่อมคีาเปนลบ 

    คา L* คือคาความสวาง (Lightness) ซ่ึงมีคาตั้งแต 0 คือไมมีความสวางหรือสีดํา ถึง 100 
                  คือมีคาความสวางสูงสุดหรือสีขาว 

    S คือ หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก, B คือ หนอไมที่มีเสนผานศูนยกลางขนาด   
                 ใหญ 

    CT 90 คือ  อุณหภูมิใจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส, CT 95  คือ  อุณหภูมใิจกลาง 
    หนอไมเทากับ 95 องศาเซลเซียส 
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1.  การปรับกรด 
 

1.1  คาความสวาง (L*) 
 

       เมื่อเปรียบเทียบคา L* ของหนอไมทีป่รับกรดและไมปรับกรดนัน้ พบวาแนวโนม
เพิ่มขึ้นเมื่อผานการปรับกรดอยางมีนยัสําคัญยิ่งทางสถิติ (p=0.000) ดังภาพที่ 11 (B) สภาวะไมปรับ
กรดซึ่งมี L* กอนบมเทากับ 66.87 ซ่ึงคาความสวางมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อทําการปรับกรด โดยมีคา 
L* กอนบมเทากับ 71.13 เปนตน  
 

1.2  คาสีเหลือง – น้ําเงิน (b*) 
 

       คา b* ของหนอไมที่ผานการปรับกรดมีคามากกวาหนอไมที่ไมปรับกรดอยางมนีัยสํา  
คัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) ดังภาพที่ 11 (D) สภาวะไมปรับกรดหลังบม 55 องศาเซลเซียส นาน 1 
สัปดาห มีคา b* เทากับ 36.73 แตในหนอไมที่ปรับกรด สภาวะเดยีวกนันี้มีคา b* เพิ่มขึ้นเปน 46.96 
 
2.  สภาวะการบม 
 

2.1 คาความสวาง (L*) 
 

       เมื่อเปรียบเทียบคา L* ระหวางสภาวะกอนบม, บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห 
และบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห พบวาคา L* มีแนวโนมลดลงอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ (p=0.000) ทั้งในหนอไมที่ปรับกรดและไมปรับกรด  ดังภาพที่ 11 (A) สภาวะไมปรับกรดมีคา 
L* กอนบม, บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห และบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห 
เทากับ 66.71, 62.97 และ 57.59 ตามลําดับ เชนเดยีวกับสภาวะที่ปรับกรดมีคา L* กอนบม, บมที่ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห และบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เทากับ 71.20, 69.11 
และ 68.11 ตามลําดับ 
 

2.2  คาสีเหลือง – น้ําเงิน (b*) 
 
       จากกราฟจะเห็นไดวาคา b* ของหนอไมหลังบมที5่5 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห

และ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหมีคานอยกวาคา b* ของหนอไมกอนบม มีเพียงคา b* ของ
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ภาพที่ 11 (C) สภาวะไมปรับกรดและคา b* ของภาพที่ 11 (D) สภาวะที่ปรับกรดเทานั้นที่มีคา b* 
ของหนอไมหลังบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาหและ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหสูง
กวาคา b* ของหนอไมกอนบม แตเมื่อพิจารณาคาเฉลี่ยโดยรวมของคา b* กอนบม, บมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 2 สัปดาหและบมที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เทากับ 45.48, 44.16 และ 
43.52 ตามลําดับ จะเห็นไดวามีแนวโนมที่ลดลงและมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01) 
 

วิจารณ 
 
1.  การศึกษาระยะเวลาในการตมเพื่อใหไดอุณหภูมิใจกลางของหนอไมตามที่ตองการ (Come-up 
time) 
 

คา Come- up time นั้นขึ้นกับอุณหภูมิที่ใชตมและขนาดของเสนผานศูนยกลางของหนอไม 
เมื่อใชอุณหภมูิที่สูงกวาในการตมทําใหคา Come-up time นอยกวาการใชอุณหภูมิที่ต่ํากวาและ
ขนาดเสนผานศูนยกลางที่ใหญกวาสงผลใหคา Come-up time นั้นมากกวาเสนผานศนูยกลางขนาด
เล็ก ซ่ึงโดยทั่วไปแลวอาหารชิ้นขนาดใหญจะตองการเวลาในการฆาเชื้อมากกวาอาหารชิ้นขนาด
เล็ก (วไิล, 2546) จากผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเหน็วาการผลิตหนอไมรวกตมบรรจถุุงนั้นตอง
คํานึงถึงขนาดของเสนผานศูนยกลางของหนอไมที่บรรจใุนถุงดวย หากในถุงนัน้มีหนอไมที่เสน
ผานศูนยกลางขนาดใหญเวลาในการตมควรจะเพิ่มเวลาในการตมใหมากกวาเดิม 
 
2.  การประยุกตการปรับกรดหนอไมตามคาํแนะนําของสาํนักงานคณะกรรมการอาหารและยา 
 

เมื่อปรับสภาพกรดน้ําคั้นสดของหนอไม 5 ml. ตามคําแนะนําของ อย. โดยใชสารละลาย
กรดซิตริก 0.65% พบวาไมสามารถทําใหคาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 ได และเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของสารละลายกรดซิตริกเปน 3.0% จํานวน 450 และ 500 ไมโครลิตรทําใหน้ําคั้นสดมี pH 
เฉลี่ย 4.44 และ 4.42 (นาทีที่ 180 ) ตามลําดับ แตเมื่อนํามาประยุกตใชกับหนอไม 24 กรัม และตม
ตามเวลา Come-up time ของแตละสภาวะ พบวาที่ความเขมขนและจํานวนของสารละลายกรด
ดังกลาวไมสามารถทําใหคาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5 ได อาจเนื่องมาจากหนอไมบรรจุในถุง 
พลาสติกซอนทับ 2 ช้ันโดยรัดปากถุงดวยหนังยาง เมื่อใหความรอนกรดสามารถระเหยออกจาก
ถุงพลาสติกได ประกอบกับการใหความรอนนั้นทําใหมีน้าํออกจากชิ้นหนอไมเพิ่มขึ้น น้ําที่ออกมา
นั้นสามารถเจือจางความเปนกรดใหลดลงสงผลใหคา pH เพิ่มขึ้น ประกอบกับในหนอไมมีสารให
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ความขมที่ช่ือ Taxiphyllin ซ่ึงมีสภาพเปนดาง จากคําแนะนําของ อย. ใหตมหนอไมใหสุกกอนนํามา
บรรจุและฆาเชื้อในปบเพื่อกําจัดความขมทําใหเมื่อปรับกรดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% คา 
pH จึงต่ํากวา 4.5 ได แตในหนอไมรวกตมบรรจุถุงไมมีขั้นตอนในการตมหนอไมเพื่อกําจัดความขม
กอน สารชนิดนี้จึงละลายในถุงของหนอไมการปรับกรดจึงตองใชสารละลายที่มีความเขมขนมาก 
กวาการปรับกรดในปบ (ณรงค, 2531; มณฑาทิพย และคณะ, 2549) 
 
 ดวยเหตนุี้จึงเพิ่มความเขมขนของสารละลายกรดเปน 3.5% พบวาเมื่อใชจํานวน 400 
ไมโครลิตร  ทําใหน้ําคัน้สดของหนอไมมคีา pH เฉลี่ย 4.30 (นาทีที่ 180) เมื่อนํามาประยุกตใชกับ
หนอไม 24 กรัมและตมตามเวลา Come-up time ของแตละสภาวะ พบวาทําใหคา pH ต่ํากวา 4.5 ได 
จึงนําความเขมขนและจํานวนของสารละลายกรดไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.  ผลของการปรับกรดและอุณหภูมิตอการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus และ Clostridium 
sporogenes 
 

