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 งานวิจยันีไ้ด้ศกึษาปัจจยัในการเกาะติดและการเกิดไบโอฟิล์มของ Pseudomonas  fluorescens TISTR 358 บนพืน้ผิว
สัมผัสอาหาร ได้แก่ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นในตัวกลาง อุณหภูมิและชนิดของอาหาร พบว่าในสภาวะที่มีเชือ้จ านวนมาก                        
(8 log CFU/mL) เพียงสัมผัส (0นาที) ก็เพียงพอให้ Pseudomonas fluorescens สามารถเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลเกรด     
304 ชนิด 2B และตรวจพบเชือ้ได้ ส่วนสภาวะที่มีเชือ้น้อย (3 log CFU/mL) ตรวจพบแบคทีเรียหลงัจากทิง้ไว้ให้เพ่ิมจ านวนเป็นเวลา 
10 ชัว่โมง แบคทีเรียสามารถเกาะติดบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลและเกิดไบโอฟิล์มได้ โดยพบว่า P.  fluorescens สามารถเกาะติดและ
เพ่ิมจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบหลงัจากบ่มแผ่นทดสอบไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีจ านวนเซลล์ 3.72 ± 0.34 log CFU/cm2 

และจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบมากที่สดุหลงัจากการบ่มแผ่นทดสอบได้ 48 ชั่วโมงโดยมีค่า 5.05± 0.18 log CFU/cm2 ส าหรับใน
สภาวะที่มีเชือ้จ านวนมาก (8 log CFU/mL) P. fluorescens สามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลที่อณุหภมูิ  28 °C 

ดีกว่าที่อณุหภมูิ 20 °C และ 15 °C โดยมีจ านวนเท่ากบั 4.97 ± 0.22, 4.85 ± 0.18 และ 4.22 ± 0.20 log CFU/cm2 ที่ 24 ชั่วโมง 
ตามล าดบั ส่วนการเปลี่ยนแปลงชนิดอาหารตวักลาง  ได้แก่ สารละลายเกลือความเข้มข้นร้อยละ0.85 อาหารเลีย้งเชือ้ TSB และ
สารละลาย soiling agent (beef meat 5% w/v) พบว่า เมื่อบ่มแผ่นทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวนของเซลล์บนแผ่นทดสอบใน
น า้เกลือปลอดเชือ้ อาหารเลีย้งเชือ้ TSB และสารละลาย soiling agent  (beef meat 5% w/v) เพ่ิมขึน้ โดยเซลล์สามารถเกาะติด
และเกิดไบโอฟิล์มได้ใกล้เคียงกนั  จากนัน้ศกึษาการถ่ายโอนของเซลล์ของ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ที่ปนเปื้อน
บนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภณัฑ์อาหาร ในกรณีที่ปริมาณเชือ้ปนเปื้อนในตวักลางเร่ิมต้น 8 log CFU/mL พบว่าใบมีดที่มี
การปนเปื้อน P. fluorescens Biofilm มีการโอนถ่ายเซลล์สู่ผลิตภณัฑ์อาหารสงูกว่าการปนเปื้อนพืน้ผิวด้วยเซลล์ P. fluorescens 
โดยสามารถตรวจพบจ านวนเซลล์ในผลิตภัณฑ์ชิน้ที่ 20 เป็นจ านวน 4.15 ± 0.08 log CFU/g และ 2.39 ± 0.17 log CFU/g 
ตามล าดบั ส าหรับการทดสอบที่ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดับต ่า (3 log CFU/ml) พบว่าเมื่อใบมีดที่มีการปนเปื้อน P. fluorescens 
Biofilm สามารถตรวจพบเซลล์ในผลิตภัณฑ์ชิน้ที่ 20 เป็นจ านวน 1.83 ± 0.12 log CFU/g ในกรณีของการปนเปื้อนด้วยเซลล์       
P. fluorescens สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์จากชิน้เนือ้สไลซ์ เพียง 11  ชิน้ โดยชิน้สุดท้ายมีจ านวนเซลล์ 1.09 ± 0.04             
log  CFU/g ในการศกึษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ในการลด
ปริมาณ P. fluorescens เมื่อแขวนลอยอยู่ในตวักลางชนิดเหลว พบว่า เมื่อปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8 log CFU/mL การใช้สารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์และกรดเปอร์รอกซีแอซีติกความเข้มข้น 100 ppm สามารถท าลายเซลล์ P. fluorescens ในสารละลายเกลือ
ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ได้ทัง้หมดภายในระยะเวลา 1 นาที แต่อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ที่มีความ
เข้มข้นเท่ากันในการลดปริมาณเซลล์ที่แขวนลอยอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB และสารละลาย soiling agent พบว่าสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์มีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ลดลง ส่วนในกรณีของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก พบว่าสารอาหารในตวักลางไม่
มีผลต่อประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ ในการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการลดปริมาณเซลล์ในไบโอฟิล์ม เมื่อสร้าง
สภาวะให้เกิดไบโอฟิล์มบนแผ่นทดสอบ ใน TSB เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่อณุหภมูิ 28 °C และทดสอบกบัสารฆ่าเชือ้ทัง้สองชนิด พบว่า
เซลล์ของ P. fluorescens ในไบโอฟิล์มทนทานต่อสารฆ่าเชือ้ทัง้สองชนิดเพ่ิมมากขึน้ โดยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความ
เข้มข้น 400 ppm ไม่สามารถท าลายเซลล์ภายใน ไบโอฟิล์มได้ทัง้หมดเมื่อครบเวลา 30 นาที ส่วนกรดเปอร์รอกซีแอซีติกความ
เข้มข้น 50 ppm สามารถท าลายเซลล์ภายในไบโอฟิล์มได้ทัง้หมดภายใน 30 นาที  
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# # 5072649623 : MAJOR  FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORDS : BIOFILM/ PSEUDOMONAS/ SANITIZER/ TRANSFER 
PARICHART SANGSUWAN:  FORMATION OF Pseudomonas BIOFILM ON STAINLESS STEEL 
AND TRANSFER OF Pseudomonas DURING MEAT PRODUCT SLICING. ADVISOR: ASST. PROF. 
ROMANEE SANGUANDEEKUL, Ph. D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF.  SUMATE TANTRATIAN, 
M. Sc., 146 pp.  
 
  Factors affecting attactment and biofilm formation of Pseudomonas fluorescens TISTR 358 on food 
contact surface made of stainless steel grade 304/2B were studied, namely initial load of bacterial contamination 
in the medium, temperature and type of contaminated medium. The studies were done by following the 
attachment and biofilm formation on the stainless steel coupons for 48 hours under three different treatments:      
(i) initial inoculums in the medium (8 log and 3 log CFU/mL), (ii) incubation temperature (15, 20 and 30 °C), (iii) 
type of medium (0.85% NaCl, TSB, soiling agent (beef meat 5% w/v)). It was found that at 0 minute (immediately 
contact) bacterial cell in the contaminated medium can attach and grow on coupons. The influence of incubation 
temperature and initial cells of inoculums were studied together. The results showed that at initial contamination 
load of 3 log CFU/mL, no cell can be detected up to 9 hours but at 24 and 48 hours the number of the bacterial 
cells were 3.72 ± 0.34 and 5.05 ± 0.18 log CFU/cm2, respectively. The experiment using 8 log CFU/mL gave 
similar results. The number of the bacterial cells on coupons at 28 °C was higher than at 20 and 15 °C, 
respectively. Whereas, cells could attach and form biofilm nearly the same in different medium (0.85% NaCl, TSB, 
soiling agent) at 24 hour. The transfer of P. fluorescens cells and P. fluorescens Biofilm from a contaminated 
domestic slicing machine to a cooked meat product during slicing were studied. The results showed that the 
number of cells transferred per slice during slicing by blade contaminated with P. fluorescens Biofilm was higher 
than blade contaminated with P. fluorescens cells. For the high contaminated medium of 8 log CFU/mL, the 
number of cells in the last slice (20 slices) of meat in the case of blade contaminated with P. fluorescens Biofilm 
and contaminated with P. fluorescens cells were 4.15 ± 0.08 and 2.39 ± 0.17 log CFU/g, respectively. While for 
the low contaminated medium of 3 log CFU/mL, the number of cells in the last slice (20 and 11 slices in 
contaminated with P. fluorescens Biofilm and with P. fluorescens cells, respectively.) of meat in the case of blade 
contaminated with P. fluorescens Biofilm and with P. fluorescens cells were 1.83 ± 0.12 log CFU/g and             
1.09 ± 0.04 log CFU/g, respectively. The efficacy of sodium hypochlorite (NaOCl) and peroxyacetic acid (POA) 
were investigated. In planktonic cells, the results showed that NaOCl and POA 100 ppm completely eliminated 
cells  within 1 minute in high contaminated (8 log CFU/mL)0.85% NaCl. However, the same concentration of 
NaOCl showed less effective in eliminating cells when tested in both TSB or soiling agent. The efficacies of both 
sanitizers on Pseudomonas biofilm were test at 30 minutes. The results showed that at NaOCl 400 ppm couldn’t 
completely eliminate cells in biofilm but POA 50 ppm could completely eliminate cells in biofilm. 
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อาหารทกุทา่นส าหรับการอ านวยความสะดวกและความชว่ยเหลือตลอดระยะเวลาในการวิจยั 

ท้ายสุดนีง้านวิจัยฉบับนีค้งไม่สามารถส าเร็จลุล่วงไปได้หากผู้ วิจัยไม่ได้รับการ
สนบัสนนุจากบดิา มารดา คณุยาย  พ่ีสาว น้องชาย ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ศศริินทร์ แลบวั และ
บุคคลอันเป็นท่ีรักของผู้ วิจัยทุกท่าน ท่ีคอยให้ความช่วยเหลือ ความห่วงใยตลอดจนมอบ
ก าลงัใจอนัมีคา่ยิ่งเสมอมาจนส าเร็จการศกึษา ผู้วิจยัขอกราบขอบพระคณุยิ่ง 
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บทที่ 1 

บทน า 

 
ในปัจจุบนัผู้บริโภคต่ืนตวัในเร่ืองความปลอดภัยของอาหารเป็นอย่างมาก ไม่ว่าจะ

เป็นความปลอดภยัทัง้ทางด้านเคมีและจลุินทรีย์ ท าให้ผู้ผลิตอาหารต้องด าเนินกิจกรรมตา่งๆ
ท่ีเก่ียวกับระบบการจดัการด้านความปลอดภัยอย่างเคร่งครัด  ซึ่งระบบพืน้ฐานท่ีต้องจดัท า
ได้แก่ ระบบ GMP (Good Manufacturing Practices) ท่ีว่าด้วยการจดัการและควบคมุการ
ผลิตอาหารให้ปลอดภัย และ ระบบ HACCP (Hazard Analysis and Critical Control 
Points) ซึ่งเป็นระบบประกนัคณุภาพด้านความปลอดภยัของอาหาร (Shia and Zhu, 2009) 
ในการผลิตอาหารให้ปลอดภัยนัน้การท าความสะอาดมีความส าคญัอย่างมาก หากการท า
ความสะอาดไม่เพียงพอ จะท าให้มีการสะสมของแบคทีเรียและเกิดการสร้างไบโอฟิล์มบน
พืน้ผิวเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ในกระบวนการผลิตได้ 

 
 ไบโอฟิล์ม (Biofilm)  เ ป็นปัญหาท่ีส าคัญทางด้านการสุขาภิบาลในโ รงงาน

อตุสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากการเกาะติดของแบคทีเรียเกิดเป็นไบโอฟิล์มจะท าให้แบคทีเรีย
ถูกก าจัดได้ยากเพราะสามารถทนทานต่อสารท าความสะอาดและสารฆ่าเชือ้ (Garrett, 
Bhakoo and Zhang, 2008) ไบโอฟิล์มสามารถเกิดขึน้ได้บนพืน้ผิวในโรงงานอตุสาหกรรม
อาหารเม่ือพืน้ผิวดงักล่าวผ่านขัน้ตอนการท าความสะอาดหรือการฆ่าเชือ้ไม่ดีพอ โดยเฉพาะ
พืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหาร เช่น ผนงั  พืน้  ท่อน า้ทิง้  พืน้ผิววสัดยุาง  สายพานการผลิตและ
เคร่ืองมือเคร่ืองใช้ในกระบวนการผลิต เป็นต้น (Kumar and Anand, 1998) การท าความ
สะอาดบนพืน้ผิวท่ีสมัผัสอาหารมีความส าคญัอย่างมากในกระบวนการผลิตอาหาร เน่ืองจาก
เป็นส่วนท่ีมีการสมัผสักบัอาหารโดยตรงถ้าพืน้ผิวสมัผสัมีปริมาณจุลินทรีย์อยู่มากก็จะมีส่วน
ในการเพิ่มปริมาณจลุินทรีย์ให้กบัอาหาร  
 

ในการผลิตอาหารท่ีมีวตัถดุบิเป็นเนือ้สตัว์นัน้ มีจลุินทรีย์ท่ีท าให้อาหารเน่าเสียและท า
ให้เกิดโรคกับผู้บริโภคได้อยู่หลายชนิด ในกลุ่มจุลินทรีย์เหล่านี ้ซูโดโมแนสเป็นจุลินทรีย์กลุ่ม
หนึ่งท่ีส าคัญในการท าให้อาหารเน่าเสีย ซึ่งมีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์มได้ดี 
(Wiedmann et al., 2000; Olofsson, Ahrne and Molin, 2007) ไบโอฟิล์มอาจจะจบัหรือ
ปกป้องจลุินทรีย์ท่ีก่อให้เกิดโรคให้รอดชีวิตอยู่ภายในฟิล์มได้ ในแง่ความปลอดภยัของอาหาร
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มีความส าคญัอย่างยิ่งถ้าไบโอฟิล์มเกิดขึน้จากการรวมตวัของจุลินทรีย์ก่อโรคท่ีมีอาหารเป็น
พาหะ เช่น Listeria monocytogenes และ Salmonella spp. เป็นต้น Oulahal และคณะ 
(2007) รายงานว่า ไบโอฟิล์มของแบคทีเรียท าให้เกิดปัญหาด้านสุขภาพจึงให้ความส าคญั
เก่ียวกับการศึกษาการเกิดไบโอฟิล์มและการก าจัดไบโอฟิล์ม หากจุลินทรีย์ก่อโรคเหล่านี ้
ปนเปือ้นในผลิตภณัฑ์อาหารก็จะท าให้อาหารไมป่ลอดภยัตอ่ผู้บริโภค  

 
ด้วยเหตนีุก้ารศึกษาเก่ียวกับปัจจัยการเกิดไบโอฟิล์มของ Pseudomonas และการ

ส่งผ่านของซูโดโมแนสไบโอฟิล์มจากเคร่ืองสไลซ์เนือ้ซึ่งเป็นอุปกรณ์ท่ีใช้ในกระบวนการผลิต
อาหารรวมทัง้การป้องกันและควบคุมไบโอฟิล์มเป็นข้อมูลพืน้ฐานในการวิจัยเพ่ือพัฒนา
สขุลกัษณะของกระบวนการผลิตอาหาร และจะเป็นแนวทางหนึ่งในการวิเคราะห์ปัญหาการ
เกิดไบโอฟิล์มในอุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือควบคุมแหล่งสะสมของจุลินทรีย์ซึ่งอาจเกิดการ
ปนเปือ้นสู่ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีท าให้อาหารเส่ือมคณุภาพและช่วยให้ผู้บริโภคมีความเส่ียงต่อ
การเกิดโรคท่ีเกิดจากการบริโภคอาหารน้อยลง ผู้ประกอบการในอุตสาหกรรมอาหารและ       
ผู้ให้บริการอาหารสามารถน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 

 
ดงันัน้งานวิจยัครัง้นีจ้งึมุง่เน้นท่ีจะศกึษาการเกิดไบโอฟิล์ม วิธีการควบคมุไบโอฟิล์มท่ี

เกิดขึน้และ ศึกษาการถ่ายโอนของซูโดโมแนสระหว่างการหัน่ผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์จากเคร่ือง
สไลซ์เนือ้สูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร โดยได้แบง่การทดลองออกเป็น 3 ส่วน ส่วนท่ีหนึ่งมีวตัถปุระสงค์
เพ่ือศึกษาการเกาะติดของ P. fluorescens บนพืน้ผิวสมัผัสอาหาร และการพัฒนาเป็น        
ไบโอฟิล์มภายใต้สภาวะตา่งๆ ได้แก่ ระยะเวลา อณุหภูมิ ปริมาณเชือ้ ชนิดของอาหาร ส่วนท่ี
สองมีวตัถุประสงค์เพ่ือศกึษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการท าลายหรือลดปริมาณเซลล์
อิสระและ Pseudomonas biofilm บนพืน้ผิวสมัผสันัน้ ส่วนท่ีสามศึกษาการถ่ายโอนเซลล์ 
Pseudomonas fluorescens และไบโอฟิล์มของแบคทีเรียชนิดนีท่ี้ปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีด
เคร่ืองสไลซ์เนือ้ระหวา่งการหัน่สูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร  
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บทที่  2 

                                    วารสารปริทศัน์ 

 
ในโรงงานผลิตอาหารอาจมีการปนเปือ้นข้ามจากวตัถดุิบ พืน้ผิวท่ีมีการสมัผสัอาหาร 

พนกังานการผลิต เป็นต้น ดงันัน้จงึต้องมีการสขุาภิบาลโรงงานอาหารท่ีดี การท าความสะอาด
และการฆ่าเชือ้บนพืน้ผิวชนิดต่างๆโดยเฉพาะพืน้ผิวท่ีมีการสัมผัสกับอาหารโดยตรง เช่น 
พืน้ผิวอปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการผลิต ท่อ สายพานการผลิต เป็นต้น หากพืน้ผิวดงักล่าว
มีการท าความสะอาดหรือการฆ่าเชือ้ท่ีไม่เพียงพอ จะท าให้เกิดการสะสมของจุลินทรีย์และ
เจริญเป็นไบโอฟิล์มได้ 

 
 ในกระบวนการผลิตอาหารท่ีมีวตัถุดิบเป็นเนือ้สัตว์ ไม่ว่าจะเป็นสัตว์ปีกหรือเนือ้
ต่างๆนัน้อาจมีจุลินทรีย์ท่ีท าให้อาหารเน่าเสียและท าให้เกิดโรคปนเปื้อนอยู่หลายชนิด          
ในกระบวนการตดัหัน่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์เหล่านี ้หากมีการสะสมของจลุินทรีย์ท่ีส่วนของใบมีด
จะท าให้เกิดการสง่ผ่านเชือ้จลุินทรีย์สู่ผลิตภณัฑ์ได้ ซูโดโมแนสเป็นจลุินทรีย์กลุ่มหนึ่งท่ีส าคญั 
ท าให้เกิดการเน่าเสียของผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์และมีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม
(Wiedmann et al., 2000; Olofsson et al., 2007) การเกิดซูโดโมแนสไบโอฟิล์มท่ีพืน้
ผิวสมัผสัอาหารจะท าให้ผลิตภณัฑ์อาหารท่ีผ่านกระบวนผลิตนัน้มีปริมาณจลุินทรีย์ปนเปือ้น
สงู อายกุารเก็บสัน้ ท าให้อาหารเส่ือมเสียและไมป่ลอดภยัตอ่ผู้บริโภค 
 

