
บทที่ 3 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
3.1  การศึกษาสายพันธุของยีสตท่ีคัดแยกไดจากน้ําสมค้ันและน้ําผักกาดดอง 
 
       3.1.1  ชนิดและปริมาณจุลินทรียของน้ําสมเกล็ดหิมะ 

    น้ําสมเกล็ดหิมะ จัดเปนเครื่องดื่มในภาชนะบรรจุที่ปดสนิท ตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุข ฉบับที่ 214  พ.ศ. 2543  ซ่ึงน้ําสมเกล็ดหิมะมีสวนผสม คือ น้ําสมคั้น  เกลือ กรดมะนาว  
น้ําเชื่อม และน้ําแข็งยูนิต นํามาปนรวมกันใหละเอียดจนขึ้นฟูบรรจุใสขวดพลาสติกหรือถวย
พลาสติกที่ปดสนิท  เก็บไวในที่เย็น   ตามประกาศฯ เครื่องดื่มในภาชนะบรรจุที่ปดสนิทจะตองมี
คุณภาพทางดานจุลินทรีย ดังนี้ คือ ตองตรวจไมพบ ยีสตและรา MPN Coliforms นอยกวา 2.2 และ
ตองไมพบ E. coli และเชื้อกอโรค จากการสุมเก็บน้ําสมเกล็ดหิมะที่วางจําหนายในเขตอําเภอเมือง 
จังหวัดสุราษฎรธานี 5 ยี่หอ มาวิเคราะหคุณภาพทางเคมี ไดแก คาความเปนกรดดาง และ ปริมาณ
ของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดในรูปขององศาบริกซ และคุณภาพทางจุลินทรียโดยตรวจหาปริมาณ
แบคทีเรีย ยีสต และราผลดังแสดงในตารางที่ 8  

 
ตารางที่ 8  คุณภาพทางเคมี และทางจุลินทรีย ของน้ําสมเกล็ดหิมะ 
Table 8    Chemical properties and microbial qualities of orange juice 
Sample 

No 
pH Degree of     

Brix 
Total bacteria      

(CFU/ml) 
Total Yeasts 

(CFU/ml) 
Total Molds 
(CFU/ml) 

1 2.55 12 25 12 2 
2 2.34 11 700 540 3 
3 2.53 10 32 10 0 
4 2.46 10 870 470 0 
5 3.04 13 2100 430 0 

 
จากผลการทดลอง คาความเปนกรดดางของน้ําสมเกล็ดหิมะ มีคาอยูระหวาง 2.34 ถึง 3.04  

ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยูระหวาง 10 ถึง 13 องศาบริกซ ปริมาณเชื้อยีสต 101 ถึง 102 
CFU/ml ซ่ึงตามเกณฑกําหนดตองตรวจไมพบเชื้อยีสตและรา ดังนั้นน้ําสมเกลดหิมะทั้ง 5 ตัวอยาง
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จึงมีคุณภาพไมไดมาตรฐานตามเกณฑกําหนด และผูศึกษาจากการสํารวจน้ําสมเกล็ดหิมะจํานวน 10 
ยี่หอ ที่ผลิตและจําหนายในเขตภาคใตตอนบน พบวา น้ําสมเกล็ดหิมะมีคาความเปนกรดดางระหวาง 
2.37 ถึง 3.50 และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยูระหวาง 10 ถึง 16 องศาบริกซ  จาก
การศึกษาของ วิสิฐ จะวะสิต และคณะ (2547) พบวา น้ําสมคั้นสดมีคาความเปนกรดดางระหวาง 
2.81 ถึง 3.77 และจากการศึกษาของ ลินจง สุขลําภู (2546) พบวา น้ําสมคั้นสดมีคาความเปนกรดดาง
ระหวาง 3.97 ถึง 4.10 และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยูระหวาง 11.60 ถึง 12.80 
องศาบริกซ  จํานวนแบคทีเรียอยูระหวาง 2.3 x 103 ถึง 3.1 x 104 CFU/ml และพบมียีสตจํานวน 3.0 x 
103 ถึง 2.9 x 104 CFU/ml สวนเชื้อราพบนอยมาก ซ่ึงจากผลการศึกษาในครั้งนี้ พบวา จํานวนเชื้อ
แบคทีเรียและยีสตที่พบในน้ําสมเกล็ดหิมะต่ํากวาในน้ําสมคั้นสด ทั้งนี้เนื่องจากในน้ําสมเกลด็หมิะมี
การเติมกรดมะนาวทําใหน้ําสมเกล็ดหิมะความเปนกรดสูงกวาน้ําสมคนสด จึงทําใหปริมาณ
เชื้อจุลินทรียที่พบต่ํากวาในน้ําสมคั้นสดและพบเชื้อราเพียงเล็กนอยเชนกัน นอกจากนี้จากการ
สํารวจคุณภาพของน้ําสมเกล็ดหิมะของศูนยวิทยาศาสตรการแพทย สุราษฎรธานี  ป 2546 พบ
จํานวนเชื้อยีสต อยูในระหวาง 101 ถึง 103  CFU/ml พบเชื้อราเพียงเล็กนอย และไมพบการใชวัตถุกัน
เสียชนิดซอรบิกและเบนโซอิก ซ่ึงการพบเชื้อจุลินทรียปริมาณที่มากนอยแตกตางกันขึ้นกับปริมาณจุ
ลินทรียธรรมชาติที่ปนเปอนบริเวณผิวสมและสุขลักษณะที่ดีในการผลิต (Pao and Davis, 1999)  
 3.1.2  ชนิดและปริมาณจุลินทรียของน้ําผักกาดดอง 

   ผักกาดดอง คือ ผักกาดเขียวปลีลางสะอาด ผ่ึงแดดไว 2-3 ช่ัวโมง เมื่อผักเหี่ยวบรรจุใส
ภาชนะสําหรับหมัก เติมน้ําเกลือที่ความเขมขนรอยละ 3-5 ลงไปใหทวมผัก หมักทิ้งไว 1-2 สัปดาห 
จากการสุมเก็บน้ําผักกาดดองที่มีลักษณะเปนฟลมยีสตขึ้นบนผิวหนาที่วางจําหนายในตลาดสดใน
เขตอําเภอเมือง จังหวัดสุราษฎรธานี จํานวน 5 ตัวอยาง มาวิเคราะหคุณภาพทางเคมี ไดแก คาความ
เปนกรดดาง และเปอรเซนตเกลือในรูปขององศาบริกซ และคุณภาพทางจุลินทรียโดยตรวจหา
ปริมาณแลกติกแบคทีเรีย ยีสต และรา ผลดังแสดงในตารางที่ 9 
 จากผลการทดลอง คาความเปนกรดดางของน้ําผักกาดดอง มีคาอยูระหวาง 3.32 ถึง 3.72 
และปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมดมีคาอยูระหวาง 32 ถึง 42 องศาบริกซ  จากการศึกษาของ 
Savard และคณะ (2002) พบวาน้ําผักดองจะมีความเปนกรดดาง อยูระหวาง 3.0 ถึง 4.0 และ
มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน ของผักกาดดอง กําหนดใหผักกาดดองมีความเปนกรดดางไมเกิน 4.5  
เนื่องจากผักกาดดองมีความเปนกรดและมีความเค็มสูง ดังนั้นจุลินทรียชนิดที่สามารถเจริญเติบโตได
ในน้ําผักกาดดอง คือ แบคทีเรีแลกติก และยีสต ซ่ึงเมื่อเกิดการหมักดวยแบคทีเรียแลกติกแลวยีสต
กลุมฟลมยีสต สามารถเติบโตที่ผิวหนาของน้ําเกลือและใชกรดแลกติกที่เกิดขึ้นโดยการออกซิเดชัน 
สวนยีสตกลุมเฟอรเมนทีฟ สามารถเติบโตไดในน้ําเกลือและหมักน้ําตาลเปนแอลกอฮอล และ
คารบอนไดออกไซด (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2536) จึงมักพบการปนเปอนของยีสตในน้ําผักกาด
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ดอง และทําใหผิวหนาของผักกาดดองมีลักษณะเปนฟลมยีสตในผักกาดดองที่ไมไดเติมวัตถุกันเสีย 
แตจะไมพบฟลมยีสตในผักกาดดองที่มีการเติมวัตถุกันเสีย  
 
ตารางที่ 9   คุณภาพทางเคมีและทางจุลินทรียของน้ําผักกาดดอง 
Table 9      Chemical properties and microbial qualities of fermented brine 
 
Sample 

No 
pH Degree of     

Brix 
Lactic acid bacteria 

(CFU/ml) 
Total Yeasts 

(CFU/ml) 
Total Molds 
(CFU/ml) 

1 3.32 32 3.9x105 8.7x105 0 
2 3.72 38 4.4x106 1.6x105 0 
3 3.34 42 2.8x105 4.1x104 0 
4 3.42 36 2.6x106 1.3x106 0 
5 3.35 42 2.7x106 1.2x105 0 

  
 3.1.3  การพิสูจนสายพันธุของยีสต 
    เมื่อนํายีสตที่คัดแยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ 5 ตัวอยางจํานวน 45 ไอโซเลท และยีสตที่คัด
แยกไดจากน้ําผักกาดดอง 5 ตัวอยางจํานวน 45 ไอโซเลทมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดย
ศึกษาถึงลักษณะโคโลนีของยีสตที่เจริญบนอาหารแข็ง การเจริญ รูปรางและการแบงเซลลในอาหาร
เหลว   การสรางเสนใย และการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ  จากผลการศึกษาสามารถจัดกลุมยีสตที่คัด
แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันออกไดเปน 3 กลุมใหญ คือ 
ยีสตกลุม Y1 ยีสตในกลุมนี้ สรางเสนใยเทียมแตไมสรางแอสโคสปอรมีทั้งหมด 14 ไอโซเลท  ยีสต
กลุม Y2 ยีสตในกลุมนี้อาจจะสรางหรือไมสรางเสนใยเทียม สรางแอสโคสปอรมีทั้งหมด 12ไอ
โซเลท  และยีสตกลุม Y3 เปนยีสตกลุมที่สรางเสนใยเทียมและสรางแอสโคสปอรมีทั้งหมด 9         
ไอโซเลท รายละเอียดลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสตแตละกลุมแสดงดังตารางที่ 10 สวนที่เหลือ
ไมสามารถจัดกลุมไดและไมไดนําไปศึกษาตอ สวนยีสตที่คัดแยกไดจากน้ําผักกาดดอง สามารถจัด
กลุมยีสตตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกันแบงออกไดเปน 2 กลุมใหญ คือ ยีสตกลุม Y4 
เปนกลุมยีสตที่สรางเสนใยเทียม และสรางแอสโคสปอร มีทั้งหมด 37 ไอโซเลท และยีสตกลุม Y5 
กลุมในกลุมนี้ไมสรางเสนใยเทียมและไมสรางแอสโคสปอร มีทั้งหมด 8 ไอโซเลท รายละเอียด
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสตแตละกลุมแสดงดังตารางที่ 10 
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 เมื่อนํายีสตทั้ง 5 กลุมที่มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่เหมือนกัน มาศึกษาลักษณะทางสรีระ 
วิทยา โดยการศึกษาความสามารถในการหมักสารประกอบคารโบไฮเดรต การใชประกอบ
ไนโตรเจนและลักษณะอื่นๆ ไดแก ความสามารถในการเจริญในอาหารที่มียูเรียและการทําปฏิกิริยา
กับสีไดอะโซเนียมบลู บี ผลแสดงดังตารางที่ 4 ยีสตทั้ง 5 กลุมสามารถหมักน้ําตาลกลูโคสได โดย
ยีสตในกลุม Y1 และY4 สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสไดเพียงอยางเดียว ในขณะที่ยีสตในกลุม Y2  
Y3 และ Y5 สามารถหมักน้ําตาลไดมากกวาหนึ่งชนิด และ พบวายีสตทั้ง 5 กลุม ไมสามารถใชแหลง
ไนโตรเจนในรูปเกลือไนเตรทได และเมื่อนํายีสตทั้ง 5 กลุมไปทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซมยูรีเอส และการทําปฏิกริยากับสีไดอะโซเนียมบลู บี ซ่ึงเปนลักษณะหนึ่งที่นํามาใชเพื่อแยก
ยีสตกลุม basidiosporogenous ออกจาก ascosporogenous พบวา ยีสตทั้ง 5 กลุม ไมผลิตเอนไซม       
ยูรีเอสและไมทําปฏิกิริยากับสีไดอะโซเนียมบลู บี  จากคุณสมบัติดังกลาว สรุปไดวา  ยีสตทั้ง 5 กลุม
เปนยีสตในกลุม ascosporogenous   

 จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางสรีระวิทยาของเชื้อยีสต เมื่อ
นําผลที่ไดมาเทียบกับอนุกรมวิธานของยีสตตาม The Yeast, A Taxonomic study, 4 th edition 
(Kurtzmam and Fell, 1998) และ Yeast characteristics and identification 3rd (Barnett et al., 2000) 
สามารถพิสูจนเชื้อยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะในระดับจีนัสของยีสตทั้ง 3 กลุม ไดเปน 3 จีนัส 
คือ ยีสตกลุม Y1 พิสูจนไดเปนจีนัส Candida sp. ยีสตกลุม Y2 พิสูจนไดเปนจีนัส 
Zygosaccharomyces sp. และ ยีสตกลุม Y3 พิสูจนไดเปนจีนัส Kluyveromyces sp. สวนยีสตที่แยกได
จากน้ําผักกาดดอง สามารถพิสูจนเชื้อยีสตในระดับจีนัสของยีสตทั้ง 2 กลุม ไดเปน 2 จีนัส คือ ยีสต
กลุม Y4 พิสูจนไดเปนจีนัส Issatchenkia sp. และยีสตกลุม Y5 พิสูจนไดเปนจีนัส Candida sp. เมื่อ
ทําการศึกษาตอถึงระดับสปซีส โดยการศึกษาลําดับเบส ของ ดีเอ็นเอ ที่ตําแหนง 26s ของยีสตืทั้ง 5 
จีนัส ผลการเทียบเคียงสายพันธยีสตแสดงดังตารางที่ 12 และภาพที่ 5 6 7 8 และ 9 (ภาคผนวก ค) 
จากผลการพิสูจนยีสจากลักษณะสัญฐานวิทยา สรีระวิทยา และลําดับเบสของ DNA สามาถพิสูจน
ยิสต 3 จีนัสที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะพบวาสามารถพิสูจนยีสตไดเปน 3 สปชีสดังนี้ Candida 
parapsilosis  Zygosaccharomyces fermentati และ Kluyveromyces marxianus สวนยีสต 2 จีนัสที่
แยกไดจากน้ําผักกาดดองสามารถพิสูจนยีสตไดเปนสปชีส Issatchenkia orientalis และ Candida 
humilis   
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ตารางที่ 10    ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดอง 
Table  10     Morphology of Yeasts Isolated from Orange Juice and Fermented Brine 
 

Group  of 
Yeasts 

Number of 
Isolates 

Description 

Y1 14 white to cream , butyrous :  vegetative reproduction by budding : 
simple or elaborate pseudohyphae : no sexual reproduction 

Y2 12 
white to cream , butyrous :  vegetative reproduction by budding : none 
or simple pseudohyphae : persistent asci containing up to 4 smooth, 
round ascospores. 

Y3 9 
white to cream , butyrous :  vegetative reproduction by budding : 
simple to elaborate pseudohyphae : evanescent asci containing up to 4 
smooth, reniform ascospores. 

Y4 37 
white to cream , butyrous :  vegetative reproduction by budding : 
simple or elaborate pseudohyphae : persistent asci containing up to 4 
smooth, round ascospores. 

Y5 8 white to cream , butyrous :  vegetative reproduction by budding : none 
pseudohyphae : no sexual reproduction 

 
 สายพันธุ ของยีสตที่ แยกไดจากน้ํ าสม เกล็ดหิมะที่พบมากเปนอันดับหนึ่ ง  คือ                    

C. parapsilosis  รองลงมาคือ Z. fermentati และ K. marxianus  ตามลําดับ และ C. parapsilosis และ 
Z. fermentati เปนสายพันธุที่คัดแยกไดมาจากน้ําสมเกล็ดหิมะเกือบทุกตัวอยาง สวน K. marxianus  
คัดแยกไดมาจากตัวอยางน้ําสมเกล็ดหิมะเพียงตัวอยางเดียว ทั้งนี้เนื่องจากยีสตในจีนัส Candida 
สวนมากเปนพวกไซโครไฟล มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเติบโตประมาณ 11 องศาเซลเซียส และ
ไมชอบอุณหภูมิสูง ดังนั้นจะพบ Candida ในน้ําผลไมที่เก็บที่อุณหภูมิต่ําถึงรอยละ 95 ของยีสตที่พบ
ทั้งหมด (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2537) Arias และคณะ (2002) พบวา สายพันธุของยีสตที่ทําให
เกิดการเนาเสียในน้ําสมคั้นที่ผานการพาสเจอรไรด คือ C. intermedic และ C. parapsilosis   
Efiuvwevwere และ Oyelude (1991 อางโดย Techango et al., 1997)  คัดแยกยีสต Candida sp.  ได
จากน้ําสมคั้น ในประเทศไนจีเรีย  Hatcher และ คณะ (อางโดย Arias et al, 2002) พบยีสตสายพันธุ 
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C. parapsilosis และ Zygosacchamyces ทําใหเกิดการเนาเสียในน้ํามะนาว พบยีสตสายพันธุ            
Z. fermentati ในน้ําสตอเบอรรีที่เนาเสีย ในประเทศเกาหลีใต และในน้ําสมคั้นในประเทศอีรัก 
(Barnett et al., 2000)  สําหรับยีสตสายพันธุ  Kluyvervomyces มักพบไดบอยในนมและผลิตภัณฑ
นม (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2537) โดยพบไดบอยในผลิตภัณฑพวกเนยแข็งและโยเกิรต 
(Barnett et al., 2000) แตยังไมมีรายงานการพบยีสตสายพันธุ  Kluyvervomycesในผลิตภัณฑน้ํา
ผลไม 

 
ตารางที่ 11  ลักษณะทางสรีระวิทยาของยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดอง 
Table 11    Physiological Properties of Yeasts Isolated from Orange Juice and   Fermented Brine 
 

Fermentation of carbon compounds Assimilation of 
nitrogen 

Other characteristics Group of 
Yeast 

Glu Su Lac Gal Mal KNO3 NaNO2 Urea 
hydrolysis 

DDB 
reaction 

Y1 + - - - - - - - - 
Y2 + + - _ - - - - - 
Y3 + + + + - - - - - 
Y4 + - - - - - - - - 
Y5 + + - + _ - - - - 

 
Glu = glucrose  Su = sucrose  Lac = lactose  Gal = galactose  Mal = maltose  
DBB = diazonium blue B   
+  =  positive       -  =  negative 
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ตารางที่ 12  ผลการเทียบเคียงสายพันธุยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดองโดยใช
ลําดับเบสของ 26s rDNA  
Table  12 Identification of isolated yeasts strain from orange juice and fermented brine  with 26s 
rDNA sequencing  
Group 

of 
Yeasts 

Genus Gene 
 Percentage of Identity 

(Base pairs) 

Y1 Candida  sp. Candida parapsilosis partial 99 (561/562) 
  Candida parapsilosis strain EXOC16 99 (564/568) 
  Candida sp. 36M 26s ribosomal RNA gene 99 (558/562) 
  Candida sp. NRRL Y-17456 26S 99 (558/562) 
  Candida parapsilosis partial 99 (557/562) 

Y2 Zygosaccharomyces  sp. Zygosaccharomyces fermentati 99 (560/562) 
  Zygosaccharomyces cidri 26S ribosomal RNA gene 98 (555/563) 
  Zygosaccharomyces sp. IFO 11067 gene 98 (552/563) 
  Zygosaccharomyces sp. IFO 11066 gene 96 (539/560) 

Y3 Kluyveromyces  sp. Kluyveromyces marxinus strain EXOC1 98 (550/556) 
  Kluyveromyces marxinus strain EXOC6 98 (550/556) 
  Kluyveromyces marxinus strain UWF 98 (550/556) 
  Kluyveromyces lactis strain NRRL 98 (550/556) 
  Kluyveromyces marxinus strain CICY-KI 99 (539/543) 

Y4 Issatchenkia  sp. Issatchenkia orientlis isolate 216 98 (570/577) 
  Issatchenkia orientlis isolate 181 98 (570/577) 
  Issatchenkia orientlis WL2002 26S 99 (559/562) 
  Issatchenkia orientlis strain UWFT-210 99 (559/562) 
  Issatchenkia orientlis isolate 149 99 (559/562) 

Y5 Candida  sp. Candida humilis strain UWO (PS) 92-2 98 (546/553) 
  Candida humilis 26S ribosomal RNA 98 (541/547) 
  Candida humilis 26S ribosomal RNA 99 (529/534) 

 
สายพันธุของยีสตที่แยกไดจากน้ําผักกาดดอง สายพันธุหลักคือ I. orientalis  สายพันธุรอง 

คือ C. humilis  ซ่ึงยีสตสายพันธุ  I. orientalis  คัดแยกไดมาจากน้ําผักกาดดอง 4 ตัวอยางจากตัวอยาง
ทั้งหมด 5 ตัวอยาง สวน C. humilis  คัดแยกไดมาจากตัวอยางน้ําผักกาดดองเพียงตัวอยางเดียว        
ศศิธร จินดามรกฎ (2543) ทําการพิสูจนเชื้อยีสตทนเค็มที่แยกไดในประเทศไทย สายพันธุของยีสตที่
พบมากที่สุด คือ I. orientalis  ที่แยกไดมาจากตัวอยาง หนอไมดอง หอยดอง มิโซ ขาวหมาก มะมวง
ดอง และองุนดอง เปนตน  โดย วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล (2537) รายงานวา ยีสตสายพันธุ Candida 
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ทําใหผักดองเกิดฝาขาว ไดแก C. mycoderma ทําใหเกิดฝาขาวในผักดองที่ใชน้ําเกลือความเขมขน
ต่ําๆ  และ C. kruei ทําใหเกิดฝาขาวในแตงกวาดอง  

