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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 ในการผลิตผลิตภัณฑอาหารที่มีคุณภาพนั้น ถึงแมจะมีการนํามาตรการควบคุมที่เขมงวดมา

ใชในกระบวนการผลิตอาหาร โดยเฉพาะการนําหลักการ HACCP (Hazard Analysis Critical Control 

Point)  มาประยุกตในกระบวนการผลิตแลว อัตราความเสี่ยงจากการปนเปอนของจุลินทรียกย็งัคงมอียู 

สวนใหญเกิดข้ึนจากพื้นที่ผิวสัมผัสในสายการผลิต โดยเฉพาะสายพานการผลิตอาหาร การปนเปอน

จากคนงานในสายการผลิต หรือแมแตการรักษาความสะอาดในระบบการผลิต เครื่องจักรอุปกรณ

ตางๆ ที่ไมถูกสุขลักษณะก็อาจเปนสาเหตุของการปนเปอนของเชื้อโรคสูอาหารได กลาวคือ คราบของ

เศษอาหารที่ตกคางอยูที่สายพานการผลิตนั่นเอง หากการทําความสะอาดไมถูกตองหรือใชผลิตภัณฑ

สารเคมีทําความสะอาดที่ไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ ก็อาจจะไมสามารถขจัดคราบอาหารที่ตกคาง

ออกไปไดหมด ซึ่งคราบอาหารเหลานี้เปนแหลงอาหารในการเจริญ เพิ่มจํานวนของจุลินทรียอยาง

รวดเร็วเกิดเปนไบโอฟลม ในการผลิตครั้งตอไปจุลินทรียที่เจริญบนพื้นผิวนั้นมีโอกาสที่จะปนเปอนติด

ไปกบัอาหารไดมากขึ้น 

 ไบโอฟลม (Biofilm) เปนปญหาสําคัญของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร กําจัดไดยากแมจะทํา

ความสะอาดและฆาเชื้อแลว มีรายงานวากลุมของเซลลแบคทีเรียที่เปนไบโอฟลม สามารถตานทานตอ

สารฆาเชื้อโรคไดมากกวาปกติ   ดวยเหตุนี้สารฆาเชื้อจึงมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียไดลดลง 

ไบโอฟลมยังเปนแหลงสะสมของจุลินทรียหลายชนิด พบไดบนพื้นผิวตางๆในโรงงานอุตสาหกรรม เชน 

พื้นผิวของอุปกรณและเครื่องมือ ทอ และสายพานการผลิต เปนตน เปนสาเหตุหนึ่งทําใหเกิดการ

ปนเปอนของผลิตภัณฑอาหารในระหวางและหลังกระบวนการผลิต การปนเปอนดังกลาวสงผลตอ

คุณภาพของผลิตภัณฑ ทําใหอายุการเก็บรักษาลดลง ไบโอฟลมอาจเกิดขึ้นเกิดจากการรวมตัวของจุลิ

นทรียกอโรค เชน Bacillus cereus, Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes และ 

Salmonella spp. เปนตน ซึ่ง Salmonella จัดเปนจุลินทรียกอโรคชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญ 

ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ และถูกกําหนดไววาจะตองตรวจไมพบในอาหาร จึงจําเปนตองมีการ

ควบคุมไมใหมีการแพรกระจายได ดังนั้นความสะอาดของพื้นผิวที่สัมผัสอาหารมีความสําคัญอยาง

มากในกระบวนการผลิตอาหาร เนื่องจากเปนสวนที่มีการสัมผัสกับอาหารโดยตรง  ถาพื้นผิวที่

สัมผัสมีปริมาณจุลินทรียอยูมาก ก็จะเปนสาเหตุหนึ่งในการเพิ่มปริมาณจุลินทรียใหกับอาหาร  ทั้ง

สวนที่เปนวัตถุดิบหรือผลิตภัณฑ การศึกษาเกี่ยวกับ ปจจัยการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella 

รวมทั้งการปองกัน/ควบคุมไบโอฟลม จึงเปนขอมูลพื้นฐานในการวิจัยเพื่อพัฒนาดานสุขลักษณะของ
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การผลิตอาหาร  ชวยใหผูบริโภคมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคที่เกิดจากการบริโภคอาหารนอยลง 

ผูประกอบการอุตสาหกรรมอาหาร  และผูใหบริการอาหารสามารถนําไปใชประโยชนในการทําความ

สะอาดพื้นผิวสัมผัสอาหารอยางมีประสิทธิภาพ  

ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงไดมุงเนนที่จะศึกษาการเกิดไบโอฟลมและวิธีการควบคุมไบโอฟลมที่

เกิดขึ้น โดยไดแบงการทดลองออกเปนสองสวน สวนที่หนึ่งมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเกาะติดของ S. 

Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร และการพัฒนาเปนไบโอฟลมภายใตสภาวะตางๆ ไดแก ระยะเวลา 

อุณหภูมิ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน ชนิดของอาหาร เกรดและพื้นผิวของ stainless steel สวนที่สองมี

วัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจาก

สมุนไพรในการทําลายหรือลดปริมาณเซลลอิสระและ Salmonella biofilm บนพื้นผิวสัมผัสอาหารนั้น 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

ประเทศไทยจัดเปนประเทศเกษตรอุตสาหกรรม สินคาที่สงออกสวนใหญจึงเปนสินคา

ที่มาจากการเกษตรโดยเฉพาะอาหาร ซึ่งนอกจากจะใชบริโภคภายในประเทศแลว ยังมีการสงออกป

หนึ่งๆ คิดเปนมูลคาหลายหมื่นลานบาท เชนการสงออกอาหารของไทยป พ.ศ. 2550 มีมูลคาการ

สงออก 617,620 ลานบาท เพิ่มข้ึนรอยละ 9.5 หรือคิดเปนมูลคาสงออกในรูปดอลลาร 17,866 ลาน

เหรียญสหรัฐฯ เพิ่มข้ึนรอยละ 20.2 โดยเฉพาะ ขาว ปาลมน้ํามัน มันสําปะหลัง รวมทั้งกลุมผลิตภัณฑ

ประมง เชน ทูนากระปอง ปลาหมึก ปลากระปอง และปลาแปรรูปแบบตางๆ (กรมการสงออก, 2551) 

จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการผลิตอาหารเปนอุตสาหกรรมที่สําคัญของประเทศไทย  ดังนั้น

ผูผลิตอาหารจึงตองมีความระมัดระวังถึงคุณภาพ และมาตรฐานดานสุขอนามัยและความปลอดภัย

ของผูบริโภค การตรวจสอบคุณภาพดานจุลชีววิทยา โดยเฉพาะจํานวนจุลินทรียทั้งหมด จะเปนดัชนีท่ี

สามารถบงชี้ถึงความสด ความสะอาดของผลิตภัณฑ รวมถึงการดูแลผลิตภัณฑระหวางการขนสง และ

การเก็บรักษาระหวางรอจําหนายของผูคาดวย  

 ในกระบวนการผลิตอาหารที่มีวัตถุดิบเปนเนื้อสัตวไมวาจะเปนสัตวปกหรือเนื้อสัตว

ตางๆนั้น มีจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและทําใหเกิดโรคกับผูบริโภคไดอยูหลายชนิด  ในกลุมจุลินท

รียเหลานี้ Salmonella เปนจุลินทรียกลุมหนึ่งที่สําคัญ มีความสามารถในการสราง ไบโอฟลม ซึ่งถา

เกิดขึ้นกับพื้นผิวที่สัมผัสอาหารจะทําใหผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตจากกระบวนการมีปริมาณจุลินทรียสูง 

อายุการเก็บส้ัน และอาหารไมปลอดภัยสําหรับผูบริโภค  

 ไบโอฟลม (Biofilm) คือกลุมสังคมของจุลินทรียที่เกาะติดบนพื้นผิวและฝงตัวอยูภาย ใต

สารกลุมพอลิเมอรที่จุลินทรียนั้นสรางขึ้นแลวหลังออกมานอกเซลล (Stepanovic et al., 2004; 

Surdeau, Bouthors and Gelle, 2006; Oulahal et al. 2008) ไบโอฟลมสามารถเกิดขึ้นไดบนพื้นผิว

ชนิดตางๆในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะพื้นผิวสัมผัสอาหารเชน พื้นผิวอุปกรณและ

เครื่องมือ ทอ สายพานการผลิต เปนตน เมื่อพื้นผิวดังกลาวมีการทําความสะอาดหรือฆาเชื้อที่ไมดีพอ 

จุลินทรียที่หลงเหลืออยูอาจเกิดการสะสมและเจริญกลายเปนไบโอฟลมตอไป ซึ่งจะสงผลทาํใหเกดิการ

ปนเปอนในระหวางกระบวนการผลิตและหลังกระบวนการผลิตทําใหอาหารไมปลอดภัยตอผูบริโภค

และสงผลกระทบทําใหเกิดความเสียหายในอุตสาหกรรมอาหารได 

 

 

  



4 
 

 
 

 

กลไกการเกดิไบโอฟลม 

  กระบวนการสรางไบโอฟลมนั้นจัดเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นและเปลี่ยนแปลง

ตลอดเวลา (Dynamic process) ประกอบดวย 3 ข้ันตอน (Trachoo, 2003; Surdeau et al, 2006; 

Rode et al, 2007) ไดแก การเกาะติดบนพื้นผิวของจุลินทรีย การเกิดเปนกลุมของเซลล และการเจริญ

เปนไบโอฟลมที่สมบูรณ 

1. การเกาะติดบนพื้นผิวของจุลินทรีย (Attachment) 

การเกาะติดของเซลลบนพื้นผิวของอาหารหรือวัสดุที่สัมผัสกับอาหารอาจเกิดขึ้นได

จากตัวเซลลหรือการกระทําจากภายนอก (Chmielewski and Frank, 2003) ถาเปนการเกาะติดแบบ

แพสซีฟ (passive) จะเกิดขึ้นจากแรงโนมถวงของโลก และแรงที่เกิดจากของไหลที่อยูรอบๆบริเวณ

เซลล ไดแก แรงขับเคลื่อนของของไหล (fluid dynamic force) และแรงขับเคลื่อนจากการแพร 

(diffusion dynamic force) สวนการเกาะติดแบบแอคทีฟ (active) เกิดขึ้นเนื่องจากคุณสมบัติเฉพาะ

ของผิวเซลลที่มีสวนประกอบที่จําเพาะตอการเกาะติด เชน แฟลกเจลลา (flagella) พิไล (pili) โปรตีนที่

ชวยในการยึดเกาะแอดฮีซิน (adhesion protein) แคปซูล (capsule) และประจุที่อยูบริเวณผิวเซลล 

(Kumar and Anand, 1998) เปนตน การเกาะติดของเซลลแบงออกเปน 2 ระยะ คือ  

 ระยะที่ 1 การเกาะติดแบบผันกลับ (Reversible adhesion) เซลลแบคทีเรียจะเกิด

พันธะอยางออนกับพื้นผิว พันธะที่เกิดขึ้นไดแก แรงแวนเดอรวาลส (van der Waals forces) 

electrostatic forces และ hydrophobic interaction ในระยะนี้เซลลแบคทีเรียยังคงมีการเคลื่อนที่ได 

โดยเปนการเคลื่อนที่แบบบราวนเนียน (Brownian movement) ซึ่งมีผลทําใหสามารถถูกกําจัดไดงาย

โดยการชะลางดวยน้ําหรือสารฆาเชื้อ (Kumar and Anand, 1998; Bower, McGuire and Daeschel, 

1996) 

ระยะที่ 2 การเกาะติดแบบไมผันกลับ (Irreversible adhesion) เซลลแบคทีเรียจะมี

การสรางพันธะที่แข็งแรง ไดแก dipole-dipole interaction พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

พันธะโควาเลนต (covalent bonding) และ hydrophobic interaction กับพื้นผิวโดยสรางโครงสราง

ของเซลล เชน แฟลกเจลลา (flagella) ฟมเบรีย (fimbriae) พิไล (pili) เปนตน นอกจากนี้เซลลจะมีการ

สรางไฟบริน (fibril) เพื่อเปนตัวเชื่อมตอระหวางเซลลแบคทีเรียกับพื้นผิวอีกดวย ทําใหมีการยึดเกาะที่

เหนียวแนนกวาในระยะแรก ซึ่งการกําจัดเซลลแบคทีเรียในระยะนี้ออกไปทําไดยากขึ้น ตองใชแรงเชน 

การขัดถู (scrubbing) หรือการขัดลอก (scruping) เขาชวยเพื่อใหเซลลหลุดออกไป หรือประยุกตใช

เอนไซม สารทําความสะอาด (detergent) สารฆาเชื้อและ/หรือ ความรอนเพื่อชวยทําลายแรงที่ใชใน
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การเกาะติดของเซลลกับพื้นผิว การเกาะติดของจุลินทรีย เกิดขึ้นในเวลาไมนานเพียง 5 ถึง 30 วินาที

เทานั้น (Chemielewski and Frank, 2003) โดยเซลลจะมีการเกาะติดแบบระยะที่ 1 กอนแลวตามดวย

ระยะที่ 2  

ปจจัยทีม่ีผลตอการเกาะติดของเซลลจุลินทรียบนพืน้ผิว ไดแก 

1. ชนิดและโครงสรางของเซลล เซลลแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการ

เกาะติดพื้นผิวไดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับลักษณะของโครงสรางบนเยื่อหุมเซลล เชน ลิโปโพลีแซคคาไรด 

(Lipopolysaccharide) หรือ LPS โปรตีนแอดฮีซิน และโปรตีนชนิดอื่น กรดไทโคอิก (teichoic acid) 

เปนตน โครงสรางเหลานี้จะแสดงถึงความเปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) ของเซลลซึ่งมีสวนสําคัญ

ในการเกาะติดบนพื้นผิว มีรายงานวา แบคทีเรียบางชนิด เชน Escherichia coli และ Listeria 

monocytogenes เปนตน ใชแฟลกเจลลา พิไล และ โปรตีนบนเยื่อหุมเซลลในการเกาะติดขั้นตน การ

สูญเสียโครงสรางเหลานี้ มีผลในการลดความสามารถในการเกาะติดบนพื้นผิวบางชนิดได (Kumar 

and Anand, 1998) 

2. สภาพแวดลอมและองคประกอบของสารอาหารที่อยูลอมรอบ เมื่อเกิดการสะสม

ของสารอาหารบนพื้นผิวจนเปนลักษณะของฟลมที่เรียกวา Conditioning film ฟลมดังกลาวจะมีผลตอ

การเปลี่ยนแปลงสมบัติทางเคมีกายภาพของพื้นผิว เชน คาพลังงานอิสระของพื้นผิว (surface free 

energy) ความเปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ (hydrophobicity) และประจุของพื้นผิว ซึ่งอาจสงผลถึงการเกาะติด

ของจุลินทรีย (Garrett, Bhakoo and Zhang, 2008) 

3. ลักษณะและคุณสมบัติของพื้นผิว อัตราการเกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิว     แต

ละชนิดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับลักษณะทางกายภาพของพื้นผิว ไดแก คาพลังงานอิสระของพื้นผิว ความ

เปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ ความเรียบผิว (Roughness) และประจุบนพื้นผิว Chmielewski และ Frank 

(2003) ไดรวบรวมงานวิจัยและสรุปวา การเกาะติดของจุลินทรียเกิดขึ้นบนพื้นผิวที่มีพลังงานอิสระสูง

หรือมีความเปยกน้ํา (hydrophilic) ไดงาย ไดดีกวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนไฮโดรโฟบิกหรือสมบัติไม

ชอบน้ํา เชน เทฟลอน (Teflon) ไนลอน (nylon) ยาง (buna-N-rubber) เปนตน  

2. การเกิดเปนกลุมของเซลล (Colonization) 

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

การเจริญและแบงเซลลตอไปโดยการใชสารอาหารที่อยูรอบๆในสิ่งแวดลอม ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวน

จนกลายเปนกลุมของเซลลขนาดเล็กขึ้น (microcolony) ซึ่งกลุมของเซลลนี้จะขยายใหญและเกาะ

รวมกันจนเกิดเปนชั้นของเซลล (layer of cells) ปกคลุมบริเวณพื้นผิว (Poulsen,1999) ในขั้นนี้เซลลที่
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เกาะติดอยูเร่ิมมีการผลิตสารกลุมพอลิเมอรแลวหลั่งออกมานอกเซลล คลุมอยูที่ผิวของกลุมเซลล เรียก

สารกลุมนี้วา Exopolysaccharide Substances (EPS) อาจประกอบดวย    โพลีแซคคาไรด โปรตีน 

ฟอสโฟไลพิด กรดไทโคอิก กรดนิวคลีอิก และสารพอลิเมอรอ่ืนๆ สารเหลานี้จะชวยใหเซลลยึดเกาะ

พื้นผิวไดดีและมีความเสถียรมากขึ้นจากสภาพแวดลอมรอบๆที่มีการแปรปรวนอยูตลอดเวลา (Kumar 

and Anand, 1998; Chemielewski and Frank, 2003) 

3. การเจริญเปนไบโอฟลมที่สมบูรณ (Maturation) 

จากกลุมของเซลลที่มีการเพิ่มจํานวนซอนทับกันจนเกิดเปนชั้นของเซลลภายใตสาร 

EPS จะเกิดการพัฒนาจนเปนไบโอฟลมตอไป โครงสรางของไบโอฟลมที่เจริญเต็มที่อาจเปนชั้นของ

เซลลเพียงชั้นเดียวภายใตโครงขายของ EPS ท่ีมีลักษณะเปนรูพรุน (porous) หรือเปนชั้นของเซลล

หลายชั้นซอนกันโดยมีการเชื่อมกันดวย EPS และมีชองสําหรับลําเลียงน้ํา (water channel) กระจาย

อยูทั่วไป (Chemielewski and Frank, 2003) นอกจากสาร EPS จะมีหนาที่สําคัญในการเชื่อมโยง

เซลลภายในไบโอฟลมและยึดเหนี่ยวกับผิวเซลลแลว ยังมีความสําคัญในการอยูรอดของไบโอฟลมดวย 

EPS มีหนาที่หอหุมและกักเก็บสารอาหารไวสําหรับเซลลภายใน   ไบโอฟลม ชวยปองกันเซลลจาก

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน ความแหง สารเคมีตางๆ เปนตน  

 

 

 

 

 

 

รูปที2่.1 การเกิดเปนไบโอฟลม ต้ังแตการเกิดเกาะติดจนเปนไบโอฟลมทีส่มบูรณ 

ที่มา : http://www.pasteur.fr/recherche/RAR/RAR2006/Ggb-en.html 

 

 

http://www.pasteur.fr/recherche/RAR/RAR2006/Ggb-en.html
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การเกิดไบโอฟลมในอุตสาหกรรมอาหาร 

 ไบโอฟลมเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร  เนื่องจากเปนแหลงสะสมของ

เชื้อจุลินทรีย ซึ่งอาจเกิดการปนเปอนสูผลิตภัณฑอาหาร ทําใหเกิดการเสื่อมเสียของอาหาร สงผลให

คุณภาพอาหารลดต่ําลงและไมปลอดภัยตอผูบริโภค การสะสมของไบโอฟลมบนพื้นผิวพบไดในหลาย

บริเวณของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร เชน พื้น ทอ ซีลยาง (rubber seal) สายพาน (conveyor belt) 

สแตนเลสสตีล (stainless steel) เปนตน มีรายงานมากมายเกี่ยวกับการตรวจพบจุลินทรียบนพื้น

ผิวสัมผัสอาหาร โดยเฉพาะจุลินทรียกอโรค (Kumar and Anand, 1998) เชน L. monocytogenes 

(Gram et al, 2007; Oulahal et al, 2008),  Yersinia enterocolitica,       E. coli O157: H7 และ 

Salmonella spp. (Joseph, Otta and Kurunasagar, 2001; Oliveira et al, 2007; Rode et al , 

2007; Oulahal et al, 2008) จากรายงานวิจัยตางๆจะเห็นวา เชื้อจุลินทรียเหลานี้สามารถเกิดและ

สรางไบโอฟลมได และพบวาเซลลที่อยูภายในไบโอฟลมจะมีการปรับตัวตอสภาพแวดลอมที่ไม

เหมาะสม จนทําใหมีความตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น สงผลใหเกิดเปนปญหาในอุตสาหกรรม

อาหาร ถามีการปนเปอนในกระบวนการผลิต Oulahal และคณะ (2008) ไดสรุปปจจัยที่มีอิทธิพลตอ

การเกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิว ไววา ข้ึนกับระยะการเจริญของเซลล ชนิดและคุณสมบัติของพื้นผิว 

ปริมาณสารอินทรีย คาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิ ซึ่งปจจัยเหลานี้จะสงผลใหเกิดการเกาะติด 

และพัฒนาเปนไบโอฟลมได 

 การที่เซลลจุลินทรียภายใตไบโอฟลมสามารถตานทานตอสารฆาเชื้อไดเพิ่มข้ึน เกิดจาก 

1. สารพอลิเมอรที่เซลลสรางขึ้นปกคลุมไว มผีลในการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 

2. การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของเซลล 

3. ความจาํกัดของสารอาหารมีผลทําใหเซลลเกิดการปรับตัวและชักนาํเขาสูสภาวะเครียด 

4. ความหนาแนนของเซลลภายใตไบโอฟลมที่มีการตอบสนองตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน 

ดังนั้นการทําความสะอาดและการฆาเชื้อดวยวิธีการปกติอาจไมเพียงพอในการทําลายและ

กําจัดจุลินทรียที่ปนเปอนบนพื้นผิวได Jessen และ Lammert (2003) รายงานวา หลังจากการทํา

ความสะอาดและฆาเชื้อพื้นผิวดวยสารทําความสะอาดรวมกับสารประกอบคลอรีนหรือสารผสมของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดกับกรดเปอรแอซีติก พบวา แบคทีเรียยังคงรอดชีวิตอยูมากถึง 3-4 log 

CFU/cm2 ซึ่งการหลงเหลือของจุลินทรียถือเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการปนเปอนขามสูผลิต ภัณฑ

อาหารได 
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การกาํจัดและทําลายไบโอฟลม (Control and removal of biofilms) 

 ขั้นตอนในการกําจัดและทําลายไบโอฟลมประกอบดวย การทําความสะอาด (cleaning) และ

การฆาเชื้อ (sanitizing) สวนใหญเร่ิมจากการใชน้ํารอนหรือน้ําเย็นลางสิ่งสกปรกตางๆออกจากพื้นผิว 

และใชวิธีทางกายภาพ เชน การขัดถูรวมกับสารทําความสะอาด เปนตน ลางสวนที่เปนสารอินทรีย

ตางๆที่ฝงแนนออกไป จากนั้นจะใชสารฆาเชื้อเขาทําลายเซลลของจุลินทรีย ถาสารทําความสะอาดไม

สามารถลางสารอินทรียไดหมด สารฆาเชื้อจะไมสามารถซึมผานเขาไปทําลายจุลินทรียได (Hilbert et 

al., 2003) ดังนั้นในการเลือกวิธีการทาํลาย ชนิดและความเขมขนของสารทําความสะอาดและสารฆา

เชื้อที่เหมาะสม รวมถึงระยะเวลาในการทําความสะอาดจึงมีความสําคัญเปนอยางมาก การกําจัดและ

ทําลายไบโอฟลมสามารถแบงออกเปน 3 วิธี ไดแก 

1. วิธีการทางกายภาพ (Physical methods) 

การทําลายไบโอฟลมดวยวิธีทางกายภาพสามารถทําไดหลายวิธี วิธีที่นิยมใชในทาง

อุตสาหกรรม คือ การใชแรงกลในการขัดลอกแผนไบโอฟลม การขัดลอกนั้นถึงแมวาจะเปนวิธีที่งาย

และราคาไมแพง แตมีขอจํากัดคือ ไมเหมาะสมเมื่อใชกับพื้นผิวขรุขระ ปจจุบันจึงไดมีการประยุกตใช

วิธีอ่ืนๆรวมดวย เชน การใชคลื่นเสียง (sonication) การใชแรงดันสูง (high pressure) เปนตน 

นอกจากนี้ การใชน้ําที่มีอุณหภูมิสูงเปนอีกวิธีหนึ่งที่ใหผลในการกําจัดและทําลายไบโอฟลมได พบวา 

ในระบบการผลิตน้ําดื่มจะตองใชน้ํารอนที่มีอุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 100 นาที หรืออาจใชระบบ

หมุนเวียนของน้ําที่มีอุณหภูมิ 80oC จึงจะทําลายไบโอฟลมได นอกจากวิธีที่กลาวมาแลว ยังมีการใชวิธี

อ่ืนๆ ไดแก Super-high magnetic field, Ultrasound treatment, High pulsed electrical field และ 

Low electrical field เปนตน (Kumar and Anand, 1998) 

2. วิธีการทางเคมี (Chemical methods) 

การกําจัดและทําลายไบโอฟลมประกอบดวย การทําความสะอาดและการฆาเชื้อ ซึ่งการทําให

ทั้งสองขั้นตอนมีประสิทธิภาพมากขึ้น จําเปนตองมีการเลือกใชสารเคมีที่เหมาะสมเขาชวย ข้ันตอนของ

การทําความสะอาดจําเปนตองกําจัดเศษอาหารและสารอินทรียตางๆที่ชวยในการเจริญของจุลินทรีย

ออกไป สารทําความสะอาดที่ดีจึงตองมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว ทําใหไขมันกระจายตัวออก และ

ยอยสลายโปรตีนได เพื่อกําจัด EPS ที่จุลินทรียสรางขึ้นและปกคลุมเซลลออกไปได สารทําความ

สะอาดแบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สารทําความสะอาดชนิดเบสและชนิดกรด ในอุตสาหกรรมอาหาร

สวนใหญนิยมใชเปนสารประกอบชนิดเบสที่มีฤทธิ์ในการกําจัดไขมันและโปรตีน แตอยางไรก็ตาม

พื้นผิวในโรงงานอุตสาหกรรมมีความหลากหลายและมีลักษณะที่แตกตางกัน ดังนั้น การเลือกใชสาร
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ทําความสะอาดที่เหมาะสมจึงมีความสําคัญ Marriott (1994) แนะนําการเลือกใชสารทําความสะอาด

สําหรับพื้นผิว (ตารางที่ 2.1)  ประเภท แกว เซรามิค สเตนเลสสตีล และ พลาสติก ควรใชสารทําความ

สะอาดชนิดเบส (alkaline detergent) หรือสารไมมีประจุ (nonionic detergent) จึงจะเหมาะสม 

ถึงแมวาสารทําความสะอาดจะกําจัดไบโอฟลมบางสวนได แตจุลินทรียที่อยูภายใตไบโอฟลมนั้น อาจ

ไมถูกทําลายไปดวย (Surdeau et al, 2006) ขั้นตอนการฆาเชื้อหลังจากทําความสะอาด จึงมีบทบาท

สําคัญอยางมากในการทําลายเชื้อจุลินทรีย 

ตารางที่ 2.1 พื้นผวิในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและการเลือกใชสารทําความสะอาดที่เหมาะสม 

วัสดุพื้นผิว ลักษณะ ขอควรระวัง 

ไม ดูดซับความชื้น และไขมันได ยากตอการดูแลรักษา ถูก

ทําลายดวยสารเคมีที่มีฤทธิ์กัดกรอน 
ไมควรนํามาใชเพราะทําความสะอาดได

ยาก ควรเลือกใชวัสดุชนิดอื่น เชน โพลีเอ

ทิลีน สแตนเลสสตีล และยางแทน 

โลหะ สามารถเกิดสนิมไดเมื่อสัมผัสกับสารทําความสะอาดที่

เปนกรดหรือมีคลอรีนเปนสวนประกอบ 

โลหะมีโอกาสในการเกิดสนิมได จึงควร

เคลือบดวยดีบุกหรือสังกะสี สารที่

เหมาะสมคือพวกที่มีฤทธิ์เปนกลาง 

แกว 

มีความเรียบและสามารถกันน้ําได อาจถูกกัดกรอนไดเมื่อ

ใชสารทําความที่มีความเปนเบสมาก 

แกวควรทําความสะอาดดวยสารทําความ

สะอาดที่มีความเปนกลางหรือเบสปาน

กลาง 

ยาง 

ยางที่เลือกใชไมควรเปนรูพรุนไมเกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อ

ลางดวยสารทําความสะอาดชนิดเบส แตอาจเสื่อมสภาพ

ไดถา  ใชตัวทําละลายอินทรียและกรดเขมขน 

แผนยางที่นํามาใชเมื่อใชงานไประยะหนึ่ง

อาจเกิดการโคงงอได 

สเตนเลส 

สตีล ตานทานตอการกัดกรอน มีคาวมเรียบและกันน้ําได 

ตานทานการ oxidation ที่อุณหภูมิสูง ทําความสะอาดได

งาย  

ราคาแพง บางชนิดถูกทําลายดวยสารใน

กลุมฮาโลเจน (คลอรีน ไอโอดีน โบรมีน 

และ ฟลูออรีน) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriott (1994) 

การฆาเชื้อมีจุดประสงคเพื่อทําลายกลุมจุลินทรียที่เปนไบโอฟลมซึ่งถูกปกคลุมดวยสาร EPS 

สารฆาเชื้อที่ใชในอุตสาหกรรมสวนใหญ ไดแก สารในกลุมฮาโลเจน เชน คลอรีนและไอโอดีน เปนตน 

สารประกอบเปอรออกไซด กรดอินทรีย และสารประกอบแอมโมเนีย (Quaternary ammonium 
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compound, Quat) (ตารางที่ 2.2) ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อข้ึนอยูกับความเขมขนของสาร เวลาใน

การสัมผัส ปริมาณของสารอินทรีย ความกระดางของน้ํา อุณหภูมิ คาความเปนกรด-เบส และ

ความสามารถของสารในการเขาทําลายเซลลจุลินทรีย (Marriott, 1994) สมบัติของสารฆาเชื้อที่ดีควร

มีความสามารถในการทําลายจุลนิทรียไดหลายชนิด (broad spectrum) ทั้งแบคทีเรีย ยีสตและรา 

อยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดีเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม เชน สภาวะที่มีสารอินทรยีปริมาณสงู 

ความกระดางของน้ําสูง และคาความเปนกรด-เบสไมแนนอน สารฆาเชื้อที่ดียังควรละลายน้ําไดดี ใช

งานงาย ราคาไมแพง ตรวจวัดงาย และที่สําคัญตองไมเปนพิษหรือระคายเคืองตอรางกาย การเลือกใช

สารฆาเชื้อความเขมขนที่เหมาะสมในการทําความสะอาดพื้นผิวชนิดตางๆ แสดงดังตารางที่ 2.3  

ตารางที่ 2.2 การประยุกตใชสารฆาเชื้อชนดิตางๆ 

สารฆาเชื้อ การประยุกตใช 

คลอรีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการสเปรย clean-in- 

 place(CIP) และฉีดพน    

ไอโอดีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการใชมือจุม(hand dip) 

กรดเปอรแอซิติก ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยวิธี CIP โดยเฉพาะ 

 ในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิต่ําและมีคารบอนไดออกไซด 

Acid anionics ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการสเปรย การใชรวม 

 กับสารฆาเชื้อและกรด    

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

  ส่ิงแวดลอม เชน ผนัง ทอระบายน้ํา เปนตน     

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1994) 
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ตารางที่ 2.3 ชนิดและความเขมขนของสารฆาเชื้อชนิดตางๆ ที่แนะนําใหใชในการฆาเชื้อพื้นผวิใน

โรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

 

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

เครื่องมือที่มพื้นผิวเปนอะลูมิเนียม Iodophor 25 

ฟลมของแบคทีเรีย Quata 200 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Acid-anionic 100 

การทําความสะอาดแบบ CIP Acid sanitizer 130 

 Active chlorine ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Iodophor ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

พื้นคอนกรีต Active chlorine 1,000-2,000 

 Quat 500-800 

ลังพลาสติก Iodophor 25 

พื้นผิวที่มีรูพรุน Active chlorine 200 

เครื่องมือที่ใชผลิต(อะลูมิเนียม) Quat 200 

 Iodophor 25 

เครื่องมือที่ใชผลิต(สแตนเลส) Acid sanitizer 130 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Active chlorine 200 

 Iodophor 25 

สายพานยาง Iodophor 25 

ผนัง Active chlorine 200 

 Quat 200 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

ลังไม Active chlorine 1,000 

หมายเหต ุ a Quat = Quaternary ammonium compound 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1994) 
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3. วิธีการทางชวีภาพ 

การใชวิธีการทางชีวภาพเปนทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจในปจจุบันเนื่องจากผูบริโภค

อาหารสวนใหญใหความสนใจเกี่ยวกับความปลอดภัยของอาหารมากขึ้น ไดมีการนําสารชีวภาพ เชน 

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย มาเคลือบบนพื้นผิวที่สัมผัสอาหารเพื่อยบัยั้งการ

เกาะติดของแบคทีเรีย เปนตน แบคเทอริโอซินที่ใชอยางแพรหลายคือ ไนซิน (nisin) ซึ่งไดรับการรับรอง