ไบโอฟิล์ม คือ กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวและฝังตัวอยู่ภายใต้สารกลุ่ม           
พอลิเมอร์ท่ีจุลินทรีย์นัน้สร้างขึน้แล้วหลัง่ออกมานอกเซลล์ เรียกสารกลุ่มนีว้่า Extracellular 
Polymeric Substances (EPS) (Costerton and Lewandowski, 1995; Garrett et al.,2008) 
เกิดขึน้เม่ือมีการท าความสะอาดหรือการฆ่าเชือ้ท่ีพืน้ผิวดงักล่าวไม่เพียงพอ ท าให้เกิดการ
สะสมของจลุินทรีย์และเจริญกลายเป็นไบโอฟิล์ม (Marshall, 1994; Flint, Bremer and 
Brooks ,1997) ซึ่งสามารถเกิดขึน้ได้บนพืน้ผิวชนิดต่างๆ ในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 
โดยเฉพาะพืน้ผิวสมัผสัอาหาร เช่นพืน้ผิวอปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ในการผลิต ท่อ สายพาน
การผลิต เป็นต้น ดังนัน้การเกาะติดบนพืน้ผิวท่ีสัมผัสอาหารของจุลินทรีย์และเจริญเป็น       
ไบโอฟิล์มมีความส าคญัตอ่โรงงานอตุสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากเป็นแหล่งสะสมจลุินทรีย์และ
เป็นสาเหตหุนึง่ของการปนเปือ้นของแบคทีเรียท่ีท าให้อาหารเน่าเสียและแบคทีเรียท่ีท าให้เกิด
โรคได้ ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการปนเปือ้นในระหว่างกระบวนการผลิตและหลงักระบวนการผลิต
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ท าให้อาหารอาจไม่ปลอดภัยต่อผู้ บริโภคและส่งผลกระทบท าให้เกิดความเสียหายใน
อตุสาหกรรมอาหารได้ มกัพบไบโอฟิล์มในโรงงานอุตสาหกรรม เช่น โรงงานผลิตอาหาร ,
โรงงานอตุสาหกรรมผลิตภณ์ันม, โรงพยาบาล, ระบบน า้,  เป็นต้น  
 

 ไบโอฟิล์มเป็นปัญหาท่ีส าคญัทางด้านการสขุาภิบาลในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 
เน่ืองจากการเกาะติดของแบคทีเรียและเกิดไบโอฟิล์มจะท าให้ถกูก าจดัได้ยากเพราะสามารถ
ทนทานตอ่สารท าความสะอาดและสารฆา่เชือ้  แบคทีเรียสร้างไบโอฟิล์มเพ่ือป้องกนัตวัเองตอ่
สารฆ่าเชือ้หรือสารท าความสะอาด และเพ่ือให้ทนภาวะแวดล้อมตา่งๆ (Garrett et al.,2008)  
ดงันัน้การท าความสะอาดบนพืน้ผิวท่ีสมัผัสอาหารมีความส าคญัอย่างมากในกระบวนการ
ผลิตอาหารเน่ืองจากเป็นส่วนท่ีมีการสัมผัสกับอาหารโดยตรง ถ้าพืน้ผิวสัมผัสมีปริมาณ
จลุินทรีย์อยู่มากก็จะมีส่วนในการเพิ่มปริมาณจลุินทรีย์ให้กบัอาหาร Jessen และ Lammert 
(2003) รายงานว่า หลังจากการท าความสะอาดและฆ่าเชือ้พืน้ผิวเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ใน
กระบวนการผลิตแฮมด้วยสารท าความสะอาดร่วมกับสารประกอบคลอรีนหรือสารผสมของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กบักรดเปอร์แอซีติก แล้วยงัคงพบแบคทีเรียมากถึง 3-4 log CFU/cm2 

ซึ่งการท่ีมีจุลินทรีย์หลงเหลืออยู่นีถื้อเป็นสาเหตหุนึ่งท่ีท าให้เกิดการปนเปือ้นข้ามสู่ผลิตภณัฑ์
อาหารได้  

 
 
2.1 กลไกการเกิดไบโอฟิล์ม 
 
 กลไกเชิงลึก (molecular-based mechanisms) ของการเกิดไบโอฟิล์มจะมีความ
แตกต่างกันไปขึน้กับชนิดของจุลินทรีย์ กระบวนการสร้างไบโอฟิล์มนัน้เป็นกระบวนการท่ี
เกิดขึน้และเปล่ียนแปลงตลอดเวลา (dynamic process) ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอน ได้แก่     
การเกาะติดบนพืน้ผิวของจุลินทรีย์ การเกิดเป็นกลุ่มของเซลล์และการเจริญเป็นไบโอฟิล์มท่ี
สมบรูณ์ (Poulsen, 1999) 
 

2.1.1 การเกาะตดิ (Attachment) บนพืน้ผิวของจุลินทรีย์  
 
การเกาะติดของเซลล์บนพืน้ผิวของอาหารหรือวสัดุท่ีสมัผัสกับอาหารอาจเกิดขึน้ได้

จากตวัเซลล์หรือการกระท าจากภายนอก โดยจะมีการเกาะติดแบบแพสซีฟ (passive) จะ
เกิดขึน้จากแรงโน้มถ่วงของโลก และแรงท่ีเกิดขึน้จากของไหลท่ีอยู่รอบๆบริเวณเซลล์ ได้แก่ 
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แรงขบัเคล่ือนของของไหล ( fluid dynamic force) และแรงขบัเคล่ือนจากการแพร่ (diffusion 
dynamic force) สว่นการเกาะตดิแบบแอคทีฟ (active) เกิดขึน้เน่ืองจากคณุสมบตัิเฉพาะของ
ผิวเซลล์ท่ีมีส่วนประกอบท่ีจ าเพาะต่อการเกาะติด เช่น แฟลกเจลลา (flagella) พิไล(pili) 
โปรตีนท่ีช่วยในการยึดเกาะแอดฮีซิน (adhesin protein) แคปซูล (capsule) และประจุท่ีอยู่
บริเวณผิวเซลล์ การเกาะติดของเซลล์แบ่งออกเป็น 2 ระยะ คือ (กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกุล, 
2550)  

 
ระยะท่ี 1 การเกาะติดแบบผนักลับ (reversible adhesion) เซลล์แบคทีเรียจะเกิด

พนัธะอย่างอ่อนกบัพืน้ผิว ได้แก่ แรงแวนเดอร์วาลส์ (van der waals forces) electrostatic 
forces และ hydrophobic interaction ในระยะนีเ้ซลล์แบคทีเรียยงัมีการเคล่ือนท่ีแบบบราวน์
เนียน (brownian movement)  
 

ระยะท่ี 2 การเกาะติดแบบไม่ผนักลบั (irreversible adhesion) เซลล์แบคทีเรียจะมี
การสร้างพันธะท่ีแข็งแรง ได้แก่ dipole-dipole interaction พันธะไฮโดรเจน (hydrogen 
bonding) พนัธะโควเลนต์ (covalent bonding) และ hydrophobic interaction กบัพืน้ผิวโดย
อาศยัโครงสร้างของเซลล์ เช่น แฟลกเจลลา (flagella) ฟิมเบรีย (fimbriae) พิไล(pili)  เป็นต้น 
นอกจากนีเ้ซลล์จะมีการสร้างไฟบริล (fibril) เช่ือมตอ่ระหว่างเซลล์แบคทีเรียกบัพืน้ผิวท าให้มี
การยึดเกาะท่ีเหนียวแน่นกว่าในระยะแรก ท าให้การก าจดัเซลล์แบคทีเรียในระยะนีอ้อกไปท า
ได้ยากขึน้  
 

Zottola (1994) รวบรวมข้อมูลเพ่ืออธิบายกลไกการเกาะติดและการสร้างไบโอฟิล์ม
ของจุลินทรีย์ในขัน้ตอนต่างๆ โดยแสดงความสมัพนัธ์ของแรงยึดเกาะกบัระยะห่างของเซลล์
กบัพืน้ผิว เม่ือมีสารอาหารหลงเหลือบนพืน้ผิวจนเกิดเป็นฟิล์มของอาหาร (conditioning film) 
เซลล์จลุินทรีย์อิสระท่ีอยู่ในสภาพแวดล้อมจะเคล่ือนท่ีเข้าหาพืน้ผิว เซลล์จะเกิดการเกาะติด
กบัพืน้ผิวด้วยพนัธะอยา่งออ่น เชน่ แรงแวนเดอร์วาลส์ เม่ือเวลาผ่านไปเซลล์จะเข้าใกล้ผิวมาก
ขึน้ แรงยดึเกาะนัน้จะเพิ่มขึน้ ทัง้สองระยะนีจ้ะเป็นขัน้ตอนของการเกาะติดแบบผนักลบัได้ จน
ในท่ีสดุเซลล์จลุินทรีย์เหลา่นัน้จะเกิดการสร้างพนัธะพิเศษเกิดเป็นการเกาะติดแบบไม่ผนักลบั 
เซลล์ตา่งๆเหลา่นัน้จะมีการเจริญเพิ่มจ านวนและพฒันาเป็นไบโอฟิล์มตอ่ไป 
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กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกุล (2550) รวบรวมงานวิจัยเก่ียวกับปัจจัยท่ีมีผลต่อการ
เกาะติดของเซลล์จลุินทรีย์บนพืน้ผิว พบว่าปัจจยัท่ีมีผลต่อการเกาะติดของเซลล์จลุินทรีย์บน
พืน้ผิว ได้แก่ 

 
1. ชนิดและโครงสร้างของเซลล์ คณุลกัษณะทางเคมีกายภาพส่งผลต่อการเกาะติด

ของเซลล์แบคทีเรียบนผิววัสดุ อัตราการเจริญ สารอาหาร อุณหภูมิและเวลาในการ
เจริญเติบโต มีผลตอ่คณุลกัษณะทางเคมีกายภาพ เซลล์แบคทีเรียแตล่ะชนิดมีความสามารถ
ในการเกาะติดพืน้ผิวได้แตกตา่งกนัขึน้อยู่กบัลกัษณะของโครงสร้างบนเย่ือหุ้มเซลล์ เช่น ลิโป
โพลีแซคคาไรด์ (lipopolysaccharide) หรือ LPS โปรตีนแอดฮีซินและโปรตีนชนิดอ่ืน กรด    
ไทโคอิก (teichoic acid) เป็นต้น โครงสร้างเหล่านีจ้ะแสดงถึงโฮโดรโฟบิก (hydrophobic) 
ของเซลล์ซึง่มีสว่นส าคญัในการเกาะตดิบนพืน้ผิว  

 
2. สภาพแวดล้อมและองค์ประกอบของสารอาหารท่ีอยู่ล้อมรอบ เม่ือมีการสะสมของ

สารอาหารบนพืน้ผิวจนเป็นลักษณะของฟิล์ม เรียกว่า conditioning film จะมีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงสมบตัทิางเคมีและกายภาพของพืน้ผิว เช่น คา่พลงังานอิสระของพืน้ผิว (surface 
free   energy ) ความเป็นไฮโดรโฟบิก (hydrophobicity) และประจขุองพืน้ผิว เป็นต้น ซึ่งอาจ
ส่งผลถึงการเกาะติดของจลุินทรีย์ (Garrett et al.,2008) มีงานวิจยัรายงานว่า สารอินทรีย์บน
พืน้ผิวนัน้สนบัสนนุให้จลุินทรีย์เกาะติดบนพืน้ผิวได้ดีขึน้ (Zottola , 1994; Poulsen, 1999) แต่
อย่างไรก็ตาม บางงานวิจยัรายงานว่า สารอินทรีย์ เช่น นมและโปรตีนนมมีผลในการลดการ
เกาะติดของ Salmonella Typhimurium และ L. monocytogenes ได้ (Hood and Zottola, 
1997) นอกจากปัจจยัของสารอินทรีย์แล้ว อณุหภูมิ คา่ความเป็นกรด-เบสของสภาพแวดล้อม
ท่ีเหมาะสมยงัสง่ผลตอ่การเกาะตดิและการเกิดไบโอฟิล์มด้วย  
 

 
3. ลกัษณะและคณุสมบตัิของพืน้ผิว อตัราการเกาะติดของจุลินทรีย์บนพืน้ผิวแต่ละ

ชนิดแตกต่างกันขึน้กับลักษณะทางกายภาพของพืน้ผิว ได้แก่ ความขรุขระของผิววัสด ุ
(roughness) ค่าพลังงานอิสระของพืน้ผิว ความเป็นไฮโดรโฟบิกซิตีแ้ละประจุบนพืน้ผิว 
ความสามารถในการเปียกน า้ (wettability) หรือพลังงานอิสระ(free surface energy)            
มีอิทธิพลต่อการเกาะติดของเชือ้แบคทีเรีย พืน้ผิววัสดุท่ีมีพลังงานอิสระสูงมากได้แก่        
สเตนเลสสตีลและแก้ว มกัจะมีความไม่ชอบน า้ต ่า (more hydrophilic) แบคทีเรียสามารถ
เกาะติดและสร้างไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวได้ง่ายกว่าวสัดท่ีุมีความเปียกน า้ได้ง่าย (hydrophobic) 
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เช่น เทฟลอน (Teflon) ไนลอน (nylon) ยาง (buna-N rubber) เป็นต้น (Blackman and 
Frank, 1996) มีบางงานวิจยัพบวา่ แบคทีเรียบางชนิดสามารถยึดเกาะบนพืน้ผิวท่ีมีความเป็น
ไฮโดรโฟบิกมากกว่าพืน้ท่ีผิวไฮโดรฟิลิก การท าความสะอาดพืน้ผิวอาจเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางเคมีกายภาพของพืน้ผิววสัดไุด้ เชน่การท าความสะอาดด้วยกรดหรือดา่งอย่างแรงท าให้ผิว
วสัดมีุความไม่ชอบน า้ต ่าลง นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า พืน้ผิวลกัษณะเป็นรูพรุน ไม่สม ่าเสมอ 
มีรอยแยก จะท าให้เกิดการเกาะตดิได้ดีกว่าพืน้ผิวเรียบ Oulahal และคณะ (2007) รายงานว่า
ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การเกาะตดิบนพืน้ผิวของจลุินทรีย์ขึน้อยูก่บัระยะการเจริญของเซลล์ ชนิด
และคุณสมบัติของพืน้ผิว ปริมาณสารอินทรีย์  ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ 
เชน่เดียวกบั Stanga (2010) สรุปวา่ชนิดและคณุสมบตัขิองพืน้ผิว สภาวะแวดล้อมทัง้ทางเคมี
และทางกายภาพตา่งๆ ซึ่งปัจจยัเหล่านีจ้ะส่งผลให้เกิดการเกาะติดและพฒันาเป็นไบโอฟิล์ม
ได้ 

 
2.1.2 การเกิดเป็นกลุ่มของเซลล์ (Colonization) 

 
หลงัจากเซลล์มีการเกาะตดิในระยะท่ี 2 การเกาะติดแบบไม่ผนักลบัแล้ว เซลล์ท่ีได้รับ

บาดเจ็บและอดอาหารจะมาพักรักษาตวัเร่ิมมีการสังเคราะห์กรดไขมนัและโปรตีน จากนัน้
เซลล์จะมีการเจริญและแบ่งเซลล์ต่อไปโดยใช้สารอาหารท่ีมีอยู่รอบ ๆ ในสิ่งแวดล้อม ท าให้
เกิดการเพิ่มจ านวนจนกลายเป็นกลุม่ของเซลล์ขนาดเล็ก (microcolony) ซึ่งกลุ่มของเซลล์นีจ้ะ
ขยายใหญ่และเกาะรวมกันจนเกิดเป็นชัน้ของเซลล์ (layer of cells) ปกคลุมบริเวณพืน้ผิว 
microcolony อาจประกอบด้วยแบคทีเรียสายพนัธุ์ เดียวหรือหลายๆสายพนัธุ์ ขึน้อยู่กับชนิด
ของแบคทีเรียท่ีล้อมรอบกลุ่มเซลล์ กลุ่มของเซลล์ขนาดเล็กจะมีเซลล์อยู่ 10-25% และมีสาร 
Extracellular Polymeric Substances (EPS) ซึ่งเป็นสารกลุ่มพอลิเมอร์ท่ีเซลล์หลัง่ออกมา
และปกคลุมอยู่ท่ีผิวของเซลล์ 75-90 % (Poulsen, 1999) EPS นีจ้ะช่วยป้องกันเซลล์จาก
สภาพแวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสม  

2.1.3. การเจริญเป็นไบโอฟิล์มท่ีสมบูรณ์ (Maturation)  
 
กลุม่เซลล์เพิ่มจ านวนซ้อนทบักนัและเกิดเป็นชัน้ของเซลล์ภายใต้สาร EPS จะเกิดการ

พฒันาเป็นไบโอฟิล์มและมีโครงสร้างรูปเห็ด (mushroom-like shape) (Jessen and 
Lammert, 2003) โครงสร้างของไบโอฟิล์มท่ีเจริญเต็มท่ีอาจเป็นชัน้ของเซลล์เพียงชัน้เดียว
ภายใต้โครงข่ายของ EPS ท่ีมีลกัษณะเป็นรูพรุน (porous) หรือเป็นชัน้ของเซลล์หลายชัน้ซ้อน
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กันโดยมีการเช่ือมกันด้วย EPS และมีช่องส าหรับล าเลียงน า้ (water channel) กระจายอยู่
ทัว่ไป  
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.1 กระบวนการสร้างไบโอฟิล์ม 
แหลง่ท่ีมา : http://img.photobucket.com/albums/v159/skdevitt/biofilm_formation.gif 
 

นอกจากสาร EPS จะมีหน้าท่ีส าคัญในการเช่ือมโยงเซลล์ภายไบโอฟิล์มและยึด
เหน่ียวเซลล์กับพืน้ผิวแล้ว ยังมีความส าคญัในการอยู่รอดของไบโอฟิล์มด้วย EPS มีหน้าท่ี
ห่อหุ้ มและกักเก็บสารอาหารไว้เก็บกักเซลล์ภายในฟิล์มชีวภาพช่วยป้องกันเซลล์จาก
สภาพแวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสม เชน่ ความแห้ง สารเคมีตา่งๆ เป็นต้น จากรายงานการวิจยัตา่งๆ 
พบว่าจุลินทรีย์ในไบโอฟิล์มสามารถทนต่อสารท าความสะอาดและสารฆ่าเชือ้หลายชนิดได้
มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดเดียวกนัท่ีอยู่ในสารละลาย (planktonic cell) เน่ืองจากการซึมผ่านเข้า
อย่างจ ากัดของสารฆ่าเชือ้ เน่ืองจากจุลินทรีย์ในไบโอฟิล์มถูกปกคลุมด้วย exopolymer 
matrix ซึง่เป็นสารจ าพวกโพลีเมอร์ของคาร์โบไฮเดรตเป็นสว่นมากท่ีไบโอฟิล์มสร้างขึน้มา หรือ
ท่ีเรียกวา่สาร Extracellular Polymeric Substances (EPS) 
 