 
3.2  การศึกษาผลของสารสกัดพืชสมุนไพรตอการยับยั้งเชื้อยีสต 
         3.2.1  สารสกัดพืชสมุนไพร 
                    เมื่อนําพืชสมุนไพร 11 ชนิด ไดแก กระเทียม หอม อบเชย กานพลู กะเพรา กะหล่ําปลี 
ขา กระชาย กลวยน้ําวา บัวบก และฝรั่ง มาทําการสกัดดวยตัวทําละลายที่แตกตางกัน 2 ชนิด คือ น้ํา 
และ เอทานอล 95 % 500 มิลลิลิตร ในการสกัดใชพืชสมุนไพรอบแหง 100 กรัม ซ่ึงพืชสมุนไพร
หลังอบแหง มีรอยละของความชื้นอยูในชวง 10.04  ถึง 29.28 เมื่อทําการสกัดสารและนําไประเหย
จนแหง รอยละของสารสกัดที่ไดและรอยละของความชื้นของสารสกัด แสดงดังตารางที่ 13 รอยละ
ของสารสกัดที่ไดตอน้ําหนักพืชที่ใช เมื่อใชน้ําเปนตัวทําละลายในการสกัดมีคาอยูในชวง 1.81  ถึง 
53.25 และรอยละความชื้นของสารสกัดอยูในชวง 7.0 ถึง 21.4 สวนรอยละของสารสกัดที่ไดตอ
น้ําหนักพืชที่ใชเมื่อใช เอทานอลเปนตัวทําละลายในการสกัดมีคาอยูในชวง 2.99 ถึง 14.96 และรอย
ละความชื้นของสารสกัด มีคาอยูในชวง 17.5 ถึง 35.8 เมื่อเปรียบเทียบรอยละของสารสกัดที่ได 
พบวาปริมาณสารสกัดกระเทียมที่สกัดดวยน้ําจะใหคาสูงสุดในขณะที่กระเทียมที่สกัดดวยเอทานอล
จะใหปริมาณคาต่ําสุด และพบวากานพลูจะใหผลตรงขามกับกระเทียม โดยกานพลูที่สกัดดวยน้ําจะ
ใหปริมาณรอยละของสารสกัดต่ําสุดในขณะที่กานพลู ที่สกัดดวยเอทานอลใหคาสูงสุด ซ่ึงจากการ
สังเกตุ พบวา ลักษณะของสารละลายของสารสกัดกระเทียมที่สกัดดวยน้ํา  มีสีเหลือง ขุน เนื้อ
กระเทียมนิ่ม สวนที่สกัดดวยเอทานอล สารละลายที่ไดมีสีเหลือง ใส เนื้อกระเทียมแข็งกรอบและ
ลักษณะของสารละลายของกานพลูที่สกัดดวยน้ํา มีสีน้ําตาลออน  เนื้อกานพลูจับกันเปนกอน สวนที่
สกัดดวยเอทานอล  สารละลายมีสีน้ําตาลเขม เนื้อกานพลูละลายเปนเนื้อเดียวกัน และเมื่อ
เปรียบเทียบรอยละของความชื้นของสารสกัดพบวารอยละของความชื้นของสารสกัดที่สกัดดวยเอ
ทานอล มีคาสูงกวาสารสกัดที่สกัดดวยน้ํา ซ่ึงรอยละของความชื้นที่สูงกวานาจะมาจากปริมาณน้ําที่
ยังคงเหลืออยูในสมุนไพรอบแหงที่นํามาสกัด และปริมาณน้ําที่เปนองคประกอบอยูในตัวทําละลาย
เอทานอล ที่ใชซ่ึงการทําใหแหงโดยการนําไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยสุญญากาศนั้นจะชวยใน
การระเหยตัวทําละลายเอทานอลออกไปไดหมด แตไมสามารถระเหยน้ําออกไปไดทั้งหมด สารสกัด
สุดทายที่ไดจะมีลักษณะเปนของเหลวหนืด ในขณะที่สารสกัดที่สกัดดวยน้ํา นําไปทําใหแหงดวย
เครื่องระเหยแหงอุณหภูมิต่ําซึ่งสามารถระเหยน้ําออกไปไดทั้งหมด สารสกัดที่ไดสุดทายจะมี
ลักษณะเปนผง 
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ตารางที่ 13   ผลของการสกัดพืชสมุนไพรชนิดตางๆโดยใชน้ําและเอทานอล  
Table 13      Aqueous and ethanolic extracts of herbs 
 

Herbs Solvents 
% Yield 

(w/w dry) 

Moisture Content of 
Herbal Extracts 

(%) 
H2O 53.25 9.45 Garlic 

 95 % Ethanol 2.99 26.02 
H2O 48.84 13.65 Onion 

 95 % Ethanol 14.41 26.54 
H2O 12.26 11.31 Cinnamon 

95 % Ethanol 7.47 20.11 
H2O 1.81 10.40 Clove 

95 % Ethanol 15.24 35.86 
H2O 7.54 14.85 Holy basil 

95 % Ethanol 4.26 28.35 
H2O 22.68 21.40 Cabbage 

95 % Ethanol 12.79 36.72 
H2O 4.01 10.80 Galanga 

95 % Ethanol 14.96 32.10 
H2O 4.45 12.10 Boesenbergia 

95 % Ethanol 5.12 28.55 
H2O 6.17 15.30 Banana 

95 % Ethanol 13.50 28.19 
H2O 16.14 7.00 Asia pennywort 

95 % Ethanol 6.11 19.11 
H2O 4.87 12.25 Guava 

95 % Ethanol 7.86 17.50 
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  3.2.2  การทดสอบฤทธิ์ตานยีสตของสารสกัดจากพืชสมุนไพร โดยวิธี disc diffusion และ 
agar  Dilution 
          ในการศึกษาฤทธิ์ตานยีสตของสารสกัดพืชสมุนไพร 11 ชนิด ยีสตที่นํามาใชใน
การศึกษาในครั้งนี้มีทั้งหมด 5 สายพันธุ  เปนยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ 3   สายพันธุ คือ      
C. parapsilosis Z. fermentati และ K. marxianus  และยีสตที่แยกไดจากน้ําผักกาดดอง 2 สายพันธุ 
คือ I. orientalis และ  C. humilis  และไดศึกษาฤทธิ์ตานยีสตของสารตานจุลินทรียชนิดโพแตสเซียม
ซอรเบทดวย 
         การศึกษาความไวตอสารตานยีสตในเบื้องตนนั้น เลือกใชวิธี disc diffusion โดยการ
เปรียบเทียบขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสรอบแผนดิสก เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของยีสตของสารสกัดชนิดตางๆ ที่ศึกษาและนําไปพิจารณาเลือกสารสกัดที่มี
ประสิทธิภาพในการตานยีสตเพื่อหาคา MIC ตอไป ผลการยับยั้งยีสตของสารละลายสารสกัดพืช
สมุนไพรที่ระดับความเขมขน 8 มิลลิกรัมตอแผน โดยวิธี disc diffusion แสดงดังตารางที่ 14 
 สารสกัดพืชสมุนไพร 11 ชนิดที่สกัดดวยเอทานอล พบวามีสารสกัดพืชสมุนไพร 2 
ชนิดที่สามารถยับยั้งยีสตไดทั้ง 5 สายพันธุ คือ อบเชย และกานพลู ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
Conner และ Beuchat (1984) พบวา น้ํามันหอมระเหยของอบเชยและกานพลูทําใหบริสุทธิ์แลวใน
ระดับที่ใหใชในอาหาร ที่ละลายในเอทานอล สามารถยับยั้งยีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย ไดถึง 13 
จีนัส ซ่ึงมี 2 จีนัสที่เหมือนแตสปชีสตางจากการศึกษาในครั้งนี้ คือ จีนัส Candida lipolytica และ 
จีนัส Kluyveromyces fragilis แตจากการศึกษาของ Conner และ Beuchat (1984) ยังพบวาน้ํามันหอม
ระเหยของกระเทียม และหอม สามารถยับยั้งยีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย ไดทั้ง 13 จีนัสและจาก
การศึกษาของ Kim และ Kyung (2003) พบวาสารสกัดจากกระเทียมที่สกัดโดยการทําใหเอนไซมอัล
ลิอินเนสไมทํางาน โดยนํากระเทียมที่หั่นแลวนํามาลวกในน้ําเดือด 10 นาที แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ซ่ึงสารอันลิอินในกระเทียมจะถูกเปลี่ยนไปเปนอัลลิซินออกไซด ซ่ึง
สารดังกลาวสามารถยับยั้งยีสตไดถึง 6 สายพันธุ คือ  C. albicans  C. utilis  S. cerevisae                  
P. membranefaciens  Z. rouxii  และ  Z. bisporus   
 จากการศึกษาของอภิราม สงศรี และ มณฑล เลิศคณาวนิชกุล (2543) พบวาสารสกัดพืช
สมุนไพร 5 ชนิด ไดแก สารสกัดขาเล็ก กระชาย ใบฝรั่ง บัวบกและกลวยน้ําวาดิบที่สกัดดวย            
เอทานอล  95%  โดยการแชช้ินสวนของพืชที่อบแหงแลวในเอทานอล เปนเวลา 5 วันที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส สารสกัดที่ไดสามารถยับยั้งยีสตสายพันธุที่กอโรคชนิด C. albicans และ                  
C. neoformans ได แตจากการศึกษาในครั้งนี้สารสกัดพืชสมุนไพรทั้ง 5 ชนิดดังกลาวไมสามารถ
ยับยั้งยีสตทั้ง 5 สายพันธุที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดองได 
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 สารสกัดพืชสมุนไพร 11 ชนิดที่สกัดดวยน้ําไมสามารถยับยั้งยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ที่แยก
ไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดองได แตจากการศึกษาของ Araujo และคณะ (2003) พบวา 
น้ํามันหอมระเหยของพืชตระกูลกะเพราแถบทะเลเมดิเตอรเรเนียน   สายพันธุ M. officinalis ซ่ึงใช
พืชสดนํามาสกัดโดยการกลั่นดวยไอน้ําสามารถยับยั้งยีสตสายพันธุ T. delbrueckii  Z. bailii            
D. anomala  P. membranifaciens  และ Y. lipolytica ได และจากการศึกษาของ Kyung และ Fleming 
(1997) พบวาสารประกอบซัลเฟอรชนิด allyl isothiocyanate  dimethyl trisufide  methyl 
methanethiosulfonate และ methyl methanethiosulfinate  ที่พบในกะหล่ําปลีสามารถยับยั้งยีสตสาย
พันธุ S. cerevisae T. etchellsii  H. mrakii และ P. membranefaciens ได ซ่ึงสารประกอบซัลเฟอร
ดังกลาวไดมาจากการแตกตัวของสารตั้งตนคือ S-methyl-L-cysteine sulfoxide ซึ่งสกัดไดจาก
กะหล่ําปลีที่ผานความรอนโดยการนํามานึ่งที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที กอนนํามา
สกัด หรือสกัดแบบสดโดยการปนในตัวทําละลายผสมระหวางเมทานอลกับน้ําในอัตราสวน 50 : 50 
(Kyung และ Fleming, 1994)  
 ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ พบวา สารสกัดพืชสมุนไพร 9 ชนิด กระเทียม หอม กะเพรา 
กะหล่ําปลี ขา กระชาย  กลวยน้ําวา บัวบก และฝรั่ง ที่สกัดดวยน้ําและสกัดดวยเอทานอล 95 %  ไม
สามารถยับยั้งการเจริญของยีสตทั้ง 5 สายพันธุได ซ่ึงไมสอดคลองกับการศึกษาอื่นๆดังกลาวขางตน 
ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความแตกตางหลักๆ ในเรื่องของแหลงที่มาของพืชสมุนไพร ตัวทําละลายที่ใช
ในการสกัดสาร และวิธีการที่ใชในการสกัดสาร  จากการศึกษาในครั้งนี้ พืชสมุนไพรที่นํามาศึกษา
จะเปนสมุนไพรสายพันธุที่ปลูกในประเทศไทย เนื่องจากชนิดและปริมาณของสารสําคัญ จะแปรไป
ตาม ชนิดพืช  พันธุพืช สภาพแวดลอม  เทคนิคการปลูกและการบํารุงรักษา ชวงเวลาการเก็บและ 
วิธีการเก็บเปนตน (ยิ่งยง ไพสุขศานติวัฒนา, 2536)  
 การเลือกใชตัวทําละลายที่แตกตางกันในการสกัดสารสําคัญจากพืชสมุนไพร เนื่องจาก
ตัวทําละลาย มีความสามารถในการสกัดสารออกมาไดแตกตางกัน เชน แปง โพลีเปปไทด และ      
แลคตินละลายไดเฉพาะในตัวทําละลายน้ํา สวนโพลีอะเซททิลีน  สเตอรอยด และโปรพอลีส  
ละลายไดเฉพาะในตัวทําละลายเอทานอล สวน แซนโทไซลิเนส  แลคโทน และ ฟโนน ละลายได
เฉพาะในตัวทําละลายเมทานอล แตสารประกอบพวกแทนนินและเทอรปนอยด สามารถละลายได
ในตัวทําละลายทั้ง 3 ชนิด Cowan (1999) รายงานวาสารประกอบบางชนิดละลายไดในตัวทําละลาย
หลายชนิด แตปริมาณของสารที่ละลายไดอาจจะแตกตางกัน Okeke และคณะ (2001) พบวาการใช
ตัวทําลายชนิดเอทานอล น้ําเย็น น้ํารอน ในการสกัดสารตานจุลินทรียชนิดตางๆในพืช สารประกอบ
ที่ถูกสกัดออกมาเปนสารชนิดเดียวกัน แตปริมาณความเขมขนของสารแตละชนิดจะมีความแตกตาง
กันในตัวทําละลายแตละชนิด ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียแตกตางกันเนื่องจาก
สารประกอบตางๆ จากพืช เชน แอลคาลอยด  แทนนิน ซาโปนิน สเตอรอยด  กลัยคอน  คารดิแอ็ก 
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ตารางที่  14   ผลการยับยั้งยีสตของสารสกัดพืชสมุนไพร (ความเขมขน 8 มิลลิกรัมตอแผน) โดยวิธี 
disc diffusion 