การปรับกรดและการเพิ่มอุณหภูมิสงผลใหคา D ลดลงจากตัวอยางที่ไมปรับกรดและให 
อุณหภูมิที่ต่ํากวา ซ่ึงจากผลการทดลองที่กลาวมาในขางตนสอดคลองกับงานวิจยัของ Gaillard et al. 
(1998) ซ่ึงไดศึกษาผลของ pH ตอการทนความรอนของสปอร Bacillus cereus CNRZ 110 พบวาใน 
Citrate-phosphate buffer ที่มี pH 6.5 มีคา D95 เทากับ 188.5 นาที แตเมือ่ลด pH ของ Citrate-
phosphate buffer เปน 4.5 ทําใหคา D95  ลดลงเปน 48.65 นาทีซ่ึงตางกัน 3.87 เทา นอกจากนี้พบวา
อุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นสงผลใหคา D นั้นลดลง ในอาหารที่มี pH 4.5 มีคา D 89 เทากับ 157.3 นาที เมื่อเพิม่
อุณหภูมิเปน 101 องศาเซลเซียส พบวาคา D  นั้นลดลงเหลอืเพียง 10.75 นาทีซ่ึงตางกันถึง 14.63 
เทา และงานวจิัยของ  Leguerinel and Mafart (2001) เมื่อปรับ pH ของ Tryptone salt broth ดวยกรด
ซิตริกใหมี pH ตางกันพบวาอาหารที่มี pH ต่ําลงทําใหคา D ลดลง โดยสปอร Bacillus cereus 
CNRZ 110 ใน Tryptone salt broth ที่มี pH 6.5 มีคา D95 เทากับ 1.02 นาที แตเมื่อลด pH ลงเปน 5.5 
และ 4.5 ทําใหคา D95 เทากับ 0.81 และ 0.64 นาที ตามลําดบั 
 

Moussa-Boudjemaa et al. (2006) ไดศึกษาการปรับกรดในสารสกัดแครอทตอการทนความ
รอนของสปอร Bacillus cereus ATCC 7004 และ ATCC 4342 โดยใชกรดชนิดตางๆ พบวาการทน
ความรอนของสปอร Bacillus cereus ATCC 7004 ที่ถูกปรับดวยกรดซติริกใหมี pH เทากับ 5.2, 4.5 
และ 4.0 มีคา D96 เทากับ 0.7, 0.5 และ 0.42 นาที ตามลําดบั และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 100  องศา
เซลเซียส พบวามีคา D100 เทากับ 0.23, 0.17 และ 0.14 นาที ตามลําดับ จะเห็นไดวาถึงแมจะเปนสปอร
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ของเชื้อสปชีสเดียวกัน หากลด pH ของอาหารลงจะทําใหคา D นั้นลดลง และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิให
สูงขึ้นก็ทําใหคา D นั้นลดลงเชนเดยีวกัน สวนสปอรของเชื้อตางสปชีสกันพบวาการทนตอความรอน
นั้นกใ็หผลที่แตกตางกัน 

 
การยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus ในหนอไมรวกตมบรรจุถุงนั้นใหผลเปนไปในแนวทาง

เดียวกับการยบัยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes ซ่ึง คา D ของตัวอยางที่ปรับกรดนั้นลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกบัตัวอยางทีไ่มปรับกรด และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นทําใหคา D นั้นลดลงเชนเดียวกัน  
Ocio et al. (1994) ไดศึกษาผลของการทนความรอนของสปอรClostridium sporogenes PA3679 ที่
ผานการใหความรอน 110, 115, 118 และ 121 องศาเซลเซียส ในตวัอยางเห็ดบดซึ่งถูกปรับดวยกรดซิ
ตริกใหมี pH 6.7, 6.22, 5.34 และ 4.65  พบวาเมื่อ pH ลดต่ําลงคา D มีแนวโนมที่ลดลง เชนเดยีวกับ
เมื่อเพิ่มความรอนใหสูงขึ้นคา D มีแนวโนมที่ลดลงเชนกนั คา D ของเห็ดที่ไมผานการปรับกรด ( pH 
= 6.7) นั้นสูงกวาตังอยางที่ผานการปรับดวยกรดซิตริกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 
 นอกจากนี้มีงานวิจยัที่ช้ีใหเหน็วาแมจะเปนการยับยั้งสปอรของเชื้อสายพันธุเดียวกนั 
(Clostridium sporogenes ATCC 11437) นัน้จะใหคา D ที่แตกตางกันในอาหารตางชนิดกัน ดัง
งานวิจยัของ Naim et al. (2008) ไดศึกษาผลรวมของความรอน, ปริมาณ nisin และการปรับกรดตอ
การยับยั้งสปอรของ Clostridium sporogenes ATCC 11437 ในผลิตภัณฑแครอท พบวาเมื่อใหความ
รอน 80 องศาเซลเซียส, ปรับ pH = 5 และเติม nisin 750 IU/g มีคา D80 = 32.1 นาที เมื่อลด pH=4, 
ปริมาณ nisin 750 IU/g มีคา D80 = 13.23 นาที แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน90 องศาเซลเซียส, ปรับ pH = 
4.5 และเติม nisin 500 IU/g พบวามีคา  D90 = 10.84 นาท ีซ่ึงจะเหน็ไดวาคา D90 มีคานอยกวาคา D80 

และเมื่อปรับ pH ใหลดลงสงผลใหคา D ลดลง จากผลการทดลองของ Naim et al. (2008) เมื่อ
เปรียบเทียบกบัผลการทดลองที่ได พบวามีคา D ที่ใหอุณหภูมิใจกลางหนอไม 90 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะปรับกรด ในหนอไมขนาดเล็กและขนาดใหญเทากบั 6.5 และ 7.5 นาที  ซ่ึงใหคา D ที่แตก 
ตางกันแมจะเปนเชื้อสายพนัธุเดียวกนัก็ตาม ดังนั้นในการหาคาการทนความรอนของสปอรของเชื้อ
สายพันธุเดยีวกัน หากเปนอาหารตางชนดิกัน จะตองหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการยับยั้งสปอรใน
อาหารชนิดนัน้ๆ เนื่องจากองคประกอบของอาหารแตกตางกัน 
 
 ในการทดลองนี้ไดศึกษาผลรวมของการปรับกรดและความรอนในการยับยั้งสปอร ซ่ึงการ
ทนความรอนของสปอรขึ้นกับ 3 ปจจยั คือการปรับตัวตอความรอน (Thermal adaptation), การ
สรางแรธาตุ (mineralization) และ การลดลงของน้ํา (Dehydration) โดยปจจยัที่สําคัญที่สุดคือการ
ลดลงของน้ํา หรือการที่มีน้าํในสวน core นอย ซ่ึงจํากดัการเคลื่อนที่ของสวนประกอบใน core จึง
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ทําใหสปอรทนความรอนได ( Juneja, 2002)  เมื่อสปอรอยูในสิ่งแวดลอมหรืออาหารที่เปนกรด 
กรดจะทาํลายเยื่อเลือกผานของสปอร นั่นคือช้ันของ inner forespore membrane ทําใหมีการปลด 
ปลอย dipicolinic acid (DPA) ออกมาจากสวน core เมื่อสวน core ขาด DPA น้ําจะเขามาแทนที่ทํา
ใหสปอรไวตอความรอนมากขึ้น (Setlow et.al., 2002) และจากงานวิจยัของ Gould และ Dring 
(1975) พบวาการทนความรอนของสปอรในอาหารที่มี pH กรดลดลงเนื่องจากเกิดprotonization 
ของหมูคารบอกซิลที่อยูในสวน cortex ทําให cortex ถูกทําลาย และทําใหสวน core มีน้ําเขามามาก
ขึ้นสงผลใหสปอรไวตอความรอน ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ Okereke et al. (1990) ซ่ึงใชกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนสองดูโครงสรางสปอร Clostridium sporogenes พบวาความรอนนั้นทําให
ความหนาของ cortex ลดลงและในสวน core มีปริมาตรเพิ่มขึ้น ความรอนจะทําลายเยือ่เลือกผาน
ของสปอรเชนเดียวกับผลของกรด ทําใหสวนประกอบภายในสปอรรวมถึง calcium และ DPA ไหล
ออกสงผลใหสปอรนั้นไวตอความกดดันของสิ่งแวดลอมมากขึ้น( Juneja, 2002)  เมื่อใชทั้งกรดและ
ความรอนรวมกันจงึทําใหการอัตราการตายของสปอรเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อเปรียบเทยีบกับ
สภาวะทีไ่มปรับกรด 
 