สาร EPS นีท้ าให้สารท าความสะอาดและสารฆ่าเชือ้ซึมเข้าไปท าลายเซลล์ภายใน   
ไบโอฟิล์มได้น้อยลงและอาจท าหน้าท่ีจับกับสารฆ่าเ ชือ้ โดยสารท่ีมีขนาดใหญ่เช่น โปรตีน        
ไลโซไซม์และคอมพลีเมนต์จะไม่สามารถซึมผ่านได้ Lewis (2005) รายงานว่า กลไกการซึม
ผ่านของสาร EPS ในไบโอฟิล์มของ Pseudomonas aeruginosa จะท าให้ความเข้มข้นของ

สารฆ่าเชือ้ท่ีเข้ามาในไบโอฟิล์มต ่า โดยมีการปล่อย β-lactamase ออกมาท าลายสารฆ่าเชือ้
และเป็นสาเหตใุห้ไบโอฟิล์มของ P. aeruginosa มีความต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะมาก  
  
 

http://img.photobucket.com/albums/v159/skdevitt/biofilm_formation.gif
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2.2 การเกิดไบโอฟิล์มและผลกระทบต่ออุตสาหกรรมอาหาร 
 
การเกาะติดบนพืน้ผิวท่ีสมัผัสอาหารของจุลินทรีย์และเจริญเป็นไบโอฟิล์ม (biofilm 

formation) มีผลกระทบตอ่โรงงานอตุสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากเป็นแหล่งสะสมของจลุินทรีย์ 
ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการปนเปือ้นในระหว่างกระบวนการผลิตและหลงักระบวนการผลิต อาจจะ
เกิดการปนเปือ้นสู่ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีท าให้อาหารเส่ือมคณุภาพส่งผลให้อาหารคณุภาพลด
ต ่าลงและไมป่ลอดภยัตอ่ผู้บริโภค สง่ผลกระทบท าให้เกิดความเสียหายในอตุสาหกรรมอาหาร
ได้ ไบโอฟิล์มสามารถเกิดขึน้ได้บนพืน้ผิวในโรงงานอตุสาหกรรมอาหารเม่ือพืน้ผิวดงักล่าวผ่าน
ขัน้ตอนการท าความสะอาดหรือการฆ่าเชือ้ไม่ดีพอ โดยเฉพาะพืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหาร เช่น ผนงั 
พืน้ ทอ่น า้ทิง้ พืน้ผิววสัดยุาง สายพานการผลิตและเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ในกระบวนการผลิต เป็น
ต้น (Kumar and Anand, 1998) 

 
การสะสมไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวพบได้ในหลายบริเวณของโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร 

เช่น พืน้ ท่อ ซีลยาง (rubber seal) สายพาน (conveyor belt) สแตนเลสสตีล เป็นต้น     
Garrett และคณะ (2008) รวบรวมเอกสารเก่ียวกบัการตรวจพบจลุินทรีย์บนพืน้ผิวโดยเฉพาะ
จลุินทรีย์ก่อโรคและชนิดท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียกลุ่มจลุินทรีย์ท่ีพบว่ามกัสร้างไบโอฟิล์ม ได้แก่ 
Pseudomonas, Salmonella, Listeria monocytogenes, Enterobacter, Flavobacterium, 
Alcaligenes, Staphylococcus และ Bacillus อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์เคร่ืองด่ืม             
พบไบโอฟิล์มจากแบคทีเรียกลุ่มFlavobacterium, Acinotobacter, Bacillus,Pseudomonas, 
Alcaligenes  และ Achromobacter  อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์นม พบไบโอฟิ ล์มจาก
Streptococcus thermophilus ท่ีเคร่ืองแลกเปล่ียนความร้อน (heat exchangers) 
อตุสาหกรรมผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ ตวัอยา่งในผลิตภณัฑ์สตัว์ปีกพบไบโอฟิล์มจากแบคทีเรียกลุ่ม
Salmonella, Campylobacter,Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus และ
Listeria monocytogenes ผลิตภัณฑ์ไส้กรอก พบไบโอฟิล์มจากแบคทีเรียกลุ่ม Listeria 
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. และPseudomonas spp. 
(Poulsen, 1999) 
  

Frank (2001) รายงานว่า ในระบบของโรงงานอาหารท่ีมีการใช้น า้มาก พืน้ผิวท่ีเปียก
มกัเป็นแหล่งสะสมของจลุินทรีย์ โดยพบว่าจลุินทรีย์บางชนิดท่ีแยกมาจากไบโอฟิล์มท่ีเกิดขึน้
ในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร เช่น Listeria monocytogenes และYersinia enterocolitica 
เป็นต้น สามารถทนต่อสารฆ่าเชือ้ได้ดีกว่าจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันท่ีไม่ได้อยู่รูปของไบโอฟิล์ม 
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นอกจากนีเ้ชือ้จลุินทรีย์เหล่านีส้ามารถเกาะติดและสร้างไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวของอาหารเองได้ 
เช่น Escherichia coli บนหนังไก่ , Listeria monocytogenes บนผักผลไม้ และ 
Pseudomonas spp., Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus บนเนือ้สตัว์
ชนิดอ่ืน เป็นต้น ซึ่งหากปล่อยให้กลายเป็นไบโอฟิล์มจะไม่สามารถก าจดัได้หมดโดยการล้าง
ด้วยน า้สะอาด เชน่เดียวกบั Garrett และคณะ (2008) รายงานว่าตรวจพบจลุินทรีย์ในโรงงาน
การผลิตเนือ้สตัว์ โดยตรวจพบบริเวณพืน้ท่ีการผลิต อปุกรณ์ และเคร่ืองมือท่ีเก่ียวข้องกบัการ
ผลิตและสมัผสักบัอาหาร จากรายงานการวิจยัตา่งๆ จะเห็นว่าเชือ้จลุินทรีย์มากมายถกูตรวจ
พบบนพืน้ผิวสมัผสัอาหารและเกิดการสร้างเป็นไบโอฟิล์มได้ ซึ่งเซลล์ท่ีอยู่ภายในไบโอฟิล์มจะ
มีการปรับตวัตอ่สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม จนท าให้มีความต้านทานตอ่สารฆ่าเชือ้เพิ่มขึน้ 
สง่ผลให้เกิดเป็นปัญหาในอตุสาหกรรมอาหารถ้ามีการปนเปือ้นในกระบวนการผลิต 

 
การท่ีเซลล์จุลินทรีย์ภายใต้ไบโอฟิล์มสามารถต้านทานต่อสารฆ่าเชือ้ได้เพิ่มขึน้        

เกิดจาก (Poulsen, 1999) 
1. สารพอลิเมอร์ท่ีเซลล์สร้างขึน้ปกคลมุไว้มีผลในการลดประสิทธิภาพของสารฆา่เชือ้  
2. การเปล่ียนแปลงลกัษณะทางกายภาพของเซลล์  
3. ความจ ากดัของสารอาหารท าให้เซลล์เกิดการปรับตวัและชกัน าเข้าสูส่ภาวะเครียด 
4. ความหนาแน่นของจ านวนเซลล์ภายใต้ไบโอฟิล์มท่ีมีการตอบสนองต่อสารฆ่าเชือ้
ได้แตกตา่งกนั 

 
ดงันัน้การท าความสะอาดและการฆ่าเชือ้ด้วยวิธีปกติอาจไม่เพียงพอในการท าลาย

และการก าจดัจลุินทรีย์ท่ีปนเปือ้นบนผิวได้  ซึ่งการหลงเหลือของจลุินทรีย์ถือเป็นสาเหตหุนึ่งท่ี
ท าให้เกิดการปนเปื้อนข้ามสู่ผลิตภัณฑ์อาหารได้ การพบเชือ้บนพืน้ผิวท่ีสามารถปนเปือ้นสู่
อาหารได้ 

 
2.3 การก าจัดและท าลายไบโอฟิล์ม  
  

การก าจดัไบโอฟิล์มในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารเป็นเร่ืองท่ีมีความส าคญัทางการ
จดัการด้านการท าความสะอาด เร่ิมจากผู้ ท่ีมีสว่นรับผิดชอบเร่ืองการท าความสะอาดตัง้แตเ่ร่ิม
ก่อสร้าง รวมไปถึงวิธีการและความถ่ีในการท าความสะอาด สารเคมีท่ีใช้ การเก็บรักษา
สารเคมี แหล่งของสารและวสัดอุุปกรณ์ การอบรมพนกังาน ดงันัน้อาจเรียกว่าโปรแกรมหรือ
แผนการท าความสะอาดและสขุาภิบาล (cleaning and sanitation program) การก าหนด
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โปรแกรมการท าความสะอาดและสุขาภิบาลท่ีดี มีประสิทธิภาพจะช่วยลดการสะสมของ       
ไบโอฟิล์มได้ อยา่งไรก็ตามการก าจดัไบโอฟิล์มเป็นเร่ืองยากมาก การก าหนดโปรแกรมการท า
ความสะอาดจะต้องเลือกวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและประหยดัคา่ใช้จา่ย  
 

ขัน้ตอนในการก าจดัและการท าลายไบโอฟิล์มรวมทัง้การควบคมุไม่ให้เกิดไบโอฟิล์ม
ประกอบด้วย การท าความสะอาด(cleaning) และการฆ่าเชือ้ (sanitizing) ส่วนใหญ่เร่ิมจาก
การใช้น า้ร้อนหรือน า้เย็นล้างสิ่งสกปรกตา่งๆออกจากพืน้ผิว และใช้วิธีทางกายภาพ เช่น การ
ขัดถูร่วมกับสารท าความสะอาด เป็นต้น เพ่ือล้างส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์ท่ีฝังแน่นออกไป 
จากนัน้จะใช้สารฆ่าเชือ้เข้าท าลายเซลล์จุลินทรีย์ หากการใช้สารท าความสะอาดล้าง
สารอินทรีย์ได้ไม่หมด สารฆ่าเชือ้จะไม่สามารถซึมผ่านเข้าไปท าลายจุลินทรีย์ได้ ดงันัน้การ
เลือกวิธีการท าลาย ชนิดและความเข้มข้นของสารท าความสะอาดและสารฆ่าเชือ้ท่ีเหมาะสม 
รวมถึงระยะเวลาในการท าความสะอาดจงึมีความส าคญัอย่างมากในการท าความสะอาดและ
สขุาภิบาลท่ีดี (ณฐนนท์ ตราช,ู2551; Marriott and Gravani 2006) 
 

การก าจดัและการท าลายไบโอฟิล์มสามารถแบ่งออกเป็น 3 วิธี ได้แก่ (Marriott and 
Gravani, 2006; Stanga, 2010)    

 
2.3.1 วิธีทางกายภาพ   

 
 การท าลายไบโอฟิล์มด้วยวิธีทางกายภาพสามารถท าได้หลายวิธี การใช้แรงกลในการ
ขดัลอกไบโอฟิล์มเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในทางอตุสาหกรรมแตไ่ม่เหมาะกบัพืน้ผิวขรุขระ ปัจจบุนัจึง
มีการประยุกต์ใช้วิธีอ่ืนๆร่วมด้วย เช่น การใช้แรงดนัสูง (high pressure)การใช้คล่ืนเสียง 
(sonication) เป็นต้น  นอกจากนีก้ารใช้น า้ท่ีอุณหภูมิสูงเป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีให้ในการก าจดัและ
ท าลาย ไบโอฟิล์มได้ Kumar และAnand (1998) พบว่า ในระบบน า้ด่ืมจะต้องใช้น า้ร้อนท่ี
อณุหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 100 นาทีหรืออาจจะใช้ระบบหมนุเวียนของน า้ท่ีมีอณุหภูมิ 80 °C 
จึงจะท าลายไบฟิล์มได้ เช่นเดียวกับ Orth (1998) รายงานว่า การใช้สารท าความสะอาดท่ี
อณุหภูมิสูง (70-80°C) จะท าให้สามารถฆ่าเชือ้จุลินทรีย์และลดปริมาณเชือ้ได้เพิ่ม 99.99 % 
นอกจากวิธีท่ีกลา่วมาแล้ว ยงัมีการใช้วิธีอ่ืนๆ ได้แก่ Super-high magnetic field, Ultrasound 
treatment, High pulsed electrical field และ Low electrical field เป็นต้น (Kumar and 
Anand, 1998) 
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2.3.2 วิธีการทางเคมี  
 

การก าจัดและท าลายไบโอฟิล์มประกอบด้วย การท าความสะอาดและการฆ่าเชือ้     
ในการท าความสะอาดจ าเป็นต้องก าจดัเศษอาหารและสารอินทรีย์ต่างๆ ท่ีช่วยในการเจริญ
ของจุลินทรีย์และล้างส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์ท่ีฝังแน่นออกไป สารท าความสะอาดท่ีดีจึงต้องมี
คณุสมบตัิในการลดแรงตงึผิว ท าให้ไขมนักระจายตวัออกและย่อยสลายโปรตีนได้ เพ่ือก าจดั 
EPS ท่ีจุลินทรีย์สร้างขึน้และปกคลุมเซลล์ออกไป สารท าความสะอาดแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
ใหญ่ คือสารท าความสะอาดชนิดเบสและชนิดกรด ในอุตสาหกรรมอาหารส่วนใหญ่นิยมใช้
เป็นสารประกอบชนิดเบสท่ีมีฤทธ์ิในการก าจัดไขมันและโปรตีน แต่อย่างไรก็ตามพืน้ผิวใน
โรงงานอตุสาหกรรมอาหารมีความหลากหลายและมีลกัษณะท่ีแตกตา่งกนั ดงันัน้การเลือกใช้
สารท าความสะอาดท่ีเหมาะสมจึงมีความส าคญั Marriott และ Gravani (2006) แนะน าการ
เลือกใช้สารท าความสะอาดส าหรับพืน้ผิว ชนิดตา่งๆ (ตารางท่ี 2.1 ) โดยพืน้ผิวประเภทแก้ว 
เซรามิค สเตนเลสสตีลและพลาสติก ควรใช้สารท าความสะอาดชนิดเบส (alkaline 
detergent) หรือสารไมมี่ประจ ุ(nonionic detergent) ถึงแม้วา่การท าความสะอาดจะสามารถ
ท าลายไบโอฟิล์มบางส่วนได้ แต่จุลินทรีย์ท่ีอยู่ภายใต้ไบโอฟิล์มนัน้อาจไม่ถูกท าลายไปด้วย 
หากการใช้สารท าความสะอาดล้างสารอินทรีย์ได้ไม่หมด สารฆ่าเชือ้จะไม่สามารถซึมผ่านเข้า
ไปท าลายจุลินทรีย์ได้ ดงันัน้ขัน้ตอนการฆ่าเชือ้หลังจากท าความสะอาด จึงมีความส าคัญ
อยา่งมากในการท าลายเชือ้จลุินทรีย์ 
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ตารางที่  2.1 พืน้ผิวในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและการเลือกใช้สารท าความสะอาดท่ี
เหมาะสม 
 
       วสัด ุ                                  ลกัษณะ                                              ข้อควรระวงั 
    
      ไม้ ดดูซบัความชืน้และไขมนัได้ ยากตอ่การดแูล ไมค่วรน ามาใช้เพราะยากตอ่การ  
            รักษา ถกูท าลายด้วยสารเคมีท่ีมีฤทธ์ิกดักร่อน ท าความสะอาดควรเลอืกใช้วสัด ุ
                                                                                                  อื่นแทน เช่น โพลเีอทิลนีและยาง 
     โลหะ  สามารถเกิดสนิมได้เมื่อสมัผสักบัสารท าความ โลหะมีโอกาสในการเกิดสนิมได้จึง 
               สะอาดที่มีกรดหรือคลอรีนเป็นสว่นประกอบ ควรเคลอืบด้วยดีบกุหรือสงักะส ี  
               สารท่ีเหมาะสมคือ พวกท่ีมีฤทธ์ิเป็นกลาง   
   คอนกรีต อาจถกูกดักร่อนจากสารท าความสะอาด  คอนกรีตควรแข็งแรงทนตอ่กรด 

          สารท่ีเหมาะสมคือพวกท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรด 
     แก้ว   พืน้ผิวเรียบและสามารถกนัน า้ได้    แก้วควรท าความสะอาดด้วยสาร         
            อาจถกูกดักร่อนได้เมื่อใช้สารท าความสะอาด ท าความสะอาดที่มีความเป็นกลาง 
              ที่มีความเป็นเบสมาก  หรือเบส 
     ยาง   ยางที่เลอืกใช้ไมค่วรเป็นรูพรุนไมเ่กิดการ แผน่ยางที่น ามาใช้งานไประยะ 
              เปลีย่นแปลงเมื่อล้างด้วยสารท าความสะอาด หนึง่อาจจะเกิดการโค้งงอ 
              ชนิดเบส แตอ่าจเสือ่มสภาพได้ถ้าใช้ตวัท า 
                ละลายอินทรีย์และกรดเข้มข้น 
สเตนเลสสตีล ต้านทานตอ่การกดักร่อน พืน้ผิวเรียบและ ราคาแพง บางชนิดถกูท าลาย 
                      กนัน า้ได้ ต้านทานการ oxidation ที่อณุหภมูิ ด้วยสารในกลุม่ฮาโลเจน  
                       สงูท าความสะอาดได้ง่าย                                  (คลอรีน ไอโอดีน โบรมีนและฟลอูอรีน) 
 

 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marriott และ Gravani (2006)    
 

 การฆ่าเชือ้มีจุดประสงค์เพ่ือท าลายกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีเป็นไบโอฟิล์มซึ่งถูกปกคลุมด้วย
สาร EPS สารฆ่าเชือ้ท่ีใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ ได้แก่ สารในกลุ่มฮาโลเจน เช่น คลอรีน
และไอโอดีน เป็นต้น สารประกอบเปอร์ออกไซด์ กรดอินทรีย์ และสารประกอบแอมโมเนีย ดงั
แสดงดงัตารางท่ี 2.2 
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ตารางท่ี 2.2 การประยกุต์ใช้สารฆา่เชือ้ชนิดตา่งๆ 
 
 

สารฆา่เชือ้                การประยกุต์ใช้ 
 

คลอรีน  ใช้กับพืน้ผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการฉีดพ่น
แบบ clean-in-place (CIP)และฉีดพน่ 

