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บทคัดยอ

การปนเปอนของเชื้อ Salmonella บนผักสดนอกจากจะกอใหเกิดอันตรายตอ
ผูบริโภคแลว ยังมีผลกระทบตอการสงออกไปตางประเทศ ทําใหเกิดความเสียหายตอเศรษฐกิจ 
การใชสารเคมีในการลางผักเพื่อลดจํานวนเชื้อกอโรคอาจทําใหเกิดผลเสียตอตัวผูบริโภคได 
ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจในการนําน้ําหมักชีวภาพซึ่งเปนผลิตภัณฑธรรมชาติ มาใชในการลดเชื้อ
Salmonella ปนเปอนบนผักสด  จากการศึกษาครั้งนี้พบวา น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่หมักไว 
75 วัน มีปริมาณกรดทั้งหมดเทากับ 1.36 % คา pH เทากับ 3.50 คาการนําไฟฟา เทากับ 
2,425 μS/cm ธาตุอาหาร โซเดียม และ โพแทสเซียม เทากับ 88.30 และ 1,115 mg/L 
ตามลําดับ ปริมาณเอทานอล เมทานอล อะเซทอลดีไฮด กรดแลกติก และกรดแอซิติก เทากับ 
36.20   0.25   0.39   5.56  และ 1.6 g/L ตามลําดับ 

เมื่อตรวจสอบผักสดจากตลาดจํานวน 40 ตัวอยาง พบการปนเปอนของเชื้อ 
Salmonella  บนผักจํานวน 10 ตัวอยาง รวม 6 ซีโรวาร คือ  S. Hvittingfoss  S. Weltevreden 
S. Agona  S. Rubislaw  S. Corvalis  และ S. Amsterdam var.15+  เมื่อนําน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาเขมขน 100% ไปทําการลดจํานวนเชื้อ Salmonella ทั้ง 6 ซีโรวาร และเชื้อ                  
S. Typhimurium ATCC 13311 จํานวน  7 log CFU/mL ในหลอดทดลอง พบวาน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 100% สามารถลดเชื้อได 99.999-100% ในระยะเวลาการสัมผัส               
5 นาที เมื่อทดลองใชเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ใน 3 ระดับ คือ 7 และ 5  2  log 
CFU/mL พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 100% สามารถลดเชื้อไดทั้ง 3 ระดับ ที่ระยะ
สัมผัส 5 นาที  สวนน้ําหมักเขมขน 50% ตองใชเวลาสัมผัส 10 และ 10  5 นาที ตามลําดับ  
สวนการลดจํานวนเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ทําการปนเปอนผัก 4 ชนิด ไดแก 
ผักบุง ผักชี ผักสะระแหน ผักกาดหอม พบวากรณีที่มีเชื้อปริมาณสูง (4.85-6.34 log CFU/g) 
การแชผักในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อลงได 84.37-99.95% ใน
ระยะเวลาสัมผัสนาน 1-30 นาที ขึ้นกับชนิดผัก ในขณะที่การในแชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลดลง
ไดเพียง 38.67-47.22% เทานั้น และเมื่อมีเชื้อปริมาณต่ํา (1.3-2.2 log CFU/g) น้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวา 50% สามารถลดเชื้อได 100% ในระยะเวลาสัมผัสนาน 1 นาที ในขณะที่แชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อลดลงไดเพียง 45-50% ในระยะเวลาสัมผัสนาน 1-30 นาทีขึ้นกับชนิดผัก และ



     (4)

เมื่อนําผักสะระแหนที่จําหนายในทองตลาดที่พบการปนเปอนของเชื้อ Salmonella มาแชดวย
น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที ตรวจไมพบเชื้อ Salmonella ขณะที่ยัง
ตรวจพบ เชื้อ Salmonella ไดหลังการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อในเวลาที่เทากัน

การศึกษาการเจริญและรอดชีวิตของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 บนผัก
สดทั้ง 4 ชนิด พบวาการแชผักในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที แลว
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 7 วัน เชื้อมีจํานวนลดลง 1.23-1.93 log CFU/g ในขณะที่
การแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อลดลงไดเพียง 0.61-1.07 log CFU/g สวนผักที่แชในน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC พบวาเชื้อ                   
S. Typhimurium เพิ่มจํานวนขึ้นตามระยะเวลาการเก็บ แตยังมีจํานวนต่ํากวาการแชในน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ

การศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวา น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา มีประสิทธิภาพใน
การลดจํานวนเชื้อ Salmonella ในผักตางๆ ไดเปนอยางดี
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Abstract

Contamination of fresh vegetables with Salmonella causes not only an 
outbreak of food poisoning to the consumers but also to a severe economic loss to the 
seller.  Decontamination of the contaminated vegetables with chemical agents could 
also be harmful to the consumers if some chemical residues remained. Therefore, it 
would be of interest if a natural product, such as fermented banana beverage (FBB), 
could be used to eliminate Salmonella contaminants from fresh vegetables. After being 
fermented for 75 days, the chemical characteristics of a FBB were: 1.36% total acidity, 
pH at 3.50, 2,425 µS/cm electrical conductivity, Na at 88.30 and K at 1115 mg/mL, 
ethanol, methanol, acetaldehyde, lactic acid, and acetic acid at 36.20, 0.25, 0.39, 5.56, 
and 1.6 g/L, respectively.

Salmonella were detected in 10 out of 40 samples of fresh vegetables 
purchased from local markets. Among the isolates a total of six serovars were 
identified: S. Hvittingfoss, S. Weltevreden, S. Agona, S. Rubislaw, S. Corvalis, and                  
S. Amsterdam var. 15+.  Undiluted (100%) FBB was used against all six serovars and
S. Typhimurium ATCC 13311 in the pure cultures that contained Salmonella at 
approximately 7 log CFU /mL. After a 5 min exposure time the 100% FBB reduced 
Salmonella by 99.999-100%.  Subsequently, three concentrations of S. Typhimurium 
ATCC 13311 (7, 2, and 5 log CFU/mL) were subjected to three concentrations of FBB
(100, 50, and 25%).  Within a 5 min exposure time all three concentrations of                       
S. Typhimurium ATCC 13311 were completely killed by 100% FBB.  With 50% FBB, 
the three concentrations of S. Typhimurium ATCC 13311 were killed at 10, 10, and 5
min exposure times, respectively.

Four kinds of fresh vegetables (swamp morning-glory, parsley, 
peppermint, and lettuce) were artificially contaminated with S. Typhimurium ATCC 
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13311 then soaked with 50% FBB. The 50% FBB reduced an initial count of 4.85-6.34 
log CFU/g of S. Typhimurium ATCC 13311 by 84.37-99.95% using a 1-30 min soaking
time, that was dependent on the vegetable types. In the controls that were soaked with 
sterile distilled water (DW) the reduction in Salmonella was between 38.67-47.22%. 
With a lower contamination by Salmonella of between 1.3-2.2 log CFU/g, a 50% FBB
preparation completely killed S. Typhimurium ATCC 13311 after a 1 min soaking time 
whereas a 45-50% reduction occurred when soaked with sterile DW for between 1-30 
min.  Peppermints from local markets that had been naturally contaminated with
Salmonella were also soaked with 50% FBB or sterile DW for 20 min.  Salmonella were 
not detected when soaked with FBB but were detected after being soaked with sterile 
DW.

To examine the growth and survival of S. Typhimurium ATCC 13311 on 
fresh vegetables, swamp morning-glory, parsley, peppermint, and lettuce were artificially 
contaminated, soaked with 50% FBB or sterile DW for 20 minutes, then kept at either 
4C or 30C for 7 days. The numbers of S. Typhimurium ATCC 13311 in vegetables 
kept at 4C, decreased by 1.23-1.93 log CFU/g when soaked with 50% FBB compared 
to a decrease by 0.61-1.07 log CFU/g when soaked with sterile DW and FBB
vegetables showed no signs of spoilage.  In vegetables kept at 30C, the numbers of 
S. Typhimurium ATCC 13311 increased during storage times. Nonetheless, the 
increase was less with those soaked with 50% FBB than those soaked with sterile DW. 

The results of this study showed that FBB is highly effective on reduction
of Salmonella contaminated on fresh vegetables.
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    ในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที 
    บรรจุลงในถุงโพลีเอทีลีนขนาด 11x12 นิ้ว พรอมสําหรับการเก็บรักษา
    ที่ อุณหภูมิ 4OC และ 30OC 
9. ผักที่ปนเปอนดวย S. Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชในน้ําหมักชีวภาพ                    54
     กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 1วัน 
10. ผักที่ปนเปอนดวย S. Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชในน้ําหมักชีวภาพ               55
     กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 7วัน 
11. ผักที่ปนเปอนดวย S. Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชในน้ําหมักชีวภาพ                 58
     กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 1วัน 
12. ผักที่ปนเปอนดวย S.Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชน้ําหมักชีวภาพ                          59
     กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลาตางๆ
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บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

ปจจุบันผูบริโภคไดหันมาใหความสนใจและตองการที่จะบริโภคอาหารที่ดีตอ
สุขภาพและมาจากธรรมชาติ  ทําใหการบริโภคผักสดเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมาก  (Heaton and 
Jones, 2008) นอกจากผักที่ผลิตในประเทศแลวยังมีผักที่นําเขาจากตางประเทศอีกดวย ซึ่งใน
ผลิตผลทางการเกษตรมักมีการปนเปอนของแบคทีเรียตางๆที่อยู ในลําไสของมนุษยและสัตว
โดยการปนเปอนเกิดขึ้นไดในขั้นตอนตางๆ ระหวางการผลิต ตั้งแต การเพาะปลูก การใชปุย 
ดินและน้ํา เครื่องมือ การเก็บผลผลิต การขนสง ไปจนถึงพฤติกรรมการบริโภคและการปรุง
อาหาร (Beuchat, 2002) 

จุลินทรียที่เปนสาเหตุของการเกิดโรคอาหารเปนพิษและมักพบวาปนเปอนมากับ
ผักและผลไมพรอมบริโภคคือเชื้อ Escherichia coli O157:H7 Listeria monocytogenes
Shigella Salmonella และไวรัสตับอักเสบ เอ (Singh et al., 2002) มีรายงานของการระบาด
ของ Salmonellosis เนื่องจากมีจุลินทรียที่กอโรคอาหารเปนพิษชนิด Salmonella ปนเปอนใน
ผักและผลไมมาตลอด ตั้งแตป ค.ศ.1950 (Tamplin, 1997) จนปจจุบันยังมีการระบาดของโรค
อาหารเปนพิษโดยการบริโภคผักและผลไมสดอยูเสมอและมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้น (Dipersio, et  
al., 2007) สาเหตุสําคัญที่ทําใหตรวจพบจุลินทรียดังกลาวในผักสวนหนึ่งเปนเพราะปจจุบัน
เกษตรกรหันมาใชปุยหมัก ปุยคอก แทนการใชปุยเคมีมากขึ้น ซึ่งปุยคอกเปนแหลงใหเชื้อโรค
สามารถรอดชีวิตอยูไดเปนระยะเวลานาน (Tauxe, 1991; Brackett, 1999) จากรายงานของ 
Viswanathan and Kaur (2001) ตรวจพบเชื้อกอโรคทางเดินอาหารบนผักสดและผลไมที่ขาย
ตามรานคาริมถนนซึ่งงายตอการซื้อมารับประทาน นอกจากนี้การเก็บผักในตูเย็นเชื้อจุลินทรีย
ยังสามารถที่เจริญอยูรอดไดในเวลาตางๆ กัน เชน เชื้อ L. monocytogenes จะเพิ่มจํานวนขึ้น
ไดในอุณหภูมิต่ํา (Behrsing et al., 2003) และเชื้อจุลินทรียบางชนิดสามารถรอดชีวิตบนผักและ
ผลไมไดที่อุณหภูมิ 10OC เชน เชื้อ Salmonella (Penteado  and  Leitão, 2004) 

นอกจากความปลอดภัยของผูบริโภคในประเทศแลวยังมีการตรวจพบเชื้อโรค
อาหารเปนพิษในผักสงออกไปตางประเทศทําใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ เชน ใน
รายงานการสงออกผักไปประเทศ ไอรแลนด สหภาพยุโรป และนอรเวย  ไดตรวจพบเชื้อ E.coli
และ Salmonella ปนเปอนในสินคาผักสดและสมุนไพรจากประเทศไทย โดยตรวจพบเชื้อ 
Salmonella ในผักจากประเทศไทย จํานวน 23 ชนิด ไดแก ผักชีไทย ผักชีฝรั่ง ชะอม ใบกระ
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เพรา ใบโหระพา ผักแขยง ใบสะระแหน   ตนหอม ผักคื่ น ไช ใบกุ ยไช ดอกกุยไช 
ตะไคร ผักบุง ผักแวน ผักกระเฉด ใบบัวบก ใบชะพลู ผักโขมแดง ถั่วฝกยาว หนอไมฝรั่ง พริก
ขี้หนู และผักปลัง ทําใหสั่งหามนําเขาสินคาผักสดจากประเทศไทยเปนการชั่วคราว ( กรมการ
คาตางประเทศ, 2549)

ดังนั้น เรื่องความปลอดภัยในการบริโภคผักผลไมสด ขั้นตอนการลางจึงมี
ความสําคัญอยางยิ่งในการจะลดปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ติดมาได ซึ่งนอกจากจะทําให
ปลอดภัยตอผูบริโภคในประเทศแลวยังทําใหสินคาผักของไทยมีโอกาสสงออกไดมากขึ้น สารฆา
เชื้อจุลินทรียชนิดตางๆ ในขั้นตอนการลางเพื่อลดและทําลายจุลินทรียที่ปนเปอนผักผลไมโดยมี
จุดประสงคเพื่อเพิ่มความปลอดภัยของผูบริโภค ไดแก กรดแอซิติก สารประกอบของกรดแอซิ
ติก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด คลอรีนและสารประกอบคลอรีน เชน โซเดียมไฮเปอรคลอไรท หรือ 
คลอรีนไดออกไซด ซึ่งสารเคมีที่ใชลางผักหลายชนิด สวนใหญเปนสารเคมีสังเคราะห และสวน
ใหญเปนสารประกอบประเภทคลอรีน โดยเฉพาะไฮเปอรคลอไรท ซึ่งเปนสารฆาเชื้อที่นิยมใชใน
อุตสาหกรรมผลไม เนื่องจากสามารถฆาเชื้อจุลินทรียไดหลายชนิด (Park et al., 1991) สารเคมี
ประเภทคลอรีนเหลานี้สามารถทําลายและยับยั้งการเจริญของจุลินทีรยไดดี แตคลอรีนมี
ขอจํากัดบางประการ คือประสิทธิภาพจะลดลงในสภาวะที่เปนเบส การใชคลอรีนในปริมาณที่
มากเกินไปหรือในปริมาณที่ไมเหมาะสมคลอรีนจะรวมตัวกับสารอินทรีย สารประกอบเอมีนใน
อาหารทําใหเกิดสารไตรแฮโลมีเทน ซึ่งเปนสารประกอบที่เปนสารกอมะเร็งอาจกอใหเกิด
อันตรายตอผูบริโภคผักได (Lin et al., 1996) และสารคลอรีนที่ความเขมขนไมเหมาะสมทําให
เกิดกลิ่น ดังนั้นคลอรีนที่ตกคางในผลิตภัณฑอาจเปนอันตรายตอผูบริโภค (Ames, 1979)

จึงไดมีการวิจัยสารลางผักไมวาจะเติมกรดอินทรียชนิดตางๆ เพื่อลดคา pH ของ
สารละลายที่ผสมสารฆาเชื้อหรือใชสารฆาเชื้อรวมกับสารลดแรงตึงผิว เพื่อชวยในการแทรกของ
สารฆาเชื้อเขาไปทําลายเชื้อโรคบนผิวผักไดดียิ่งขึ้น การใชสารที่สลายตัวไดดีทําใหไมมีปริมาณ
สารตกคาง เชนไฮโดรเจนเปอรออกไซดกับอุตสาหกรรมน้ําผลไมเพื่อลดการใชคลอรีน ใน
ปจจุบันไดมีการนําน้ําหมักชีวภาพซึ่งเปนผลิตภัณฑธรรมชาติที่ไดจากการหมัก พืช ผัก ผลไม 
กับ น้ําตาล โดยมีแบคทีเรียแลกติกเปนจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญในการหมัก (Kantachote 
and Charernjiratrakul 2008b) มาใชประโยชนในดานตางๆ เชน การบริโภค การใชเปนปุย 
การใชเปนสารทําความสะอาด เปนตน รวมทั้งมีการศึกษาวิจัยพบวา แบคทีเรียแลกติกสามารถ
ผลิตสารยับยั้งจุลินทรียจากธรรมชาติ ไดแก กรดอินทรีย ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดอะเซททิล 
และ แบคเทอริโอซินมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคอาหารเปนพิษเชน Salmonella
Typhimurium Vibrio parahaemolyticus และ Staphylococcus aureus ไดดี (Kantachote et 
al., 2008)  ดังนั้นจึงเปนที่นาสนใจที่จะลองนําน้ําหมักมาใชในการลางทําความสะอาดผักสดเพื่อ
ลดจํานวนเชื้อ Salmonella เพราะนอกจากจะเกิดความปลอดภัยแกผูบริโภคในดานการลดเชื้อ
โรคอาหารเปนพิษแลว ยังชวยลดอันตรายจากการใชสารเคมีในการลางผักอีกดวย 



3

การตรวจเอกสาร

1. เชื้อSalmonella
1.1 ลักษณะโดยทั่วไปและลักษณะทางเซรุมวิทยา

1.1.1 ลักษณะโดยทั่วไป
เชื้อ Salmonella เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง ไมสรางสปอรอยูใน

สกุล Enterobacteriaceae เชนเดียวกับ E. coli  สวนใหญใชซิเตรตเปนแหลงพลังงานและ
คารบอน แตไมสามารถใชแลกโตส (Reinmann and Byran, 1979) สมาชิกในจีนัสนี้เจริญไดใน
สภาวะที่มีอากาศหรือไมมีอากาศก็ได (facultative anaerobe) (Holt et al., 1996) สามารถ
เคลื่อนที่ดวยแฟลกเจลลารอบตัว (peritricous flagella) และอาศัยอยู ในลําไสของคนและสัตว
ทุกตัวสามารถทําใหเกิดโรคในคนได 

เชื้อ Salmonella เจริญไดที่อุณหภูมิ 5-45OC แตอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดสําหรับ
การเจริญของ  Salmonella ไดแก 35OC และสามารถทําลายเชื้อนี้ไดที่อุณหภูมิ 61.5OC 
Salmonella สามารถเจริญไดในชวงที่ pH กวาง ประมาณ 4.5 – 9.0. แตที่เจริญไดดีคือ pH  
6.6 – 8.2  ซึ่ง Stokes and Bayne (1957) กลาววา Salmonella ไมเจริญที่ความเปนกรดต่ํา
กวา 5.0 และถูกยับยั้งไดอยางสมบูรณในสภาวะที่มี pH ต่ํากวา 4.5 แตตอมา Chung and 
Goepfert (1970)ไดพบวาคา pH ต่ําสุดที่ Salmonella เจริญได เปน 4.5 แตถึงไมเจริญใน pH 
ต่ํา แต Salmonella อาจยังอยูรอดได Parish et al. (1997) ไดทดลองนํา Salmonella มาเลี้ยง
ในอาหารที่มีคา pH ตางๆกัน พบวา S. Gaminara, S. Hartford, S. Rubislaw และ                      
S. Typhimurium สามารถมีชีวิตอยูรอดไดแตไมเจริญใน pH 3.5 เปนเวลา 27 วัน และ pH 4.1 
เปนเวลา 60 วัน

ปจจุปนแบงออกเปน 2 สปชีส (species) คือ S. enterica และ S. bongori โดย        
สปชีส S. enterica แบงออกเปนสปชีสยอย (subspecies) ได 6 กลุม คือ กลุม I (S. enterica
subsp. enterica) กลุม II (S. enterica subsp. salamea), กลุม IIIA (S. enterica subsp. 
arizonae), กลุม IIIB (S. enterica subsp. diarizonae), กลุม IV (S. enterica subsp. 
houtenae), กลุม VI (S. enterica subsp. indica).  สวนสปชีสยอยของสปชีส S. bongori. จะ
อยูใน กลุม V (S.bongori. subsp. bongori.), ปจจุบัน จีนัส Salmonella มีมากกวา 2300 ซีโร
วาร อาทิ S. enterica subsp. enterica  serovar Typhimurium  นิยมเขียนเพียงสั้นๆ วา                    
S. Typhimurium (Jay, 2000)

1.1.2 ลักษณะทางเซรุมวิทยา
การจัดซีโรวารของ Salmonella ขึ้นอยูกับลักษณะของแอนติเจนที่สําคัญ 3 ชนิด 

คือ O แอนติเจน  H แอนติเจน และ Vi แอนติเจน (Doyle et al., 1997; Jay, 2000) 



4

O แอนติเจน เปนแอนติเจนที่อยูบนผนังเซลลชั้นนอก ประกอบดวยสารโพลีแซค
คาไรด มีคุณสมบัติทนตอ ความรอน (100OC นาน 2 ชั่วโมง 30 นาที) แอลกอฮอล และกรด 
การจัดกลุม O แอนติเจน โดยใชอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพใหญ A B C D เรียงลําดับตอกันไป 
ปจจุบันมี O แอนติเจน ถึงกลุม O-67 การใหชื่อ O แอนติเจนจะเรียงลําดับตามเลขอาราบิกจาก 
1 2 3 4 เรียงลําดับตอกันไป Salmonella ซีโรวารหนึ่งๆอาจมี O แอนติเจน มากกวา 1 ชนิด
เชน S. Hirschfeldii S. Choleraesuis  S. Oranienberg และ S. Montevidio  จัดอยูในกลุม C1

เพราะ มี O แอนติเจน 6 และ 7  สวน S. Newport  อยูในกลุม C2 เพราะมี O แอนติเจน 6 และ
8 ซึ่งวิธีการตรวจสอบ O แอนติเจนเพื่อหากลุม Salmonella ทําไดโดยวิธีจับกลุมตกตะกอน
(agglutination) กับ O แอนติบอดี (ภาคผนวก ข)  เมื่อทราบชนิดของ O แอนติเจน จึงตรวจหา 
H แอนติเจน ตอไปเพื่อการระบุซีโรวาร

H แอนติเจน เปนแอนติเจนที่อยูบนแฟลกเจลลา เปนสารประกอบโปรตีนที่ถูก
ทําลายไดงายดวย ความรอน แอลกอฮอล และกรด   H แอนติเจนประกอบดวย  2 เฟส คือ เฟส 
1 หรือ เฟสจําเพาะ ใชอักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพเล็ก a b c ถึง z  และเฟส 2 หรือ เฟสไม
จําเพาะ ใชตัวเลขอาราบิก 1  2  3  4  ตอไปเรื่อยๆ  H แอนติเจนจะถูกใชในการระบุซีโรวาร
หลังจากทราบ O แอนติเจนแลว  Salmonella ซีโรวาร หนึ่งๆ อาจมีแอนติเจน H ไดมากกวา 
1 ชนิด  อาทิ S. Choleraesuis  ซึ่งมี O แอนติเจน 2 ชนิด คือ 6 และ 7 และมี H แอนติเจน           
3 ชนิดคือ  c  1 และ 5  

Vi แอนติเจน (Virulence or Capsular antigen) เปนแอนติเจนของแคปซูล 
ประกอบดวยสารโพลีแซคคาไรด ถูกทําลายไดโดย ความรอน กรด และฟนอล มีเพียง            
3 ซีโรวารเทานั้นที่มี Vi แอนติเจน คือ S. Typhi  S. Paratyphi C  และ S. Dublin  เชื้อที่มี           
Vi แอนติเจน มักทําใหเกิดอาการของโรครุนแรงกวาเชื้อที่ไมมี  Vi แอนติเจน

1.2 แหลงที่อยูตามธรรมชาติ
เชื้อ Salmonella แบงตามแหลงที่อยูได 3 แบบคือ
1.2.1 Salmonella ที่ใชคนเปนโฮสต เชื้อกลุมนี้จะติดตอในคนเทานั้นไดแก               