จาก Food and Drug Administration (FDA) ในปค.ศ. 1988 วาสามารถใชกับอาหารได (Generally 

Recognized As Safe; GRAS) มีรายงานพบวา ไนซินสามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ทํา

ใหอาหารเนาเสียโดยเฉพะจุลินทรียที่สรางสปอร (spore former) ได นอกจากสารในกลุมแบคเทอริ

โอซินแลว เอนไซมเปนสารชีวภาพอีกกลุมหนึ่งที่ถูกเลือกใชในการทําลายไบโอฟลมเพราะเอนไซม

สามารถยอยสลายสารอินทรียตางๆ และจุลินทรียได ทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด EPS และไบโอ

ฟลมได แตเอนไซมแตละชนิดมีความจาํเพาะกับสารอินทรียหรือจุลินทรียแตกตางกัน จึงมีขอจํากัดใน

การเลือกใช ที่จําเปนตองเลือกใหจําเพาะกับชนิดของสารอินทรียหรือจุลินทรียที่สรางไบโอฟลมนั้น 

(กนกทิพย, 2549) 

ความสาํคัญและการปนเปอนของ Salmonella ในผลิตภณัฑอาหาร 

 Salmonella เปนชื่อจีนัสมีหลายซีโรวาร มีบทบาททําใหเกิดโรคที่เกี่ยวของกับอาหารเปนพาหะ 

ถูกพบครั้งแรกในชวงปลายป 1800 ทําใหเกิดไขไทฟอยด นับแตนั้นมาไดมีการพยายามที่จะทําความ

เขาใจและควบคุมจํานวน Salmonella และกลายเปนปญหาสําคัญตอนักจุลชีววิทยาอาหารทั่วโลก 

เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้มีความสัมพันธกับคน สัตว และสิ่งแวดลอม Salmonella อาศัยในลําไสเล็ก

ของมนุษยและสัตวตามธรรมชาติ น้ําและอาหารที่มีมาจากสัตว มีโอกาสปนเปอนมูลสัตวจึงเปนพาหะ

การแพรกระจายของ Salmonella 

 Salmonella ทุกสายพันธุเปนสาเหตุทําใหเกิดโรคในมนุษย แตระดับความรนุแรงของการเกิด

โรคขึ้นกับสายพันธุ และยังขึ้นกับสุขภาพของคน คนที่มีสุขภาพออนแอ แมวาจะไดรับปริมาณ 

Salmonella เพียงเล็กนอยก็สามารถเกิดโรคได (Hughes, Gillespie and O’Brien, 2007) 
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ความสาํคัญของ Salmonella  

Salmonella เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษที่รุนแรง และเปนสาเหตุทําใหเกิด 

การระบาดของอาหารเปนพิษข้ึนบอยที่สุดในหลายประเทศ (Hughes et al., 2007) 

ร วมทั้ ง ใ นป ระ เทศ ไทย  แบคที เ รี ยนี้ จั ด อยู ใ นต ร ะกู ล เ อน เทอ โ ร แบคที เ รี ย ซิ อี  (Family 

Enterobacteriaceae) เชนเดียวกับแบคทีเรียพวก Coliform และ E. coli มีรูปรางเปนทอนสั้น 

ติดสีแกรมลบ ไมสรางสปอร    ขนาดตั้งแต 0.7-1.5×5 ไมโครเมตร เจริญไดทั้งสภาพที่มีอากาศและไม

มีอากาศ ชอบอุณหภูมิปานกลาง แมวาที่ 37oC จะเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม แตที่ 42oC 

เปนอุณหภูมิที่นิยมใชบมเพาะเชื้อในข้ัน Selective Enrichment เพราะที่อุณหภูมินี้ Salmonella 

เจริญแขงกับแบคทีเรียอื่นๆไดดี ทดสอบ oxidase ใหผลลบ แตทดสอบ catalase ใหผลบวก อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 35-37oC และยังสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง 8-45oC ในชวง pH 

4-9 คา water activity มากกวา 0.94 บางครั้งพบมี filaments ยาว สวนใหญเคลื่อนที่ได หมักน้ําตาล

กลูโคสใหทั้งกรดและแกส เชื้อชนิดนี้จะทําใหเกิดอาหารเปนพิษได เนื่องจากสารพิษ endotoxin ซึ่ง

สารพิษที่สรางขึ้นนี้เปนสารประกอบเชิงซอนของ polysaccharide-polypeptide-lipid A ซึ่งจะปรากฏ

อยูที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย คนและ สัตวเปนแหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติแหงแรก (primary 

habitat) ของ Salmonella มนุษยเกิดโรคอาหารเปนพิษเนื่องจากบริโภคอาหารหรือน้ําดื่มที่มีเชื้อ 

นี้ปนเปอนผานทางเดินอาหาร (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

1. ลักษณะพืน้ฐานของ Salmonella 

การเรียกชื่อ (Nomenclature) ไดมีการปรับปรุงวิธีการจําแนก Salmonella คร้ังใหญเมื่อ 

ไมนานมานี้ ในอดีตการจําแนกเชื้อซัลโมเนลลาอาศัยชนิดของซีโรวาร (serovars) ที่ไดจากการ 

ทดสอบปฏิกิริยาทางซีโรวิทยา (serology) คือปฏิกิริยาการตกตะกอนของโปรตีนจากเซลล 

แบคทีเรียที่ผิว (somatic cells) และที่แส (flagella cells) ซึ่งมีความสัมพันธกัน เปนตัวกาํหนด สปชีส 

เทคนิคอื่นที่ใชจีนสเปนตัวทดสอบ คือ DNA-DNA hybridization และ Multilocus Enzyme 

Electrophoresis (MEE) typing มีผลให Salmonella ทั้งหมดถูกนํามาจัดใหมเปน 2 สปชีส คือ 

Salmonella enterica และ Salmonella bongori แตละสปชีสจําแนกออกเปนอีกหลายสปชีสยอย 

(Subspecies) Salmonella กวา 2,000 ซีโรวารถูกนํามาจัดอยูในสปชีส Salmonella enterica  

ซึ่งจําแนกยอยออกเปน 5 กลุม หรือ subspecies ดังนี้ 
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Group ll  : S. enterica subsp. salamae 

Group lll a : S. enterica subsp. arizonae 

Group lll b : S. enterica subsp. diarizonae 

Group lV : S. enterica subsp. houtenae 

Group Vl : S. enterica subsp. indica 

การเปล่ียนแปลงดังกลาวนําไปสูพัฒนาการของวิธีการเขียนชื่อแบคทีเรียใหม กลาวคือ 

เดิมเคยเขียนวา Salmonella typhimurium ตอไปนี้จะตองเขียนวา Salmonella enterica serovar 

Typhimurium หรือเขียนยอวา Salmonella Typhimurium โดยชื่อจีนัสใชตัวเอน สวนชื่อสปชีส

ยอยใชตัวธรรมดา และตัวอักษรแรกใหเปนตัวพิมพใหญ หรือเขียนยอวา S. Typhimurium ดังนี้เปนตน 

(สุมณฑา และคณะ, 2548) 

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) ซัลโมเนลลาเปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) มีลักษณะ 

รูปรางเปนทอนสั้น (short rod) เปนสมาชิกในตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซิอี (family 

Enterobacteriaceae) Salmonella spp. สวนใหญจะเคลื่อนไหวได (motile) โดยอาศัย แฟลกเจลลัม 

(flagellum) มีการดํารงชีวิตแบบใชหรือไมใชอากาศก็ได (facultative anaerobe) 

คือสามารถจะหายใจแบบใชหรือไมใชออกซิเจน (aerobic หรือ anaerobic respiration)       

กระบวนการผลิตพลังงานโดยไมใชออกซิเจนในสิ่งมีชีวิตขั้นต่ํา จะอาศัยกระบวนการหมักทํานอง 

เดียวกันกับส่ิงมีชีวิตชั้นสูง (fermentation) ในกระบวนการเมตาบอลิสมแบบไกลโคไลซีส (glycolysis) 

ซึ่งลักษณะทางชีวเคมีชนิดอื่นๆ ของเชื้อชนิดนี้ไดแสดงไวในตารางที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ลักษณะทางชีวเคมีที่เปนแบบฉบับของซลัโมเนลลา 

 

Test Typicl reaction %positive 

Decarboxylation   

Lysine + 97.4 

Ornithine + 90.0 

Production of;   

Hydrogen sulphide + 95.3 

Indole - 1.1 

Urease - 0 

Arginine dihydrolase + 92.8 

Phenylalanine deaminase - 0 

Metabolism of glucose:   

Fermentation + 100 

Methyl red + 100 

Voges-Proskauer - 0 

Gas production p 89.4 

Fermentation of:   

Arabinose + 90 

Xylose + 94.6 

Rhamnose + 91.4 

Maltose + 97.3 

Lactose - 0.3 

Sucrose - 0.2 

Mannitol + 99.7 

Sorbitol + 94.5 

Utilization of citrate p  86.9 

+ = >90% ใหผลบวก; - = ใหผลบวก< 10%; p = 10-90% ที่ใหผลบวก 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Robinson, Batt และ Patel (2000) 
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ในปจจุบันนี้มักจะระบุซีโรวารที่เฉพาะเจาะจงโดยอาศัยเทคนิคทางซีโรวิทยาเปนเครื่องจําแนก

มีหลักการ คือ  การตกตะกอน  (agglutination) ของโปรตีนจากแอนติเจน  (antigens) 

บนเซลลของแบคทีเรียจากแอนติบอดี (antibodies) ที่มีความสัมพันธกันทางพันธุกรรม 

ซึ่งใชเปนตัวทดสอบแอนติเจนบนเซลลของ Salmonella spp. ซึ่งจําแนกออกเปน 3 ประเภท ดังนี้ 

 แอนติเจนที่ผิวเซลล เรียกวา somatic antigen หรือ O antigen มีสารประกอบ ชนิด 

lipopolysaccharide (LPS) อยูดานนอกของเยื่อหุมเซลล O antigen เปนโปรตีนที่ทน ความรอน 

 แอนติเจนที่แสหรือที่หนวด เรียกวา flagella antigen หรือ H antigen ประกอบ 

ดวยโปรตีนที่ไมทนความรอน 

 แอนติเจนที่เปลือกหุมเซลลหรือแคปซูล เรียกวา capsular antigen หรือ Vi antigen 

ซึ่งมีอยูในซัลโมเนลลาบางสปชีสเทานั้น ไดแก S. Typhi, S. Paratyphi C และ S. Dublin ซึ่งมีแคปซูล 

การแบงกลุม โดยอาศัยหลักการทางระบาดวิทยา ทําใหจําแนก Salmonella spp. ออกได เปน 

3 กลุม ดังนี้ 

กลุมที่ 1 Salmonella spp. ที่กอโรคเฉพาะในคนที่สําคัญมี 2 ซีโรวาร คือ           S. 

Typhi และ S. Paratyphi ทําใหเกิดการติดเชื้อในกระแสเลือดสามารถแพรกระจายไปไดทั่ว ทั้งรางกาย 

(systemic) กอใหเกิดโรคไขไทฟอยด และไขรากสาดนอยตามลําดับอาจเรียกรวมกัน 

วาโรคไขเอนเทอริค (enteric fever) 

กลุมที่ 2 Salmonella spp. ที่กอโรคในสัตว เปนกลุมของ Salmonella spp. ที่โดย

ปกติแลวจะพบในสัตวที่เปนโฮสทแตละชนิด เชน S. Pullorum และ S. Gallinarum พบในไก S. 

Dublin พบในวัว S. Abortus-equi พบในมา S. Abortus-ovine พบในแกะ S. Choleraesuis พบใน

สุกร 

กลุมที่ 3 Salmonella spp. ที่กอโรคทางเดินอาหารอักเสบ (gastroenteritidis 

Salmonella spp.) เปนกลุมของ Salmonella spp. ที่อยูนอกเหนือจาก 2 กลุมที่กลาวมาขางตน 

เนื่องจากสามารถมีชีวิตอยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม เปนผลให Salmonella spp. กลุมนี้แพรกระจายไป

ไดกวางในสิ่งแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อุปกรณ เครื่องมือ หรือแมกระทั่งแพรไปกับคนหรือสัตว เปนตน 

จึงพบวามีการแพรกระจายของ Salmonella spp. ในหวงโซอาหารกวางขวาง และทําใหเกิดปญหาให

ตองทําการควบคุมอุบัติการณของโรคที่มาจาก Salmonella spp. โดยผานอาหาร ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด

โรคอาหารเปนพิษที่เรียกวา ซัลโมเนลโลซีส (Salmonellosis)  กับมนุษย 
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2. การแพรกระจาย 
แหลงที่อยูอาศัยลําดับแรกของ Salmonella คือ ลําไสของสัตว เชนสัตวปก สัตวเลื้อย คลาน 

สัตวเล้ียง มนุษย รวมทั้งแมลง (Aissa et al., 2007) แตบางครั้งพบ Salmonella อยูตามรางกายของ

มนุษยและสัตวก็เปนได จากลําไส แบคทีเรียออกมาทางอุจจาระ อาศัยสัตว แมลง และน้ําแพรกระจาย

ไปเขาสูสิ่งแวดลอม ดิน น้ํา ปุย ซากสัตวที่เนาเปอย วนเวียนเขาสูหวงโซอาหาร สูลําไสของมนุษยและ

สัตว วนเวียนเปนวัฎจักรเชนนี้เ ร่ือยไป การเคลื่อนยายสัตวและอาหารระหวางประเทศมีผลให 

Salmonella แพรกระจายอยูทั่วโลก (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

แมวาจะพบ Salmonella ในสัตวแทบทุกชนิด แตบริเวณที่พบเชื้อนั้นอาจมากนอยแตกตางกัน 

บางครั้งอาจพบเชื้อในตอมน้ําเหลืองมากกวาอุจจาระ จากการศึกษาซากสุกรในโรงฆาพบ Salmonella 

ใน มาม ตับ ถุงน้ําดี ตอมน้ําเหลือง และในกระบังลม ในปริมาณที่ใกลเคียงท่ีพบในอุจจาระ การแพร 

Salmonella จากสัตวที่มีเชื้อไปยังสัตวที่ปลอดเชื้อมักเกิดขึ้นบอยๆ เพราะมนุษยและสัตวอาจเปน

พาหะ (carriers) คือ มี Salmonella อยูในรางกายหรือในอุจจาระ แตไมแสดงอาการของโรคออกมา 

(รุงทิวา, 2541) 

 
3. ความเชื่อมโยงระหวางการเจบ็ปวยของมนุษยกบั Salmonella ในอาหาร 

ซัลโมเนลโลซิส (Salmonellosis) หมายถึงโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก Salmonella ซึ่งมี

มากกวา  2,000 ซีโรวาร  ที่ เปนสาเหตุทําใหเกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษขึ้นทั่วโลก 

(FAO/WHO, 2002) ในสหรัฐอเมริกา Center for Disease Control and Prevention (CDC) รายงาน

วาในแตละป ประชากรในสหรัฐฯ ปวยจากโรคซัลโมเนลโลซีสที่ได รับการตรวจยืนยันผลทาง

หองปฏิบัติการแลวปละประมาณ 40,000 ราย ในจํานวนนี้ประมาณรอยละ 96 เกิดจากการบริโภค

อาหารที่ปนเปอน 

 ในประเทศไทยไมพบรายงานการติดเชื้อซัลโมเนลโลซิสโดยตรง แตจะพบในรายงานที่ระบุวา

เปนการระบาดจากโรคอุจจาระรวงเฉียบพลัน (Acute diarrhea) โรคไขเอนเทอริค (enteric fever) และ

โรคอาหารเปนพิษ (food poisoning) ในสรุปรายงานการเฝาระวังโรคของสํานักระบาดวิทยา กรม

ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  ในป พ.ศ. 2544 สํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรคไดปรับปรุงวิธี

รายงานใหม โดยจัดกลุมของโรคอาหารเปนพิษไวในประเภทโรคติดตอระบบทางเดินอาหารและน้ํา ใน

กลุมนี้การรายงานยังแยกประเภทยอยออกเปน ตับอักเสบ ไขเอนเทอริค ไขทัยฟอยด ไขพาราทัยฟอยด 

บิด โรคมือ เทาปากเปอย เห็ดพิษ อุจจาระรวงอยางแรง อาหารเปนพิษ อุจจาระรวงเฉียบพลัน เปนตน 

ทั้งนี้สํานักระบาดวิทยากลาววา ตามรายงานในป พ.ศ. 2538 – 2544 รอยละ 0.29-6.6 เทานั้นที่มีการ

ระบุเชื้อซ่ึงเปนสาเหตุของโรค สวนในป พ.ศ. 2544 มีการรายงานที่ระบุสาเหตุของเชื้อรอยละ 0.74 

เนื่องจากไมมีการเก็บตัวอยางตรวจหรือเก็บตัวอยางสงตรวจไมได ท้ังนี้จะตรวจหาเชื้อที่เปนสาเหตุใน
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กรณีที่มีการระบาดหรือผูปวยที่เขารับการรักษาเปนผูปวยในหรือผูปวยที่เสียชีวิตเทานั้น สํานักระบาด

วิทยาไดสรุปในการรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ โดยประมาณวาจากรายงานการระบาด

ของโรคอาการปนพิษ นาจะมีสาเหตุจากเชื้อซัลโมเนลลาราวรอยละ 30.74 (สํานักระบาดวิทยา, 2544) 

ทําใหอนุมานไดวาอัตราการปวยจากโรคซัลโมเนลโลซิสของประชากรไทยตอประชากรหนึ่งแสนคน

นาจะอยูที่ 67.27  

Salmonella อยูในกลุมแบคทีเรียลําไสที่ทําใหเกิดโรค (enteric pathogens) จําแนก 

ออกไดเปน 2 สปชีส คือ S. Enteritidis และ S. bongori แตละสปชีสยังจําแนกยอย (subspecies) 

ออกไดอีก เฉพาะสปชีส S. Enteritidis มีมากกวา 2,500 ซีโรวาร และทุกซีโรวารทําใหเกิด 

โรคซัลโมเนลโลซิส (salmonellosis) ในมนุษย ดังนั้นการระบาดบอยคร้ังจึงมีสาเหตุมาจาก 

เชื้อซัลโมเนลลาและเกิดขึ้นเปนวงกวางกระจายไปทั่วโลก  

                        
อาหารที่เปนสื่อ  

เปด ไก ไกงวงและไขไก เปนแหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติของเชื้อซัลโมเนลลา (Natural 

reservoir) และเปนตัวการแพรกระจาย Salmonella มาสูมนุษย เพราะ Salmonella สามารถเพิ่ม 

จํานวนในลําไสของสัตวเหลานี้ รอดชีวิตและติดมากับซากสัตวที่นํามาใชเปนอาหารมนุษย 

โดยเฉพาะติดมากับเครื่องใน  

ความรุนแรงของเชื้อซัลโมเนลลาที่เกิดกับมนุษย คือการติดไขไทฟอยด ซึ่งจะมีผลใหอัตรา 

การเสียชีวิตสูง เชื้อซัลโมเนลลาที่ทําใหเกิดอาการของโรคอาหาร เปนพิษจัดอยูในกลุมอาการที่ เรียกวา  

gastroenteridis ประกอบดวยอาการ ทองเดิน ปวดทอง ปวดศรีษะ คลื่นไส อาเจียน สวน อาการไข

ไทฟอยด  และไขรากสาดนอยนั้นจะเกิดการติดเชื้อ ข้ึนใน  กระแสโลหิต  ทําใหผูปวยมีไข สูง 

อาการเรื้อรังของการติดเชื้อ ซัลโมเนลลา คือ อาการขอเสื่อมที่ เรียกวา reactive arthritis ทํา

ใหมีอาการปวดกระดูก  ปวดขอและปวดหลังจนถึงการติดเชื้อในกระเพาะปสสาวะ  แมวา 

ซัลโมเนลลาหลายซีโรวารจะมีสัตวบางชนิดเปนโฮสทประจําแตก็สามารถปรับตัวตามโฮสทหรือ 

โฮสทลําดับที่ 2 เชนมนุษยได ดังนั้น Salmonella จึงเปนแบคทีเรียที่เปนอันตรายตอมนุษย  
 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการอยูรอด  

เนื่องจาก Salmonella มีความสามารถในการปรับตัวไดดีจึงทนตอสภาพแวดลอมที่ไม 

เอื้ออํานวยได ดวยเหตุนี้จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําความเขาใจปจจัยตางๆ ที่จะสง 

ผลตอการเจริญเติบโตและความอยูรอดของ Salmonella ในสิ่งแวดลอมเพื่อจะไดใช 

ปจจัยเหลานี้มาควบคมุการเจริญเติบโตและการแพรกระจายของของ Salmonella ในธรรมชาติได  
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4.1 อุณหภูมิ  Salmonella เปนแบคทีเรียที่เจริญไดดี ณ อุณหภูมิในรางกายคนหรือ สัตว 

หรือเรียก mesophilic bacteria โดยชวงอุณหภูมิที่เจริญไดอยางเหมาะสม (optimal temperatures) 

อยูระหวาง 30-45 องศาเซลเซียส (Robinson et al., 2000) อยางไรก็ตาม Salmonella 

มีสมบัติที่จะปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมไดดี ดังนั้นอุณหภูมิต่ําสุด (minimum temperature) 

ที่สามารถเจริญเติบโตไดในเนื้อไกหรือเนื้อวัว คือ 2-3 องศาเซลเซียส โดยอยูได นานถึง 2-3 วัน 

ในขณะที่อุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) ที่เคยมีรายงานวาเจริญได คือที่ 54 องศาเซลเซียส 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Salmonella สามารถปรับตัวใหเขากับอุณหภูมิที่สูงขึ้น เปน 48 องศาเซลเซียส 

อยางนอยหนึ่งรุน (generation) กอนจะกลายพันธุ (mutants) Salmonella สามารถเจริญไดที่ 54 

องศาเซลเซียส เนื่องจาก Salmonella spp. มีระบบการตอบสนองตอการ 

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิแบบเฉียบพลัน (heat shock response) (รชา, 2546) 

เมื่ออุณหภูมิในอาหารอันเปนสิ่งแวดลอมของ Salmonella spp. เพิ่มสูงขึ้น Salmonella spp. 

จะเร่ิมตายเนื่องจากความเสียหายที่เกิดขึ้นกับเซลลแบคทีเรียสวนที่เปนไขมันของเยื่อหุมเซลลและ

โปรตีนของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม มีผลใหเยื่อหุมเซลลร่ัวและการสังเคราะห 

โปรตีนหยุดชะงักลง ผลสุดทายคือเซลลไมสามารถรักษาสภาวะสมดุลที่เปนสภาวะปกติไวไดและ 

ตองตายไปในที่สุด (Robinson et al., 2000) 
 
4.2 ความเปนกรดดาง ชวง pH ที่ Salmonella spp. เจริญเติบโตได อยูระหวาง 4.5-9.5 

แตชวง pH ที่มันเจริญเติบโตไดดี คือ pH 6.5-7.5 ปญหาการเกิดโรคอาหารเปนพิษในอาหารที่ 

เปนกรดนั้นนาจะมาจากความสามารถของ  Salmonella  ในการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่ คอย ๆ 

เปนกรดทีละนอย เชน ในกรณีที่น้ํานมหมักที่ทําใหเกิดรสเปรี้ยวจากกรดแลคติค (lactic acid)  S. 

Typhimurium สามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะที่เปนกรดได (acid-adapted strain) ในเนยแข็ง เชน 

cheddar cheese และ Swiss cheese  เปนตน (วชิรภรณ, 2545)  

 

4.3 วอเตอรแอคติวิตี (water activity; aw) ความหมายของวอเตอรแอคติวิตี คือ 

ปริมาณน้ํ าที่ มี อยู ในอาหารและนํ า ไปใช ในการ เจริญเติบโตได  ดั งนั้ นวอ เตอร แอคติ วิตี 

จึงมักจะมีคาต่ํากวาความชื้น(moisture)ในอาหารเสมอ เนื่องจากน้ําในอาหารบางสวนจุลินทรียไม 

สามารถนําไปใชไดเนื่องจากน้ําดังกลาวอาจใชสรางพันธะทางเคมีรวมอยูในโครงสรางโมเลกุลของสาร

ประกอบตางๆ  ซึ่งเรียกวาน้ําผูกพัน  (bound water) ตัวอยางเชนน้ําเกลือหรือน้ําเชื่อมที่มี 

ความเขมขนสูง ๆ อาจจะมีคาความชื้นหรือน้ําอยูสูง แตจะมีปริมาณวอเตอรแอคติวิตีต่ํา เนื่องจาก 

น้ําสวนใหญจะไปจับรวมตัวกับโมเลกุลของเกลือหรือน้ําตาลจนแทบจะไมเหลือน้ําอิสระ (free water) 

ใหแบคทีเรียนําไปใชในการเจริญเติบโต ตามปกติ Salmonella สามารถเจริญเติบโต ไดที่ระดับ aw 
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ไมต่ํากวา 0.93 ความเขมของน้ําเกลือที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Salmonella ได 

คือที่ระดับความเขมขนรอยละ 3-4 การที่ Salmonella สามารถทนตอความแหง หรือ aw 

ระดับตํ่าๆไดจึงสามารถรอดชีวิตอยูไดในสิ่งแวดลอมนอกรางกายของมนุษยและสัตวได  
 
4.4 อากาศหรือออกซิเจน บทบาทสําคัญของอากาศที่กําหนดการอยูรอดของแบคทีเรีย 

ที่สําคัญ คือ ออกซิเจน ซึ่งแบคทีเรียชนิดที่ไมใชอากาศ (anaerobic bacteria) ไมมีเอนไซม 

ที่กําจัดพิษของออกซิเจน อันเปนอุปสรรคตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่ไวตอออกซิเจนหากได 

รับสัมผัสกับอากาศ แต Salmonella ไมเปนเชนนั้นเพราะ Salmonella จําเปนตองอาศัย 

ออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย (final electron acceptor) ในกระบวนการถายเท 

อิเลคตรอนเพื่อสรางพลังงาน (ATP) ใหแกเซลล Salmonella สามารถเจริญไดไมวา 

จะมีออกซิเจนหรือไมก็ตาม เนื่องจากสามารถสรางพลังงานโดยอาศัยการหมัก (fermentation) ไดดวย 

กระนั้นก็ตามเหตุที่การสรางพลังงานจากการหายใจแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration) 

มีประสิทธิผลสูงกวาการสรางพลังงานจากการหมัก (ไมใชออกซิเจน) ดังนั้น เมื่อมีออกซิเจน 

Salmonella จึงเลือกที่จะหายใจแบบใชออกซิเจนมากกวา การที่ Salmonella 

สามารถเจริญไดทั้ งในสภาวะที่มีและไมมีอากาศ  เปนผลใหการเก็บรักษาเนื้อไกหรือเนื้อ 

ปลาที่อุณหภูมิ 10 oC ในบรรจุภัณฑที่ทําการบรรจุแบบสุญญากาศ  (Vacuum packing) หรือ 

ดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere) ไมวาจะใช CO2 หรือ N2 ในสัดสวนเทาใดก็ตาม 

Salmonella ก็ยังสามารถเจริญได 

แมวา Salmonella spp. จะมีเอนไซม superoxide dismutase และ catalase ซึ่งทํา 

หนาที่เปลี่ยนออกซิเจนที่เปนพิษ คือ superoxide radical (O2
-) เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซค (H2O2) 

และเปลี่ยน H2O2 เปนออกซิเจนและน้ําไดก็ตาม แตออกซิเจนที่เปนพิษนี้ก็ยัง สามารถกอความ 

เสียหายขึ้นกับเซลลได 

 
 
 
ความเจ็บปวยและอาการ  
 เมื่อผูบริโภครับประทานอาหารที่มีเชื้อ Salmonella เขาไปในปริมาณที่สูงพอจะสามารถเกิด

โรคขึ้นได โดยอาการของโรคจะมีความรุนแรงหรือระยะเวลานานเทาใดนั้นจะขึ้นอยูกับสายพนัธุของ

เชื้อ Salmonella ที่ปนเปอน จํานวนเซลลที่ไดรับเขาสูรางกายและสภาวะสวนบุคคลของผูที่ไดรับเชื้อ 

เชนความแข็งแรง อายุ เปนตน โดยทั่วไปผูที่ไดรับเชื้อนี้เขาสูรางกายจะแสดงอาการภายใน 6-36 
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ชั่ ว โ ม ง  ซึ่ ง อ า ก า ร ข อ ง โ ร ค มี ตั้ ง แ ต อ า ก า ร เ พี ย ง เ ล็ ก น อ ย ที่ ส า ม า ร ถ ห า ย เ อ ง ไ ด 

จนถึงระดับที่ตองเขารับการรักษาในโรงพยาบาล อาการที่เกิดขึ้นในคนนั้นสามารถจําแนก ออกดังนี้ 

1. โรคอุจจาระรวง (Gastroenteritis) หรือโรคอาหารเปนพิษ เปนอาการที่พบมาก

ที่สุด สวนใหญเกิดจาก S. Typhimurium ซึ่งโดยปกติจะปนเปอนจากอาหารจําพวกสัตวปก เชน เปด 

ไก รวมถึงไขของสัตวเหลานี้ อาการของโรคนี้ เชื้อจะมีระยะฟกตัว 12-36 ชั่วโมง ผูปวยจะมีอาการ 

อักเสบในลําไสเล็กและลําไสใหญ ปวดทอง คลื่นไส อาเจียน มีไข และทองรวง จะมีอาการอยู 1-4 วัน 

ในชวงที่มีอุจจาระรวงจะพบเชื้อในอุจจาระของผูปวยประมาณ 106-109 CFU/g  

2. ไขเอนเทอริค (Enteric fever) อาจหมายถึง ไขไทฟอยด หรือ พาราไทฟอยด เกิด

จากเชื้อ S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B (บางทีหมายถึง S. Schottmuleri) และ S. 