   ไอโอดีน    ใช้กบัพืน้ผิวสมัผสัอาหารทกุชนิด ใช้ในการฆ่าเชือ้ท่ี
มือโดยการจุม่ (hand dip) 

                    กรดเปอร์แอซิตกิ   ใ ช้กับพืน้ผิวสัมผัสอาหารทุกชนิดโดยวิ ธี  CIP
โดยเฉพาะในสภาพแวดล้อมท่ีมีอุณหภูมิต ่าและมี
คาร์บอนไดออกไซด์ 

                     Acid anionics   ใช้กับพืน้ผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการสเปรย์ 
การใช้ร่วมกบัสารฆา่เชือ้และกรด 

Quaternary ammonium  ใช้กับพืน้ผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด ส่วนใหญ่ใช้ใน 
ควบคมุสิ่งแวดล้อม เชน่ ผนงั ทอ่ระบายน า้ เป็นต้น 

 
 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marriott และ Gravani (2006)    

 
ประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้มีความส าคญัอย่างมากในการท าลายเชือ้จลุินทรีย์ โดย

ขึน้อยู่กับความเข้มข้นของสาร เวลาในการสัมผสั ปริมาณสารอินทรีย์ ความกระด้างของน า้ 
อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-เบส และความสามารถของสารในการเข้าท าลายเซลล์จุลินทรีย์ 
สมบตัขิองสารฆา่เชือ้ท่ีดีควรมีความสามารถในการท าลายจลุินทรีย์ได้หลายชนิดอย่างรวดเร็ว 
ทัง้แบคทีเรีย ยีสต์และรา และมีประสิทธิภาพดีเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น สภาวะท่ีมี
ปริมาณสารอินทรีย์สงู ความกระด้างของน า้สงู ค่าความเป็นกรด-เบสไม่คงท่ี เป็นต้น สารฆ่า
เชือ้ท่ีดียงัควรละลายน า้ได้ดี ใช้งานง่าย ราคาไม่แพง ตรวจวดัง่าย และท่ีส าคญัต้องไม่เป็นพิษ
หรือระคายเคืองต่อร่างกาย การเลือกใช้สารฆ่าเชือ้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการท าความ
สะอาดพืน้ผิวชนิดตา่งๆ แสดงดงัตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 ชนิดและความเข้มข้นของสารฆา่เชือ้ชนิดตา่งๆ ท่ีแนะน าให้ใช้ในการฆา่เชือ้ 
พิน้ผิวในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร 
 
บริเวณหรือพืน้ผิว      สารฆา่เชือ้ที่แนะน าให้ใช้  ความเข้มข้น (ppm) 
 
เคร่ืองมือที่มีพืน้ผิวของอะลมูิเนยีม               Iodophor           25 
ฟิล์มของแบคทเีรีย                   Quata           200 
                   
Acid-quat ตามปริมาณที่ผู้ผลติก าหนด 
                                                                       Acid-anionic                         100 
การท าความสะอาดแบบ CIP Acid-sanitizer          130 

          Active chlorine ตามปริมาณที่ผู้ผลติก าหนด                                                                                    
                                                                    Iodophor ตามปริมาณที่ผู้ผลติก าหนด 
พืน้คอนกรีต              Active chlorine      1000-2000 
                      Quat         500-800 
ลงัพลาสติก                   Iodophor                                25 
พืน้ผิวที่มีรูพรุน              Active chlorine                               200 
เคร่ืองมือที่ใช้ผลติ (อะลมูิเนยีม)                    Quat             200  
                    Iodophor                                 25 
เคร่ืองมือที่ใช้ผลติ (สเตนเลสสตีล)             Acid-sanitizer                                130 
                   Acid-quat               ตามปริมาณที่ผู้ผลติก าหนด 
               Active chlorine                               200            
                   Iodophor                                25 
สายพานยาง                   Iodophor                                25 
ผนงั               Active chlorine                               200 
                    Quat             200 
                    Acid-quat               ตามปริมาณที่ผู้ผลติก าหนด  
ลงัไม้                                                              Active chlorine                          1000 

 
 

หมายเหต ุ  Quata = Quaternary ammonium compound 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Marriott และ Gravani (2006)  
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2.3.3 วิธีการทางชีวภาพ 
 

การใช้วิธีทางชีวภาพเป็นทางเลือกใหม่ท่ีได้รับความสนใจในปัจจุบัน เน่ืองจาก
ผู้บริโภคอาหารสว่นใหญ่ให้ความส าคญัเก่ียวกบัความปลอดภยัของอาหารมากขึน้  ดงันัน้จึงมี
การน าสารชีวภาพ เชน่ แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้จลุินทรีย์ มาใช้เคลือบบน
พืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหารเพ่ือยบัยัง้การเกาะติดของแบคทีเรีย การใช้ประโยชน์จากสาร nisin ซึ่ง
เป็นโปรตีนท่ีสร้างโดยเชือ้จุลินทรีย์ สามารถฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ท่ีท าให้เกิดโรคและท าให้อาหาร
เส่ือมเสียบางชนิดได้ โดยน า nisin ผสมกบัวสัดขุึน้รูปพลาสติกเป็นภาชนะบรรจชุนิดตา่งๆ ท า
ให้ลดการปนเปือ้นของจุลินทรีย์ได้ เป็นต้น นอกจากสารในกลุ่มแบคเทอริโอซินแล้ว เอนไซม์
เป็นสารชีวภาพกลุ่มหนึ่งท่ีถูกเลือกใช้ในการท าลายไบโอฟิล์ม เพราะเอนไซม์สามารถย่อย
สลายสารอินทรีย์และจลุินทรีย์ตา่งๆได้ ท าให้มีประสิทธิภาพในการก าจดั EPS และไบโอฟิล์ม
ได้ แตเ่อนไซม์แตล่ะชนิดมีความจ าเพาะกบัสารอินทรีย์หรือจลุินทรีย์แตกตา่งกัน จึงมีข้อจ ากดั
ในการเลือกใช้ ดังนัน้จึงต้องเลือกชนิดของเอนไซม์ให้จ าเพาะกับชนิดของสารอินทรีย์หรือ
จลุินทรีย์ท่ีสร้างไบโอฟิล์มชนิดนัน้ เช่น การใช้เอนไซม์ protease amylase และ glucanase 
ผสมรวมกัน พบว่าสามารถท าลายไบโอฟิล์มได้ดี นอกจากนีย้ังมีการคิดค้นเอนไซม์ 
endoglycosidases ท่ีใช้ท าลายเมือกของไบโอฟิล์มได้ ซึ่งจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ
สารฆา่เชือ้ได้ (กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกลุ,2550) 

 
ดงันัน้การก าหนดโปรแกรมการท าความสะอาดท่ีดีจะช่วยลดการสะสมของจุลินทรีย์

ได้ วิธีการท่ีใช้ได้ผลและประหยัดคือการใช้แปรงธรรมดาๆขัดไบโอฟิล์มออก แต่เคร่ืองจัก ร  
บางตวัใช้วิธีนีไ้ด้ยาก (Kumar and Anand, 1998 ; Marriott and Gravani , 2006 ; Shia and 
Zhu, 2009)  ณฐนนท์ ตราช ู(2551) รายงานว่า การใช้สารฆ่าเชือ้ เช่น คลอรีน เป็นต้น เพียง
อยา่งเดียวอาจไมส่ามารถท าลายเซลล์ไบโอฟิล์มได้หมด แตอ่าจเป็นการกระตุ้นการเจริญหรือ
การแพร่ขยายของเซลล์จลุินทรีย์ ในขัน้ตอนการท าความสะอาดคลอรีนจะไปท าลายไบโอฟิล์ม
ส่วนนอกซึ่งเป็นเซลล์ท่ีแก่แล้วออกไป จะท าให้ไบโอฟิล์มท่ีเหลือซึ่งเกาะติดอย่างแน่นในชัน้ท่ี
ใกล้กับพืน้ผิวและท่ีทนต่อสารฆ่าเชือ้ สามารถได้รับทัง้น า้และอาหารได้ดีขึน้ ท าให้เซลล์
สามารถเจริญและเพิ่มจ านวนได้ นอกจากนีก้ารใช้สารฆ่าเชือ้ไม่สามารถก าจดัไบโอฟิล์มได้
หมดและกระตุ้นให้เชือ้จุลินทรีย์สร้าง EPS เพิ่มมากขึน้ (Marshall, 1994; Costerton and 
Lewandowski, 1995) ดงันัน้การก าจัดไบโอฟิล์มจึงต้องอาศยัการขดัถูร่วมด้วยและมีการ
เลือกใช้สารฆ่าเชือ้ท่ีเหมาะสม ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัชนิดของเชือ้ อายขุองไบโอฟิล์ม การกระจายตวั
และวสัดขุองพืน้ผิว จะสามารถทนตอ่การกดักร่อนของสารเคมีท่ีใช้และเป็นระบบท่ีต้องสมัผสั
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กบัอาหารหรือไม่ เพราะสารเคมีบางอย่าง เช่น Quaternary Ammonium Compounds เป็น
ต้น จะเหลือคราบไว้บนผิว จึงเหมาะส าหรับการล้างพืน้ ฝาผนัง เพราะสามารถออกฤทธ์ิได้
นาน ปัจจบุนัได้มีการน าสารจ าพวก peracids เช่น peracetic acid และ peroctanoic acids 
เป็นต้น ซึ่งแตกตวัให้กรดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และออกซิเจน จดัเป็นสารในกลุ่ม oxidizing 
agent เช่นเดียวกับคลอรีน มีงานวิจัยรายงานว่า กรดเหล่านีส้ามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ของ
แบคทีเรียได้ดี และปริมาณของสารอินทรีย์ในน า้ไม่ได้มีผลตอ่ประสิทธิภาพมากนกั ไม่มีผลกดั
กร่อนตอ่เหล็กกล้าไร้สนิมเท่ากบัคลอรีนและกรดสามารถท าลายไบโอฟิล์มได้ (ณฐนนท์ ตราชู
,2551; Kunigk and Almeida, 2001) 
 

เม่ือเกิดไบโอฟิล์มท าให้การก าจดัเซลล์แบคทีเรียท่ีอยู่ในฟิล์มท าได้ยากมาก การท า
ความสะอาดตามปกติไม่สามารถก าจดัได้หมด จะต้องใช้แรงทางกายภาพช่วยในการก าจัด 
นอกจากนีแ้บคทีเรียท่ีเจริญในไบโอฟิล์มยังมีความสามารถในการต้านทานสารท าความ
สะอาด (Costerton, 2005) และสารฆ่าเชือ้มากกว่าจลุินทรีย์ชนิดเดียวกนัท่ีอยู่ในสารละลาย 
(Planktonic) (Chavant, Gaillard-Martinie and Hébraud, 2004) เน่ืองจากการพฒันาทาง
พนัธุกรรมขึน้กับการเกาะติดบนพืน้ผิวและการแฝงตวัในภาวะท่ีเป็นไบโอฟิล์ม และเกิดการ
ปรับตวัทางด้านลกัษณะปรากฏ  นอกจากนีก้ารแทรกซึมของสารฆ่าเชือ้เข้าไปในไบโอฟิล์มยงั
เป็นปัจจยัหนึ่งซึ่งขึน้กับชนิดของสารท่ีใช้ การเกาะติดบนพืน้ผิวท่ีสัมผสัอาหารของจุลินทรีย์
และเจริญเป็นไบโอฟิล์มมีความส าคญัต่อโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากเป็นแหล่ง
สะสมของจลุินทรีย์และอาจจะเกิดการปนเปือ้นข้ามของเชือ้จลุินทรีย์สูผ่ลิตภัณฑ์อาหาร 

 
2.4 ความส าคัญและการปนเป้ือนของ Pseudomonas spp.ในผลิตภัณฑ์อาหาร  
  

ซูโดโมแนสเป็นเชือ้แบคทีเรียท่ีมีอยู่ในธรรมชาติ พบได้ทั่วไปในดิน  น า้และ
สิ่งแวดล้อมในโรงงานอุตสาหกรรม มีรูปร่างเป็นแท่ง มีแฟลกเจลลา ติดสีแกรมลบ ไม่สร้าง
สปอร์ ต้องการอากาศ ขนาดตัง้แต ่0.5-0.7×2 ไมโครเมตร อยู่ในกลุ่มของจลุินทรีย์ท่ีทนความ
เย็นได้ (Psychrotrophs) เป็นเชือ้จุลินทรีย์ท่ีสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็วในเนือ้สัตว์ท่ี
อณุหภูมิ 2 – 15 oC (Gill and Newton, 1997) อณุหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 25-30 oC ส่วนใหญ่
พบมากในอาหารสด เนือ้สตัว์ตา่ง ๆ พวกพืชผกัและผลไม้โดยเฉพาะอาหารแช่เย็น เน่ืองจาก
หลายสายพนัธุ์เป็นแบคทีเรียประเภททนความเย็นและสามารถสร้างเอนไซม์ได้ เป็นแบคทีเรีย
ท่ีท าให้อาหารหลายชนิดเน่าเสียมีผลกระทบตอ่การเปล่ียนแปลงคณุภาพของอาหาร เช่น เกิด
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การเปล่ียนแปลงกลิ่นรส สี หรือเกิดเมือก และเนือ้สมัผสัเปล่ียนไป เป็นต้น (Sillankorva et al., 
2004) 

 
นอกจากนีย้ังพบว่าซูโดโมแนสบางสายพันธุ์ เป็นแบคทีเรียท่ีท าให้เกิดโรคได้ 

Pseudomonas aeruginosa เป็นสาเหตสุ่วนใหญ่ในการก่อให้เกิดโรคปอดบวมและท าให้ติด
เชือ้ซ า้ซ้อนในผู้ ป่วยท่ีมีภูมิคุ้มกันบกพร่อง ท าให้เกิดการติดเชือ้ท่ีผิวหนงั แผลไฟไหม้ ระบบ
ทางเดนิปัสสาวะ รวมทัง้ในกระแสเลือดด้วย จดัเป็นจลุินทรีย์เชือ้โรคท่ีมกัพบได้บอ่ยในโรคติด
เชือ้ในโรงพยาบาล และพบได้ทัว่ไปในโรงงานอาหาร เช่น ทางระบายน า้เสีย พืน้ในวตัถดุิบท่ี
เป็นผักผลไม้ และเนือ้สัตว์หรือแม้แต่น า้นมดิบ เป็นต้น เชือ้ชนิดนีส้ามารถสร้างสารกลุ่ม        
พอลิเมอร์ได้ (EPS) ออกมาได้เป็นจ านวนมาก มีงานวิจยัรายงานว่าซูโดโมแนสเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถสร้างไบโอฟิล์มได้ดีในหลายสภาวะ Hood and Zottola (1997) ศกึษาการเกาะติดบน
พืน้ผิวสเตนเลสสตีลของจลุินทรีย์ในกลุ่มท่ีท าให้เกิดโรค พบว่า P. fragi และ P. fluorescens 
สามารถเกาะติดบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลได้ดีในขณะท่ีเซลล์เจริญอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด
เหลว ซูโดโมแนสเป็นเชือ้แบคทีเรียชนิดหนึ่งท่ีตรวจพบได้ทัว่ไปในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร  
จึงถกูน ามาวิจยัเก่ียวกบัไบโอฟิล์มเป็นอย่างมาก (Wiedmann et al., 2000; Olofsson et al., 
2007)  
 

2.4.1 Pseudomonas spp.กับการเน่าเสียของอาหาร 
 

ผลผลิตทางการเกษตรท่ีเป็นอาหารของมนษุย์ประมาณร้อยละ 30 ต้องเส่ือมคณุภาพ
ไปจนไม่สามารถน ามาใช้เป็นอาหารบริโภคได้ ประมาณว่าร้อยละ 70 ของอาหารท่ีมนุษย์
บริโภคเน่าเสียเน่ืองจากจุลินทรีย์ (สุมณฑา วัฒนสินธุ์ , 2549) ดงันัน้การมีความรู้ในเร่ือง
ธรรมชาตขิองอาหาร การดแูลคณุภาพของอาหารหลงัการเก็บเก่ียวและการควบคมุจลุินทรีย์ท่ี
เก่ียวข้องจะลดการเน่าเสียของอาหารได้ และสามารถน าอาหารเหล่านัน้มาใช้ประโยชน์        
ตอ่อตุสาหกรรมอาหารได้ 
 

การเน่าเสียของอาหารท่ีเก่ียวข้องกบั Pseudomonas spp.ในผลิตภณัฑ์ต่างๆ ดงันี ้
(สมุณฑา วฒันสินธุ์, 2549) 
 

1 .นมและผลิตภัณฑ์  ในกรณี ท่ีแม่ โคเ ป็นโรคเ ต้านมอัก เสบ  Pseudomonas 
aeruginosa เป็นแบคทีเรียชนิดหนึ่งท่ีตรวจพบมากในน า้นม น า้นมท่ี รีดได้จะมีจ านวน
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จุลินทรีย์สูงไม่สามารถใช้เป็นอาหารได้ ก่อให้เกิดความสูญเสียต่ออุตสาหกรรมน า้นมได้ 
นอกจากโรคเต้านมอกัเสบแล้วการติดเชือ้ของแม่โคก็สามารถแพร่เชือ้ผ่านมาทางน า้นมเป็น
ผลให้ปริมาณจลุินทรีย์ในน า้นมดบิสงูขึน้  

 
2. การเน่าเสียของเนือ้สตัว์ เนือ้สตัว์มี pH, aw และสารอาหารเหมาะสมกบัการเจริญ

และการขยายพนัธุ์ของจลุินทรีย์ทกุชนิด จึงเน่าเสียได้ง่าย (perishable food) โดยเฉพาะท่ี
บริเวณผิวหน้าของเนือ้จะเนา่เสียก่อนสว่นอ่ืน เน่ืองจากแบคทีเรียท่ีต้องการอากาศ จีนสัท่ีพบ
มาก คือ Pseudomonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella และ Aeromona       
สุมณฑา วัฒนสินธุ์  (2549) รายงานว่าการเน่าเสียของเนือ้บด มักเกิดจากแบคทีเรียท่ี
ต้องการอากาศ ก่อนท่ีเนือ้จะเนา่เสียจะพบจลุินทรย์ท่ีสร้างเม็ดสี (pigment) เป็นจ านวนมาก 
ทัง้แบคทีเรีย ยีสต์ ราและแบคทีเรียสร้างสปอร์ แตห่ลงัจากเนือ้เน่าเสียแล้วจะพบแบคทีเรียท่ี
ไม่สร้างเม็ดสี แบคทีเรียท่อนสัน้ ติดสีแกรมลบและเจริญท่ีอุณหภูมิต ่า แต่เม่ือน ามา
เพาะเลีย้งท่ีห้องปฏิบตัิการ จะเจริญสู้แบคทีเรียจ าพวก Pseudomonas, Acinetobacter 
และ Moraxella ไม่ได้  จากการศึกษาเก่ียวกบัแบคทีเรียท่ีท าให้เนือ้สตัว์เน่าเสีย ปรากฏผล
ตรงกนัว่า เกิดจากแบคทีเรียจ าพวกซูโดโมแนสเป็นส่วนใหญ่ Barnes และ Impey (1968) 
ศึกษาแบคทีเรียท่ีท าให้เนือ้ไก่เก็บไว้ท่ีอุณหภูมิต ่าเน่าเสีย พบว่าในช่วงแรกก่อนท่ีเนือ้จะมี
กลิ่นผิดปกติ แบคทีเรียจ าพวก Pseudomonas type I ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีสร้างเม็ดสี 
(pigments) เช่น Pseudomonas fluorescens จะพบมากในเนือ้ไก่ เม่ือเนือ้ไก่มีกลิ่นเหม็น 
แบคทีเรียท่ีให้เม็ดสีจะลดลงเปล่ียนเป็นแบคทีเรียท่ีไม่สร้างเม็ดสี เช่น Pseudomonas type 
II ซึง่ให้ก๊าซไขเ่นา่เป็นแบคทีเรียท่ีพบมาก  