S. Typhi ทําใหเกิดโรคไทฟอยดเปนชนิดที่ทําใหเกิดความรุนแรงมากที่สุด สวน S. Paratyphi 
A S. Paratyphi B S. Paratyphi C ทําใหเกิดโรคไขรากสาดนอย ซึ่งมีอาการคลายอาการของ
โรคไขไทฟอยดแตความรุนแรงในการกอโรคนอยกวา S. Typhi

1.2.2 Salmonella ที่ปรับตัวตามโฮสต เชื้อกลุ มนี้เปนเชื้อที่แพรจากสัตวที่             
เปนโรคหรือเปนพาหะมาสูคนเชน S. Gallinarum และ S. Pullorum ซึ่งอาศัยเปดไกเปนโฮสต                 
S. Dublin อาศัยโคเปนโฮสต S. Abortus–ovis อาศัยแกะเปนโฮสต S. Choleraesuis อาศัย
สุกรเปนโฮสต และ S. Enteritidis อาศัยในไขและสัตวปก
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1.2.3 Salmonella ที่ไมเลือกโฮสต เชื้อกลุมนี้เปนกลุมที่สามารถแพรกระจายจาก
คนไปสัตว อาหาร น้ํา ดินและสิ่งแวดลอม เชื้อในกลุมนี้เรียกวา Non–Typhoidal Salmonellosis 
ซึ่งสวนใหญทําใหเกิดอาการทางลําไสและมีบาง ซีโรวาร ที่สามารถบุกรุกเขากระแสเลือดและทํา
ใหเกิดการติดเชื้อในระบบอื่นๆ (Jay, 2000)

1.3 สมบัติในการกอโรคของเชื้อ Salmonella
โรคที่เกิดจากเชื้อ Salmonella เรียกโดยรวมวา Salmonellosis แตเดิมแบคทีเรีย

กลุมนี้สวนใหญอาศัยอยูและกอโรคในสัตว แตในปจจุบัน Salmonella จากสัตวหลายๆชนิดทํา
ใหเกิดการติดเชื้อในคนและเปนพาหะ (Carrier) ของเชื้อไดเปนเวลานาน ดังนั้นจึงจําเปน           
อยางยิ่งที่ตองควบคุมและปองกันไมให Salmonella แพรกระจายไปในอาหารและสิ่งแวดลอม     
ตางๆเพิ่มขึ้น โรค Salmonellosis ที่เกิดขึ้นมีรายงานมากที่สุดเนื่องจากไดรับเชื้อ S. Enteritidis,                 
S. Typhimurium และ S. Hidelberg (Altekruse et al., 1997)  

ปจจัยจากเชื้อ Salmonella ที่ทําใหเกิดโรคไดแก
1.3.1 ความสามารถในการเกาะติดผนังลําไสของเชื้อ Salmonella โดยมี Pili เปน 

สวนสําคัญที่ชวยใหตัวเชื้อสามารถเกาะติดกับผนังลําไส แลวเชื้อ Salmonella จึงแบงตัวเพื่อ
เพิ่มปริมาณเชื้อ

1.3.2 ความสามารถในการสราง Toxin ซึ่งมีเอนโดท็อกซินและเอ็นเทอโรท็อกซิน
1.3.3 ความสามารถในการบุกรุกของเชื้อ Salmonella (Invasiveness) เขาไปใน

ผนังลําไสได ทั้งนี้อาจขึ้นอยูกับ O-antigen และ Vi-antigen 

1.4 โรคที่เกิดจากเชื้อโรคที่เกิดจากเชื้อ Salmonella
แบงออกเปน 2 กลุม ตามอาการที่ทําใหเกิดโรคในคน
1.4.1 กลุม Enteric fever เชื้อในกลุมนี้ไดแก S. Typhi ซึ่งทําใหเกิดโรคไทฟอยด          

S. Paratyphi A S. Paratyphi C และ S. Sendai
1.4.2 กลุมที่ทําใหเกิดโรคทางเดินอาหารอักเสบ (Gastrointeritis) Salmonellosis 

เรียกวา Non enteric group ไดแก Salmonella สายพันธุอื่น ๆ ยกเวน Typhoidal Salmonella 

1.5 อาการของผูปวยที่เกิดจากเชื้อ Salmonella
แบงตามอาการจําแนกออกเปน 3 แบบไดแก 
1.5.1 อาการของระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) โดยทั่วไป Salmonella 

ที่ไมเลือกโฮสตทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ ชวงระยะเวลาฟกตัวของโรคอยูระหวาง 5 ชั่วโมงถึง
5 วัน ผูปวยจะมีอาการทองเดินคลื่นไสไขสูงปานกลาง หนาวสั่น ปวดทอง ทองรวง ซึ่งจะรุนแรง   
ตางกันตามลักษณะการถายอุจจาระ (Doyle et al., 1997)
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1.5.2 อาการของไขไทฟอยด (Enteric fever) ระยะเวลาฟกตัวของไขไทฟอยด 
อยูระหวาง 7-28 วัน ขึ้นอยูกับปริมาณของเชื้อที่ไดรับผู ปวยมีอาการปวดศีรษะ ไขขึ้นสูงมาก 
ปวดทองและปวดเมื่อยตามรางกาย ออนเพลีย ถายอุจจาระเหลว คลื่นไสอาเจียน มีเหงื่อออก 
หนาวสั่นและเบื่ออาหาร มีจุดแดงตามตัว ทองบวมน้ํา บางครั้งมีเลือดออกจากชองทองหรือจมูก
(Doyle et al., 1997)

1.5.3 อาการติดเชื้อในกระแสโลหิต (Septicemia) เกิดจากการที่เชื้อเขาไปใน
กระแสเลือด สืบเนื่องจากเชื้อฟกตัวในลําไสแลวเขาสูกระแสโลหิตผู ปวยจะมีอาการ ไขสูง ปวด
หลัง ปวดทอง เจ็บหนาอก หนาวสั่น เหงื่อออกตามตัว เบื่ออาหาร น้ําหนักลด อาการอาจเกิด
แบบสั้นๆหรือเปนเรื้อรังก็ได เชื้อที่เปนสาเหตุไดแก S. Typhi S. Choleraesuis และ S. Bublin 
(Doyle et al., 1997)

1.6 การรักษาโรค Salmonellosis
ถาอาการไมมากสวนใหญอาการจะหายเอง ถามีอาการทองเสียมากแพทยจะให

เกลือแรและนอนพักที่โรงพยาบาลแตแพทยไมแนะนําใหยาปฏิชีวนะ เนื่องจากเชื้อ Salmonella
มักมีการดื้อยาทําใหการรักษายากขึ้น เคยมีรายงานการดื้อยาของ S. Typhimurium DT104 ดื้อ
ยา Ampicillin Chloramphenicol Streptomycin Sulfonamides และ Tetracycline (CDC, 
2001)

1.7 การระบาดและการปนเปอนของเชื้อ Salmonella ในผักสด
แหลงของการปนเปอนของเชื้อ Salmonella spp. ในผักผลไม มีรายงานวามีการ

ปนเปอนตั้งแตในแปลงการเพาะปลูก ระหวางหรือหลังการเก็บเกี่ยว กระบวนการผลิต การ
ขนสง จนกระทั่งถึงระหวางการจัดจําหนาย หรือการเตรียมอาหารในครัวเรือน แนวโนมของการ
ปนเปอนจุลินทรียมาจากแหลงตางๆ ตามตารางที่ 1 แหลงของการปนเปอนเชื้อ Salmonella 
พบไดในทางเดินอาหารของสัตวพวกนก สัตวเลื้อยคลาน และสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Lacey, 
1993) ปนเปอนสูน้ําที่ใชในระหวางการกระบวนการผลิต เปนสาเหตุใหเกิดความเสี่ยงจาก         
จุลินทรียกอโรค (Beuchat,1996; Beuchat and Ryu, 1997; Wells and Butterfield, 1997)
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อุจจาระ/ ของเสีย

น้ํา

ดิน

พืช

พืชหมัก

เนื้อ, นม, ไข

มนุษย
ผักและผลไม

       แมลง

สัตว

ตารางที่ 1 แนวโนมการปนเปอนของจุลินทรียในผักและผลไมระหวางกระบวนการผลิต

ขั้นตอน แหลงของการปนเปอน

การเพาะปลูกและการเก็บเกี่ยว เชน การปลูก
การเก็บและการมัดแบงเปนกํา

น้ํา มูลสัตว การขาดสุขลักษณะที่ดีในการ
จัดการ

กระบวนการผลิตขั้นตน เชน การลาง การ
เคลือบไข การคัด และ การบรรจุ

น้ําลาง การจับตองของพนักงานและภาชนะ

กระบวนการผลิตขั้นสุดทาย เชน การหั่น การ
คั้นน้ํา การปอก

น้ําลาง การจับตองของพนักงาน การปนเปอน
ขาม

การขนสง เชน การขนสงโดยใชรถบรรทุก รถบรรทุกไมสะอาด น้ําแข็งที่ใช

ที่มา : Tauxe (1997)

เชื้อ Salmonella สามารถปนเปอนสูผักและผลไมไดตั้งแตการเพาะปลูกในแปลง
ผัก  ระหวางการเก็บเกี่ยว การจัดการหลังการเก็บเกี่ยว ระหวางการแปรรูป ดังแสดงในรูปที่ 1 
แหลงน้ํา ของเสีย สัตว มนุษย ตลอดจนแมลงเปนแหลงจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคและปน             
เปอนขามไปสูผักและผลไม การทําเกษตรกรรมที่ไมถูกสุขลักษณะ อาจทําใหเชื้อ Salmonella 
ปนเปอนไปในแหลงตางๆ ไดและนําไปสูการระบาด ซึ่งมีรายงานการระบาดจากการรับประทาน
ผักผลไมเสมอ (Jay, 2000)

รูปที่1 โอกาสที่จุลินทรียที่กอใหเกิดโรคจากแหลงตางๆ ปนเปอนสูผักและผลไม
ที่มาดัดแปลงจาก: Beuchat (1995)
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1.8 การปนเปอนของเชื้อ Salmonella ในผักและผลไม
เชื้อ Salmonella เปนแบคทีเรียที่พบวามีการปนเปอนในผักและผลไม ในปจจุปน

มีรายงานการปนเปอน Salmonella ในผักและผลไมเพิ่มมากขึ้นและมีรายงานการระบาดเพิ่ม
มากขึ้นเชนกัน เนื่องจากมีความนิยมในการบริโภคผักและผลไมเพิ่มขี้น (Wells and 
Butterfield, 1997) 

ในสหรัฐอเมริกามีรายงานการระบาดโรคลําไสอักเสบจาก Salmonella สาเหตุ
ของการปวยจากการไดรับเชื้อ 9-10 cells/g (infective dose) ซึ่งถึงแมวาเปนจํานวนที่นอยมาก
แตก็สามารถทําใหเกิดโรคได (Bean and Griffin, 1990) การเจ็บปวยจากการบริโภคผักผลไมที่
ปนเปอนเชื้อ Salmonella มีถึง 48% ในป 1973-1997 ในสหรัฐ จํานวน  41% ในป 1992-2000 
ในอังกฤษและระหวางป 2006 เปนตนมาพบเชื้อ Salmonella 23.2% ระบาดในมะเขือเทศ
บอยๆ ขอมูลการระบาดของ Salmonella ที่พบในผัก มีดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 2 Salmonella ที่มีระบาดในผักและผลไมชนิดตางๆ

ป (ค.ศ.) Salmonella spp. ชนิดผักและผลไม

1950 S. Bareilly แตง
1954 S. Miami แตงโม
1974 S. Typhimurium แอปเปลไซเดอร
1979 S. Oranienburg แตงโม
1988 S. Saint-Paul ถั่วงอก
1989-90 S. Chester แคนตาลูป
1990 S. Javiana มะเขือเทศ
1991 S. Poona แคนตาลูป
1993 S. Montevidio มะเขือเทศ
1994 S. Bovismorbifican อัลฟาฟา
1995 S. Hartford/ Rubislaw /Gaminara น้ําสม
1995 S. Stanlay อัลฟาฟา
1996 S. Montevideo/Meleagridis อัลฟาฟา
1997 S. Enteritidis ดอกกระหล่ํา
1997  S. Enteritidis พริกหวาน
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ตารางที่ 2 Salmonella ที่มีระบาดในผักและผลไมชนิดตางๆ (ตอ)

ป (ค.ศ.) Salmonella spp. ชนิดผักและผลไม
1997 S. Meleagridis เมล็ดอัลฟาฟา
1997 S. Infantis / S. Anatum เมล็ดอัลฟาฟา
1997 S. Saphra แคนตาลูป
1997-98 S. Senftenberg เมล็ดอัลฟาฟา
1998 S. Havana / S. Cubana /

S. Tennessee 
เมล็ดอัลฟาฟา

1998 S. Oranienburg แคนตาลูป
1998 S. Typhi ละมุด
1998-99 S. Baildon มะเขือเทศ

1999 S. Muenchen น้ําสมคั้น
1999 S. paratyphi B var.Java เมล็ดอัลฟาฟา
1999 S. Thompson ผักชี
1999 S. Mbandaka อัลฟาฟา

2000 S. Enteritidis น้ําสม (citrus) คั้น
2000 S. Poona แคนตาลูป
2000 S. Typhimurium ผักกาดหอม
2000 S. Typhimurium DT104 ผักกาดหอม
2000 S. Typhimurium DT204B ผักกาดหอม
2000 S. Enteritidis 11b ถั่วงอก
2001 S. Kottbus เมล็ดอัลฟาฟา
2001 S. Newport ผักสลัด
2001 S. Virchow ผักสลัด
2001 S. Poona แคนตาลูป
2001 S. Enteritidis ถั่วงอก
2002 S. Javiana มะเขือเทศ
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ตารางที่ 2. Salmonella ที่มีระบาดในผักและผลไมชนิดตางๆ (ตอ)

ป (ค.ศ.) Salmonella spp. ชนิดผักและผลไม
2002 S. Poona แคนตาลูป
2003-04 S. Enteritidis อัลมอน
2004 S. Newport ผักกาดหอม
2004 S. Thompson ผักกาด rocket
2004 S. Braenderup มะเขือเทศ
2004 S. Javiana มะเขือเทศ
2005 S. Typhimurium DT104 ผักขม
2005 S. Typhimurium DT104 ผักกาดหอม
2005 S. Enteritidis ตนถั่ว
2006 S. Newport มะเขือเทศ
2006 S. Typhimurium มะเขือเทศ
2007 S. Senftenberg กระเพรา
2008 S. Saintpaul มะเขือเทศ

ที่มา: ดัดแปลงจาก Tamplin (1997); Beuchat (2002); Heaton and Jones (2008) และ 
CDC (2008) 

2. น้ําหมักชีวภาพ
2.1 ความหมายของน้ําหมักชีวภาพ

น้ําหมักชีวภาพ หรือ น้ําสกัดชีวภาพ เปนเทคโนโลยีชีวภาพพื้นบานที่ไดจากการ
หมักพวกพืช ผักผลไม วัชพืช สัตว และเศษอาหาร กับน้ําตาลหรือกากน้ําตาล เปนแหลง
พลังงานคารบอนของจุลินทรียในสภาพที่ไมมีอากาศ จุลินทรีย ไดแก แบคทีเรียแลกติกและยีสต
รา จะยอยธาตุอาหารตางๆเปลี่ยนใหเปนโมเลกุลที่เล็กลง เชน โปรตีน กรดอะมิโน กรดอินทรีย 
ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง ฮอรโมน เอนไซม วิตามิน ในปริมาณที่แตกตางกันขึ้นอยูกับ   
จุลินทรียที่มากับวัตถุดิบที่มาจากพืชหรือสัตว และสภาพแวดลอมในการหมัก ซึ่งธาตุอาหาร
เหลานี้พืชนําไปใชในการเจริญได (อานัฐ, 2546)
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2.2 ประเภทของน้ําหมักชีวภาพ
น้ําหมักชีวภาพหมักไดมาจากการหมักเศษพืชและสัตว ดังนั้นจึงสามารถแบง 

ประเภทน้ําหมักชีวภาพ ตามวัตถุดิบที่นํามาใชในการผลิตไดเปน 2 ประเภท คือ
2.1.1 น้ําหมักชีวภาพที่ผลิตจากพืช
การทําน้ําหมักชีวภาพโดยการหมักเศษพืชสด นําเศษผักมาผสมกับน้ําตาล โดย

สับใหเปนชิ้นเล็กๆ จัดเรียงพืชผักเปนชั้นๆ  โรยน้ําตาลทับสลับกันกับพืชผัก อัตราสวนของน้ํา
ตาลตอเศษผักเทากับ 1:3 หมักในสภาพไมมีอากาศโดยการอัดผักใสภาชนะใหแนน เมื่อบรรจุ
ผักลงภาชนะเรียบรอยแลว ปดฝาภาชนะนําไปตั้งทิ้งไวในที่รม ปลอยใหหมักตอไปประมาณ 
7-10 วัน จะเกิดของเหลวขนสีน้ําตาล ของเหลวนี้เปนน้ําสกัดจากเซลลพืชผักประกอบดวย         
คารโบไฮเดรท โปรตีน กรดอะมิโน ฮอรโมน เอนไซม และอื่นๆ (สุนันทา, 2546) 

2.1.2 น้ําหมักชีวภาพที่ผลิตจากสัตว                   
ปุยปลาเปนน้ําสกัดชีวภาพที่ไดจาการยอยสลายเศษอวัยวะปลา ไดแก หัวปลา 

กางปลา หางปลา พุงปลา และเลือด ผานกระบวนการหมักโดยใชเอนไซม ซึ่งเกิดขึ้นเองตาม
ธรรมชาติ หลังจากหมักจนไดที่แลวจะไดสารละลายสีน้ําตาลเขม ประกอบดวยธาตุอาหารหลัก 
ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส โพแตสเซียม ธาตุอาหารรอง ไดแก แคลเซียม แมกนีเซียม และ
กํามะถัน ธาตุอาหารเสริม ไดแก เหล็ก ทองแดง และแมงกานีส โปรตีนและกรดอะมิโน ซึ่งเกิด
จากการยอยสลายของโปรตีนในตัวปลา (สุนันทา, 2546)

2.3 สมบัติทั่วไปของน้ําหมักชีวภาพ
2.3.1 สมบัติทางเคมี-กายภาพของน้ําหมักชีวภาพ
ปจจุบันไดมีการศึกษาถึงคุณสมบัติของน้ําหมักชีวภาพอยางกวางขวาง จากการ 

ศึกษาของ สุนันทา (2546) ไดพบวาคุณสมบัติทั่วไปของน้ําหมักชีวภาพที่ผลิตโดยใชผลไมเปน
วัตถุดิบ มีคา pH อยูในชวง 3.5-5.3 ความเขมขนของสารละลายสูง โดยคาของการนําไฟฟา 
(Electrical conductivity, EC) อยูระหวาง 1.05- 9.02 ds/m ปริมาณกรดฮิวมิกละลายอยูในน้ํา
หมักชีวภาพพบที่ผลิตจากผลไม 0.03-1.00% คิดเปน 86% ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะห
ทั้งหมด ปริมาณธาตุอาหารพืชธาตุอาหารหลักไดแก ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) และ
โพแทสเซียม (K) จะมีปริมาณนอยไมเพียงพอสําหรับพืชที่จะเอาไปใชได ซึ่งพบไนโตรเจน 
0.07-1.91% ฟอสฟอรัส 42% ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด โพแทสเซียมที่ละลายน้ํา
ได  0.05-1.84% ธาตุอาหารรองไดแก แคลเซียม (Ca) แมกนีเซียม (Mg) และกํามะถัน (S) มี
ปริมาณนอย แคลเซียม พบ 0.09-06% แมกนีเซียม 0.026-0.35% กํามะถัน 0.008-0.54% พบ 
86% ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด ธาตุอาหารเสริมมีเกือบครบทุกธาตุในปริมาณนอย  
ไดแก เหล็ก พบ 35-410 mg/L  แมงกานีส 10-150 mg/L  พบ 67% ของปริมาณตัวอยางที่
วิเคราะหทั้งหมด สังกะสี 15-58 mg/L โบรอน 1-166  mg/L พบ 75% ของปริมาณตัวอยางที่
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วิเคราะหทั้งหมด ทองแดง  1-20 mg/L พบ 44% ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด  
คลอรีน พบ 0.09-1.14% โซเดียม พบ 0.01-0.13%  สวนโมลิบดินัม ไมพบ

2.3.2 ปริมาณฮอรโมนพืชที่ไดจากน้ําหมักชีวภาพแบงได 3 กลุม คือ
2.3.2.1 กลุม Auxin (Indole acetic acid: IAA) วิเคราะหพบ 79 % ของ

ปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด พบ 0.13-1.40 mg/L
2.3.2.2 กลุม Gibberellins (Gibberellic acid: GA3) วิเคราะหพบ 63 % 

ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด พบ 5.19-215.51 mg/L
2.3.2.3 กลุม Cytokinins (Zeatin และ Kinetin) Zeatin วิเคราะหพบ 80% 

ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด พบ 1.50-64.5 mg/L สวน Kinetin วิเคราะหพบ 68% 
ของปริมาณตัวอยางที่วิเคราะหทั้งหมด พบ 1.56-55.62 mg/L

ดวงพรและคณะ (2548) ไดศึกษาลักษณะของน้ําหมักชีวภาพจากพืชในภาคใต
ของประเทศไทยพบวามีคา pH อยูในชวง 3.31-5.04 คาการนําไฟฟา(EC) 0.24-14.47 mS/cm 
ปริมาณธาตุอาหารพืชธาตุอาหารหลัก ไดแก ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม มีคา
เทากับ 0.01-1.91, 0.00-1.06 และ 0.25-11.2 ตามลําดับ และปริมาณกรดอินทรีย แลกติกและ 
แอซีติกแตกตางกันไปขึ้นอยูกับผักผลไมที่นํามาหมัก (ตารางที่ 3) คาเอทานอลอยูระหวาง 
0.03-3.32% เมทานอล 0.02-0.03% อะเซทอลดีไฮด 0.01-0.09% คลายกันกับการศึกษาของ 
กาญจนา (2551) ซึ่งไดศึกษาลักษณะของน้ําหมักชีวภาพจากลูกยอ พบวามีคา pH 3.66 คา 
EC 14.47 mS/cm (ตารางที่ 4) และไดศึกษาธาตุอาหารเพื่อนําไปเปนปุยน้ําพบวาแรธาตุ
แคลเซียม แมกนีเซียม แมงกานีส และ สังกะสี มีคาเทากับ 693 536 6.09 และ 1.69 mg/L 
ตามลําดับ (ตารางที่ 5)
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ตารางที่ 3 ปริมาณของกรดอินทรีย แอลกอฮอล และอะเซทอลดีไฮด ในน้ําหมักพืชในภาคใต
ของประเทศไทย

ความเขมขน (g/100 mL) ± standard deviation
ตัวอยาง

กรดแลกติก กรดแอซิติก เอทานอล
อะเซทอล

ดีไฮด
เมทานอล

บัวบก 4.300.13 1.210.02 1.850.03 0.0480.00 0.0380.001
เสาวรส 0.340.06 0.040.003 3.320.14 0.0880.01 0.0840.006
กลวยน้ําวา 2.720.05 1.950.01 0.570.09 0.0270.004 0.04 0.005
ลูกยอ 2.780.15 1.420.03 0.030.00 0.0220.00 0.0330.001
ลูกยอปา 1.940.13 1.910.01 0.050.00 0.0070.001 0.0190.00
ถั่วเหลือง 0.760.07 0.680.02 2.870.13 0.0240.001 0.0490.004
สาหราย
เขียวสกัด

0.320.003 0.550.02 2.270.09 0.0230.001 0.0350.001

ชะมวง 0.090.007 0.090.004 1.350.05 0.020.001 0.0390.002
ขาวกลอง 0.620.03 1.610.02 3.000.02 0.0250.00 0.0410.001
เปลือมังคุด 1.950.02 1.660.08 0.490.02 0.0250.001 0.0480.001