Paratyphi C (บางทีเรียกวา S. Hirschfeldii) ซึ่งเชื้อเหลานี้เปนตนเหตุที่ทําใหเกิดการติดเชื้อข้ึนใน

มนุษยโดยการบริโภคน้ําหรืออาหารที่มีการปนเปอนเชื้อเหลานี้ เชื้อจะเขาสูกระเพาะอาหารและถูกกรด

ในกระเพาะอาหารทําลายไปบาง เชื้อที่รอดชีวิตไดจะเขามาถึงลําไสเล็กเขาสูเนื้อเยื่อน้ําเหลือง 

(lymphoid tissue) ของผนังลําไสและตอมน้ําเหลืองบริเวณนั้น เชื้อจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นและเริ่มเขาสู

กระแสโลหิต ซึ่งจะมีเชื้อจํานวนหนึ่งที่ตาย และปลอย endotoxin ออกมากระตุนเม็ดเลือดขาวทําให

เกิด endogenous pyrogen ทําใหเกิดไขสูง นอกจากนี้ผูปวยจะมีอาการปวดศีรษะ มีผื่นคัน มจีดุแดงที่

ผิวของชองทอง อึดอัดภายในชองทอง มีอาการทองผูก จะมีอาการอยู 1-3 สัปดาห การติดเชื้อใน

มนุษยสวนใหญจะมีจํานวนเซลลมากกวา105 เซลล 

3. โลหิตเปนพิษ (Septicemia) เปนอาการที่เกิดจากเชื้อ S. Choleraesuis เชื้อจะเขา

สูกระแสโลหิตโดยตรง ทําใหระบบหมุนเวียนโลหิตทํางานผิดปกติ นอกจากนี้อาจพบการเปลีย่นแปลงที่

ระบบทางเดินอาหาร และเกิดติดเชื้อที่ระบบน้ําเหลือง มักพบมากในเด็ก และผูใหญที่อายุมากกวา 50 

ป โดยเฉพาะผูชาย ผูปวยจะมีอาการอยูหลายสัปดาห 
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เหล็กกลาไรสนิม (Stainless steel) 
 เหล็กกลาไรสนิมซึ่งเปนที่รูจักกันโดยทั่วไปวา “สเตนแลส” เปนเหล็กกลาที่มีปริมาณคารบอน

ต่ํา และมีสวนผสมของโครเมียมอยางนอยที่สุด 10.5% เนื่องจากเหล็กกลาไรสนิทจะมีแผนฟลมบางๆ

ซึ่งสรางขึ้นไดเองจากปฏิกริิยา เกิดเปนชั้นบางๆเคลือบอยูบนผิวเหล็ก ทําใหเหล็กสามารถตานทานการ

เกิดสนิมจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation)ได และเมื่อเกิดรอยขีดขวนหรือถูกสารเคมี ชั้นฟลมบางๆ

นี้จะสรางขึ้นใหมไดเอง ซึ่งชวยปองกันการกัดกรอน หรือ การเปนสนิมที่เปนผลมาจากปริมาณ

โครเมียมในเนื้อเหล็ก เหล็กกลาไรสนิมจึงแตกตางจากเหล็กธรรมดาทั่วไปที่มีการปองกันการกัดกรอน

ดวยการชุบ หรือเคลือบผิวดวยไฟฟา เชนสังกะสี หรือเคลือบผิวอินทรียสาร เชน การเคลือบสี 

 เหล็กกลาไรสนิมเปนวัสดุที่สมบูรณแบบสําหรับใชในครัวเรือนและอุตสาหกรรมอาหาร 

เนื่องจากมีความทนทานตอการกัดกรอนสูง จึงไมเปนสนิมและไมทําปฏิกิริยากับกรดและเกลือที่มีอยู

ในอาหาร มีพื้นผิวที่เรียบและมีความเปนกลางจึงไมดูดซึมรสใดๆ ทําความสะอาดไดงายและถูกหลัก

อนามัยในทุกขั้นตอนการใช ทนความรอน ความเย็น และการเปลี่ยนอุณหภูมิโดยฉับพลันไดดี 

(Oliveira et al, 2007; Rossoni and Gaylarde, 2000) 

 
ประเภทของเหล็กกลาไรสนิม 
 เหล็กกลาไรสนิมแบงออกเปน 4 ชนิดหลกั 

1. เกรดออสเตนิติก แมเหล็กดูดไมติด นอกจากสวนผสมของโครเมียม 18 % แลวยังมีนิ

เกิลที่ชวยเพิ่มความตานทานการกัดกรอน เหล็กชนิดนี้ผลิตไดงายจึงเปนที่นิยมอยางกวางขวาง 

2. เกรดเฟอรริติก แมเหล็กดูดติด มีสวนผสมของคารบอนต่ํา และมีโครเมียมเปน

สวนผสมหลัก คือ ประมาณ 13% หรือ 17% 

3. เกรดมารเทนซิติก แมเหล็กดูดติด โดยทั่วไปจะเปนโครเมียมผสมอยู12% และมี

สวนผสมของคารบอนในระดับปานกลาง มักนําไปใชทําสอม มีด เครื่องมือผาตัด และเครื่องมือวิศวกร

อ่ืนๆ ซึ่งมีคุณสมบัติเดนในการตานทานการสึกกรอนและความแข็งแรงทนทาน 

4. เกรดดูเพลกซ แมเหล็กดูดติด มีโครงสรางผสมระหวางเฟอรไรตและออสเตไนต มี

โครเมียมผสมอยูประมาณ18-28% และนิกเกิล 4.5-8% เหล็กชนิดนี้มักถูกนําไปใชงานที่มีคลอรีนสูง 

เพื่อปองกันไมใหเกิดการกัดกรอนแบบรูเข็ม (pitting corrosion) และชวยเพิ่มความตานทานการกัด

กรอนที่เปนรอยราว อันเนื่องมาจากแรงกดดัน (stress corrosion cracking resistance) 

เหล็กกลาไรสนิมที่เราพบเห็นโดยทั่วไปจะอยูใน 3 ชนิดใหญๆ โดยแบงตามชนิดและปริมาณ

โลหะที่ผสมลงไป ซึ่งเปนตัวกําหนดโครงสรางทางโลหะวิทยา ตลอดจนคุณสมบัติเชิงกล คุณสมบัติทาง

ฟสิกสและความตานทานการกัดกรอน ซึ่งตารางที่ 2.5 ไดแสดงชื่อมาตรฐานสากล และสวนประกอบ

โดยประมาณของ stainless steel 
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ตารางที2่.5 ชือ่มาตรฐานสากลและสวนประกอบเคมีโดยทั่วไป 

ที่มา: บริษัทไทยนอคซ (2006)  
 
 
พื้นผิวของ Stainless steel  
 พื้นผิวของเหล็กกลาไรสนิมมีใหเลือกมากมาย มีทั้งชนิดเงาเหมือนกระจก แบบดาน แบบเรียบ

หรือขัดผิว ซึ่งแตละพื้นผิวสามารถใชรวมกับวัสดุอ่ืนหรือใชพื้นผิวตางชนิดกันในงานเดียวกัน ให

ภาพลักษณทันสมัย สงางาม นอกจากนั้น เหล็กกลาไรสนิมยังมีคาความแข็งแรงสูง ทนแรงกระแทก 

รอยขีดขวน หรือรอยเปอนตางๆไดดีและไมแตกหัก ซึ่งตารางที่ 2.6 ไดแสดงชนิดของพื้นผิว ลักษณะ 

ความเรียบ และความสะทอนแสงของ stainless steel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเภทของเหล็กกลาไรสนมิ 

ชื่อมาตรฐานสากล สวนประกอบเคมีโดยทัว่ไป 

ชนิด ไทย 

น็อคซ 

TlSl

ไทย 

AISI 

USA 

JIS 

ญี่ปุน 

EN10088

ยุโรป 
คารบอน 

โค

บอล 

นิ

เกิล 

โม

ลิบดินัม 

เฟอรริติก 
TNX 

SC17 

SST 

430 
430 430 1.4016 0.05 16.5 - - 

ออสเตนิติก 
TNX 

S189 

SST 

304 
304 304 1.4301 0.04 18.5 8.5 - 

ออสเตนิติก 

ผสมโม

ลิบดินัม 

TNX 

LM 

1811 

SST 

316L 
316L 316L 1.4404 0.025 17.5 11.5 2.0 



24 
 

 
 

 

ตารางที2่.6 ชนิดของ Stainless steel 

 
* ความเรียบ หมายถงึ ความเรียบของพืน้ผวิซึ่งวัดดวยโปรฟลโลมิเตอร 
**46% สําหรับเฟอรริติก  

ที่มา: บริษัทไทยนอคซ (2006) 
 
เหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดผิวบีเอ 
 หลักการผลิตเหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดผิวบีเอนั้น กลาวคือพื้นผิวเหล็กกลาไรสนิมจะไดรับ

การปกปองมิใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งทําใหเกิดการกัดกรอนเปนสนิมระหวางผานกระบวนการ

อบขจัดออกไซดขั้นสุดทาย กระบวนการรีดเย็นโดยเครื่องรีดเย็นเซนดซิเมียร จะทําใหแผนเหล็กมีพื้นผิว

มันเงางาม อยางไรก็ดี แรงกดซึ่งจําเปนตอการลดความหนาของเหล็กในระหวางการรีดเย็นนั้นจะทําให

มวนเหล็กกลาไรสนิมแข็งเพิ่มมากขึ้น 

เหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดบีเอสามารถรักษาคุณสมบัติเชิงกล ซึ่งจะทําใหสามารถนํา

เหล็กกลาไรสนิมไปประยุกตใชไดในงานหลากหลาย เชน ในการขึ้นรูปพิมพลึก หรือในการขึ้นรูป 

จําเปนตองมีกระบวนการอบออนโดยใชอุณหภูมิสูงในเตาอบแอนนีลล่ิงกอน 

ในกระบวนการผลิตเหล็กกลาไรสนิมชนิดผิวบีเอนี้ การอบออนจะตองทําในภาวะแวดลอมที่

ปกคลุมดวยไฮโดรเจนเพื่อปองกันมิใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นบนพื้นผิว อีกทั้งยังคงความเงางามซึ่งมี

เพียงผูเชี่ยวชาญทางกระบวนการรีดเย็นจริงๆเทานั้นที่สามารถทําได 

 

ชนิด ลักษณะ 

ความเรียบ* 

(ไมครอน) 

ความสะทอน

แสง% 

2D รีดเย็น, อบออนและพิคคลิ่ง:ผิวดาน 0.1 – 0.03 13 

2B 
รีดเย็น, อบออนและพิคคลิ่ง: ผิวเงาขึ้นเล็กนอย จาก

การรีดเย็นออกเปนสีเทา 0.03 – 0.02 22** 

BA หลังรีดเยน็และอบดวยความรอน: ผิวมนัเงา 0.02 – 0.06  

No.4 ขัดดวยกระดาษทราย#80 <1.0 - 

HL มีลายเสนยาวจากการขัดแตงผิว (Hair Line) 0.1 – 0.03 - 

No.8 
ขัดผิว buffering: ผิวเงาเหมอืนกระจก      

(mirror Finish) - 85 
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ความตานทานการกัดกรอน 

 โลหะทุกชนิดโดยทั่วไปจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศ เกิดเปนฟลมออกไซดบนผวิโลหะ

หรือออกไซดที่เกิดบนผิวเหล็กทั่วไปจะทําปฏิกิริยาออกซิไดซและทําใหสภาพพื้นผิวเหล็กผุกรอน ที่

เรียกวา เปนสนิม แตเหล็กกลาไรสนิมมีโครเมียมผสมอยู 10.5% ขึ้นไป ทําใหคุณสมบัติของฟลม

ออกไซดบนพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไป กลายเปนฟลมปกปองหรือ พาสซิฟเลเยอร (Passive layer) ที่

เหมือนเกราะปองกันการกัดกรอน ซึ่งปรากฏการณนี่เรียกวา พาสซิวิตี้ (passivity) ฟลมปกปองจะมี

ความบางมาก และมองดวยตาเปลาไมเห็น ฟลมนี้จะเกาะติดแนนและทําหนาที่ปกปองเหล็กจากสาร

กัดกรอน หากนําไปผลิตแปรรูปหรือใชงานในสภาพเหมาะสม เมื่อเกิดมีการขีดขวนฟลมปกปองนี้จะ

สรางขึ้นใหมไดเองตลอดเวลา ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

รูปที่ 2.2 การเกิด Passive layer ของ stainless steel 

ที่มา: ดัดแปลงจาก http://www.thainox.co.th/steelfacts_what_thai.htm 

 

การทาํความสะอาดและการฆาเชื้อ 

 โรงงานควรพิจารณาเลือกใชการฆาเชื้อดวยสารเคมี (chemical disinfectants) ใหเหมาะ สม

สําหรับแตละสวนงาน เนื่องจากสารฆาเชื้อแตละชนิดมีจุดเดนจุดดอยแตกตางกันไป สารฆาเชื้อที่ดี

ตองมีคุณสมบัติที่ไมเปนพิษ ไมทําใหเกิดการสึกกรอนของพื้นผิวที่ใช ไมมีผลตอกลิ่น รส และสีของ

อาหาร มีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดหลายชนิด ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการฆาเชื้อของสาร

ฆาเชื้อ ไดแก อุณหภูมิ ความเขมขนของสารฆาเช้ือ ระยะเวลาในการสัมผัส ความสะอาดของพื้นผิว 

ความเปนกรดดาง (pH) ความกระดางของน้ํา และการสรางไบโอฟลมของเชื้อจุลินทรียบนพื้นผิวที่จะ

ทําความสะอาด 
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ข้ันตอนการลางทําความสะอาดและฆาเชื้อจะมี 5 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอนการทําความ

สะอาด 3 ข้ันตอนและขั้นตอนการฆาเชื้ออีก 2 ข้ันตอน ดังนี้ 

• การกําจัดสิ่งสกปรก (soil or dirt) ขนาดใหญดวยวิธีกล เชนการปด กวาด ถู ขัด หรือ

ชะลางดวยน้ําสะอาด เปนตน 

• การกําจัดสิ่งสกปรกที่เหลืออยูดวยสารชะลาง (detergent) 

• การลางดวยน้าํ (rinsing) เพือ่ลางสารชะลางและสิง่สกปรก 

• การฆาเชื้อดวยความรอนหรอืสารฆาเชื้อ 

• การลาง (rinsing) สารฆาเชือ้ออกจากพื้นผิวเครื่องจักรและอุปกรณ 

 

คลอรีนและสารประกอบคลอรีน 

 สมบัติของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน 

 คลอรีนเปนธาตุหมูที่ 7 (Halogen) เมื่ออยูในรูปแกสมีสีเขียวแกมแหลือง แกสคลอรีนเริ่มใช

คร้ังแรกตั้งแตปลายศตวรรษที่ 18 เพ่ือใชเปนสารฟอกสีในอุตสาหกรรมสิ่งทอ การที่นิยมใชคลอรีนเปน

สารฆาเชื้อเนื่องจากมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียไดหลายชนิด 

 นอกเหนือจากคลอรีนในรูปแกสแลว สารประกอบคลอรีนที่ใชเปนสารฆาเชื้อมีหลายรูปแบบ

ดังแสดงในตารางที่ 2.7 สารประกอบคลอรีนหลายชนิดนิยมใชเปนสารฆาเชื้อในน้ําประปาหรือฆาเชื้อ

ในสระวายน้ํา คลอรีนจะทําลายเชื้อโรคในน้ําไดดี เชน E. coli, S. Typhimurium และ Entamoeba 

histolytica ที่เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อของผิวหนังจากน้ําในสระวายน้ํา เปนตน  
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ตารางที2่.7 สารประกอบคลอรีนชนิดตางๆ 

 

ชนิดของสาร สูตรทางเคม ี คุณสมบัติการละลายน้ําที่อุณหภูมิ 70oF 

Gaseous chlorine Cl2 0.70% 

Hypochlorous acid HOCl ละลายไดดีมาก 

Sodium hypochlorite NaOCl ละลายไดดีมาก 

Calcium hypochlorite Ca(OCl)2 ละลายไดปานกลาง 

Chloramine-T H3C-C6H4SO2-N-NaCl 15% 

Dichlorodiethyl-hydantoin C5H6Cl2N2O2 1.20% 

Trichlorocyanuric acid Cl3(NCO)3 1.20% 

Dichlorocyanuric acid Cl2H(NCO)3 2.60% 

Chlorine dioxide ClO2 200 cm3 per 100 mL. 

ที่มา: ดัดแปลงจาก รุงทิวา (2541) 

 ปจจุบันมีการนําสารประกอบคลอรีนมาใชเปนสารฆาเชื้อในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และ

นิยมใชกันอยางแพรหลาย เชน ใชเพื่อฆาเชื้อในแหลงน้ํา ใชฆาเชื้อเครื่องมือ หรือ อุปกรณที่มีพื้น

ผิวสัมผัสอาหาร ใชฉีดพนเครื่องมือระหวางกระบวนการผลิตอาหารเพื่อลดจํานวนจุลินทรียและยืดอายุ

การเก็บรักษาเปนตน 

 โซเดียมไฮโปคลอไรท เปนสารประกอบคลอรีนชนิดหนึ่ง มีสูตรทางเคมีคือ NaOCl โซเดียมไฮ

โปคลอไรทอยูในรูปของสารละลาย เตรียมไดจากปฏิกิริยาระหวางโซเดียมไฮดรอกไซดและคลอรีนใน

น้ํา เปนกลุมของสารประกอบคลอรีนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาหารมากที่สุด เนื่องจากมีความเปน

พิษตํ่า เกิดปฏิกิริยาไดเร็ว ทําลายจุลินทรียไดหลายชนิดและราคาถูก มีสมบัติฟอกสี แตมีขอเสียคือกัด

กรอนโลหะบางชนิด และประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียลดลงเมื่อมีสารอินทรียปะปนใน

สารละลาย โดยเฉพาะเมื่อคลอรีนมีความเขมขนต่ํา ปจจุบันใชเปนสารฟอกสี ฆาเชื้อโรคในแหลงน้ํา 

และใชเปนสารฆาเชื้อในอุตสาหกรรมนมและอาหารอยางกวางขวาง รวมทั้งอุตสาหกรรมแปรรูปผัก

และผลไม 
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การเกิดปฏกิริิยาของคลอรีนและสารประกอบคลอรนีในน้ํา 

 การใชคลอรีนและสารประกอบคลอรีนเปนสารฆาเชื้อ นิยมเตรียมในรูปของสารละลายที่มี

ความเขมขนคลอรีนอิสระตามที่ตองการ โดยคลอรีนและสารประกอบคลอรีนทําปฏิกิริยากับน้ําได

กรดไฮโปคลอรัส (HOCl) ดังสมการ 

Cl2 + H2O                                                HOCl + H+ + Cl- 

Ca(OCl)2 + H2O                                                  Ca2+ +H2O +2OCl- 

Ca(OCl)2 + H2O                                                   Ca(OH)2 + 2HOCl    

HOCl       OCl-                                              

ที่มา: ดัดแปลงจาก วชิรภรณ (2545) 

การใชสารประกอบคลอรนีในการลดปริมาณ Salmonella  

การนําสารประกอบคลอรีนมาใชในอาหาร มีวัตถุประสงคของการใชแตกตางกันคือ ใชเปนสาร

สําหรับทําความสะอาด สารฆาเชื้อจุลินทรีย และเปนวัตถุเจือปนอาหาร ในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะการใช

สารประกอบคลอรีนในการทําความสะอาดและฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารประเภทเนื้อสัตว ซึ่งจะมีการ

นํามาเติมในน้ําที่ใชในกระบวนการ โดยไดแบงคลอรีนออกเปน 5 กลุมใหญๆ คือ คลอรีนเหลว 

สารประกอบไฮโปคลอไรท (hypochlorite) สารอนินทรียคลอรามีน (inorganic chloramines) 

สารอินทรียคลอรามีน(organic chloramines) และคลอรีนไดออกไซด (chlorine dioxide) ซึ่งมี

ประสิทธิภาพที่แตกตางกัน สารประกอบไฮโปคลอไรทเปนตัวที่นิยมใชกันมาก โดยสารประกอบไฮโป

คลอไรทจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับกรดอะมิโนพิวรีน (purine) และไพริมิดีน (pyrimidine) ภายใน

เซลล ทําใหเกิดสารที่เปนพิษข้ึนได กลไกในการฆาเชื้อของสารประกอบคลอรีนก็ยังไมทราบแนชัด มี

การตั้งสมมติฐานในการทําลายเชื้อตาง ๆ กัน เชน คลอรีนจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปโตรพลาสซมึ

ที่ผนังเซลลของจุลินทรียทําใหความสามารถในการยอมใหสารตางๆซึมผานเขาออกของเยื่อหุมเซลล

เปลี่ยนไป จึงไมสามารถนําสารอาหารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตเขาไปในเซลลได (วชิรภรณ, 2545) 

คลอรีนจะทําปฏิกิริยารวมตัวกับโปรโตพลาสมของเซลลจุลินทรีย โดยเขาไปแทนที่ไฮโดรเจน

อะตอมในกลุมอะมิโน เกิดเปนสารประกอบขึ้นใหม คือ คลอรามีน ซึ่งเปนสารที่เปนพิษตอเซลลจุลินท

รีย คลอรีนจะทําใหโปรตีนเกิดการตกตะกอน ขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่สําคัญภายในเซลล และ

ยับยั้งการใชกลูโคสของเชื้อจุลินทรีย (กนกทิพย, 2549) 
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ปจจัยที่มีผลตอประสิทธภิาพการทาํลายเชื้อของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน (สุดาพร, 

2545) 

ความเขมขน การที่คลอรีนและสารประกอบคลอรีนจะมีประสิทธิภาพในการทาํลายเชื้อได

มากนอยเพียงใดนั้นปจจยัหนึ่งที่มีผลตอประสิทธิภาพของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน ก็คือ ความ

เขมขน การเพิ่มความเขมขนของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน จะทําใหประสิทธภิาพในการทาํลาย

เชื้อของคลอรีนดีขึ้น 

อุณหภูมิ  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะเพิ่มประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของคลอรีนและ

สารประกอบคลอรีน  

pH คาความเปนกรด-ดาง เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอความคงตัวของ hypochlorous 

acid ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพการทําลายเชื้อของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน โดยทั่วไปเมื่อนํา

คลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนนี้มาละลายน้ํา จะทําใหเกิดการแตกตัวเปนคลอรีนอิสระ ซึ่งอยูในรูป

ของ Cl2, hypochlorous acid และ hypochlorite ion ซึ่งการแตกตัวให hypochlorous acid นั้น จะอยู

ในชวง pH 4-5  แตสําหรับโซเดียมไฮโปคลอไรทนั้น มักจะถูกนํามาใชในชวง pH 7-9 ทั้งนี้เนื่องจากที่

ชวง pH 4-5 จะมีความคงตัวนอย  

ปริมาณสารเจือปน  การที่มีสารเจือปนตางๆ กระจายตัวปนอยูในน้ํา สารเจือปนเหลานี้จะ

เปนสารอินทรีย หรืออนินทรียตางๆ การเพิ่มคลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนลงในที่มีสารเจือปน

ดังกลาวจะทําใหประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียลดลง โดยสารอินทรียหรือ อนินทรียเหลานีจ้ะ

เปรียบเสมือนเปนเกราะที่ชวยปองกันจุลินทรียใหพนจากปฏิกิริยาของคลอรีนโดยพบวาการเติมคลอรีน

ลงในน้ําที่มีตะกอน จะพบจํานวนแบคทีเรียมากกวาน้ําที่ไมมีตะกอน  

ระยะเวลาสัมผัส (Exposure time) เมื่อคลอรีนสัมผัสกับเซลลจุลินทรีย เซลลจะถูกทําลาย

มากหรือนอยขึ้นอยูกับความเขมขนของคลอรีนและระยะเวลาที่ใหคลอรีนสัมผัสเซลล 

ชนิดและจํานวนจุลินทรียเริ่มตน อัตราการทําลายโดยคลอรีนมีคาต่ําเมื่อมีจุลินทรีย

ปนเปอนในอาหารปริมาณสูง หากจุลินทรียเร่ิมตนในอาหารมีปริมาณต่ํา อัตราการทําลายเซลล

โดยสารฆาเชื้อจะเร็ว นอกจากนี้จุลินทรียแตละชนิดมีสมบัติตานทานตอการทําลายของสารฆาเชื้อแต

ละชนิดไดแตกตางกัน 
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ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของโซเดียมไฮโปคลอไรท 

 โซเดียมไฮโปคลอไรทจัดเปนสารประกอบคลอรีนชนิดหนึ่งที่นิยมใชกันอยางแพรหลายใน

อุตสาหกรรมประเภทตางๆจัดเปนสารที่มีเสถียรภาพดี ในทางการคาจะมีการจําหนายสารละลายไฮโป

คลอไรทที่มีความเขมขนของคลอรีนที่ใชได (available chlorite) 10% หรือ 100,000 ppm (parts per 

millionหรือสวนในลานสวน) แตในการทําความสะอาดพื้นผิวโตะปฏิบัติการ เครื่องจักรและอุปกรณ

ตางๆ จะนิยมใชความเขมขนประมาณ 100-200 ppm แตบริเวณที่สกปรกมากๆ หรือในโรงพยาบาลที่

อาจมีเชื้ออันตรายอาจใชถึง 1,000 ppm หรือมากกวาก็ได  ที่ระดับความเขมขน 50-300 ppm มีpH 

อยูในชวง 7-9  ที่ pH 5 จะมีความคงตัวนอยลง โซเดียมไฮโปคลอไรทนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาไดอยาง

รวดเร็วและสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆรวมไปถึงสปอรและไวรัสไดเปนอยางดีทั้งยังไม

กอใหเกิดฟอง และมีราคาไมสูงนัก ดังนั้นในอุตสาหกรรมจึงนิยมใชกันอยางแพรหลาย  สารไฮโปคลอ

ไรทเปนสารประกอบที่มีประจุลบ จงึไมควรใชรวมกับสารชะลางหรือสารทําความสะอาด (detergent) 

ที่มีประจุบวก นอกจากนี้ยังไมควรผสมไฮโปคลอไรทในสารทําความสะอาดที่มีฤทธิ์เปนกรด เพราะจะ

ทําใหเกิดกาซคลอรีนซึ่งเปนอันตรายตอระบบทางเดินหายใจของผูปฎิบัติงานเมื่อสูดดมเขาไป 

นอกจากนี้โซเดียมไฮโปรคลอไรทซึ่งเปนสารประกอบคลอรีนมีสมบัติในการทําลายจุลินทรียใน 3 

ตําแหนง ดังตอไปนี้ 

 สวนที่เปนเยื่อหุมเซลล ไดแก ผนังเซลล เยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมสปอร ซึ่งสวนของผนงัเซลลนัน้

สารประกอบคลอรีนสามารถทําลายแบคทีเรียไดโดยการเกิดปฏิกิริยาของคลอรีนกับโปรตีนในเยื่อหุม

เซลล  ทําใหเกิดการสรางสารประกอบ N-chloro ซึ่งไปรบกวนกระบวนการเมตาบอลิสมของเซลล ทํา

ใหคุณสมบัติการควบคุมการผานเขาออกของเซลลสูญเสียไป และสารประกอบคลอรีนมีคุณสมบัติทํา

ใหเยื่อหุมเซลลเสียสภาพ ทําใหไมสามารถควบคุมการเขาออกของสารอาหารได การที่เยื่อหุมเซลลถูก

ทําลายนี้ จะทําใหไมสามารถรับสารอาหารได เชนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน หรือสารอาหารที่จะเปน

ในการดํารงชีพเขาสูเซลลได เมื่อเซลลขาดสารอาหาร จะทําใหการเจริญของจุลินทรียหยุดลงและตาย

ในที่สุด (สุดาพร, 2545) 

 สวนที่เปนของเหลวภายในเซลล (protoplasm) พบวาสารประกอบคลอรีนจะไปทําปฏิกิริยา

ออกซิเดชันกับสวนโปโตพลาสมของเซลลโดยเฉพาะอยางยิ่งสวนที่เปนโปรตีน โดยจะไปตกตะกอน

สวนที่เปนโปรตีนของเซลล สารประกอบคลอรีนจะทําปฏิกริิยากับสวนที่เปนซัลโฟดริล (sulhydryl) ของ

โปรตีน เกิดการรบกวนการทํางานของเซลล (สุดาพร, 2545) 

 สวนที่เปนเอนไซม สารประกอบคลอรีนรบกวนการทํางานของเอนไซมและยังสามารถทําลาย

เอนไซมไดอีกดวย เอนไซมโดยสวนใหญนั้นเปนโปรตีน สารประกอบคลอรีนที่เขาไปในเซลลทําใหเกิด
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การเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือเกิดการรวมตัวของเอนไซม ทําใหระบบการทํางานของเอนไซมเสียไป 

เอนไซมหลายชนิดที่ไดรับผลกระทบจากคลอรีนเชน Triosephosphate dehydrogenase, glucose 

oxidase, D-amino acid oxidase, transaminase, succinic oxidase เปนตน 

การใชและขอจํากัดของสารประกอบคลอรีนในอุตสาหกรรมอาหาร 

การใชคลอรนีและสารประกอบคลอรนีในอุตสาหกรรมอาหาร 

 คลอรีนและสารประกอบคลอรีนในรูปแบบตาง ๆ ไดถูกจัดใหเปนสารประเภทที่เรียกวา 

“Generally Recognized as Safe” (GRAS) ดังน้ันจึงมีความปลอดภัยที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรม

อาหารประเภทตาง ๆ  ซึ่งมักใชคลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนเพื่อวัตถุประสงคในการฆาเชื้อจุลินทรีย 

ตามที่ The American Public Health Association (APHA) ไดมีรายงานรับรองการใชคลอรีนเปนสาร

ฆาเชื้อ (disinfectant)  นั้น ทําใหคลอรีนและสารประกอบคลอรีนถูกนํามาใชกันอยางแพรหลาย 

นอกจากวัตถุประสงคหลักในการฆาเชื้อแลว ในอุตสาหกรรมแปงยังใชคลอรีนเพื่อวัตถุประสงคในการ

ฟอกสีแปงใหขาวขึ้น นอกจากนี้ยังมีการใชคลอรีนในอุตสาหกรรมประเภทอื่น ๆ อีก เชน อุตสาหกรรม

กระดาษ อุตสาหกรรมการทอผา อุตสาหกรรมการผลิตยา เปนตน 

 การที่คลอรีนและสารประกอบคลอรีน มีคุณสมบัติในการทําลายและยับยั้งการเจริญของ   จุลิ

นทรียไดเปนอยางดี ดังนั้น จึงไดมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เกือบทุกประเภท ซึง่จะใช

คลอรีนและสารประกอบคลอรีน เพื่อวัตถุประสงคหลักในการฆาเชื้อ ในน้ําที่ใชสําหรับการหลอเย็น น้ํา

ที่ใชลางวัตถุดิบตางๆ น้ําที่ใชในการลางทําความสะอาดเครื่องมือหรืออุปกรณที่ใชในการแปรรูป  

ขอจํากัดของการใชสารประกอบคลอรนี 

 ในการใชคลอรีนและสารประกอบคลอรีนประเภทไฮโปคลอไรท อาจทําใหเกิดปญหาไดหลาย

ประการ เชน ในน้ําที่มีสารแขวนลอย ซึ่งสารเหลานี้จะหอหุมเซลลของจุลินทรียไวไมใหถูกทําลายโดย

คลอรีน นอกจากนี้สารอินทรียตางๆในน้ํายังทําปฏิกิริยากับคลอรีนทําใหเสียคุณสมบัติในการฆาเชื้อ 

ตามปกติเมื่อแอมโมเนีย (NH3) เกิดปฏิกิริยากับคลอรีน จะทําใหเกิดผลผลิตจําพวกคลอรามีน 

(chloramine) ขึ้น ซึ่งทําใหคุณสมบัติในการทําลายเชื้อต่ํากวากรดไฮโปคลอรัส (hypochlorous acid) 

ถามีอนุมูลเหล็กและแมงกานีสอยูในน้ํา จะทําใหเกิดกลิ่นที่ผิดปกติข้ึนหลังการใชคลอรีนนอกจากนี้การ

ใชคลอรีนในระดับความเขนขนสูงอาจทําใหเกิดความเปนพิษ โดยพบวาคลอรีนหรือสารประกอบ

คลอรีนนี้ กอใหเกิดสารกอมะเร็งไดในสัตวทดลอง 
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กรดเปอรออกซีแอซีติก (Peroxyacetic acid) 

 กรดเปอรออกซีแอซีติก คือ เปอรออกไซดของกรดแอซีติก มีคุณสมบัติเปนสารออกซิไดซอยาง

แรง (Fatemi and Frank, 1999) ละลายน้ําไดดี และที่ความเขมขนสูงมีกลิ่นฉุน โดยทั่วไปมีสารให

ความคงตัวผสมอยูดวย ประสิทธิภาพการทําลายเชื้อลดลงเมื่ออุณหภูมิสูง และเมื่อมีการปนเปอนของ

โลหะหนัก เมื่อเปรียบเทียบกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดแลว สารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อดีกวาไฮไดรเจนเปอรออกไซดในสภาวะที่มีสารอินทรียปะปนอยู 

นอกจากนี้แลวสารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกไมทําปฏิกิริยากับ คะตะเลส และเปอรออกซิเดส ซึ่ง

เปนคุณสมบัติที่แตกตางจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Kunigk and Almeida, 2001) 

 กรดเปอรออกซีแอซีติกสามารถทําลายเซลลแบคทีเรียไดโดยการรบกวนพันธะซันไฮดริล

และซัลเฟอรในโปรตีนซึ่งเปนสวนประกอบของเอนไซม โดยทําหนาที่เปนสารออกซิไดส นอกจากนั้ยัง

สามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลล นอกจากนี้กรดเปอรออกซีแอซีติกยัง

สามารถทําใหโปรตีนเสียสภาพ  ขัดขวางการขนสงของผนังเซลล ขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่

จําเปนตอกระบวนการเมตาบอลิสมของเซลล สามารถรบกวนการเขาออกที่เยื่อหุมเซลล จึงสามารถ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และทําใหเซลลถูกทําลายในที่สุด 

 เมื่อสารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกสลายตัว จะไดน้ํา ออกซิเจน และกรดแอซีติก ดังแสดง

ในรูปที่ 2.3 ซึ่งเปนสารที่ไมเปนพิษในอาหารและสิ่งแวดลอม นอกจากนี้ยังไมทําใหเกิด      โฟ

มและสารประกอบฟอสเฟต ไมมีคุณสมบัติในการสแตนเลส อลูมิเนียม รวมถึงดีบุก กรดเปอรออกซีแอ

ซีติก สามารถเกิดปฏิกิริยาไดในน้ํากระดาง และยอยสลายไดทางชีวภาพ 

 

  

 

 

รูปที่2.3 สมการการแตกตัวของกรดเปอรออกซีแอซีติก 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

จุลินทรียทดสอบ 

เชื้อบริสุทธิ ์ Salmonella Anatum DMST 17362 จากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข 

พื้นผิวทดสอบ 

Stainless steel  ชนิด 304 No. 2B  

Stainless steel  ชนิด 316L No. 2B 

Stainless steel  ชนิด 430  No. 2B 

Stainless steel  ชนิด 304 No. BA 

ไดรับความอนเุคราะหจากบริษัทไทยนอคสตีล จํากัด (มหาชน)  

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Trypticase Soy Broth (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Nutrient Agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Agar-agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Xylose lysine deoxycholate agar (Difco, France) 

Shigella-Salmonella agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Triple Sugar Iron agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Lysine iron agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
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สารเคม ี 

Sodium thiosulfate-pentahydrate (Na2S2O3 .5H2O)  AR grade 

Sodium chloride (NaCl)     AR grade 

Potassium iodide (KI)      AR grade 

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  AR grade 

Di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) AR grade 

Acetone ((CH3)2CO)      AR grade 

Absolute ethanol (C2H5OH)     AR grade 

สารฆาเชื้อ 

 Sodium hypochlorite (NaOCl) (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

 Proxitane®5:20 (Peroxyacetic acid: POA) (PeroxyThai, Thailand) 