 
3. อาหารทะเล ได้แก่ กุ้ ง หอย ปู ปลา กัง้ และปลาหมึก เนือ้เย่ือภายในของสัตว์

เหล่านีต้ามปกติจะปลอดเชือ้จุลินทรีย์เช่นเดียวกับเนือ้สัตว์แต่จุลินทรีย์จากภายนอกอาจ
ปนเปือ้นเข้าไป มีผลท าให้อาหารทะเลเน่าเสียเร็วขึน้ จลุินทรีย์ในปลาปนเปือ้นได้ 3 ทาง คือ 
ทางผิวหนัง ทางเหงือก และระบบทางเดินอาหาร ส่วนมากเป็นแบคทีเรียแกรมลบจีนัส 
Pseudomonas, Shewanella, Psychrobacter, Vibrio, Flavobacterium และ Cytophaga 
เป็นต้น 
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4. ไข่ ปกติไข่สดจะปราศจากเชือ้ แต่เปลือกภายนอกของไข่อาจมีเชือ้จุลินทรีย์หลาย
ชนิดปนเปื้อน เม่ือเก็บรักษาไว้ในสภาวะท่ีมีความชืน้สูงไข่จะเก็บไว้ได้ไม่นาน เน่ืองจาก
จลุินทรีย์เจริญได้ดีและสามารถผ่านรูเปลือกไข่เข้าไปสู่ภายในเนือ้ไข่ได้ แบคทีเรียจะใช้ไข่แดง
เป็นอาหารเกิดการย่อยสลายโปรตีนและกรดอะมิโน ได้ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด์และสารท่ีมีกลิ่น
เหม็น Pseudomonas เป็นแบคทีเรียชนิดหนึ่งท่ีพบบอ่ยในไข่เน่า ซึ่งจะท าให้ไข่มีลกัษณะการ
เน่าเสียของตา่งๆ กนั เช่น Green rots, Colorless rots, Black rots และ Pink rots เป็นต้น     
(สมุณฑา วฒันสินธุ์, 2549) 

                       
นอกจากซูโดโมแนสเป็นแบคทีเรียชนิดหนึ่งท่ีเป็นสาเหตท่ีุท าให้อาหารหลายชนิดเน่า

เสียแล้ว นอกจากนีย้งัมีความส าคญัตอ่การแปรรูปผลิตภัณฑ์อาหาร P. fluorescens เป็น
แบคทีเรียท่ีสามารถย่อยโปรตีนได้ เน่ืองจากสร้างเอนไซม์หรือน า้ย่อยโปรตีน ออกมาย่อย
สลายโปรตีนในเนือ้สัตว์และสัตว์น า้ท่ีน ามาแปรรูปโดยอาศัยกระบวนการหมัก เพ่ือให้ได้
ผลิตภัณฑ์ท่ีมีรสชาติและกลิ่นรสเฉพาะแต่ละผลิตภัณฑ์ มีรายงานการวิจยัพบว่า แบคทีเรีย
สกุล Pseudomonas จะสร้างเอนไซม์โปรตีนเป็นส่วนใหญ่ ดังนัน้จึงมีความส าคัญต่อ
ผลิตภัณฑ์ประมงท่ีแปรรูปโดยอาศยักระบวนการหมกั เช่น ปลาร้า บูด ูกะปิ น า้ปลา เป็นต้น 
(Gram, 2010) 

 
2.5 เหล็กกล้าไร้สนิม (Stainless steel) 
  

เหล็กกล้าไร้สนิมหรือสเตนเลสสตีลนัน้ ในทางโลหกรรมถือว่าเป็นโลหะผสมเหล็กท่ีมี
โครเมียมอย่างน้อยท่ีสดุ 10.5% เน่ืองจากโลหะผสมดงักล่าวไม่เป็นสนิมอนัเน่ืองมาจากการ
ท าปฏิกิริยากันระหว่างออกซิเจนในอากาศกับโครเมียมในเนือ้สเตนเลสเกิดเป็นฟิล์มบางๆ
เคลือบผิวไว้ ท าให้เหล็กสามารถต้านทานการการเกิดสนิมจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
(oxidation) ได้ โดยท าหน้าท่ีปกป้องการเกิดความเสียหายให้กบัตวัเนือ้สเตนเลสได้เป็นอย่างดี
ปกป้องการเกิดการกัดกร่อน (corrosion) และไม่ช ารุดหรือสึกกร่อนง่ายอย่างโลหะทัว่ไปหรือ
การเป็นสนิมท่ีเป็นผลมาจากปริมาณโครเมียมในเนือ้เหล็ก เหล็กกล้าไร้สนิมจึงแตกตา่งจาก
เหล็กธรรมดาทัว่ไปท่ีมีการป้องกันการกัดกร่อนด้วยการชุบหรือเคลือบผิว เช่น การเคลือบสี 
เป็นต้น (บริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากดั, 2008) 
 
 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AB%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AB%E0%B8%B0%E0%B8%9C%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%AB%E0%B8%B0
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A1
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เหล็กกล้าไร้สนิม เป็นวัสดุท่ีสมบูรณ์แบบส าหรับใช้ในครัวเรือนและอุตสาหกรรม
อาหาร เน่ืองจากมีความต้านทานตอ่การกดักร่อนสงู จึงไม่เป็นสนิมและไม่ท าปฏิกิริยากบักรด
และเกลือท่ีมีอยู่ในอาหาร มีพืน้ผิวเรียบและมีความเป็นกลางจึงไม่ดูดซึมรสใดๆ ท าความ
สะอาดได้ง่ายและถูกหลักอนามัยในทุกขัน้ตอนการใช้ ทนความร้อน ความเย็น และการ
เปล่ียนอณุหภมูิโดยฉบัพลนัได้ดี 

 
2.5.1 ประเภทของเหล็กกล้าไร้สนิม (บริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากดั, 2008) 

 
เหล็กกล้าไร้สนิมแบง่ออกเป็น 4 ชนิดหลกั คือ 
1. เกรดออสเตนิติก (Austenitic) แม่เหล็กดดูไม่ติด นอกจากส่วนผสมของโครเมียม 

18 % แล้วยังมีนิเกิลท่ีช่วยเพิ่มความต้านทานการกัดกร่อน เหล็กชนิดนีผ้ลิตได้ง่ายจึงเป็นท่ี
นิยมอยา่งกว้างขวาง; 304, 316L, 321, 347 

 
2. เกรดเฟอร์ริติก (Ferritic) แม่เหล็กดูดติด มีส่วนผสมของคาร์บอนต ่า และมี

โครเมียมเป็นสว่นผสมหลกั คือ ประมาณ 13 % หรือ17%; 430, 409, 444 
 
3. เกรดมาร์เทนซิติก (Matensitic) แม่เหล็กดดูติด โดยทัว่ไปจะเป็นโครเมียมผสมอยู ่

12 % และมีส่วนผสมของคาร์บอนในระดบัปานกลาง มกัน าไปใช้ท าส้อม มีด เคร่ืองมือผ่าตดั 
และเคร่ืองวิศวกรอ่ืนๆ มีคณุสมบตัเิดน่ในการต้านทานการสึกกร่อนและความแข็งแรงทนทาน; 
410, 420 

 
4. เกรดดูเพลกซ์ (Duplex) แม่เหล็กดูดติด มีโครงสร้างผสมระหว่างเฟอร์ไรด์และ

ออสเตไนต์ มีโครเมียมผสมอยูป่ระมาณ18-28 %และนิเกิล 4.5-8% เหล็กชนิดนีม้กัถกูน าไปใช้
งานท่ีมีคลอรีนสูง เพ่ือป้องกนัไม่ให้เกิดการกัดกร่อนแบบรูเข็ม (pitting corrosion) และช่วย
เพิ่มความต้านทานการกัดกร่อนท่ีเป็นรอยร้าว อนัเน่ืองมาจากแรงกดดนั (stress corrosion 
cracking resistance); 2205, 2507  
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เหล็กกล้าไร้สนิมโดยทั่วไป แบ่งตามชนิดและปริมาณโลหะท่ีผสมลงไป ซึ่ งเป็น
ตวัก าหนดโครงสร้างทางโลหะวิทยา คณุสมบตัิเชิงกลคณุสมบตัิทางฟิสิกส์และความต้านทาน
การกดักร่อน โดยมีช่ือมาตรฐานสากลและสว่นประกอบเคมีโดยทัว่ไปของเหล็กกล้าไร้สนิม ดงั
แสดงในตารางท่ี 2.4 (บริษัทไทยน๊อคซ์ สเตนเลส จ ากดั, 2008) 

 
ตารางท่ี 2.4  ช่ือมาตรฐานสากลและสว่นประกอบทางเคมีของเหล็กกล้าไร้สนิม 
 

ช่ือมาตรฐานสากล         สว่นประกอบเคมีโดยทัว่ไป 
 
ประเภทของเหล็กกล้าไร้สนิม    ไทยน๊อกซ์       ไทย      USA     ญ่ีปุ่ น    ยโุรป       คาร์บอน     โคบอล      นิเกิล     โมลิบดินมั 
 

        1.เฟอร์ริติก              TNX SC17        SST 430    430     430      1.4016        0.05         16.5           -              - 

 

        2.ออสเตนิติก           TNX S189        SST 304    430     430      1.4016         0.04         18.5           -              - 

                       
        3.ออสเตนิติก         TNX LM 1811   SST 316L   316L    316L    1.4404         0.025      17.5         11.5         2.0 
         ผสมโมลิบดินมั         
 

 
ท่ีมา: บริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากดั (2008) 

 
2.5.2 พืน้ผิวของเหล็กกล้าไร้สนิม  

  
พืน้ผิวของเหล็กกล้าไร้สนิมมีหลายชนิด โดยมีทัง้ชนิดเงาเหมือนกระจก แบบด้าน  

แบบเรียบหรือขดัผิว ซึ่งแต่ละพืน้ผิวสามารถใช้ร่วมกับวสัดอ่ืุนหรือใช้พืน้ผิวชนิดต่าง ๆ ได้ดี  
และไม่แตกหัก ซึ่งตารางท่ี  2.5 ได้แสดงชนิดของพืน้ผิว ลักษณะ ความเรียบ และความ
สะท้อนแสงของเหล้กกล้าไร้สนิม 
 
 
 
 
 
 



23 
 

         

ตารางท่ี 2.5  ชนิดของเหล็กกล้าไร้สนิม 

                                                                                    (ไมครอน)  

             ผิวเงาขึน้เลก็น้อยจากการรีดเย็นออก 
             เป็นสเีทา   
BA        หลงัรีดเย็นและอบด้วยความร้อน: ผิวมนัเงา          0.02 – 0.06                    - 
No.4     ขดัด้วยกระดาษทราย *80                                           <1.0 -                         
HL        มีลายเส้นยาวจากการขดัแตง่ผิว (Hair Line)   0.10 - 0.03  -  
No.8     ขดัผิว buffering: ผิวเงาเหมือนกระจก                  -                                       85 
    (mirror finish) 
 

 
*ความเรียบ หมายถึง ความเรียบของพืน้ผิวซึง่วดัด้วยโปรฟิลโลมิเตอร์ 
**46% ส าหรับเฟอร์ริติก 
ท่ีมา: บริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากดั (2008) 
 

2.5.3 ความต้านทานการกัดกร่อน 
  

โลหะทกุชนิดโดยทัว่ไปจะท าปฏิกิริยาออกซิไดซ์กบัออกซิเจนในอากาศ เกิดเป็นฟิล์ม
ออกไซด์บนผิวโลหะหรือออกไซด์ท่ีเกิดบนผิวเหล็กทั่วไปเกิดเป็นสนิม ท าให้สภาพพืน้ผิวเหล็ก 
ผุกร่อน แต่เหล็กกล้าไร้สนิมมีโครเมียมผสมอยู่ 10.5% ขึน้ไป ท าให้คุณสมบตัิของฟิล์ม
ออกไซด์บนพืน้ผิวเปล่ียนแปลงกลายเป็นฟิล์มปกป้องหรือพาสซิฟเลเยอร์ (passivity) ฟิล์ม
ปกป้องจะมีความบางมาก และมองด้วยตาเปล่าไม่เห็น ฟิล์มจะมีการเกาะติดแน่นและท า
หน้าท่ีปกป้องเหล็กจากสารกดักร่อน หากน าไปผลิตแปรรูปหรือใช้งานในสภาพเหมาะสม เม่ือ
เกิดมีการขีดข่วน ฟิล์มปกป้องนีจ้ะสร้างขึน้ใหม่ได้เองตลอดเวลา ดงัรูปท่ี 2.2 แสดงการเกิด
พาสซิฟเลเยอร์ของเหล็กกล้าไร้สนิม 
 
 

ชนิด  ลกัษณะ       ความเรียบ      ความสะท้อนแสง % 

2D         รีดเย็น, อบออ่นและพิคคลิง่: ผิวด้าน                   0.10 - 0.03                 13 
2B         รีดเย็น, อบออ่นและพิคคลิง่:                               0.03 – 0.02                              22**          
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In an oxidizing environment, a protective coating of 
chromium-rich oxide film (i.e., Passive Film) is 
automatically formed on stainless steel surface. 

 

When scratched, damaged, or machined, this 
protective film is denuded exposing the steel to the 
environment. 

 

The protective film is automatically regenerated in the 
presence of oxygen.  

 
รูปท่ี 2.2 การเกิด Passive layer ของ stainless steel 
ท่ีมา: http://www.thainox.co.th/steelfacts_what.htm  
 
 

2.5.4 เหล็กกล้าไร้สนิมในอุตสาหกรรมอาหารเนือ้และสัตว์ปีก 
 

เหล็กกล้าไร้สนิม เป็นวสัดท่ีุเหมาะสมส าหรับใช้ในครัวเรือนและอตุสาหกรรมอาหาร 
เน่ืองจาก 

 
1. เป็นวสัดท่ีุมีพืน้ผิวเรียบท าความสะอาดได้ง่าย ลดการปนเปือ้นและเชือ้แบคทีเรีย
จากกระบวนการผลิต  
2. ทนตอ่การกดักร่อนสงู จงึไม่เป็นสนิม และไม่ท าปฏิกิริยากบักรดและเกลือท่ีมีอยู่ใน
อาหาร 
3. เป็นพิษและมีความเป็นกลางสงูจงึไมด่ดูซมึรสใดๆ 

4. ทนความร้อน ความเย็นและการเปล่ียนแปลงอณุหภมูิโดยฉบัพลนัได้ดี 

เกรดของเหล็กกล้าไร้สนิมท่ีนิยมใช้ในอตุสาหกรรม คือ เกรด 304 นิยมใช้ส าหรับงาน
ทั่วๆไปและเกรด 316 นิยมใช้ส าหรับงานท่ีต้องสัมผัสกับ chlorides (บริษัทไทยน๊อคซ์       
สเตนเลส จ ากดั, 2008) เน่ืองจากพืน้ผิวและเกรดของเหล็กกล้าไร้สนิมมีหลายชนิด ดงันัน้จึง

http://www.thainox.co.th/steelfacts_what.htm
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ต้องเลือกใช้ตามคณุสมบตัิเพ่ือให้เหมาะสมส าหรับการใช้งานในครัวเรือนและอุตสาหกรรม
อาหาร ดงัตารางท่ี 2.6 
 
ตารางท่ี 2.6  ตวัอยา่งการเลือกใช้เหล็กกล้าไร้สนิมในอตุสาหกรรมอาหารประเภทสตัว์ปีก  
 
ชนิดของเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ในกระบวนการผลิต              ชนิดของเหล็กกล้าไร้สนิม  
 
อา่งล้างมือส าหรับพนกังาน เกรด 304 ความหนาประมาณ 0.4-0.6 mm. 
ชิน้สว่นของเคร่ืองถอนขนไก่ เกรด 316/316L เน่ืองจากทนทานตอ่การ  
 กดักร่อนและง่ายตอ่การท าความสะอาด    
สายพานล าเลียงไก่ ขอเก่ียว  เกรด 304/316 เน่ืองจากมีความแข็งแรงง่ายตอ่  

การท าความสะอาดและไม่ท าป ฏิ กิ ริยา           
กบัสารเคมีท่ีใช้ท าความสะอาด 

เคร่ืองทอดไก่  เกรด 304 เน่ืองจากทนทานตอ่การใช้งานท่ี  
อณุหภมูิสงูและน าความร้อนได้ดี 

เคร่ืองแชแ่ข็งไก่                เกรด Duplex 2205 ต้องการความสะอาด       
    และสามารถใช้งานได้ดีท่ีอณุหภมูิต ่า  
 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก บริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากดั (2008) 
 
2.6 การท าความสะอาดและการฆ่าเชือ้ 
 

โรงงานควรจะพิจารณาเลือกใช้สารฆ่าเชือ้ด้วยสารเคมี (chemical disinfectants) ให้
เหมาะสมส าหรับแต่ละส่วนงาน เน่ืองจากสารฆ่าเชือ้แต่ละชนิดมีจุดเด่นจุดด้อยต่างกันไป   
สารฆ่าเชือ้ท่ีดีต้องมีคณุสมบตัิไม่เป็นพิษ ไม่ท าให้เกิดการสึกกร่อนของพืน้ผิวท่ีใช้ ไม่มีผลต่อ
กลิ่น รสและสีของอาหาร มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชือ้ ได้แก่ อณุหภูมิ ความเข้มข้นของสาร
ฆ่าเชือ้ ระยะเวลาในการสัมผัส ความสะอาดของพืน้ผิว ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ความ
กระด้างของน า้ และการสร้างไบโอฟิล์มของเชือ้จลุินทรีย์บนพืน้ผิวท่ีจะท าความสะอาด 
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ขัน้ตอนการล้างท าความสะอาดและฆ่าเชือ้จะมี 5 ขัน้ตอนหลกั คือ ขัน้ตอนการท า
ความสะอาด 3 ขัน้ตอนและขัน้ตอนการฆา่เชือ้อีก 2 ขัน้ตอน ดงันี ้