Table 14  Antiyeast  activity of aqueous and ethanolic extracts of herbs (concentration 8     
                       mg/disc) by disc diffusion. 
 

Inhibition zone (mm) Herbs Extraction 
C. parapsilosis Z. fermentati K. marxianus I. orientati C.  humilis 

Aqueous - - - - - Garlic 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Onion 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Cinnamon 
Ethanolic 19 19.5 16 12 12 
Aqueous - - - - - Clove 
Ethanolic 25.5 24 21 17 19 
Aqueous - - - - - Holy basil 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Cabbage 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Galanga 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Boesenbergia 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Banana 
Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - Asia 

pennywort Ethanolic - - - - - 
Aqueous - - - - - 

Guava 
Ethanolic - - - - - 
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และ ไซยาโนเจนนีติก กลัยโคไซด มีความสัมพันธกันในการยับยั้งจุลินทรีย   
  การเลือกใชวิธีในการสกัดสารสําคัญ มีหลายวิธี สําหรับการศึกษาในครั้งนี้เลือก
การสกัดสารสําคัญโดยวิธีหมักสมุนไพรกับตัวทําละลายในภาชนะปด ซ่ึงวิธีดังกลาวนิยมใชใน
การศึกษาขั้นเบื้องตนเพื่อคนหาชนิดของพืชที่ใหสารสกัดที่มีฤทธิ์ตานจุลินทรีย ซ่ึงสารที่สกัดไดจะ
อยูในรูปของสารสกัดหยาบ ดวยวิธีการสกัดสารที่ไมเหมือนกันเปนอีกสาเหตุหนึ่งที่ทําใหผล
การศึกษาที่ไดไมสอดคลองกันรวมทั้งในการศึกษาในครั้งนี้ อาจเลือกวิธีการสกัดสารสําคัญที่ไม
เหมาะสมกับพืชสมุนไพรบางชนิด ไดแก หอม กระเทียม และกะหล่ําปลี  ซ่ึงจากการศึกษาของ 
Corner และ Beuchat (1984) พบวาน้ํามันหอมระเหยของหอมและกระเทียมสามารถยับยั้งยีสตสาย
พันธุ  C. lipolytica K. fragilis  และสายพันธุอ่ืนๆ ที่ทําใหเกิดการเนาเสียของอาหารไดถึง 13 สาย
พันธุ นอกจากนี้พบวาสารประกอบซัลเฟอรที่พบในกระหล่ําปลีสามารถยับยั้งยีสตสายพันธุ              
S. cerevisae T. etchellsii P.membranefaciens  และ H. mrakii แตจากผลการศึกษาในครั้งนี้การยับยั้ง
ยีสตของสารสกัดหอม กระเทียม และกะหล่ําปลี ไมสามารถยับยั้งยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ไดแก           
C. parapsilosis Z. fermentati  K. marxianus I. orientalis และ C. humilis  เนื่องจากการเตรียมพืช
กอนการสกัดจะเตรียมโดยการนํามาหั่นแลวอบใหแหงที่อุณหภูมิ 40 – 50 องศาเซลเซียสอาจทําให
เอนไซมอัลลิอินเนสที่มีอยูในหอมและกระเทียมถูกทําลาย ซ่ึงเอนไซมอัลลิอินเนสที่อยูนํากระเทียม
จะถูกทําลายเมื่อนํากระเทียมที่หั่นแลวมาลวกในน้ําเดือด นาน 5 นาที (Kyung  et al., 2002) และ
เอนไซม ซิสเตอีน ซัลโฟไซด ไลเอส (cysteine sulfoxide lyase) ในกะหล่ําปลี จะถูกทําลายไดที่
อุณหภูมิ 60-100 องศาเซลเซียส (Chin and Lindsay, 1994) นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้การสกัด
สารจากพืชสมุนไพรจะใชเวลานานถึง 5 วัน อาจมีผลทําใหสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งจุลินทรียสามารถระเหยไประหวางสารสกัด จึงทําใหสารสกัดที่ไดไมสามารถยับยั้งยีสตทั้ง 5 
สายพันธุที่นํามาศึกษาได   
 นอกจากแหลงที่มาของสมุนไพร ตัวทําละลายที่ใชในการสกัดและวิธีการสกัดแลว สาย
พันธุของยีสตที่แตกตางกันจะใหผลในการยับยั้งยีสตของสารสกัดพืชสมุนไพรที่แตกตางกันดวย ซ่ึง
ในการศึกษาในครั้งนี้ใชวิธีการสกัดตามวิธีของ อภิราม สงศรีและ มณฑล เลิศคณาวนิชกุล (2543) 
ซ่ึงสารสกัดที่ไดจากพืชสมุนไพร 5 ชนิด คือ ขา กระชาย บัวบก ฝร่ัง และกลวยน้ําวาดิบ สามารถ
ยับยั้งยีสตกอโรค 2 สายพันธุ คือ C. albicans และ C. neoformans ได แตสารสกัดดังกลาวไม
สามารถยับยั้งยีสตทั้ง 5 สายพันธุที่แยกไดไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดองที่ใชใน
การศึกษาในครั้งนี้ได  
 จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถคัดเลือกสารสกัดพืชสมุนไพรได 2 ชนิด  ที่สามารถ
ยับยั้งยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะและน้ําผักกาดดอง ทั้ง 5 สายพันธุ คือสารสกัดจากอบเชย 
และกานพลูที่สกัดดวยตัวทําละลายเอทานอล  Burt (2004) รายงานวาสารประกอบที่พบในอบเชย
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และมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียรอยละ65 เปนซินนามอลดีไฮด สวนในกานพลูรอยละ 75-85 เปน    
ยูจีนอล Roller (1995) รายงานวา กรดซินนามิค ซ่ึงเปนสารประกอบฟนอลิค ที่พบในเครื่องเทศ
หลายชนิด รวมทั้งอบเชยจะละลายในเอทานอลและไมละลายในน้ํา Cerrutti (1996) รายงานวา 
สารประกอบ   ฟนอลิคนาจะเปนสารยับยั้งจุลินทรียหลักที่พบในเครื่องเทศและน้ํามันหอมระเหย 
เชน ซิลนามิคอัลดีไฮดจากอบเชย ยูจีนอล จากกานพลู อบเชยและเครื่องเทศอื่นๆ นอกจากนี้
สารประกอบฟนอลิคจะยับยั้งการทํางานของเอนไซม ATPase บนไซโตพลาสมิกเมมเบรนของ 
Staphylococcus aureus ซ่ึงจะรบกวนการสงผานสารอาหาร สวนน้ํามันหอมระเหยจะทําลาย
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะหองคประกอบโครงสรางของเซลลยีสตและการสรางพลังงาน 
นอกจากนั้นน้ํามันหอมระเหยยังขัดขวางการซอมแซมเมตาบอลิซ่ึมของเซลลยีสตที่บาดเจ็บ หรือ
โครงสรางถูกทําลายโดยความรอน จากการศึกษาของ Wendakoon และ  Sakaguchi (1995) เกี่ยวกับ
กลไกการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของยูจีนอลและซินนามอลดีไฮด พบวา หมูไฮดรอกซิลของยูจีนอลจะ
จับกับโปรตีนซึ่งจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมของเชื้อ Enterobacter aerogenes  สวนหมู     
คารบอนิลของซิลนามอลดีไฮดจะไปจับกับโปรตีนซึ่งจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะมิโน     
แอซิด ดีคารบอกซิเลส (amino acid decarboxylases)  
 เมื่อนําสารสกัดเอทานอลของอบเชยและสารสกัดกานพลู ที่ระดับความเขมขนตางๆ มา
ศึกษาฤทธิ์ตานยีสตโดยวิธี disc diffusion ผลดังแสดงในตารางที่ 15 สารสกัดอบเชยที่ระดับความ
เขมขน 4  มิลลิกรัมตอแผน สามารถยับยั้งยีสตเฉพาะสายพันธุที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ 3 สาย
พันธุ คือ C. parapsilosis  Z. fermentati และ K. marxianus (ภาพที่ 10 ภาคผนวก ค.)  และที่ระดับ
ความเขมขนสูงถึง 8 มิลลิกรัมตอแผน จึงจะสามารถยับยั้งยีสต 2 สายพันธุ ที่แยกไดจากน้ําผักกาด
ดอง คือ  I. orientalis  และ C. humilis ได (ภาพที่ 11 ภาคผนวก ค.) สวนสารสกัดกานพลูที่ระดับ
ความเขมขนเพียง 2 มิลลิกรัมตอแผน สามารถยับยั้งยีสตไดทั้ง 5 สายพันธุ  (ภาพที่ 12 และ13 
ภาคผนวก ค.)  