4.  ผลของจํานวนสปอรตั้งตน 
 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางการยับยั้งสปอรในตัวอยางหนอไมที่มีจํานวนสปอรตั้งตนมากและ
ที่มีจํานวนตั้งตนนอย พบวาในตัวอยางหนอไมที่มีจํานวนสปอรตั้งตนมากตองใชเวลาในการยับยัง้
สปอรมากกวาทั้งการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus และ Clostridium sporogenes โดยที่การเพาะ
จํานวนสปอรสูงสามารถหาคา D และ TDT ได แตในตัวอยางที่มีการเพาะสปอรนอยนั้นไมสามารถ
หาคา D และ TDT ได ซ่ึงในงานวจิัยของ Mucchetti et al. (2008) ไดศึกษาความแตกตางของจํานวน
เชื้อตั้งตนของ Listeria innocua ตอการลดลงของเชื้อเมื่อลางดวยน้ําที่มีแรงดันน้ํา 3 MPa  พบวา
สามารถกําจัดเชื้อที่มีจํานวนมาก (7 Log CFU/g) ได 95.92% แตสามารถกําจัดเชื้อที่มจีํานวนนอย 
(2 Log CFU/g) ไดถึง 99.50%  ฉะนัน้กอนนําหนอไมมาทําการตมควรจะลางใหหนอไมสะอาด 
ปราศจากดินและสิ่งปนเปอนตางๆ เพื่อลดจํานวนจุลินทรียเร่ิมตนที่อาจปนเปอนมากับดิน เพื่อให
ระยะเวลาที่ใชตมหนอไมนั้นสามารถกําจัดเชื้อจุลินทรียทีป่นเปอนมาอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด 
 
5.  การทดสอบระยะเวลาที่ใชในการตมหนอไมตอการอยูรอดของจุลินทรีย 
 

จากผลการทดลองตมหนอไมตามเวลา 5D ของการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus และ 
Clostridium sporogenes นั้นไมพบการเจรญิของเชื้อจุลินทรียเลยแสดงใหเห็นวาระยะเวลาทีใ่ชใน
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การตมนั้นเหมาะสมตอการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุง เนื่องจากกอนที่จะบรรจุหนอไมรวกดิบลง
ในถุงนั้นไดทาํการลางหนอไมดวยน้ําประปากอน จึงทําใหไมพบการเจริญของจุลินทรีย ซ่ึงจากผล
การทดลองที่ไดนั้นชี้ใหเห็นวากอนการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงควรจะลางหนอไมใหสะอาด 
ไมใหมีส่ิงปนเปอนโดยเฉพาะดิน เนื่องจากหนอไมเจริญเติบโตในดนิ อาจมีสปอรของเชื้อจุลินทรีย
ปนเปอนไดซ่ึงจะทําใหหนอไมเกดิการเนาเสียได ผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ
มณฑาทิพยและคณะ (2550) ไดทดลองปรับสภาพกรดของหนอไมไผหยกและไผหวานอางขางใน
ถุงเพาซและในขวดแกวซ่ึงมีคาความเปนกรดดางระหวาง 4.15-4.36 เมื่อตรวจหาจุลินทรียพวก Flat 
sour mesophile และ Flat sour thermophile พบวาไมพบการเจริญของจุลินทรียทั้ง 2 กลุม  

 
ระยะเวลานอยที่สุดที่ใชในการตมตามเวลา 5D ของการยับยั้งสปอรของ Bacillus cereus 

ATCC 11778 และ Clostridium sporogenes ATCC 11437 ในหนอไมทีไ่มปรับกรดคอื 46.65 และ 
43.30 นาที ตามลําดับ สวนในหนอไมที่ปรับกรดคือ 30.85 และ29.15 นาที ตามลําดับ จะเห็นไดวา
เมื่อทําการปรับกรดสามารถลดระยะเวลาในการตมได ทาํใหประหยดัทั้งเวลาและเชือ้เพลิงในการ
ตมซึ่งสามารถลดตนทุนในการผลิตได 
 
6.  ผลของการปรับกรดตอสขีองหนอไม 
 

เมื่อหนอไมผานการปรับกรด คา L* และคา b* นั้นเพิ่มขึ้น ซ่ึงสรุปไดวาหนอไมมีสีเหลือง
และความสวางมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกบัหนอไมที่ไมปรับกรด จากการสงัเกตดวยตาเปลานั้น
พบวาหนอไมที่ปรับกรดมีสีที่นารับประทานมากกวาหรือมีสีเหลืองและใสมากกวาหนอไมที่ไม
ปรับกรดที่มีสีเหลืองและคล้าํเล็กนอย ซ่ึงคาความสวาง (L*) ของหนอไมรวกปรับกรดที่ไดจากการ
ทดลองในครั้งนี้มีคาใกลเคียงกับคา L ของไผหยกและไผหวานอางขางปรับกรดที่บรรจุถุงเพาซ ซ่ึง
มีคาเทากับ 74.34 และ 72.50 ตามลําดับ (มณฑาทิพย และคณะ, 2550) กาญจนา (2549) พบวาผล
รวมของกรดซิตริกและโซเดยีมคลอไรดสงผลใหคา L, a และ b ของหนอไมรวกมีคามากกวา
หนอไมที่ไมผานการปรับกรด  
 

การปรับกรดนั้นนอกจากจะมีประโยชนในการยับยั้งการงอกของสปอร, ยับยั้งจุลินทรีย 
และลดระยะเวลาในการตมลงแลว จะเห็นไดวายังชวยปรับปรุงสีของหนอไมใหนารับประทานมาก
ยิ่งขึ้นอีกดวย แตยังไมมีรายงานใดๆ ที่ศึกษาถึงผลของกรดที่มีผลตอโครงสรางของสีเหลืองในหนอ 
ไม ซ่ึงในทางทฤษฎีแลวนัน้กรดจะชวยใหสีของอาหารและกลิ่นรสของอาหารดีขึ้น เชนการปองกนั
การสีคลํ้าหรือปฏิกิริยาสีน้ําตาลในผลิตภัณฑผักแหงหรือผลไมแหง หรือผลิตภัณฑผักและผลไม
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แปรรูปอื่นๆ กรดจัดเปน Chelating agents หรือ Sequestrants ซ่ึงจะรวมตัวกับไอออนของโลหะที่
พบในสวนประกอบของอาหาร เชน Mg2+ ในองคประกอบของคลอโรฟลล; Cu2+, Zn2+  และ Mn2+ 
ในเอนไซมหลายชนิด; Fe2+  ใน วง porphyrin ของไมโอโกลบินและฮโีมโกลบิน เมื่อไอออนเหลา 
นี้ถูกปลดปลอยออกมาโดยปฏิกิริยาการยอยสลายตางๆ จะอยูในรูปอิสระ ซ่ึงสงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสี, เกิดกลิ่นหืน, ขุน และเปลี่ยนแปลงรสชาติของอาหารได สาร Chelating จะเขา
ไปรวมตัวกับไอออนเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนซึ่งจะรักษาสภาพของสี, กล่ินและรสชาติของ
อาหารได (Lindsay, 2008) ซ่ึงเมื่อพิจารณาจากองคประกอบของหนอไมรวกตม พบวามีปริมาณ
ฟอสฟอรัส 40.0 มิลลิกรัมและแคลเซียม 12.0  มิลลิกรัมตอ 100 กรัมของหนอไมรวกตม เมื่อ
หนอไมผานการตมทําใหฟอสฟอรัสและแคลเซียมถูกปลดปลอยออกมาอยูในรูปอิสระซ่ึงอาจทําให
เกิดการเปลีย่นแปลงสีของหนอไมใหคลํ้าลงในหนอไมที่ไมปรับกรด ในขณะที่หนอไมที่ผานการ
ปรับดวยกรดซิตริก ซ่ึงกรดซิตริกจัดเปน Chelating agent หรือ sequestrants สามารถรวมตัวกับ
ฟอสฟอรัสและแคลเซียมในรูปอิสระไดชวยปองกันการทําลายสีของหนอไมได 
 