 น้ํามนักานพล ู(Clove oil) (บริษัทศรีจันทรสหโอสถ จาํกัด) 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
ตูอบลมรอน (Hot air oven) (Memmert รุน 600, Germany) 

เตาใหความรอน (Hot plate) (Framo®-Gerätetechnik รุน M 21/1) 

เครื่อง Spectrophotometer (JAS.CO รุน V-530, Japan) 

เครื่องชั่งน้ําหนัก ทศนิยม 2 ตําแหนง (Sartorius รุน BP3100S, Germany) 

เครื่องชั่งน้ําหนัก ทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius รุน A2005, Germany) 

เครื่อง pH meter (Eutech รุน Cyber Scan pH 1000 Bench, Singapore) 

เครื่อง Vortex (Labnet รุน VX100, USA) 

เครื่อง Autoclave (TOMY Autoclave รุน SS-320, Japan) 

เครื่อง Autoclave (SANYO Labo Autoclave รุน MLS-2400, Japan) 

เครื่อง Water bath shaker (GFL รุน 1083) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator (Heraeus instruments รุน B6) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator (Memmert รุน500, Germany) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator shaker (Memmert รุน LINE-LAB, Germany) 
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เครื่องCentrifuge (Zentrifugen รุน 40G257) 

เครื่อง Colony counters (Suntex, Taiwan) 

ตู Laminar flow cabinet (BVT-123, Thailand) 

เครื่องแกวพรอมอุปกรณตางๆที่จาํเปน 

 

ขั้นตอนและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การตรวจสอบความขรุขระของพืน้ผิว stainless steel  

3.1.1 หาคาความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA  ดวยวิธี Mitutoyo Oldmix Standard  โดยใช

เครื่อง surface roughness tester: SV-3000 ซึ่งจะทําความสะอาดพื้นผิวทดสอบทั้งหมด กอนจะทํา

การหาคาความขรุขระของพื้นผิวตามแนวขวางรอยรีดและตามรอยแนวรีด ทําการทดลองตัวอยางละ 3 

ซ้ํา ซึ่งตัวอยางพื้นผิวทดสอบทั้งหมดทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.1.2 หาคาความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA  ดวยวิธี Atomic Force Microscopy (AFM) 

โดยใชเครื่อง SPM: multimode Nanoscopo IV ซ่ึงจะทําความสะอาดพื้นผิวทดสอบทั้งหมด กอนจะ

ทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.1.3 ทดสอบความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ดวย Scanning Electron 

Microscopy (SEM) ถายภาพผิวหนาของ stainless steel ทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA โดยใชเครื่อง SEM: JSM-5410LV ตัวอยาง

ทั้งหมดทําการทดสอบที่ศนูยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.2 การเตรียมเซลล Salmonella Anatum และการนับจาํนวนเซลล 

3.2.1 การเตรยีมเซลล S.  Anatum 

เตรียมเซลลแบคทีเรียจากแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

Nutrient  Agar (NA) เอียงในหลอดทดลอง (slant) และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oC โดยถายเชื้อ 1 ลูป ลงใน

อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 20 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเชื้อโดยการเขยา 150 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (28±1oC) เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกตะกอนเซลลออกโดยการหมุนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 3500 rpm เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) เก็บสวนตะกอนเซลล มา re-

suspension ดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 580 

นาโนเมตร และปรับใหไดคาดูดกลืนแสงประมาณ 0.3 จะไดเชื้อเร่ิมตนที่ 9 log CFU/mL จากนั้นนํา

ตะกอนเซลลมาละลายใน 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ตามความเขมขนของปริมาณเซลลตั้งตนที่ตองการ 

โดยเจือจางตะกอนเซลลใน 0.85% NaCl ใหมีความเขมขนประมาณ 9 log CFU/mL สําหรับการ

ทดสอบปริมาณเชื้อตั้งตนระดับสูง (8 log CFU/mL) สวนในการทดสอบปริมาณเชื้อตั้งตนระดับตํ่า (3 

log CFU/mL) นั้น เจือจางใหมีความเขมขนของตะกอนเซลลใน 0.85% NaCl ประมาณ 4 log 

CFU/mL ตรวจนับปริมาณเซลลในอาหารเหลวตามวิธีในขอ 3.2.2 จากนั้นนําไปทดสอบการเกิดไบโอ

ฟลมและประสิทธิภาพสารฆาเชื้อตอไป 

3.2.2 การนับปริมาณเซลล S.  Anatum  

ตรวจนับปริมาณเซลลเร่ิมตนของแบคทีเรียดวยวิธี spread plate technique โดยป

เปตเชื้อเร่ิมตน 1 มิลลิลิตรใสหลอดทดลองซึ่งมี 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เจือจาง

ใหไดระดับความเขมขนที่ตองการ จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในจาน

เพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกลี่ยเชื้อใหทั่วผิวหนาอาหาร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 

40 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี 

คํานวณหาปริมาณ Salmonella ทั้งหมดในสารละลาย 1 มิลลิลิตร ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความเขมขน 

 3.3 การเกาะติดและการเกดิเปนไบโอฟลม 

3.3.1 การเตรยีมพืน้ผิวทดสอบ (stainless steel) 

เตรียมพื้นผิว stainless steel ที่ใชในการทดสอบ ไดแก stainless steel เกรด 304  

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA โดยเตรียมพื้นผิวทสอบใหมีขนาด 1× 5 

เซนติเมตร (ความหนาของแผนพื้นผิวทดสอบ 1 มิลลิเมตร โดยประมาณ) และนํามาทําความสะอาด
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โดยดัดแปลงวิธีของ Rivas, Dykes และ Fegan (2007) โดยการแชแผนสเตนเลสสตีลในอะซีโตน 30 

นาที ลางดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง จากนั้นแชใน alkaline detergent ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

แลวลางดวยน้ํากลั่นหลายๆครั้ง กอนนําเขาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ121oC เวลา 15 นาที  

3.3.2 การทดสอบการเกาะติด (Attachment) ของ Salmonella 

ปเปตสารละลายเซลลที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.2.1 ซึ่งมีความเขมขนเซลล 9 log 

CFU/mL ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําแผนพื้นผิว

ทดสอบแตละแผนที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.3.1 ใสลงในหลอดดังกลาว บมที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) 

โดยแปรเวลาในการแชเปนเวลา 0 ถึง 120 นาที เพื่อทดสอบการเกาะติดของSalmonella เมื่อครบตาม

เวลาจึงนําแผนพื้นผิวทดสอบมาลางดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง เพื่อลางเซลลที่ไมไดเกาะติด

บนแผนพื้นผิวทดสอบออก แลวนับปริมาณเซลลที่เกาะติดตามวิธีในขอ 3.4 ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความ

เขมขน สําหรับความเขมขนของสารละลายเซลลที่ 3 log CFU/mL ทําเชนเดียวกับที่กลาวขางตน 

3.3.3 การสรางไบโอฟลม (Biofilm formation) 

ปเปตสารละลายเซลลที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งมีความ

เขมขน 9 log CFU/ml ใสลงในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 9 มลิลิลิตร 

จากนั้นนําแผนทดสอบแตละชนิด ๆ ละ 1 แผนที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.3.1 ใสลงในหลอดดังกลาว 

บมที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) เปนเวลา 30 วินาที ลางเซลลสวนเกินออกดวย 0.85%NaCl ปลอดเชื้อ 

จํานวน 2 คร้ัง แลวจึงนําแผนสเตนเลสไปใสในหลอดปลอดเชื้อหลอดใหมที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSB 

10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนพื้นผิวทดสอบมาลางดวย 

0.85%NaCl ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง  เพื่อลางเซลลสวนเกินออก แลวตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่อยูบน

แผนสเตนเลสทดสอบ ตามวิธีในขอ 3.4 ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความเขมขน สําหรับการเกิดไบโอฟลม

เมื่อใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนระดับตํ่า 3 log CFU/mL ทําการทดลองเชนเดียวกับการที่กลาวขางตน 

3.3.4 ปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดไบโอฟลม 

3.3.4.1 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผน stainless steel 

ทดสอบที่มีเกรด และ พื้นผิว (finish) แตกตางกัน โดยทําเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนชนิดของแผน

ทดสอบจากเกรด 304 เปนเกรด 316L และ 430 และเปลี่ยนพื้นผิวจาก 2B เปน BA ตามลําดับ โดยใช

เชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.2 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบในสภาวะที่

มีอุณหภูมิแตกตางกัน โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนอุณหภูมิจาก 30 องศา
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เซลเซียส เปน 15 และ 20 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยใชเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ทําการ

ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.3 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบที่มีแหลง

ของสารอาหารแตกตางกัน โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ

จาก TSB เปน 0.85% NaCl และ TSB ที่ผสม D-glucose เขมขนรอยละ1 โดยใชเชื้อเร่ิมตนที่ 8 log 

CFU/mL ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.4 ศึกษาการอยูรอดของเซลล S. Anatum บนแผนทดสอบ โดยทําการ

ทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตหลังจากมีการเกาะติดของเชื้อบนแผนทดสอบแลว ยายแผนทดสอบ

ดังกลาวใสในหลอดปลอดเชื้อที่ไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อ ขนาด 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ    30 oC เปน

เวลา 72 ชั่วโมง แลวตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่อยูบนแผนทดสอบ ตามวิธีในขอ 3.4 ทําการ

ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 
  

3.4 การตรวจวิเคราะหการเกาะติดและการเกดิไบโอฟลมบนพืน้ผิวทดสอบ 

3.4.1 Spread plate technique 

นับปริมาณการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนแผนทดสอบ โดย

นําแผนทดสอบที่เกิดการเกาะติดและสรางไบโอฟลม ดวยการใชไมพันสําลีปลอดเชื้อกวาดบนพื้นผิว 

ทดสอบขนาดพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร นําไมพันสําลีไปใสใน 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ แลวปนใหเขา

กันดวยเครื่อง vortex mixer ที่ความเร็วสูงสุดประมาณ 1 นาที นําสารละลายที่ได  1 มิลลิลิตร มาเจือ

จางดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร  9  มิลลิลิตร ใหไดระดับการเจือจางที่ทําใหสามารถตรวจ

นับเชื้อไดในชวง 30-300 โคโลนี และปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSA ดวยวิธี spread plate technique บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

และคํานวณหาปริมาณเชื้อทั้งหมดตอพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความ

เขมขน  

3.4.2  ATP bioluminescence  

เปนวิธีการที่รวดเร็วในการตรวจสอบการเกาะติดและการเกิดเปนไบโอฟลมของ 

Salmonella โดยวัดปริมาณ ATP จากเซลลของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบ ดวยเครื่องวัดพลังงาน 

ATP (Hylite®2: Merck) วิธีใชตามคําแนะนําของผูผลิต เปรียบเทียบกับวิธี spread plate technique 

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความเขมขน 
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3.5 ประเมินผลการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบดวย SEM 

การประเมินผลการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ดวย 

Scanning Electron Microcropic (SEM) โดยใชพื้นผิวทดสอบที่เกิดไบโอฟลมของ Salmonella ที่

เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แลวลางเซลลสวนเกินออกดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ จํานวน 2 คร้ัง กอน

นําตัวอยางทั้งหมดแชใน glutaraldehyde เพื่อตรึงเซลลใหมีจํานวนเทาเดิม (ไมใหแบงเซลลเพิ่ม

จํานวน) และทําการสงตรวจที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.6 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการทําลายเซลลและไบโอฟลม

ของ Salmonella 

3.6.1 การเตรยีมสารฆาเชื้อ 

สารฆาเชื้อที่ใชในการทดลองไดแก สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (sodium 

hypochlorite: NaOCl) โดยมี active chlorine 6-14% และกรดเปอรรอกซีแอซิติก (peroxyacetic 

acid: POA) หรือชื่อทางการคาวา Proxitane® ความเขมขน 5% วิธีการเตรียมตามแสดงในภาคผนวก 

ข 

3.6.2 การเตรียมน้ํามันกานพลู 

น้ํามันกานพลูที่ใชในการทดลองครั้งนี้จะนํามาหาคาความไวของน้ํามันกานพลู ตอ S. 

Anatum ซึ่งวิธีการทดลองแสดงในภาคผนวก ค จากนั้นจึงนําคาดังกลาวมาทดสอบประสิทธิภาพใน

การทําลายเซลลและไบโอฟลมของ S. Anatum 

3.6.3 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูที่ความเขมขนที่ MBC ใน

การลดปริมาณเชื้อ Salmonella ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  

ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 2 ชนิด ไดแก สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท

และกรดเปอรอะซิติก และน้ํามันกานพลูที่ความเขมขนที่ MBC เพื่อลดปริมาณเซลลของ        S. 

Anatum ที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดที่มีปริมาณสารอินทรียแตกตางกัน ไดแก 0.85% NaCl, 

อาหารเลี้ยงเชื้อTSB และน้ํานึ่งไก (วิธีการเตรียมแสดงตามภาคผนวก ง) โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน

ระดับสูงเทากับ 8 log CFU/mL ในการทดสอบประสิทธิภาพของโซเดียมไฮโปคลอไรท กําหนดความ

เขมขนที่ 100  200 และ400 ppm กรดเปอรอะซีติกทดสอบที่ความเขมขน 25 50 และ100 ppm สวน

น้ํามันกานพลูทดสอบที่ความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) 
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ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการลดปริมาณเชื้อ 

โดยนําสารละลายฆาเชื้อที่ระดับความเขมขนที่ตองการ ใสในหลอดปลอดเชื้อ ขนาด 50 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 9 มิลลิลิตรตอ 1 หลอด ปเปตสารละลายเซลลที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่

เตรียมขึ้นตามวิธีขางตน 1 มลิลิลิตรใสลงในหลอดจะไดความเขมขนของเชื้อเร่ิมตนลดลง 10 เทา คือ 8 

log CFU/mL จากนั้นทําการปเปตตัวอยางสารละลายดังกลาวมา 1 mL ที่เวลา 0  1  5  10  20 และ 

30 นาที นําไปตรวจนับเชื้อรอดชีวิต โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาของคลอรีนที่จะมีผลตอเชื้อกอนดวย 

0.5% sodium thiosulfate (NaOCl) สวนกรดเปอรอะซีติกจะยับย้ังคาความเปนกรด-ดาง (pH) ดวย 

phosphate buffer saline (PBS) pH7.2 กอนนําไปทําการ serial dilution และตรวจนับเชื้อตามวิธีใน

ขอ 3.7 ในแตละการทดลองทํา 3 ซ้ํา 

3.6.4 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการทําลายไบโอฟลม

ของ S.   Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร 

สรางไบโอฟลมตามวิธีขอ 3.3.3 บนแผนพื้นผิวทดสอบ ชนิด 304/2B นํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลู โดยปเปตสารฆาเชื้อหรือน้ํามันกานพลูตามความ

เขมขนเชนเดียวกับขอ 3.6.3 จํานวน 30 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร โดย

ใชปากคีบปลอดเชื้อคีบแผนพื้นผิวทดสอบที่เกิดไบโอฟลมเปนเวลา 24 ชั่วโมง แชในสารฆาเชื้อ

ดังกลาวเปนเวลา 0  1  5  10  20 และ30 นาที ทดสอบที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ (28±1oC) เมื่อครบ

เวลาที่กําหนดใชปากคีบปลอดเชื้อ คีบแผนทดสอบลางดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตในฟอสเฟต

บัฟเฟอร pH 7.2 เขมขน 0.5% (sodium thiosulphate in phosphate buffer) (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน 

sodium hypochlorite สวนในกรณีของ Proxitane® และน้ํามันกานพลูจะใช PBS) 2 คร้ังๆ ละ 10 

วินาที จากนั้นใชสําลีพันปลายไม เช็ดบนแผนพื้นผิวทดสอบดังกลาว แลวนํามาตรวจนับเชื้อตามวิธีใน

ขอ 3.7  ในแตละการทดลองทําทั้งหมด 3 ซ้ํา  

 3.7 การตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่เหลือรอดชีวิตดวยวิธ ีspread plate technique 

การตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่เหลือรอดชีวิต ทําไดดวยการปเปตสารแขวนลอย

เชื้อ มา 1 มิลลิลิตร แลวใสในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ในฟอสเฟตบัพเฟอร pH 7.2  เขมขน 

0.5% (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน Sodium hypochlorite สวนในกรณีของ Proxitane® และน้ํามันกานพลู

จะใช PBS) ปลอดเช้ือ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําการเจือจางจนไดระดับที่เหมาะสมแลวจึงปเปต

สารละลายเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA ดวยวิธี spread plate 

technique บมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจาน

เพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี และคํานวณหาปริมาณเชื้อที่เหลือรอดชีวิต 
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สวนกรณีของไบโอฟลมใชไมพันสําลีปลอดเช้ือกวาดเช็ดลงบนพื้นผิวทดสอบขนาด 

ประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร นําไมพันสําลีไปใสในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ในฟอสเฟต

บัพเฟอร pH 7.2 เขมขน 0.5% (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน sodium hypochlorite สวนในกรณีของ 

Proxitane® และน้ํามันกานพลูจะใช PBS) แลวปนดวยเครื่อง vortex mixer ที่ความเร็วสูงสุดประมาณ 

1 นาที นําสารละลายที่ได  1 มิลลิลิตร มาเจือจางดวย 0.85% NaCl  ปริมาตร  9  มิลลิลิตร ใหไดระดบั

การเจือจางที่ตองการ และปเปตสารละลายเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

TSA ดวยวิธี spread plate technique บมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจ

นับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี และคํานวณหาปรมิาณเชือ้

ที่รอดชีวิตทั้งหมดตอพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความเขมขน  

3.8 การวิเคราะหปริมาณ available chlorine (Iodometric Method) (กนกทิพย, 2549) 

นําตัวอยางสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขน 100  200 และ 400 ppm 

ที่ตองการวิเคราะหหาปริมาณคลอรีน ประมาณ 150 mL ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 mL เติม glacial 

acetic acid เพื่อใหสารละลายมีคา pH อยูระหวาง 3-4 แลวเติมโพแทสเซียมไอโอไดดประมาณ 1 g 

แลวเขยา ถาสารละลายมีสีเหลืองใหไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 0.01 N (ตาม

ภาคผนวก จ) ทันที ในที่ที่ไมมีแสงจา จนเปนสีเหลืองจาง จึงเติมน้ําแปงลงไป 1 mL สารละลายจะมสีี

น้ําเงินใหไตเตรตตอจนสีน้ําเงินจางหายไป จดบันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใช

ในการไตเตรต 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 
 

 

สําหรับสารละลายที่เปน Blank ใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง แลวทําการวิเคราะห

เชนเดียวกับตัวอยาง การคํานวณหา available chlorine สามารถคํานวณไดจากสูตร 

  Available chlorine =      (V1-V2) ×N×35450                

          ปริมาตรของตัวอยางน้ํา (mL) 

V1 = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง 

V2 = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรต blank 

N = ความเขมขนเปนนอรมัลของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 
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บทที่  4 

 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

 

4.1 การตรวจวัดความขรุขระของพื้นผิว stainless steel  

4.1.1 การวเิคราะหความขรขุระของพื้นผวิ stainless steel ดวยเครื่อง Surface roughness 

tester  

การวิเคราะหพื้นผิวทดสอบดวยวิธี Mitutoyo Oldmix Standard ดวยเครื่อง surface 

roughness tester: SV-3000 ทําไดโดยใชเข็มขนาดเล็กที่มีเสนผานศูยนกลางขนาด 1μm ลากผาน

พื้นผิวทดสอบทั้งตามแนวขวางรอยรีด และตามแนวรอยรีด เปนระยะทาง 15 มิลลิเมตร ดวยความเร็ว 

0.1 มิลลิเมตร/วินาที ทําใหไดกราฟเกิดขึ้นดังแสดงในภาคผนวก ช และรูปที่ 4.1 และทําใหทราบคา

ตางๆดังตารางที่ 4.1 และ 4.2 

 

 

 

 

รูปที่4.1 กราฟที่เกิดจากการใชเข็มขนาดเล็ก (1μm) ลากไปบนพืน้ผิวของ Stainless steel 

ตารางที ่4.1 ตรวจวัดความขรุขระของพื้นผิว stainless steel ตามแนวรอยรีด ดวยเครื่อง surface 

 roughness tester: SV-3000 

 

Parameter (μm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Ra
* Ry

** Rz
*** 

304/2B 0.126±0.007 1.628±0.120 1.243±0.051 

316L/2B 0.143±0.007 1.592±0.111 1.255±0.075 

430/2B 0.091±0.003 0.992±0.112 0.769±0.052 

304/BA 0.022±0.000 0.417±0.035 0.274±0.018 
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ตารางที ่4.2 ตรวจวัดความขรุขระของพื้นผิว stainless steel ตามแนวขวางรอยรีด ดวยเครื่อง surface 

roughness tester: SV-3000 

 

 

 

 

 

โดย คา   *Ra คือ คาเฉลี่ยความขรุขระของพืน้ผิวทั้งหมดที่วัดได (Ra: the integral of the absolute 

value of the roughness profile height over the evaluation length) 

  **Ry คือ คาเฉลี่ยความขรุขระของพื้นผิวคาวัดไดจากยอด ถึงจุดที่ลึกที่สุดของพื้นผิว 

แบงออกเปน 5 ชวง แลวนํามาหาคาเฉลี่ย (Ry is the maximum peak to the lowest valley vertical 

distance within a single length, for a standard five cutoff trace there are five different values 

of Ry) 

  ***Rz คือ ผลรวมของคาที่วัดไดจากยอด peak ที่สูงที่สุดบวกกับ peak ที่ลึกที่สุดของ

พื้นผิว ภายใน Reference length (Rz is the sum of the height of the highest peak plus the 

lowest valley depth within a sampling length)    

จากการวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทําใหไดคาความขรุขระของพื้นผิวดังแสดงใน

ตารางที่ 4.1และ 4.2  ซึ่งจะเห็นไดวา การตรวจวัดความขรุขระตามแนวขวางรอยรีดและตามแนวรอย

รีดมีคาใกลเคียงกันมาก ดังนั้นเมื่อใชคา Ra เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless steel จะเห็น

ไดวา stainless steel ชนิด 316L/2B จะขรุขระมากที่สุด มีคา 0.143±0.007 และ 0.163±0.009 μm 

เมื่อตรวจวัดตามแนวรอยรีด และขวางแนวรีด ตามลําดับ ในขณะที่ stainless steel 304/2B และ 

430/2B มีความขรุขระของพื้นผิวไมแตกตางกันคือมีคา 0.138±0.002 และ 0.139±0.006 μm 

ตามลําดับ เมื่อตรวจวัดตามแนวขวางรอยรีด แตถาตรวจวัดตามแนวรอยรีด พบวาคาที่ไดแตกตางกัน

คือมีคา 0.126±0.007 และ 0.091±0.003 μm ตามลําดับ และ stainless steel 304/BA จะขรุขระนอย

ที่สุด คือมีคา 0.022±0.000 และ 0.020±0.001 μm ตามลําดับ หรืออาจกลาวไดวามีความเรียบมาก

ที่สุด และถาใช คา Rz เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless steel จากตารางที่ 4.1 และ 4.2 จะ

Parameter (μm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Ra
* Ry

** Rz
*** 

304/2B 0.138±0.002 1.689±0.141 1.379±0.082 

316L/2B 0.163±0.009 1.960±0.175 1.470±0.134 

430/2B 0.139±0.006 1.534±0.103 1.121±0.026 

304/BA 0.020±0.001 0.384±0.038 0.227±0.018 
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เห็นวา stainless steel 316L/2B มีความหยาบหรือความขรุขระมากที่สุด รองลงมาคือ stainless 

steel 304/2B และ 430/2B ตามลําดับ สวน 304/BA มีความเรียบมากที่สุด 

 

4.1.2 การวเิคราะหความขรขุระของพื้นผวิทดสอบดวย Atomic Force Microscopy  

เมื่อทําการวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิวทดสอบดวย Atomic force microscopy (AFM) 

ดวยเครื่อง scanning probe microscope (SPM) ทําใหไดคาตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

ตารางที4่.3 ตรวจวัดความขรุขระดวยวิธี Atomic force microscopy (AFM) 

 

 

 

 

 

 

จากตารางที่ 4.3 เมื่อใชคา Rms, Ra และ Rmax เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless 

steel จะเห็นวา จะใหคาลักษณะความเรียบความขรุขระเชนเดียวกับการใชคา Ra และRz จากวิธี 

surface roughness นั่นคือ stainless steel 316L/2B มีความขรุขระมากที่สุด รองลงมาคือ 304/2B 

430/2B และ 304/BA ตามลําดับ  

สาเหตุที่วิธี Surface roughness ไมสามารถใชคา Ry เปนตัวระบุความเรียบความขรุขระได 

เนื่องจากในการวิเคราะหแตละครั้งเข็มที่ลากลงบนพื้นผิว stainless steel อาจจะลากไปสัมผัสกับ

บริเวณที่มีความขรุขระมากกวาบริเวณอื่นๆ ซึ่งไมใชบริเวณที่เปนตัวแทนของพื้นผิว stainless steel ที่

ดี ทําใหไดแตกตางจากความเปนจริง จากเอกสารเผยแพรของบริษทัไทยนอคซสตีล (2006) ไดระบุคา 

roughness ของ stainless steel ชนิดตางๆ ไว คือ stainless steel ชนิด 2B จะมีคา roughness 

ประมาณ 0.03-0.2 ไมครอน และ stainless steel ชนิด BA จะมีคา 0.02-0.06 ไมครอน ซึ่งตรงกับคาที่

วิเคราะหไดจากการทดลองครั้งนี้ 

ความเรียบความขรุขระของพื้นผิว stainless steel นั้นเกิดจากขั้นตอนการผลิตตั้งเริ่มแรก 

จนถึงกระบวนการรีดออกมาเปนแผน ไมวาจะเปนการรีดรอน หรือรีดเย็น ซึ่งบางครั้งอาจมกีารปรบัแตง

Parameter (nm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Rms(Rq) Ra Rmax
 

Srf. Aera (μm2) 

304/2B 50.752 37.952 428.69 27.109 

316L/2B 64.888 43.957 506.24 26.554 

430/2B 23.588 16.875 319.43 26.851 

304/BA 8.138 6.167 71.515 25.320 
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ผิวหนาเพื่อใหเหมาะสมกับลักษณะงานที่ใช ซึ่งคาความเรียบความขรุขระไมสามารถกําหนดได ดังนั้น

ถึงแมจะเปน stainless steel ชนิดหรือ เกรด หรือ พื้นผิวเดียวกัน การผลิดแตละครั้งคาความเรียบ

ความขรุขระก็อาจจะไมเทากัน ดังนั้นการซื้อขาย stainless steel ในทองตลาดจะนิยมระบุการซ้ือขาย

เปน เกรด และพื้นผิว เปนสวนใหญ (บริษัทไทยนอคซสตีล, 2006) 

วิธี AFM นอกจากจะใหคาตางๆที่ไดกลาวมาแลว ยังสามารถวิเคราะหออกมาเปนรูปภาพได 

รูปภาพที่วิเคราะหออกมานั้นจะเปนภาพสามมิติ (3-D) ซึ่งเมื่อพิจารณาจากภาพแลวจะสามารถบอก

ไดวาพื้นผิว stainless steel ชนิดใดมีความเรียบหรือความขรขุระมากกวากัน โดยใชแถบสีที่มีสเกล

บอกความขรุขระของพื้นผิวระบุไวดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

 

 

 

 

 

รูปที่4.2 สเกลบอกความเรียบ ความขรุขระ ของ Stainless steel ดวยวิธี AFM 

 

จากรูปที่ 4.3 เปนการเปรียบเทียบรูปภาพที่ไดจากการวิเคราะห ดวยวิธี SEM และ AFM โดย

รูปทางซายมือ เปนรูปที่ไดจากการวิเคราะหดวย AFM มีลักษณะเปนภาพสามมิติ มองเห็นความเรียบ

ความขรุขระไดอยางชัดเจน สวนทางขาวมือเปนรูปภาพที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง SEM มี

ลักษณะเปนภาพสองมิติ ซึ่งจะเห็นรอยแตกบนผิวหนาของ stainless steel ไดอยางชัดเจนเชนกัน  
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รูปที่ 4.3 ลักษณะพื้นผวิของ stainless steel เกรดตางๆ เมื่อตรวจดวยวิธี AFM และ SEM 

A) stainless steel 304/2B  B) stainless steel 316L/2B และ C) stainless steel 430/2B  

จากรูปที่ 4.3 จะเห็นไดวา รูป A ทางซายมือ (AFM) พื้นผิวมีความขรุขระคอนขางมาก 

เนื่องจากมีรองและหลุมเปนจํานวนมาก เมื่อเทียบสีกับสเกล (รูปที่ 4.2) แลว พบวาหลุมไมลึกมากนัก 

และเมื่อดูรูปทางขวามือ (SEM) จะเห็นไปในทิศทางเหมือนกัน คือ ผิวหนาคอนขางขรุขระและชองรอย

(C) 

(A) 

(B) 
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แตกของพื้นผิวอยูหางกัน นั่นอาจเปนไปไดวาเมื่อเข็มที่ใชในการวิเคราะหลากผานพื้นผิว ชนิดนี้อาจจะ

ไมสัมผัสรอยแยกดังกลาว จึงทําใหคาที่ตรวจวัดไดมีคานอยกวาความเปนจริง ในขณะที่รูป B ซายมือ 

พื้นผิวหนาคอนขางเรียบแตมีหลุมลึก เมื่อเทียบกับสเกลส ีสวนรูปขวามือ(SEM) ชองรอยแตก คอนขาง

อยูใกลชิดกัน และสุดทายรูป C พื้นผิวคอนขางเรียบ มีรองนอย และมีหลุมอยูบางแตไมลึก  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 ลักษณะของพืน้ผิวของ stainless steel เมื่อตรวจดวยวิธี AFM และ SEM   โดย    A) 

stainless steel 304/2B และ B) stainless steel 304/BA 

 

 จากรูปที่ 4.4 เห็นไดชัดเจนวารูป A มีความขรุขระมากกวารูป B อยางชัดเจน ทั้งวิธี AFM และ 

SEM นั้นแสดงวา พื้นผิว 2B มีความหยาบหรือขรุขระมากกวาพื้นผิว BA (พื้นผิว BA เรียบกวา 2B) ซึ่ง

จากขอมูลของบริษัทไทยนอคซไดระบุไววา พื้นผิว BA มีความเรียบจนสามารถสะทอนแสงได 54% 

กลาวคือเมื่อนําวัตถุวางลงบน stainless steel สามารถมองเห็นวัตถุบนพื้นผิวได ในขณะที่พื้นผิว 2B 

สามารถสะทอนแสงไดเพียง13 % เทานั้น 

 

(A) 

(B) 
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4.2 การเกาะติดของ S.  Anatum บนแผน Stainless steel 
ระยะเวลาในการเกาะติดของเชื้อจุลินทรียบนพื้นผิวสัมผัสอาหารเปนปจจัยสําคัญที่ตองศึกษา 

เพราะจะเปนเครื่องบงชี้วาอาหารหรือผลิตภัณฑจากอาหารที่ผลิตขึ้น เกิดการปนเปอนจากจุลินทรียที่

เกาะติดบนพื้นผิวสัมผัสอาหารดังกลาวไดตั้งแตเมื่อไร ซึ่งมีความสําคัญสําหรับผูประกอบการผลิต

อาหาร  ดังนั้นในหัวขอนี้ผูวิจัยจึงไดเลือกระยะเวลาที่ใชในการทดลองตั้งแต 0 นาที (จุมแผนทดสอบ

แลวยกขึ้นทันที) เปนตนไป เพื่อศึกษาการเกาะติดของ S.  Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร คือ 

stainless steel 2 ชนิด (ชนิด 304/2B และ 304/BA) ซึ่งเปนตัวแทนของ stainless steel ที่ใชเปนสวน

ใหญในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร โดยทําการจุมแผนทดสอบลงในสารแขวนลอยของเชื้อ ทิ้งไวใหเกิด

การเกาะติดที่เวลาตางๆ ตั้งแต 0 นาที เปนตนไป แลวตรวจสอบการเกาะติด พบวา การเกาะติดของ S. 

Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B และ stainless steel ชนิด 304/BA ที่ระยะเวลา 0-120 

นาที โดยตรวจสอบจํานวนเซลลบนแผน stainless steel ดวยวิธี spread plate technique พบวาใน

สารละลาย Tryptic Soy Broth (TSB) ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ที่เวลา 0 นาที (จุมแลวยกขึ้น

ทันที) สามารถตรวจพบเชื้อบนแผน stainless steel ทั้งสองชนิดประมาณ 2.49±0.39 และ 2.57±0.23 

log CFU/cm2 ตามลําดับ และหลังจาก 0 นาที เชื้อสามารถเกาะบนแผน stainless steel ไดเพิ่มมาก

ขึ้น สังเกตไดวากราฟในรูปที่ 4.5 ชันขึ้นอยางรวดเร็วในชวงเวลา 0-15 นาที (รูปที่ 4.5) และถาทิ้งแผน 

stainless steel ไวในอาหารเปนเวลานานก็จะมีจํานวนเชื้อที่เกาะติดและเจริญบนแผน stainless 

steel เพิ่มมากขึ้นดวย และท่ีเวลา 120 นาที ตรวจพบจํานวนเซลลมีคา 4.21±0.24 และ 4.59±0.07 

log CFU/cm2 บนแผนพื้นผิวทดสอบชนิด 304/2B และ 304/BA ตามลําดับ (ภาคผนวก ฉ1) 

 

 
รูปที่ 4.5 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B และ 304/BA ที่จุมใน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ณ เวลาตางๆกนั โดยใชวธิี spread plate 

technique 
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การเกาะติดของ S.  Anatum บน stainless steel ทั้งสองชนิด ที่ 0 นาที มีคาใกลเคียงกันมาก 

(รูปที่ 4.5) แตในชวงเวลา 0 ถึง 5 นาที จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่เจริญบนแผน stainless steel 

ชนิด 304/BA เพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว เปน 3.95±0.11 log CFU/cm2    กลาวคือเพิ่มข้ึนประมาณ 1.38 

log CFU/cm2 ในขณะที่จํานวนเซลลของ S.  Anatum ที่เจริญบนแผน stainless steel 304/2B 

เพิ่มข้ึนเพียง 0.58 log CFU/cm2 จากเริ่มตน หลังจากการบมเปนเวลา 5 นาทีเปนตนไป การเพิ่ม

จํานวนของ S.  Anatum บนแผน stainless steel ทั้งสองชนิดเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือ คอยๆ เพิ่ม

สูงขึ้นเมื่อเวลานานมากขึ้น 

สําหรับในสารละลาย TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 3 log CFU/mL พบวาที่เวลา 0-120 นาที ไม

สามารถตรวจพบเชื้อบนแผนทดสอบดวยวิธี spread plate techniqueได ทั้งนี้ไมไดหมายความวาไมมี

เซลลของ S.  Anatum เกาะบนแผน stainless steel แตกลับแสดงวาวิธีนี้ไมเหมาะสมในการตรวจหา

จํานวนเชื้อบนแผนทดสอบที่มีปริมาณเชื้อระดับตํ่า ซึ่งเปนไปไดวาการเกาะติดของเชื้อบนพื้นผิวระยะนี้

เกิดการเกาะติดกันอยางหลวมๆ ระหวางตัวเซลลกับพื้นผิวสัมผัส เซลลสามารถหลุดออกจากพื้น

ผิวสัมผัสไดงาย เมื่อมีการเคลื่อนยายพื้นผิว การเกิดการสั่นสะเทือน หรือข้ันตอนการลางเซลลที่ไมได

เกาะติดบนพื้นผิวออกไป อาจทําใหเชื้อจุลินทรียที่มีปริมาณนอยอยูแลวบนพื้นผิวสัมผัสหลุดออกไปได 

จึงทําใหการตรวจหาเชื้อบนแผน stainless steel ทําไดยากยิ่งขึ้น ซึ่งแตกตางกับปริมาณเชื้อ 8 log 

CFU/mL ถึงแมจะเกิดการเกาะติดกันอยางหลวมๆ และเมื่อเซลลหลุดออกไปอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อแลว

ก็ตาม แตปริมาณเชื้อเริ่มตนที่มีมากกวา จึงยังคงสามารถตรวจสอบไดดวยวิธิ spread plate 

technique  

ปจจุบันนอกเหนือจาก conventional cultivating method แลว วิธีการตรวจหาปริมาณเชือ้บน

พื้นผิวยังมีดวยกันอีกหลายวิธี คาที่ตรวจวัดไดสามารถออกมาในรูปเชิงปริมาณ (quantitative) เชน 

epifluorescence microscopy  ดวยการยอมสีเซลล แลวนับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรคน หรือ

ในเชิงคุณภาพ (qualitative) เชน scanning electron microscopy, ATP bioluminescence และ การ

ตรวจวัดการดูดกลืนแสง (spectophotometer) เมื่อยอมเซลลดวยสียอมเซลล เปนตน ซึ่งวิธีการ

ดังกลาวนี้อาจจะเหมาะสมตอการตรวจหาเชื้อบนแผน stainless steel ไดดีกวา conventional 

cultivating method ก็เปนได ซึ่งพบวาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยึดเกาะของจุลินทรียบนพื้นผิว ขึ้นกับ

ระยะการเจริญของเซลล (growth phase) ชนิดและคุณสมบัติของพื้นผิว สารอินทรีย ตลอดจน 

สิ่งแวดลอมตางๆ pH และอุณหภูมิ เปนตน (Oulahal et al., 2008)   

กนกทิพย (2549) อธิบายถึงกลไกของการเกาะติดและสรางฟลมชีวภาพของจุลินทรียใน

ขั้นตอนตางๆ โดยแสดงความสัมพันธของแรงยึดเกาะกับระยะหางของเซลลกับพื้นผิว กลาวคือ เมื่อมี

สารอาหารหลงเหลือบนพื้นผิวจนเกิดเปนฟลมของอาหาร (Conditioning film) เซลลจุลินทรียอิสระ 

(planktonic cell) ที่อยูในสภาพแวดลอมจะเคลื่อนที่เขาหาพื้นผิว จนเมื่อระยะหางระหวางเซลลกับ
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พื้นผิวมากกวา 50 นาโนเมตร เซลลจะเกิดการเกาะติดกับพื้นผิวดวยแรงอยางออน เชน แรงแวนเดอร

วาลส เมื่อเวลาผานไป เซลลเขาใกลกับพื้นผิวมากขึ้นจนระยะหางมีคา 10-20 นาโนเมตร แรงทีย่ดึเกาะ

นั้นจะเพิ่มข้ึน ทั้งสองระยะนี้เปนขั้นตอนของการเกาะติดแบบผันกลับได จนในที่สุดเมื่อระยะหาง

ระหวางเซลลกับพื้นผิวลดลงต่ํากวา 15 นาโนเมตร เซลลจุลินทรียเหลานั้นจะเกิดการสรางพันธะพิเศษ

เกิดเปนการเกาะติดแบบไมผันกลับ เซลลตางๆเหลานั้นจะมีการเจริญเพิ่มจํานวนและพัฒนาเปนไบโอ

ฟลมตอไป 

Mufu และคณะ (1990) ศึกษาการเกาะติดของ L. monocytogenes บนพื้นผิวหลายชนิด 

ไดแก สแตนเลสสตลี แกว โพลิโพรพิลีน และยาง จากการศึกษาพื้นผิวภายใตกลองจุลทรรศนชนิดสอง

กราด (scanning electron microscope) พบวาเนื่องจากแผนแกวมีพื้นผิวที่เรียบกวาพื้นผิวอ่ืน สวน

ยางมีลักษณะเปนชองลึกและมีรอยแยกขนาดใหญกวา ดวยเหตุนี้จึงทําใหเชื้อจุลินทรียสามารถ

เกาะติดพื้นผิวของยางไดมากกวาพื้นผิวชนิดอื่น 

ตอมา Chmielewski และ Frank (2003) ไดรวบรวมงานวิจัยและสรุปวา การเกาะติดของจุลิ

นทรียเกิดขึ้นบนพื้นผิวที่มีพลังงานอิสระสูงหรือมีความเปยกน้ําไดงาย เชน สเตนเลสสตีลและแกวที่มี

ลักษณะเปนไฮโดรฟลิกหรอืคุณสมบัติชอบน้ํา ไดดีกวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนไฮโดรโฟบิก หรือไมชอบ

น้ํา เชน เทฟลอน ไนลอน ยาง เปนตน แตจากขอสรุปดังกลาวอาจไมเปนจริงเสมอไป มีรายงานวิจัย

พบวา แบคทีเรียบางชนิดสามารถยึดเกาะบนพื้นผิวที่มีความเปนไฮโดรโฟบิกมากกวาพื้นผิวไฮโดรฟลิก 

(Sinde and Carballo, 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนรูพรุน ไมสม่ําเสมอ มี

รอยแยก จะทําใหเกิดการเกาะติดไดดีกวาพื้นผิวที่เรียบ  

 สวนวิธีการตรวจสอบจํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ที่ระยะเวลา      0 

-120 นาที ใชวิธีการตรวจวัด ATP จากเครื่อง Hy-lite®2 ซึ่งเปนวิธีที่รวดเร็ว (rapid method) คาที่

ตรวจวัดไดสามารถระบุในรูป RLU (Relative Light Unit) ซึ่ง RLU จะแปรผันตรงกับจํานวนเซลลที่มี

อยูบนแผนทดสอบ ถามีจํานวนเซลลอยูบนแผนทดสอบจํานวนมาก คาที่ตรวจวัดออกมาไดกจ็ะสงู โดย

พบวาที่เวลา 0 นาที สามารถตรวจวัดคา ATP ได   1.30±0.08 log RLU/cm2 (รูปที่ 4.6) และเมื่อ

เวลานานมากขึ้น คา RLU ก็มีคาเพิ่มมากขึ้นดวย แสดงวามีเซลลแบคทีเรียเกาะติดบนแผนทดสอบได

มากขึ้นดวย โดยพบวาที่เวลา 120 นาที มีคา RLU เทากับ 3.84±0.03 log RLU/cm2 (ภาคผนวก ฉ2) 

เมื่อคํานวณหาคา R2 มีคาเทากับ 0.9319 แสดงวาระยะเวลาที่ใชในการบม และคา RLU ที่ตรวจวัดได

สัมพันธกันเปนอยางดี 
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รูปที่ 4.6 จํานวนเซลลของ Salmonella Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B ที่จุม        ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ณ เวลาตางๆกนั โดยใชวธิ ี

 ATP bioluminescense  

 

เมื่อเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบจํานวนเซลลบนแผน stainless steel ทั้งสองวิธีคือ spread 

plate technique และ การตรวจวัด ATP ที่เวลา 0-120 นาที พบวามีความสัมพันธกันนอย 

(R2=0.8443) (รูปที่ 4.7) ที่เปนเชนนี้ อาจเนื่องมาจากหลายปจจัย เชนในการตรวจวัด ATP จะตอง

อาศัยการทําปฎิกิริยากันระหวางเอนไซมลูซิเฟริน/ลูซิเพเรส กับโมเลกุล ATP ในเซลลของสิ่งมีชีวิต แลว

ปลอยแสงออกมาจึงจะสามารถตรวจวัดคาได แตในขบวนการการตรวจวัด ตั้งแตการใชไมสําลีกวาด

ลงบนตวัอยาง จนถึงการทําปฏิกิริยากับเอนไซม ตัวอยางถูกเจือจางหลายขั้นตอน ทําใหความเขมขน

ของเซลลในตัวอยางลดลงไป เมื่อทําปฏิกิริยากับเอนไซม ทําใหตรวจวัดคา ATP ไดคานอยกวาความ

เปนจริง และ ATP ซึ่งเปนแหลงพลังงานสําหรับเซลลมีอยูในเซลลของส่ิงมีชีวิตทั้ง prokaryotic และ 

eukaryotic cell (Kaskova et al, 2006) จึงสามารถตรวจวัด ATP ของเซลลดังกลาวไดดวยวิธีการนี้ 

ประกอบกับเศษอาหารหรือสารอินทรียที่หลงเหลืออยูบนพื้นผิวก็เปนแหลงที่สามารถให ATPไดเชนกัน 

คา ATP ที่ตรวจวัดไดจึงไมสามารถบอกไดวามาจากเซลลของ S.  Anatum เพียงอยางเดียว อาจมา

จากแหลงอ่ืนก็เปนได และเปนที่นาสังเกตวาคาที่มากที่สุดที่สามารถตรวจวัดคา ATP แบบ linearได

ดวยวิธีนี้ อยูในชวง 0-99,000 RLU หรือ แบบ logarithimic อยูในชวง 0-5.00 log10 RLU ดังนั้นถาการ

ตรวจวัดดวยวิธี spread plate technique มีคามากกวา 5 log CFU เมื่อนํามาเปรียบเทียบกันจึงสงผล

ใหมีความสัมพันธกันนอยดังกลาว 
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รูปที่ 4.7 วิธีการตรวจสอบจาํนวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ชนดิ 304/2B โดย

แกน X เปนวธิกีารตรวจสอบดวยการนับจํานวนเซลลบนอาหารเลีย้งเชือ้ (spread plate technique) 

แกนY เปนการตรวจวัด ATP ดวยวิธ ีATP bioluminescense  

 

จากที่กลาวไปขางตนวา การตรวจวัด ATP จะตองอาศัยการทําปฏิกริยาระหวางเอนไซมกับ

โมเลกุลของ ATP ดังนั้นการเก็บรักษาเอนไซมอยางถูกตองตามวิธีที่เหมาะสมจึงมีความสาํคญัมากเพือ่

ปองกันไมใหเอนไซมเสียสภาพได 

อยางไรก็ตามวิธี ATP bioluminescense ก็ไมเหมาะสําหรับนํามาใชหาปริมาณเชื้อทั้งหมด 

(total count) บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร (Aycicek, Ozus and Karci., 2006) เพราะวาของเสียที่

หลงเหลือจากการทําความสะอาดในกระบวนการผลิต เชน เลือด หรือ เศษเนื้อ เปนตน จะเปนตัวเพิ่ม

คา RLU ได (Kaskova et al, 2006) ทําใหการตรวจสอบผิดพลาดกลาวคือ อาจสรุปไดวาวิธี ATP 

bioluminescense มีชวงในการตรวจวัดที่จํากัดและไมสามารถบอกความแตกตางของแหลงปนเปอน

ไดชัดเจน ดังนั้นโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร จึงนาจะใชในการตรวจสอบขั้นตนวาสายการผลิตอาหาร 

ณ ตอนนั้นหรือเวลานั้นมีการปนเปอนมากนอยเพียงใด จําเปนตองทําความสะอาดหรือไมเทานั้น 

4.3 ผลการศึกษาชนิดของเกรดของ stainless steel ตอการเกิดไบโอฟลม 

เหล็กกลาไรสนิม (Stainless steel) เปนวัตถุดิบที่มีคุณภาพเพราะมีคุณสมบัติตานทานการกัด

กรอน แข็งแรง และสามารถนําไปใชงานไดหลากหลาย สามารถจําแนกประเภทของเหล็กกลาไรสนิม

ไดจากเลขรหัสที่กําหนดขึ้นตามมาตรฐาน AISI เชน 304  304L  316 และ 316L เปนตน โดยสวนผสม

จะเปนตัวกําหนดเกรดของเหล็กกลาไรสนิม โรงงานอุตสาหกรรมอาหารมีความตองการในการใชงานที่

แตกตางกันไป ดังนั้นเพื่อใหเหมาะสมกับกระบวนการผลิตอาหารของแตละประเภท ปจจัยอีกปจจัย

หนึ่งที่นาสนใจและควรศึกษาวามีผลตอการเกิดไบโอฟลมหรือไม คือชนิดของเกรดของ stainless steel 
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ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงไดเลือกเกรดของ stainless steel 304  316L และ  430 มาเปนหัวขอใน

การศึกษา  เพราะเกรดทั้งสามชนิดนี้ ไดมีการใชกันอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

จากการทดลองขางตน ทําใหทราบวาที่เวลา 0 นาทีก็เพียงพอที่จะทําให  S. Anatum สามารถ

เกาะติดบน stainless steelไดทันที ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไป จึงจุมแผนทดสอบใน suspension 

ของเชื้อเพียง 30 วินาที เพื่อเปนการยืนยันวามีเชื้อติดมาแนนอน แลวยายใสในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอด

ใหม ทิ้งไวตามระยะเวลาที่กําหนดคือเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งจากผลการทดลองพบวา เมื่อใชวิธี 

spread plate technique ตรวจปริมาณเซลลของ S.  Anatum บนแผน stainless steel ในชวงเวลา 1-

8 ชั่วโมงแรก พบวาสามารถตรวจพบจํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 304 มีคา1.91±0.27 – 

4.98±0.18 log CFU/cm2 หลังจากการบมแผนทดสอบไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลล 

6.08±0.35 log CFU/cm2 ในขณะที่จํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 316L มีจํานวนเซลล 3.37±0.24 

– 4.36±0.18 log CFU/cm2 ที่เวลา  1-8 ชั่วโมง และมีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบมากที่สุดหลังจาก

การบมแผนทดสอบไว 72 ชั่วโมง พบวามีคา 6.58±0.47 log CFU/cm2 และจํานวนเซลลบนแผน

ทดสอบเกรด 430 ในชวง 1-8 ชั่วโมง มีคา 2.83±0.31 – 5.61±0.01 log CFU/cm2 และมีคา 

7.11±0.18 log CFU/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมง (ภาคผนวก ฉ6) 

เมื่อทําการเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่เกาะและตรวจสอบไดบนแผนทดสอบกับจํานวนเซลลที่

เปนอิสระภายในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา แผนทดสอบเกรด 304 มีปริมาณเซลลที่แตกตางกัน เชนที่เวลา 

1 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีคา 1.91±0.27 log CFU/cm2 ในขณะที่ปริมาณเซลลที่เปน

อิสระภายอาหารเลี้ยงเชื้อมีคา 3.93±0.27 log CFU/mL (รูปที่ 4.8B) แสดงใหเห็นวาปริมาณเซลล

ภายในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณมากกวาที่สามารถตรวจวัดไดบนแผนทดสอบ และเมื่อมีการบมแผน

ทดสอบไวเปนเวลานานมากขึ้นจํานวนเซลลที่สามารถตรวจวัดไดกับจํานวนเซลลภายในอาหารเลี้ยง

เชื้อก็ยังคงแตกตางกัน 
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รูปที่ 4.8 (A) จํานวนเซลลทีเ่จริญบนแผน stainless steel เกรด 304 เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mLแลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ   

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.9 (A) จํานวนเซลลทีเ่จริญบนแผน stainless steel เกรด316L เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.10 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel เกรด 430 เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

  

รูปที่ 4.11 เปรียบเทียบจํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 304, 316L และ 430   

 เมื่อพิจารณาถึงความเรียบความขรุขระของพื้นผิวของ stainless steel ที่ไดทดสอบแลว

ขางตนนั้น พบวา stainless steel เกรด 316L มีความขรุขระมากที่สุด ในขณะที่เกรด 430 มีความเรียบ

ที่สุด แตจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถตรวจวัดไดบนพื้นผิวกลับพบวา สามารถตรวจพบ

จํานวนเซลลของ S. Anatum บนพื้นผิวที่เรียบ (เกรด 430) ไดมากกวาพื้นผิวขรุขระ(เกรด 316L) ดัง

แสดงในรูปที่ 4.11 และเมื่อทําการเปรียบเทียบการเจริญของเซลล S.  Anatum บนแผนทดสอบทั้งสาม
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เกรด คือ 304  316L และ 430 โดยคํานวณคา specific growth rate ของเชื้อ พบวามีคา growth rate 

เทากับ 10.54  11.68 และ 12.49 ตอนาที บนแผนทดสอบเกรด 304  316L และ 430 ตามลําดับ ซึ่ง

แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ S.  Anatum บนแผนทดสอบเกรด 430 สามารถเพิ่มจํานวนได

ดีกวาเกรด 304 และ เกรด 316L ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาความขรุขระของเกรดของ stainless steel ซึ่ง

เมื่อสังเกตุดวยสายตาไมสามารถประเมินความแตกตางได ไมไดมีผลตอการเกาะติดและการเกิดไบโอ

ฟลมของ S. Anatum ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาสวนประกอบทางเคมีของ stainless steel แตละเกรด อาจ

สงผลตอการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลม 

4.4 ผลการศึกษาชนิดของพื้นผิว (Finish) ของ Stainless steel ตอการเกิดไบโอฟลม 

ลักษณะของพื้นผิว ที่จะสัมผัสกบัอาหารนับเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการ

เกิดไบโอฟลมของจุลินทรียชนิดตางๆ ดังนั้นการเลือกชนิดของพื้นผิวไมถูกตอง จะมีผลในการสะสม

ของเศษอาหารและเกิดเปนไบโอฟลมข้ึนได ดังนั้นผูวิจัยจึงไดเลือกชนิดของพื้นผิวที่แตกตางกันมา

ทดสอบการเกิดไบโอฟลม โดยเลือกใช stainless steel พื้นผิวชนิด BA และพื้นผิวชนิด 2Bมาทดสอบ

การเกิดไบโอฟลมเปรียบเทียบกัน เปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวาแมจะมีการเปลี่ยน

พื้นผิวจาก 2B เปน BA แลวก็ตาม แตจํานวนเซลลบนแผนทดสอบของ พื้นผิวชนิด BA ก็ไมไดมีคา

แตกตางไปจาก พื้นผิวชนิด 2B แตอยางใด  พบวาจํานวนเซลล S.  Anatum บนแผนพื้นผิวทดสอบ

ชนิดพื้นผิวชนิด BA ที่เวลา 1-8 ชั่วโมงแรก มีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 3.10±0.30 – 5.45±0.31 

log CFU/cm2 และหลังจากการบมแผนทดสอบไวเปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลลบนแผน

ทดสอบ 7.35±0.22 log CFU/cm2 (รูปที่ 4.12, ภาคผนวก ฉ7) และเมื่อพิจารณาถึงจํานวนเซลลบน

แผนทดสอบและจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีลักษณะแบบแผนเชนเดียวกับเกรดของ 

stainless steel คือมีความแตกตางกันของเซลลบนแผนทดสอบและจํานวนเซลลอิสระในอาหารเลี้ยง

เชื้อ เชนพื้นผิวชนิด BA ที่เวลา 24 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีจํานวน 6.41±0.22 log 

CFU/cm2 แตจํานวนเซลลอิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อมีจํานวน 8.90±0.30 log CFU/mL (รูปที่ 4.12 A

และB)  

ทั้งนี้เนื่องจากเซลลที่เกาะติดบนพื้นผิวในชวงเวลา 1-8 ชั่วโมงแรก เซลลจะเกาะติด

บนพื้นผิวแบบไมผันกลับ เซลลที่มีการเกาะติดแลวจะมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น และอาจจะหลุด

ออกมาเปนเซลลอิสระ (planktonic cell) ในอาหารเลี้ยงเชื้อได ดังนั้นจึงตรวจพบจํานวนเซลลใน

อาหารเลี้ยงเชื้อไดมาก (Kumar and Anand, 1998) 
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รูปที่ 4.12 (A) จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พืน้ผิว 2B เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบ จํานวนเซลลของ 

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

 

 

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.13 (A) จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พืน้ผิว BA เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบ จํานวนเซลลของ 

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

 

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.14 เปรยีบเทียบจํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พื้นผิว 2B กับ BA เมื่อจุมใน

สารละลาย TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหมที่อุณหภูม ิ30 

องศาเซลเซยีส  

 จากรูปที่ 4.14 เมื่อทําการเปรียบเทียบจํานวนเซลลของ S.  Anatum บน stainless steel ที่มี

พื้นผิวแตกตางกันพบวา ปริมาณเซลลของ S. Anatum ที่ชั่วโมงแรกมีคา 1.91±0.27 และ 3.10±0.30 

logCFU/cm2 บน stainless steel พื้นผิวชนิด 2B และ BA ตามลําดับ นั่นแสดงวาเชื้อสามารถการ

เกาะติดมาบนแผนทดสอบพื้นผิว BA ไดดีกวาบนพื้นผิว 2B และเมื่อนําแผนทดสอบมาบมโดยใหไดรับ

สารอาหารในการเจริญและแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวน ทําใหการเจริญบนพื้นผิว BA เจริญไดดีกวาที่พื้นผิว 

2B ซึ่งเมื่อนํามาคํานวณหาคา specific growth rate ของเชื้อนี้บนพ้ืนผิวทั้งสองชนิดพบวามีคา 

growth rate เทากับ 10.54 และ11.50 ตอนาที ตามลําดับ คานี้แสดงใหเห็นวาการเจริญของ S.  

Anatum บนพื้นผิว BA เจริญไดดีกวาพื้นผิว 2B แตถาพิจารณาจากความขรุขระของพื้นผิวดวยการ

ทดสอบขางตน พบวาพื้นผิว 2B มีความขรุขระมากกวาพื้นผิวชนิด BA เปนอยางมาก ดังนั้นการ

เกาะติดและการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum จึงไมไดสัมพันธกับความขรุขระแตอยางใด ทั้งนี้จึงอาจ

เปนไปไดวา S. Anatum สามารถใชโครงสรางของเซลล เชน       แฟลกเจลลา หรือพิไล ชวยในการ

เกาะติดและเกิดไบโอฟลม มากกวาจะอาศัยความเรียบความขรุขระของพื้นผิว stainless steel เปนตัว

ชวยในการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลม 
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4.5 อุณหภูมิและปริมาณเชื้อที่มีผลตอการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผน stainless 
steel ชนิด 304/2B 

 อุณหภูมิเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหจุลินทรียสามารถเจริญไดอยางเหมาะสม เมื่อจุลินทรียมี

การเกาะติดบนพื้นผิวแลวอุณหภูมิจะทําใหจลุินทรียสามารถพัฒนาไปเปนไบโอฟลมได จุลินทรียแตละ

ชนิดสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิที่แตกตางกัน จึงทําใหเกิดเปนไบโอฟลมไดไมเทากัน ดังนั้น

อิทธิพลของอุณหภูมิจึงเปนปจจัยสําคัญที่จะตองทําการศึกษา ประกอบกับจํานวนเชื้อในธรรมชาติที่ไม

เทากันจึงมีความสามารถในการเกิดไบโอฟลมไดแตกตางกัน ดังนั้นจึงตองทําการศึกษาควบคูกันไป 

การทดลองครั้งนี้ไดเลือกอุณหภูมิที่ครอบคลุมกระบวนการผลิตเนื้อสัตวปก เชน  เนื้อไก คือเลือกศึกษา

ที่อุณหภูมิ 15  20 และ 30 องศาเซลเซียส 

จากการทดลองขางตน ทําใหทราบวาที่เวลา 0 นาที(จุมแผนทดสอบแลวยกขึ้นทันที)  S. 

Anatum สามารถเกาะติดบนแผน stainless steel ได ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไป จึงจุมแผนทดสอบ

ใน suspension ของเชื้อ เพียง 30 วินาที แลวยายแผนทดสอบใสในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดใหม ทิ้งไว

ตามระยะเวลาที่กําหนด ซึ่งจากการศึกษาพบวาที่ความเขมขนเริ่มตนของเชื้อเปน 8 log CFU/mL  ชวง 

1-8 ชั่วโมงแรก สามารถตรวจพบ   S. Anatum ที่เกาะติดบนแผน stainless steel ได และสามารถ

ตรวจพบไดมากในชวงเวลา 24-72 ชั่วโมง และสูงสุดที่ 72 ชั่วโมง ในขณะที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 3 log 

CFU/mL พบวา ที่เวลา 1-8 ชั่วโมง ตรวจไมพบเชื้อบนแผน stainless steel ดวยวิธี spread plate 

technique ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาเชื้อที่ติดมาอาจมีปริมาณนอยมาก และหลุดไปอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

จึงตองอาศัยระยะเวลาพอสมควรที่จะใหเชื้อเพิ่มจํานวน จึงจะตรวจพบเชื้อได แตจากการตรวจสอบ

ดวยการตรวจวัดพลังงาน ATP จากเซลล สามารถตรวจวัดพลังงาน ATP ไดในชวง1-8 ชั่วโมงแรก แต

คาที่ตรวจวัดไดคอนขางที่จะมีความแปรผันเปนอยางมากคือ มีคาตั้งแต 4 – 66 RLU/cm2 จึงอาจจะ

กลาวไดวา จริงๆแลวมีเชื้อเกาะติดบนแผนทดสอบ แตเชื้อที่เกาะติดมีจํานวนนอยมากจนไมสามารถ

ตรวจวัดไดดวยวิธี spread plate technique ที่ใชกันโดยทั่วไปได ในขณะที่ชั่วโมงที่ 24 เปนตนไป 

สามารถตรวจวัดไดทั้งวิธี spread plate technique และการตรวจวัดพลังงาน  ATP โดยการตรวจวัด

พลังงาน ATP สามารถวัดคาการตรวจสอบไดตั้งแต 2,200 – 15,000 RLU/cm2 

เมื่อพิจารณาถึงผลของอุณหภูมิตอการเจริญของ S. Anatum บนแผนทดสอบ เมื่อจุมแผน

ทดสอบลงใน suspension ของเชื้อ ความเขมขน 8 log CFU/mL กอนจะยายไปใสในอาหารหลอดใหม 

พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส S. Anatum สามารถเจริญไดดีและเร็วกวาที่อุณหภูมิ 20 และ15 

องศาเซลเซียส ตามลําดับ พบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีคา 6.08±0.35, 

5.45±0.39 และ 3.50±0.35 log CFU/cm2 (รูปที่ 4.15) ซึ่งแตละอุณหภูมิจะแตกตางกันอยูประมาณ 1 

log cycle และพบวาที่ เวลา 72 ชั่วโมง มีจํานวนเชื้อมากที่สุด มีคา 6.72±0.31, 5.87±0.51 และ 

5.22±0.22 log CFU/cm2 ที่อุณหภูมิ 30, 20 และ 15 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (ภาคผนวก ฉ3) และ



63 
 

 
 

 

ถาจุมแผนทดสอบลงใน suspension ของเชื้อ 3 log CFU/mL กอนจะยายไปใสในอาหารหลอดใหม 

พบวาสามารถตรวจพบไดที่เวลา 24 ชั่วโมง เปนตนไป โดยมีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 6.24±0.27, 

4.30±0.25 และ 2.98±0.21 log CFU/cm2 ที่อุณหภูมิ 30, 20 และ 15 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

(ภาคผนวก ฉ4) 
 

 

 
 

รูปที่4.15 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผนทดสอบทีจุ่มลงใน TSB ที่มีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL 

กอนทีจ่ะยายไปใสในอาหารหลอดใหม โดยบมที่อุณหภูมิ 30oC, 20oC และ 15oC ทาํการตรวจนับเชื้อ

ดวยวิธ ีspread plate technique  
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รูปที่ 4.16 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผนทดสอบที่จุมลงใน TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 3 log 

CFU/mL กอนที่จะยายไปใสในอาหารหลอดใหม โดยบมที่อุณหภูมิ 30oC, 20oC และ 15oC ทําการ

ตรวจนับเชื้อดวยวธิี spread plate technique  

จึงอาจสรุปไดวาเมื่อพิจารณาถึงความเขมขนเริ่มตนของ S. Anatum พบวาถามีปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนของ S. Anatum ระดับสูง (8 log CFU/mL) จะทําให S. Anatum สามารถติดมากับแผน 

stainless steel ไดมากและจะเจริญและเพิ่มจํานวนบนแผน stainless steel ไดดี ในขณะที่ปริมาณ

เร่ิมตนของเชื้อระดับตํ่า (3 log CFU/mL) ความสามารถในการเกาะติดมาบนแผนทดสอบนอย จึงตอง

อาศัยระยะเวลาในการแบงตัวเพิ่มจํานวน จึงสามารถตรวจสอบได  

ในป ค.ศ. 2003 Stepanovic และคณะ ไดทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิในการบม 

(Incubation temperature) ตอการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella โดยไดเลือกใชอุณหภูมิในการบมที่ 

37oC, 30oC และอุณหภูมิหอง (ประมาณ 22 oC) เปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แลวทําการประมาณ

การเกิดไบโอฟลม พบวาหลังจากการบมไว 24 ชั่วโมง ไบโอฟลมเกิดไดดีที่อุณหภูมิ     30 oC และ

หลังจากการบมไว 48 ชั่วโมง อุณหภูมิ 22 oC เกิดไบโอฟลมไดดีที่สุด ตอมา Rode และคณะ (2007) 

ไดทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่ใชในการบม (incubation temperature) ตอการเกิดไบโอฟลม

ของ Staphylococcus aureus โดยอุณหภูมิที่เลือกใชคือ 20oC และ 25oC ทําการบมเปนเวลา 48 

ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 30oC  37oC  42oC  46oC และ   48 oC ทําการบมเปนเวลา 24ชั่วโมง ผลการ

ทดลองพบวา ที่ 20oC และ 25oC   ไบโอฟลมเกิดขึ้นไดนอย สวนการบมที่อุณหภูมิ 30-42 oC เปนเวลา 

48 ชั่วโมง การเกิดไบโอฟลมไมแตกตางจากการบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ดังนั้นจะเห็นไดวาอุณหภูมิเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการเกิดไบโอฟลมของจุลินทรีย

ตาง ๆ  เนื่องจากจุลินทรียแตละชนิดจะมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจริญที่แตกตางกัน อุณหภูมิที่
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จุลินทรียเจริญไดจะอยูระหวางอุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) และอุณหภูมิต่ําสุด 

(minimum temperature) ซึ่งถาอุณหภูมิที่สูงหรือตํ่ากวานี้ จุลินทรียจะไมสามารถเจริญได ดังนั้น

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ (optimum temperature) จึงที่แตกตางกันออกไปตามแตชนิด

ของจุลินทรีย สําหรับ Salmonella spp. พบวาเจริญไดดีที่อุณหภูมิในรางกายคนหรือสัตว หรือเรียกวา 

Mesophilic bacteria โดยชวงอุณหภูมิที่เจริญไดอยางเหมาะสมอยูระหวาง 30-45oC แตอยางไรก็ตาม

ในอุตสาหกรรมอาหาร กระบวนการตั้งแตเร่ิมตนจนกระทั่งถึงปลายทางมีความตอเนื่องกันเปนลูกโซ 

โดยผลผลิตที่ไดจากขั้นตอนกอนหนาจะใชเปนวัตถุดิบ (raw material) สําหรับข้ันตอนตอมา การ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในแตละขั้นตอนของการผลิตจึงสงผลกระทบโดยตรงตอการเจริญของจุลินทรีย 

ดังนั้นจึงอาจทําใหเกิดไบโอฟลมข้ึนไดในกระบวนการผลิต (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

 
4.6 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารตอการเกิดไบโอฟลม 

สารอาหารเปนปจจัยสําคัญสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เพราะจุลินทรียตองการสารอาหาร

ไปใชเปนกิจกรรมภายในเซลลสําหรับแบงตัวเพิ่มจํานวน การที่มีสารอาหารมากหรือนอยแตกตางกัน 

จะมีผลตอการเกิดไบโอฟลมหรือไม เปนสิ่งที่จะตองทําการศึกษา ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมา พบวา S. 