1.ก าจดัสิ่งสกปรก (soil or dirt) ขนาดใหญ่ด้วยวิธีกล เช่น การปัด กวาด ถู ขดัหรือ   
ชะล้างด้วยน า้สะอาด เป็นต้น 
2. การก าจดัสิ่งสกปรกท่ีเหลืออยูด้่วยสารชะล้าง (detergent) 
3. การล้างด้วยน า้ (rinsing) เพ่ือล้างสารชะล้างและสิ่งสกปรก 
4. การฆา่เชือ้ด้วยความร้อนหรือสารฆา่เชือ้ 
5. การล้าง (rinsing) สารฆา่เชือ้ออกจากพืน้ผิวเคร่ืองจกัรและอปุกรณ์       

(Marriott and Gravani, 2006)    
 

2.6.1 คลอรีนและสารประกอบคลอรีน 
 
  2 .6 .1 .1 คุณสมบัติและกลไกการยับยั ้ง จุลินทรี ย์ของคลอรีนและ
สารประกอบคลอรีน 

 
  คลอรีนเป็นธาตุตัวหนึ่งในกลุ่มของฮาโลเจน (Halogen) อยู่ในรูปของแก๊ส
คลอรีน มีสีเขียวแกมเหลือง (greenish yellow) มีกลิ่น คลอรีนได้จากการท าปฏิกิริยาของ   
กรดไฮโดรคลอริก (HCl) และแมงกานีสออกไซด์ (MnO2) ก๊าซคลอรีนมีความถ่วงจ าเพาะ
เท่ากับ 2.48 เม่ือเปรียบเทียบกับอากาศมีเลขอะตอมเท่ากับ 17 มวลอะตอมเท่ากับ 35.457 
และคา่มวลโมเลกลุเทา่กบั 70.914 คลอรีนมีสถานะเป็นของเหลวท่ีสภาวะ 0 องศาเซลเซียสได้ 
4.6 ลิตรตอ่น า้ 1 ลิตร ในขณะท่ีอณุหภมูิ 20 องศาเซลเซียสละลายได้น้อยกว่า คือ 2.3 ลิตรตอ่
น า้ 1 ลิตร (บษุกร ปาละกลู, 2536)  
 

สารประกอบคลอรีนหรือสารประกอบไฮโปคลอไรท์ (hypochlorite) เกิดจาก
เกลือของคลอรีน ได้แก่ โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) และแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ 
(Ca(OCl)2)  ซึ่ง เป็นสารประกอบคลอรีนท่ีสามารถน ามาใช้ในการฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ได้ 
(Ca(OCl)2) มีลกัษณะเป็นของแข็งสีขาว เรียกว่า bleaching powder หรือ chlorinated lime 
ซึ่งจะมีปริมาณคลอรีนอิสระ (free available chlorine : FAC) อยู่ประมาณร้อยละ 39 ส่วน 
NaOCl เป็นของเหลวท่ีมี FAC ประมาณร้อยละ 7-20 ซึ่งทัง้ก๊าซคลอรีนโซเดียมไฮโปคลอไรท์
และแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ มีความสามารถในการฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ได้โดยเกิดการแตกตวัให้
กรดไฮโปคลอรัส (HOCl) (รุ่งทิวา อิศรางพร,2541;ศวิาพร  ศวิเวช,2536) 
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ก๊าซคลอรีน 
 Cl2 +H2O            HCl + HOCl   1 
 
แคลเซียมไฮโปคลอไรท์ 
 Ca(OCl)2           HOCl + Ca(OH)2  2 
 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
 NaOCl           HOCl + NaOH   3 

 

  ศิวาพร  ศิวเวช (2536) รายงานว่า ประสิทธิภาพของสารเหล่านีจ้ะดีท่ีสดุท่ี
ความเป็นกรด-ดา่ง 4-5 และมีการกดักร่อนเพิ่มขึน้และมากท่ีสดุท่ีความเป็นกรด-ดา่ง 5 ดงันัน้
การน าไปใช้จึงมกัเตรียมสารนีใ้ห้มีความเป็นกรด-ด่างสูงคือ 10-11 และควบคมุอุณหภูมิต ่า 
เน่ืองจากอณุหภูมิท่ีสงูขึน้จะเพิ่มการกัดกร่อน โดยทัว่ไปจะใช้ความเข้มข้นประมาณ 50-200 
ppm ของคลอรีนอิสระ และให้มีเวลาสมัผัสตัง้แต่ 3-30 วินาที การลดปริมาณความเข้มข้น
และเวลาท่ีใช้ลงจะชว่ยป้องกนัการกดักร่อนท่ีอาจเกิดขึน้ได้  
 
  ปฏิกิริยาของ hypochlorous (HOCl) ท่ีเกิดขึน้นัน้ จะเป็นแบบ electrophilic 
เป็นโมเลกลุท่ีชอบออกซิเจนอะตอมและคลอรีนอะตอม โดยเฉพาะคลอรีนอะตอมมีคณุสมบตัิ
เป็น electropositive มากกว่า ดงันัน้ปฏิกิริยา electrophilic จะเกิดขึน้ท่ีคลอรีนอะตอม โดย
คลอรีนอะตอมนีจ้ะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารประกอบอินทรีย์ต่างๆ  ในน า้ได้ เช่น 
organic carbon หรือ amino nitrogen เป็นต้น ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาจะท าให้สารประกอบ      
ไฮโปคลอไรท์มีคณุสมบตัิในการท าลายจลุินทรีย์ได้ อย่างไรก็ตามถ้ากรดไฮโปคลอรัส (HOCl) 
เกิดการแตกตัวได้เป็นไฮโปคลอไรท์อิออน (OCl-) จะท าให้สารประกอบไฮโปคลอไรท์นีมี้
ประสิทธิภาพในการท าลายจลุินทรีย์หรือมีความสามารถในการจบัสารประกอบอินทรีย์ตา่งๆ
ลดลง (รุ่งทิวา อิศรางพร,2541) 
 
 ปัจจุบนัมีการน าคลอรีนและสารประกอบคลอรีนมาใช้เป็นสารฆ่าเชือ้ในโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหารและนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย เช่น ใช้ในการสุขาภิบาลโรงงาน ใช้เพ่ือ   
ฆ่าเชือ้ในแหล่งน า้ ใช้ฆ่าเชือ้เคร่ืองมือ หรืออุปกรณ์ท่ีมีพืน้ผิวสมัผสัอาหาร ใช้ฉีดพ่นเคร่ืองมือ
ระหว่างกระบวนการผลิตอาหารเพ่ือลดปริมาณจุลินทรีย์และยืดอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภณัฑ์อาหาร  แสดงดงัตาราง 2.7 และ 2.8 
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ตารางท่ี 2.7 สารประกอบคลอรีนท่ีนิยมใช้เป็นสารฆา่เชือ้จลุินทรีย์ 
 
สารประกอบคลอรีน                                        ปริมาณคลอรีนอิสระ (%)      
 
Gaseous chlorine  100 
Sodium hypochlorite  1-7 
Calcium hypochlorite  35 
Chloramine-T  25     
Chlorine dioxide    - 
Cyanurate  70                                  
 

 
ท่ีมา: ถกลวรรณ พิรุณสาร (2547) 
 
 

ตารางท่ี 2.8 สารประกอบคลอรีนชนิดตา่งๆ ท่ีใช้ในอตุสาหกรรม 
 

ชนิดของสาร                        สตูรทางเคมี             Chemical                             คณุสมบตัิ 
                                                                            Abstracts                           การละลายน า้ 
                                                                           Registry no.                        ที่อณุหภมูิ 70 ◦F   

 
Gaseus chlorine                     Cl2                     7782-50-5  0.7% 

Hypochlorous acid               HOCl                  7709-92-3  ละลายได้ดีมาก 
Sodium hypochlorite            NaOCl                56802-99-4 ละลายได้ดีมาก  

Calcium hypochlorite          Ca(OCl)2                     7778-54-3 ละลายได้ปานกลาง 
Chloramine-T            H3C-C6H4SO2-N-NaCl       473-34-7  15%    
Dichlorodiethyl-hydantoin   C5H6Cl2N2O2          1118-52-5  1.2% 
Trichlorocyanuric acid         Cl3(NCO)3                      87-90-1  1.2% 
Dichlorocyanuric acid         Cl2H(NCO)3             2782-57-2  2.6% 
Chlorine dioxide                 ClO2                       11049-04-4  2.0%  

 
 

ท่ีมา: ถกลวรรณ พิรุณสาร (2547)    
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   2.6.1.2 การใช้สารประกอบคลอรีนในการลดปริมาณจุลินทรีย์ 
 

 การใช้สารประกอบคลอรีนในการท าความสะอาดและฆ่าเชือ้จลุินทรีย์ ซึ่งจะมีการ
ใช้น า้ในกระบวนการเตรียมสารฆ่าเชือ้ โดยได้แบง่คลอรีนเป็น 5 กลุ่มใหญ่ๆ คือคลอรีนเหลว 
สารประกอบไฮโปคลอไรด์ (hypochlorite) สารอนินทรีย์คลอรามีน (inorganic chloramines) 
สารอินทรีย์คลอรามีน (organic chloramines) และคลอรีนไดออกไซด์ (chlorine dioxide) ซึ่ง
คลอรีนแตล่ะกลุม่จะมีประสิทธิภาพแตกตา่งกนั 

 
 ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์ของคลอรีน เกิดจากคลอรีนท าปฏิกิริยารวมตวักับ 
โปรโตพลาสซึมของเซลล์จุลินทรีย์ โดยเข้าไปไปแทนท่ีไฮโดรเจนอะตอมในกลุ่มอะมิโน  จะ
เกิดเป็นสารประกอบขึน้ใหม ่คือ คลอรามีน ซึ่งเป็นสารท่ีเป็นพิษตอ่เซลล์จลุินทรีย์ คลอรีนจะ
ท าให้เกิดการตกตะกอน ขดัขวางการท างานของเอนไซม์ท่ีส าคญัภายในเซลล์และยบัยัง้การ
ใช้กลโูคสของจลุินทรีย์ (กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกลุ, 2549) 

 
 2.6.1.3 ประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ของโซเดียมไฮโปคลอไรท์          
(สดุาพร เทียบจตัรัุส, 2545) 

 
 ในทางการค้าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีมีความเข้มข้นของคลอรีนท่ีใช้ได้ 
10 % หรือ 100,000 ppm (part per million หรือส่วนในล้านส่วน) เตรียมได้จากปฏิกิริยา
ระหว่างโซเดียมไฮดรอกไซด์และคลอรีนในน า้ ซึ่งเป็นกลุ่มของคลอรีนท่ีนิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารมากท่ีสุด เน่ืองจากมีความเป็นพิษต ่า เกิดปฏิกิริยาได้เร็ว ท าลาย
จุลินทรีย์ได้หลายชนิดและราคาถูก มีสมบัติฟอกสี (Marriott and Gravani,2006) แต่มี
ข้อเสีย คือ กัดกร่อนโลหะบางชนิดและประสิทธิภาพในการท าลายจุลินทรีย์ลดลงเม่ือมี
สารอินทรีย์ปะปนในสารละลาย แตใ่นการท าความสะอาดพืน้ผิวโต๊ะปฏิบตัิการ เคร่ืองจกัร
และอปุกรณ์ต่างๆ จะนิยมใช้ความเข้มข้นประมาณ 100-200 ppm แตบ่ริเวณท่ีสกปรกมาก
หรือในโรงพยาบาลอาจใช้ถึง 1,000 ppm หรือมากกว่าก็ได้ ท่ีระดบัความเข้มข้น 50-300 
ppm มี pH อยู่ในช่วง 7-9 ท่ี pH 5 จะมีความคงตัวน้อยลง สารไฮโปคลอไรท์เป็น
สารประกอบท่ีมีประจุลบ จึงไม่ควรใช้ ร่วมกับสารชะล้างหรือสารท าความสะอาด 
(detergent) ท่ีมีประจบุวก นอกจากนีไ้ม่ควรผสมสารไฮโปคลอไรท์ในสารท าความสะอาดท่ี
มีฤทธ์ิเป็นกรด เพราะจะท าให้เกิดก๊าซคลอรีนซึ่งเป็นอนัตรายตอ่ระบบทางเดินหายใจของผู้
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ปฎิบตัิงาน ปัจจุบนัใช้ในอุตสาหกรรมฟอกสี สารฆ่าเชือ้โรคในแหล่งน า้ และใช้เป็นสารฆ่า
เชือ้ในอตุสาหกรรมนมและอาหารอยา่งกว้างขวาง  

 
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ซึ่งเป็นสารประกอบคลอรีนมีสมบตัิในการท าลายจลุินทรีย์ 

ดงัตอ่ไปนี ้(สดุาพร เทียบจตัรัุส, 2545) 
 
1. ส่วนท่ีเป็นเย่ือหุ้ มเซลล์ ได้แก่ ผนังเซลล์ เย่ือหุ้ มเซลล์และเย่ือหุ้ มสปอร์ 

สารประกอบคลอรีนสามารถท าลายแบคทีเรียได้โดยการเกิดปฏิกิริยาของคลอรีนกบัโปรตีน
ในเย่ือหุ้มเซลล์ ท าให้เกิดการสร้างสารประกอบ N-chloro ซึ่งไปรบกวนกระบวนการเมตา 
บอลิซึมของเซลล์ ท าให้สมบัติการควบคุมการผ่านเข้าออกของเซลล์สูญเสีย ไปและ
สารประกอบคลอรีนมีคณุสมบตัิท าให้เย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพ ท าให้ไม่สามารถควบคมุการ
เข้าออกของสารอาหารได้ ดงันัน้เม่ือเย่ือหุ้มเซลล์ถูกท าลายจะท าให้สารอาหารไม่สามารถ
เข้าสูเ่ซลล์ได้ เชน่ กรดอะมิโน คาร์โบไฮเดรต หรือสารอาหารท่ีจ าเป็นในการด ารงชีพ เป็นต้น 
เม่ือเซลล์ขาดสารอาหาร จะท าให้การเจริญของจลุินทรีย์หยดุลงและตายในท่ีสดุ  

 
2. ส่วนท่ีเป็นของเหลวภายในเซลล์ (protoplast) สารประกอบคลอรีนสามารถ

ท าลายจลุินทรีย์ได้โดยคลอรีนจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนักับส่วนโปรโตพลาสซึมของเซลล์
โดยเฉพาะสว่นท่ีเป็นโปรตีน ท าให้สว่นท่ีเป็นโปรตีนของเซลล์ตกตะกอน สารประกอบคลอรีน
จะไปท าปฏิกิริยากบัส่วนท่ีเป็นซลัโฟดริล (sulhydryl) ของโปรตีน เกิดการรบกวนการท างาน
ของเซลล์  

 
3. ส่วนท่ีเป็นเอนไซม์ เอนไซม์เป็นโปรตีนสารประกอบคลอรีนท่ีเข้าไปในเซลล์

ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้างหรือเกิดการรวมตัวของเอนไซม์ ดังนัน้สารประกอบ
คลอรีนรบกวนระบบการการท างานของเอนไซม์และยงัสามารถท าลายเอนไซม์ได้อีกด้วย ท า
ให้ระบบการท างานของเอนไซม์เปล่ียนไป เอนไซม์หลายชนิดท่ีได้รับผลกระทบจากคลอรีน 
เช่น glucose oxidase, transaminase, succinic oxidase เป็นต้น การรบกวนเอนไซม์และ
ระบบเอนไซม์ของกรดไฮโปคลอรัสนีจ้ะไปมีผลต่อการออกซิเดชันของกลูโคส (glucose 
oxidation) ซึ่งจะท าให้จลุินทรีย์ไม่สามารถน ากลโูคสมาใช้ได้ ท าให้เซลล์จุลินทรีย์ขาดอาหาร
การเจริญของเซลล์หยุดลงและตายในท่ีสุด (สดุาพร เทียบจตัรัุส, 2545;ถกลวรรณ พิรุณสาร
,2547) 
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2.6.1.4 ปัจจัยที่ มีผลต่อประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของคลอรีนและ
สารประกอบคลอรีน  

 
คลอรีนและสารประกอบคลอรีนจะมีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ได้ ดี อาจ

ขึน้อยูก่บัปัจจยัตา่ง ๆ ได้แก่ 
 
1. ชนิดและรูปแบบของจุลินทรีย์ ประสิทธิภาพของคลอรีนและสารประกอบ

คลอรีนในการท าลายจลุินทรีย์ชนิดต่างๆ แตกตา่งกันมีผลต่อประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้
ของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน เช่น แบคทีเรียชนิดท่ีสร้างสปอร์ได้จะทนตอ่คลอรีนและ
คลอรีนและสารประกอบคลอรีนได้มากกว่าแบคทีเรียท่ีไม่สร้างสปอร์ เวลาท่ีใช้ในการลด
ปริมาณเชือ้จะนานกวา่ 10 ถึง 100 เท่า และความเข้มข้นของปริมาณคลอรีนอิสระท่ีใช้ในการ
ยบัยัง้เชือ้จะสงูกว่า (Ito and Seegar, 1980) ทัง้นีป้ระสิทธิภาพในการท าลายจลุินทรีย์ชนิด
ตา่งกนัเก่ียวข้องกบัปัจจยัหลายอย่าง ได้แก่ ความเป็นกรด-ดา่ง ระยะเวลาท่ีสมัผสักบัคลอรีน 
อณุหภมูิ และความเข้มข้นของคลอรีน 

 
2. ปริมาณเร่ิมต้นของจุลินทรีย์ ประสิทธิภาพการท าลายจลุินทรีย์ของสารละลาย

คลอรีนขึน้อยู่กับปริมาณของจุลินทรีย์ เม่ือปริมาณจุลินทรีย์เร่ิมต้นเพิ่มขึน้ จะต้องเพิ่มความ
เข้มข้นของสารละลายคลอรีนและเวลาในการท าลายจุลินทรีย์มากขึน้  (Ito and Seegar, 
1980) 

 
3. ความเข้มข้น การเพิ่มความเข้มข้นของคลอรีนและสารประกอบคลอรีนจะท าให้

ประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้คลอรีนได้ดีขึน้ 
 
4. อุณหภูมิ เม่ืออุณหภูมิสูงขึน้จะพบว่า ประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ของ

คลอรีนและสารประกอบคลอรีนจะเพิ่มขึน้ด้วย (Ito and Seeger, 1980) 
 