7.  ผลของอุณหภูมิท่ีใชบมตอสีของหนอไม 
 

จากผลการทดลองจะเหน็ไดวาคา L* และคา b* กอนบม, หลังบม 37 องศาเซลเซียส นาน 2 
สัปดาหและหลังบม 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห เปนไปในทิศทางเดียวกนัคือ คา L* และ b* 
หลังบมที่55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห < บมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห < กอนบม ซ่ึง
ช้ีใหเห็นไดวาหนอไมจะมีสีเหลืองลดลง (จากคา b* ลดลง) และคาความสวางลดลงหรือทําใหสี
ของหนอไมคลํ้าลง (จากคา L* ลดลง) เมื่อบมที่อุณหภูมสูิงขึ้น สอดคลองกับงานวจิัยของวิลาวรรณ 
(2550) พบวาคาสีของหนอไมรวกปรับกรดบรรจุถุงลามิเนตมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อเกบ็ผลิตภัณฑที่
อุณหภูมิสูงขึ้น ( 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส ) โดยที่คาความสวาง (L) และคาสีเหลือง (b) ลดลง 
แสดงใหเห็นวาหนอไมมีสีทีค่ลํ้าและสีเหลืองของหนอไมลดลงตามระยะเวลาการเกบ็และอุณหภูมิ
ที่สูงขึ้น 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

จากการศึกษาผลรวมของความรอนและความเปนกรดดางในการทําลายสปอร Bacillus 
cereus และ Clostridium sporogenes ในผลิตภัณฑหนอไมรวกตมบรรจถุุงที่นิยมผลิตกันในจังหวัด
กาญจนบุรี เพือ่เปนขอมูลพื้นฐานในการผลิตที่ปลอดภัย ซ่ึงแสดงดวยคาดีแวลู (Decimal Reduction 
Time; D-value) และเทอรมอลเดทไทม (Thermal death time ; TDT) ของหนอไมที่ปรับสภาพกรด, 
อุณหภูมิจุดกึ่งกลางหนอไม (90 องศาเซลเซียส/95 องศาเซลเซียส ), ขนาดเสนผานศูนยกลาง (เล็ก/
ใหญ) และจํานวนสปอรเร่ิมตน (ต่ํา 104/มิลลิลิตร และสูง 108/มิลลิลิตร) ผลการทดลองพบวา 

 
1. ระยะเวลา Come-up time เพื่อใหอุณหภูมใิจกลางหนอไมเทากับ 90 องศาเซลเซียส  

มากกวา 95 องศาเซลเซียส และหนอไมที่มเีสนผานศูนยกลางขนาดเล็กมี Come-up time นอยกวา
หนอไมขนาดใหญ ซ่ึงการฆาเชื้อหนอไมรวกตมบรรจุถุงควรคํานึงถึงอุณหภูมิที่ใชตมและขนาด
เสนผานศูนยกลางดวย 
 

2. การปรับกรดหนอไมรวกบรรจุถุงตองใชความเขมขนของสารละลายกรดซิตริก  
(3.5%) มากกวาหนอไมปบตามคําแนะนําของ อย. (0.65%) เนื่องจากกอนการบรรจุปบมีขั้นตอน
การตมเพื่อกําจัดความขม (Taxiphyllin) ของหนอไมดิบกอนที่จะปรับกรด แตในหนอไมบรรจุถุง 
พลาสติกไมมีขั้นตอนดังกลาวจึงตองเพิม่ความเขมขนของสารละลายกรดซิตริกเพื่อใหคาความเปน
กรดดางต่ํากวา 4.5 ตามคําแนะนําของ อย. 
 

3. การยับยั้งสปอรของ B.  cereus ATCC 11778 และ C. sporogenes  ATCC 11437 มี 
แนวโนมไปในทิศทางเดยีวกันคือ การปรบักรดสามารถยับยั้งสปอรไดมากกวา โดยในหนอไมที่
เพาะดวยจํานวนสปอรตั้งตนสูงมีคา D และ TDT นอยกวาในสภาวะทีไ่มปรับกรด  สวนหนอไมที่
เพาะดวยจํานวนสปอรตั้งตนต่ําในสภาวะปรับกรดสามารถยับยั้งสปอรไดเร็วกวาในสภาวะไมปรับ
กรด ขนาดเสนผานศูนยกลางหนอไมใหผลชัดเจนในตวัอยางที่เพาะจาํนวนตั้งตนสปอรต่ํา โดยที่
หนอไมขนาดใหญใชเวลาในการยับยั้งสปอรมากกวาหนอไมขนาดเล็ก และอุณหภูมใิจกลาง
หนอไมที่ 95 องศาเซลเซียส สามารถยับยั้งสปอรไดเร็วกวาที่ 90 องศาเซลเซียส ทั้งในหนอไมที่
เพาะดวยจํานวนสปอรตั้งตนต่ําและสูง 
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4. การทดสอบระยะเวลาและอณุหภูมิที่เหมาะสมโดยตมตามเวลา 5D ที่หาไดจากการ 
ยับยั้งสปอรของ B.  cereus ATCC 11778 และ C. sporogenes  ATCC 11437 โดยจาํลองสภาวะการ
บมตามวิธีการตรวจลักษณะทางกายภาพและชีวภาพของอาหารกระปอง พบวาตรวจไมพบเชื้อจุลิน 
ทรียเลย ทั้งหนอไมที่บม 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหและ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห  
ซ่ึงระยะเวลาในการตมเพยีง 5D เหมาะสมกับการทําลายเชื้อจุลินทรียที่ติดมากับหนอไม และระยะ 
เวลาในการตมของสภาวะทีป่รับกรดนั้นนอยกวาสภาวะไมปรับกรดประมาณรอยละ 40-50  
 

5. การวัดคาสีของหนอไมกอนบม, หลังบม 37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาหและหลัง 
บม 55 องศาเซลเซียส นาน 1 สัปดาห  พบวาหนอไมที่ปรับกรดทําใหคาความสวาง (L*) และคาสี
เหลือง-น้ําเงิน (b*) มีแนวโนมเพิ่มขึ้นทั้งสภาวะกอนบมและหลังบมทัง้ 2 อุณหภูมิ และเปรียบเทยีบ
ระหวางอณุหภูมิที่ใชบมพบวาคา L* และ b* ของหนอไมหลังบมที่ 55 oC นาน 1 สัปดาห < บมที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 2 สัปดาห < กอนบม  
  