  นําสารสกัดเอทานอลของอบเชยและสารสกัดกานพลูซ่ึงมีฤทธิ์ตานยีสต โดยทําใหเกิด
วงใส เมื่อทดสอบโดยวิธี disc diffusion มาหาคา MIC  โดยวิธี agar dilution ผลแสดงดังตารางที่ 16  
คา MIC ของสารสกัดอบเชยตอการยับยั้งยีสต C. parapsilosis  Z. fermentati  และ K. marxianus มี
คาเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ คา MIC ตอการยับยั้งยีสต I. orientalis และ  C. humilis  มี
คาเทากับ 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาพที่ 14 ภาคผนวก ค.)  สวนคา MIC ของสารสกัดกานพลู ตอ
การยับยั้งยีสต C. parapsilosis  Z. fermentati  และ K. marxianus มีคาเทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และคา MIC ตอการยับยั้ง ยีสต   I. orientalis และ C. humilis มีคาเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร (ภาพที่ 15 ภาคผนวก ค.)  สําหรับคา MIC การยับยั้งยีสตของสารละลายโพแตสเซียมซอร
เบท มีคาเทากับ 0.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในยีสตสายพันธุ  C. parapsilosis  Z. fermentati  และ          
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K. marxianus และมีคาเทากับ 0.8 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในยีสตสายพันธุ I. orientalis และ             
C. humilis (ภาพที่ 16 ภาคผนวก ค.) เมื่อพิจารณาจากคา MIC ของสารละลายทั้ง 3 ชนิดพบวา คา 
MIC ในการยับยั้งยีสตทั้ง 2 สายพันธุที่แยกไดจากน้ําผักกาดดอง มีคาสูงเปน 2 เทา ของยีสตสาย
พันธุที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ และเมื่อเปรียบเทียบคา MIC  การยับยั้งยีสตของสารทั้ง 3 ชนิด 
พบวา สารสกัดกานพลูมีประสิทธิภาพในการยับยั้งยีสตทั้ง 5 สายพันธุไดดีที่สุด โดยจะมีคา MIC 
ต่ําสุด รองลงมา คือ สารโพแตสเซียมซอรเบท และสารสกัดอบเชย ตามลําดับ  

 
ตารางที่ 15   ผลของสารสกัดอบเชยและสารสกัดกานพลูที่สกัดดวยเอทานอล   
                      และโพแตสเซียมซอรเบทตอการยับย้ังยีสต โดยวิธี disc diffusion 
Table 15    Ethanolic extracts of cinnamon, clove and potassium sorbate on antiyeast activity by disc  
                   diffusion method 
 

Inhibition zone (mm) Herbal 
extracts 

Conc. 
mg/disc C. parapsilosis Z. fermentati K. marxianus I. orientalis C. humilis 

Cinnamon 
 

1 
2 
4 
8 

- 
- 

13.5 
19 

- 
- 

15.5 
19.5 

- 
- 

13 
16 

- 
- 
- 

12 

- 
- 
- 

12 

Clove 

1 
2 
4 
8 

10 
18 

23.5 
25.5 

10 
14 
21 
24 

10 
15 
20 
21 

- 
15 
16 
17 

- 
16.5 
17.5 
19 

Ethanol 95% - - - - - 

-    =    No inhibition zone 
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ตารางที่ 16    คา MIC การยับย้ังยีสตของสารสกัดอบเชยและกานพลูที่สกัดดวย 
                       เอทานอลและสารละลายโพแตสเซียมซอรเบท โดยวิธี Agar dilution 
Table 16      Minimal inhibitory concentration (MIC) of ethanolic extracts of cinnamon and clove  
                      and potassium sorbate against five yeasts. 
 

MIC (mg/ml) Herbal extracts 
C. parapsilosis Z. fermentati K. marxianus I. orientalis C. humilis 

Cinnamon 1.0 1.0 1.0 2.0 2.0 
Clove 0.5 0.5 0.5 1.0 1.0 
Potassium 
sorbate 

0.4 0.4 0.4 0.8 0.8 

 
3.3  การศึกษาผลรวมของปจจัยตางๆตอการยับยั้งยีสตท่ีแยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ 
 
        การศึกษาผลรวมระหวาง  พีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสและสารสกัดพืชสมุนไพรตอ
การยับยั้งยีสตที่แยกไดจากน้ําสมเกล็ดหิมะ การวางแผนและวิเคราะหผลการทดลองเพื่อหา
ความสัมพันธระหวางปจจัยๆ ดวยวิธี General Response Surface Methodology (GRSM) โดยวาง
แผนการทดลองแบบ Partial Factorial Design และกําหนดจุดทดลองแบบ Central Composit Design 
โดยปจจัยที่ทําการศึกษาประกอบดวย 3 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ (Box and Behnken , 1960) โดยทํา
การกําหนดรหัสของตัวแปรอิสระและรหัสของระดับของตัวแปร  ดังตารางที่ 6 จากจํานวนปจจัย
และจํานวนระดับที่ทําการศึกษาสามารถกําหนดชุดการทดลองได 15 ชุดการทดลอง (Box and 
Behnken , 1960) ดังตารางที่  7 และวัดการตอบสนองโดยวัดการเจริญเติบโตของยีสต โดยการนับ
จํานวนโคโลนีของยีสตที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รายงานผลในรูปของคา  log CFU/ml ผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 17-19 (ภาคผนวก ค)นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใชวิธี 
PROC RSREG (response surface regression) ของสถาบัน SAS ป 1996 เพื่อประเมินผลรวมระหวาง 
พีเอช ความเขมขนของนาตาลซูโครสและสารสกัดอบเชย สารสกัดกานพลู หรือโพแตสเซียมซอร
เบท ตอการยับยั้งยีสต จากการวิเคราะหผลทางสถิติ คาสัมประสิทธิ์ความถดถอย แสดงดังตารางที่ 
21-23 (ภาคผนวก ค) คาความแปรปรวน (ANOVA) แสดงดังตารางที่ 25-27 (ภาคผนวก ค)  กราฟ
ของการตอบสนองสําหรับแตละรูปแบบแสดงดังภาพที่ 1-3  

้ํ
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 3.3.1  ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสและสารสกัดอบเชยตอการยับยั้ง  
 C. parapsilosis  Z. fermentati  และ  K. marxianus 
 จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสและสารสกัดอบเชยตอการยับยั้งการเจริญของยีสตในน้ําสมเกล็ดหิมะ สามารถเขียนสมการ
กําลังสอง (second order polynomial) ไดดังนี้  
C. parapsilosis 

     Y1  =  2.58 – 0.27X1 + 3.81X2 – 1.30X3 + 0.009X1X1 – 0.55X2X2 - 0.09X3X3    
                 – 0.005X1X2    – 0.01X1X3 + 0.32X2X3 

Z. fermentati 
Y2  =  0.22 – 0.19X1+ 3.68X2 + 4.59X3 + 0.004X1X1 – 0.40X2X2 – 3.64 X3X3   
          + 0.02 X1X2 – 0.004 X1X3 – 1.16 X2X3    

K. marxianus  
    Y3  =  -13.00 + 0.41X1 + 10.76X2 + 0.84X3  – 0.006X1X1 – 1.17X2X2   – 0.95X3X3  
              + 001X1X2 +   0.01X1X3 – 1.96X2X3

 
                 เมื่อ               Y  คือ ปริมาณของยสีตแตละสายพันธุ 
       X1  คือ ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส  
   X2  คือ พีเอช 
   X3           คือ ความเขมขนของสารสกัดอบเชย 

  จากการทดลองพบวาความเขมขนของสารสกัดจากอบเชยและพีเอชเปนปจจัยหลักที่มี
ผลตอความสามารถในการยับยั้งยีสตทั้ง 3 สายพันธุ ขณะที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมีผลนอย
ที่สุด (ตารางที่ 25 ภาคผนวก ค) โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นเมื่อความ
เขมขนของสารสกัดอบเชยเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําสมเกล็ดหิมะลดลง (ภาพที่1) เมื่อพิจารณาผล
รวมระหวาง สารสกัดจากอบเชยและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตพบวาเมื่อปรับพีเอช
ของน้ําสมเกล็ดหิมะจาก 2.5 เปน 3.5 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสงผลให
ความสามารถในการยับยั้งยีสตลดลง โดยปริมาณการเหลือรอดของ C. parapsilosis  Z. fermentati 
และ K. marxianus จะเพิ่มขึ้นจาก 5.19 x 105 เปน 2.88 x 106 CFU/ml 5.12 x 103  เปน 1.34 x 104 
CFU/ml และ 7.12 x 102 เปน 6.06 x 104 CFU/ml  ตามลําดับ  ดังนั้นในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอช 3.5 
จะตองใชความเขมขนของสารสกัดอบเชยเพิ่มขึ้นมากกวาที่พีเอช 2.5 ในการยับยั้งยีสตใหเหลือรอด
ในปริมาณที่เทากัน ความเขมขนของสารสกัดอบเชยที่ตองใชเพิ่มขึ้นมากหรือนอยขึ้นกับยีสตแตละ
สายพันธุ ในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอช 3.5 ตองใชสารสกัดอบเชยความเขมขนมากกวา 1.6 มิลลิกรัม
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ตอมิลลิลิตรในการยับยั้ง C. parapsilosis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากันกับในน้ําสมเกล็ดหิมะ     
พีเอช 2.5 ที่มีความเขมขนของสารสกัดอบเชยเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และการยับยั้ง           
Z.  fermentati  และ  K.  marxianus ที่พีเอช 3.5 ตองใชสารสกัดอบเชยความเขมขนประมาณ 1.1 
และ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อพีเอชสูงขึ้นความเขมขนของสารสกัดอบเชยที่ตองใชในการยับยั้ง 
C. parapsilosis จะสูงกวาความเขมขนของสารสกัดอบเชยที่ตองใชในการยับยั้ง Z. fermentati และ  
K. marxianus ทั้งนี้เนื่องจาก พีเอชมีผลตอการยับยั้ง C. parapsilosis มากกวาความเขมขนของสาร
สกัดอบเชย ในขณะที่พีเอชมีผลตอการยับยั้ง     Z.  fermentati  และ  K.  marxianus นอยกวาความ
เขมขนของสารสกัดอบเชย (ตารางที่ 25 ภาคผนวก ค)  
 3.3.2 ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสและสารสกัดกานพลูตอการยับยั้ง      
C. parapsilosis  Z. fermentati  และ  K. marxianus 
 จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสและสารสกัดกานพลูตอการยับยั้งการเจริญของยีสต สามารถเขียนสมการกําลังสอง (second 
order polynomial) ไดดังนี้  
 