5. ความเป็นกรด-ด่าง เป็นปัจจัยหนึ่ง ท่ี มีความส าคัญต่อความคงตัวของ 

hypochlorous acid ซึ่งจะมีผลตอ่ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของคลอรีนและสารประกอบ
คลอรีน โดยทัว่ไปเม่ือน าคลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนนีม้าละลายน า้ จะท าให้เกิดการแตก
ตวัเป็นคลอรีนอิสระ ซึ่งจะอยู่ในรูปของ Cl2, hypochlorous acid และhypochlorite ion ซึ่ง
การแตกตัวให้ hypochlorous acid นัน้ จะอยู่ในช่วง pH 4-5 แต่ส าหรับสารโซเดียม            
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ไฮโปคลอไรท์นัน้ มกัถกูน ามาใช้ในช่วง pH 7-9 ทัง้นีเ้น่ืองจากท่ีช่วง pH 4-5 จะมีความคงตวั
น้อย ดังนัน้ค่าความเป็นกรดไฮโปคลอรัสจะมีผลต่อประสิทธิภาพในการยับยัง้จุลินทรีย์  
(Macrae, Robinson and Sadler,1993 ; ถกลวรรณ พิรุณสาร, 2547) 
 

6. ปริมาณสารเจือปน การมีสารเจือปนตา่งๆ กระจายตวัอยู่ในน า้ การเติมคลอรีน
หรือสารประกอบคลอรีนลงในน า้ท่ีมีสารเจือปนจะท าให้ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของ
คลอรีนลดลง โดยสารอินทรีย์หรือสารอนินทรีย์เหล่านีจ้ะช่วยป้องกันจุลินทรีย์ให้พ้นจาก
ปฏิกิริยาของคลอรีน โดยพบวา่ การเตมิคลอรีนลงในน า้ท่ีมีตะกอนจะพบจ านวนแบคทีเรียรอด
ชีวิตมากกว่าน า้ท่ีไม่มีตะกอน แอมโมเนีย (NH3) จะท าปฏิกิริยากับคลอรีนเกิดเป็นพวก      
คลอรามีน ซึง่ให้คณุสมบตัใินการฆา่เชือ้ต ่ากวา่กรดไฮโปคลอรัส (ถกลวรรณ พิรุณสาร, 2547) 
 

7. ความกระด้างของน า้ ความกระด้างของน า้ไม่มีผลต่อประสิทธิภาพในการ
ท าลายแบคทีเรียของไฮโปคลอไรท์ ถ้าน า้กระด้างมากจะเกิดการตกตะกอนได้ แต่ความ
กระด้างของน า้มีผลตอ่การเปล่ียนแปลงของคา่ความเป็นกรด-ดา่งจะท าให้ประสิทธิภาพของ
คลอรีนเปล่ียนแปลง (Macrae et al., 1993) 

 
8. เวลา เป็นปัจจัยหนึ่งท่ีส าคัญต่อประสิทธิภาพของคลอรีนและสารประกอบ

คลอรีน สารเคมีส าหรับฆ่าเชือ้ทกุชนิดจะมีประสิทธิภาพแตกตา่งกนัไปขึน้กบัเวลาท่ีใช้ในการ
สมัผสักบัสิ่งท่ีต้องการฆา่เชือ้ โดยระยะเวลาและอณุหภูมิเพิ่มขึน้ ประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้
มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ แต่สารฆ่าเชือ้บางชนิดเกิดการสลายตวัหรือไม่คงตวัเกิดขึน้ได้เม่ืออุณหภูมิ
เพิ่มขึน้ เชน่ โซเดียมไฮโปคลอไรท์ จะสลายตวัท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นต้น (Marriott 
and Gravani, 2006)    

 
9. ความคงตวั คลอรีนและสารประกอบคลอรีนนัน้ควรเตรียมในภาชนะท่ีสะอาด 

และเตรียมใหม่ๆ ก่อนใช้งาน สารละลายท่ีเหลือจากการใช้งานหรือการเตรียมล่วงหน้าเป็น
เวลานานอาจเส่ือมประสิทธิภาพ อาจเป็นแหล่งสะสมของจุลินทรีย์ท่ีทนทานต่อสารฆ่าเชือ้
ชนิดนีแ้ล้ว และสารฆา่เชือ้อาจไมมี่ประสิทธิภาพหากผสมกบัสารซกัฟอกหรือสารฆ่าเชือ้อ่ืน จึง
ควรทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้อย่างสม ่าเสมอ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือท าให้เจือจาง 
(ถกลวรรณ พิรุณสาร, 2547) 
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2.6.1.5 การใช้คลอรีนและสารประกอบคลอรีนในอุตสาหกรรมอาหาร  
 

คลอรีนและสารประกอบคลอรีนทัง้อินทรีย์และอนินทรีย์มีสมบตัิในการท าลายและ
ยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย์ FDA จึงได้ก าหนดให้คลอรีนเป็นสารประเภทท่ีเรียกว่า GRAS 
(Generally Recognized as Safe) (Marriott and Gravani, 2006; Stanga, 2010)   ดงันัน้
การใช้คลอรีนและสารประกอบคลอรีนจึงมีความปลอดภัยในการน าไปใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารประเภทต่างๆ ซึ่งมักใช้คลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนในการฆ่าเชือ้จุลินทรีย์ 
ถกลวรรณ พิรุณสาร (2547) รายงานว่า มีการใช้คลอรีนและสารประกอบคลอรีนตัง้แตปี่ ค.ศ.
1958 โดยใช้ในการควบคมุผลิตภัณฑ์สตัว์ปีก (Poultry Products Inspection Act) และ
ผลิตภัณฑ์เนือ้ (Meat Inspection Act) และได้รับอนุญาตในหลายประเทศให้ใช้เพ่ือฆ่า
เชือ้จลุินทรีย์ในน า้ด่ืม  
 
 เน่ืองจากคลอรีนและสารประกอบคลอรีน มีคณุสมบตัิท่ีดีในการท าลายและยบัยัง้
การเจริญของจลุินทรีย์ มีความปลอดภยัต่อผู้บริโภค จึงมีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร
ประเภทตา่งๆ มีรายงานว่าคลอรีนสามารถใช้เป็นสารฆ่าเชือ้ในน า้ด่ืมและยงัใช้ในน า้ท่ีใช้ล้าง
วตัถุดิบในโรงงานอตุสาหกรรมท่ีเป็นอาหารดิบ เช่น เนือ้สตัว์ และใช้ในการล าเลียงอาหารใน
สายการผลิต เชน่เดียวกบั Wei และคณะ (1985) รวบรวมข้อมลูการใช้คลอรีนในอตุสาหกรรม
ดงันี ้คือ ใช้ล้างผกัผลไม้ดบิ ใช้ในน า้หลอ่เย็นหลงัการฆา่เชือ้อาหารกระป๋อง ใช้ในการท าความ
สะอาดอปุกรณ์ภาชนะบรรจุอาหาร ใช้ในอุตสาหกรรมแป้งเป็นสารปรับปรุงคณุภาพประเภท 
bleaching agent และoxidizing agent ใช้เป็นสารฆ่าเชือ้ในโรงฆ่าสตัว์ ใช้สารละลายคลอรีน
เจือจางฉีดพ่นฝอยในระหว่างการล าเลียงและการท าความเย็นแก่วตัถดุิบ นอกจากนีย้งัมีการ
ใช้คลอรีนในอุตสาหกรรมประเภทอ่ืนๆ เช่น อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมสิ่งทอ 
อตุสาหกรรมการผลิตยา เป็นต้น 
 

2.6.1.6 ข้อจ ากัดในการใช้คลอรีนและสารประกอบคลอรีน  (ถกลวรรณ    
พิรุณสาร, 2547) 

 
 สารละลายคลอรีนและสารประกอบคลอรีน ได้แก่ กรดไฮโปคลอรัสและ                
ไฮโปคลอไรท์มีค่าความเข้มข้นต ่าท่ีสุดท่ีรับกลิ่น (ordor threshold) และค่าความเข้มข้นต ่า
ท่ีสุดท่ีรับรสได้ (Taste threshold) ต ่า แม้ท่ีความเข้มข้นในสารละลายต ่ามากโดยเฉพาะ      
ไฮโปคลอรัสมีคา่ร้อยละความเข้มข้นต ่าสดุท่ีรับกลิ่นและรส เท่ากบั 0.28 และ0.24 ตามล าดบั 
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ส่วนไฮโปคลอไรท์อิออน มีค่าร้อยละความเข้มข้นต ่าท่ีสุดท่ีรับกลิ่นและรสเท่ากับ 0.36 และ
0.30 โดยทัง้คูใ่ห้กลิ่นระเหยของคลอรีนเชน่กนั 

 
เน่ืองจากคลอรีนเป็นสารประเภทท่ีเรียกว่า GRAS มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค

FDA ได้ก าหนดปริมาณการใช้โซเดียมไฮโปคลอไรท์ในการล้างท าความสะอาด เคร่ืองมือและ
พืน้ผิวสมัผสัอาหารท่ีใช้ในกระบวนการแปรรูปอาหาร โดยก าหนดให้มีคลอรีนอิสระไม่เกิน 200 
ppm (Wei, Cook and Kirk ,1985) การล้างท าความสะอาดสายพานล าเลียงผกัและผลไม้สด
ควรใช้คลอรีนความเข้มข้น 1-5 ppm ความเข้มข้นท่ีแตกตา่งกนัขึน้กบัชนิดของผลิตภณัฑ์หรือ
ใช้สารประกอบคลอรีนในรูปของแคลเซียมโปคลอไรท์และโซเดียมไฮโปคลอไรท์เพ่ือลดจ านวน
จุลินทรีย์ในผักผลไม้สด ส่วนน า้ด่ืมควรมีปริมาณคลอรีนเหลือเพียง 0.025-0.2 ppm ทัง้นี ้
ขึน้กับการปนเปื้อนของน า้และปริมาณอินทรีย์วัตถุท่ีมีในน า้ การใช้คลอรีนในน า้หล่อเย็น
กระป๋องหลังผ่านกระบวนการให้ความร้อนแล้ว เข้มข้นของคลอรีนไม่เ กิน 0.2 ppm 
(ถกลวรรณ พิรุณสาร, 2547) 
 

องค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา (U.S. Food and Drug Administration; 
U.S.FDA) ได้ออกกฎควบคมุการใช้คลอรีนและสารประกอบไฮโปคลอไรท์ ซึ่งแสดงในตารางท่ี 
2.9 
 
ตารางที่  2.9 ข้อก าหนดการใช้สารประกอบคลอรีนและไฮโปคลอไรท์ในอตุสาหกรรมอาหาร
ของ U.S.FDA 
 

การใช้งาน    ระดบัการใช้งาน 

 

 
ใช้โซเดียมไฮโปคลอไรท์เพ่ือล้างท าความสะอาด  ไมเ่กินร้อยละ 0.2 
หรือใช้ในการปอกเปลือกผกัและผลไม้ 
ใช้โซเดียมไฮโปคลอไรท์เพ่ือเป็นสารฆา่เชือ้จลุินทรีย์ คลอรีนอิสระความเข้มข้น 
ในอปุกรณ์การผลิตอาหาร เคร่ืองมือ  ไมเ่กิน 200 ppm 
และสว่นท่ีสมัผสัอาหาร 
 
  

ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Wei และคณะ (1985) 
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2.6.2 กรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ (Peroxyacetic acid)  
 
 กรดเปอร์รอกซีแอซีติก คือ เปอร์ออกไซด์ของกรดแอซีติก มีคุณสมบัติเป็นสาร
ออกซิไดซ์อยา่งแรง ละลายน า้ได้ดี และท่ีความเข้มข้นสงูมีกลิ่นฉนุ โดยทัว่ไปมีสารให้ความคง
ตวัผสมอยูด้่วย ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ลดลงเม่ืออณุหภูมิสงู และเม่ือมีการปนเปือ้นของ
โลหะหนกั เม่ือเปรียบเทียบกบัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แล้ว สารละลายกรดเปอร์รอกซีแอซีติก
มีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ดีกว่าไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในสภาวะท่ีมีสารอินทรีย์ปะปน
อยู่  นอกจากนีส้ารละลายกรดเปอร์ออกซีแอซีติกไม่ท าปฎิ กิ ริยากับคะตะเล สและ               
เปอร์ออกซิเดส ซึ่งเป็นคุณสมบัติท่ีแตกต่างจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Kunigk and 
Almeida, 2001) 
 
 กรดเปอร์ออกซีแอซีติก สามารถท าลายเซลล์แบคทีเรียได้โดยการรบกวนพันธะ  
ซันไฮดริลและซัลเฟอร์ในโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบของเอนไซม์ โดยท าหน้าท่ีเป็นสาร
ออกซิไดซ์ และยงัสามารถท าปฏิกิริยากบัโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลล์ นอกจากนี ้
กรดเปอร์รอกซีแอซีติกยังสามารถท าให้โปรตีนเสียสภาพ ขัดขวางการขนส่งของผนังเซลล์
ขัดขวางการท างานของเอนไซม์ท่ีจ าเป็นต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ สามารถ
รบกวนการเข้าออกท่ีเย่ือหุ้ มเซลล์จึงสามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียและท าให้เซลล์ถูก
ท าลายในท่ีสดุ (Rossini and Gaylarde, 2000) 
 
 เม่ือสารละลายกรดเปอร์รอกซีแอซีติกสลายตวั จะได้น า้ ออกซิเจน และกรดแอซีติก 
ซึ่งเป็นสารท่ีไม่เป็นพิษในอาหารและสิ่งแวดล้อม นอกจากนีย้ังไม่ท าให้เกิดโฟมและสาร
ประกอบฟอสเฟต  สามารถเกิดปฏิกิริยาในน า้กระด้าง และย่อยสลายได้ทางชีวภาพ           
ณฐนนท์ ตราชู (2551) รายงานว่า ปัจจุบนัได้มีการน าสารจ าพวก peracids เช่น peracetic 
acid และperoctanoic acids ซึ่งแตกตวัให้กรดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และออกซิเจน จดัเป็น
สารในกลุ่ม oxidizing agent เช่นเดียวกับคลอรีน มีหลายงานวิจยัรายงานว่า กรดเหล่านี ้
สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรียได้ดี และปริมาณของสารอินทรีย์ในน า้ไม่ได้มีผลต่อ
ประสิทธิภาพมากนกั ไม่มีผลกัดกร่อนต่อ stainless steel เท่ากับคลอรีนและกรดสามารถ
ท าลายไบโอฟิล์มได้ (ณฐนนท์ ตราชู, 2551; Fatemi and Frank, 2003; Kunigk and 
Almeida, 2001) อย่างไรก็ดีข้อมูลเก่ียวกับการศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในกลุ่ม 
peracids ท่ีมีตอ่เชือ้ชนิดตา่งๆมีน้อยกวา่คลอรีนมาก 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินงานวิจัย 

 

3.1 จุลินทรีย์ทดสอบ 
 
เชือ้บริสุทธ์ิ Pseudomonas fluorescens TISTR 358 จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแหง่ประเทศไทย  
 
3.2 พืน้ผิวทดสอบ 
 
Stainless steel ชนิด 304 No.2B ได้รับจากการอนเุคราะห์จากบริษัทไทยน๊อคซ์สตีล จ ากัด 
(มหาชน) 
 
3.3 อาหารเลีย้งเชือ้ 
 
Trypticase Soy Broth (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
Trypticase Soy Agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
Pseudomonas Agar Base (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
Nutrient Agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
Peptone (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
 
3.4 สารเคมี 
 
Sodium thiosulfate-pentahydrate (Na2S2O3.5H2O)   AR grade 
Sodium chloride (NaCl)     AR grade 
Potassium iodide (KI)     AR grade 
Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)   AR grade 
Di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4)  AR grade 
Acetone ((CH3)2CO)      AR grade 
Absolute ethanol (C2H5OH)     AR grade 
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3.5 สารฆ่าเชือ้ 
 
Sodium hypochlorite (NaOCl) (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 
Peroxyacetic acid: POA (Peroxy Thai, Thailand)  
 
3.6 เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 
 
ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Memmert รุ่น 600, Germany) 
เคร่ือง Spectrophotometer (รุ่น Genesys 10 UV, USA) 
เคร่ืองชัง่น า้หนกั ทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius รุ่น BP3100S, Germany) 
เคร่ืองชัง่น า้หนกั ทศนิยม 4 ต าแหนง่ (Sartorius รุ่น A2005, Germany) 
เคร่ือง pH meter (Eutech รุ่น Cyber Scan pH 1000 Bench,Singapore) 
เคร่ือง Vortex (Labnet รุ่น VX 100, USA) 
เคร่ือง Autoclave (TOMY Autoclave รุ่น SS-320, Japan) 
ตู้บม่เชือ้ Incubator (Heraeus instrument รุ่น B6) 
ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขยา่ Incubation shaker (Magnet รุ่น LINE-LAB, Germany) 
เคร่ือง Centrifuge (Zentrifugen รุ่น 40G257, Germany) 
เคร่ือง Colony counters (Suntex, Taiwan) 
ตู้  Laminar flow cabinet (BVT-123, Thailand) 
เคร่ืองสไลซ์เนือ้สตัว์ Meat Slicing Machine (Model: Quarzo 300, Italy) 
เคร่ืองแก้วและอปุกรณ์ตา่งๆท่ีจ าเป็น 
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 3.7 ขัน้ตอนและวิธีด าเนินการวิจัย 
 
3.7.1 การเตรียมเซลล์ P. fluorescens และการนบัจ านวนเซลล์ 
 
3.7.1.1 การเตรียมเซลล์ P. fluorescens 
 

เตรียมเซลล์แบคทีเรียจากแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีเพาะเลีย้งด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด 
Nutrient Agar (NA) เอียงในหลอดทดลอง (slant) และเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดย
ถ่ายเชือ้  1 ลปูลงในอาหารเหลว Trypticase Soy Broth (TSB) 100 มิลลิลิตร เพาะเลีย้งโดย

การเขย่า 150 rpm ท่ีอุณหภูมิ 28  2 oC เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้แยกตะกอนเซลล์

โดยการหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 3500 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 28  2 oC เก็บส่วน
ตะกอนท าใหแขวนลอยอีกด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร และปรับให้ได้ค่าดดูกลืนแสงประมาณ 0.3 จะได้เชือ้เร่ิมต้นท่ี   
9 log CFU/mL เตรียมความเข้มข้นของปริมาณเซลล์ตัง้ต้นท่ีต้องการ โดยเจือจางตะกอนเซลล์
ตัง้ต้นใน 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ให้มีความเข้นข้นของตะกอนเซลล์ 9 log CFU/ml ส าหรับ
การทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้
ต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL)  เจือจางให้มีความเข้นข้นของตะกอนเซลล์ 4 log CFU/mL 
ตรวจนับปริมาณเซลล์ในอาหารเหลวตามวิธีในข้อ 3.7.1.2 จากนัน้น าไปทดสอบการเกิด      
ไบโอฟิล์มและประสิทธิภาพของสารฆา่เชือ้ตอ่ไป 