ที่มา: Kantachote et al. (2008)
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ตารางที่ 4 เปรียบเทียบสมบัติทางเคมี-กายภาพ และธาตุอาหารหลัก ที่ไดจากน้ําหมักชีวภาพ
ที่ผลิตจากวัตถุดิบชนิดตางๆ

วัตถุดิบ pH
EC 

(mS/cm)
N

(%)
P

(%)
K

(%)

กลวย 3.79-4.14 0.24-4.96 0.015-0.15 0.01-0.04 0.6-4.07

ลําไย 3.54-4.18 3.01-6.22 0.093-0.16 0.03-0.06 0.89

สับปะรด 3.84 2.04 0.04 0.02 1.13
ลิ้นจี่ 3.85 1.76 0.08 0.02 11.24
ฝรั่ง 3.31 1.68 0.03 0.01 1.09
ลูกหมอน 4.59 1.38 0.01 0.002 0.34
มะละกอ 3.59 6.6 0.15 0.02 1.45
ผักบุง 3.48-4.13 1.83-9.64 0.05-0.18 0.02-0.05 0.94-11.27
เห็ดหอม 5.04 3.31 0.33 0.14 3.26
ผักกาด 3.83 10.11 0.2 0.04 2.15
หอยเชอรี่ 4.49-5.16 0.80-1.56 0.23-0.35 0.01-0.02 0.25
ปลา 4.11 1.09 0.61 0.17 2.69
น้ําหมักชีวภาพจาก
พืช

3.5-5.6 3-7.9 0.03-1.91 0.00- 1.06 0.05-2.0

ลูกยอปา 3.66 14.47 0.063 0.14 0.44

ที่มา: กาญจนา (2551)
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบธาตุอาหารรองที่ไดจากน้ําหมักชีวภาพที่ผลิตจากวัตถุดิบชนิดตางๆ

แรธาตุ (mg/L)
วัตถุดิบ

Ca Mg Fe Cu Mn Zn
กลวย 22-60 152-555 9-26 0 14-33 5-9
ลําไย 30 204-280 2-25 0 10-19 5-10
สับปะรด 44 176 9 0 12 8
ลิ้นจี่ 51 268 15 0 11 9
ฝรั่ง 40 140 15 0 14 5
ลูกหมอน 22 12 21 0 10 5
มะละกอ 60 312 24 0 11 6
ผักบุง 28-39 165-312 8-59 0 14-21 6-9
เห็ดหอม 40 376 34 0 21 15
ผักกาด 47 249 33 0 19 129
หอยเชอรี่ 180-2751 274-329 19 1-5 52-56 9-10
ปลา 1224 690 51 0 29 10
น้ําหมักชีวภาพ
จากพืช

43-1190 95-350 ไมพบ-
850

ไมพบ-
100

ไมพบ-
150

2-58

ลูกยอปา 693 536 - - 6.09 1.69

ที่มา: กาญจนา (2551)
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2.4 จุลินทรียในกระบวนการหมักน้ําหมักชีวภาพ
จุลินทรียที่มีในน้ําหมักชีวภาพมีหลายประเภท แตจุลินทรียที่มีบทบาทสําคัญใน

กระบวนการหมักน้ําหมักชีวภาพ ไดแก แบคทีเรีย ยีสตและเชื้อรา โดยมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายวัสดุอินทรีย และเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีตางๆ ในการผลิตน้ําหมักชีวภาพ (อานัฐ,
2546) จุลินทรียที่พบในน้ําหมักชีวภาพหรือน้ําหมักชีวภาพ มีทั้งที่ตองการออกซิเจนและไม
ตองการออกซิเจน ปริมาณจุลินทรียและชนิดจุลินทรียขึ้นอยูกับวัตถุดิบที่นํามาใชหมัก จุลินทรีย
จะมีการเปลี่ยนแปลงและตายไปเนื่องจากสารที่จุลินทรียผลิตขึ้นมา ซึ่งภายหลังจากการหมัก   
จุลินทรียที่เหลืออยูสวนใหญจะเปนจุลินทรียที่มีอยูในผลิตภัณฑเริ่มตน และเปนจุลินทรียที่มี
บทบาทในการหมัก เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักน้ําหมักชีวภาพบางชนิดจะมีจุลินทรียเหลืออยู
ดังแสดงในตารางที่ 6 

จุลินทรียที่มีบทบาทหลักไดแก
2.4.1 ยีสตและเชื้อรา ราที่มีบทบาทในกระบวนการหมักในน้ําหมักชีวภาพ สวน

ใหญเปนเชื้อราที่มีรูปรางเปนเสนใย ไดแก Aspergillus niger Pennicillium และ Rhizopus  
ยีสต ไดแก Saccharomyces sp. และ Canida sp. ยีสตมีรูปรางกลมหรือรี สามารถสืบพันธุได
โดยการแตกหนอ (Budding) ซึ่งเปนแบบไมอาศัยเพศ  ยีสตสามารถเจริญเติบโตไดดีในสภาพที่
มีคา pH ระหวาง 4.0-6.5 และอยูไดสภาวะที่มีคา pH ระหวาง 1.5-3.5 ในกระบวนการหมักผัก
และผลไมในสภาพที่ไมมีออกซิเจน ยีสตจะใชกระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas 
pathway เปลี่ยนน้ําตาลใหเปนเอททิลแอลกอฮอลและคารบอนไดออกไซด

2.4.2 แบคทีเรียที่พบในน้ําหมักชีวภาพหลายสายพันธุมีบทบาทในการยอยสลาย
วัสดุที่ใชในการผลิต วัตถุดิบที่ใชในการผลิตน้ําหมักชีวภาพเปนวัสดุอินทรียมาจากสิ่งที่มีชีวิตทั้ง
จากพืชและสัตว แบคทีเรียจะยอยสลายสารอินทรียทําใหสารประกอบโมเลกุลที่มีขนาดใหญให
เปนโมเลกุลเล็กลงและปลดปลอยธาตุอาหารออกมาในรูปที่พืชสามารถนําไปใชประโยชนได 
แบคทีเรียที่พบและมีบทบาทในน้ําหมักชีวภาพสวนใหญเปนพวก Bacillus spp. Lactobacillus
spp. (อานัฐ, 2546; ดวงพรและคณะ, 2548)
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ตารางที่ 6 ปริมาณของจุลินทรียที่เกี่ยวของกับกระบวนการหมักและจุลินทรียบงชี้สุขลักษณะใน
น้ําหมักพืชในภาคใตของประเทศไทย

ปริมาณเชื้อจุลินทรีย (CFU/mL)
ชนิดผัก

อายุการ
หมัก TPC LAB Yeast Mold Coliforms E. coli

บัวบก 2 ป 1.8x102 34 5.3x102 0 ND ND
เชอรี่ 2 ป 0 0 0 0 ND ND
สะระแหน 2 ป 0 0 0 0 ND ND
เสาวรส 2 ป 1.4x103 2.4x103 4.7x102 0 ND ND
หางจระเข 2 ป 0 0 0 0 ND ND
กลวยน้ําวา 3 ป 0 0 0 0 ND ND
ลูกยอ 3-6 เดือน 0 0 0 0 ND ND
ลูกยอปา 6 เดือน 0 0 0 0 ND ND
ผลไมรวม 6 เดือน 0 0 0 0 ND ND
ยูคาลิปตัส 3-6 เดือน 0 0 0 0 ND ND
ถั่วเหลือง 3-6 เดือน 0 0 1.7x104 0 ND ND
ตะไคร 3-6 เดือน 0 0 0 4.0x102 ND ND
สาหราย
เขียวสกัด

3-6 เดือน 0 0 1.0x103 15 ND ND

ชะมวง < 3 เดือน 0 2.7x103 1.3x105 0 ND ND
บอระเพ็ด 3-6 เดือน 0 0 6 2 ND ND
ขวกลอง 3-6 เดือน 0 0 3.4x102 3 ND ND
ลูกจันทร < 3 เดือน 0 1.4x104 1.5x104 7 ND ND
ทํามัง 3-6 เดือน 0 0 0 0 ND ND
เปลืองมังคุด 3-6 เดือน 0 3.6x102 2.1x102 3 ND ND

ที่มา: ดวงพรและคณะ (2548)
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2.5 การประยุกตใชน้ําหมักชีวภาพ
น้ําหมักชีวภาพไดถูกนํามาใชประโยชนในหลายดาน เชนดานเกษตรอินทรีย เพื่อ

ทดแทนสารเคมีในปุย ยากําจัดศัตรูพืช ฮอรโมนบํารุงพืช และดานการจัดการสิ่งแวดลอมโดย
เขาไปชวยยอยสลายสิ่งปฏิกูล ลดการเนาเสีย กลิ่นเหม็น ในระบบบําบัดน้ําเสีย ใชเปน
ผลิตภัณฑทําความสะอาดในครัวเรือน เชน น้ํายาถูบาน น้ํายาซักผา น้ํายาลางผักผลไม 
นอกจากนั้นยังใชบริโภคไดเพื่อสงเสริมสุขภาพ (ไชยวัฒน, 2550)

ประโยชนของน้ําหมักแบงไดเปน ดังนี้
2.5.1 ใชในดานปศุสัตว เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยอาหาร เจือจางในอัตรา 

1 สวนตอน้ํา 1000 สวน ใหสัตวปกและสุกรกินในอัตรา 1 สวนตอน้ํา 1000 สวน ทําใหสัตวยอย
หญาสดไดดีขึ้นเปนการประหยัดอาหารนอกจากนี้เพิ่มความตานทานโรคสัตว สัตวจะมีภูมิ
ตานทานเพิ่มขึ้นและฉีดลางคอกจะกําจัดกลิ่นเหม็นคอกสัตว ลดปญหาเรื่องแมลงวันและยุง

2.5.2 ใชเพื่อสิ่งแวดลอม ทําความสะอาดโรงฆาสัตว เจือจางในอัตรา 1 สวนตอ
น้ํา 200 สวน ดับกลิ่นทอระบายน้ํา บอน้ําทิ้ง รดน้ําสนามหญาเจือจางในอัตรา 1 สวนตอน้ํา 
1000 สวน การบําบัดน้ําเสีย ลดการอุดตันของทอระบายน้ําเจือจางในอัตรา 1 สวนตอน้ํา 500 
สวน

2.5.3 ใชในครัวเรือน ชําระลางเจือจาง ทําความสะอาดเจือจางในอัตรา 1 สวนตอ
น้ํา 10 สวน ลางสารพิษตกคางในผักผลไมเจือจางในอัตรา 1 สวนตอน้ํา 100 สวน แชนาน 45 
นาที

2.5.4 ใชดานการเกษตรใชเปนปุยน้ําโดยชวยใหจุลินทรียที่มีประโยชนเจริญและ
ตรึงไนโตรเจนไดดี สรางสารอาหารใหพืช

2.5.5 ใชสําหรับบริโภคเปนเครื่องดื่มเพื่อสงเสริมสุขภาพจะชวยกระตุนภูมิคุมกัน
โรค

 
3. แบคทีเรียแลกติก
3.1 ลักษณะโดยทั่วไป

แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางกลม ทอนสั้นหรือทอนยาว ไม
สรางสปอร ไมเคลื่อนที่ ไมมีสารไซโตโครม (cytochromes) และฟอรไฟลิน (porphyrins) จึง
ไมใหเอนไซมคะทะเลส และมีคา GC content นอยกวา 55 mol% เจริญไดในสภาวะที่มี pH ต่ํา
กวา 5  สวนใหญตองการออกซิเจนเพียงเล็กนอยในการเจริญ (Carr, 2002) แบคทีเรียแลกติก
เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทหลักในกระบวนการหมัก พบอยูทั่วไปตามชิ้นสวนของพืช โดยจะเพิ่ม
จํานวนในระหวางการเก็บเกี่ยวและการหมักพืช โดยทั่วไปแบคทีเรียแลกติกจะมีประมาณ 0.15-
1.5% ของจํานวนประชากรจุลินทรียทั้งหมด ปจจุบันแบคทีเรียกรดแลกติกแบงออกไดเปน   
12 จีนัส ไดแก  Lactobacillus, Leuconostoc Pediococcus Streptococcus Lactococcus
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Enterococcus Carnobacterium Arococcus Oenococcus Tetragenococcus Vagococcus
และ Weissella (Jay, 2000)  แบคทีเรียแลกติกไดรับการยอมรับวาเปนแบคทีเรียที่ปลอดภัย
(generally recognized as safe bacteria; GRAS status) มีการนําไปใชในทางการแพทย 
อุตสาหกรรมการหมัก เจริญงายสามารถใชสารตั้งตนราคาถูกในการเจริญเชนนม โปรตีนนม 
พืช ของเหลือจากการเกษตรในการเจริญ นอกจากนี้การเจริญของแบคทีเรียแลกติก สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียที่ทําใหเสื่อมเสียและกอโรคอื่นๆที่ปนเปอนระหวางการผลิตได (Choi et al., 
2005)

3.2 กระบวนการหมักของแบคทีเรียแลกติก 
แบคทีเรียแลกติกสามารถใชน้ําตาลกลูโคส เพื่อสรางพลังงานและกรดอินทรีย

จากกระบวนการหมัก แบงกระบวนการหมักไดเปน 3 ลักษณะ (De vuyst and Vandamme, 
1994; Wood and Holzapfel, 1995; Litchfield, 1996; Adam and Moss, 2000 ) คือ

3.2.1 Obligate homofermenter หมายถึง กระบวนการหมักที่แบคทีเรียแลก
ติกหมักน้ําตาลกูลโคส แลวไดกรดแลกติกเพียงอยางเดียว แบคทีเรียแลกติกกลุมนี้มีเอนไซมอัล
โดเลส (aldolase) แตไมมีเอนไซมฟอสโฟคีโตเลส (phosphoketolase) ไมสามารถหมักน้ําตาล
เพนโตสได กลไกการเกิดกรดแลกติกเปนไปตาม Embden-Meyerhof-Parnas pathway เปลี่ยน
กลูโคสไปเปนไพรูเวต (pyruvate) แลวเปลี่ยนตอไปเปนแลกเตท (lactate)  แบคทีเรียแลกติก 
กลุมนี้จะผลิตกรดแลกติกชนิด D และชนิด L ไดมากกวา 85%  ตัวอยางแบคทีเรียกลุมนี้ที่มี
รูปรางเปนแทง ไดแก Lactobacillus ruminis และ Lactobacillus delbrueckii และที่มีรูปราง
กลม ไดแก Lactococcus  lactis และ Enterococcus faecalis เปนตน 

3.2.2 Facultative heterofermenter หมายถึง กระบวนการหมักที่แบคทีเรียแลก
ติกหมักน้ําตาลกลูโคส 1 โมเลกุล แลวไดกรดแลกติก 1 โมเลกุล กรดแอซีติกหรือเอทานอล 1 
โมเลกุล และกาซคารบอนไดออกไซดอีก 1 โมเลกุล แบคทีเรียแลกติกกลุมนี้มีทั้งเอนไซมอัล
โดเลส และเอนไซมฟอสโฟคีโตเลส สามารถหมักน้ําตาลอื่นๆ ที่ไมใชกลูโคสได เชน ฟรุคโตส 
อาราบิโนส ไรโบส และ ไซโรส เปนตน กลไกการหมักน้ําตาลผานไดทั้งทาง Phosphoketolase 
และ Embden-Meyerhof-Parnas pathway  ตัวอยางแบคทีเรียกลุมนี้ไดแก Lactobacillus 
plantalum

3.2.3 Obligate heterofermenter หมายถึง กระบวนการหมักที่แบคทีเรียแลก
ติกหมักน้ําตาลกลูโคส 1 โมเลกุล แลวใหผลผลิตเปนกรดแลกติก 1 โมเลกุล กรดแอซิติกหรือเอ
ทานอล 1 โมเลกุล  และคารบอนไดออกไซด อีก 1 โมเลกุล แบคทีเรียแลกติกกลุมนี้มีแต
เอนไซมฟอสโฟคีโตเลสเทานั้น และสามารถหมักน้ําตาลอื่นๆ ที่ไมใชกลูโคสได เชน เพนโตส 
ซึ่งจากน้ําตาลเพนโตสจะไดผลผลิตเปน กรดแลกติก และ กรดแอซิติก กลไกการผานทาง 
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phosphoketolase pathway ตัวอยางแบคทีเรียกลุมนี้ไดแก Leuconostoc paramesenteroide   
Lactobacillus brevis และ  Lactobacillu  buchneri  เปนตน

แบคทีเรียที่พบในผลิตภัณฑอาหารหมักจากพืชทั้ง 3 กลุม แสดงในตาราง ที่ 7

ตารางที่ 7 กลุมแบคทีเรียแลกติกที่พบในผลิตภัณฑอาหารหมักจากพืช

Homofermenter Facultative homofermenter Obligate heterofermenter

Enterococcus faecium Lactobacillus bavaricus Lactobacillus brevis

Enterococcus faecalis Lactobacillus casei Lactobacillus buchneri

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus coryniformis Lactobacillus cellobiosus

Lactobacillus lactis Lactobacillus curvatus Lactobacillus confuses

Lactobacillus delbrueckii Lactobacillus plantarum Lactobacillus coprophilus

Lactobacillus leichmannii Lactobacillus sake Lactobacillus fermentatum

Lactobacillus salivarius Lactobacillus sanfrancisco

Streptococcus bovis Leuconostoc dextranicum

Streptococcus 
thermophilus

Leuconostoc 
mesenteroides

Pediococcus acidilactici Leuconostoc 
paramesenteroides

Pedicoccus damnosus

Pediococcus pentocacus

ที่มา: Beuchat (1995)
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3.3 สารยับยั้งจุลินทรียจากแบคทีเรียแลกติก

แบคทีเรียแลกติกที่มีบทบาทในผลิตภัณฑอาหารหมักนอกจากทําใหอาหารหมัก
เกิดกลิ่นเฉพาะตัวแลวยังสามารถยืดอายุการเก็บรักษา และทําใหความเสี่ยงในการเกิดโรค
ระบาดลดลง ในกระบวนการหมัก คารโบไฮเดรตจะถูกเปลี่ยนรูปไปเปนสารโมเลกุลเล็กลง ซึ่ง
สารโมเลกุลเล็กเหลานี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได เชน กรดแลกติก กรดแอซิ
ติก และ กรดโพรพิโอนิก (Ouwehand, 1998) นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกยังสามารถสรางสาร
อื่นๆ เชน เอทานอล ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ไดแอซีทิล คารบอนไดออกไซดและแบคเทอริโอ
ซิน เปนตน สารอาหารเหลานี้สามารถยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและแบคทีเรียทีกอ
โรคในอาหารได ซึ่งสารที่แบคทีเรียกรดแลกติกสรางไดแก

3.3.1 กรดอินทรีย
เปนพวกโมโนคารบอกซิลิก มีลักษณะเปนของเหลวใส ไมมีสี สามารถรวมกับน้ํา 

แอลกอฮอลและกลีเซอรีนไดดี มีกลิ่นฉุน สารละลายกรดแอซิติกเปนสารเจือปนอาหาร ที่ยอมรับ
วาปลอดภัยในปริมาณและการใชที่กําหนด (generally recognized as safe: GRAS) ตัวอยาง
กรดที่ยอมรับใหใชไดในอาหารสําหรับบริโภค ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข ไดแก                   
กรดแลกติก กรดแอซิติก (Doores, 1993) กรดซิตริก ฟวมาลิก ซัคซินิก ทารทาริก มาลิก            
ฟอสฟอริก (ไชยวัฒน, 2550)

Chung และ Goepfert (1970) ไดศึกษาประสิทธิภาพการทําลายจุลินทรียของกรด
พบวาจะขึ้นอยูกับโมเลกุลของกรด และแบงประเภทของกรดไดเปน  3  กลุม  ตามประสิทธิภาพ 
การทําลายเชื้อ ดังนี้

3.3.1.1  กรดที่มีประสิทธิภาพการทําลายเชื้อต่ํา ไดแก กรดทารทาริก กรดซิตริก  
3.3.1.2 กรดที่มีประสิทธิภาพการทําลายเชื้อปานกลาง ไดแก กรดฟูมาริก                

กรดมาลิก กรดกลูโคนิก กรดกลูตาริก กรดแลกติก และกรดซัคซีนิค 
3.3.1.3 กรดที่มีประสิทธิภาพการทําลายเชื้อสูง ไดแก กรดอะดิปก กรดไพมิลิก 

กรดไขมันที่มีสายโมเลกุลสั้น กรดแอซีติก และกรดโพรพิโอนิก
Eklund (1990) กลาววา ในอาหารที่มีกรดหลายชนิด กรดอาจจะออกฤทธิ์เปน

สารยับยั้งเชื้อรวมกัน (synergistic antimicrobial) เชน จะมีกรดแลกติก แอซิติก และโพรพิโอ
นิก ยับยั้งเชื้อรวมกัน ประสิทธิภาพของกรดในการทําลายเชื้อจากมากไปหานอยได คือกรด         
โพรพิ-โอนิก กรดแอซิติก กรดฟอรมิก กรดแลกติกและกรดซิตริก ตามลําดับ การนํากรดมาใช
ในการทําลายเชื้อโรคอาหารเปนพิษในผักผลไมไดผลดี เชนในการศึกษาของ Escudero et al.
(2003)  รายงานวากรดแลกติกหรือกรดแอซีติกความเขมขน 0.5% สามารถทําลาย E. coli 
O157:H7   ที่อยูบนผิวแอปเปลได 3.35 log CFU/mLได และสามารถใชกรดในปริมาณสูงขึ้น
สําหรับอาหารประเภทเนื้อสัตว เชน ในรายงานของ Castillo et al. (2001) รายงานวาใชกรด



22

แลกติกความเขมขน 2% สามารถทําลาย S. Typhimurium ที่อยูบนผิวไกได  5.2 log CFU/mL
ในเวลา 15 วินาที ที่อุณหภูมิ 55oC ตัวอยางกรดอินทรียที่พบในน้ําหมักชีวภาพเปนกรดที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อดังแสดงในตารางที่ 8

ตารางที่ 8 กรดอินทรียชนิดตาง ที่พบในน้ําหมักชีวภาพ

ชนิดกรดอินทรีย ปริมาณที่พบ
(mg/mL)

จํานวนตัวอยางที่พบ
(ตัวอยาง)

จํานวนตัวอยางที่
พบปริมาณต่ํากวา
Limit of detection

(ตัวอยาง)
ทาทาริก 0.018-0.241 34 8
มาลิก 0.015-0.389 17 4
แลกติก 0.028-1.255 58 5
แอซิติก 0.052-0.550 53 1
ซิตริก 0.024-0.267 8 5
ซอรบิก 0.049-0.373 6 1
ฟูมาริก 0.025-0.980 12 5
โพรพิโอนิก 0.310 1 1
แอสคอบิก ต่ํากวา Limit of 

detection
0 1

ชิกิมิก ไมพบ 0 0

ที่มา: ไชยวัฒน (2550)
 

กลไกของกรดในการยับยั้งจุลินทรีย Savard et al. (2002) กลาวไววา การยับยั้ง
เชื้อจุลินทรียของแบคทีเรียแลกติก เกิดขึ้นจากโมเลกุลของกรดที่ไมแตกตัว และการรักษาสมดุล
ของ pH และการผลิตพลังงานของเซลลจุลินทรีย โดยปกติเซลลจุลินทรียจะพยายามรักษา
สมดุลของ pH ภายในเซลล ให pH ใกลเคียงความเปนกลางมากที่สุด ประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรียเกี่ยวของกับคาคงที่การแตกตัวของกรด (pKa) ประสิทธิภาพในการทําลายของ
กรดจะเพิ่มขึ้นเมื่อมี pH ต่ําเพราะ pH ที่ต่ําลงทําใหปริมาณกรดไมแตกตัวมากขึ้น เชนการที่
สารละลายมี pH ระหวาง 3-4 จะทําใหโมเลกุลกรดอยูในรูปที่ไมแตกตัว  กรดที่ออนกวาจะแตก
ตัวไดนอยกวาเชนคา pK กรดแอซิติก (pKa 4.75) ซึ่งเปนกรดออนกวากรดแลกติก (pKa 3.86) 
จึงแตกตัวไดนอยกวา ทําใหมีประสิทธิภาพยับยั้งเชื้อสูงกวากรดแลกติก เพราะกรดที่ไมแตกตัว
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มีความสามารถในการผานเขาเซลแมมเบรนไดดีกวา กรดเกิดการแตกตัวภายในเซลลปลอย
โปรตอนจับกับเบส ทําใหขัดขวางแรงขับเคลื่อนโปรตอนของผนังเซลล ทําใหไมสามารถสราง
พลังงาน ขัดขวางการสงสารผานเขาออกเซลล ผลจากการที่เซลลตองใชพลังงานมากเพื่อรักษา
สภาพความเปนกรด-ดางภายในเซลลใหสมดุลกับสิ่งแวดลอมภายนอก ทําใหพลังงานในเซลล
เหลือนอยและยับยั้งการเจริญในที่สุด นอกจากนี้กรดยังทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงองคประกอบ
ของเซลล โปรตีน กรดนิวคลีอิกและฟอสโฟไลปด ตัวอยางกรดแอซีติกมีฤทธิ์ในการทําลาย      
จุลินทรียไดหลายชนิดแสดงในตารางที่ 9