 6. ในการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงควรคํานึงถึงอุณหภูมิทีใ่ชในการตม, ขนาดเสนผาน
ศูนยกลางหนอไมที่บรรจุในถุง และควรปรับกรดใหมคีาความเปนกรดดางต่ํากวา 4.5  นอกจากจะ
ชวยฆาเชื้อและยับยั้งการสรางสารพิษของเชื้อจุลินทรียทีส่รางสปอรไดแลว การปรบักรดยังชวยทาํ
ใหสีของหนอไมนารับประทานยิ่งขึ้น และอุณหภูมิที่ใชเก็บรักษาหนอไมบรรจุถุงนั้นไมควรเก็บที่
อุณหภูมิสูงจนเกินไปนอกจากจะเรงการเนาเสียแลวยังทําใหสีของหนอไมคลํ้าขึ้นไมนารับประทาน
อีกดวย 
 

ขอเสนอแนะ 
 

งานวิจยัคร้ังนี้เปนแบบจําลองของหนอไมที่ไดหาสภาวะที่เหมาะสมในระดับหองปฏบิัติ 
การ เพื่อใชเปนแนวทางในการผลิตหนอไมรวกตมบรรจุถุงที่ปลอดภยั หากจะนําการวิจัยคร้ังนีไ้ป
ใชประโยชนจริงควรจะทําการทดลองในผลิตภัณฑน้ําหนักจริงอีกครั้งเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมกบั
การผลิต 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 
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อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. Dextrose Tryptone Broth 
Pancreatic digest of casein  10.0 g. 
Glucose     5.0 g. 
Bromcresol purple   0.04 g. 
ปรับ pH สุดทายใหเทากับ 6.9 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
 
ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํา 1 ลิตรใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภมูิและ 

นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 121 oC นาน 15 นาท ี
 

2. Fluid Thioglycollate Medium 
Peptone from casein   15.0 g. 
Yeast Extract    5.0 g. 
D(+) glucose    5.5 g. 
L-cystine    0.5 g. 
Sodium Chloride   2.5 g. 
Sodium Thioglycollate   0.5 g. 
Resazurin sodium   0.001 g. 
Agar-agar    0.75 g. 

 
ละลาย 30 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภูมิ แบงใสหลอด 

และนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 oC นาน 15 นาที ( pH 7.1± 0.2 at 25 oC) 
 

3. Nutrient Agar 
Beef extract    3.0  g. 
Peptone     5.0 g. 
Agar     15.0 g. 
ปรับ pH เปน 6.8-7.0 
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ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํา 1 ลิตรใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภมูิและ 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 121 oC นาน 15 นาท ี
 

4. Nutrient Broth 
Beef extract    3.0  g. 
Peptone     5.0 g. 
ปรับ pH เปน 6.8-7.0 
 
ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํา 1 ลิตรใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภมูิและ 

นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 121 oC นาน 15 นาท ี
 

5. Orange Serum Broth  
Tryptone    10.0 g. 
Yeast Extract    3 g. 
Glucose     4 g. 
Dipotassium phosphate   3 g. 
Orange serum    200 ml. 
Distilled water    800 ml. 
ปรับ pH สุดทายใหเทากับ 5.5 ± 0.2 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 
ช่ังสวนประกอบอาหารทั้งหมด เติมน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ตมอาหารจนเดือดและคนจน 

สารอาหารหลอมเปนเนื้อเดียวกัน เติม Orange serum 200 มิลลิลิตร ผสมกันใหทัว่ นําไปฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส ความดัน 13 ปอนดตอตารางนิ้วนาน 15 นาที เมื่อครบกําหนดเวลารีบ
นําออกจากหมอนึ่งทันท ี
 

วิธีการเตรียม Orange serum 
 

 คั้นน้ําสมสด 1 ลิตร ใหความรอนจนมีอุณหภูมิประมาณ 93 องศาเซลเซียส เติม filter aid 30 
กรัม ผสมใหเขากัน กรองผานกระดาษกรองแบบหยาบ จะได Orange serum ตามตองการ 
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6. Reinforced Clostridial Medium (RCM) 
Meat Extract    10.0 g. 
Peptone from casein   10.0 g. 
Yeast Extract    3.0 g. 
D(+) glucose    5.0 g. 
Starch     1.0 g. 
Sodium chloride    5.0 g. 
Sodium acetate    3.0 g. 
L-cysteinium chloride   0.5 g. 
Agar-agar    12.5 g. 
 

 ละลาย 50 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภูมแิละนําไปนึ่งฆา
เชื้อที่ 121 oC นาน 15 นาที ( pH 6.8± 0.2 at 25 oC) 
 

7. Tryptic Soy Agar 
Peptone from casein   17.0 g. 
Peptone fron soymeal   3.0 g. 
D (+) glucose    2.5 g. 
Sodium chloride    5.0 g. 
di-Potassium hydrogen phosphate  2.5 g. 
Agar     15 g. 

 
ละลาย 50 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร ใหความรอนจนเดือดในอางควบคุมอุณหภูมแิละนําไปนึ่งฆา

เชื้อที่ 121 oC นาน 15 นาที  
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ภาคผนวก ข  
ขอมูลผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ข1  แสดงการบันทึกอุณหภมูิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภมูิจุดกึ่งกลางหนอไมขนาด 
   เล็กถึง 90 องศาเซลเซียส 

 
 

นาทีที่ 
อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 

ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 
0 29.7 29.7 29.7 29.8 29.7 29.8 29.7 29.8 
2 34.4 36.9 34 38.9 35.1 34.3 33.2 34.1 
4 46.3 48.4 47.9 52 47.2 47.7 47 47 
6 58.2 59.3 59.4 64.9 57.1 58.4 59.1 58.7 
8 68.6 68.1 68.5 72.8 68 69.1 64.5 66.1 

10 74.1 73.9 75 79.1 73.5 74.9 69.1 72.2 
12 79.4 79.6 80.6 84.1 80.1 81.1 77 78.9 
14 82.9 83.4 84.4 86.9 83.7 85.7 79.8 80.9 
16 85.2 86 87.6 89 85.1 87.8 85.7 83.5 
18 87 87.4 89.1 89.7 87.7 89 87.7 87.1 
20 88.1 88.6 89.6 89.9 88.7 89.4 89.3 88.4 
22 89.1 89.3 89.7 90 89 89.8 89.5 89 
24 89.6 89.8 90.2 90.2 89.6 90.3 89.9 89.4 
26 90.2 90.1 91 90.9 89.9 90.5 90.2 90.2 
28 90.8 90.4 91.3 91.1 90.2 90.7 90.8 90.3 
30 91.2 90.6 91.5 91.5 90.5 90.9 91.2 90.7 
32 91.5 90.9 91.6 91.6 90.8 90.9 91.3 90.9 
34 91.8 91 91.7 91.7 91.2 90.9 91.5 91.2 
36 91.9 91.1 92 91.9 91.4 90.9 91.5 91.3 
38 91.9 91.1 92.1 91.9 91.6 90.9 91.5 91.3 
40 91.9 91.1 92.1 91.9 91.8 90.9 91.5 91.3 
42 91.9 91.1 92.1 91.9 91.8 90.9 91.5 91.3 

Come-up 
time 

(นาที) 

 
 

25.08 

 
 

25.00 

 
 

22.37 

 
 

21.57 

 
 

26.49 

 
 

23.21 

 
 

25.44 

 
 

25.27 
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ตารางผนวกที่ ข2  แสดงการบันทึกอุณหภมูิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภมูิจุดกึ่งกลางหนอไมขนาด 
   เล็กถึง 95 องศาเซลเซียส 

 
 