Anatum สามารถเกาะติดและเกิดไบโอฟลมบนแผน stainless steel ชนิด 304/2B ที่อยูในอาหารเลี้ยง

เชื้อ TSB ไดที่ระยะเวลา 1-72 ชั่วโมง ดวยการตรวจสอบจํานวนเซลลดวยวิธี spread plate technique 

บนอาหาร TSA ดังนั้นขั้นตอนตอไปจึงทําการเปลี่ยนชนิดของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ซึ่ง

เปนอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย เปนสารอาหารชนิดอื่นๆ โดยการ

ทดลองครั้งนี้ ไดเลือกใชอาหารที่มีองคประกอบตางๆกันไป ตั้งแต สารละลายเกลือปลอดเชื้อความ

เขมขนรอยละ0.85, อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่มีการผสม glucose เขมขนรอย

ละ 1 

จากการทดลองพบวาเมื่อเปลี่ยนแหลงของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เปน น้ําเกลือ

ปลอดเชื้อความเขมขนรอยละ 0.85 (0.85% NaCl) พบวายังคงมีการเจริญของ S. Anatum และพบวา

ที่เวลา 24 ชั่วโมง สามารถตรวจนับเซลล Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อได 5.94±0.17 log CFU/cm2 

และมีจํานวน 6.50±0.21 log CFU/cm2 เมื่อทําการตรวจวัดที่เวลา 72 ชั่วโมง (รุปที่4.17) 
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รูปที่ 4.17 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อจุมอยูในน้าํเกลือความเขมขน 0.85% ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส 

เมื่อมีการเติมกลูโคส (D-glucose) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB จํานวน 1% เพื่อเพิ่ม

แหลงของคารโบไฮเดรต ซึ่งผูวิจัยคาดวานาจะทําใหเซลล Salmonella มีการเกาะติดและเกิดเปนไบโอ

ฟลมไดดียิ่งขึ้น ผลการทดลองพบวา การเจริญของเซลลบนแผนทดสอบไมมีความแตกตางจากอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSB ที่ไมไดเติมกลูโคส เพราะพบวาจํานวนเซลลที่ 24 ชั่วโมง มีคา 6.22±0.23 และ 

7.06±0.35 log CFU/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมงตามลําดับ (รูปที่4.18)  

 

 

รูปที่ 4.18 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อจุมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการผสมกลูโคสเขมขน

รอยละ 1 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงแหลงของสารอาหารมาเปรียบเทียบกัน(รูปที่4.19) จะ

เห็นไดวาแมจะมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารไปหลายชนิด แตจํานวนเซลลบนแผนทดสอบก็ยังคง

มีการเจริญ พรอมทั้งแบงตัวเพิ่มจํานวนได และไมมีความแตกตางกันมากนัก ดังนั้นในการทดลองครั้ง

นี้การเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงยังคงไมเห็นความแตกตางกันอยางชัดเจน 

 

      

รูปที่ 4.19 เปรยีบเทียบจํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อมีการเปลี่ยนแหลงของสารอาหารชนิด

ตางๆ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 
4.7 ผลการศึกษาการอยูรอดของเซลล S. Anatum ในสภาวะที่ไมมีอาหาร 

จากการทดลองพบวา เมื่อเปลี่ยนแหลงของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เปนไมมี

แหลงของสารอาหารที่ Salmonella สามารถนําไปใชในการเพิ่มจํานวนได ซึ่งจะบมแผนทดสอบที่มีการ

เกาะติดของเชื้อไวในหลอดปลอดเชื้อที่มีฝาปด ขนาด 50 mL ผลการทดลองพบวา แมจะไมมีแหลง

ของสารอาหาร S. Anatum ก็ยังสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนบนแผนทดสอบได ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก

เซลลของ Salmonella ที่นํามาใชในการทดลองนี้ ไดมีการเตรียมความพรอมสําหรับการแบงตัวเพิ่ม

จํานวนมาแลว เมื่ออยูในสภาวะที่ไมมีสารอาหาร จึงสามารถเพิ่มจํานวนได และประกอบกับมีน้ํา หรือ

สารอาหารติดมาบนแผนทดสอบ โดยไมสามารถมองดวยตาเปลา Salmonella จึงอาจใชน้ํา หรือ

สารอาหารดังกลาวน้ีในการเพิ่มจํานวน และอาจเปนไปไดวาเซลลสามารถใชคา aw (water activity) 

หรือปริมาณน้ําที่มีอยูในอาหาร หรือความชื้น นํามาใชแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวน โดยพบวาที่เวลา 1-8 

ชั่วโมง มีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 2.10±0.16 – 3.35±0.05 log CFU/cm2 หลังจากการบมไวเปน

เวลา 24 ชั่วโมง มีจํานวน Salmonella บนแผนทดสอบ 4.08±0.46 log CFU/cm2 (รูปที่4.20) และเมื่อ
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ทําการตรวจสอบจํานวนเซลลที่เวลา 72 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลล Salmonella บนแผนทดสอบถึง 

4.63±0.38 log CFU/cm2 จากการทดลองครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวาแมจะไมมีสารอาหารที่เหมาะสําหรับ

การเจริญ แต S. Anatum ก็ยังสามารถรอดชีวิต (survival) อยูบนแผนทดสอบไดและมีคามากพอที่จะ

ทําใหเกิดการปนเปอนขาม (cross-contamination)ไปกับผลิตภัณฑอาหารได หากไมมีการทําความ

สะอาดที่ดีพอ (ภาคผนวก ฉ 5) ซึ่งการที่ Salmonella มีความสามารถในการปรบัตัวไดดีจึงทนตอ

สภาพแวดลอมที่ไมเอื้ออํานวยได และสามารถทนตอความแหงหรือ aw ระดับตํ่าๆ ได จึงสามารถรอด

ชีวิตอยูไดในสิ่งแวดลอมนอกรางกายของมนุษยและสัตว (สุมณฑา และคณะ 2549) 

 

 

รูปที่ 4.20 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่ออยูในแหลงที่ไมมสีารอาหาร ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส 

จากรายงานการวิจัยที่บงชี้วามีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถมีชีวิตรอดอยูไดบน

เส้ือผา หรือแมพื้นผิวสัมผัสอาหาร เชน E. coli, Staph. aureus และ Salmonella spp. โดยพบวา

สามารถมีชีวิตอยูไดเปนชั่วโมงหรือเปนวันหลังจากการเกาะติดแลว Kusumaningrum และคณะ 

(2003) ไดศึกษาการรอดชีวิตของจุลินทรียกอโรคในอาหาร (foodborne pathogens) บนพื้นผิว 

stainless steel พบวาหลังจากการปนเปอนของเชื้อเปนเวลา 4 วัน สามารถตรวจพบเซลลของ Staph. 

aureus และS. Enteritidis ได 105 และ 103 CFU/cm2 ตามลําดับ 

 
4.8 ลักษณะไบโอฟลมบนแผนพื้นผิวทดสอบเมื่อตรวจดวย Scanning Electron Microscope 

(SEM) 
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เมื่อจุมแผนทดสอบ304/2B ลงในTSB ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL แลวนําแผน

ทดสอบดังกลาวที่มีการเกาะติดของเชื้อ บมในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB หลอดใหมที่อุณหภูมิ 30±1 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แลวตรวจลักษณะการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนแผนพื้นผิวทดสอบ

ดงักลาว โดยใช SEM ดวยเครื่อง JEM-5410LV ทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จากรูป 4.21 พบวาเซลลจะมีการเกาะติดบนแผนทดสอบ และ

กระจายไปทั่วพื้นผิวของแผนทดสอบ และพบไดทุกสวนของแผนทดสอบ เกิดเปน monolayer biofilm 

(รูปที่ 4.21A) ซึ่งลักษณะการเกาะของเซลลกับพื้นผิวของแผนทดสอบนั้นจากรูปจะเห็นวาเซลล

สามารถเกาะติดบนพื้นผิวไดเลย ไมไดเกาะโดยอาศัยชองวาง หรือรอยแตกของพื้นผิว (รูปที่4.21B) 

นอกจากนี้จะเห็นไดวาจากเดิมที่เซลลเกาะบนแผนทดสอบเปนเซลลเดี่ยวๆ ที่เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ

ระยะเวลาบมนานมากขึ้น จากรูปพบวาเซลลเร่ิมมีการเกาะกลุมกันเปนกลุมเล็กๆ  ถาใหเวลาในการ

บมแผนทดสอบมากขึ้นเปน 48ชั่วโมง จะเห็นเซลล Salmonella เกิดการรวมกลุมกันอยางเห็นไดชัด 

และเห็นชั้นของจุลินทรียหลายๆ ชั้น (multilayer biofilm ) โดยการสรางเสนใยออกมาเพื่อยึดเหนี่ยวกัน 

(รูปที่ 4.21 C, D) 
  

        

                            

รูปที่ 4.21 การเกาะติด และการเกิดเปนไบโอฟลมของ S.  Anatum บนแผน stainless steel  

A)304/2B ที่เวลา24ชั่วโมง กําลังขยาย 2000X   B)316L/2B ที่เวลา 24 ชั่วโมง กําลงัขยาย7500X  

C)304/2B ที่เวลา 48 ชั่วโมง กาํลังขยาย 7500X  D)316L/2B ที่เวลา 48 ชั่วโมง กาํลังขยาย 5000X 

(A) (B) 

(C) (D) 
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เชนเดียวกันกับพื้นผิวชนิด 430/2B ซึ่งลักษณะพื้นผิวของเกรดนี้คอนขางเรียบกวาเกรด 304 

และ 316L จะสังเกตเห็นรองหลุมหรือรอยแตกบริเวณผิวหนาไดคอนขางนอย หรือแทบมองไมเห็นรอย

แตกของ stainless steel ไดเลย แตถึงแมจะไมมีรอยแตกบนพื้นผิว เซลลของ S.  Anatum ก็สามารถ

เกาะติดบนพื้นผิวทดสอบนี้ได โดยจะเห็นการเกาะติดของ Salmonella ไดที่เวลา 24 ชั่วโมง และ

สามารถเห็นการรวมกลุมไดอยางชัดเจนที่เวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4.22) โดยสามารถเห็นชั้นของเซลลได

หลายชั้น ซึ่งการรวมกลุมที่เกิดขึ้นอาจเกิดจากสงสัญญาณทางเคมีของเซลลืจุลินทรีย (Quarum 

sensing) (Jefferson, 2004; Bower et al. 1996) ทําใหเซลลที่เกาะติดอยูใกลกันๆ สามารถมา

รวมกลุมกันเปนกลุมเล็กๆ แลวจึงมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนเปนไบโอฟลมที่สมบูรณ (รูปที่ 4.22 C, D) 

 

      

      

รูปที่ 4.22 การเกาะติด และการเกิดเปนไบโอฟลมของ S.  Anatum บนแผน stainless steel 430/2B 
 A) กําลังขยาย 2000X, B) กําลังขยาย 7500X ที่เวลา 24 ชั่วโมง  

C) กําลังขยาย 2000X, D) กําลังขยาย7500X ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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4.8 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลล Salmonella 
  ในการทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 2 ชนิด คือ sodium 

hypochlorite และ peroxyacetic acid และน้ํามันหอมระเหย 1 ชนิด คือ น้ํามันกานพลู ในการทําลาย

เซลลของ S. Anatum เมื่อแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด ที่มีปริมาณสารอินทรีย

ตางกัน ไดแก สารละลายเกลือ (0.85% NaCl), Tryptic Soy Broth (TSB) และ น้ํานึ่งไก โดยใช

ปริมาณเซลลเร่ิมตนระดับสูง (8 log CFU/mL) อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่นํามาทดสอบทั้ง 3 ชนิด มี

คาความเปนกรด- ดาง (pH) และองคประกอบของสารอินทรียในปริมาณตางกัน แสดงดังตารางที่ 4.4 

ตารางที4่.4 คาความเปนกรด-เบส (pH) และปริมาณสารอินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทั้ง 3 ชนดิ 

 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ pH องคประกอบและปริมาณสารอินทรีย(%) 

สารละลายเกลือ 0.85% 7.44±0.02 NaCl 

Peptone from casein 17% 

Peptone from soy meal 3.0% 

D(+)glucose 2.5%, NaCl 5.0% 
TSB 7.30±0.07 

di-Potassium hydrogen phosphate 2.5% 

*โปรตีน 0.46±0.21 % 

คารโบไฮเดรต 0.49±0.12 % น้ํานึ่งไก 6.60±0.02 

ไขมัน 5.67±0.18 % 

* วิธกีารวิเคราะหปริมาณสารอินทรีย (proximate analysis) ในน้ํานึ่งไก แสดงตามภาคนวก ง 

4.8.1 ประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลาย S. Anatum ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายเซลลที่แขวนลอย

ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด โดยกําหนดความเขมขนของ sodium hypochlorite 3 ระดับคือ 

100  200 และ 400 ppm (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ข) สําหรับการทดสอบกับสารแขวนลอย

เซลล S. Anatum ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL เมื่อนําเซลลในอาหารเหลวสัมผัสกับ sodium 

hypochlorite ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  เปนเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที แลวทําการตรวจนับจํานวน 

S. Anatum บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSA ผลการทดลองพบวา เมื่อเซลล S. Anatum แขวนลอยอยูใน
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สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 และใช sodium hypochlorite ที่ความเขมขน 100 ppm 

สามารถทําลายปริมาณเซลลของ S. Anatum ในสารละลายเกลือไดทั้งหมดตั้งแตเวลา 1 นาทีหลังจาก

สัมผัสสารฆาเชื้อ ดังรูปที่ 4.23   

 

รูปที่ 4.23 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในสารละลายเกลือ ความเขมขนรอยละ 0.85 ที่รอดชวีิตหลัง

สัมผัส sodium hypochlorite ความเขมขน 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  

จากรูปที่ 4.23 จะเห็นวาที่เวลา 0 นาที นั้น สามารถแบงออกไดเปน 2 ชวง คือ 

ชวงแรก (0A) จะเปนเวลาที่ยังไมไดทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ S. Anatum (เชื้อเร่ิมตน) ลงใน

สารละลาย sodium hypochlorite  สวนชวงที่สอง (0B) จะเปนเวลาที่ทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ 

S. Anatum ลงในสารละลาย sodium hypochlorite แลวทําการสุมตัวอยางเชื้อทันทีหลังจากมีการ

กระจายตัวของเซลลในสารละลาย (ประมาณ 10 วินาที) พบวาเชื้อมีปริมาณลดลงทันทีเมื่อเชื้อสัมผัส

กับสารละลาย sodium hypochlorite การสุมตัวอยางเชื้อ ในแตละเวลานั้น จะทําการสุมตัวอยางเชื้อ

แลวนําไปเติมลงในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน 0.5% ที่ละลายอยูใน PBS บัฟเฟอร เพื่อ

ยับยั้งปฏิกิริยาของคลอรีนที่จะไปมีผลในการทําลายเชื้อที่เวลานั้นๆกอนที่จะทําการ serial dilution 

เพื่อหาเซลลที่รอดชีวิตตอไป 

แตเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลาย S. Anatum ที่

แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  พบวาประสิทธิภาพในการฆาเชื้อลดลง กลาวคือ sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขน 100 ppm ไมสามารถทําลายเซลลทั้งหมด ภายในระยะเวลา 30 นาที 

เหมือนกับที่ทําลายเชื้อที่แขวนลอยในสารละลายเกลือ โดยพบวา ที่เวลา 1 นาที ประสิทธิภาพในการ

ทําลายเซลล S. Anatum ของ sodium hypochlorite ลดลงรอยละ10.33 จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 

(8.23±0.42 log CFU/mL) และเมื่อเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเช้ือเปน 30 นาที ก็ไมสามารถทําลาย

เชื้อไดหมด พบวาลดลงเพียงรอยละ 10.09 เทานั้น และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ sodium 
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hypochlorite เปน 200 ppm ก็ไมสามารถทําลายเซลลภายในระยะเวลา 30 นาทีไดเชนกัน พบวาที่

เวลา 30 นาที หลังจากเซลล S.  Anatum สัมผัสกับ sodium hypochlorite เซลลลดลงเพียงรอยละ

14.06 และเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความเขมขนของ sodium hypochlorite เปน 400 ppm ซึ่งเพิ่มความ

เขมขนขึ้นอีกเทาตัวแลวกต็าม ก็ยังไมสามารถทําลายเซลลไดหมดภายในระยะเวลา 30 นาที สามารถ

ทําลายเซลลของ S. Anatum ไดลดลงจากปริมาณเซลลเร่ิมตนเพียงรอยละ11.62 เทานั้น ดังรูปที่ 4.24 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการทําลายเซลลของ sodium hypochlorite ที่ความ

เขมขน 100 200 และ 400 ppm (รูปที่ 4.25) พบวาไมมีความแตกตางกันเลย เนื่องจากไมสามารถ

ทําลายเซลลไดหมดภายในระยะเวลาที่กําหนดคือ 30 นาที และรอยละของการลดลงของเซลลเมื่อ

สัมผัสกับสารฆาเชื้อยังมีปริมาณต่ํา คือ สามารถลดลงไดมากที่สุดเพียงรอยละ 14.06 หรือสามารถ

ทําลายเซลลไดไมเกิน 1 log cycle 

 

 

รูปที่ 4.24 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่รอดชีวิต ภายหลังสัมผัส sodium 

hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 8 log CFU/mL) ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 
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รูปที่4.25 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ภายหลงัสัมผัส sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน   0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทันที  

(ประมาณ 10 วินาที) 

สวนการทําลายเซลลของ S. Anatum เมื่อเซลลแขวนลอยในน้ํานึ่งไก ดวย sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนที่เทากันนั้น พบวาไมมีความแตกตางกัน จากเดิมที่เซลลแขวนลอยใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เพราะวาหลังจากเซลลสัมผัสสารฆาเชื้อเปนเวลา 30 นาทีแลวก็ตาม ก็ยังไม

สามารถทําลายเซลลใหลดลงจนหมดได และรอยละของการลดลงของเซลลเมื่อสัมผัสกับสารฆาเชื้อมี

ปริมาณต่ํากวาอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB พบวาประสิทธิภาพในการทําลายเซลลนั้น ลดลงไดมากที่สุดเพียง

รอยละ 11.43 เทานั้นที่ความเขมขน 400 ppm  

จากผลการทดลองขางตนแสดงวาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อข้ึนอยูกับปริมาณ

สารอินทรียที่ปะปนในอาหาร โดยสารฆาเชื้อจะมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลในสารละลายเกลือ

ไดดีกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก มีรายงานวาการใชสารประกอบคลอรีน เชนโซเดียมไฮโป

คลอไรทในสภาวะที่มีการปนเปอนของสารอินทรียสูงนั้นจะทําใหประสิทธิภาพในการทําลาย

เชื้อจุลินทรียลดลง เชนในน้ํานึ่งไกที่มีปริมาณไขมัน 5.67±0.18% โปรตีน 0.46±0.21 % และ คารโบไอ

เดรต 0.49±0.12 % (ตารางที่ 4.4) ทั้งนี้เนื่องจากคลอรีนบางสวนจะทําปฏิกิริยา คลอริเนชันและ

ออกซิเดชันกับหมูอะมิโนของสารอินทรีย (Wei, Cook and Kirk., 1995) ดังนั้นการใชโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทเพื่อทําลายเซลลของ S.  Anatum ที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไกจึงไมมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ เพราะสารอาหารตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก ชวย

สนับสนุนใหเซลลจุลินทรียรอดชีวิตและเจริญตอไปได ดังนั้นการใชสารประกอบคลอไรดซึ่งมีกรดไฮโป

คลอรัส (HOCl) เปนองคประกอบสําคัญ จึงมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียในสารละลาย

น้ําเกลือไดดีกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก 
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รูปที่ 4.26 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในน้าํนึง่ไก ที่รอดชีวิตภายหลังสัมผัส sodium hypochlorite 

ที่ระดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 108 CFU/mL)                          ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 

 

รูปที่4.27 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในน้าํนึ่งไก ภายหลงัสัมผัส sodium hypochlorite ที่

ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี 

(ประมาณ 10 วินาที) 

การที่โซเดียมไฮโปคลอไรทที่มีความเขมขน100  200 และ 400 ppmไมสามารถทําลายเชื้อ S. 

Anatum ไดหมด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการสลายตัวอยางรวดเร็วของโซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) ซึ่ง

จะมีผลทําใหเกิดการแตกตัวไดเปนกรดไฮโปคลอรัส(HOCl) ซึ่งสามารถวัดไดจากปริมาณ available 

chlorine ที่มีอยูในน้ํานั้น มีความเขมขนไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อ การสลายตัวของสารละลาย

โซเดียมไฮโปคลอไรท จะมีอัตรามากนอยเพียงใดนั้นเปนสาเหตุหนึ่งที่สําคัญและมีผลตอการสลายตัว
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ของโซเดียมไฮโปคลอไรท คือคา pH ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ ซึ่งการวิเคราะหหา

ปริมาณ available chlorine พรอมทั้งตรวจวัด pH ของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขน

ตางๆผลการวิเคราะหที่ไดแสดงใน ตารางที่ 4.5 

ตารางที่ 4.5 คา pH และ ปริมาณของ available chlorine ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรททีใ่ชใน

การทาํลายเซลล S.  Anatum ที่อุณหภูม2ิ5±1 oC 

 

พบวาความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ 100 ppm มีคา pH 7.50±0.02 โดยประมาณ 

และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดมีคา 8.67±0.07 ppm และเมื่อเพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทเปน 200 ppm พบวา มีคา pH 7.62±0.09 และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดมีคา 16.46±0.04 

ppm ซึ่งปริมาณคลอรีนเพิ่มข้ึนสองเทาจากความเขมขนที่ 100 ppm และถาเพิ่มความเขมขนของ

โซเดียมไฮโปคลอไรทเปน 400 ppm พบวามีคา pH อยูที่ 8.63±0.05 และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดได

มีคา 32.06±0.02 ppm จากคา pH และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดนี้มีความสัมพันธในการฆาเชื้อ  

4.8.2 ประสิทธิภาพของ Proxitane® 5% ในการทําลาย S. Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลว 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลายเซลลที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด คือ สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก 

ผลการทดลองพบวา เมื่อเซลล S. Anatum แขวนลอยอยูในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 

และใช Proxitane® ที่ความเขมขน 25 ppm ไมสามารถทําลายปริมาณเซลลของ S. Anatum ใน

สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ไดเมื่อครบเวลา 30 นาที พบวารอยละของการลดลงมีคา 

70.01 เมื่อครบเวลา 30 นาที (รูปที่4.29) แตเมื่อความเขมขนของ Proxitane®  เปน 50 ppm เวลา 5 

นาทีก็เพียงพอที่จะทําลายเซลลที่แขวนลอยในสารละลายเกลือไดหมด และ Proxitane® 100ppm แม

จะทําลาย Salmonella ไดมากขึ้นกวาที่ความเขมขน 50 ppm แตก็ไมสามารถทําลายเซลลไดทั้งหมด

ความเขมขนของสารละลาย ปริมาณ available chlorine 

โซเดียมไฮโปคลอไรท (ppm) 
คา pH 

(ppm) 

100 7.50±0.02 8.67±0.07 

200 7.62±0.09 16.46±0.04 

400 8.63±0.05 32.06±0.02 
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ตั้งแตนาทีแรก โดยทําลายเซลลไดทั้งหมดหลังจากเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาทีเชนกัน 

(รูปที่4.28)   

เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะไมสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 30 นาที แตพบวา เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 1 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 61.14 % มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิตที่เวลา 1 นาที 

3.33±0.89 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL ในขณะที่ความเขมขน 50 

และ 100 ppm ถึงแมจะทําลายเชื้อได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อ

พิจารณาเวลาที่นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถ

ทําลายเซลลใหลดลงได 63.54% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 3.15±0.21 log CFU/mL จากปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 8.64±0.08 log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm สามารถทําลายใหลดลงได 72.08 

% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.34±0.12 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.56±0.03 log 

CFU/mL และเปนที่นาสังเกตวา ความเขมขนที่ 100 ppm เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 0B 

(เวลาที่ทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ S. Anatum ลงในสารละลาย sodium hypochlorite แลวทํา

การสุมตัวอยางเชื้อข้ึนทันที) สามารถลดปริมาณเซลลไดถึง 59.81% เลยทีเดียว 

 

 

รูปที่4.28 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ที่รอดชีวิตหลงั

สัมผัส Proxitane®   ที่ระดับความเขมขนตางๆกัน (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL) ที่อุณหภูมิ 

28±1oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี

(ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.29 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 

ภายหลงัสัมผัส Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี           

(ประมาณ 10 วินาที) 

 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลาย S. Anatum ที่แขวนลอยในอาหาร

เล้ียงเชื้อ TSB พบวาที่ความเขมขน 25 ppm สามารถทําลายเซลลทั้งหมดได 100 % ในระยะเวลา 30 

นาที จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.68±0.07 log CFU/mL และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Proxitane® เปน 

50 ppm พบวาสามารถทําลายเซลลไดหมด 100 % ในเวลา 5 นาที เชนเดียวกับความเขมขน 100 

ppm ก็สามารถทําลายเซลลไดหมดในเวลา 5 นาทีเชนกัน (รูปที่ 4.30) 

เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 30 นาที แตพบวา เม่ือเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 10 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 52.30% ในขณะที่ความเขมขน 50 และ 100 ppm ถึงแมจะ

ทําลายเชื้อที่แขวนลอยใน TSB ได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อ

พิจารณาเวลาที่นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถ

ทําลายเซลลใหลดลงได 65.34% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.97±0.10 log CFU/mL จากปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm สามารถทําลายใหลดลงได 72.00 

% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.45±0.21 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.75±0.12 log 

CFU/mL  
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รูปที่4.30 เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ S.  Anatum ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่รอดชีวิตหลงัสัมผัส 

Proxitane®   ทีร่ะดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL)ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 

 

รูปที่4.31 เปรียบเทียบรอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ภายหลงัสมัผัส 

Proxitane® ทีค่วามเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี        (ประมาณ 

10 วินาที) 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลาย S. Anatum ที่แขวนลอยในน้ํานึ่งไก 

พบวาที่ความเขมขน 25ppm สามารถทําลายเซลลทั้งหมดได 100 % ในระยะเวลา 20 นาที จาก

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.62±0.28 log CFU/mL และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Proxitane® เปน 50 ppm 

พบวาสามารถทําลายเซลลไดหมด 100 % ในระยะเวลา 5 นาที และความเขมขน 100 ppm ก็สามารถ

ทําลายเซลลไดหมด 100 % ในเวลา 1 นาที (รูปที่ 4.32) 



80 
 

 
 

 

เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 20 นาที แตพบวา เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 10 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 61.14% ในขณะที่ความเขมขน 50 ppm ถึงแมจะทาํลายเชื้อที่

แขวนลอยในน้ํานึ่งได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อพิจารณาเวลาที่

นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถทําลายเซลลใหลดลง

ได 56.21% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 3.74±0.06 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.54±0.26 

log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm ถึงแมจะทําลายเชื้อที่แขวนลอยในน้ํานึ่งได 100% หลังจาก

ที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาทีนั้น แตเมื่อพิจารณาเวลาที่นอยกวา 1 นาที (พิจารณาที่เวลา0B 

นาที) สามารถทําลายใหลดลงได 50.41 % มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 4.25±0.82 log CFU/mL 

จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL  

เมื่อพิจารณาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ Proxitane® พบวามีคา pH คอนขางเปนกรด ซึ่ง

แตละความเขมขนมีคา pH ตามที่แสดงในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6 ความเปนกรด-ดาง (pH) ของ Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ ทําการวดัที่อุณหภูมิ 28±1 
oC 

 

 

 

 

 

จากตารางที่ 4.6 จะเห็นวาความเขมขนของ Proxitane® ที่ความเขมขนสูงจะมีคา pHนอยกวา

ความเขมขนต่ํากวา จึงอาจเปนไปไดวาอิทธิพลของ pH อาจจะไปมีผลในการทําลายเซลลของ S.  

Anatum ไดดีกวา sodium hypochlorite ที่มีคา pH เปนเบส ก็เปนได 

ความเขมขนของ Proxitane®  (ppm) คา pH 

25 3.86±0.02 

50 3.63±0.01 

100 3.47±0.01 

400 3.14±0.05 
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รูปที่4.32 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในน้ํานึ่งไก ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส Proxitane®   ที่ระดับความ

เขมขนตางๆ กัน (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL) ทีอุ่ณหภูมิ 28±1oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี     (ประมาณ 

10 วินาที) 

 

 

รูปที่4.33 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในน้าํนึ่งไก ภายหลงัสัมผัส Proxitane® ที่ความ

เขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม2ิ8±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติม

เชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเกบ็ตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 
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4.8.3 ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในทําลาย S. Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่สามารถทําลายเซลลของ 

S.  Anatum ได หรือ คา MBC (Minimum Bactericidal Concentration) นั้น พบวาน้ํามันกานพลูที่

ระดับความเขมขนที่  MBC ไมมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลใหลดลงไดทั้งหมดภายในระยะเวลา 

30 นาท ี (รูปที่ 4.34) ไมวาเซลลจะแขวนลอยอยูในสารละลายน้ําเกลือ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB หรือ

ละลายในน้ํานึ่งไกก็ตาม โดยพบวาเมื่อครบระยะเวลา 30 นาทีในการสัมผัสกับเชื้อแลวปริมาณของ

เซลล Salmonella ที่สัมผัสกับน้ํามันกานพลู มีปริมาณลดลงเพียงรอยละ 50.29, 55.67 และ 52.30 ใน

สารละลายเกลือ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และ น้ํานึ่งไก ตามลําดับ (รูปที่ 4.35)  

ทั้งนี้อาจเนื่องจากอาหารเปนองคประกอบซับซอน และมีสารอาหารที่จุลินทรียสามารถ

นําไปใชประโยชนไดมาก ดังนั้นจุลินทรียจึงมีโอกาสใชสารอาหารเหลานั้นไดอยางเต็มที่ และอีก

ประการหนึ่ง ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจะลดลง ถาในอาหาร

มีปริมาณไขมันและโปรตีนในปริมาณมาก โดยไขมันจะทําใหสารประกอบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง

เชื้อในน้ํามันกานพลูมีโอกาสในการแพรเขาสูเซลลของจุลินทรียไดนอยลง นอกจากนั้นปริมาณน้ําใน

อาหารยังมีผลตอประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูเชนกัน โดยสารที่ใหผลในการยับยั้งการเจริญจะเขา

ไปทําปฏิกิริยากับจุดที่ไวตอปฏิกิริยา (active site) ที่เซลลของจุลินทรีย ซึ่งถาในอาหารมีน้ํามากจะทํา

ใหมีการถายเทสารไดดีมากขึ้น ทําใหประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูเพิ่มมากขึ้น 

 

รูปที่4.34 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในแหลงสารอาหารชนิดตางๆ ที่รอดชีวิตหลงัสัมผัสน้ํามัน

กานพลทูี่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 
0A คือ ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในน้ํามันกานพลูแลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.35 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในแหลงของสารอาหารชนิดตางๆ ที่รอดชีวิตหลงั

สัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC (2.25 mg/mL เปนเวลา 30 นาท ี    

ที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเตมิเชื้อลงในน้าํมันกานพลูแลวเก็บ

ตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 

Singh และคณะ (2003) ศึกษาถึงประสิทธิภาพของ essential oil ในการยับยั้ง L. 

monocytogenes ในไสกรอก (hotdog) โดยไดเลือกใชกานพลูในการศึกษาพบวา ประสิทธิภาพของ

น้ํามันกานพลูที่ความเขมขน 0.25 0.5 และ 1.0 mL/L ในการทําลายเชื้อที่เวลา 5 และ 10 นาที พบวา 

ที่ความเขมขน 1.0 mL/L สามารถทําลายเชื้อไดหมดทั้งที่เวลา 5 และ 10 นาที โดยพบวาปริมาณเชื้อ

ลดลง 100 % จากปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ 7.17 log CFU/g 

ตอมา Mytle และคณะ (2006) ไดศึกษาความสามารถของน้ํามันกานพลู (clove oil) ที่ความ

เขมขนของน้ํามันกานพลูเปน 0%  1% และ 2% ในการยับยั้ง L. monocytogenes บนไสกรอกรมควัน

เปนเวลา 30 นาที พบวาหลังจาก 30 นาที ที่ระดบัความเขมขน 1% สามารถลดปริมาณเชื้อได 0.2-1.3 

log CFU/g จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 3 log CFU/g และถาใชน้ํามันกานพลูที่ความเขมขน 2% พบวา 

สามารถลดปริมาณเชื้อได 0.4-3.4 log CFU/g จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 6 log CFU/g 

จากรายงานการวิจัยพบวาสารที่ใหผลในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของน้ํามันกานพลูคือ

สารประกอบยูจีนอล (Eugenol) ซึ่งเปนองคประกอบหลัก (Mytle et al, 2006) และมีปริมาณมากที่สุด

ในน้ํามันกานพลู ยูจีนอลเปนสารประเภทฟนอลิก (Phenolic compound) ซึ่งสารดังกลาวสามารถ

ทําลายจุลินทรียโดยไปรบกวนการเลือกซึมผาน (selective permeability) ของเมมแบรน 

(cytoplasmic membrane) ทําใหเกิดการรั่วไหลของสารประกอบที่อยูภายในเซลลของจุลินทรีย 

นอกจากนี้ยังทําใหโปรตีนสูญเสียสมบัติและยับยั้งการทํางานของเอนไซมได (Matan et al, 2006; 

Moreira et al, 2005; Prabuseenivasan, Jayakumar and Ignacimuthu, 2006) ซึ่งสาร ประกอบฟ
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นอลิกนี้กอใหเกิดการยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) หรือทําลายจุลินทรีย (bactericidal) ได โดย

ขึ้นอยูกับปริมาณที่ใชดวย (Shan et al, 2007) 

4.9 ผลการศกึษาประสิทธิภาพสารฆาเชื้อและน้ํามนักานพลูในการทาํลายไบโอฟลม 

 4.9.1 ประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายไบโอฟลม 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายไบโอฟลมของ S.  