C. parapsilosis 

 Y4  =  -9.95 + 0.85X1 + 7.18X2 – 5.45X3 – 0.045X1X1 + 1.50X2X2 + 1.14 X3X3   
               + 0.02X1X2   -  0.018X1X3 + 0.62X2X3 

Z. fermentati 
 Y5  =  -26.43 + 0.86X1+ 11.64X2 + 9.94X3 - 0.03X1X1 – 1.68X2X2 – 0.89 X3X3   
                + 0.16 X1X2 – 0.21 X1X3 – 2.87 X2X3    

K. marxianus  
  Y6  =  -17.65 + 0.23X1 + 9.82X2 + 6.02X3  – 0.01X1X1 – 1.39X2X2   + 0.81X3X3     
               + 0.81X1X2 -  0.17X1X3 – 3.00X2X3

 เมื่อ                 Y คือ  ปริมาณของยีสตแตละสายพันธุ 
   X1 คือ  ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส  
   X2 คือ  พีเอช 
   X3          คือ  ความเขมขนของสารสกัดกานพลู  
 จากการทดลองพบวาความเขมขนของสารสกัดจากกานพลูและพีเอชเปนปจจัยหลักที่มี
ผลตอความสามารถในการยับยั้งยีสตทั้ง 3 สายพันธุ ขณะที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมีผลนอย
ที่สุด (ตารางที่ 26 ภาคผนวก ค) โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นเมื่อความ
เขมขนของสารสกัดกานพลูเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําสมเกล็ดหิมะลดลง (ภาพที่2) เมื่อพิจารณาผล  
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รวมระหวาง สารสกัดจากกานพลูและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตพบวาเมื่อปรับ      
พีเอชของน้ําสมเกล็ดหิมะจาก 2.5 เปน 3.5 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสงผล
ใหความสามารถในการยับยั้งยีสตลดลง โดยปริมาณการเหลือรอดของ C. parapsilosis                     
Z. fermentati และ K. marxianus  จะเพิ่มขึ้นจาก 4.16 x 102 เปน 1.51 x 103 CFU/ml 1.10 x 103  เปน 
1.36 x 104 CFU/ml และ 6.60 x 101 เปน 1.00 x 103 CFU/ml  ตามลําดับ ดังนั้นในน้ําสมเกล็ดหิมะที่
มี พีเอช 3.5 จะตองใชความเขมขนของสารสกัดกานพลูเพิ่มขึ้นมากกวาที่พีเอช 2.5 ในการยับยั้งยีสต
ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากัน ความเขมขนของสารสกัดกานพลูที่ตองใชเพิ่มขึ้นมากหรือนอย
ขึ้นกับยีสตแตละสายพันธุ ในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอช 3.5 ตองใชสารสกัดกานพลูความเขมขน
มากกวา 1.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการยับยั้ง C. parapsilosis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากันกับ
น้ําสมเกล็ดหิมะพีเอช 2.5 ที่มีความเขมขนของสารสกัดกานพลูเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
การยับยั้ง   Z.  fermentati  และ  K. marxianus ที่พีเอช 3.5 ตองใชสารสกัดกานพลูความเขมขน
ประมาณ 1.2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเมื่อ  พีเอชสูงขึ้นความเขมขนของสารสกัดกานพลูที่ตองใชใน
การยับยั้ง C. parapsilosis จะต่ํากวาความเขมขนของสารสกัดกานพลูที่ตองใชในการยับยั้ง              
Z. fermentati และ K. marxianus ทั้งนี้เนื่องจาก พีเอชมีผลตอการยับยั้ง Z. fermentati และ                         
K. marxianus  มากกวาความเขมขนของสารสกัดกานพลู ในขณะที่พีเอชมีผลตอการยับยั้ง               
C. parapsilosis นอยกวาความเขมขนของสารสกัดกานพลู (ตารางที่ 26 ภาคผนวก ค)  
 
     3.3.3  ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสและโพแตสเซียมซอรเบทตอการ 
ยับยั้ง C. parapsilosis  Z. fermentati และ  K. marxianus 
 จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของน้ําตาล
ซูโครสและสารสกัดกานพลูตอการยับยั้งการเจริญของยีสต สามารถเขียนสมการกําลังสอง (second 
order polynomial) ไดดังนี้  
C. parapsilosis 
 Y7  =  -11.68 + 2.01X1 + 1.88X2 – 3.54X3 – 0.06X1X1 + 0.27X2X2 -0.09 X3X3    
                             + 0.01X1X2   -  0.004X1X3 + 0.88X2X3 

Z. fermentati 
 Y8  =  6.00 - 0.20X1+ 0.77X2 – 6.14X3 + 0.01X1X1 + 0.15X2X2 + 1.52 X3X3         
             + 0.03 X1X2 – 0.11 X1X3 – 0.40 X2X3    

K. marxianus  
 Y9  =  20.94 – 1.28X1 – 3.37X2 – 9.33X3 + 0.04X1X1 + 0.99X2X2 + 2.58X3X3               
                            + 0.08X1X2 -  0.01X1X3 – 0.15X2X3

 