นาทีที่ 
อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 

ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 
0 27.9 29.7 29.7 29.6 29.7 29.7 29.8 29.8 
2 32.2 37 37.1 39.5 39 37 36.4 36 
4 46.8 50 49.5 58 52.6 48.7 47.9 49 
6 59.8 61.9 60.3 70.1 66.1 60.8 61 61.1 
8 70.1 71 68.9 77.2 75.6 70.9 68.1 67.2 

10 78.1 78.2 75.8 83.5 83.5 74.2 74.3 75.1 
12 84.3 83.5 81.1 87.7 88.3 79.1 81.1 78.3 
14 88.5 87.5 85.9 90.8 91 84.7 84.9 81.4 
16 91.5 90.3 88.5 93 93.1 87.3 86.5 85.5 
18 93.6 92.5 90.6 94.3 94.2 89.2 88.7 88.9 
20 94.5 94 92.3 95.1 95.2 92.1 90.1 91.7 
22 95.1 95.1 94.5 95.6 95.5 94.6 93.4 93.4 
24 95.5 95.9 95.2 96.1 95.8 95.2 94.5 94.6 
26 96 96.4 96 96.3 96 95.8 95.4 95.4 
28 96.3 96.7 96.2 96.4 96 96.3 95.7 95.7 
30 96.7 96.9 96.3 96.7 96.2 96.7 95.9 95.8 
32 96.8 97 96.5 96.9 96.3 97 96.2 95.9 
34 96.9 97 96.8 97 96.5 97.1 96.4 96.2 
36 97.1 97 97 97 96.5 97.1 96.7 96.4 
38 97.1 97 97 97 96.5 97.1 96.9 96.5 
40 97.1 97 97 97 96.5 97.1 96.9 96.8 
42 97.1 97 97 97 96.5 97.1 96.9 96.8 
44 97.1 97 97 97 96.5 97.1 96.9 96.8 

Come-up 
time 

(นาที) 

 
 

19.54 

 
 

21.40 

 
 

22.30 

 
 

19.34 

 
 

19.41 

 
 

23.51 

 
 

24.20 

 
 

24.45 
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ตารางผนวกที่ ข3  แสดงการบันทึกอุณหภมูิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภมูิจุดกึ่งกลางหนอไมขนาด 
    ใหญถึง 90 องศาเซลเซียส 
 

 
นาทีที่ 

อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 

0 26.7 26.6 27.7 28.4 28.4 28.4 28.5 28.3 

2 28.3 28.4 31.7 29.6 30.3 30 29.5 30 

4 32.9 33.4 39.6 38.4 38.6 36.3 36.5 34.5 

6 41.2 42 49.1 45.4 46.4 44.1 45.6 41.6 

8 49.2 51.5 56.3 53.1 54.6 52.3 54.1 50.1 

10 56 58.5 63.5 60.3 63 59.8 61.5 56.8 

12 62.1 63.9 68.9 66.5 68 68 67.5 62.8 

14 67.5 68.1 73.5 71.8 73 70.9 72.7 68.7 

16 72.3 71.9 77.6 76.1 76.7 75.2 76.5 73.9 

18 75.6 75.1 81 79.8 80 79.5 79.7 77.8 

20 78.4 78.8 83.3 82.4 82.5 81.3 82.6 81.8 

22 80.8 80.6 84.9 84.6 84.5 83.3 84.4 84.1 

24 82.5 82.9 86.1 86.4 86 84.3 85.3 86 

26 83.8 84.8 87 87.4 87.1 85.7 87.2 87.9 

28 85 86.2 88 88.2 87.8 86.7 88.4 89 

30 85.9 87.5 88.5 88.9 88.6 87.5 88.9 89.1 

32 86.5 88.5 89 89.5 89.2 88 89.4 89.5 

34 87.2 89.3 89.3 90 89.6 88.6 89.7 89.9 

36 87.4 89.8 89.6 90.3 90.1 88.9 90.1 90 

38 87.7 90.3 90 90.7 90.4 89.3 90.2 90.2 

40 88.1 90.5 90.5 90.9 90.7 89.9 90.3 90.4 

42 88.5 90.9 90.8 91.1 90.9 90.4 90.4 90.7 

44 89.2 91.1 91 91.2 91.2 90.7 90.5 91 

46 89.8 91.2 91.1 91.4 91.4 90.8 90.9 91.2 

48 90.3 91.3 91.1 91.4 91.5 90.9 91 91.3 

50 91 91.3 91.1 91.4 91.5 90.9 91.1 91.4 

52 91 91.3 91.1 91.4 91.5 91.1 91.4 91.4 

54 91 91.3 91.1 91.4 91.5 91.1 91.5 91.4 
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ตารางผนวก ข3  (ตอ) 
 

 
นาทีที่ 

อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 

56 91 91.3 91.1 91.4 91.5 91.1 91.5 91.4 

Come-up 
time 

(นาที) 

 
 

46.33 

 
 

38.00 38.00 34.00 35.20 40.24 

 
 

35.35 35.49 
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ตารางผนวกที่ ข4  แสดงการบันทึกอุณหภมูิทุกๆ 2 นาทีเพื่อใหอุณหภมูิจุดกึ่งกลางหนอไมขนาด 
    ใหญถึง 95 องศาเซลเซียส 
 

 
นาทีที่ 

อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 

0 29 28.7 28.9 28.9 28.8 28.9 28.9 28.9 
2 31.8 33 32 31.9 31.9 32 31.4 32.1 
4 39.4 39.6 42.8 42.5 39.3 41.1 39.7 40.9 
6 50.1 52.4 54.9 54.1 47.9 52.7 46.2 53.1 
8 59.4 62.9 64.9 65 55.9 63 53.7 62.1 

10 67.1 69 72.3 71.9 63.1 68.9 62.1 67.2 
12 73.2 75.6 79 78.1 71.8 73.5 70.9 72.9 
14 78.6 80.3 83.1 82.5 80.1 80.7 80.9 80.1 
16 82.2 84.1 86.7 85.9 83.5 84.5 83.4 84.7 
18 85.5 86.8 89.3 88.1 85.7 87.2 85.1 88.3 
20 88.3 88.2 91 90.7 89.4 89.1 88.4 89.7 
22 90.2 90.5 91.5 91.3 91.7 90.9 89.9 90.6 
24 91.6 91.9 92.3 91.9 92.1 92 91.1 91.9 
26 92.6 92.9 93.4 93 93.4 93.1 92.6 92.9 
28 93.4 94 94.4 93.7 93.9 93.6 93.7 93.4 
30 93.9 94.7 94.6 94.3 94.5 94.4 94.2 94.4 
32 94.4 95.3 94.9 94.7 94.8 94.9 94.6 94.9 
34 94.7 95.9 95.1 95.2 95.3 95.3 94.9 95.2 
36 95.1 96.3 95.8 95.6 95.7 95.4 95.2 95.6 
38 95.3 96.6 96.1 95.8 95.9 95.7 95.4 95.9 
40 95.6 97 96.5 96.1 96.1 95.9 95.7 96.1 
42 95.8 97.1 97 96.3 96.4 96.3 96 96.2 
44 95.9 97.2 97.1 96.7 96.7 96.5 96.3 96.4 
46 96 97.2 97.1 96.8 96.8 96.8 96.7 96.7 
48 96 97.2 97.1 96.9 96.8 97 96.9 96.7 
50 96 97.2 97.1 96.9 96.8 97 97.1 96.8 
52 96.1 97.2 97.1 96.9 96.8 97 97.1 96.8 
54 96.2 97.2 97.1 96.9 96.8 97 97.1 96.8 
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ตารางผนวก ข4  (ตอ) 
 

 
นาทีที่ 

อุณหภูมิใจกลางหนอไม (oC) 
ซ้ําที่ 1 ซ้ําที่ 2 ซ้ําที่ 3 ซ้ําที่ 4 ซ้ําที่ 5 ซ้ําที่ 6 ซ้ําที่ 7 ซ้ําที่ 8 