ตารางที่ 9 การยับยั้งและทําลายจุลินทรียของกรดแอซีติก

ชนิดจุลินทรีย pH ของสารละลาย ความเขมขนต่ําสุดที่ใชยับยั้ง
เซลล (%)

Salmonella Aertryke 4.9 0.04
Staphylococcus aureus 5.0 0.03
Bacillus cereus 4.9 0.04
Aspergiilus glaucum 3.5 1.00

ที่มา: ดัดแปลงจาก สุดาพร (2545)

3.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
กลไกการยับยั้งจุลินทรีย จะออกซิไดซหมูซัลไฮดริลของโปรตีนและไขมันในเยื่อ

หุมเซลล ไดเปนไฮโปรไทโอไซยาไนทและไฮโปรไทโอไซยาไนท ซึ่งจะไปทําลายโครงสรางและ
เปลี่ยนแปลงเยื่อหุมเซลและขัดขวางกระบวนการไกลโคไลซิส การขนถายกลูโคส รวมทั้งทําลาย
เอนไซมกลีเซอรอลดีไฮด-3-ฟอสเฟตดีไฮโดรจีเนส ทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานไดปกติ
(Ouwehand, 1998) 

3.3.3 คารบอนไดออกไซด
ที่เกิดจากการหมักของแบคทีเรียแลกติกแบบ heterofermentation ของเฮกโซส

ชวยในการยั้งยั้งการเจริญของจุลินทรีย กลไกการยับยั้งของคารบอนไดออกไซดยังไมแนชัด 
สันนิษฐานวาเกิดจากการรวมกลุมของคารบอนไดออกไซดที่ชั้นไบเลเยอรของไขมันทําใหการ
ผานเขาออกของเซลลผิดปกติ (Ouwehand, 1998)
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3.3.4 ไดแอซีทิล 
ไดแอซีทิลเกิดจากการเมทาบอลิซึมของไพรูเวตของแบคทีเรียแลกติกสกุล 

Lactobacillus Leuconostoc Pediococcus และ Streptococcus จะสามารถทําลายจุลินทรียที่
pH นอยกวา 7 สามารถทําลายยีสตและเชื้อราไดเล็กนอย แตสามารถทําลายแบคทีเรียแกรมลบ
ไดดีมากกวาแกรมบวก กลไกการทําลายเชื้อจุลินทรียคาดวา ไดแอซีทิลจะไปขัดขวางการใช
กรดแอมิโนอารจีนีน ที่เปนองคประกอบของเอนไซมของแบคทีเรียแกรมลบโดยไปแทนที่อาร
จีนีน 

3.3.5 รอยเทอริน
เปนสารที่สรางจาก Lactobacillus reuteri ซึ่งเปนแบคทีเรียในระบบทางเดิน

อาหารของคนและสัตว รอยเทอรินมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ละลายน้ําไดดีมีคา pH เปนกลาง รอย 
เทอรินจะถูกสรางในสภาวะที่ไมมีอากาศ กลไกการทําลายจุลินทรียจับกับเซลเปาหมาย

3.3.6 แบคเทอริโอซิน
เปนโพลีเพปไทดที่ผลิตจากแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียกรดแลกติกปลอยออกมา

นอกเซลล และมีคุณสมบัติทําลายหรือยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นและเชื้อโรคอาหารเปนพิษได แต
แบคเทอริโอซินบางชนิดที่มีฤทธิ์กวาง เชน ไนซิน จะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียกลุม 
แกรมบวกไดหลายชนิดแตไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได นอกจากมีสารที่มาทําลาย
เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียแกรมลบกอน แบคเทอริโอซินก็จะทําปฏิกิริยากับเยื่อหุมเซลลของ
แบคทีเรียแกรมลบได กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแลคติก มี
กลไกในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดแตกตางกันโดยทั่วไปมักออกฤทธิ์ตอเยื่อหุมเซลล ไนซินจะมี
โมเลกุลเปนประจุบวก จะเขาสูเยื่อหุมเซลลเปาหมายโดยอาศัยแรง electrostatic  สวนที่ขั้วที่ไม
ชอบน้ําจะเหนี่ยวนําใหเกิดรูบนเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย และขัดขวางกระบวนการ proton 
motive force รวมทั้งรบกวนสมดุลของ pH ซึ่งเปนผลใหเกิดการรั่วไหลของไอออนและการ
สลายตัวของ ATP ทําใหไมสามารถสรางพลังงานได จึงทําใหเซลลตายในที่สุด

4.ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของสารฆาเชื้อในการลางผัก
ผลไม
4.1 ความเขมขนของสารฆาเชื้อ

ปริมาณของสารฆาเชื้อในน้ําหมักชีวภาพ ขึ้นอยูกับผักผลไมที่ใชเปนวัตถุดิบกับ
เชื้อที่ใชในการหมักผลิตสารยับยั้งแบคทีเรีย เชน กรดชนิดตางๆในปริมาณตางๆกัน ถาความ
เขมขนของสารฆาเชื้อมากก็จะมีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อมากขึ้น Liao et al. (2003) ได
ศึกษาผลของกรดแอซิติกที่ความเขมขนตางๆในการยับยั้งเชื้อ Salmonella บนผิวแอปเปลหั่น 
เมื่อนําแอปเปลที่ปนเปอนเชื้อไปลางน้ํากอนแลวมาแชกรดแอซิตริก 2.4% พบวาเชื้อลดลงไป 
1.28 log CFU/mL  เมื่อเพิ่มความเขมขนของกรดแอซีตริก 5% เชื้อลดลงไปไดมากกวาคือ        
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1.67 log CFU/mL ในเวลาเทากัน เชนเดียวกันกับการศึกษาของ Chang and Fang (2007) ได
ทดลองใชน้ําสมสายชู 0.05 0.5 และ 5% เพื่อลดเชื้อ E. coli O157:H7 ปริมาณ 7 log CFU/g ที่
ปนเปอนบนผักกาดหอมสับพบวาน้ําสมสายชู 5% ลดเชื้อ E. coli O157:H7 ลงได 3 log CFU/g 
ในเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 25oC ในขณะที่น้ําสมสายชู 0.05 และ 0.5% ไมสามารถทําลาย          
E. coli O157:H7 ได จากผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารฆาเชื้อที่มีความเปนกรดเมื่อมีความ
เขมขนเพิ่มขึ้นจะมีประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อมากขึ้นและเมื่อกรดมีความเขมขนนอยจะมี
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อจุลินทรียลดลงหรือไมยับยั้งเชื้อเลย
4.2 ระยะเวลาสัมผัส

เวลาในการสัมผัสนานขึ้นการทําลายเชื้อจุลินทรียจะมีแนวโนมมากขึ้น แตสารฆา
เชื้อบางชนิดจะยับยั้งเชื้อไดในเวลาหนึ่งแลวประสิทธิภาพจะไมเพิ่มขึ้น 

Segun and Karapinar (2005) ไดทดลองใชน้ํามะนาวกับน้ําสมสายชูใน
อัตราสวน 1:1 ในการลดเชื้อ S. Thypimurium ที่ปนเปอนบนผักกาด rocket และหัวหอม            
ในระยะเวลาตางๆกัน 0, 15, 30, และ 60 นาที พบวาเมื่อเพิ่มเวลาการฆาเชื้อ S. Thypimurium 
ปริมาณ 7 log CFU/g จะลดจํานวนลงตั้งแตเวลา 0 และลดจํานวนมากขึ้นเมื่อทิ้งไว 15 นาที แต
ไมมีความแตกตางของการฆาเชื้อที่เวลา 15 30 และ 60 นาที แสดงใหเห็นวาถาจุลินทรียสัมผัส
สารฆาเชื้อนานขึ้น จะทําใหจุลินทรียลดจํานวนลงไดมากขึ้นในชวงเวลาหนึ่ง
4.3 ปริมาณเริ่มตนของจุลินทรีย

ประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียขึ้นกับปริมาณจุลินทรียเริ่มตน ถาจุลินทรีย
เริ่มตนมีมากจะใชเวลาในการทําลายจุลินทรียนานขึ้น จากการศึกษาของ Singh et al. (2002)
ไดปนเปอนเชื้อ E. coli O157:H7 บนผักกาดหอมปริมาณที่ตางกัน 7.82 5.95 และ 3.71 log 
CFU/g เมื่อลางดวย คลอรีนไดออกไซดเชื้อ E. coli O157:H7 ลดลง 1.55 1.60 และ 1.93 log 
CFU/g ตามลําดับ เชื้อที่มีปริมาณต่ําจะลดลงมากสุด
4.4 ชนิดจุลินทรีย

ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายจุลินทรียชนิดตางๆ จะแตกตางกัน         
จุลินทรียที่สรางสปอรจะทนตอสารฆาเชื้อมากกวา ตองใชสารฆาเชื้อที่ความเขมขนสูงและระยะ
เวลานานกวา จากรายงานของ Cords and Dychdala (1993) แสดงใหเห็นวาการใช
สารละลายไฮโปคลอไรททําลายเชื้อ Bacillus subtilis ที่มีสปอรจะตองใชปริมาณ 100 ppm. 
เปนเวลา 60 นาที ในขณะที่ใชสารละลายไฮโปคลอไรททําลาย Salmonella Paratyphi B ที่เปน
เชื้อโรคอาหารเปนพิษที่ไมสรางสปอรปริมาณ 0.02 ppm.เปนเวลา 5 นาที ซึ่งเปนปริมาณสาร
ฆาเชื้อที่ความเขมขนต่ํากวาและใชเวลานอยกวาในการยับยั้งจุลินทรีย
4.5 ชนิดผัก

ผักแตละชนิดมีโครงสรางตางกันทําใหจุลินทรียยึดเกาะตางกัน ไดมีการทดลอง
ความสามารถในการเกาะติดของเชื้อ โดยปนเปอนเชื้อ E. coli O157:H7 กับเชื้อ Salmonella
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บนตนออนอัลฟาฟาในหองทดลองเปนเวลา 4 ชั่วโมง พบวาเชื้อ Salmonella จะมีความสามารถ
ในการเกาะติดตนออนอัลฟาฟาไดแนนมากกวาและจะหลุดไปกับการลางไดยากกวา E. coli 
O157:H7 ( Barax et al., 2002) นอกจากนี้โครงสรางของผักผลไม  เชน การมวนงอของใบ ผิว
ขรุขระ ผิวเปนรู ผิวบอบช้ํางาย หรือผิวผักผลไมที่มีแวกซ มันวาว จะทําใหยากแกการลางดวย
สารฆาเชื้อ (Zhan, 1996; Doyle and Erickson, 2008) 
4.6 แหลงที่อยูของจุลินทรีย  

ตําแหนงที่อยูของจุลินทรียมีผลตอการทําลายของเชื้อ เชน บริเวณที่สารเขาไป  
ไมถึง อยูผิวใบหรือขอบใบ บริเวณขั้วของผักผลไม และการเกิดไบโอฟลมที่ผิวของผักผลไมมี 
dextran หรือ pectin จะเหนี่ยวนําใหจุลินทรียสรางไบโอฟลมซึ่งเปนสาร exopolysaccharide 
เชื้อจุลินทรียเกาะกลุมกันทําใหยากตอการฆาเชื้อ (Barax el at., 2002; Warner et al., 2008)
จากการศึกษาของ Beuchart (2002) ไดทําการทดลองใชคลอรีนอิสระ 500 ppm. ซึ่งเกิน
มาตรฐานที่ใชในผักผลไมคือ 200 ppm. มาลางผักที่ปนเปอนดวย L. monocytogenes  พบวา
ไมมีประสิทธิภาพเพียงพอในการฆาเชื้อ L. monocytogenes ที่สรางไบโอฟลมบนผิวผัก
4.7 ระยะเวลาในการอยูบนผิวผัก เวลาการเกาะติดของจุลินทรีย

ปจจัยหลายๆอยาง ไดแก ปจจัยภายนอก เชน อุณหภูมิของสิ่งแวดลอม ผักจะมี        
จุลินทรียติดมาในระยะตางๆกัน ตั้งแตเพาะปลูกมีการปนเปอนมาจากสถานที่ในการเพาะปลูก
หรือเก็บเกี่ยวหรือปนเปอนภายหลัง ทําใหผักแตละชนิดจะมีจุลินทรียประจําถิ่นแตกตางกัน บาง
ชนิดมีสปอรที่ทนตอสภาพแวดลอมตางๆไดดี  ปจจัยภายใน เชน โครงสรางของผักผลไม pH 
ของเนื้อผักผลไม การอยูรวมกันของแบคทีเรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียกับเชื้อโรคอาหารเปนพิษ 
จะมีผลตอการเจริญและการเขาทําลายของสารฆาเชื้อ (Beuchart, 2002) 
4.8 โลหะปนเปอนและอิออนบวก

ในสารอาหารตางๆที่มีโลหะปนเปอนและไอออนบวกในสารละลาย ซึ่งจะกระทบ
กับการทํางานของแบคทีเรีย ทําใหจุลินทรียไมสามารถเจริญไดหรือเจริญไดไมดี  Nies (1999) 
กลาวถึงแรธาตุทองแดงที่จุลินทรียตองการในปริมาณนอยเพื่อนําไปใชในการสังเคราะหโปรตีน
และเอนไซม แตถาปริมาณมากกวา 250 ppm สามารถทําใหจุลินทรียบาดเจ็บและตายได 

กลไกการเกิดพิษของโลหะหนักและไอออนบวก โดยเกิดการแทนที่ไอออนที่
จําเปนตอเซลล ขัดขวางการทํางานของโปรตีนทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได นอกจากนั้น
ทําใหเกิดไฮโดรเจนเปอรออกไซดอิสระ ทําใหเซลลแมมเบรนเกิดการเปลี่ยนแปลง (Nies,1999)
ชวงคาที่อาจเกิดการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได ดังแสดงในตารางที่ 10 สวนสารพิษกลุม
โลหะหนัก ชวงคาที่มีผลตอแบคทีเรียภายใตสภาวะไรออกซิเจน ไดแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 10 ความเขมขนของอิออนบวกที่กระตุนและยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย

ความเขมขน (mg/L)
ชนิดของอิออนบวก

กระตุน ยับยั้งปานกลาง ยับยั้งมาก
โซเดียม (Na+)
โพแทสเซียม (K+)
แคลเซียม (Ca2+)
แมกนีเซียม (Mg2+)

100-200 
200-400 
100-200 
75-150

3,500-5,500 
2,500-4,500 
2,500-4,500 
1,000-1,500 

>8,000 
>12,000 
>8,000 
>3,000 

ที่มา : McCarty (1964)

ตารางที่ 11 ความเขมขนของโลหะหนักที่จะยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียภายใตสภาวะไร
ออกซิเจน

โลหะหนัก ความเขมขน (mg/L)

อารซินิก (As) 
แคดเมียม (Cd) 
โครเมียม (Cr) 
ทองแดง (Cu) 
นิกเกิล (Ni) 
สังกะสี (Zn) 

0.5 - 1.0 
0.01 - 0.02 
1.0 - 1.5 
0.5 - 1.0 
1.0 - 2.0 
0.5 - 1.0 

ที่มา : Mignone (2005) 
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วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาสมบัติบางประการของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ใชในการลาง 
เพื่อลดจํานวนเชื้อ Salmonella ในผักสด

2. เพื่อศึกษาการปนเปอนของเชื้อ Salmonella ในผักสดชนิดตางๆ
3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ในการลดจํานวนเชื้อ

Salmonella ในหลอดทดลอง
4. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ในการลดจํานวนเชื้อ

Salmonella ที่ทําการปนเปอนในผักสด และผักสดที่จําหนายในทองตลาด
5. ศึกษาการเจริญและการอยูรอดของเชื้อ Salmonella ในผักสดหลังแชดวยน้ํา

หมักชีวภาพกลวยน้ําวาแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC และ 30OC
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บทที่2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ อุปกรณ

1. เชื้อจุลินทรีย
1.1 เชื้อบริสุทธิ์ S. Typhimurium ATCC 13311 (จากศูนยเก็บรักษาและรวบรวม 
     จุลินทรียสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย)
1.2 เชื้อ Lactobacillus  plantarum DW44 (จากงานวิจัยของ รศ.ดร. ดวงพร           

คันธโชติ และคณะ ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร)

2. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคม ี(ภาคผนวก ก)
อาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต

De Man Rogosa and Sharpe Agar (MRS) Difco
Potato Dextrose Agar (PDA) Merck
Plate Count Agar (PCA) Merck
Buffer Pepton Water (BPW) Merck
Eosin Methylene Blue Agar (EMB) Merck
Lauryl Tryptose Broth (LST) Difco
Tryptic soy agar (TSA) Difco
Xylose Lysine Desoxycholate Agar (XLD) Difco
Tetrathionate Broth (TT) Difco
Rappaport-Vassiliadis medium (RV) Difco
Triple Sugar Iron Agar (TSI) Difco
Lysine Indole Motile Agar (LIM) Difco

3. สารเคมี (ภาคผนวก ก)
สารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH BDH
สารละลาย เปปโตน 0.1% Merck
NaCl 0.85%

29
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4. อุปกรณ 
รายการ ผูผลิต

ตูบมเชื้อ 35OC Gallenkamp, U.K.
ตูบมเชื้อ 30OC Sunyo, Japan รุน MIR 253
ตูบมเชื้อ 25OC Sunyo, Japan รุน MIR 253
หมอนึ่งฆาเชื้อ Tomy, Japan รุน SX 700, SS325
เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง Metro, Switzerland
เครื่องชั่งชนิดหยาบ Denver Instrument Company, USA
เครื่องปนเหวี่ยง Brinkman Instrument, Inc USA รุน 5415
อางควบคุมน้ํารอน Sheldon Manufacturing, Inc USA รุน 1235 
อางควบคุมน้ํารอน 44.5-45.5OC Precision รุน 253
ตูเย็น Electrolux รุน EBE 5100SB
ชุดกรองน้ํา Millipore
ตูเขี่ยเชื้อ (laminar flow) Faster BHA 72
เครื่องตีบดอาหาร IUL Masticator
ไมโครปเปต Socolex
จานเพาะเชื้อ Pyrex
เครื่องแกวพรอมอุปกรณที่จําเปน
ถุงพลาสติกโพลีเอทีลีน 11X12 นิ้ว
กระดาษกรอง เบอร 1 Whatman
กระดาษกรอง 0.45 m (sterile) Millipore รุน EZ pak 103

5. วัสดุในการเตรียมน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาสุก       6 kg
น้ําตาลทราย       2 kg
น้ํากลั่น       20 L

วิธีการ
1. การเตรียมน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา

เตรียมเชื้อ Lactobacillus plantarum DW44 เพื่อเปนเชื้อเริ่มตนในการหมัก 
(inoculum) โดยถายเชื้อ 1 ลูป ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS borth จํานวน 400 mL บมที่
อุณหภูมิ 35OC เปนเวลา 48 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงแยกเชื้อที่ความเร็ว 5000 รอบตอนาที เปนเวลา       
10 นาที ลางเชื้อดวยสารละลาย NaCl 0.85% จากนั้นนํามาปรับปริมาตรเปน 100 mLดวย 
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NaCl 0.85% (มีความเขมขนของเชื้อ ประมาณ 6x108 CFU/mL เทียบกับ 2 McFarland) เทลง
ไปในสวนผสม ไดแก กลวยน้ําวาสุกปอกเปลือกและหั่นตามขวาง 6 kg น้ําตาลทราย 2 kg น้ํา
กลั่น 20 L แลวผสมใหเขากัน ปดทับหนาน้ําหมักดวยถุงพลาสติกบรรจุน้ําเพื่อไลอากาศ แลว
ปดฝาถัง (Kantachote and Charernjiratrakul, 2008) หมักตัวอยางเปนเวลา 75 วัน จากนั้น
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4-8OC

2.  การตรวจสอบสมบัติบางประการของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
2.1  สมบัติทางเคม-ีกายภาพของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา

นําน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา 30 mL มาตรวจวัด pH โดยใช pH meter คาการ
นําไฟฟา (Electrical conductivity, EC) โดยใชเครื่องวัด conductivity และนําน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวา 30 mL วิเคราะหคาความเปนกรดทั้งหมด (Total acidity)   โดยวิธีไตเตรต  
(AOAC, 2002) นําน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา 100 mL สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เพื่อตรวจหาปริมาณ อะเซทอลดีไฮด เมทานอล เอทานอล กรด
แลกติก และ กรดแอซิติก โดยวิธี Gas chromatography ที่วันเริ่มตนการหมัก และวันที่ 75  
ของการหมัก
2.2  ตรวจวิเคราะหสมบัติทางจุลชีววิทยาของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา

นําน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวามาตรวจวิเคราะหหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด 
ปริมาณแบคทีเรียแลกติก ปริมาณยีสตและเชื้อราและ MPN Coliforms ที่วันเริ่มตนการหมัก 
และที่วันที่ 75  ดังนี้

2.2.1 การตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมด
ใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา 50 mL เจือจางดวยฟอสเฟตบัพเฟอร 450 mL

แลวเจือจางโดยใชสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรปริมาตร 9 mL ใหไดปริมาณเชื้อในระดับความ
เขมขนที่ตองการ จากนั้นปเปตมา 1 mL ใสในจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร Plate Count Agar 
(PCA)  นําไปบมที่ 35OC นาน 48 ชั่วโมง นํามาตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่
มีจํานวนโคโลนีระหวาง 25-250 โคโลนี (APHA, 2001) 

2.2.2 ปริมาณแบคทีเรียแลกติก
ใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่เจือจางในระดับความเขมขนที่ตองการ จากนั้น     

ปเปต 1 mL ใสในจานเพาะเชื้อ pour plate ดวยอาหาร de Man Rogosa and Sharp (MRS) 
นําไปบมที่ 30OC นาน 72 ชั่วโมง นํามาตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวน
โคโลนีระหวาง 15-300 โคโลนี (ISO 15214, 1998)

2.2.3 ปริมาณยีสตและเชื้อรา
ใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่เจือจางในระดับความเขมขนที่ตองการ จากนั้น       

ปเปตมา 1 mL ใสในจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ที่เติมกรดทารทาริก 
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10% สัดสวน 1mL ตอ PDA 400 mL นําไปบมที่ 25 เซลเซียส 72 ชั่วโมง นํามาตรวจนับ
จํานวนโคโลนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 10-150 โคโลนี (Knight et al., 
2001)

2.2.4 MPN Coliforms
ปเปตน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ปริมาตร 10 mL ใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LST 

ความเขมขน 2 เทา ปริมาตร 10 mL ทําจํานวน 10 หลอด นําไปบมที่ 35OC นาน 48 ชั่วโมง 
นํามาตรวจดูแกสในหลอดดักแกส (Durham) ถายเชื้อจากหลอดที่มีแกส ปริมาณ 1 ลูปลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Brilliant Green Bile Broth 2% (BG) นําไปบมที่ 35OC นาน 48 ชั่วโมง นํามา
ตรวจดูแกสในหลอดดักแกส  นําหลอดที่มีแกสไปอานคา MPN Coliforms/100 mL ตามตารางที่ 
19 (ภาคผนวก ข)  (APHA, 2005)

3. การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดชนิดตางๆ 
ผักสดซื้อจากตลาดสดในอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และ เขตบางเขน 

จังหวัดกรุงเทพมหานคร โดยเลือกผักสดชนิดตางๆที่สวนมากบริโภคสด เชน แตงกวา มะเขือ
เทศ ผักชี ผักกาดหอม ผักบุงไทย กะหล่ําปลี ถั่วฝกยาว ใบสะระแหน เปนตน จํานวนรวม           
40 ตัวอยาง มาตรวจหาเชื้อ Salmonella ดวยวิธีมาตรฐานตาม Internationnal Organization 
for Standardization (ISO 6579, 2002)  โดยชั่งตัวอยางผักสด 25 g ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
BPW 225 mL นําไปบมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง ถายเชื้อ 1 mL ลงอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Tetrathionate (TT) 9 mL และปเปต 0.1 mL ลงอาหารเลี้ยงเชื้อ Rappaport-Vassiliadis 
medium (RV) ปริมาตร 10 mL บม TT ในตูบมเชื้อที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมงและบม RV ในอาง
น้ํารอนที่ 41.5 + 1OC นาน 24 ชั่วโมง  นํามาแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD แลวบมในตูบม
เชื้อที่ 35OC 24 ชั่วโมง ไปตรวจทางชีวเคมี โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ Triple Sugar Iron Agar 
(TSI) และ Lysine Indole Motile Agar (LIM) นําไปบมในตูบมเชื้อที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง 
จากนั้นนําไปทดสอบทางเซรุมวิทยาเพื่อยืนยันผล  และบงชี้ชื่อโดยสงศูนย Salmonella และ 
Shigella แหงประเทศไทย (WHO) เก็บเชื้อ Salmonella ที่แยกได ไวศึกษาในขั้นตอไป

4. การทดสอบผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาในการยับยั้งการเจริญของ Salmonella
spp. ในหลอดทดลอง
4.1 การเตรียมเชื้อ  Salmonella

นําเชื้อ Salmonella จํานวน 1 ลูป มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BPW 10 mL
เพาะเลี้ยงที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการแยกเชื้อใหเปนโคโลนีเดี่ยวบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ TSA บมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง แลวเขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD เพื่อทดสอบ
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ความบริสุทธิ์ จากนั้นเก็บเชื้อใน TSA slant ที่อุณหภูมิ 4-5OC เก็บเปนเชื้อ Stock-culture ถาย
เชื้อเดือนละครั้ง

ในการทดลองแตละครั้ง นําเชื้อ Salmonella จํานวน 1 ลูปมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อ BPW 10 mL เพาะเลี้ยงที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นปเปตเชื้อ 1 mL ลงใน BPW 100  
mL เพาะเลี้ยงที่ 35OC นาน 18 ชั่วโมง  จากนั้นปรับความขุนของเชื้อใหเทากับ 0.5 McFarland 
standards แลวเจือจางโดยใชสารละลายเปปโตน 0.1% ปริมาตร 9 mL แบบลดลง 10 เทา จน
ไดปริมาณความเขมขนของเชื้อ Salmonella ที่ตองการนําไปทดลอง
4.2 ตรวจวิเคราะหปริมาณ Salmonella

ปเปตเชื้อ Salmonella 0.1mL ในระดับความเขมขนที่ตองการจากขอ 4.1 ใสใน
จานเพาะเชื้อที่มีอาหาร PCA ที่ทําใหผิวหนาแหงพอดี ใชแทงแกวเกลี่ยใหทั่วทิ้งไว 5 นาที 
นําไปบมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวน
โคโลนีระหวาง 25-250 โคโลนี 
4.3 เตรียมน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนตางๆ 

เตรียมน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาโดยกรองดวยกระดาษกรอง No. 1 เพื่อแยก
ตะกอนหยาบออก นําสวนใสกรองผานกระดาษกรอง 0.45 m เพื่อทําใหปราศจากเชื้อ (รูปที่ 
2) ไดเปนน้ําหมักความเขมขน 100%  เตรียมน้ําหมักความเขมขน 50% และ 25 % โดยเจือจาง
ดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหไดความเขมขนที่ตองการ ตรวจวัดปริมาณกรดทั้งหมด โดยวิธี                   
ไตเตรต แลวนําไปใชทันที
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         (2A)  กอนการกรอง      (2B)  หลังการกรอง

รูปที่ 2 น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่อายุการหมัก 75 วัน  (2A)  กอนการกรอง                  
(2B)  หลังการกรอง

4.4 ทดสอบผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ Salmonella  spp. ในหลอดทดลอง
นําเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 และ Salmonella spp.ที่ตรวจพบจากผัก

ดังขอ 3 มาเตรียมเชื้อตามขอ 4.1 และ 4.2 ปเปตเชื้อ 1 mL ลงในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
ความเขมขน 100% (undiluted) 9 mL เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 7 log CFU/mL (เทียบกับ            
0.5 McFarland) ตรวจสอบเชื้อที่เหลือรอดในระยะเวลา 1  5  10 20 และ 30 นาที เทียบกับน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อเปนชุดควบคุม ที่แตละเวลานําตัวอยางออกมาเจือจางดวยสารละลาย               
เปปโตน 0.1% ปริมาตร 9 mL ใหไดระดับความเขมขนที่ตองการ  นับปริมาณเชื้อโดยวิธี 
spread plate บนอาหาร PCA นําไปบมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง นํามาตรวจนับจํานวนโคโลนี
บนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 25-250 โคโลนี ทําการทดลอง 2 ซ้ําตอหนึ่ง
ความเขมขน   คํานวณ % การลดลงของเชื้อโดยใชสูตร
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% จํานวนลดลงของเชื้อ =  จํานวนแบคทีเรียกลุมควบคุม - จํานวนแบคทีเรียกลุมทดลอง x 100
                                                      จํานวนแบคทีเรียกลุมควบคุม

4.5 ทดสอบผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนตางๆ ตอเชื้อ
S. Typhimurium ATCC 13311 ในหลอดทดลอง

นําเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่เจือจางใหไดความเขมขน 3 ระดับคือ
ประมาณ 7 5 และ 2 log CFU/mL โดยใสเชื้อ 1 mL ลงในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความ
เขมขน 100% 50% และ 25% ปริมาตร 9 mL ตรวจสอบเชื้อที่เหลือรอดแตละระดับความ
เขมขนในระยะเวลา 1  5  10  20 และ 30 นาที เทียบกับน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนชุดควบคุม 
โดยแตละเวลานําตัวอยางออกมาเจือจางดวยสารละลายเปปโตน 0.1% ปริมาตร 9 mL ใหได
ระดับความเขมขนที่ตองการ ปเปต 0.1mL ลงบน PCA เกลี่ยเชื้อดวยวิธี spread plate นําไป
บมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง แลวนับปริมาณเชื้อบนอาหาร PCA ทําการทดลอง 2 ซ้ําตอหนึ่ง
ความเขมขน คํานวณ % การลดลงของเชื้อดังสูตรในขอ 4.4

5. การทดสอบผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาในการลดจํานวนของเชื้อ
   S. Typhimurium ATCC 13311 ในผักสด
5.1 เตรียมเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 อายุ 18 ชั่วโมง ตามขอ 4.1 เพื่อใชเปนเชื้อ
ตั้งตน
5.2 การเตรียมตัวอยางผักสด

ซื้อผักสดตัวอยาง จากตลาดสดในอําเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา และเขต
บางเขน จังหวัดกรุงเทพมหานคร ใช ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และ ผักกาดหอม เปน
ตัวแทนผักสดที่มักพบการปนเปอนดวยเชื้อ Salmonella โดยเลือกผักบุงไทย ใหมีขนาด
ใกลเคียงกันคือเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.4-0.5 cm ตัดออกใหยาวประมาณ 15 cm เลือก
ผักชีใบตรงและตัดยอดครั้งละสามใบ มีความยาว 2-3 cm เด็ดใบผักสะระแหนขนาดใบยาว 2-3 
cm ลอกใบผักกาดหอมขางนอกทิ้ง และตัดสวนปลายออก 2.5 cm  แลวเลือกขนาดใบใหใกลกัน 
5.3 การวิเคราะหเชื้อ Salmonella spp. ในผักสด

กอนเริ่มการทดลอง ลางผักสดตัวอยางใหสะอาดดวยน้ําประปานาน 2 นาที เพื่อ
ชะลางดินและสิ่งสกปรกที่ติดมากับผัก จากนั้นตรวจสอบเชื้อ Salmonella ที่อาจจะติดมากับผัก
ดวยวิธีมาตรฐาน ISO 6579 ตามขอ 3 
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5.4 การเติมเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 บนผักสด
นําผักสดตัวอยางที่ตรวจไมพบ Salmonella มาปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium 

ความเขมขน 3 ระดับคือ ประมาณ 7 5 และ 2 log CFU/mL ที่เตรียมตามขอ 4.1 ใชอัตราสวน
ผักตอเชื้อ S. Typhimurium เปน 1:1.6 (g/mL) (สุดาพร, 2545) แชผักตางๆ ในสารละลายเชื้อ
นาน 2 นาทีในบีกเกอรที่ผานการฆาเชื้อ  จากนั้นนําไปผึ่งใหแหงบนตะแกรงที่ผานการฆาเชื้อ 
ในตู laminar flow carbinet ที่อุณหภูมิหอง นาน 1 ชั่วโมง
5.5 ทดสอบผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311  ที่
ทําการปนเปอนในผักสด 

นําผักที่ทําการปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium ตามขอ 5.4 ปริมาณ 100 g ลาง
ผักตัวอยาง โดยการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขน 50% ปริมาตร 1.25 L ดวย
อัตราสวนผักตอน้ําหมักชีวภาพ 1:12.5 (g/mL) (สุดาพร, 2545) ใหสัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเปนเวลา       1  10 20 และ 30 นาที เทียบกับผักที่แชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ เมื่อครบแต
ละชวงเวลา เก็บตัวอยางผักมา 25 g วิเคราะหเชื้อ S. Typhimurium ที่เหลือรอดในผักดวยวิธี 
rinse test โดยนําผักที่สัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวามาใสสารละลายเปปโตน 0.1% ปริมาตร 
225 mL เขยาเบาๆ 2 นาที เจือจางใหไดระดับความเขมขนที่ตองการ ปเปต 0.1 mL ลงจาน
เพาะเชื้อ XLD เกลี่ยเชื้อใหทั่วอาหารดวยวิธี spread plate นําไปบมที่ 35OC นาน 24 ชั่วโมง 
นํามาตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 10-150 โคโลนี ทํา
การทดลอง          2 ซ้ําตอหนึ่งความเขมขน  คํานวณ % การลดลงของเชื้อใชสูตรในขอ 4.4

การเตรียมการปนเปอนผักสด ดวยเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เพื่อใช
ศึกษาผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ดังแผนผังการเตรียมที่แสดงไวในรูปที่ 3
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ผักบุงไทย เลือกขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.4-0.5 cm ตัดใหยาวประมาณ 15 cm
ผักชี เลือกยอดใบสามใบติดกัน ขนาด 2-3 cm
ผักสะระแหน เลือกขนาดใบ 2-3 cm
ผักกาดหอม ตัดขั้วทิ้ง 2.5 cm ลอกใบดานนอกทิ้ง เลือกขนาดใบใกลเคียงกัน

ลางดวยน้ําประปา นาน 2 นาที
                                  

วางบนตะแกรงที่ผานการฆาเชื้อแลว นาน 1 ชั่วโมง
                            

ตรวจสอบเชื้อ Salmonella ที่อาจมีอยูในธรรมชาติจากผักตัวอยางเริ่มตน 
ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD

แชผักในสารละลายเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่มีความเขมขน 3 ระดับ
ประมาณ 7  4 และ 2 log CFU/mL

อัตราสวนผักตอสารละลายเชื้อเปน 1:1.6 (g/mL) นาน 2 นาที
                                   

ผึ่งใหแหงบนตะแกรงที่ผานการฆาเชื้อ ในตู laminar flow carbinet นาน 1 ชั่วโมง
                                  

     วิเคราะห                     แชผักในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ       แชผักในน้ําหมักเขมขน 50%
เชื้อ Salmonella เริ่มตน                 (ชุดควบคุม)                      อัตราสวนผักตอน้ําหมัก 
                                                                                       1:12.5 (g/mL)

นับเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD             ระยะเวลาสัมผัส 1  10  20  และ 30 นาที

                                     วิเคราะหเชื้อ Salmonella ที่เหลืออยูบนผัก ดวยวิธี rinse test

                               นับเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ XLD

รูปที่ 3 แผนภูมิแสดงการปนเปอนผักสดชนิดตางๆ ดวยเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 
เพื่อใชศึกษาผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
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6.ทดสอบผลของการใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอการลดจํานวน Salmonella บนผัก
สดที่จําหนายในทองตลาด

ซื้อ ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน  และ ผักกาดหอม จากตลาดสดในอําเภอ
หาดใหญ จังหวัดสงขลา และ เขตบางเขน จังหวัดกรุงเทพมหานคร มาชนิดละ 4 ตัวอยาง นํา
ผักสดตัวอยางละ 100 g มาลางโดยการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% ปริมาตร 
1.25 L นาน 20 นาที เทน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาทิ้ง เติมน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ปริมาตร            
1.25 L เขยาเบาๆ แลวเทน้ํากลั่นทิ้ง เปรียบเทียบกับผักตัวอยางที่แชดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ
ดวยวิธีเดียวกัน จากนั้นชั่งผักตัวอยางผักชนิดละ 25 g เพื่อตรวจวิเคราะห Salmonella ตามขอ 
3 ตอไป

7. ศึกษาการเจริญและการรอดชีวิตของเชื้อ S. Typhimurium บนผักสดหลังการลางดวย
น้ําหมักชีวภาพแลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC และ 30OC

นํา ผักบุงไทย ผักชี สะระแหน และ ผักกาดหอม ที่เตรียมตัวอยางเชนเดียวกับ
ขอ 5.2 ลางผักตัวอยาง โดยการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ใชความเขมขนและเวลาที่
เหมาะสมจากผลการทดลอง ขอ 5 ใชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนชุดควบคุม จากนั้นเทน้ําหมัก
ชีวภาพทิ้ง ลางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อที่อัตราสวนเทากัน นําผักไปวางบนตะแกรงที่ผานการ
ฆาเชื้อในตู laminar flow carbinet นาน 1 ชั่วโมง นําผักตัวอยางไปใสลงในถุงโพลีเอทีลีนชนิด
ปากซิป ขนาด 11x12 นิ้ว เจาะรูระบายอากาศเสนผานศูนยกลาง 1 cm จํานวน 10 รู แลวเก็บ
ไวที่อุณหภูมิ 4OC และ 30OC สุมตัวอยางผักสดแตละชนิดมาตรวจนับจํานวน S. Typhimurium
หลังแชน้ําหมักชีวภาพ เปนระยะเวลา 1  3 5 และ 7 วัน ทําการทดลองอยางละ 2 ซ้ํา 
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บทที่ 3

ผลการทดลอง

1. การตรวจสอบสมบัติบางประการของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
จากการตรวจสอบสมบัติทางเคมี-กายภาพของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา พบวา

ปริมาณกรดทั้งหมดในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ที่วันที่ 0 มีคานอยกวา 0.1% คาความเปน
กรด-ดาง (pH) เทากับ 4.97 คาการนําไฟฟา (EC) เทากับ 453 μS/cm ธาตุอาหาร โซเดียม
และ โพแทสเซียม มีคาเทากับ 24.34 และ 79.08 mg/L ตามลําดับ ปริมาณเอทานอล เมทานอล 
อะเซทอลดีไฮด กรดแลกติก และ กรดแอซิติก มีคา นอยกวา 0.002  0.003  0.01  0.01 และ 
0.3 g/L ตามลําดับ เมื่อหมักน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวานาน 75 วัน พบวา มีปริมาณกรด
ทั้งหมดเทากับ 1.36 % คา pH เทากับ 3.50 คาการนําไฟฟา เทากับ 2425 μS/cm ธาตุ
อาหาร โซเดียม และ โพแทสเซียม เทากับ 88.30 และ 1,115 mg/L ตามลําดับ ปริมาณเอทา
นอล เมทานอล อะเซทอลดีไฮด กรดแลกติก และ กรดแอซิติก เทากับ 36.20+0.00  0.25+0.01 
0.39+0.00 5.56+0.20  และ 1.6+0.06 g/L ตามลําดับ 

เชื้อจุลินทรียในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ที่วันที่ 0 มีปริมาณดังนี้ จํานวน
แบคทีเรียทั้งหมด 6.2 x 106 CFU/mL จํานวนแบคทีเรียแลกติก 7.2 x 105 CFU/mL จํานวน
ยีสต 2 x 102 CFU/mL  จํานวนเชื้อรา นอยกวา 10 CFU/mL และ MPN Coliforms /100 mL 
นอยกวา 1.1 เมื่อหมักน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวานาน 75 วัน พบวา มีจํานวนแบคทีเรีย
ทั้งหมด 60 CFU/mL จํานวนแบคทีเรียแลกติก นอยกวา 10 CFU/mL จํานวนยีสต 10 CFU/mL 
จํานวนเชื้อรา นอยกวา 10 CFU/mL และ MPN Coliforms/100mL นอยกวา 1.1 (ตารางที่12) 

39



40

ตารางที่ 12  สมบัติบางประการของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา

สมบัติ วันที่ 0 วันที่ 75
ปริมาณกรดทั้งหมด (%) นอยกวา 0.1 1.36
คาความเปนกรด-ดาง 4.97 3.50
คาการนําไฟฟา (μs/ms) 453 2,425
โซเดียม (mg/L) 24.34 88.30
โพแทสเซียม (mg/L) 79.08 1,115
เอทานอล (g/L) นอยกวา 0.002 36.20  0.50
เมทานอล (g/L) นอยกวา 0.003 0.25  0.01
อะเซทอลดีไฮด (g/L) นอยกวา 0.010 0.39  0.00
กรดแลกติก (g/L) นอยกวา 0.010 5.56  0.20
กรดแอซิติก (g/L) นอยกวา 0.30 1.60  0.06
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (CFU/mL) 6.2 x 106 60
ปริมาณแบคทีเรียแลกติก (CFU/mL) 7.2 x 105 นอยกวา 10
ปริมาณยีสต (CFU/mL) 2 x 102 10
ปริมาณเชื้อรา (CFU/mL) นอยกวา 10 นอยกวา 10
MPN. Coliforms (CFU/100 mL) นอยกวา 1.1 นอยกวา 1.1

2. การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ  Salmonella spp. ในผักสดชนิดตางๆ 
จากผักสดที่ซื้อจากตลาดสดจํานวน 40 ตัวอยาง ตรวจพบเชื้อ Salmonella 

จํานวน 10 ตัวอยาง คิดเปน 25 % (ตารางที่ 13) โดยตรวจพบใน สะระแหน ผักบุงไทย ผักชี 
ผักกาดหอม อยางละ 2 ตัวอยาง ผักกาดขาวและผักชีฝรั่ง อยางละ 1 ตัวอยาง สวนผักอื่นๆ
ตรวจไมพบ และสงเชื้อ Salmonella ที่ตรวจพบไป WHO National Salmonella & Shigella
Center (NSSC)  กระทรวงสาธารณสุข เพื่อระบุชื่อซีโรวาร ของ Salmonella ได Salmonella
รวม 6 ซีโรวาร  ดังนี้ S. Hvittingfoss  S. Weltevreden S. Agona  S. Rubislaw  S. Corvalis  
และ S. Amsterdam var.15+ (ตารางที่ 14)
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ตารางที่ 13 ชนิดผักสดที่ตรวจพบ Salmonella

ตัวอยางผักสด จํานวนที่ตรวจ จํานวนที่พบ
ผักกาดขาว 3 1
โหระพา 3 0
ผักชีฝรั่ง 3 1
ถั่วพู 3 0
สะระแหน 3 2
ผักบุงไทย 4 2
ผักชี 4 2
แตงกวา 4 0
ผักกระเฉด 2 0
ผักกาดหอม 4 2
ใบบัวบก 1 0
ผักกาดเขียว 1 0
คื่นไช 2 0
คะนา 1 0
กระเพรา 2 0
รวม 40 10

ตารางที่ 14 Salmonella ซีโรวาร ตางๆ ที่พบในผักสด

 ตัวอยางผักสด Salmonella
ผักกาดหอม group C S. Corvalis
ผักกาดหอม group I S. Hvittingfoss
ผักกาดขาว group B S. Agona
สะระแหน group B S. Agona
สะระแหน group C S. Corvalis
ผักบุงไทย group E S. Weltevreden
ผักบุงไทย group E S. Amsterdam var. 15+
ผักชี group C S. Corvalis
ผักชี group F S. Rubislaw
ผักชีฝรั่ง group C S. Corvalis
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3. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ Salmonella spp. ในหลอดทดลอง
จากการศึกษาผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 100% (undiluted) ใน

การยับยั้งการเจริญของเชื้อ Salmonella 6 ซีโรวาร ที่แยกไดจากการสุมตรวจผักสดจากขอ 2 
และเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 โดยมีระยะเวลาสัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา          
1  5 10 20 และ 30 นาที ในหลอดทดลอง  พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 
100% สามารถยับยั้งเชื้อ Salmonella spp. ที่ปริมาณเริ่มตน 7.49-7.61 log CFU/mL โดยมี
เปอรเซนตการลดลงของเชื้อ Salmonella เทากับ 90.67-94.17% ที่ 1 นาที ตรวจไมพบเชื้อ                      
S. Typhimurium ATCC 13311 และ S. Hvittingfoss บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA ที่ 5 นาทีของ
การสัมผัสน้ําหมัก และตรวจไมพบเชื้อ Salmonella spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PCA เมื่อเพิ่ม
เวลาสัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวานาน 20 นาที คิดเปนการลดลงของเชื้อได 100% (ตาราง
ที่ 15)

ตารางที่ 15  การลดลงของเชื้อ Salmonella spp. หลังการสัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
เขมขน 100% ที่เวลา 1  5  10  20 และ 30 นาที ในหลอดทดลอง

การลดลงของเชื้อ Salmonella (%)
ชนิดของเชื้อ

เชื้อเริ่มตน
(log CFU/mL)

0 นาที 1 นาที 5 นาที 10 นาที 20 นาที 30 นาที
S. Corvalis 7.52+0.01 91.83+0.07 99.999 99.999 100 100
S. Weltevreden 7.49+0.02 91.46+0.35 99.999 99.999 100 100
S. Rubislaw 7.54+0.01 94.17+1.28 99.999 99.999 100 100
S. Hvittingfoss 7.53+0.02 92.25+0.31 100 100 100 100
S. Agona 7.61+0.01 90.67+0.17 99.999 99.999 100 100
S. Amsterdam 
var. 15+

7.54+0.03 91.63+1.15 99.999 99.999 100 100

S. Typhimurium 
ATCC 13311

7.53+0.01 91.45+0.15 100 100 100 100
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4. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนตางๆ ตอเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 ในหลอดทดลอง

เมื่อใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนตางๆกันคือ 100 50 และ 25% 
มาทดสอบกับเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่มีจํานวนเชื้อประมาณ 7 5 และ 2  log 
CFU/mL เปนเวลา 1  5  10 20 และ 30 นาที พบวาที่ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 
13311 เริ่มตน 7.35 log CFU/mL หลังสัมผัสน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 100% 
จํานวนเชื้อลดลงไป 97.90 และ 100% ที่ 1 และ 5 นาที ตามลําดับ เมื่อลดความเขมขนของน้ํา
หมักชีวภาพกลวยน้ําวาเปน 50% พบวาเชื้อ  S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงไป 91.96
98.36 และ 100% ที่ 1  5 และ 10 นาที ตามลําดับ สวนน้ําหมักความเขมขน 25% เชื้อ              
S. Typhimurium ATCC 13311 ลดลงไป 47.50 93.93  92.99  99.93 และ 99.99% ที่เวลา         
1  5 10  20 และ 30 นาที ตามลําดับ