 61

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 62

 เมื่อ                Y คือ ปริมาณของยีสตแตละสายพันธุ 
       X1 คือ ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส  
   X2 คือ พีเอช 
   X3          คือ ความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท 
  จากการทดลองพบวาความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทและพีเอชเปนปจจัย
หลักที่มีผลตอความสามารถในการยับยั้ง C. parapsilosis  ขณะที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมี
ผลนอยที่สุด (ตารางที่27 ภาคผนวก) และความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเปนปจจัยหลักที่มี
ผลตอความสามารถในการยับยั้ง Z. fermentati และ K. marxianus รองลงมาคือ พีเอช และความ
เขมขนของน้ําตาลซูโครสมีผลนอยที่สุด โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําสมเกล็ดหิมะลดลง (ภาพที่3) เมื่อ
พิจารณาผลรวมระหวางโพแตสเซียมซอรเบทและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตพบวา
เมื่อปรับพีเอชของน้ําสมเกล็ดหิมะจาก 2.5 เปน 3.5 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 มิลลิกรัตอมิลลิลิตร
สงผลใหความสามารถในการยับยั้งยีสตลดลง โดยปริมาณการเหลือรอดของ C. parapsilosis          
Z. fermentati  และ K. marxianus จะเพิ่มขึ้นจาก 7.37 x 106 เปน 1.43 x 108 CFU/ml  9.24 x 101  เปน 
3.30 x 103 CFU/ml และ 3.36 x 10-2 เปน 7.88 x 10-1 CFU/ml  ตามลําดับ ดังนั้นในน้ําสมเกล็ดหิมะที่
มีพีเอช 3.5 จะตองใชความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเพิ่มขึ้นมากกวาที่พีเอช 2.5 ในการยับยั้ง
ยีสตใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากัน ความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทที่ตองใชเพิ่มขึ้นมาก
หรือนอยขึ้นกับยีสตแตละสายพันธุ ในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอช 3.5  ตองใชโพแตสเซียมซอรเบท
ความเขมขน 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในการยับยั้ง C. parapsilosis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากัน
กับน้ําสมเกล็ดหิมะพีเอช 2.5 ที่มีความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเทากับ 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร และการยับยั้ง Z. fermentati และ K.  marxianus ที่พีเอช 3.5 ตองใชโพแตสเซียมซอรเบท
ความเขมขนประมาณ 1.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเมื่อพีเอชสูงขึ้นความเขมขนของโพแตสเซียม
ซอรเบทที่ตองใชในการยับยั้ง C. parapsilosis จะสูงกวาความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทที่
ตองใชในการยับยั้ง Z. fermentati และ K. marxianus ทั้งนี้เนื่องจากพีเอชมีผลตอการยับยั้ง               
C. parapsilosis มากกวาความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท ในขณะที่พีเอชมีผลตอการยับยั้ง        
Z. fermentati และ K. marxianus นอยกวาความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท (ตารางที่ 27 
ภาคผนวก ค)  
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 เมื่อเปรียบเทียบการยับยั้งการเจริญของยีสตทั้ง 3 สายพันธุในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอช 
2.5 และ 3.5 เติมสารสกัดอบเชยหรือสารสกัดกานพลู หรือโพแตสเซียมซอรเบท ความเขมขน 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวา C. parapsilosis จะถูกยับยั้งโดยสารสกัดกานพลูไดดีที่สุด รองลงมาคือ
สารสกัดอบเชยและโพแตสเซียมซอรเบทตามลําดับ  สวน Z. fermentati  และ K. marxianus จะถูก
ยับยั้งโดยโพแตสเซียมซอรเบทไดดีที่สุดรองลงมาคือ สารสกัดกานพลูและสารสกัดอบเชย 
ตามลําดับ  
 จากการศึกษาผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส และสารสกัดอบเชย 
กานพลูหรือโพแตสเซียมซอรเบท ของน้ําสมเกล็ดหิมะ ตอการยับยั้งยีสตสายพันธุ C. parapsilosis      
Z. fermentati  และ K. marxianus พบวา ความเขมขนของน้ําตาลซูโครส มีผลอยางไมมีนัยสําคัญ           
(P< 0.05)  ที่พีเอชและความเขมขนของสารสกัดอบเชย สารสกัดกานพลูหรือโพแตสเซียมซอรเบท
เดียวกัน แตองศาบริกซตางกันของน้ําสมเกล็ดหิมะ การเจริญของยีสตไมแตกตางกัน ซ่ึงความเขมขน
ของน้ําตาลซูโครสของน้ําสมเกล็ดหิมะที่ใชในการศึกษาอยูในชวง 100 ถึง 200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
หรือวัดเปนองศาบริกซไดอยูในชวง 10 ถึง 20 องศาบริกซ และจะมีคา aw ที่วัดไดอยูในชวง 0.99 ถึง 
1.00 ซ่ึงจากการศึกษาของ Praphailong และ Fleet (1997) พบวายีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย 30  สาย
พันธุสามารถเจริญไดที่ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสรอยละ 50  คา aw มากกวา 0.92  และสามารถ
เจริญไดไมแตกตางกันที่พีเอช 3.0  5.0 และ 7.0 เกือบทุกสายพันธุ และจากการศึกษาของ Tokuoka 
(1993) พบวา ยีสตสายพันธุ  Z. rouxii  สามารถเจริญไดในชวงพีเอช 1.8 ถึง 8.0 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีความเขมขนของน้ําตาลกลูโครสสูง ซ่ึงกลไกการทนน้ําตาลของยีสตเกิดจากการสรางและสะสม
สารประกอบโพลีออล ไดแก กลีเซอรอล อะราบิทอล แมนนิทอล และอีริทริทอล เปนตนและยัง
สัมพันธกับองคประกอบของผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลและกิจกรรมของเอนไซม ATPase 
(Praphailong and Fleet, 1997) ดังนั้นจากการศึกษาในครั้งนี้ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสของ
น้ําสมเกล็ดหิมะ จึงมีผลตอการเจริญของยีสตเพียงเล็กนอยอยางไมมีนัยสําคัญสอดคลองกับ
การศึกษาของ Bettey คณะ (2002) ซ่ึงพบวาน้ําตาล 8 ถึง 16 องศาบริกซ เปนปจจัยที่มีผลอยางไมมี
นัยสําคัญ ในขณะที่ พีเอชและความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท และโซเดียมเบนโซเอท เปน
ปจจัยที่มีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเจริญของยีสต S. cerevisiae Z. bailii และ C. lipolytoca ใน
เครื่องดื่ม แตจากการศึกษาของ Cole และ Keenan (1987 อางโดย Battey et al., 2002) พบวาใน
เครื่องดื่มที่มีองศาบริกซ อยูในชวง 20 ถึง 50 องศาบริกซจะมีผลตอการเจริญของยีสต Z. bailii อยาง
มีนัยสําคัญ 
 พีเอชและความเขมขนของสารสกัดอบเชยหรือความเขมขนของสารสกัดกานพลู เปน
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญของยีสตทั้ง 3 สายพันธุอยางมีนัยสําคัญที่ (P< 0.05) ซ่ึงพีเอชของน้ําสม
เกล็ดหิมะที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้อยูในชวง 2.0 ถึง 4.0 โดยสอดคลองกับการศึกษษของ 
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Praphailong และ Fleet (1997)  พบวายีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย 30 สายพันธุ สามารถเจริญได
ในชวงพีเอช 2.0 ถึง 8.0 และยีสตสายพันธุ  K. marxianus  สามารถเจริญไดที่พีเอชต่ําสุด เทากับ 4.0 
ใน inorganic buffer และ 2.5 ใน citrate phosphate buffer ซ่ึงจากผลการศึกษาในครั้งนี้ ที่พีเอชของ
น้ําสมเกล็ดหิมะเทากับ 2.0 ที่ทุกองศาบริกซ  และท่ีทุกความเขมขนของสารสกัดอบเชย สารสกัด
กานพลู และโพแตสเซียมซอรเบท พบวายีสต K. marxianus ไมสามารถเจริญไดหรือเจริญไดเพียง
เล็กนอยในขณะที่ C. parapsilosis และ Z. fermentati  สามารถเจริญไดดีกวา แสดงวา  K. marxianus  
สามารถเจริญไดในชวงพีเอชที่สูงกวา  C. parapsilosis  และ  Z. fermentati  จากการคัดแยกและ
พิสูจนเชื้อยีสตจะพบ K. marxianus  เฉพาะในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มี พีเอชสูงกวา 3.0 เทานั้น ในขณะ
ที่ C. parapsilosis และ  Z. fermentati  สามารถเจริญไดในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอชต่ํากวา 3.0  
 การทํางานรวมกันของพีเอชและสารสกัดอบเชยหรือสารสกัดกานพลูในน้ําสมเกล็ดหิมะ
ตอการเจริญของยีสตทั้ง 3 สายพันธุ ในน้ําสมเกล็ดหิมะที่มีพีเอชต่ําๆ สารสกัดอบเชย และสารสกัด
กานพลู สามารถยับยั้งการเจริญของยีสตไดดีกวาที่พีเอชสูงๆ ทั้งนี้อาจเนื่องจากปริมาณกรดซิตริกที่
ใชเติมลงไปเพื่อปรับพีเอชที่อยูในรูปไม    แตกตัว จะเพิ่มขึ้นและจะแทรกเขาสูเยื่อหุมเซลล ทําให  
พีเอชภายในไซโตพลาสซึมของจุลินทรียเปลี่ยนไป (Battey et al, 2002) และสารประกอบซินนา
มอลดีไฮดและยูจีนอลซึ่งเปนสารประกอบฟนอลิคที่พบในสารสกัดอบเชยและสารสกัดกานพลู เมื่อ
อยูในสภาวะที่เปนกรดจะสามารถละลายไดเพิ่มขึ้นและมีความคงตัว (Lopez-Malo et al, 1997) และ
จากการศึกษาของ Juven และ คณะ (1994)  ที่พีเอชต่ําๆ สารประกอบ  ฟนอลิค จะอยูในรูปที่ไมแตก
ตัวเปนจํานวนมาก ซ่ึงมีคุณสมบัติไมชอบน้ํา จึงสามารถจับกับตําแหนงที่ไมชอบน้ําของโปรตีน    
เซลลเมมเบรนทําใหสามารถละลายสวนที่เปนไขมันของเซลลเมมเบรนไดดีกวา อาจกลาวไดวา
สารประกอบในกลุมฟนอลิคที่อยูในรูปไมแตกตัวมีประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรียไดดีกวาที่อยู
ในรูปแตกตัว  
 พีเอชและความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท มีผลตอการเจริญอยาง มีนัยสําคัญเฉพาะ
กับ C. parapsilosis แตพีเอชมีผลอยางไมมีนัยสําคัญตอการเจริญของยีสต Z. fermentati  และ               
K. marxianus ทั้งนี้อาจเนื่องจากในการศึกษาใชความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทในชวงที่สูง
เกินไป ทําใหความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทมีผลตอการเจริญของ Z.  fermentati  และ              
K. marxianus  อยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่พีเอชมีผลอยางไมมีนัยสําคัญ แตสําหรับ C. parapsilosis   
ซ่ึงจากการศึกษาพบวาเปนยีสตที่สามารถทนตอโพแตสเซียมซอรเบทไดดีกวา Z. fermentati  และ            
K. marxianus มาก ดังแสดงในตารางที่ 11 จึงทําใหพีเอชมีผลอยางมีนัยสําคัญตอการเจริญของ                     
C. parapsilosis ดวย และจากการศึกษาของ Lopez-Malo และ คณะ (2005) พบวา พีเอชจะมีผลตอ
การยับยั้งยีสตของสารสกัดจากธรรมชาตินอยกวาสารกันเสียชนิดสารเคมี  แตอยางไรก็ตามเมื่อ พี
เอชของน้ําสมเกล็ดหิมะลดลงโพแตสเซียมซอรเบทจะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งยีสตไดเพิ่มขึ้น 
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ทั้งนี้เนื่องจากกรดและเกลือของกรดซอรบิกจะมีกรดชนิดไมแตกตัวสูงขึ้นเมื่อพีเอชลดลงซึ่งโมเลกลุ
ที่ไมแตกตัวของกรดจะปองกันการเจริญของจุลินทรียโดยการยับยั้งการใชสารอาหารตางๆ เชน 
กรดอะมิโนฟอสเฟต กรดอินทรียตางๆเปนตน (สุมาลี เหลืองสกุล, 2541) 

 
3.4   การศึกษาผลรวมของปจจัยตางๆตอการยับยั้งยีสตท่ีแยกไดจากน้ําผักกาดดอง 
 
        การศึกษาผลรวมระหวาง  พีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและสารสกัดพืช
สมุนไพรตอการยับยั้งยีสตที่แยกไดจากน้ําผักกาดดอง การวางแผนและวิเคราะหผลการทดลองเพื่อ
หาความสัมพันธระหวางปจจัยๆ ดวยวิธี General Response Surface Methodology (GRSM) โดยวาง
แผนการทดลองแบบ Partial Factorial Design และกําหนดจุดทดลองแบบ Central Composit Design 
โดยปจจัยที่ทําการศึกษาประกอบดวย 3 ปจจัย ปจจัยละ 3 ระดับ (Box and Behnken , 1960) โดยทํา
การกําหนดรหัสของตัวแปรอิสระและรหัสของระดับของตัวแปร  ดังตารางที่ 6 จากจํานวนปจจัย
และจํานวนระดับที่ทําการศึกษาสามารถกําหนดชุดการทดลองได 15 ชุดการทดลอง (Box and 
Behnken , 1960) ดังตารางที่  7 และวัดการตอบสนองโดยวัดการเจริญเติบโตของยีสต โดยการนับ
จํานวนโคโลนีของยีสตที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ รายงานผลในรูปของคา  log CFU/ml ผลการ
ทดลองดังแสดงในตารางที่ 20 (ภาคผนวก ค) นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหผลทางสถิติโดยใชวิธี PROC 
RSREG (response surface regression) ของสถาบัน SAS ป 1996 เพื่อประเมินผลรวมระหวาง พีเอช 
ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและสารสกัดอบเชย สารสกัดกานพลู หรือโพแตสเซียมซอร
เบท ตอการยับยั้งยีสต จากการวิเคราะหผลทางสถิติ คาสัมประสิทธิ์ความถดถอย แสดงดังตารางที่ 
24 (ภาคผนวก ค) คาความแปรปรวน (ANOVA) แสดงดังตารางที่ 25-27 (ภาคผนวก ค)  กราฟของ
การตอบสนองแสดงดัง      ภาพที่ 4  
  3.4.1 ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและสารสกัดอบเชยตอการ
ยับยั้ง  I.  orientalis 
 จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของเกลือ
โซเดียมคลอไรดและสารสกัดอบเชยตอการยับยั้งการเจริญของยีสต สามารถเขียนสมการกําลังสอง 
(second order polynomial) ไดดังนี้  
  
I.  orientalis 
 Y10  =  -21.17 + 0.41X1+ 13.02X2 – 6.01X3 - 0.006X1X1 – 1.82X2X2 + 0.001    X3X3   
                                    - 0.01 X1X2 + 0.01 X1X3 + 0.85 X2X3    
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 เมื่อ               Y คือ ปริมาณของยีสต  I.  orientalis 
       X1 คือ ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด  
   X2 คือ พีเอช 
   X3          คือ ความเขมขนของสารสกัดอบเชย 
 
  จากการทดลองพบวาความเขมขนของสารสกัดจากอบเชยและพีเอชเปนปจจัยหลักที่มี
ผลตอความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis ขณะที่ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดมีผล
นอยที่สุด (ตารางที่ 25 ภาคผนวก ค) โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิ่มขึ้นเมื่อ
ความเขมขนของสารสกัดอบเชยเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําผักกาดดองลดลง (ภาพที่4) เมื่อพิจารณา
ผลรวมระหวาง สารสกัดจากอบเชยและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis พบวาเมื่อ
ปรับ     พีเอชของน้ําผักกาดดองจาก 3.2 เปน 3.8 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
สงผลใหความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis ลดลง โดยปริมาณการเหลือรอดของ  I. orientalis 
จะเพิ่มขึ้นจาก 8.81 x 105 เปน 2.69 x 106 CFU/ml  ดังนั้นในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.8 จะตองใช
ความเขมขนของสารสกัดอบเชยเพิ่มขึ้นมากกวาที่พีเอช 3.2 ในการยับยั้ง  I. orientalis ใหเหลือรอด
ในปริมาณที่เทากัน ในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.8 ตองใชสารสกัดอบเชยความเขมขน 1.3 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร ในการยับยั้ง  I. orientalis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากันกับในน้ําผักกาดดองพีเอช 
3.2 ที่มีความเขมขนของสารสกัดอบเชย  1.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร     
 3.4.2 ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดและสารสกัดกานพลูตอการ
ยับยั้ง I.  orientati 
                จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของเกลือ
โซเดียมคลอไรดและสารสกัดอบเชยตอการยับยั้งการเจริญของยีสต สามารถเขียนสมการกําลังสอง 
(second order polynomial) ไดดังนี้  
   