Anatum บนพื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B ที่มีอายุ 24 ชั่วโมงโดยกําหนดความเขมขนของ 

sodium hypochlorite 3 ระดับคือ 100  200 และ 400 ppm โดยใหไบโอฟลมสัมผัสกับ sodium 

hypochlorite ที่อุณหภูมิ 28±1oC เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจไบโอฟลมของSalmonella ที่เวลา 0, 1, 

5, 10, 20 และ 30 นาที ผลการทดลองพบวา ความเขมขน 100 ppm สามารถลดจํานวนเซลลได 

19.29%  ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยมีเซลลที่เหลือรอดชีวิต 5.92±0.14 log CFU/cm2 จาก

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 7.36±0.11 log CFU/ cm2 ในขณะที่ความเขมขนที่ 200 ppm สามารถลดจํานวน

เซลลใหลดลงไดเพียง 24.97% โดยมีเซลลที่เหลือรอดชีวิต 5.44±0.18 log CFU/ cm2 จากปริมาณ

เซลลในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.25 ±0.08 log CFU/ cm2 และ ความเขมขนที่ 400 ppm พบวาสามารถลด

จํานวนเซลลไดเพียง 27.35%  มีเซลลที่เหลือรอดชีวิตถึง 5.79±0.18 log CFU/ cm2 จากปริมาณเซลล

เร่ิมตน7.97±0.02 log CFU/ cm2 หลังจากที่สัมผัสสารฆาเชื้อเปนระยะเวลา 30 นาที 

 

รูปที่4.36 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนพืน้ผวิทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส      sodium 

hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที 

(ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.37 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส 

sodium hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาที                                   ที่

อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 

0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 

นอกจากสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทจะนิยมใชฆาเชื้อในผัก เชน ผักกาดหอม เปนตนแลว

ยังนิยมใชฆาเชื้อในผลไมและเมล็ดพืชดวย จากรายงานการวิจัยพบวา ความเขมขนของโซเดียมไฮโป

คลอไรท 200 ppm สามารถลดจํานวน E. coli บนผลแอปเปลไดถึง 2 log cycle แตพบวาในกรณขีอง

เมล็ดพืชที่ปนเปอน E. coli  กลับพบวาสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขนนอยกวาหรือ

เทากับ 1000 ppm ไมสามารถลดจํานวน E. coli ได ตองใชความเขมขนสูงถึง 2000 ppm แชและลาง

เปนเวลา 3 หรือ 10 นาที จึงจะสามารถทําลายจุลินทรียชนิดนี้ได 

4.9.2 ประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทาํลายไบโอฟลม 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลายไบโอฟลมของ S.  Anatum 

บนพื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B โดยกําหนดความเขมขนของ Proxitane® 3 ระดับคือ 25  

50 และ 100 ppm สําหรับการทดสอบกับ Salmonella biofilm อายุ 24 ชั่วโมง โดยใหไบโอฟลมสัมผัส

กับ Proxitane® ที่อุณหภูมิ 28±1 oC เปนเวลา 30  นาที แลวตรวจเชื้อ Salmonella ที่รอดชีวิตที่เวลา 0  

1  5  10  20 และ 30 นาที ผลการทดลองพบวา เมื่อครบ 30 นาที ที่ความเขมขน 25 ppm ปริมาณ

เซลลลดลงถึง 52.97% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิตอยูเพียง 3.41±0.15 logCFU/cm2  จากปริมาณ

เซลลเร่ิมตน 7.25±0.10 log CFU/cm2 แตถึงอยางไรก็ไมสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมดภายใน

ระยะเวลา 30 นาที เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 50 ppm  

พบวาสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมด 100% ที่เวลา 30 นาที และเมื่อความเขมขนเพิ่มข้ึนเปน 100 

ppm พบวายังไมสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมด 100% ที่เวลานอยกวา 30นาที (รูปที่ 4.38) 
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รูปที่4.38 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนพืน้ผวิทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส Proxitane® ที่

ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC                         โดย 0A คือ ปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี 

(ประมาณ 10 วินาที) 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ Proxitane® ที่ความเขมขนทั้ง 3 ความเขมขนพบวา ความ

เขมขนที่ 25 ppm ตองใชเวลานานกวา 30 นาที ในการทําลายไบโอฟลม ดังนั้นจึงควรเลือกใชที่ความ

เขมขนของ Proxitane® ที่ 50 และ 100 ppm แตจากการทดลองพบวาทั้งสองความเขมขนสามารถ

ทําลายไบโอฟลมไดลดลง 100 % ที่ระยะเวลาเทากันคือ 30 นาที  ดังนั้นจึงควรพิจารณาที่เวลานอย

กวา 30 นาที (พิจารณาที่ 20 นาที) พบวา ความเขมขนที่ 50 ppm สามารถทําลายไบโอฟลมไดลดลง 

61.25% มีปริมาณเซลลในไบโอฟลมที่เหลือรอดชีวิต 2.79±0.44 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลล

ในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.20±0.26 log CFU/cm2 และความเขมขน 100 ppm ที่ เวลา 20 นาที สามารถ

ทําลายเซลลในไบโอฟลมไดลดลง 63.52% มีปริมาณเซลลที่เหลือรอดชีวิต 2.63±0.21 log CFU/cm2 

จากปริมาณเซลลในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.21±0.11 log CFU/cm2 ซึ่งจะเห็นไดวาความเขมขนที่ 50 และ 

100 ppm  ที่ระยะเวลาในการทําลายเชื้อ 20 นาที แทบจะไมมีความแตกตางกันเลย ดังนั้นหากโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหารจะเลือกนํา Proxitane® ไปใชในการทําลายไบโอฟลมจาก Salmonella จึงควร

เลือกใชที่ความเขมขน 50 ppm เพราะจะชวยประหยัดการใชสารฆาเชื้อและชวยลดตนทุนการผลิตได

ดวย แตถาตองการเวลาในการฆาเชื้อนอยๆ ควรจะเลือก Proxitane® ที่ความเขมขน 100 ppm เพราะ

สามารถลดปริมาณเชื้อในไบโอฟลมได 52.70 % ภายในเวลา 1 นาที เทานั้น หรืออาจจะเพิ่มความ

เขมขนมากกวา 100 ppm ก็ได ซึ่งจากการทดลอง พบวา ความเขมขนที่ 400 ppm ก็เพียงพอในการ

ทําลายเชื้อใน     ไบโอฟลมได 100% ที่เวลา 0B (ไมไดแสดงขอมูล) 
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รูปที่4.39 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส 

Proxitane® ทีร่ะดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที 

(ประมาณ 10 วินาที) 

Byun และคณะ (2006) ไดใช โซเดียมไฮไปคลอไรทในการทําลายเซลลของจุลินทรียที่เกาะติด

เปนไบโอฟลมบนพื้นผิวคอนเทนเนอร (container) ประเภท polypropylene (PP) polyethylene (PET) 

และ polycarbonate (PC) รวมกับการใชรังสีแกมมา ซึ่งพบวาการใชโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความ

เขมขน 100-400 ppm ไมสามารถทําลายเซลลของ Pseudomonas aeroginosa, L. 

monocytogenes และ E. coli ใหลดลงได ในขณะที่ รังสีแกมมา 3 kGy สามารถทําลายเซลล

ภายในไบโอฟลมไดมากกวา 

 Rossoni และ Gaylarde (2000) เปรียบเทียบการใชโซเดียมไฮโปคลอไรทและกรดเพอรอะซิ

ติก (peracetic acid) ตอเซลลของ E. coli, P. aeroginosa และ Staph. aureus ที่เกาะบน stainless 

steel เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช กรดเพอรอะซิติกความเขมขน 250 และ 1000 mgL-1 และโซเดยีมไฮโป

คลอไรทความเขมขน 100 และ 200 mgL-1 เปนเวลา 10 นาที ตรวจสอบเซลลที่รอดชีวิตภายใตกลอง 

epifluorescence microscopy พบวา P. aeroginosa มีความสามารถในการเกาะไดดีกวา E. coli 

ในขณะที่ Staph. aureus เกาะบน stainless steel ไดนอยที่สุด และ โซเดียมไฮโปคลอไรทมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเซลลไดดีกวากรดเพอรอะซิติก 

 Fatemi และ Frank (1999) ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ สองชนิด ไดแก ไฮโปคลอไรท 

และ กรดเพอรแอซิติก ในการทําลายไบโอฟลมที่เกิดจากเชื้อ L. monocytogenes และ 

Pseudomonas บนพื้นผิว stainless steel โดยจุมแผนทดสอบที่เกิดไบโอฟลม 48 ชั่วโมง ในสารฆา

เชื้อทั้งสองชนิด ซึ่งพบวากรดเพอรอะซิติกมีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดมากกวาคลอไรด ซึ่งลด
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จํานวนเซลลลงไดมากกวา 3 log CFU/cm2 ที่ความเขมขน 160 ppm หลังจากการสัมผัสสารฆาเชื้อ

เปนเวลา 1 นาที เชนเดียวกับ Loukili และคณะ(2004) ที่ศึกษากรดกรดเพอรอะซิติกในการทําลายไบ

โอฟลมก็ใหผลเชนเดียวกัน 

4.9.3 ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25mg/mL) ใน
การทําลายไบโอฟลม 

การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในการทําลายไบโอฟลมของ S.  Anatum บน

พื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B ที่มีอายุ 24 ชั่วโมงโดยกําหนดความเขมขนของน้ํามัน

กานพลูที่ระดับ MBC (2.25mg/mL) โดยใหไบโอฟลมสัมผัสกับน้ํามันกานพลูที่อุณหภูมิ 28±1 oC เปน

เวลา 30  นาที แลวตรวจเชื้อ Salmonella ในไบโอฟลมที่เวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที ผลการ

ทดลองพบวา ความเขมขนของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ไมมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลล

ของไบโอฟลมใหลดลงไดหมดภายในระยะเวลา 30 นาที พบวาสามารถลดจํานวนเซลลภายในไบโอ

ฟลมไดเพียง 8.23 %  โดยมีเซลลที่เหลอืรอดชีวิต 6.02±0.28 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 

6.56±0.18 log CFU/cm2  

 ทั้งนี้การที่สารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลู ไมสามารถลดปริมาณเซลลภายในไบโอฟลมได อาจ

เนื่องมาจาก เซลลของแบคทีเรียภายในไบโอฟลมมีการจัดเรียงตัวกันอยางหนาแนน และประกอบไป

ดวยชั้นของไบโอฟลมหลายชั้น นอกจากนั้นยังมีการหลั่งสาร EPS ออกมานอกเซลล จึงทําใหสารฆา

เชื้อหรือน้ํามันกานพลูยากที่จะซึมเขาไปทําลายเซลลของแบคทีเรียที่อยูภายในได ประกอบกับเวลาที่

สัมผัสกับสารฆาเชื้อหรือน้ํามันกานพลูคอนขางนอยเพียง 30 นาทีจึงทําใหเซลลภายในไบโอฟลมเหลือ

รอดชีวิตได ทั้งนี้ไดมีการศึกษาเพิ่มเติม พบวาเมื่อใหไบโอฟลมสัมผัสกับน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC 

เปนเวลามากขึ้น คือ 24 ชั่วโมง พบวาสามารถทําลายเซลลของไบโอฟลมไดประมาณ 30 % เทานั้น

จากเซลลเร่ิมตน 
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รูปที่ 4.40 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส น้ํามนั

กานพลทูี่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทาํการจุมแผนทดสอบลงในน้ํามนักานพลแูลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 

10 วินาที) 

 

 

รูปที่4.41 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส

น้ํามนักานพล ูที่ระดับความเขมขน MBC (2.25 mg/mL)   เปนเวลา 30 นาท ี                   ที่อุณหภูมิ 

28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในน้ํามนักานพลูแลวเกบ็

ตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
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จากผลการทดลองทั้งหมดจะเห็นไดวาเซลล Salmonella เกาะติดบนแผนทดสอบและเกิด

เปนไบโอฟลม ซึ่งเซลลที่สะสมภายในไบโอฟลมนั้นมีการตานทานสารฆาเชื้อไดปนอยางดี ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากลักษณะของไบโอฟลมมีเซลลรวมกลุมกันอยูหลายชั้น ประกอบกับมีการหลั่งสารเมือก

เหนียวออกมาทําใหสารฆาเชื้อซึมผานเขาไปทําลายไดยาก และเมื่อเปรียบเทียบกับความตานทานตอ

สารฆาเชื้อของเซลลอิสระที่แขวนลอยในอาหารจากการทดลองที่ผานมา พบวาเซลลภายในไบโอฟลม

มีความตานทานตอสารฆาเชื้อมากกวาเซลลในสภาพสารละลาย จึงถูกทําลายดวยสารฆาเชื้อไดยาก

กวาเซลลอิสระ Kumar และ  Anand (1998)  ไดอธิบายไววา การที่เซลลภายในไบโอฟลมสามารถทน

ตอสารฆาเชื้อไดดีกวาเซลลในสารละลายนั้น เปนเพราะ เซลลภายในไบโอฟลมจะลดอัตราการซึมผาน

ของสารฆาเชื้อผานเขาไปภายในไบโอฟลม เนื่องมาจากการสราง Exopolysaccharide substance 

(EPS) ออกมาซึ่ง EPS จะทําหนาที่เปนตัวลดการซึมผานของสารฆาเชื้อ เพราะEPS จะทําการดูดซับ

เอาไวกอน และมีชองทางที่ใหสารฆาเชื้อผานเขาไปไดนอย  หรือแมแตลักษณะทางกายภายของไบโอ

ฟลมเมื่อเซลลมีการรวมกลุมกันเปนกอนใหญ ลักษณะทางโครงสรางก็จะเปนตัวขัดขวางการซึมผาน

ของสารฆาเชื้อ และการสรางเอนไซมออกมาลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อดังนั้นวิธีในการทําลาย

เซลลที่เกดิการรวมกลุมบนพื้นผิวสัมผัสอาหารนั้น จึงอาจจะตองใชวิธีการทางกายภาพเขามาชวย เชน

ในการทําความสะอาดจะตองลางทําความสะอาดสิ่งสกปรกออกไปกอน แลวจึงจะใช การขัด การถู 

เอาคราบจุลินทรียออกไปควบคูกับการใชสารฆาเชื้อในการทําลายอีกครั้ง จึงจะทําใหการทําความ

สะอาดมีประสิทธิภาพมากที่สุด 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

1. ในสภาวะที่มีเชื้อจํานวนมาก (8 log CFU/mL)  เวลา 0 นาทีก็เพียงพอที่ทําให S. 

Anatum สามารถเกาะติดบนแผน stainless steel ได และถาเวลายิ่งนานมากขึ้น ก็สามารถตรวจพบ 

S. Anatum ไดมากยิ่งขึ้น โดยอุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญสําหรับการเพิ่ม จํานวนของ S. 

Anatum จากการทดลอง พบวาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  S. Anatum สามารถ เพิ่มจํานวนบนแผน 

stainless steel ไดเร็วกวาที่อุณหภูมิ 20 และ 15องศาเซลเซียส ตามลําดับ และนาสังเกตวาอุณหภูมิที่ 

ต่ํากวา 30 องศาเซลเซียส  ก็ยังคงพบการเจริญของ S. Anatum ในสภาวะที่มีเชื้อนอย (3 log 

CFU/mL) จะตองอาศัยเวลาใหเซลลมีการเพิ่มจํานวนถึงจะมีการตรวจพบได 

2. S.  Anatum สามารถเกิดไบโอฟลมบนแผน stainless steel ที่มีเกรดและพื้นผิวที่

แตกตางกันออกไปของ stainless steel ดังนั้นจึงควรเลือกใชใหเหมาะสมและถูกตองกับลักษณะของ

งาน 

3. อาหารเปนสิ่งจําเปนสําหรับการเจริญของจุลิทรีย แตจากการทดลองพบวา ในสภาวะ

ที่ไมมีอาหารสําหรับการเจริญ S. Anatum กย็ังคงมีชีวิตรอดได และมีจํานวนมากพอที่จะปนเปอนไป

กับผลิตภัณฑอาหารได 

4. การเลือกชนิดของสารฆาเชื้อเพื่อใชในการทําความสะอาดพื้นผิวสัมผัสอาหารมี
ความจําเปนมาก ตองเลือกใหมีความเหมาะสมกับลักษณะของงานที่จะใชทําความสะอาด จากการ

ทดลองพบวา โซเดียมไฮโปคลอไรทมีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดดีถาไมมีสารอินทรียเขามาปะปน 

แตเมื่อมีสารอินทรียปะปนเขามา การฆาเชื้อจะตองใชเวลานานมากขึ้น สวนการทําลายไบโอฟลมของ 

S. Anatum ทั้งนี้ระยะเวลา 30 นาที ไมเพียงพอในการทําลายไบโอฟลมทั้งนี้จะตองใชการขัดถูเขา

มารวมดวย สวน peroxyacetic acid  มีประสทิธิภาพในการฆาเชื้อไดเปนอยางดี สารอินทรียไมมีผล

ในการลดประสิทธิภาพของ peroxyacetic acid  แตทั้งนี้จะตองเลือกความเขมขนและระยะเวลาใน

การสัมผัสเชื้อใหเหมาะสม 

5. น้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) ไมสามารถทําลายเซลล

ของ S.  Anatum ได และระยะเวลา 30 นาที ก็ไมเพียงพอสําหรับการฆาเชื้อในไบโอฟลม จึงอาจจะ

ตองเพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสเชื้อใหนานมากขึ้น 
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ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตอการเกิดเปนไบโอฟลม ไดแก ชนิดของพื้นผิวใน

การสัมผัสอาหาร เชน ยาง พลาสติก และ ซีเมนต เปนตน เพื่อเปนการเลียบแบบพื้นผิวในโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหาร ที่ประสบปญหาการเกิดไบโอฟลม หรือแมกระทั่งจุลินทรียที่เปนปญหาในโรงงาน

อุตสาหกรรม 

2. ควรมีการศึกษาถึงอายุของไบโอฟลม ที่มีผลตอการตานทานสารฆาเชื้อ เพราะผู

ทดลองเล็งเห็นวา การศึกษาในเรื่องนี้ยังมีผูสนใจศึกษานอย 

3. ความเขมขนของสารฆาเชื้อและเวลาในการสัมผัสสารของไบโอฟลมบนแผนทดสอบที่

ไดจากการทดลองนี้ สามารถนําไปประยุกตใชในการฆาเชื้อบนพื้นผิวสัมผัสอาหารตางๆ ในโรงงาน

อุตสาหกรรมได แตทั้งนี้ตองขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียภายในไบโอฟลมดวย เนื่องจากไบโอฟลมที่มี

การปนเปอนในโรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญประกอบไปดวยจุลินทรียผสมหลายชนิด (Mix biofilms) 

ซึ่งอาจมีความตานทานตอสารฆาเชื้อแตกตางจากไบโอฟลมของจุลินทรียเพียงชนิดเดียว (single 

biofilm) ดังที่มีการสรางขึ้นในการทดลองนี้ จึงควรมีการทดลองสรางไบโอฟลมที่มีจุลินทรียหลายชนิด

เพื่อใหมีความใกลเคียงกับไบโอฟลมในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารมากที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายทีใ่ชในการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายทีใ่ชในการทดลอง 
 

 

1.  Tryptic Soy Broth (TSB, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

Peptone from casein    17% 

  Peptone from soy meal   3.0% 

D (+) glucose     2.5%  

NaCl      5.0% 

di-Potassium hydrogen phosphate  2.5% 

 น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 30 กรัม ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 1 ลิตร หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่ตองการ ปดฝา

แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

2.  Tryptic Soy Agar  

เตรียมโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB แลวเติม Agar-agar (Merck Laboratories, Darmstat, 

Germany) รอยละ 1.2 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

3. Nutrient Agar (NA, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

 

Peptone from meat   5.0 กรัม 

Meat extracts    3.0 กรัม 

Agar     12.0 กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 20 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสขวดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที 
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4. Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD, Difco, France) 

  

Yeast Extract    3.0 กรัม 

L-Lysine    5.0 กรัม  

Xylose     3.5 กรัม 

Saccharose    7.5 กรัม 

Sodium desoxycholate   2.5 กรัม 

Ferric ammonium Citrate  0.8 กรัม 

Sodium thiosulfate   6.8 กรัม 

Sodium chloride   5.0 กรัม 

Agar     13.5 กรัม 

Phenol red    0.08 กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 55 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน นําไปใชตามที่ตองการ (โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที) 

 

 

5. Triple sugar iron agar (TSI, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

  

 Peptone from casein    15.0 กรัม 

 Peptone from meat    5.0 กรัม 

 Meat extract     3.0 กรัม 

 Yeast extract     3.0 กรัม 

 Sodium chlorine    5.0 กรัม 

 Lactose     10.0 กรัม 

 Sucrose     10.0 กรัม 

 D (+) Glucose     1.0 กรัม 

 Ammonium iron (III) citrate   0.5 กรัม 

 Sodium thiosulfate    0.5 กรัม 
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 Phenol red     0.024 กรัม 

 Agar      12.0 กรัม  

 น้ํากลัน่      1.0 ลิตร 

 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 65 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที เมื่อครบเวลา นําหลอดมาเอียงทําเปน slant 

 

6. Shigella - Salmonella (SS) agar (Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

 

 Beef extract     5.0  กรัม 

 Proteose-peptone    5.0  กรัม 

 Lactose     10.0  กรัม 

 Bactobile salt No.3    8.5  กรัม 

 Sodium citrate     8.5  กรัม 

 Ferric citrate     1.0  กรัม 

 Agar      13.5  กรัม 

 Brilliant green     0.00033 กรัม 

 Neutral red     0.025  กรัม 

 D.W.      1   ลิตร 

 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 60 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน นําไปใชตามที่ตองการ (โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) 
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7. Lysine iron agar (LIA) 

 

 Peptone from meat     5.00 กรัม 

 Yeast extract      3.00 กรัม 

 D(+)glucose      1.00 กรัม 

 L-lysine monohydrochloride    10.0 กรัม 

 Sodium thiosulfate     0.04 กรัม 

 Ammonium iron(III) citrate    0.50 กรัม 

 Bromocresol purple     0.02 กรัม 

 Agar-agar      12.50 กรัม 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 32 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 

15 นาที เมื่อครบเวลา นําหลอดมาเอียงทําเปน slant 

 

8. Phosphate Buffer Saline (PBS, pH7.2) 

 

Sodium chloride (NaCl)     7.650 กรัม 

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  0.210  กรัม 

di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 0.724  กรัม 

น้ํากลัน่         1 ลิตร 

 

ชั่งสวนผสมทั้งหมดละลายใหน้ํากลั่นใหเปนเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 

ลิตร ดวยน้ํากลั่น แบงใสขวดตามปริมาตรที่ตองการ ปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที 
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9. สารละลายเกลือ ความเขมขนรอยละ 0.85 (Normal saline) 

 

NaCl     8.50  กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ละลาย NaCl ในน้ํากลั่นใหเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่

ตองการ ปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

   สารฆาเชื้อทีใ่ชในการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
สารฆาเชื้อทีใ่ชในการทดลอง 

 

1. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (Sodium hypochlorite) 

 

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (sodium hypochlorite) เตรียมไดจากชั่งโซเดียมไฮโปคลอ

ไรท ตามความเขมขนที่ตองการ เชนถาตองการโซเดียมไฮโปคลอไรทที่มีความเขมขน 100 ppm กใ็หชัง่

โซเดียมไฮโปคลอไรท 0.1000 กรัม (ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง) ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 

1,000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เปนตน สวนสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ความเขมขนอื่นๆก็ใชวิธี

เดียวกัน 

 

2, สารละลายกรดเปอรออกซีอะซีติก (Peroxyacetic acid); Proxitane® 5% 

  

สารละลายกรดเปอรออกซีอะซีติกเตรียมจากสารผสมกรดเปอรออกซีอะซีติกทางการคา 

(Proxitane® 5%,  Peroxythai Ltd., Thailand) โดยเจือจางจากคําแนะนําของบริษัท ใช Proxitane® 

5% 1 สวนละลายน้ํา 125 สวน จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 400 ppm จากนั้นปรับสัดสวนตาม

ความเขมขนที่ตองการ แลวละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตรใหไดความเขมขนของ

กรดเปอรออกซีแอซีติก 25, 50 และ 100 ppm 
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ภาคผนวก ค 

การหาคา  MIC และ MBC ของน้ํามันกานพล ู
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ภาคผนวก ค 
การหาคา  MIC และ MBC ของน้ํามันกานพล ู

 
1. ทดสอบความไว (Sensitivity) ของเชื้อ S. Anatum ตอน้ํามันกานพล ู100 % 

ทดสอบความไว (sensitivity) ดวยวิธี Agar diffusion โดยหยดน้ํามันกานพลู 100% ปริมาตร 

10 μL ลงบนกระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร ที่นึ่งฆาเชื้อแลว     (10 μL/disc) 

โดยใช micropipette ขนาด 10 ไมโครลิตร จากนั้นใชปากคบีปลอดเชื้อคีบแผนกระดาษกรองที่หยด

น้ํามันกานพลูแลววางลงผิวหนาอาหาร Nutrient  agar (NA) ที่มีการเกลี่ยเชื้อ S.  Anatum 106 

CFU/mL เอาไวกอนหนานี้ บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40±1 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยดูบริเวณยับยั้ง 

(inhibition zone) ที่เกิดขึ้น บันทึกผลการทดลองโดยวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเปน

มิลลิเมตร 

 
2. ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. Anatum (Minimal inhibitory 

Concentration: MIC) 
ทดสอบหาความไวของ  S. Anatum  ตอน้ํามันกานพลูดวยวิธี broth dilution technique การ

ทดสอบวิธนีี้จะทําใหทราบทั้ง MIC (Minimum Inhibition Concentration) และ MBC (Minimal 

Bactericidal Concentration) ของน้ํามันกานพลูตอแบคทีเรียซึ่งทําการทดสอบ หลักการโดยทั่วไปของ

วิธีนี้คือ การเลี้ยงแบคทีเรียที่ตองการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวซึ่งมีน้ํามันกานพลูในปริมาณ

ตางๆกันผสมอยูดวย และสังเกตการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีน้ํามันกานพลูใน

ปริมาณตางๆกัน การทดสอบหาความไวของแบคทีเรียตอน้ํามันกานพลูโดยวิธี Broth dilution 

technique นี้สามารถทําไดทั้ง macro broth dilution technique และ micro broth dilution 

technique ในที่นี้ทําการทดสอบโดยวิธี Macro broth dilution technique 

2.1 การเตรียม S.  Anatum ที่ใชทดสอบ 

S.  Anatum   ที่ใชในการทดสอบตองอยูในระยะที่เซลลทุกๆเซลลพรอมที่จะเจริญ

หรือ แบงเซลลได ควรเปนแบคทีเรียที่มีอายุไมมากนัก โดยทั่วไปใชเซลลที่มีอายุไมมากกวา 24 ชั่วโมง 

ซึ่งวิธีการเตรียมเซลลของ S.  Anatum นั้นทําเชนเดียวกับขอ 3.2.1 ในวิธีดําเนินวิจัย              

2.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ในการทดสอบนี้จะใชอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  

2.3 การเตรียมน้ํามันกานพลูที่ใชในการทดสอบ  

นําน้ํามนักานพลูมาละลายใน 1% tween 80 ใหไดความเขมขนตามที่ตองการ  

(หนวยเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
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2.4 การทดสอบความไวตอน้าํมันกานพล ูดวยวิธ ีMacro broth dilution technique 

2.4.1 นําหลอดทดลองขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งผานการฆาเชื้อและทําให 

แหง จํานวน 12 หลอด เขียนหมายเลขกํากบัไวที่หลอด 

2.4.2 ใชปเปตดูดอาหารเลีย้งเชื้อ (broth) ใสลงในหลอดที่ 2 - 12 หลอดละ 1

มิลลิลิตร 

2.4.3 ใชปเปตดูดสารสกัดลงในหลอดที ่1 และ 2 หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสม 

สารในหลอดที ่2 ใหเขากัน 

2.4.4 ใชปเปตดูดสารในหลอดที่ 2 หลอด จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดที่ 3 

2.4.5 ทําซ้ําในขอ 2.4.4 ไปจนถึงหลอดที่ 11 (เปลี่ยนไปเปตทุกครั้งที่เปลี่ยนหลอด) 

เมื่อผสมสารละลายในหลอดที่ 11 ใหเขากันไดดีแลวใหใชไปเปตดูดสารละลายทิ้งไป 1 มิลลิลิตร 

หลอดที่ 12 จะมีแตอาหารเลี้ยงเชื้อเพียงอยางเดียวไมมีสารสกัด จึงใชเปน positive control 

2.4.6 เติมเซลล S.  Anatum ที่เตรียมไวลงไปในทุกหลอด จํานวนหลอดละ 0.1 

มิลลิลิตร  

2.4.7 นําไปบมที่อุณหภูม ิ40±1 องศาเซลเซียส นาน 16 - 18 ชั่วโมง 

2.5 การอานผลการหา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

เมื่อบมเชื้อจนครบ 16 -18 ชั่วโมง แลว ใหสังเกตหลอดสุดทายที่ไมมีจุลินทรีย เจริญ

หรืออาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดไมขุน อานปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เปนคา MIC บันทึกหนวย

เปนมิลลิกรัมตอมิลลิเมตร  

 
3. ความเขมขนตํ่าสุดทีส่ามารถฆาไดเชื้อ S.  Anatum  (Minimal Bactericidal 

Concentration: MBC)  
จากการหาคาความเขมขนต่ําที่สุดที่ทําใหเชื้อไมเจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาคา 

MBC ได โดยนําหลอดที่ทําการทดสอบจากการหาคา MIC ที่ไมมีความขุนทุกหลอด มา 0.1 มิลลิลิตร 

ใสไปในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดใหม ถาความเขมขนของสารสกัดที่สามารถฆาเชื้อไดก็จะไมพบการ

เจริญของเชื้อในอาหารหลอดใหม แตถาความเขมขนของสารสกัดไมสามารถทําลายเชื้อไดจะพบการ

เจริญของเชื้อในอาหารหลอดใหม  
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4. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ในการฆาเชื้อ ดวยวิธี agar 
diffusion  
วิธีการทดสอบเชนเดียวกับขอ 1 โดยใชน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC และใช chloramphenicol 