          ที่ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 5.38 log CFU/mL น้ํา
หมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 100% สามารถลดเชื้อลงไป 98.62 และ 100 % ที่ 1 และ 
5 นาที ตามลําดับ เมื่อลดความเขมขนของน้ําหมักเปน 50% พบวาสามารถลดเชื้อลงไป 97.90
99.94 และ 100% ที่ 1  5 และ 10 นาที ตามลําดับ และเมื่อใชน้ําหมักความเขมขน 25% 
สามารถลดเชื้อลงไป 97.55  99.94 99.99 และ 100% ที่เวลา 1  5 10 และ 20 นาที ตามลําดับ

ที่ปริมาณเชื้อ S .Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 2.15 log CFU/mL น้ํา
หมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 100% สามารถลดเชื้อลงไป 98.75 และ 100 % ที่ 1 และ 
5 นาที ตามลําดับ เมื่อลดความเขมขนของน้ําหมักเปน 50% พบวาสามารถลดเชื้อลงไป 97.25
และ 100% ที่ 1 และ 5 นาที ตามลําดับ และน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 25%  
สามารถลดเชื้อลงไป 97.25 และ 100 % ที่เวลา 1 และ 5 นาที ตามลําดับ (ตารางที่ 16) 
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ตารางที่ 16 การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 หลังสัมผัสน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาที่ความเขมขนและระยะเวลาตางๆ ในหลอดทดลอง

การลดลงของ S. Typhimurium ATCC 13311 (%)เชื้อเริ่มตน
(logCFU/mL)

เวลา
(นาที) น้ําหมักเขมขน100% น้ําหมักเขมขน 50% น้ําหมักเขมขน 25%

1 97.90  0.52 91.96  0.92 47.50  5.24
5 100 98.36  1.13 93.93  0.66
10 100 100 92.99  0.82
20 100 100 99.93  0.02

7.35  0.08

30 100 100 99.99  0.01
1 98.62  0.17 97.90  0.74 97.55  0.90
5 100 99.94  0.02 99.94  0.01
10 100 100 99.99  0.02
20 100 100 100

5.38  0.03

30 100 100 100
1 98.75  2.50 97.25  2.89 97.25  2.89
5 100 100 100
10 100 100 100
20 100 100 100

2.15  0.00

30 100 100 100
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5. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ทําการ
ปนเปอนบนผักสดตางๆ

ผักบุงไทย
เมื่อนําตัวอยางผักบุงไทยที่ตรวจไมพบ  Salmonella มาปนเปอนเชื้อ                        

S. Typhimurium เขมขน 7.32 log CFU/mL พบวาเชื้อ S. Typhimurium ติดบนผักบุงไทยใน
ปริมาณ 4.85 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10
20 และ 30 นาที พบวาเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไป 89.77  94.05  97.65 และ 98.08% 
ตามลําดับ ในขณะที่ผักบุงไทยที่ผานการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ เปนเวลา 1  10 20 และ
30 นาที พบวาเชื้อลดลงไป 42.74  38.67  44.33 และ 45.23% ตามลําดับ (รูปที่ 4A)

เมื่อปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium เขมขน 4.45 log CFU/mL บนผักบุงไทย 
พบวาเชื้อ S. Typhimurium ติดบนผักบุงไทยในปริมาณ 1.3 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10  20 และ 30 นาที  พบวาตรวจไมพบเชื้อ                      
S. Typhimurium ไดตั้งแต 1 นาทีเปนตนไป คิดเปนการลดลงไป 100% ในขณะที่ตัวอยางที่
ผานการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อลดลงไป 50% ตลอด 1-30 นาที (รูปที่ 4B)

ผักชี
เมื่อนําตัวอยางผักชีที่ตรวจไมพบ Salmonella มาปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium 

เขมขน 7.30 log CFU/mL  พบวาเชื้อ S. Typhimurium ติดบนผักชีในปริมาณ 5.25 log CFU/g 
หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10  20 และ 30 นาที พบวา
เชื้อ S. Typhimurium ลดลงไป 88.88 98.27 99.93 และ 99.95% ตามลําดับ ในขณะที่
ตัวอยางผักชีที่แชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนเวลา 1 10,  20 และ 30 นาที พบวาเชื้อลดลงไป 
44.44 45.55  47.22 และ 47.22% ตามลําดับ (รูปที่ 5A)

เมื่อปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium เขมขน 4.0 log CFU/mL พบวาเชื้อ                
S. Typhimurium ติดบนผักชีในปริมาณ 2.0 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาความเขมขน 50% เปนเวลา 1  10  20 และ 30 นาที  พบวาตรวจไมพบเชื้อ                             
S. Typhimurium ตั้งแต 1 นาที คิดเปนการลดลง 100 % ในขณะที่ตัวอยางที่ผานการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อลดลงไป  45.00  46.00 50.00 และ 50.00% ที่ 1  10  20 และ
30 นาที ตามลําดับ (รูปที่ 5B)

ผักสะระเเหน
เมื่อนําตัวอยางผักสะระแหนที่ตรวจไมพบ  Salmonella มาปนเปอนเชื้อ                         

S. Typhimurium เขมขน 7.30 log CFU/mL  พบวาเชื้อ S. Typhimurium ติดบนผักสะระแหน
ในปริมาณ 5.0 log CFU/g หลังจากแชในหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10
20 และ 30 นาที พบวาเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไป 84.37 94.81 98.13 และ 98.63 % 
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ตามลําดับ ในขณะที่ตัวอยางผักสะระแหนที่ผานการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนเวลา 1  10
20 และ 30 นาที พบวาเชื้อลดลงไป 40.62 42.18 45.37 และ 45.62% ตามลําดับ (ภาพที่ 6A) 

เมื่อปนเปอนดวยเชื้อ S. Typhimurium เขมขน 4.0 log CFU/mL พบวาเชื้อ                  
S. Typhimurium ติดบนผักสาระเเหนในปริมาณ 2.0 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10 20 และ 30 นาที พบวาไมสามารถตรวจพบเชื้อ                 
S. Typhimurium ตั้งแต 1 นาที คิดเปนการลดลง 100% ในขณะที่ตัวอยางที่ผานการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อลดลงไป 46.00  46.50 48.75 และ 49.0%  ที่ 1  10  20 และ 30 
นาที ตามลําดับ (ภาพที่ 6B)

ผักกาดหอม
เมื่อนําตัวอยางผักกาดหอมที่ตรวจไมพบ  Salmonella มาปนเปอนเชื้อ                     

S. Typhimurium เขมขน 7.41 CFU/mL พบวาเชื้อ  S. Typhimurium ติดบนผักกาดหอมใน
ปริมาณ 6.34 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1  10 
20 และ 30 นาที พบวาเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไป 86.36  95.68 99.05 และ 99.45% 
ตามลําดับ ในขณะที่ตัวอยางผักกาดหอมที่ผานการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนเวลา 1 10
20 และ 30 นาที พบวาเชื้อลดลงไป 46.00  47.20 47.22 และ 47.22% ตามลําดับ (ภาพที่ 
7A)

เมื่อปนเปอนดวยเชื้อ S. Typhimurium เขมขน 4.0 log CFU/mL พบวาเชื้อ                                
S. Typhimurium ติดบนผักกาดหอมในปริมาณ 2.2 log CFU/g หลังจากแชในน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 1 10 20 และ 30 นาที พบวาไมสามารถตรวจพบเชื้อ            
S. Typhimurium ตั้งแต 1 นาที คิดเปนการลดลง 100% ในขณะที่ตัวอยางที่ผานการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อลดลงไป 50.0% ตลอดชวง 1-30 นาที (ภาพที่ 7B)
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รูปที่ 4  การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ปนเปอนบนผักบุงไทย 
หลังแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปรียบเทียบกับแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ
(4A) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 4.85 log CFU/g 
(4B) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 1.30 log CFU/g
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รูปที่ 5 การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ปนเปอนบนผักชี 
หลังแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปรียบเทียบกับแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 
(5A) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 5.25 log CFU/g 
(5B) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 2.0 log CFU/g
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รูปที่ 6 การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ปนเปอนบนผักสะระแหน 
หลังแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปรียบเทียบกับแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 
(6A) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 5.0 log CFU/g 
(6B) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 2.0 log CFU/g
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รูปที่ 7 การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ปนเปอนบนผักกาดหอมหลังแชใน
น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปรียบเทียบกับการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 
(7A) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 6.34 log CFU/g 
(7B) ปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 เริ่มตน 2.20 log CFU/g
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6. ผลทดสอบการลางผักสดที่จําหนายในทองตลาดดวยน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
เขมขน 50 %  

เมื่อตรวจ ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และ ผักกาดหอม อยางละ 4 ตัวอยาง 
รวม 16 ตัวอยาง พบวาตรวจพบเชื้อ Salmonella จํานวน 1 ตัวอยาง ในผักสะระแหน  เมื่อแช
ในน้ําหมักกลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เปรียบเทียบกับการแชในน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ เปนเวลา 20 นาที พบวาไมสามารถตรวจพบเชื้อ Salmonella ไดหลังแชในน้ํา
หมักกลวยน้ําวา  ขณะที่ยังคงพบ Salmonella ไดภายหลังการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ

7.การเจริญและการอยูรอดของเชื้อ S. Typhimurium บนผักสดหลังการลางดวยน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวา แลวนําไปเก็บรักษาที่ 4OC และ 30OC (รูปที่ 8) 
7.1 การเจริญและการอยูรอดของเชื้อ S. Typhimurium บนผักสดหลังการแชในน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวา 50% เปนเวลา 20 นาที แลวนําไปเก็บรักษาที่ 4 OC  ไดผลดังแสดงใน  ตารางที่ 17

ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน ผักกาดหอม หลังการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวา แลวนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4OC มีจํานวนเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไป 0.93-1.32 log 
CFU/g ในวันแรกของการเก็บ และเมื่อครบ 7 วัน จํานวนเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไปทั้งสิ้น 
1.23-1.93 log CFU/g  ในผักตัวอยางทุกชนิดที่ถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  4 OC เปนเวลา 1-7 วัน 
ไมพบลักษณะการเนาเสีย (รูปที่ 9 และ 10)

เมื่อเปรียบเทียบกับการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 4OC 
พบวามีจํานวนเชื้อ S. Typhimurium ลดลงเพียง 0.05-0.68 log CFU/g  ในวันแรกของการเก็บ
และเมื่อครบ 7 วัน  จํานวนเชื้อ S. Typhimurium ลดลงไปทั้งสิ้น 0.61-1.07 log CFU/g และไม
พบลักษณะการเนาเสียในผักเชนเดียวกันกับน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
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รูปที่ 8 ผักที่ปนเปอนดวย S. Typhimurium ATCC 11311 หลังผานการแชในน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที บรรจุลงในถุงโพลีเอทีลีนขนาด 11x 12 นิ้ว พรอม
สําหรับการเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4OC และ 30OC 
(8A) ผักกาดหอม (8B) ผักชี 
(8C) ผักสาระแหน (8D) ผักบุงไทย

(8C)                                                      (8D)

(8A)                                                      (8B)
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ตารางที่ 17  การลดลงของเชื้อ S. Typhimurium (log reduction CFU/g) บนผักตางๆ ที่ผาน
การแชในหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50%  หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ นาน 20 นาที แลว
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC

จํานวน S. Typhimurium 
(log CFU/g)

การลดลงของ S. Typhimurium
หลังการเก็บรักษา (log CFU/g)ชนิดผัก

สภาวะ
การลาง

เริ่มตน หลังลาง 1 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน

น้ําหมัก 4.72  0.90 3.07  0.90 0.93 1.14 1.15 1.35
ผักบุงไทย

น้ํากลั่น 4.72  0.90 4.46  0.20 0.16 0.21 0.29 0.61

น้ําหมัก 5.20  0.55 3.04  0.13 0.97 1.06 1.13 1.23
ผักชี

น้ํากลั่น 5.200.55 4.97  0.7 0.05 0.37 0.67 1.00

น้ําหมัก 5.20  0.60 3.41  0.49 0.98 1.61 1.68 1.77
สะระแหน

น้ํากลั่น 5.20  0.60 4.93  0.44 0.68 0.76 0.94 0.86

น้ําหมัก 6.20  0.60 4.32  0.20 1.32 1.42 1.44 1.93
ผักกาดหอม

น้ํากลั่น 6.20  0.60 6.07  0.55 0.38 0.8 0.82 1.07

น้ําหมัก = น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50%
น้ํากลั่น = น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ
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(9A)      (9B)

     

(9C)      (9D)

รูปที่ 9 ผักที่ปนเปอนดวย S. Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 OC เปนเวลา 1วัน 
(9A) ผักบุงไทย (9B) ผักชี 
(9C) ผักสาระแหน (9D) ผักกาดหอม
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(10A)           (10B)

(10C)                               (10D)

รูปที่ 10 ผักที่ปนเปอนดวย S.Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 OC เปนเวลา 7 วัน 
(10A) ผักบุงไทย (10B) ผักชี 
(10C) ผักสาระแหน (10D) ผักกาดหอม



56

7.2 การเจริญและการอยูรอดของ S. Typhimurium บนผักบุงไทย ผักกาดหอม ผักชี หลังการ
แชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% และน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ นาน 20 นาที แลว
นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC ไดผลดังแสดงใน ตารางที่ 18

หลังการเแชผักบุงไทยในน้ําหมักเขมขน 50% นาน 20 นาที พบวาเชื้อ                        
S. Typhimurium เหลืออยู 3.07 log CFU/g  หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 30OC นาน 1  3  5 และ 7 
วัน  พบวาเชื้อเพิ่มขึ้นเปน 3.97  4.39  4.66  และ 4.69 log CFU/g ตามลําดับ  ขณะที่หลังการ
แชผักในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อ S. Typhimurium  เหลืออยู 4.46 log CFU/g  หลังการ
เก็บรักษาเปนเวลา 1  3  5 และ 7 วัน พบวาเชื้อเพิ่มเปน 5.41 5.25 5.39 และ  5.26 log
CFU/g ตามลําดับ

หลังการเแชผักชีในน้ําหมัก พบวาเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 3.04 log
CFU/g หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 30OC นาน1 และ 3 วัน พบวาเชื้อเพิ่มขึ้นเปน 3.60 และ 4.59 
logCFU/g ตามลําดับ และผักเนาเสียตั้งแตวันที่ 5 เปนตนไป  ขณะที่หลังการแชผักในน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อ พบวามีเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 4.97 log CFU/g  และหลังการเก็บรักษา
เปนเวลา 1 วัน พบวา เชื้อเพิ่มเปน 5.29 log CFU/g และผักเนาเสียตั้งแตวันที่ 3 เปนตนไป

หลังการเแชผักสะระแหนในน้ําหมัก พบวาเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 3.41 
log CFU/g   หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 30OC นาน 1 และ 3 วันพบวาเชื้อเพิ่มขึ้นเปน 3.60 และ 
4.25 log CFU/g ตามลําดับ และผักเนาเสียตั้งแตวันที่ 5 เปนตนไป  ขณะที่หลังการแชผักในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 4.93 log CFU/g  หลังการเก็บรักษา
เปนเวลา 1 และ 3 วัน พบวา เชื้อเพิ่มเปน 5.77 และ  5.79 log CFU/g ตามลําดับ และผักเนา
เสียตั้งแตวันที่ 5 เปนตนไป  

หลังการเแชผักกาดหอมในน้ําหมัก พบวาเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 4.32 
log CFU/g   หลังการเก็บที่อุณหภูมิ 30OC นาน 1 และ 3 วัน พบวาเชื้อเพิ่มเปน 4.30 และ 
5.25 log CFU/g ตามลําดับ และผักเนาเสียตั้งแตวันที่ 5 เปนตนไป ขณะที่หลังการแชผักในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อ S. Typhimurium เหลืออยู 6.07 log CFU/g  และหลังการเก็บ
รักษาเปนเวลา 1 และ 3 วัน พบวา เชื้อเพิ่มขึ้น 6.30 และ 6.57 log CFU/g ตามลําดับ และผัก
เนาเสียตั้งแตวันที่ 5 เปนตนไป  

ผักแตละชนิดเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 30OC ในวันแรกของการเก็บรักษา  ผักตัวอยาง
ยังมีลักษณะปกติ (ภาพที่ 11) แตผักแตละชนิดมีเวลาการเสื่อมเสียไมเทากัน  กลาวคือ ผักบุง
ไทย เมื่อเก็บได 7 วัน มีลักษณะทางกายภาพ นิ่ม เหลือง ใบดํา  แตผักชีเนาเสียใน 3 วัน สวน
ผักสะระแหน และผักกาดหอม เนาเสียใน 5 วันหลังการเก็บ ดังภาพที่ 12
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ตารางที่ 18  จํานวนเชื้อ S. Typhimurium บนผักตางๆ หลังการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% หรือน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ นาน 20 นาที แลวเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC

จํานวน S. Typhimurium (log CFU/g) 

หลังเก็บการรักษาเปนเวลาตางๆชนิดผัก
สภาวะ
การลาง เริ่มตน หลังลาง

1 วัน 3 วัน 5 วัน 7 วัน

น้ําหมัก
4.72
 0.90

3.07
 0.90

3.97
 0.3

4.39
 0.09

4.66
 0.18

4.69
 0.28ผักบุงไทย

น้ํากลั่น
4.72
 0.90

4.46
 0.20

5.41
 0.49

5.25
 0.52

5.39
 0.7

5.26
 0.07

น้ําหมัก
5.20
 0.55

3.04
 0.13

3.60
 0.20

4.59
 0.10

เนาเสีย เนาเสีย 
ผักชี

น้ํากลั่น
5.20
 0.55

4.97
 0.7

5.29
 0.03

เนาเสีย เนาเสีย เนาเสีย 

น้ําหมัก
5.20
 0.60

3.41
 0.49

3.60
 0.20

4.25
 0.52

เนาเสีย เนาเสีย 
สะระแหน

น้ํากลั่น
5.20
 0.60

4.93
 0.44

5.77
 0.80

5.79
 0.23

เนาเสีย เนาเสีย 

น้ําหมัก
6.20
 0.60

4.32
 0.20

4.30
 0.10

5.25
 0.50

เนาเสีย เนาเสีย 
ผักกาดหอม

น้ํากลั่น
6.20
 0.60

6.07
 0.55

6.30
 0.10

6.57
 0.09

เนาเสีย เนาเสีย 

น้ําหมัก = น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50%
น้ํากลั่น = น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ
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(11A)        (11B)

11C)        (11D)

รูปที่ 11 ผักที่ปนเปอนดวย S.Typhimurium ATCC 11311 ผานแชในน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 1วัน 
(11A) ผักบุงไทย (11B) ผักชี 
(11C) ผักสาระแหน (11D) ผักกาดหอม
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(12A)          (12B)

     
(12C) (12D)

รูปที่ 12. ผักที่ปนเปอนดวย S.Typhimurium ATCC 11311 ผานการแชน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% เปนเวลา 20 นาที เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลาตางๆ
(12A) ผักบุงไทย นาน 7 วัน (12B) ผักชี นาน 3 วัน
(12C) ผักสาระแหน นาน 5 วัน (12D)ผักกาดหอม นาน 5 วัน
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บทที่ 4

บทวิจารณ

1. การตรวจสอบคุณสมบัติบางประการน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
จากการทดลองมีการเติมแบคทีเรียแลกติก ปริมาณสูงถึง 7.2x105 CFU/mL ทํา

ใหแบคทีเรียแลกติก เปนแบคทีเรียที่มีบทบาทหลักของการหมัก ซึ่งในการเจริญของแบคทีเรีย
แลกติก L plantarum DW44 ในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา มีกระบวนการหมักกลูโคสแบบ
Facultative heterofermentation ซึ่งสามารถใชน้ําตาล C5 และ C6 ได ระหวางการหมัก
แบคทีเรียแลกติกมีการผลิตกรดอินทรีย เอทานอล และบางชนิดผลิตแบคเทอริโอซิน ทําให
แบคทีเรียที่มีอยูมากในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาลดจํานวนลง (กรมวิชาการเกษตร, 2548) 
เมื่อหมักเปนระยะเวลานาน 75 วัน พบวามีการเปลี่ยนแปลงจํานวนจุลินทรียของน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวา Rallu et al. (2000) กลาววากรดที่เกิดจากแบคทีเรียแลกติกทําใหสภาวะที่
อยูมี pH ต่ําลงจึงเกิดกระบวนการยับยั้งตัวเอง (self limiting process) เซลลจึงใชสารอาหารใน
การเจริญนอยลง และเมื่อมีการสะสมสารยับยั้งการเจริญเพิ่มขึ้น แบคทีเรียบางสวนก็หยุดการ
เจริญและตายไป จึงตรวจไมพบแบคทีเรียแลกติกและเชื้อ Salmonella สวน Coliforms อยูใน
เกณฑกําหนด ในวันที่ 75 สวนเชื้อที่ปรับตัวอยูไดอาจรอดชีวิตจากการบาดเจ็บและคงอยูในน้ํา
หมักได

Mante et al. (2003) รายงานไววาแบคทีเรียแลกติก ยีสตและ Bacillus sp. 
เกี่ยวของกับการหมักแปงมันสําปะหลัง (cassava dough) ใหเปน agbelima ซึ่งในกระบวนการ
หมักสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกจาก agbelima ได 10 Isolate พบวาแบคทีเรียแลกติก
ยับยั้ง B. subtilis ไดทั้ง 10 Isolate และตรวจไมพบ B. subtilis หลังกระบวนการหมักเสร็จสิ้น 
แตแบคทีเรียแลกติกไมสามารถยับยั้งยีสตได นอกจากนี้ผลผลิตของแบคทีเรียแลกติกทําให pH 
ต่ําลง จึงตรวจไมพบ V. Cholerae C-230 S. Typhimurium 9 หรือ S. Enteritidis 226 ใน 10 
g หลังหมักได 4 ชั่วโมง  และตรวจไมพบ E. coli D2188 และ Shigella dysenteriae 226 ใน 
10 g หลังหมักได 48 ชั่วโมง 

จากการศึกษาของ Prachyakij et al. (2007) พบวายีสตถูกยับยั้งไดโดย
แบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากน้ําหมักชีวภาพสาหรายผมนางและน้ําหมักชีวภาพลูกยอปา 
ไดแก L. plantarum DW1 DW3 และ DW4 โดยยีสตถูกยับยั้งดวยสารที่แบคทีเรียแลกติกผลิต
ขึ้นมา ทําใหปริมาณลดลงจากวันเริ่มตน เชนเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบวาจํานวนยีสตลดลง
จากเริ่มตนที่มี 2102 CFU/g  เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักในวันที่ 75 จํานวนยีสตลดลงเหลือ 
10 CFU/g  
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สารที่แบคทีเรียแลกติกผลิตขึ้นจากกระบวนการหมักผานทาง Phosphoketolase 
pathway พบกรดอินทรียสวนใหญ ไดแก กรดแลกติก กรดแอซิติก นอกจากนี้ยังพบ เอทานอล 
และคารบอนไดออกไซด  ในน้ําหมักชีวภาพตางๆ จะมีปริมาณสารที่แบคทีเรียแลกติกผลิตขึ้น
มากนอยไมเทากัน ขึ้นอยูกับพืชที่ใชหมักและเชื้อแบคทีเรียที่ใชหมักและสภาวะการหมัก (ดวง
พรและวิลาวัณย, 2547) เชน การทดลองของ Prachyakij et al. (2008) ทดลองหมักน้ําหมัก
ชีวภาพสาหรายผมนาง โดยใชเชื้อ L. plantarum DW3 ไดกรดแลกติก 7.48 g/L และกรดแอซิ
ติก 2.24 g/L เอทานอล 1.57 g/L และ ไมพบ เมทานอล  สวนการหมักน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาในการทดลองนี้ได กรดแลกติก 5.56 g/L และกรดแอซิติก 1.6 g/L มีคาอะเซทอลดีไฮด          
เอทานอล และ เมทานอล 0.39 36.20 และ 0.25  g/L ตามลําดับ 