I.  orientalis 
 Y11    =    93.54 – 2.64X1- 22.48X2 – 20.85X3 + 0.03X1X1 + 4.00X2X2  
                                         + 12.28 X3X3 - 0.08 X1X2 + 0.029 X1X3 - 0.67 X2X3    
 เมื่อ Y คือ ปริมาณของยีสต  I.  orientalis 
       X1 คือ ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด  
   X2 คือ พีเอช 
   X3          คือ ความเขมขนของสารสกัดกานพลู 
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 จากการทดลองพบวาความเขมขนของสารสกัดจากกานพลูเปนปจจัยหลักที่มีผลตอ
ความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis รองลงมาคือ พีเอช และความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอ
ไรดมีผลนอยที่สุด (ตารางที่ 26 ภาคผนวก ค) โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิม่ขึน้
เมื่อความเขมขนของสารสกัดกานพลูเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําผักกาดดองลดลง (ภาพที่4) เมื่อ
พิจารณาผลรวมระหวาง สารสกัดจากกานพลูและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis 
พบวาเมื่อปรับ  พีเอชของน้ําผักกาดดองจาก 3.2 เปน 3.8 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรสงผลใหความสามารถในการยับยั้ง  I. orientalis ลดลง โดยปริมาณการเหลือรอดของ        
I.  orientalis ปริมาณการเหลือรอดของ  I. orientalis จะเพิ่มขึ้นจาก 1.0 x 10-1 เปน 1.97 x 100 
CFU/ml  ดังนั้นในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.8 ตองใชความเขมขนของสารสกัดกานพลูเพิ่มขึ้น
มากกวาที่พีเอช 3.2 ในการยับยั้ง  I. orientalis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากันในน้ําผักกาดดองที่มี
พีเอช 3.8 ตองใชสารสกัดกานพลูความเขมขน 1.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรในการยับยั้ง I. orientalis ให
เหลือรอดในปริมาณที่เทากันกับในน้ําผักกาดดองพีเอช 3.2 ที่มีความเขมขนของสารสกัดกานพลู  
1.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร    
 3.4.3  ผลรวมระหวาง พีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด และโพแตสเซียมซอรเบ
ทตอยับยั้ง I.  orientalis 
  จากการวิเคราะหผลทางสถิติ เพื่อประเมินผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของเกลือ
โซเดียมคลอไรดและสารสกัดอบเชยตอการยับยั้งการเจริญของยีสต สามารถเขียนสมการกําลังสอง 
(second order polynomial) ไดดังนี้  
  
I.  orientalis 
 
 Y12  =  107.91 – 3.13X1- 26.43X2 – 6.88X3 + 0.04X1X1 + 4.49X2X2 + 1.95 X3X3  
                                - 0.031 X1X2 + 0.013 X1X3 - 0.84 X2X3   
  
 เมื่อ               Y คือ ปริมาณของยสีต I.  orientalis 
       X1 คือ ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด  
   X2 คือ พีเอช 
   X3         คือ ความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบท 
 จากการทดลองพบวาความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเปนปจจัยหลักที่มีผลตอ
ความสามารถในการยับยั้ง  I.  orientalis รองลงมาคือ พีเอช และความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอ
ไรดมีผลนอยที่สุด (ตารางที่ 27 ภาคผนวก ค) โดยพบวาคาความสามารถในการยับยั้งเชื้อยีสตเพิม่ขึน้
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เมื่อความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทเพิ่มขึ้นขณะที่พีเอชของน้ําผักกาดดองลดลง (ภาพที่4) 
เมื่อพิจารณาผลรวมระหวางโพแตสเซียมซอรเบทและพีเอชตอความสามารถในการยับยั้ง                
I. orientalis พบวาเมื่อปรับพีเอชของน้ําผักกาดดองจาก 3.2 เปน 3.8 แลวเติมสารสกัดอบเชย 1.0 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรสงผลใหความสามารถในการยับยั้ง I. orientalis ลดลง โดยปริมาณการเหลือ
รอดของ  I.  orientalis เพิ่มขึ้นจาก 3.2 เปน 3.8 ปริมาณการเหลือรอดของ  I. orientalis จะเพิ่มขึ้น
จาก 5.12 x 101 เปน 3.29 x 103 CFU/ml  ดังนั้นในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.8 จะตองใชความเขมขน
ของโพแตสเซียมซอรเบท เพิ่มขึ้นมากกวาที่พีเอช 3.2 ในการยับยั้ง I. orientalis ใหเหลือรอดใน
ปริมาณที่เทากันในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.8 ตองใชสารโพแตสเซียมซอรเบท 1.4 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรในการยับยั้ง  I. orientalis ใหเหลือรอดในปริมาณที่เทากันกับในน้ําผักดองพีเอช 3.2 ที่มี
ความเขมขนของสารสกัดโพแตสเซียมซอรเบท  1.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
 เมื่อเปรียบเทียบการเจริญ  I. orientalis ในน้ําผักกาดดองที่มีพีเอช 3.2 และ 3.8 และเติม
สารสกัดอบเชย หรือ สารสกัดกานพลู หรือโพแตสเซียมซอรเบท ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวา  I. orientalis สามารถเจริญไดนอยที่สุดในน้ําผักกาดดองที่เติมสารสกัดกานพลู 
รองลงมาคือโพแตสเซียมซอรเบทและสารสกัดอบเชยตามลําดับ   
 จากการศึกษาผลรวมระหวางพีเอช ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด และสารสกัด
อบเชย สารสกัดกานพลูหรือโพแตสเซียมซอรเบท ของน้ําผักกาดดอง ตอการเจริญของยีสตสายพันธุ   
I.  orientalis พบวา ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด มีผลอยางไมมีนัยสําคัญ (P< 0.05) ที่      
พีเอช และความเขมขนของสารสกัดอบเชย กานพลูหรือโพแตสเซียมซอรเบทเดียวกันแตองศาบริกซ
ของน้ําผักกาดดองตางกัน การเจริญของยีสตไมแตกตาง ซ่ึงความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด
ของน้ําผักกาดดองที่ใชในการศึกษาอยูในชวงรอยละ 3.0 ถึง 4.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร หรือวัดเปน
องศาบริกซไดอยูในชวง 32 ถึง 42 องศาบริกซ และจะมีคา aw ที่วัดไดอยูในชวง 0.98 ถึง 0.99 ซ่ึงจาก
การศึกษาของ Praphailong และ Fleet (1997) พบวายีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย 30 สายพันธุ สามารถ
เจริญไดที่ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดแตกตางกันขึ้นกับสายพันธุของยีสต และพีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ เชน ที่พีเอช 2.0 ยีสตสวนมากเจริญไดที่ความเขมขนของเกลือรอยละ 2.5 โดย
น้ําหนักตอปริมาตร และ ที่พีเอช 3.0 และ 5.0 ยีสตทั้ง 30 สายพันธุ สามารถเจริญไดที่เขมขนของ
เกลือโซเดียมคลอไรดสูงถึงรอยละ 15 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และจากการศึกษาของ Betts คณะ 
(1996) พบวายีสตที่ทําใหอาหารเนาเสีย 13 สายพันธุสามารถเจริญไดที่เขมขนของเกลือโซเดียมคลอ
ไรดรอยละ 0.8 ถึง 8.0 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ขึ้นกับพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสม ดังนั้นความ
เขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดในน้ําผักกาดดอง ที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ จึงมีผลตอการเจริญ
ของยีสตเพียงเล็กนอยอยางไมมีนัยสําคัญ และจากการศึกษาของ Parent และ คณะ (1998) พบวา 
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 พีเอช และไนซิน เปนปจจัยหลักที่มีผลตอการเจริญของ L. monocytogenes ในขณะที่เกลือโซเดียม
คลอไรดและ EDTA เปนปจจัยรองที่มีผลตอการเจริญของเชื้อ 
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(C)  

  ภาพที่ 1  กราฟผลรวมระหวางพีเอชและความเขมขนของสารสกัดอบเชยตอการยับยั้ง C. parapsilosis Z. fermentati และ K. marxianus  ในน้ําสมเกล็ดหิมะ เมื่อกําหนดให        
                 ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเปนคาคงที่ (A) = 10 0Brix (B) = 150Brix (C) = 20 0Brix 
  Fig. 1  Contour plots showing combined effect of pH and cinnamon concentration on the growth of C. parapsilosis, Z. fermentati and K. marxianus   in orange juice solutions  
             under constant sucrose (0Brix) ; (A) = 10 0Brix, (B) = 150Brix, (C) = 20 0Brix  
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       ภาพที่ 2  กราฟผลรวมระหวางพีเอชและความเขมขนของสารสกัดกานพลูตอการยับยั้ง C. parapsilosis Z. fermentati และ K. marxianus  ในน้ําสมเกล็ดหิมะ เมื่อกําหนดให        
                     ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเปนคาคงที่ (A) = 10 0Brix (B) = 150Brix (C) = 20 0Brix 
       Fig. 2   Contour plots showing combined effect of pH and clove concentration on the growth of C. parapsilosis, Z. fermentati and K. marxianus in orange juice solutions 
                  under constant sucrose ( 0Brix) ; (A) = 10 0Brix, (B) = 15 0Brix, (C) = 20 0Brix  
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        ภาพที่ 3  กราฟผลรวมระหวางพีเอชและความเขมขนของโพแตสเซียมซอรเบทตอการยับยั้ง C. parapsilosis Z. fermentati และ K. marxianus  ในน้ําสมเกล็ดหิมะ เมื่อกําหนดให        
                      ความเขมขนของน้ําตาลซูโครสเปนคาคงที่ (A) = 10 0Brix (B) = 150Brix (C) = 20 0Brix 
        Fig. 3  Contour plots showing combined effect of pH and potassium sorbate concentration on the growth of C. parapsilosis, Z. fermentati and K. marxianus in orange juice 
                   solutions under constant sucrose ( 0Brix) ; (A) = 10 0Brix, (B) = 15 0Brix, (C) = 20 0Brix  
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  ภาพที่ 4  กราฟผลรวมระหวางพีเอชและความเขมขนของสารสกัดอบเชย กานพลู และโพแตสเซียมซอรเบท ตอการยับยั้ง I.orientalisในน้ําสมเกล็ดหิมะ เมื่อกําหนดให        
                 ความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดปนคาคงที่ (A) = 10 0Brix (B) = 150Brix (C) = 20 0Brix 
  Fig. 4    Contour plots showing combined effect of pH and cinnamon, clove and potassium sorbate concentration on the growth of  I.orientalis  in 
              fermented brine solutions under constant NaCl  (0Brix) ; (A) = 32 0Brix, (B) = 37 0Brix, (C) = 42 0Brix  

 