(30mg/disc) เปน positive control และใช 1% tween 80 เปน negative control 

 
5. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ในการฆาเชื้อ ดวยวิธื 

Microdilution agar plate method  (Moreira et al., 2005) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NA จํานวน 90 mL นําไปนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นทิ้งไวใหเย็นอุณหภูมิ

ประมาณ 45 องศาเซลเซียส เติมน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC (2.25 mg/mL) จํานวน 10 mL ลงไปผสม

ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NA ใหเขากัน กอนเทลงใน pertri dish (plate) ที่มีเชื้อ Salmonella Anatum 

106 CFU/mL จํานวน 0.1 mL จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

การอานผล สังเกตการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเทียบกับ control 

 

 จากการศึกษาพบวา S.  Anatum มีความไวตอน้ํามันกานพลู 100%  (pure clove oil) โดยมี

คา inhibition zone เทากับ 2.47±0.09 มิลลิเมตร (รูปA)  จากนั้นจึงไดหาคา MIC และ MBC ตอไป

ดวยวิธี Macro broth dilution technique พบวา มีคา MIC เทากับ 1.25 mg/mL และมีคา MBC 

เทากับ 2.25 mg/mL จึงไดนําคา MBC ที่หาไดจากวิธีทดสอบดังกลาวมาทดสอบยืนยันประสิทธิภาพ

การฆาเชื้อดวยวิธี agar diffusion อีกครั้ง พบวา เซลลของ Salmonella Anatum มีความไวตอคา 

MBC  โดยมีคา inhibition zone เทากับ 1.59±0.28 มิลลิเมตร (รูปB )  สวน chloramphenicol 

(positive control) มีคา inhibition zone 3.39±0.10 มิลลิเมตร สวนวิธี Microdilution agar plate 

method นั้น พบวาไมมีการเจริญของเชื้อ Salmonella Anatum (รูป C)บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เมื่อ

เปรียบเทียบกับ plate ที่เปน positive control (รูป D) 
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A) ความไวของเชื้อ S.  Anatum ตอน้ํามันกานพลู 100% 

B) ความไวของเชื้อ S.  Anatum ตอน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC โดยมี   

     Chloramphenicol เปน positive control และ 1% tween 80 เปน negative control 

C) ไมมีการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เมื่อทดสอบดวยวิธี Microdilution agar  

      plate method 

D) Plate positive control เมื่อทดสอบดวยวิธี Microdilution agar plate method 

 

 

จากการทดลองขางตนเมื่อทราบคา MBC ของน้ํามันกานพลูตอเชื้อ S.  Anatum แลวจึงนํา

คาที่ไดไปทดสอบประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อที่แขวนลอยในสารอาหารตางๆ เชน สารละลายเกลือ 

เขมขนรอยละ 0.85 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก และทดสอบประสิทธิภาพในการทําลายเซลล

ของ Salmonella ในไบโอฟลมตอไป  

 

 

 

 

(D) (C) 

(A) (B) 
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ภาคผนวก ง 
การเตรยีมน้าํนึ่งไก และการวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี
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ภาคผนวก ง 
การเตรยีมน้าํนึ่งไก และการวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี

 
 

การเตรยีมน้าํนึ่งไก 
 ใชเนื้อไกหนักประมาณ 1 กิโลกรัม ลางทําความสะอาด แลวนําไปนึ่งโดยเติมน้ําเปลา 2 ลิตร 

ใชเวลาในการนึ่ง 30 นาที น้ํานึ่งไกที่ไดเก็บใสขวดๆ ละ 100 mL แชที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส กอน

จะนํามาใช 

 
การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งไก 

ง.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด A.O.A.C (2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. ชุดวิเคราะหโปรตีน (ประกอบดวย digestion unit รุน BUCHI, K-424 และ B-324, 

Switzerland) 

2. เครื่องชั่งละเอยีดทศนยิม 4 ตําแหนง (Sartorius BP 310, Germany) 

สารเคม ี

1. กรดซัลฟูริกเขมขน (A.R.grade) 

2. สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก (A.R.grade) ความเขมขน 0.1 N  

3. สารละลายบอริก (A.R.grade) ความเขมขน  4 % 

4. selenium reagent mixture (A.R.grade) 

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 35 % 

6. สารละลายอนิดิเคเตอร เตรียมโดยผสมสารละลาย methyl blue 0.2 % ในแอลกอฮอล แลว

กรอง 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย methyl red 0.2 % ในแอลกอฮอล 50 มิลลิลิตร 

วิธีวิเคราะห 

1.  ชั่งตัวอยางที่ทราบน้ําหนักแนนอน (ตัวอยางน้ํานึ่งไกประมาณ 5 มิลลิลิตร) ใสลงในหลอดยอย

โปรตีน 

2.  เติม selenium reagent mixture ซึ่งใชเปนสารเรงปฏิกิริยา (catalyst) ประมาณ 5 กรัม และ

กรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร 

3.  นําตัวอยางไปยอยดวยเครื่อง BUCHI digestion unit โดยใชความรอนเบอร 8 (กอนนาํ

ตัวอยางเขายอยควรเปดเครื่อง BUCHI digestion unit โดยใชความรอนเบอร 10 กอน     
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ประมาณ 15 นาที) และปดฝาดานที่ตอเขากับเครื่องดดูไอกรด (scrubber) ยอยตัวอยางจน

สวนผสมในหลอดยอยกลายเปนสีเขียวใส และทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง 

4.  นํามากลัน่โดยเติม 35 % sodium hydroxide และรองรับสารที่กลั่นดวยสารละลาย 4 % 

boric acid หยดสารละลายเมทิลเรด-โบรโมครีซอลกรีนเปนอินดิเคเตอร 2-3 หยด ในระหวาง

การกลัน่จะเกดิแอมโมเนียขึน้ และจะถกูจับไวดวยสารละลาย 4 % boric acid จะได

สารละลายสีเขียว 

5.  ลางสวนปลายของ condenser ดวยน้าํกลั่นใสลงในฟลาสกที่รองรับส่ิงที่กลัน่ได 

6.  นําสารละลายที่กลัน่ไดในฟลาสกทัง้หมดมาไทเทรตดวยสารละลายไฮดรอคลอริค   มาตรฐาน

ความเขมขน 0.1 N จนถึงจดุยุติ (end point) เปนสีมวงแดง 

7.  ทําตัวอยางควบคุม (control) โดยเตรียมเหมือนกับขอ 2 และวิเคราะหผลเชนเดียวกับตัวอยาง 

8.  คํานวณหาปรมิาณโปรตีนดงันี ้

 

ปริมาณโปรตีน ( % ) =    (  Va-Vb  )  ×  N  ×  1.4  ×  CF 

       น้ําหนักตัวอยาง (mL)  

 

เมื่อ Va   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 Vb   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 

 N     คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรต มหีนวยเปน Normal 

CF   คือ  Conversion factor สําหรับเปลี่ยนไนโตรเจนใหเปนหนวยโปรตีน                    (ใน

การทดลองใช 6.25) 
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ง. 2 การวิเคราะหปริมาณไขมนั ตามวธิี A.O.A.C. (2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. ตูอบลมรอน (hot air oven) (Memmert, USA) 

2. Mojonnier tube 

3. Rotary evaporator (Eyela, SB 651, Japan) 

4. ขวดกนกลม 

สารเคม ี

1. สารละลายแอมโมเนยี 26 %  w/v  

2. เอทานอล 95 %  v/v 

3. Diethyl ether  b.p. 34-35 oC  

4. Petroleum ether  b.p. 40-60 oC 

 

วิธีวิเคราะห 

1. ปเปตตัวอยางน้ํานึ่งไก10 มลิลิลิตรใสลงใน Mojonnier tube  

2. เติมสารละลายแอมโมเนีย 26 %  w/v  2 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน จากนั้นเติมน้ํากลั่น 6 

มิลลิลิตรผสมใหเขากนัอีกครั้ง 

3. เติมเอทานอล 95 %  v/v  10 มิลลิลิตรเขยาผสมใหเขากัน จากนัน้เติม Diethyl ether  25 

มิลลิลิตร เขยาอยางแรงเปนเวลานาน 1 นาท ี

4. เติม Petroleum ether  25 มิลลิลิตร เขยาอยางแรงเปนเวลานาน 30 วินาท ี และตั้งทิง้ไว  

20 นาท ี

5. รินชั้น ether ใสขวดกนกลมที่ชั่งน้ําหนักไวแลว 

6. สกัดตัวอยางซ้าํอีก 2 คร้ังตามขอ 3-6 แตใช เอทานอล 95 %  v/v  จาก 10 มิลลิลิตรเหลือ  

5 มิลลิลิตร 

7. นําไปกลัน่ดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่อุณหภูม ิ 60-65 oC    จนกระทัง่น้าํระเหยออก 

หมด 

8. นําขวดกนกลมไปอบที่อุณหภูมิ 100 ± 2 o C เปนเวลา 1  ชั่วโมง หรือจนกวาน้ําหนัก 

จะคงทีจ่ากนัน้ทิง้ไวใหเย็นใน des ica to r  นาน 30 นาที และนําขวดกนกลมมาชั่งน้ําหนกั 

 

% Fat (sample) = W2S  -  W3  ×  100 

       W1S 
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เมื่อ W1S คือ น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

W2S คือ น้ําหนกัขวดกนกลม+ ไขมันที่สกัดได (กรัม) 

W2b คือ น้ําหนกัขวดกนกลม + น้าํหนัก Blank (กรัม) 

W3 คือ น้ําหนกัขวดกนกลม (กรัม) 

 
ง3. การวิเคราะหคารโบไฮเดรตทั้งหมดโดยวิธฟีนอล – ซัลฟูรกิ  
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

2. Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 

3. Water bath (Memmert, USA) 

สารเคม ี

        1.   กรดซัลฟูริกเขมขน   95.5 % 

        2.   สารละลายฟนอล 5 %  

        3.   สารละลายกลโูคสมาตรฐาน (D-glucose) 

วิธีวิเคราะห 

1. นําตัวอยางน้าํนึ่งไกประมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 2-3 

นาท ี

2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ทิง้ไว  10 นาท ี

3. เขยาและนาํไปแชในอางน้ําเย็นที่อุณหภูม ิ25 – 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาท ี

4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  490  นาโนเมตร   เทียบคาการดูดกลืนแสงกับ 

กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (คาแบลงคใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง) 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณ  Available chloride 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณ Available chloride 

 

สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหปริมาณ  Available chloride (กนกทพิย, 2549) 

 

1. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium thiosulfate) ความเขมขน 0.1 นอรมัล 

 ชั่งโซเดียมไธโอซัลเฟต (Na2S2O3.5H2O) ปริมาณ 6.25 กรัม ละลายในน้ํากลั่นที่ตมใหเดือด

ใหมๆ แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาณครบ 250 มิลลิลิตร เก็บไว 2 อาทิตยแลว standardize กับ

สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.1นอรมัล เก็บสารละลายที่ไดโดยการเติมคลอโรฟอรมลง

ไป 2-3 มิลลิลิตร 

 

2. สารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต (Potassium dichromate) ความเขมขน 0.1 นอรมัล 

 ชั่งโพแทสเซียมไดโครเมต ปริมาณ 0.4904 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ แลวทาํใหปริมาตรครบ 

100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลัน่ 

 

3. การ standardize สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 

 เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (Conc. Sulfuric acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร 

ซึ่งอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต เขมขน 0.1 นอร

มัล 10 มิลลิลิตร ลงไป แลวจึงเติมโพแทสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide) ปริมาณ 1 กรัม ปดจุก

ยางเขยา แลวเก็บไวในที่มืด 6 นาที นํามาไตเตรตกับสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต เขมขน 0.1 นอร

มัล โดยใชน้ําแปงเปนอินดิเคเตอร 

 

 การคํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 

       

ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต  = 10 × นอรมัลของสารละลายโพแทสเซียมไดโคร

เมต 

                           ( นอรมัล )       มิลลิลิตรของโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไต

เตรต 
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4. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium thiosulfate) ความเขมขน 0.01 นอรมัล 

เตรียมโดยปเปตสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ความเขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร แลวทําปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ 

 

4. สารละลายแปง 

ชั่งแปง (Starch indicator) 1 กรัม ผสมกับน้ําเล็กนอย แลวเทลงในน้ําเดือดประมาณ 200 

มิลลิลิตร คนแลวทิ้งคางคืน รินเอาสวนใส เก็บโดยการเติมกรดซาลิไซลิก ปริมาณ 0.25 กรัมและซิงค

คลอไรด ปริมาณ 0.8 กรัม 
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ภาคผนวก ฉ 

ตารางแสดงขอมูล 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 
 

 
 

 

 
ภาคผนวก จ 

ตารางแสดงขอมูล 
 

ตารางที ่ฉ1 จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

ชนิดของพื้นผิว เวลา (นาที) จํานวนเซลลที่ตรวจพบ* (logCFU/cm2) 

0 2.49±0.39**h 

5 3.07±0.11g 

15 3.59±0.26f 

30 3.64±0.23ef 

60 3.82±0.15de 

304/2B 

120 4.21±0.24b 

0 2.57±0.23h 

5 3.95±0.11cd 

15 4.02±0.11bcd 

30 4.08±0.13bc 

60 4.02±0.22bcd 

304/BA 

120 4.59±0.07a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนับบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังจากใหเชื้อยึด

เกาะเปนระยะเวลา 0-120 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC  
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ2 จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะไดบน Stainless steel 304/2B ท ี

ระยะเวลาตางๆ 

 

เวลา (นาที) 
จํานวนเซลลที่ตรวจพบ* 

 (log  RLU/cm2) 

0 1.30±0.08**a 

5 2.00±0.04b 

15 2.15±0.04c 

30 2.23±0.15c 

60 2.96±0.05d 

120 3.84±0.03e 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ หลงัจากตรวจวัด ATP ดวยเครื่อง Hy-lite®  2 ที่  

                          ระยะเวลา 0-120 นาท ีอุณหภูมิ 28±1 oC  
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ3   การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ เมื่อใชเชื้อเริ่มตนระดับสูง (8 log CFU/mL) ที่อุณหภมูิตางๆ 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) 
อุณหภูม ิ(oC) 

1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

15 2.83±0.31**mn 2.95±0.18klmn 2.88±0.11mn 2.77±0.34mn 3.45±0.23ghi 3.16±0.45hijklm 3.32±0.26ghijkl 3.36±0.31ghijk 3.50±0.35fghi 5.13±0.52cd 5.22±0.22cd 

20 2.88±0.17mn 2.99±0.37iklmn 3.40±0.28ghij 3.13±0.45ijklm 2.92±v.25lmn 2.67±0.30n 3.61±0.18fg 3.57±0.06fgh 5.45±0.39c 6.08±0.16b 5.87±0.51b 

30 1.91±0.27o 2.80±0.52ijklm 3.04±0.51ijklmn 3.42±0.37ghijkl 3.65±0.45ghi 3.91±0.43f 4.47±0.51e 4.98±0.18d 6.08±0.35b 6.84±0.31a 6.72±0.31a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ4 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ เมื่อใชเชื้อเริ่มตนระดับต่ํา (3 logCFU/mL) ที่อุณหภูมติางๆ 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ(oC) 

1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

15 0.00±0.00**h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 2.98±0.21g 3.59±0.43f 5.07±0.15d 

20 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 4.30±0.25e 5.44±0.08c 6.23±0.29b 

30 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 6.24±0.27b 6.35±0.16b 6.58±0.26a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ5 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบ ที่มแีหลงของสารอาหารที่แตกตางกนั ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูม ิ30 oC 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) ชนิดของ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

ไมมีอาหาร 2.10±0.16**w 2.65±0.19v 2.17±0.35w 3.26±0.26rst 2.96±0.37tuv 3.11±0.05st 3.23±0.13rst 3.55±0.05pqr 4.08±0.46mno 4.57±0.17jk 4.63±0.38ij 

0.85% NaCl 4.05±0.19mn 3.95±0.18mno 4.20±0.18lmn 4.27±0.18klm 4.75±0.12hij 4.63±0.15ij 4.96±0.13ghi 5.27±0.17fg 5.94±0.17e 6.23±0.16de 6.50±0.12cd 

TSB 1.91±0.27w 2.80±0.52uv 3.04±0.51stu 3.42±0.37qrs 3.65±0.45opq 3.91±0.43nop 4.47±0.51jkl 4.98±0.18gh 6.08±0.35e 6.84±0.31ab 6.72±0.31bc 

TSB+1%glucose 3.12±0.17st 3.49±0.29qr 3.53±0.14qr 3.89±0.11no 4.45±0.23jkl 5.56±0.15f 5.01±0.43gh 5.58±0.16f 6.22±0.23de 6.71±0.45bc 7.06±0.35a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 
 
 
 
 

ตารางที ่ฉ6 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่มีเกรด (Grades) แตกตางกนั ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูม ิ30 oC 
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จํานวนเซลล(log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชั่วโมง) เกรดของ      
 Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 1.91±0.27**n 2.80±0.52m 3.04±0.51lm 3.42±0.37kl 3.65±0.45jk 3.91±0.43ij 4.47±0.51f 4.98±0.18e 6.08±0.35c 6.84±0.31ab 6.72±0.31ab 

316L/2B 3.37±0.29kl 3.09±0.46kl 3.65±0.22jk 4.05±0.36hi 4.24±0.13fgh 4.38±0.58fgh 4.95±0.11e 4.36±0.18fgh 5.89±0.44cd 5.77±0.19cd 6.58±0.47b 

430/2B 2.83±0.31m 3.24±0.14kl 3.36±0.17kl 4.06±0.27ghi 4.42±0.13fg 4.29±0.21fgh 5.13±0.19e 5.61±0.01d 6.75±0.41ab 6.85±0.17ab 7.11±0.18a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ7 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบที่มีพืน้ผวิ (finish) แตกตางกัน ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ทีอุ่ณหภูมิ 30 oC 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) Finish ของ 
Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 1.91±0.27**l 2.80±0.52k 3.04±0.51jk 3.42±0.37ij 3.65±0.45hi 3.91±0.43h 4.47±0.51g 4.98±0.18f 6.08±0.35d 6.84±0.31b 6.72±0.31bc 

304/BA 3.10±0.30jk 3.80±0.39h 4.41±0.24g 4.91±0.22f 5.18±0.49ef 5.24±0.20ef 5.13±0.26ef 5.45±0.31e 6.41±0.22c 7.19±0.21a 7.35±0.22a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ8 การเจริญของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่มีแผนทดสอบชนิดตางๆจุมอยูภายใน ทีอุ่ณหภูมิ 30 oC ณ เวลาตางๆ  
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จํานวนเซลลในอาหารเลีย้งเชื้อ TSB (log CFU/mL)*  และ เวลา (ชั่วโมง) เกรดของ 
Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 3.93±0.27**s 3.99±0.34rs 4.12±0.01pqrs 4.29±0.04opqr 4.52±0.09no 4.40±0.11op 4.18±0.08pqrs 4.33±0.08opq 9.25±0.20b 9.18±0.40bc 9.95±0.01a 

316L/2B 4.03±0.04qrs 4.10±0.15pqrs 4.73±0.01n 5.09±0.21m 5.99±0.45j 5.64±0.01kl 6.71±0.11hi 6.96±0.53gh 8.61±0.44e 8.73±0.25de 8.94±0.14cd 

430/2B ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

304/BA 3.97±0.08s 4.27±0.05opq 5.22±0.34m 5.49±0.03l 5.47±0.34jk 6.45±0.04i 7.18±0.04g 7.74±0.22f 8.90±0.30cd 8.94±0.28cd 9.16±0.19bc 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ตรวจจํานวนเซลลดวยวธิี Spread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ND- ไมไดทําการทดลอง 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 
 

ตารางที ่ฉ9 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที ่ฉ 10 รอยละ

ของการ ลดลงของ

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
NaOCl (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

100 7.36±0.11**b 7.26±0.31bc 6.30±0.17cde 6.79±0.36de 6.35±0.04gh 6.05±0.13hi 5.94±0.14i 

200 7.25±0.08bc 7.07±0.01bcd 6.71±0.01def 6.66±0.31efg 6.30±0.17h 5.83±0.04i 5.44±0.18j 

400 7.97±0.02a 6.83±0.21de 6.74±0.09def 6.66±0.01efg 6.40±0.15fgh 5.88±0.06i 7.79±0.18i 

หมายเหต ุ   *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบหลังสมัผัสสารละลาย Sodium hypochlorite ความเขมขน 100  200 และ 400 ppm 

                    สําหรับไบโอฟลมอาย ุ24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริม่ตน 

                    0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 

                   ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

                   ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 
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จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
NaOCl (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

100 0.00** 1.36 5.30 7.74 13.72 17.80 19.29 

200 0.00 2.48 7.45 8.14 13.10 19.59 24.97 

400 0.00 14.30 15.43 16.44 19.70 26.22 27.35 

 

หมายเหตุ    *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลบนพื้นผิวทดสอบหลังสัมผัสสารละลาย Sodium hypochlorite  

                    ความเขมขน 100, 200 และ 400 ppm สําหรับไบโอฟลมอาย ุ24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ28±1 oC 

                    โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริม่ตน 

                    0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที)  

                                     ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ตารางที ่ ฉ11 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
Proxitane® (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

25 7.25±0.10**a 7.04±0.01ab 5.07±0.01cd 3.78±0.30e 3.59±0.22e 3.45±0.03ef 3.41±0.15ef 

50 7.20±0.26a 6.42±0.08b 5.02±0.52cd 4.49±0.68d 4.44±0.28d 2.79±0.44fg 0.00±0.00h 

100 7.21±0.11a 5.37±0.60c 3.41±0.10ef 3.18±0.04efg 3.31±0.75efg 2.63±0.21g 0.00±0.00h 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25 50 และ 100 ppm  

                                     สําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28±1 oC    โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน 

                                     0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ ฉ12 รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 
 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
Proxitane® (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

25 0.00** 2.90 30.07 47.86 50.48 52.41 52.97 

50 0.00 10.83 30.28 37.64 38.33 61.25 100.00 

100 0.00 25.52 52.70 55.89 54.09 63.52 100.00 

 

หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลลบนพื้นผวิทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm  

                                      สําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน  

                                      0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ตารางที ่ ฉ13 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลงัสัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) น้ํามันกานพล ู
0A 0B 1 5 10 20 30 

2.25 mg/mL 6.65±0.18**a 6.44±0.22ab 6.49±0.16a 6.36±0.50abc 6.44±0.05ab 6.07±0.09bc 6.02±0.28c 

รอยละของการลดลง 0.00 1.83 1.07 3.05 1.83 7.47 8.23 
 

หมายเหตุ  *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบหลังสัมผัสน้ํามนักานพลทูี่ระดับความเขมขน MBCสําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง  

ที่อุณหภูมิ 28±1 oC   โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้ 

แลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที) 

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแถวแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ(p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ14 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
ความเขมขน(ppm) เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.70±0.05**a 8.23±0.42bc 8.40±0.12ab 

0B 5.32±0.05e 7.46±0.35fg 7.77±0.21def 

1 0.00±0.00f 7.38±0.27fgh 7.75±0.24defg 

5 0.00±0.00f 7.52±0.20defg 7.67±0.15defg 

10 0.00±0.00f 7.58±0.23defg 7.55±0.24defg 

20 0.00±0.00f 7.37±0.26fgh 7.55±0.11def 

100 

30 0.00±0.00f 7.40±0.15fgh 7.52±0.24def 

0A ND 8.18±0.39bc 8.28±0.40b 

0B ND 7.56±0.27defg 7.89±0.18cd 

1 ND 7.48±0.24defg 7.88±0.06cde 

5 ND 7.38±0.29fgh 7.65±0.13def 

10 ND 7.37±0.21fgh 7.62±0.18def 

20 ND 7.19±0.12gh 7.55±0.22defg 

200 

30 ND 7.03±0.02h 7.47±0.19efg 

0A ND 8.35±0.40ab 8.53±0.34ab 

0B ND 7.66±0.23def 7.76±0.17def 

1 ND 7.44±0.13fg 7.70±0.11def 

5 ND 7.35±0.32fgh 7.69±0.19def 

10 ND 7.36±0.10fgh 7.69±0.19def 

20 ND 7.37±0.23fgh 7.47±0.26efg 

400 

30 ND 7.38±0.16fgh 7.44±0.48fg 

 

หมายเหต ุ  *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลาย sodium 

hypochlorite ความเขมขน ตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 28±1oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบ

เร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี 
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** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ND=not determined (ไมไดทําการทดลอง) 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

ตารางที ่ฉ15 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล*   

ความเขมขน(ppm) เวลา(นาที) 
สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 38.85 9.36 7.50 

1 100.00 10.33 7.74 

5 100.00 8.63 8.69 

10 100.00 7.90 10.12 

20 100.00 10.45 10.12 

100 

30 100.00 10.09 10.48 

0A ND 0.00 0.00 

0B ND 7.58 6.07 

1 ND 8.56 6.19 

5 ND 9.78 8.93 

10 ND 9.90 9.29 

20 ND 12.10 10.12 

200 

30 ND 14.06 11.07 

0A ND 0.00 0.00 

0B ND 8.26 7.62 

1 ND 10.90 8.33 

5 ND 11.98 8.45 

10 ND 11.86 8.45 

20 ND 11.74 11.07 

400 

30 ND 11.62 11.43 
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หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสมัผัสสารละลาย 

sodium hypochlorite ความเขมขน 100 200 และ 400 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, cND= not determined (ไมไดทําการทดลอง) 

ตารางที ่ฉ16 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความ

เขมขนตางๆกนั 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.57±0.02**a 8.68±0.07a 8.62±0.28a 

0B 7.40±0.03b 7.19±0.56b 7.28±0.41b 

1 3.33±0.89gh 5.35±0.21fgh 3.35±0.49ghi 

5 2.58±0.62ij 4.50±0.11d 2.51±0.20j 

10 3.32±0.06gh 4.14±0.51ef 3.08±0.77ghij 

20 3.01±0.15ghij 3.55±0.91e 0.00±0.00k 

25 

30 2.57±0.38ij 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

0A 8.64±0.08a 8.57±0.02a 8.54±0.26a 

0B 4.44±0.57e 6.44±0.25c 6.55±0.73c 

1 3.15±0.21ghi 2.97±0.10hij 3.74±0.06fg 

5 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

10 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

20 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

50 

30 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

0A 8.56±0.03a 8.75±0.12a 8.57±0.02a 

0B 3.44±0.25gh 6.26±0.23c 4.25±0.82e 

1 2.39±0.12j 2.45±0.21ij 0.00±0.00k 

5 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

10 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

20 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

100 

30 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลาย 
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                     Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
        **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ตัวอักษรกํากับ (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและ 

       คอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

ตารางที ่ฉ17 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 
 

รอยละของการลดลง* (log CFU/mL)  
ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 13.65 17.17 15.55 

1 61.14 38.36 61.14 

5 69.89 48.16 70.88 

10 61.26 52.30 64.27 

20 64.88 59.10 100.00 

25 

30 70.01 100.00 100.00 

0A 0.00 0.00 0.00 

0B 48.61 24.85 23.30 

1 63.54 65.34 56.21 

5 100.00 100.00 100.00 

10 100.00 100.00 100.00 

20 100.00 100.00 100.00 

50 

30 100.00 100.00 100.00 

0A 0.00 0.00 0.00 

0B 59.81 28.46 50.41 

1 72.08 72.00 100.00 

5 100.00 100.00 100.00 

10 100.00 100.00 100.00 

20 100.00 100.00 100.00 

100 

30 100.00 100.00 100.00 
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หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัส 

                   สารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
                          **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

 
ตารางที ่ฉ18 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้าํมัน 

กานพลทูี่ระดับ MBC  

 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
น้ํามันกานพล ู เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.71±0.16**a 8.55±0.14a 8.70±0.24a 

0B 7.57±0.24b 6.66±0.25cde 7.04±0.43c 

1 6.87±0.03cd 6.57±0.37cde 6.94±0.19c 

5 6.52±0.42cde 6.37±0.20de 6.65±0.08cde 

10 6.30±0.52e 6.33±0.52de 6.57±0.17cde 

20 6.33±0.07de 4.28±0.23fg 6.56±0.08cde 

MBC              (2.25 mg/mL) 

30 4.33±0.09f 3.79±0.58g 4.15±0.16fg 

 

หมายเหต ุ  *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสน้ํามนักานพลทูี่ระดับ MBC 

อุณหภูมิ 28±1oC    โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในน้ํามนัการพลูแลว

เก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
                          ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ตัวอักษรกํากับ (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมน

แสดงคาที่แตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ19 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้าํมนั

กานพลทูี่ระดับ MBC  

 

รอยละของการลดลง* (log CFU/mL) 
น้ํามันกานพล ู เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 13.09 22.11 19.08 

1 21.13 23.16 20.23 

5 25.14 25.50 23.56 

10 27.67 25.96 24.48 

20 27.32 49.94 24.60 

MBC              (2.25 mg/mL) 

30 50.29 55.67 52.30 

 

หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA  

                 หลังสัมผัสน้าํมนักานพลูที ่ระดับ MBC อุณหภูมิ 28±1oC1oC โดย  

                 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเตมิเชื้อลงในน้าํมันกานพลูแลวเก็บตัวอยาง                     

                 ทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที)  
                         **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ตารางที่ ช1 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B และ 304/BA ที่ระยะเวลาตางๆ ดวยวธิี spread plate technique 

 

 
 

 

ตารางที่ ช2 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B และ 304/BA ที่ระยะเวลาตางๆ ดวยวธิ ีHy-lite®2 

 

 
 

 

 

 

 



147 
 

 
 

 

 

ตารางที่ ช3 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่อุณหภูมิตาง ๆ เชือ้เร่ิมตนระดับสูง (8 log CFU/mL) 

 

 

 
 

 

ตารางที่ ช4 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่อุณหภูมิตาง ๆ เชือ้เร่ิมตนระดับตํ่า (3 log CFU/mL) 
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ตารางที่ ช5 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่มีแหลงของสารอาหารที่แตกตางกัน อุณหภูม ิ30 oC 

 

 
 

 

ตารางที่ ช6 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน เกรดของ 

stainless steel ตาง ๆ กนั ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูมิ 30oC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช7 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน พืน้ผิวของ 

stainless steel ชนิดตาง ๆ กัน ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูมิ 30oC 
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ตารางที่ ช8 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

แผนทดสอบชนิดตางๆ จุมอยูภายใน ที่อุณหภูมิ 30oC ณ เวลาตาง ๆ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช9 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสสารละลาย sodium hypochlorite  

ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ ช10 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสสารละลาย Proxitane®  

ที่ความเขมขนตางๆ 

 
 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช11 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสน้ํามันการพลูที่ระดับความเขมขน MBC (2.25mg/mL) 
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ตารางที่ ช12 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช13 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ ช14 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC (2.25 mg/mL) 
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ภาคผนวก ซ 

กราฟแสดงคา Roughness ของ Stainless steel 
ดวยวธิี Surface roughness tester 
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กราฟแสดงการหาคา Roughness ของ stainless steel ชนิดตางๆ 
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การตั้งคา Conditions เพื่อการทดสอบแผน stainless steel ชนิดตางๆ 
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ภาคผนวก ฌ 

การทดสอบยืนยัน Salmonella 
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ภาคผนวก ฌ 

การทดสอบยืนยัน Salmonella  
 

 ทําการทดสอบยืนยัน เซลลของ Salmonella ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังจากบมไวที่อุณหภูมิ 

40±1 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยทําการเขี่ยเชื้อมายอมสี (Gram’s stain) สองใตกลองจุลทรรศน เพื่อเปน

การทดสอบเบื้องตน จากนั้นจึงทดสอบบนอาหารเฉพาะ (Selective media) เชน XLD agar (A) และ SS agar 

(B) และยืนยันผลทางชวีเคมี ดวยอาหาร TSI (C) และ LIA (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) ลักษณะโคโลนีของ Salmonella  ที่เจริญบนอาหาร XLD agar จะให โคโลนีสีดํา 

B) ลักษณะโคโลนีของ Salmonella ที่เจริญบนอาหาร SS agar จะใหโคโลนีสีดํา อาหารเลี้ยงเชื้อ 

เปลี่ยนเปนสีเหลืองสม 

C) การเปลี่ยนแปลงของอาหาร TSI slant; positive จะใหผลเปน acid butt / alk. slantและผลิต H2S 

เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

D) การเปลี่ยนแปลงของอาหาร LIA slant ; positive จะใหผลเปนดังแสดงในภาพเมื่อเปรียบเทียบกับ 

control 

(A) (B) 

(D) (C) 
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

นายจีระเดช มาลา เกิดวันอังคารที่ 12 กรกฎาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัดสุราษฎรธานี     เขารับการศึกษา

ระดับมัธยมศึกษาตอนตนและตอนปลายที่โรงเรียนพุนพินพิทยาคม จังหวัด         สุราษฎรธานี และสอบเขาศกึษา

ตอในระดับปริญญาตรี ในสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร 

สําเร็จการศึกษาและเขารับพระราชทานปริญญาบัตรในปการศึกษา 2548 หลังจากนั้นสอบเขาศึกษาตอในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2549 
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