56 96.3 97.2 97.1 96.9 96.8 97 97.1 96.8 
Come-up 

time 
(นาที) 

 
 

34.40 30.49 32.15 33.12 33.51 32.08 

 
 

35.10 32.31 
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ตารางผนวกที่ ข5  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 1 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.46 
 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.42 6.36 6.36 6.35 6.31 6.27 6.27 
50  6.36 6.31 6.29 6.29 6.25 6.23 6.22 
100  6.30 6.28 6.27 6.26 6.22 6.20 6.19 
150 6.13 6.10 6.09 6.08 6.06 6.05 6.03 
200 6.10 6.08 6.08 6.08 6.04 6.03 6.01 
250 5.93 5.94 5.93 5.93 5.91 5.90 5.89 
300 5.90 5.87 5.87 5.87 5.83 5.83 5.82 
350 5.89 5.91 5.90 5.90 5.86 5.86 5.84 
400 5.77 5.79 5.79 5.79 5.76 5.75 5.75 
450 5.71 5.76 5.76 5.76 5.73 5.72 5.72 
500 5.65 5.70 5.69 5.69 5.66 5.66 5.66 
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ตารางผนวกที่ ข6  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 2 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.46 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.39 6.37 6.34 6.34 6.30 6.28 6.28 
50  6.33 6.32 6.30 6.29 6.25 6.23 6.23 
100  6.22 6.25 6.21 6.21 6.16 6.15 6.15 
150 6.13 6.18 6.15 6.14 6.11 6.09 6.08 
200 6.03 6.09 6.07 6.07 6.02 6.01 6.01 
250 5.93 5.98 5.96 5.95 5.90 5.90 5.90 
300 5.88 5.94 5.92 5.90 5.86 5.86 5.86 
350 5.80 5.85 5.84 5.83 5.81 5.81 5.80 
400 5.74 5.77 5.77 5.76 5.75 5.75 5.74 
450 5.64 5.70 5.69 5.69 5.66 5.66 5.65 
500 5.61 5.64 5.64 5.62 5.61 5.60 5.60 
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ตารางผนวกที่ ข7 การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคัน้สดดวยสารละลายกรดซิตริก 0.65% ซํ้าที่ 3 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.46 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.38 6.40 6.40 6.39 6.39 6.38 6.38 
50  6.35 6.34 6.32 6.32 6.31 6.31 6.31 
100  6.26 6.29 6.24 6.24 6.24 6.23 6.22 
150 6.19 6.21 6.20 6.20 6.20 6.19 6.19 
200 6.09 6.13 6.12 6.12 6.11 6.09 6.09 
250 5.94 5.97 5.95 5.95 5.94 5.93 5.92 
300 5.89 5.91 5.89 5.89 5.88 5.87 5.87 
350 5.85 5.87 5.85 5.84 5.84 5.83 5.83 
400 5.74 5.77 5.74 5.73 5.73 5.73 5.73 
450 5.70 5.72 5.69 5.69 5.69 5.68 5.68 
500 5.63 5.65 5.64 5.63 5.63 5.62 5.62 
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ตารางผนวกที่ ข8  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 1 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.39 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.24 6.27 6.21 6.20 6.20 6.15 6.14 
50  5.95 6.02 6.01 6.01 6.01 5.97 5.97 
100  5.59 5.82 5.79 5.79 5.79 5.76 5.75 
150 5.36 5.62 5.61 5.62 5.62 5.60 5.59 
200 5.10 5.50 5.49 5.49 5.48 5.45 5.45 
250 5.08 5.42 5.39 5.37 5.36 5.34 5.33 
300 5.07 5.12 5.11 5.11 5.08 5.06 5.07 
350 5.00 5.07 5.05 5.06 5.06 5.03 5.04 
400 4.81 4.90 4.88 4.89 4.89 4.87 4.88 
450 4.79 4.81 4.80 4.80 4.79 4.79 4.80 
500 4.76 4.79 4.79 4.78 4.77 4.77 4.76 
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ตารางผนวกที่ ข9  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 2 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.39 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.20 6.24 6.23 6.23 6.21 6.21 6.21 
50  5.90 5.93 5.91 5.91 5.90 5.90 5.89 
100  5.62 5.65 5.64 5.63 5.63 5.62 5.61 
150 5.41 5.43 5.43 5.42 5.42 5.42 5.40 
200 5.20 5.22 5.21 5.20 5.20 5.20 5.19 
250 5.11 5.13 5.12 5.12 5.11 5.11 5.11 
300 5.05 5.08 5.08 5.07 5.06 5.06 5.06 
350 5.02 5.05 5.05 5.04 5.03 5.03 5.02 
400 4.81 4.83 4.82 4.82 4.82 4.81 4.80 
450 4.79 4.84 4.82 4.80 4.78 4.78 4.77 
500 4.75 4.77 4.77 4.76 4.75 4.75 4.74 
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ตารางผนวกที่ ข10  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 2.5% ซํ้าที่ 3 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 2.5% citric acid = 2.39 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.26 6.29 6.28 6.28 6.27 6.26 6.25 
50  6.13 6.14 6.14 6.13 6.12 6.12 6.12 
100  5.94 5.96 5.94 5.93 5.93 5.92 5.91 
150 5.86 5.89 5.88 5.87 5.87 5.86 5.86 
200 5.69 5.71 5.71 5.70 5.69 5.69 5.67 
250 5.47 5.49 5.49 5.48 5.47 5.47 5.47 
300 5.31 5.34 5.33 5.33 5.32 5.31 5.30 
350 5.21 5..22 5.21 5.21 5.20 5.20 5.19 
400 5.09 5.12 5.11 5.11 5.10 5.08 5.08 
450 4.90 4.92 4.92 4.91 4.91 4.90 4.88 
500 4.81 4.82 4.81 4.81 4.80 4.80 4.79 
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ตารางผนวกที่ ข11  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่ 1 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.0% citric acid = 2.30 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.24 6.26 6.24 6.24 6.23 6.23 6.22 
50  5.79 5.81 5.80 5.80 5.79 5.78 5.77 
100  5.48 5.52 5.52 5.51 5.50 5.49 5.49 
150 5.28 5.31 5.30 5.30 5.29 5.27 5.27 
200 5.08 5.13 5.13 5.12 5.12 5.12 5.12 
250 4.95 4.98 4.97 4.97 4.96 4.96 4.95 
300 4.83 4.85 4.85 4.84 4.82 4.82 4.81 
350 4.75 4.76 4.77 4.74 4.74 4.74 4.73 
400 4.70 4.73 4.73 4.73 4.72 4.71 4.69 
450 4.49 4.52 4.49 4.49 4.49 4.47 4.47 
500 4.44 4.46 4.47 4.45 4.45 4.44 4.43 
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ตารางผนวกที่ ข12  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่ 2 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.0% citric acid = 2.30 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.20 6.23 6.20 6.19 6.17 6.18 6.18 
50  5.74 5.77 5.77 5.74 5.73 5.72 5.71 
100  5.42 5.50 5.49 5.48 5.48 5.48 5.46 
150 5.14 5.21 5.21 5.21 5.22 5.21 5.21 
200 4.89 4.92 4.90 4.89 4.89 4.88 4.88 
250 4.76 4.82 4.81 4.80 4.80 4.80 4.80 
300 4.68 4.80 4.80 4.79 4.79 4.79 4.78 
350 4.45 4.49 4.50 4.51 4.52 4.52 4.52 
400 4.42 4.46 4.44 4.44 4.44 4.43 4.43 
450 4.38 4.41 4.41 4.40 4.40 4.40 4.40 
500 4.38 4.42 4.41 4.40 4.40 4.40 4.40 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