เมื่อดูคา EC มีคาเริ่มตน เทากับ 453 μs/cm กอนการหมัก และเพิ่มเปน 2,425 
μS/cm ในวันที่ 75 คาที่ไดบงบอกถึงปริมาณแรธาตุในรูปไอออนนําไฟฟาที่ละลายอยูในน้ําหมัก
และจากการที่แบคทีเรียแลกติกยอยสลายอาหาร และมีการสกัดธาตุอาหารใหอยูในรูปไอออน
บวกที่ละลายอยูในน้ําหมักชีวภาพ อาจมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียดวย (Kantachote et 
al., 2008)

2. การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ Salmonella spp. ในผักสดชนิดตางๆ
จากการสุมตรวจผักสดที่ซื้อจากตลาดสด มาตรวจวิเคราะหเชื้อ Salmonella

จํานวน 40 ตัวอยาง พบเชื้อ Salmonella จํานวนรวม 6 ซีโรวาร ดังนี้ S. Hvittingfoss                 
S. Weltevreden S. Agona  S. Rubislaw  S. Corvalis  และ S. Amsterdam var.15+  

การพบเชื้อ Salmonella ในผักสดแสดงใหเห็นวา การผักสดที่จําหนายอยูใน
ประเทศยังไมถูกสุขลักษณะ จึงมีการปนเปอนของเชื้อโรคอาหารเปนพิษ อยางเชน Salmonella 
ซึ่งผักสวนใหญมักมีการปนเปอนของจุลินทรียมาจากสิ่งแวดลอม ตั้งแตการเพาะปลูก ดิน ปุย
คอก การเก็บเกี่ยว การขนสง ตลอดจนการแปรรูปผัก จากรายงานของ อดิศรและปรีชา (2538) 
ที่ทําการตรวจหาเชื้อ Salmonella และ Listeria ในผักที่จําหนายในตลาดและหางสรรพสินคาใน
เขตกรุงเทพมหานครจํานวน 80 ตัวอยาง ในชวงเดือนมกราคมถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2537 
พบวาเชื้อ Salmonella ปนเปอนจํานวน 7 ตัวอยาง หรือเทากับ 8.8% โดยพบวาใบสะระแหนมี
การปนเปอนของเชื้อ Salmonella สูงที่สุด และซีโรวารของเชื้อ Salmonella ที่ถูกตรวจพบมาก
คือ S. Weltevreden  ในการศึกษาครั้งนี้ในผักสะระแหนถูกตรวจพบ S. Agona และ                    
S. Corvalis สวน S. Weltevreden ถูกตรวจพบในยอดผักบุงไทย การศึกษาในครั้งนื้ตรวจพบ 
Salmonella รวมถึง 25% และพบในผักหลายชนิด

รายงานการสํารวจการปนเปอนของผักสดสงออกตางประเทศ โดย อรุณ และ
คณะ (2549) ไดตรวจหาเชื้อ Salmonella และ E. coli ในผักสดสงออก ไดแก ผักชี ตนหอม 
สะระแหน กะเพรา พริก จํานวนรวม 567 ตัวอยาง พบเชื้อ Salmonella จํานวน 46 ตัวอยาง ซึ่ง
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การสงออกผักที่มีการปนเปอนเชื้อ Salmonella อาจมีผลทําใหถูกระงับการซื้อสินคาจนเกิด
ความเสียหายทางเศรษฐกิจได

3. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ Salmonella spp. ในหลอดทดลอง
จากการศึกษาผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา 100% (undiluted) ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ Salmonella ที่แยกไดจากผักสดจากตัวยางขางตน และ S. Typhimurium 
ATCC 13311 พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาสามารถยับยั้งเชื้อ Salmonella spp. จํานวน
7.53-7.67 log CFU/mL ไดมากกวา 90% ใน 1 นาทีแรก และยับยั้งเชื้อ Salmonella spp. ได 
100% ที่ 5-20 นาที อาจเนื่องจากวาน้ําหมักจําพวกพืชมีกรดอินทรียเกิดขึ้นหลายชนิด ซึ่งเปน
กรดที่มีประสิทธิภาพสูงในการทําลายเชื้อจุลินทรีย นอกจากนี้การที่มีกรดอินทรียอยูรวมกัน
มากกวา 1 ชนิด เชน กรดแลกติกและกรดแอซิติก หรือบางครั้งอาจมีโพไพโอนิก ซึ่งกรดอิทรีย
เหลานี้สามารถออกฤทธิ์เสริมกันได (synergistic antimicrobial) (Eklund,1990)  

บทบาทหลักในการยับยั้งเชื้อ Salmonella อยางรวดเร็ว เชื่อวาเกิดจากกรด
อินทรียในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ชึ่งมีปริมาณกรดทั้งหมดเทากับ 1.36% จากการศึกษา
ของ Mufandaedza et al. (2006) ไดรายงานวา การยับยั้งเชื้อ E. coli และ S. Enteritidis ของ
แบคทีเรียแลกติก เกิดเนื่องจากการที่อาหารถูกเปลี่ยนสภาพเปนกรดอยางรวดเร็ว และการที่
Salmonella spp. ถูกทําใหเปลี่ยนสภาวะทันทีในสารละลายที่มีคาความเปนกรด (acid shock) 
มีผลทําใหเชื้อตายลงเปนจํานวนมากทันที (Arvizu-Medrano et al., 2005)

แบคทีเรียที่มีบทบาทหลักในการหมักกลวยน้ําวาในครั้งนี้ คือเชื้อ Lactobacillus 
plantarum DW44 ซึ่ง ดวงพรและวิลาวัณย (2547) ไดวิจัยพบวาเชื้อ L. plantarum ไอโซเลท 
DW44 ที่ใชหมักน้ําหมักชีวภาพเปนเวลา 90 วัน มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อโรคอาหารเปนพิษ ไดแกเชื้อ
S. Typhimurium V. parahaemolyticus และ Staphylococcus aureus ไดดี การที่เชื้อ         
L. plantarum DW44 สามารถยับยั้งเชื้อโรคอาหารเปนพิษไดเนื่องจากเชื้อ L. plantarum DW44 
ผลิตกรดอินทรีย แลกติกและแอซิติก และสารอื่น อาทิ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และหรือ     
แบคเทอริโอซิน ชวยสงเสริมฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อโรคอาหารเปนพิษ 

Park et al. (2004) ไดเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแลกติกในอาหารเลี้ยงเชื้อ LCCM ที่มี 
2.0% กลูโคส  4.0% แลกโตส และ 3.0% เคซีน และมี Trypic soy broth (TS) เปนหลอด
ควบคุมบวกและลบ ที่ 37oC ในสภาพไรอากาศ พบวาหลังบมเชื้อนาน 8 ชั่วโมง อาหารเลี้ยง
เชื้อ LCCM มีคา pH 4.03-4.19 ซึ่งแบคทีเรียแลกติกสามารถผลิตสารยับยั้ง S. Enteritidis ได
ต่ํากวา 5 log CFU/g แตในอาหารเลี้ยงเชื้อ TS ที่ pH 4 ยับยั้ง S. Enteritidis ไดนอยกวา
อาหาร LCCM อาจเปนเพราะในแบคทีเรียแลกติกที่เจริญในอาหาร LCCM สามารถผลิตสาร
อื่นๆ เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซดและแบคเทอริโอซิน จึงชวยเพิ่มความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อโรคอาหารเปนพิษ  ศศิธร (2548) ไดทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียของน้ําหมักชีวภาพ
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จากพืช อายุชวงการหมัก 30 วัน พบวากรดแลกติกและเอทานอลที่เกิดจากกระบวนการหมัก 
สามารถยับยั้งเชื้อ E. coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 และ Candida albicans ATCC 90028 และ
งานวิจัยของ Ibrahim et al. (2008) ไดศึกษาผลการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของกรดแลกติก และ 
copper sulfate ในการลดเชื้อ E. coli O157:H7 และเชื้อ Salmonella ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BHI 
และน้ําแครอท พบวาการใชกรดแลกติกและ copper sulfate รวมกัน มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเชื้อไดดีกวาการใชกรดแลกติกเพียงอยางเดียว

4. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนตางๆ ตอเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 ในหลอดทดลอง

น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา 100% ใชเวลาในการทําลาย S. Typhimurium 
ประมาณ 2-7 log CFU/mL  ไดเร็วที่สุดและทําลายไดหมด 100%  เมื่อเทียบกับน้ําหมักชีวภาพ
กลวยน้ําวา 50% ซึ่งใชเวลานานกวาในการทําลายเชื้อ S. Typhimurium ใหหมด และถาลด
ความเขมขนของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาลงเปน 25% พบวาไมสามารถทําลายเชื้อประมาณ 
7 log CFU/mL ไดหมดภายใน 30 นาที เนื่องจากเชื้อมีปริมาณสูงและสารออกฤทธิ์ไดถูกเจือ
จางลงไป  ทําใหประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อลดลงไปดวย แตเมื่อมีปริมาณเชื้อ                      
S. Typhimurium อยูในระดับที่ต่ําลง คือประมาณ 5 และ 2 log CFU/mL น้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อ S. Typhimurium ลงไดอยางมีประสิทธิภาพ เชนเดียวกับ
งานวิจัยของ Tolonen et al. (2004) ไดรายงานไววาสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตจาก
แบคทีเรียกรดแลกติกหลายๆ สายพันธุจากการหมักกระหล่ําปลี (sauerkraut) ที่ความเขมขน 
1:1  1:5 และ 1:10 ทดสอบกับเชื้อ E. coli  L. monocytogenes และ C. lambican พบวาสาร
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนสูงสามารถยับยั้งเชื้อไดหมดทุกชนิด ในขณะที่สารยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียที่ถูกเจือจาง 1:10 ไมสามารถยับยั้งเชื้อดังกลาวได

ในทิศทางเดียวกันกับงานวิจัยนี้  น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนนอย
ใชเวลาทําลายเชื้อ S. Typhimurium นานกวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขนสูง การ
ลดความเขมขนของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาลงไป สงผลใหประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ
ลดลงตามไปดวย จึงใชเวลาในการทําลายเชื้อนานขึ้น  ดังนั้นในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่มี
ความเขมขนเทากัน ปริมาณของเชื้อ S. Typhimurium ที่มากขึ้น จึงตองใชเวลาในการทําลาย
เชื้อนานขึ้น
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5. ผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาตอเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ที่ทําการ
ปนเปอนบนผัก

เมื่อศึกษาการปนเปอนในผัก 4 ชนิด ไดแก ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และ 
ผักกาดหอม ซึ่งเปนชนิดผักที่ตรวจพบวามีการปนเปอนของเชื้อ Salmonella จากการศึกษาใน
ขอ 2 โดยการสรางการปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium ในระดับเริ่มตนประมาณ 7 และ 4 log 
CFU/mL  จากผลการทดลองพบวา เชื้อในปริมาณที่ใสบนผักไมสามารถเกาะติดบนผักได
ทั้งหมด โดยเชื้อ S. Typhimurium ในระดับเริ่มตนประมาณ 7 log CFU/mL เกาะติดบนผิว
เพียง 4-6 log CFU/g และเชื้อ S. Typhimurium ประมาณ 4 log CFU/mL เกาะติดบนผิวเพียง 
1.3-2.2 log CFU/g ซึ่งอธิบายไดวา บริเวณที่เหมาะสมกับการเกาะอาจมีไมเพียงพอ เนื่องจาก
อาจมีเชื้อจุลินทรียประจําถิ่นอยูมากอนแลว ทําใหเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนในภายหลังตองหาทาง
แขงขันเพื่อเกาะติด เมื่อเชื้อไมสามารถเกาะติดแนนไดมากเพียงพอในเวลาที่จํากัด จึงทําให
หลุดออกไปกับการลางน้ํา (Raiden et al. 2003) การศึกษานี้พบวาเชื้อ S. Typhimurium ติด
บนผักกาดหอมมากสุด คือเทากับ 6.34 log CFU/g ตามดวยผักชี ผักสะระแหน และบนผักบุง
ไทยนอยสุด คือเทากับ 4.85 logCFU/g เปนไปไดวาผักประเภทใบเปนผักที่มีโอกาสในการ
ปนเปอนสูงที่สุด เนื่องจากมีพื้นผิวสัมผัสมากทําใหงายตอการยึดเกาะของเชื้อจุลินทรีย (ศูนย
นวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกี่ยว, 2546)   Beuchart (1998) เพิ่มเติมวาผักที่มีพื้นผิวมาก
และมีผิวขรุขระ ทําใหเชื้อจุลินทรียมีโอกาสยึดเกาะมากกวา และปริมาณการเกาะติดของ
เชื้อจุลินทรียเปนสัดสวนกับเนื้อเยื่อที่ฉีกขาดและเสียหายดวย ซึ่งผักที่ฉีกขาดงายจะมี
เชื้อจุลินทรียมากกวาผักที่มีโครงสรางแข็งแรง คลายกันกับงานวิจัยของ Takeuchi and Frank 
(2000) ไดทําการวิจัยและรายงานไววาเชื้อ E. coli O157: H7 ระดับปริมาณเชื้อตั้งตนสูง
สามารถแทรกซึมเขาไปในบริเวณรอยตัดของผักกาดแกวและยึดเกาะไดดีกวาระดับความ
เขมขนต่ํา ดวยเหตุนี้ทําใหเชื้อจุลินทรียที่ติดอยูในผักแตละชนิดจึงมีมากนอยแตกตางกัน และมี
ผลตอการลางตางกันไป  

จากการทดลองในหลอดทดลองพบวา แมน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 
100% มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการลดจํานวนเชื้อ S. Typhimurium  เมื่อเปรียบเทียบกับน้ํา
หมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% และ 25 %  แตถามีเชื้อ Salmonella เริ่มตน ประมาณ        
5 log CFU/mL น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% ยังคงมีประสิทธิภาพในการลดเชื้อ
ไดผลดี เนื่องจากการศึกษานี้พบวาปริมาณเชื้อ S. Typhimurium ที่ติดอยูบนผัก มีประมาณ 4-6 
log CFU/g จึงไดเลือกใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาที่ความเขมขน 50% ทดลองลางผักตางๆที่
มีการปนเปอนดวยเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 และพบวาในหลอดทดลอง น้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% มีประสิทธิภาพเพียงพอในการทําลายเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 ประมาณ 5-7 log CFU/mL ได 100% ที่เวลา 10 นาที แตเมื่อนํามาลดเชื้อ 
Salmonella ที่ปนเปอนบนผักสดในจํานวน 4.85-6.38 log CFU/g  กลับพบวาน้ําหมักชีวภาพ
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กลวยน้ําวาเชื้อ 50% สามารถลดจํานวนเชื้อ  S. Typhimurium ATCC 13311 บนผักไดเพียง 
97.65-99.9% ที่เวลา 20 นาที และเมื่อใชเวลานานถึง 30 นาที ก็ยังไมสามารถลดเชื้อไดหมด 
100%  การที่เปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 ในการลางผักนอย
กวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ อาจเปนเพราะวาโครงสรางผักมีความซับซอน เชน ใบมวนพับ การทับ
ซอนกัน ทําใหปกปองการทําปฏิกริยากับนํ้าหมักชีวภาพ (Buck et al., 2002)

Mikołajczyk and Radkowski (2002) ไดศึกษาประสิทธิภาพของกรดแลกติกใน
การยับยั้งเชื้อ Salmonella จากซากไก โดยใชเชื้อ S. Enteritidis 1.8 x 108 CFU/g S. Anatum 
1.1 x 108 CFU/g และ S. Typhimurium 2.3 x 108 CFU/g  พบวา กรดแลกติกเขมขน 0.1% ที่
เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสามารถยับยั้งเชื้อ Salmonella ไดหมดทุกชนิด  เมื่อลดความเขมขน
ของกรดแลกติกเปน 0.05% พบวาเชื้อ Salmonella ถูกลดลงไป 2 log CFU/g และเมื่อลด
ความเขมขนของกรดแลกติกเปน 0.03% เชื้อ Salmonella  ไดลดลงไปเพียง 1 log CFU/g แต
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อไดลดลงอยางชัดเจนในการยับยั้งเชื้อบนซากไก  การจุมซากไกที่
ปนเปอนดวยเชื้อ Salmonella ปริมาณ 101 CFU/g ลงในสารละลาย 1% หรือ 2% กรดแลกติก 
ทําใหเชื้อ Salmonella ลดลงหมดใน 1 นาทีแรกของการสัมผัสสารละลาย  เมื่อเพิ่มระดับการ
ปนเปอนของเชื้อ S. Enteritidis เปน 102 CFU/g  สารละลาย 2% กรดแลกติก ใชเวลา 15 นาที
ในการทําใหเชื้อ Salmonella ลดลงหมด  และถาเพิ่มเชื้อ S. Enteritidis เปน 103 CFU/g  
สารละลาย 2% กรดแลกติก ไมสามารถลดเชื้อ Salmonella ใหหมดได 

เมื่อผักสดมีการปนเปอนของเชื้อ Salmonella ในปริมาณที่ต่ํา (1.3-2.2 log
CFU/g) พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อลงได 100% ในเวลา
สัมผัสสาร 1 นาที ขณะที่การแชผักในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ (ชุดควบคุม) ลดจํานวนเชื้อลงได
เพียงประมาณ 40-50% เทานั้น ดังนั้นผลการทดลองไดแสดงใหเห็นวาน้ําหมักชีวภาพกลวย
น้ําวาสามารถทําลาย S. Typhimurium ATCC 13311 บนผักได แตน้ํากลั่นปราศจากเชื้อเปนน้ํา
บริสุทธิ์ไมมีสารที่จะทําลายเชื้อได การลดลงของชุดควบคุมนอยกวา 50% จึงนาจะเปนการหลุด
ออกไปของเชื้อที่อยูบนผักเทานั้น

สุริยา (2549) ศึกษาการใชน้ําหมักชีวภาพลูกยอปาและกรดอินทรีย เพื่อลดเชื้อ 
S. Typhi ที่ปนเปอนในไกดิบ พบวาในน้ําหมักชีวภาพลูกยอปาเขมขน 100% มีกรดแอซิติก
0.33% สามารถทําใหเชื้อ S. Typhimurium เริ่มตนประมาณ 8 log CFU/g ลดลงไป 2.82 log 
CFU/g ซึ่งต่ํากวาการใชสารละลายกรดแอซิติก 0.3% เล็กนอย ซึ่งทําใหเชื้อลดลงไป 3.17 log 
CFU/g  ไสว (2550) ศึกษาการใชน้ําหมักชีวภาพสับปะรดและกรดอินทรีย เพื่อลดเชื้อ                
S. Typhi สายพันธุ 0034 ที่ปนเปอนในไกดิบ พบวาน้ําหมักชีวภาพสับปะรดเขมขน 100%  
50% และ 25% สามารถลดจํานวนเชื้อ S. Typhi  ปริมาณเริ่มตน 8 log CFU/g ไดนอยกวา
สารละลายกรดอินทรีย เนื่องจากในการทดลองนั้นสารละลายกรดแลกติกและกรดแอซิติกที่ใช
คือ 0.88%  0.44% 0.26%  และ 1%  0.5% 0.3%  ซึ่งเปนระดับที่สูงกวาระดับของกรดแลก    
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ติกและกรดแอซิติกที่มีอยูในน้ําหมักสัปประรดเขมขน 100%  50% และ 25% คือ 0.36%  
0.18% และ 0.09%  ตามลําดับ  และ 0.2%  0.1% และ 0.05% ตามลําดับ  โดยสารละลายกรด
แลกติกทั้ง 3 ระดับ ลดเชื้อได 2.6  2.45 และ 2.16 log CFU/g และสารละลายกรดแอซิติกทั้ง           
3 ระดับ ลดเชื้อได 2.12  1.88  และ 1.78 log CFU/g  ขณะที่น้ําหมักทั้ง 3 ความเขมขน ลดเชื้อ
ได 2.0  1.91 และ 1.71 log CFU/g  ซึ่งเปนที่นาสังเกตวาน้ําหมักชีวภาพสับปะรดสามารถลด
เชื้อไดใกลเคียงกับสารละลายกรดแอซิติก

การทดลองตอไปไดเลือกใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% ระยะเวลา
สัมผัสสารนาน 20 นาที สําหรับการทดลองเก็บรักษาผักในอุณหภูมิตางๆ  เนื่องจากการแชผัก
ในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที มีเปอรเซตการลดลงของ                          
S. Typhimurium ใกลเคียงกับการแชผักในน้ําหมักนาน 30 นาที หากแตการแชผักในสารฆา
เชื้อจําพวกกรดอินทรียนานเกินไป อาจมีผลเสียตอลักษณะทางกายภาพของผักได เนื่องจาก
สารฆาเชื้ออาจซึมเขาทางรอยฉีกขาดหรือรอยตัดของผัก ซึ่งอาจมีผลใหเกิดการเนาเสียไดงาย
ขึ้นเมื่อเก็บรักษาไวตอไป และถาเชื้อที่อยูบนผักในธรรมชาติมีปริมาณนอยกวา 2-4 log CFU/g 
การแชผักในน้ําหมักเขมขน 50% นาน 20 นาที ก็เพียงพอที่จะทําลายเชื้อไดหมด

6. ผลทดสอบทําการลางผักสดจากทองตลาดดวย น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาความ
เขมขน 50%  ระยะเวลาสัมผัส นาน 20 นาที

ผักสะระแหนจากตลาดจํานวน 1 ตัวอยางที่ถูกตรวจพบเชื้อ Salmonella 
หลังจากนําไปแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที พบวาตรวจไมพบ 
Salmonella ขณะที่ยังคงพบเชื้อ Salmonella ไดภายหลังแชในน้ํากลั่น Ukuku et al. (2007)
กลาวไววา ผักสวนใหญมักมีเชื้อจุลินทรียอาศัยอยูประมาณ 3-7.5 log CFU/g ซึ่งมักเปน
เชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเสื่อมเสีย เชนพวก Pseudomonas และ Erwina spp. สวนยีสตและ
รา มักเปนพวก Aspergillus flavus  Rhodotorula spp. และ Byssochlamys spp. ซึ่งเปน
เชื้อจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเนาเสีย โดยไมเปนอันตรายตอมนุษย (Roberts et al., 1998) 
ขณะที่เชื้อโรคอาหารเปนพิษ อาทิ Salmonella มักพบไดในจํานวนที่นอยลงไป จึงมีผลใหการ
ลางดวยน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อ Salmonella ไดหมด

7. การเจริญและการอยูรอดของเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 บนผักหลังการลาง
ดวยน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที แลวเก็บรักษาที่ 4OC และ 
30OC

การศึกษาการเจริญและการอยูรอดของเชื้อ S. Typhimurium โดยทําการ
ปนเปอนเชื้อ บนผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และ ผักกาดหอม  ที่ปริมาณเชื้อเริ่มตน 4.7-6.2
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log CFU/g พบวาหลังแชในหมักกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน 20 นาที เชื้อ S. Typhimurium
ลดลงไป 1.65-2.16 log CFU/g และเมื่อนําไปเก็บรักษาไวที่ 4OC นาน1  3  5 และ 7 วัน  
พบวา ในวันแรกของการเก็บรักษาที่ 4OC เชื้อ S. Typhimurium ลดลงไปอีก 0.93-1.32 log
CFU/g และไมเพิ่มจํานวนขึ้นระหวางการเก็บรักษา ทําใหวันสุดทายของการเก็บรักษาเชื้อ             
S. Typhimurium ลงลงไปรวมทั้งสิ้น 1.23-1.93 log CFU/g  เมื่อเปรียบเทียบกับการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ พบวาเชื้อ Salmonella ลดลงไปเพียง 0.13-0.27 log CFU/g จากปริมาณเชื้อ
เริ่มตน และพบวาที่วันสุดทายของการเก็บรักษา เชื้อ S. Typhimurium ลงลงไปรวมทั้งสิ้น 
0.61-1.07 log CFU/g เทานั้น  