98

ตารางผนวกที่ ข13  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.0% ซํ้าที่ 3 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.0% citric acid = 2.30 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.22 6.24 6.23 6.23 6.22 6.21 6.20 
50  5.74 5.76 5.76 5.74 5.73 5.72 5.72 
100  5.44 5.45 5.43 5.43 5.42 5.42 5.42 
150 5.26 5.28 5.25 5.25 5.25 5.25 5.24 
200 4.96 4.97 4.96 4.96 4.95 4.95 4.95 
250 4.86 4.87 4.84 4.84 4.83 4.83 4.83 
300 4.77 4.79 4.77 4.77 4.75 4.75 4.75 
350 4.64 4.65 4.64 4.64 4.63 4.63 4.62 
400 4.54 4.57 4.57 4.57 4.56 4.56 4.56 
450 4.47 4.48 4.47 4.47 4.46 4.46 4.45 
500 4.45 4.46 4.44 4.44 4.44 4.43 4.42 
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ตารางผนวกที่ ข14  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 1 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.5% citric acid = 2.28 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.34 6.22 6.23 6.20 6.20 6.20 6.19 
50  5.76 5.73 5.73 5.73 5.72 5.72 5.72 
100  5.47 5.41 5.41 5.41 5.41 5.41 5.41 
150 5.14 5.13 5.13 5.14 5.14 5.14 5.14 
200 4.93 4.91 4.91 4.91 4.91 4.91 4.90 
250 4.80 4.78 4.78 4.78 4.78 4.77 4.77 
300 4.69 4.67 4.67 4.67 4.67 4.67 4.67 
350 4.59 4.58 4.58 4.58 4.58 4.58 4.58 
400 4.26 4.26 4.25 4.25 4.25 4.25 4.25 
450 4.23 4.22 4.22 4.22 4.22 4.21 4.21 
500 4.15 4.16 4.17 4.17 4.17 4.16 4.16 
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ตารางผนวกที่ ข15  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 2 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.5% citric acid = 2.28 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.32 6.21 6.21 6.19 6.18 6.18 6.17 
50  5.63 5.62 5.62 5.62 5.62 5.62 5.61 
100  5.16 5.18 5.18 5.18 5.18 5.17 5.17 
150 4.96 4.97 4.97 4.96 4.96 4.96 4.96 
200 4.81 4.83 4.82 4.82 4.82 4.82 4.82 
250 4.61 4.64 4.64 4.63 4.63 4.62 4.62 
300 4.49 4.49 4.49 4.49 4.49 4.48 4.48 
350 4.47 4.48 4.47 4.45 4.45 4.44 4.44 
400 4.32 4.32 4.33 4.33 4.33 4.33 4.33 
450 4.20 4.22 4.22 4.22 4.22 4.21 4.21 
500 4.17 4.15 4.15 4.15 4.15 4.15 4.14 
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ตารางผนวกที่ ข16  การปรับกรดหนอไมโดยใชน้ําคั้นสดดวยสารละลายกรดซิตริก 3.5% ซํ้าที่ 3 
 
คา pH เร่ิมตน ของ 3.5% citric acid = 2.28 

 
ปริมาณของ
สารละลาย 
ซิตริก 

(ไมโครลิตร) 

คา pH เมื่อเวลาผานไป 
 

0 นาที 
 

30 นาที 
 

60 นาที 
 

90 นาที 
 

120 นาที 
 

150 นาที 
 

180 นาที 

0 6.33 6.29 6.25 6.23 6.20 6.20 6.19 
50  5.79 5.81 5.78 5.78 5.78 5.78 5.77 
100  5.55 5.58 5.57 5.58 5.58 5.58 5.58 
150 5.24 5.26 5.25 5.24 5.24 5.24 5.24 
200 4.99 5.00 4.98 4.97 4.97 4.97 4.96 
250 4.74 4.74 4.73 4.73 4.72 4.72 4.72 
300 4.51 4.52 4.50 4.50 4.50 4.49 4.49 
350 4.49 4.49 4.48 4.48 4.47 4.46 4.46 
400 4.34 4.36 4.33 4.33 4.33 4.33 4.32 
450 4.21 4.22 4.20 4.19 4.18 4.18 4.18 
500 4.12 4.13 4.11 4.11 4.11 4.11 4.10 
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ตารางผนวกที่ ข17  แสดงคาความเปนกรดดางเฉลี่ยของน้ําหนอไมคัน้สดเมื่อปรับดวยสารละลาย  
                                กรดซิตริกที่ความเขมขน 0.65%, 2.5%, 3.0% และ 3.5% เมื่อเวลาผานไป 180    
                                นาท ี

 
ปริมาณของ

สารละลายซิตริก
(ไมโครลิตร) 

คา pH เฉลี่ยเมื่อเวลาผานไป 180 นาที 
0.65% 

Citric acid 
2.5% 

Citric acid 
3.0% 

Citric acid 
3.5% 

Citric acid 
0 6.31 6.20 6.20 6.18 
50 6.25 5.99 5.73 5.70 
100 6.19 5.76 5.46 5.39 
150 6.10 5.62 5.24 5.11 
200 6.04 5.44 4.98 4.89 
250 5.90 5.30 4.86 4.70 
300 5.85 5.14 4.78 4.55 
350 5.82 5.08 4.62 4.49 
400 5.74 4.92 4.56 4.30 
450 5.68 4.82 4.44 4.20 
500 5.63 4.76 4.42 4.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

103

ภาคผนวก ค  
กราฟอัตราการรอดชีวิต 
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ภาพผนวกที่ ค1  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  
                           ขนาดเล็ก, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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เสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก, Core temperature 90oC, 
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ภาพผนวกที่ ค2  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง  
                           ขนาดเล็ก, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค3  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
  ขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค4  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
               ขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค5  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
               ขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค6  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
              ขนาดเล็ก, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค7  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
              ขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค8  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Bacillus cereus ในหนอไมเสนผานศูนยกลาง 
              ขนาดใหญ, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค9  กราฟอัตราการรอดชีวิตของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
               ศูนยกลางขนาดเลก็, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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113

ภาพผนวกที่ ค10  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
                 ศูนยกลางขนาดเลก็, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค11  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
                 ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภูมใิจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค12  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
    ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ไมปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค13  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
    ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค14  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
    ศูนยกลางขนาดเล็ก, อุณหภมูิใจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ภาพผนวกที่ ค15  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
    ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภูมิใจกลาง 90 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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119

ภาพผนวกที่ ค16  กราฟอัตราการรอดชีวติของสปอร Clostridium sporogenes ในหนอไมเสนผาน 
                 ศูนยกลางขนาดใหญ, อุณหภูมใิจกลาง 95 องศาเซลเซียส, ปรับกรด 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวเสาวคนธ ตวนเทศ 
วัน เดือน ป ที่เกิด 28 พฤศจิกายน 2523 
สถานที่เกิด  จังหวดัอุดรธานี 
ประวัติการศึกษา ปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยา) 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักวิทยาศาสตร 
สถานที่ทํางานปจจุบัน สาขาวิชาเทคโนโลยีการอาหาร คณะทรัพยากรธรรมชาติ

และอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วทิยา
เขตเฉลิมพระเกียรติ จังหวดัสกลนคร 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนพัฒนาบุคลากร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
เฉลิมพระเกยีรติ จังหวัดสกลนคร 
ทุนสนับสนุนคุณภาพงานวจิัยระดับบัณฑติศึกษา เพื่อการ
ตีพิมพในวารสารระดับชาติและนานาชาต ิประจําป
งบประมาณ 2551 บัณฑิตวทิยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 