การที่เชื้อ S. Typhimurium ลดลงในระหวางการเก็บรักษา เชื่อวาเปนเพราะการ
แชผักดวยน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ทําใหเชื้อ S. Typhimurium เกิดการบาดเจ็บ เชื้อจึง
จําเปนตองอาศัยเวลาในการซอมแซม ดังนั้นระยะ lag phase ของเชื้อ S. Typhimurium จึงนาน
ขึ้น เมื่อกระบวนการซอมแซมเสร็จสมบูรณเชื้อจึงจะเจริญได  ดังนั้นเมื่อนําผักที่มีการปนเปอน
และผานการแชในน้ําหมัก ไปตรวจบนอาหาร XLD ซึ่งเปน selective media เชื้อ                             
S. Typhimurium ที่บาดเจ็บอยูจึงไมสามารถเจริญไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้ภายในตูเย็น
มีอุณหภูมิ และความชื้นต่ํา ( ความชื้นสัมพัทธ 12-18%)  มีผลทําใหเชื้อ S. Typhimurium ขาด
น้ํา หยุดการเจริญ และอาจตองตอสูกับเชื้อจุลินทรียประจําถิ่น จึงมีผลชะลอการเจริญของ               
S. Typhimurium บนผิวผัก และทําใหมีจํานวนลดลง (Brackett, 1999)  ดังนั้น ปริมาณเชื้อ         
S. Typhimurium ที่ถูกตรวจพบในวันที่ 7 จึงไมแตกตางไปจากปริมาณเชื้อที่ถูกตรวจพบในวันที่
1 ของการเก็บรักษา  และผักยังอยูในสภาพที่สด การที่ผักยังคงสภาพความสดไดเนื่องจาก
อัตราการเจริญของเชื้อจุลินทรียกลุม mesophile ลดลงเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่เปนอุณหภูมิ
ต่ํา การแขงขันของเชื้อจุลินทรียที่ทําใหเนาเสียมีอยูจํานวนนอย ทําใหผักไมเนาเสียงายที่
อุณหภูมิต่ํา (Jaexsens et al., 2001)

เมื่อเก็บรักษาผักที่อุณหภูมิ 30OC พบวาที่วันแรกของการเก็บรักษา เชื้อ              
S. Typhimurium มีปริมาณเพิ่มขึ้น 0.0-0.9 log CFU/g และเพิ่มจํานวนขึ้นอีกระหวางการเก็บ
รักษาผัก ทําใหที่วันสุดทายของการเก็บรักษาผักที่อุณหภูมิ 30OC เชื้อ S. Typhimurium มี
ปริมาณเพิ่มขึ้น 0.84-1.62 log CFU/g ตามแตชนิดผัก  อยางไรก็ตาม เมื่อเทียบกับการแชผักใน
น้ํากลั่น การแชผักในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา ยังคงมีจํานวนเชื้อ S. Typhimurium โดยรวม
นอยกวาการแชผักในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ  จากงานวิจัยของ Golden et al. (1993) พบวาเชื้อ
Salmonella สามารถอาศัยอยูบนผิวแตงและเจริญไดที่อุณหภูมิหอง Zhaung et al. (1995) 
พบวาเชื้อ Salmonella สามารถเจริญบนผิวมะเขือเทศได เมื่อเก็บไวที่ 20-30oC 

การที่เชื้อมีจํานวนเพิ่มขึ้นได เนื่องจากการเก็บผักไวในถุงทําใหผักคายน้ําออกมา
ทําใหมีความชื้นสูงเหมาะแกการเจริญของเชื้อ (Ukuku et al., 2004)  รวมทั้งการเก็บที่อุณหภูมิ 
30OC เปนอุณหภูมิที่เหมาะกับการเจริญเติบโตของ Salmonella  นอกจากนี้ที่อุณหภูมิ 30OC 
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ยังเหมาะสมกับเชื้อจุลินทรียอื่นๆ ที่ทําใหเกิดการเนาเสีย (Koseki and Itoh, 2001) ผักแตละ
ชนิดมีการเนาเสียภายในระยะเวลาตางกัน ขึ้นอยูกับโครงสรางผักและปริมาณเชื้อจุลินทรียที่ทํา
ใหเนาเสีย ในการทดลองครั้งนี้ ผักชีเนาเสียเมื่อเก็บไวที่อุณหภูมิ 30OC เปนเวลา 3 วัน ขณะที่
สะระแหน และผักกาดหอม เนาเสียที่ 5 วัน สวนผักบุงไทย เนาบางสวนและเก็บได 7 วัน
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บทที่ 1
บทที่ 5

สรุป

1. น้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวามีสมบัติดังนี้ ปริมาณกรดทั้งหมด 1.36% คา pH เทากับ 3.50 คา
การนําไฟฟา เทากับ 2,425 μS/cm  ธาตุอาหาร โซเดียม และ โปแทสซียม เทากับ 88.30 และ 
1,115 mg/L ตามลําดับ  ปริมาณ เอทานอล เมทานอล อะเซทอลดีไฮด กรดแลกติก และ กรด
แอซิติก เทากับ 36.20+0.00 0.25+0.01 0.39+0.00 5.56+0.20 และ 1.6+0.06 g/L  
ตามลําดับ  มีจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด 60 CFU/mL จํานวนแบคทีเรียแลกติก นอยกวา 10 
CFU/mL จํานวนยีสต 10 CFU/mL จํานวนเชื้อรา นอยกวา 10 CFU/mL และ MPN 
Coliforms/100 mL นอยกวา 1.1 

2. การตรวจวิเคราะหหาเชื้อ  Salmonella spp. ในผักสดชนิดตางๆ จํานวน 40 ตัวอยาง พบ
เชื้อ Salmonella  จํานวน 10 ตัวอยาง รวม 6 ซีโรวาร คือ S. Hvittingfoss  S. Weltevreden 
S. Agona  S. Rubislaw  S. Corvalis  และ S. Amsterdam var.15+  โดยผักสดที่ถูกตรวจพบ 
ไดแก สะระแหน ผักบุงไทย ผักชี ผักกาดหอม จํานวนอยางละ 2 ตัวอยาง ผักกาดขาว และ 
ผักชีฝรั่ง จํานวนอยางละ 1 ตัวอยาง สวนผักอื่นๆ ตรวจไมพบ

3. การศึกษาผลของน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 100% (undiluted) ในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ Salmonella ทั้ง 6 ซีโรวารที่แยกไดจากผักสดขางตน และเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 ในหลอดทดลอง พบวาน้ําหมักเขมขน 100% สามารถยับยั้งเชื้อ Salmonella
spp. ที่ปริมาณเริ่มตน 7.53-7.67 log CFU/mL โดยมีเปอรเซนตการลดลงของเชื้อ Salmonella 
spp. เทากับ 90.67-94.17% ที่ 1 นาที และ 99.999-100% ที่ 5 นาที

4. เมื่อใชน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 100  50 และ 25% กับเชื้อ S. Typhimurium ATCC 
13311 ประมาณ 7  5 และ 2 log CFU/mL ในหลอดทดลอง พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
เขมขน 100% มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ กลาวคือ สามารถลดเชื้อไดหมด 100% ในทุกระดับเชื้อ 
ที่ระยะเวลาการสัมผัส 5 นาที  สวนน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาความเขมขน 50% ใชเวลามาก
ขึ้นในการลดเชื้อใหหมด 100%  คือ 10  10 และ  5 นาที สําหรับเชื้อ 7  5 และ 2 log CFU/mL 
ตามลําดับ และน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 25% ใชเวลาในการลดเชื้อ 5 และ 2  
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logCFU/mL ใหหมด 100% ที่ 10 และ 5 นาที ตามลําดับ แตไมสามารถลดเชื้อ 7 log CFU/mL 
ไดหมด 100% ในเวลา 30 นาที
5. จากการปนเปอน ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และผักกาดหอม ดวยเชื้อ S. Typhimurium 
ATCC 13311 พบวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อ S. Typhimurium 
บนผักปริมาณ 4.85-6.34 log CFU/g ได 84.37–99.5% ในเวลา 30 นาที  ในขณะที่ผักตัวอยาง
ที่แชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อที่เวลาเทากัน พบวาเชื้อลดลงเพียงครึ่งของการแชในน้ําหมัก
ชีวภาพกลวยน้ําวา (40.62-47.22%) และเมื่อปนเปอนเชื้อ S. Typhimurium ในปริมาณ 1.3-
2.2 log CFU/mL พบวา การแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวาเขมขน 50% สามารถลดเชื้อ            
S. Typhimurium ไดหมด 100% ที่ระยะเวลา 1 นาที ในขณะที่ผักตัวอยางที่ผานการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ มีจํานวนเชื้อลดลงเพียงครึ่งหนึ่งของการแชในหมักชีวภาพกลวยน้ําวา (45-
50%) และเมื่อแชผักสดที่จําหนายในทองตลาด ซึ่งถูกตรวจพบเชื้อ Salmonella พบวาไม
สามารถตรวจพบเชื้อ Salmonella ไดหลังการแชผักในน้ําหมักกลวยน้ําวาเขมขน 50% นาน   
20 นาที ขณะที่ยังคงพบเชื้อ Salmonella ไดภายหลังการแชในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ

6. การเก็บรักษาผักสด ไดแก ผักบุงไทย ผักชี ผักสะระแหน และ ผักกาดหอม ที่ทําการ
ปนเปอนดวยเชื้อ S. Typhimurium ATCC 13311 แลวผานการแชในน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา
เขมขน 50% นาน 20 นาที ทําใหเชื้อ S. Typhimurium ลดลงมากกวาการแชในน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4OC เปนเวลา 7 วัน และผักยังมีลักษณะ
ปกติ สวนการเก็บที่ 30OC เชื้อมีจํานวนเพิ่มขึ้นตลอดการเก็บ แตมีจํานวนต่ํากวาการแชในน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อ และผักมีลักษณะเนาเสียเชนเดียวกัน

จากการศึกษาในครั้งนี้ แสดงใหเห็นวาน้ําหมักชีวภาพกลวยน้ําวา มีประสิทธิภาพ
ในการลดจํานวนเชื้อ Salmonella ในผักตางๆ ไดเปนอยางดี
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ขอเสนอแนะ

1. ควรศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับน้ําหมักชีวภาพชนิดตางๆ ที่อาจมีตนทุนต่ํากวา หรือมีปริมาณ
สารประกอบทางเคมีที่สามารถลดเชื้อไดดีกวา

2. ควรมีการวิเคราะหสวนประกอบของน้ําหมักชีวภาพที่มีผลตอการลดเชื้อจุลินทรียหลายๆ
ชนิดวาจะมีสารอื่นที่ลดจุลินทรียไดดีกวาหรือไม เชน การใชแบคทีเรียแลกติกที่สราง แบคเทอริ
โอซินได มาทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกที่ปนเปอนในผัก

3. ควรมีการเลือกใชผัก หรือผลไมชนิดตางๆกันไป เพื่อดูประสิทธิภาพการลดเชื้อ เนื่องจาก
โครงสรางผัก ผลไมแตละชนิดแตกตางกัน อาจทําใหการลดเชื้อตางกัน

4. ควรมีการทดสอบทางประสาทสัมผัส (sensory test) ของผักหลังการแชในน้ําหมักชีวภาพวา
มีผลทําใหรสชาติและกลิ่นผิดปกติไปหรือไม
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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อและน้ํายา

1.อาหารเลี้ยงเชื้อ
Brilliant Green Lactose Bile Broth 

Peptone 10 g 
Lactose 10 g 
Oxgall 20 g 
Brilliant green 0.0133 g 
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน  ปรับ pH  7.0-7.5. ปเปต 10 ml ใสหลอดทดสอบขนาด 20 x 
150 mm ที่มีหลอดดักแก็ส นําไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC  15 นาที ปรับ pH สุดทาย
ใหได 7.2 ± 0.1. 

Buffered Peptone Water 

Peptone 10.0 g
Sodium chloride 5.0 g
Disodium phosphate 3.5 g
Potassium dihydrogen phosphate 1.5 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ปรับ pH ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย pH, 7.2 ± 0.2.

de Man, Rogosa and Sharpe ( MRS) agar 
Enzymatic digest of casein 10.0 g
Meat extract 10.0 g
Yeast extract 4.0 g
Triammonium citrate 2.0 g
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Sodium acetate 5.0 g
Magnesium sulfate heptahydrate 2.0 g
Manganese sulfate tetrahydrate 0.05 g
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0 g
Glucose 20.0 g
Polyoxyethylenesorbitan monooleate (Tween 80) 1.08 g
Agar      12 ถึง 18 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ปรับ pH ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย 5.7 + 0.1

de Man, Rogosa and Sharpe ( MRS) broth 
Enzymatic digest of casein 10.0 g
Meat extract 10.0 g
Yeast extract 4.0 g
Triammonium citrate 2.0 g
Sodium acetate 5.0 g
Magnesium sulfate heptahydrate 2.0 g
Manganese sulfate tetrahydrate  0.05 g
Dipotassium hydrogen phosphate 2.0 g
Glucose 20.0 g
Polyoxyethylenesorbitan monooleate (Tween 80) 1.08 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ปรับ pH ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย  5.7 + 0.1

Levine's Eosin-Methylene Blue (L-EMB) Agar 
Peptone 10 g 
Lactose 10 g 
Dipotassium hydrogen phosphate 2 g
Agar 15 g 



83

Eosin Y 0.4 g 
Methylene blue 0.065 g 
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ปรับ pH ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย pH, 7.1 ± 0.2.

Lauryl Sulfate Tryptose (LST) Broth
Tryptose or trypticase 20 g 
Lactose 5 g 
Dipotassium hydrogen phosphate 2.75 g
Potassium dihydrogen phosphate 2.75 g 
Sodium chloride 5 g 
Sodium lauryl sulfate 0.1 g 
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน  ปรับ pH  ปเปต 10 ml ใสหลอดทดสอบขนาด 20 x 150 mm 
ที่มีหลอดดักแก็ส นําไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC  15 นาที ปรับ pH สุดทายใหได 6.8 
± 0.2 

Lysine Indole Motility Medium
Peptone 10.0   g
Tryptone 10.0 g
Yeast extract   3.0     g
L-Lysine hydrochloride 10.0     g
Dextrose   1.0     g
Ferric ammonium citrate   0.5 g
Bromcresol purple 0.02 g
Agar   2.0    g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ตมจนสวนประกอบละลายเขาดวยกัน ปรับ pH 6.6  0.2 แบงใสหลอด 13100 mm หลอด
ละ 4 mL นําไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH สุดทาย pH, 7.2 ± 0.2
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Plate Count Agar
Tryptone 5.0 g
Glucose 1.0 g
Yeast extract        2.5 g
Agar                                     15 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน  ปรับ pH  ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย pH  7.0  0.2.

Potato Dextrose Agar
Potato starch 4.0 g
Dextrose 2.0 g
Agar 15 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน  ปรับ pH  ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC  15 นาที pH 
สุดทายปรับ pH  3.5 ดวยกรดทารทาริก10% 

Tetrathionate Broth
Tetrathionate broth base

Polypeptone 5.0     g
Bile salts 1.0     g
Calcium carbonate 10.0   g
Sodium thiosulfate. 5H2O 30.0   g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ตมเดือดแลวทิ้งใหเย็น 45C นําไปเก็บที่ 5-8 OC  pH สุดทาย
8.4  0.2 
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Triple Sugar Iron Agar
Beef extract 3.0 g
Yeast extract 3.0 g
Peptone 15.0 g
Proteose peptone 5.0 g
Glucose 1.0 g
Lactose 10.0 g
Sucrose 10.0 g
Ferrous sulfate 0.2 g
Sodium chloride 5.0 g
Sodium thiosulfate 0.3 g
Phenol red (0.2% solution) 12.0 mL
Agar 12.0 g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ตมจนสวนประกอบละลายเขาดวยกัน แบงใสหลอด 13x100 mm หลอดละ 3.5 mL pH สุดทาย 
pH, 7.4 ± 0.2 นําไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที หลังจากฆาเชื้อแลววางเอียง
เปน slant

Tryptic Soy Agar
Peptone from casine 15 g
Peptone from soymeal 5.0 g
Sodium chloride 15 g
Agar 15 g
น้ํากลั่น 1,000 mL

ละลายสวนประกอบเขาดวยกัน ปรับ pH ฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121 OC 15 นาที pH 
สุดทาย pH, 7.2 ± 0.2.
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Rappaport-Vassiliadis Medium
Broth base

Tryptone 5.0      g
Sodium chloride 8.0      g
Potassium dihydrogen phosphate 1.6   g
น้ํากลั่น 1,000 mL

Magnesium chloride solution
Magnesium chloride. 6H2O 400     g
น้ํากลั่น 1,000 mL

Malachite green oxalate solution
Malachite green oxalate 0.4      g
น้ํากลั่น 100 mL 

เตรียมสารละลายโดยใช broth base 1000 mL magnesium chloride solution 100 mL และ 
malachite green oxalate solution 10 mL (ปริมาตรเปน 1110 mL)  แลวปเปต 10 mL ใส
หลอด 18x150 mm นําไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 115 OC  15 นาที ปรับ pH สุดทายใหได
5.5 ± 0.1. แลวนําไปเก็บที่ 4 OC ได 1 เดือน

Xylose Lysine Desoxycholate Agar 
Yeast extract 3.0 g
L-lysine 5.0 g
Xylose 3.75    g
Lactose 7.5      g
Sucrose 7.5      g
Sodium desoxycholate 2.5      g
Ferric ammonium citrate 0.8      g
Sodium thiosulfate 6.8      g
Sodium chloride 5.0      g
Agar 15.0      g
Phenol red 0.2 % solution           4.0         mL
น้ํากลั่น 1, 000 mL 
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ตมจนสวนประกอบละลายเขาดวยกัน ระวังไมใหเดือดนาน ปลอยใหเย็น 50 OC pH สุดทายเปน 
7.4 ± 0.2 แลวเทใส plate นําไปเก็บที่  4 OC 

2. สารเคมี
Brilliant green solution

Brilliant green solution dye 0.1      g
น้ํากลั่น 100 mL 

ละลาย Brilliant green solution dye ในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 100 mL 
Iodine-Potassium Iodide (I2-KI) solution

Potassium iodide 5.0     g
Iodine, resublimed 6.0     g
น้ํากลั่น 20.0 mL 

ละลาย potassium iodide ในน้ํากลั่น 5 mL เติม iodine และคนใหละลาย เติมน้ําจนครบ 20 mL 
. 
Kovacs ’ Reagent

Paradimethylaminobenzaldehyde 5.0     g
Isoamyl (or normal amyl) alcohol 75      mL
Hydrochloric acid (concentrated) 25      mL

ละลาย benzaldehyde ใน isoamyl alcohol และเติม hydrochloric acid.

Sodium chloride (NaCl 0.85%)
Sodium chloride 85      g
น้ํากลั่น 1, 000 mL 

ละลาย potassium iodide ในน้ํากลั่น 5 mL เติม iodine และคนใหละลาย เติมน้ําจนครบ 20 mL

Sterile distill water 
น้ํากลั่น    1000 mL

นําน้ํากลั่นไปฆาเชื้อดวย autoclave ที่ 121OC  15 นาที
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McFarland 
ผสมสารละลาย 1% Barium chloride กับสารละลาย 1% Sulfuric acid
ตามตารางดังนี้
No. 0.5     1     2     3     4     5      6     7     8     9     10
1% Barium chloride (ml)        0.05  0.1  0.2   0.3   0.4   0.5   0.6   0.7   0.8   0.9   1
1% Sulfuric acid (ml)          9.95  9.9   9.8   9.7   9.6   9.5   9.4   9.3   9.2   9.1   9
Approx. cell density           1.5     3     6     9     12   15    18    21    24    27   30
(x 108/ml)

ใสหลอดทดสอบชนิดฝาเกลียวเก็บในที่มืด ที่อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ข

วิธีวิเคราะห

1. การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด โดยวิธี Titration method (AOAC, 2002)
    สารเคมี

1. น้ําปลอดคารบอนไดออกไซด (น้ํากลั่นตมเดือด 20 นาที ใส soda lime เล็กนอย)
2. สารละลาย 0.1N NaOH (NaOH 4 g เติมน้ําใหครบ 1 L) เก็บใสขวดแกวที่ ทน
กรดดางและกันคารบอนไดออกไซด  กอนนํามาใชหาความเขมขนมาตรฐาน

การหาความเขมขนมาตรฐานของ 0.1 N NaOH
 Acid potassium phthalate (KHC8H4O4) อบ 2 ชั่วโมง ที่ 120o C แลวทําใหเย็นในโถ
อบแหง ชั่ง 0.3 g ใสใน volumetric flask ขนาด 100 mL เติมน้ําปลอดคารบอนไดออกไซดให
ครบ 100 mL เมื่อ Acid potassium phthalate ละลายจึงเติม phenolphthalein (ชั่งสาร 1 g 
ละลายในแอลกอฮอล 95 % 100 mL) 3 หยด แลวไตเตรตดวยสารละลาย 0.1 N NaOH ความ
เขมขนมาตรฐาน

 คํานวณไดจากสูตร (N)  =         g KHC8H4O4 x 1000
                 mL ของ 0.1 N NaOH x 204.229

วิธีวิเคราะห
นําตัวอยาง 1 mL เจือจางดวยน้ําปลอดคารบอนไดออกไซด เติมสารละลาย 
phenolphthalein 3 หยด แลวไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH จน
กระทั้งถึงจุดยุติซึ่งสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีชมพูออนๆ ปริมาณกรดคํานวณได
จากสูตร

กรดทั้งหมด (g/100 mL) =    NxVx100
1000X1

กําหนดให N = ความเขมขนมาตรฐานของ 0.1 N NaOH
V = จํานวน mLของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 
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2. การอานคา MPN Cloiforms แบบ 10 หลอด

ตารางที่ 19 ตาราง MPN/100 mL แบบ 10 หลอด และคาระดับความเชื่อมั่นที่ 95 %

คาระดับความเชื่อมั่น 95%หลอดใหผลบวก
(positive)

MPN/100mL
ต่ํา สูง

0 <1.1 - 3.3
1 1.1 .05 5.9
2 2.2 .37 8.1
3 3.6 .91 9.7
4 5.1 1.6 13
5 6.9 2.5 15
6 9.2 3.3 19
7 12 4.8 24
8 16 5.9 33
9 23 8.1 53
10 >23 12 -

ที่มา: APHA (2005)

3. วิธีทดสอบ serological test ของ Salmonella
โดยเขี่ยเชื้อจาก หลอด TSI ที่ใหผลชีวเคมีตรงตามลักษณะของ Salmonella มา

ทดสอบการตกตะกอน(Slide agglutination กับ แอนติซีรั่มของ Salmonella ชนิด OMA OMB 
OMC OMD OME OMF และ OMG โดยเริ่มจาก Salmonella polyvalent OMA OMB OMC 
กอน ใหทดสอบเพิ่มกับ Salmonella polyvalent กลุมอื่น ไดแก OMD OME OMF และ OMG 
ถามีการตกตะกอนอยูในกลุมใดกลุมหนึ่งของการทดสอบแสดงวาเชื้อจัดอยูใน ซีโรวารชนิดนั้น 
ถาใหผลลบคือไมตกตะกอน และใชน้ําเกลือ 0.85% เปนตัวเปรียบเทียบ ในน้ําเกลือ 0.85% 
ตองไมตกตะกอน จากนั้นสง ซีโรวารไปที่จําแนกไดไปเพื่อตรวจสอบซีโรไทปของ Salmonella
ที่ WHO National Salmonella and Shigella Center กรมวิทยาศาสตรการแพทย จังหวัด 
กรุงเทพมหานคร (Popoff  and Le Minor , 2001)
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Polyvalent-O  แอนติซีรั่ม .ในแตละกลุมประกอบดวย Salmonella กลุมยอยดังนี้

Polyvalent-O Group
OMA
OMB
OMC
OMD
OME
OMF
OMG

A, B, D, E, L
C, F, G, H
I, J, K, M, N, O, P
Q, R, S, T, U, V, W
X, Y, Z
0:54 ถึง  0:59
0:60 ถึง 0:67