 
3.7.1.2 การนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens 
 

ตรวจนบัปริมาณเซลล์เร่ิมต้นของแบคทีเรียด้วยวิธี spread plate technique โดย     
ปิเปตเชือ้เร่ิมต้น 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองซึ่งมี 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ ปริมาตร               
9 มิลลิลิตร เจือจางให้ได้ระดบัความเข้มข้นท่ีต้องการ จากนัน้ปิเปตสารละลายเชือ้เจือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชือ้ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ใช้แท่งแก้วปลอดเชือ้เกล่ีย

เชือ้ให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนี
บนจานเพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนโคโลนีระหวา่ง 25-250 โคโลนี ค านวณหาปริมาณ P. fluorescens 
ทัง้หมดในสารละลาย 1 มิลลิลิตร ทดลอง 3 ซ า้ตอ่หนึง่ความเข้มข้น 
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3.7.2 การเกาะตดิและการเกิดไบโอฟิล์ม 
 

3.7.2.1 การเตรียมพืน้ผิวทดสอบ  
 

เตรียมพืน้ผิวท่ีใช้ในการทดสอบ ได้แก่ stainless steel เกรด 304 ชนิด 2B ความหนา

ประมาณ 1 มิลลิเมตร โดยเตรียมพืน้ผิวให้มีขนาด 17 เซนติเมตร ท าความสะอาดโดย            
แช่แผ่นสเตนเลสสตีลในอะซีโตน (acetone) เพ่ือล้างคราบไขมนัออก  30 นาที ล้างด้วยน า้    
ดีไอออไนซ์ (deionized water) 2 ครัง้  แช่ในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 5 N เป็น
เวลา 15 นาที ล้างด้วยน า้ดีไอออไนซ์ (deionized water) 2 ครัง้และแช่ในสารท าความสะอาด
(น า้ยาท าความสะอาดจานอาหาร) 30 นาที ล้างด้วยน า้ดีไอออไนซ์ (deionized water) เพ่ือ
ก าจดัสารท าความสะอาดท่ีหลงเหลืออยู่และใส่ลงในภาชนะแก้วฝาปิดน าไปฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 
121 oC  เป็นเวลา 15 นาที  
 
3.7.2.2 การทดสอบการเกาะตดิของ P. fluorescens 
 

ปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลวท่ีเตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 3.7.1.1 ซึ่งมีความ
เข้มข้นของเซลล์ 9 log CFU/mL ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดปลอดเชือ้ขนาด           
50 มิลลิลิตร  ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ปลอดเชือ้ 9 มิลลิลิตร จากนัน้น าแผ่นพืน้ผิวทดสอบท่ี

เตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 3.7.2.1 ใสล่งในหลอดดงักลา่ว บม่ท่ีอณุหภูมิ 28  2 oC โดยแปรเวลา
ในการจุ่มแผ่นทดสอบ เป็นเวลา 0 ถึง 120 นาที เพ่ือทดสอบการเกาะติดของ P. fluorescens 
เม่ือครบตามเวลาท่ีก าหนดน าแผ่นผิวทดสอบมาล้างด้วย 0.85% NaCl  ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ เพ่ือ
ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบออก แล้วนบัปริมาณเซลล์ท่ีเกาะติดตามวิธีในข้อ 
3.7.3 ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท าเช่นเดียวกับท่ี
กลา่วข้างต้น ทดลอง 3 ซ า้ตอ่หนึง่ความเข้มข้น 
 
3.7.2.3 การเกิดไบโอฟิล์ม  
 

ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) ปิเปตสารแขวนลอย
เซลล์ในอาหารเหลวท่ีเตรียมขึน้ตามวิ ธีในข้อ 3.7.1.1 ซึ่ง มีความเข้มข้นของเซลล์                     
9 log CFU/mL ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดปลอดเชือ้ขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ปลอดเชือ้ 9 มิลลิลิตร จากนัน้น าแผ่นพืน้ผิวทดสอบท่ีเตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 
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3.7.2.1 ใสล่งในหลอดดงักลา่ว บม่ท่ีอณุหภมูิ 28  2 oC เป็นเวลา 30 วินาที ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้
เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบออกด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ แล้วจึงน าแผ่น            
สเตนเลสสตีลไปใส่ในหลอดปลอดเชือ้หลอดใหม่ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB 10 มิลลิลิตร บ่มท่ี

อณุหภมูิ 28  2 oC  เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น าแผ่นผิวทดสอบมาล้างด้วย 0.85% NaCl 
ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ เพ่ือล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบออก แล้วตรวจนบัปริมาณ           
P. fluorescens ท่ีอยู่บนแผ่นผิวทดสอบ ตามวิธีในข้อ 3.7.2.5  ส าหรับการทดสอบปริมาณ
เซลล์ตัง้ต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท าเช่นเดียวกับท่ีกล่าวข้างต้น ทดลอง 3 ซ า้ต่อหนึ่ง
ความเข้มข้น 
 
3.7.2.4 ปัจจยัท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดไบโอฟิล์ม 
 

3.7.2.4.1 ศึกษาการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่น stainless steel 
เกรด 304 ชนิด 2B โดยท าการทดลองเช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.7.2.3 แต่เปล่ียนอุณหภูมิจาก 

อุณหภูมิ  28   2  oC เ ป็น  15  2  และ20  2  oC ตามล าดับ  โดยใช้ เ ชื อ้ เ ร่ิม ต้น                    
8 log CFU/mL วางแผนการทดลองและวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติแบบ RCBD วิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple – range tests โดย
ใช้โปรแกรมส าเร็จรูป ทดลอง 3 ซ า้ 

 
3.7.2.4.2 ศกึษาการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่นทดสอบท่ีมีแหล่งของ

อาหารแตกต่างกัน โดยท าการทดลองเช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3.7.2.3 แต่เปล่ียนชนิดของ
ตวักลางชนิดเหลวจาก TSB เป็น 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ และ soiling agent (beef meat 
5%w/v) โดยใช้เชือ้เร่ิมต้น 8 log CFU/mL วางแผนการทดลองและวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ
แบบ RCBD วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียโดยวิธี Duncan’s 
multiple – range tests โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป ทดลอง 3 ซ า้ 
 
3.7.2.5 การตรวจวิเคราะห์การเกาะตดิและการเกิดไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวทดสอบ 
 

ตรวจนบัปริมาณจลุินทรีย์ท่ีเกาะติดและเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่น
ทดสอบ โดยการใช้ไม้พนัส าลีปลอดเชือ้กวาดบนพืน้ผิวทดสอบท่ีเกิดการเกาะติดและสร้าง    
ไบโอฟิล์ม ขนาดพืน้ท่ี 2 ตารางเซนติเมตร จากนัน้น าไม้พันส าลีไปใส่ใน 0.85% NaCl      
ปลอดเชือ้ แล้วป่ันด้วยเคร่ือง vortex mixer ท่ีความเร็วสงูสดุประมาณ 1 นาที น าสารละลายท่ี
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ได้ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้ได้ระดบัการ
เจือจางท่ีท าให้สามารถตรวจนบัเชือ้ได้ในชว่ง 25 ถึง 250 โคโลนี และปิเปตสารละลายเจือจาง 
0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ด้วยวิธี spread plate technique บม่ท่ี

อณุหภมูิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนจานเพาะเชือ้ ค านวณหา
ปริมาณเซลล์ตอ่พืน้ท่ี 1 ตารางเซนตเิมตร ทดลอง 3 ซ า้ตอ่หนึง่ความเข้มข้น 
 
3.7.3 ประเมินผลการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวทดสอบด้วย Scanning 
Electron Microscope (SEM) 
 
 ประเมินผลการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวทดสอบ โดยใช้พืน้ผิว
ทดสอบท่ีเกิดไบโอฟิล์ม ท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบ
ออก ด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ จากนัน้น าตวัอย่างทัง้หมดแช่ใน glutaraldehyde 
เพ่ือตรึงเซลล์ให้หยุดการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวน ส่งตรวจท่ีศนูย์เคร่ืองมือวิจยัวิทยาศาตร์และ
เทคโนโลยี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั โดยใช้เคร่ือง Scanning Electron Microscope (SEM) 
รุ่น JSM-5410 LV เพ่ือตรวจลกัษณะการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่นพืน้ผิว
ทดสอบดงักลา่ว 
 
3.7.4 ศกึษาการถ่ายโอนเซลล์ของ P. fluorescens จากเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภณัฑ์อาหารโดย
ดดัแปลงวิธีของ Pérez-Rodríguez และคณะ (2007) 
 

3.7.4.1 การเตรียมเคร่ืองสไลซ์เนือ้  
    ท าความสะอาดเคร่ืองสไลซ์เนือ้และใบมีดสเตนเลสสตีลตามวิธีท่ี
เหมาะสมส าหรับใบมีดสเตนเลสสตีลท าความสะอาดโดยแช่แผ่นสเตนเลสสตีลในอะซีโตน 
(acetone) เพ่ือล้างคราบไขมนัออก  30 นาที ล้างด้วยน า้ดีไอออไนซ์ (deionized water)        
2 ครัง้  แช่ในเอธานอล 70 % (v/v) 10 นาที ล้างด้วยน า้ร้อนอุณหภูมิ 80 oC ส่วนเคร่ือง    
สไลซ์เนือ้ ท าความสะอาดโดยพน่เอธานอล 70 % (v/v) บริเวณพืน้ผิวเคร่ืองสไลซ์เนือ้  
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3.7.4.2 การเตรียมใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens 
Biofilm ปนเปือ้นบนพืน้ผิว 
     
    3.7.4.2.1 การเตรียมใบมีดสเตนเลสสตีล ท่ีมี เซลล์แบคทีเ รีย            
P. fluorescens ปนเปือ้นบนพืน้ผิว 
 
  ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดับสูง (8 log CFU/mL)       
ปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลวท่ีเตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 3.7.1.1 ซึ่งมีความเข้มข้น
ของเซลล์ 9 log CFU/mL ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใส่ลงในภาชนะฝาปิดปลอดเชือ้ขนาด 5000 
มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ปลอดเชือ้ 900 มิลลิลิตร จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลท่ี

เตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 3.7.4.1 ใส่ลงในภาชนะดงักล่าว บม่ท่ีอณุหภูมิ 28  2 oC เป็นเวลา 
30 วินาที ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบออกด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ 
จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลผึ่งแห้งในตู้ ปลอดเชือ้ 30 นาที แล้วตรวจนับปริมาณ            
P. fluorescens ท่ีอยูบ่นพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ตามวิธีในข้อ 3.7.4.3.1ส าหรับการทดสอบ
ปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท าเช่นเดียวกบัท่ีกล่าวข้างต้น ทดลอง 3 ซ า้ตอ่
หนึง่ความเข้มข้น จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีเตรียมไปใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป   
 
   3.7.4.2.2 ก า ร เ ต รี ยม ใบ มีดส เตน เลสส ตีล ท่ี มี ก า รส ร้ า ง ของ              
P. fluorescens  Biofilm บนพืน้ผิว 
 

ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) ปิเปตสารแขวนลอย
เซลล์ในอาหารเหลวท่ีเตรียมขึน้ตามวิ ธีในข้อ 3.7.1.1 ซึ่ง มีความเข้มข้นของเซลล์                    
9 log CFU/mL ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใส่ลงในภาชนะฝาปิดปลอดเชือ้ขนาด 5000 มิลลิลิตร 
ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ปลอดเชือ้ 900 มิลลิลิตร จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีเตรียมขึน้

ตามวิธีในข้อ 3.7.5.1 ใส่ลงในภาชนะดงักล่าว บ่มท่ีอณุหภูมิ 28  2 oC เป็นเวลา 30 วินาที 
ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนแผ่นผิวทดสอบออกด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้  2 ครัง้ แล้วจึง
น าใบมีดสเตนเลสสตีลไปใส่ในภาชนะปลอดเชือ้หลอดใหม่ท่ี มีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB         

1000 มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 28  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีล
มาล้างด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ 2 ครัง้ เพ่ือล้างเซลล์ล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดออก แล้ว
ตรวจนบัปริมาณ P. fluorescens ท่ีอยู่บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ตามวิธีในข้อ 3.7.4.3.1
ส าหรับการทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท าเช่นเดียวกับท่ีกล่าว
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ข้างต้น ทดลอง  3 ซ า้ตอ่หนึ่งความเข้มข้น จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีเตรียมไปใช้ในการ
ทดลองขัน้ตอ่ไป   

 
   3.7.4.3 ศกึษาการถ่ายโอนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีด
เคร่ืองสไลซ์เนือ้สูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร 
  

เตรียมเคร่ืองสไลซ์เนือ้ท่ีท าความสะอาดตามวิธีในข้อ 3.7.4.1 จากนัน้ประกอบ              
ใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens  Biofilm ปนเปือ้นบน
พืน้ผิวท่ีเตรียมขึน้ตามวิธีในข้อ 3.7.4.2 จากนัน้หัน่เนือ้สไลซ์ประมาณ 20 ชิน้ตอ่เน่ืองกนั ขนาด 
3 มิลลิเมตร น า้หนกัประมาณ 10 กรัมต่อชิน้  ใช้ปากคีบปลอดเชือ้น าชิน้เนือ้สไลซ์ท่ีได้ใส่ถุง   
ตีบดอาหารปลอดเชือ้ (stomacher bags) ท่ีมีสารละลายเปปโตน (peptone buffer 1%) 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร  น าไปตีบดด้วยเคร่ือง stomacher เป็นเวลา 2 นาที จากนัน้น าไป
วิเคราะห์จ านวนเซลล์แบคทีเรียตอ่ไปเพ่ือหาปริมาณการถ่ายโอนเซลล์ของ P. fluorescens 
จากเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภัณฑ์อาหาร ตามวิธีในข้อ 3.7.4.3.2 ทดลอง 3 ซ า้ต่อหนึ่งความ
เข้มข้น  
 
   3 .7 .4 . 3 . 1  การตรวจวิ เ คราะ ห์ป ริมาณเซล ล์แบคที เ รียของ                 
P. fluorescens บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล  
 

ตรวจนบัปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีเกาะติดและเกิดไบโอฟิล์ม บนพืน้ผิว
ใบมีดสเตนเลสสตีล ท าการสุ่มตรวจบริเวณด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 4 จุด และ
ด้านหลงัของใบมีดสเตนเลสสตีล  4 จดุ ท่ีเกิดการเกาะติดและสร้างไบโอฟิล์ม โดยการใช้ไม้
พนัส าลีปลอดเชือ้กวาดบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ขนาดพืน้ท่ี 2 ตารางเซนติเมตร จากนัน้
น าไม้พนัส าลีไปใส่ใน 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ แล้วป่ันให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex mixer ท่ี
ความเร็วสงูสดุประมาณ 1 นาที  น าสารละลายท่ีได้ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl 
ปลอดเชือ้ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้ได้ระดบัการเจือจางท่ีต้องการ  ปิเปตสารละลายเจือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base ด้วยวิธี 

swab และ spread plate technique บม่ท่ีอณุหภมูิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ตรวจนบั
จ านวนโคโลนีบนจานเพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนโคโลนีระหว่าง 25-250 โคโลนี และค านวณหา
ปริมาณเซลล์ตอ่พืน้ท่ี 1 ตารางเซนตเิมตร ทดลอง 3 ซ า้ 
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    3 .7 .4 .3 .2  การตรวจหาป ริมาณการถ่ าย โอนของ เซล ล์ของ                
P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้สูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร 
  

ตรวจนบัปริมาณการถ่ายโอนของเซลล์ P.  fluorescens โดยใช้ปากคีบปลอดเชือ้
คีบชิน้เนือ้แต่ละชิน้ตามล าดบัท่ีได้จากการสไลซ์  ใส่ถุงตีบดอาหารปลอดเชือ้ ท่ีมีสารละลาย 
เปปโตน (peptone buffer 1%) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร  น าไปตีบดด้วยเคร่ือง stomacher เป็น
เวลา 2 นาที จากนัน้ตรวจนบัปริมาณเซลล์แบคทีเรียด้วยวิธี pour plate technique โดยปิเปต
สารละลายท่ีได้ 1 มิลลิลิตร  มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้
ได้ระดบัการเจือจางท่ีท าให้สามารถตรวจนบัเชือ้ได้ในชว่ง 25 ถึง 250 โคโลนี ปิเปตสารละลาย
เชือ้เจือจางปริมาตร 1  มิลลิลิตรลงในจานเพาะเชือ้ จากนัน้เทอาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas 

Agar Base บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนจาน
เพาะเชือ้ ค านวณหาปริมาณ P. fluorescens ทัง้หมดในสารละลาย 1 มิลลิลิตร วิเคราะห์
ข้อมูลการถ่ายโอนของเซลล์แบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และ 
Duncan’s multiple – range tests โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป ทดลอง 3 ซ า้ 
 
3.7.5 ศึกษาประสิท ธิภาพของสารฆ่า เ ชื อ้ในการท าลายเซลล์และไบโอฟิ ล์มของ                     
P. fluorescens 
 

3.7.5.1 สารฆ่าเชือ้ท่ีใช้ในการทดลองได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
(sodium hypochlorite: NaOCl) โดยมี active chlorine 6-14% และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก 
(peroxyacetic acid: POA) หรือช่ือทางการค้าวา่ Proxitane® ความเข้มข้น 5 % วิธีการเตรียม
แสดงตามภาคผนวก ข และท าการวิเคราะห์ปริมาณ Available chlorine ของสารฆ่าเชือ้ก่อน
ท าการทดลองทกุครัง้ 

 
 
3 .7 .5 .2  ศึกษาประสิท ธิภาพของสารฆ่า เ ชื อ้ ในการลดปริมาณเซลล์ของ                

P. fluorescens ในตวักลางอาหารชนิดเหลว  
 
ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ 2 ชนิด ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

(sodium hypochlorite: NaOCl) โดยมี active chlorine 6-14% และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก 
(peroxyacetic acid: POA) ความเข้มข้น 5 % เพ่ือลดปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens เม่ือ
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แขวนลอยอยู่ในตัวกลางอาหารชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีต่างกัน ได้แก่ 
สารละลายเกลือ (0.85 % NaCl), Tryptic Soy Broth (TSB), soiling agent (beef meat 5% 
w/v)  (วิ ธีการเตรียมแสดงตามภาคผนวก ก)  โดยใช้ปริมาณเซลล์เ ร่ิมต้นระดับสูง                   
(8 log CFU/ml) การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ก าหนดความ
เข้มข้นท่ี 100, 200 และ400  ppm  กรดเปอร์แอซีติก ก าหนดความเข้มข้นท่ี  25  50 และ     
100  ppm 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการลดปริมาณเชือ้ โดยน าสารละลายฆ่า

เชือ้ท่ีระดบัความเข้มข้นท่ีต้องการ ปริมาตร 9 mL ใส่ในหลอดปลอดเชือ้ ขนาด 50 mL ปิเปต
สารแขวนลอยเซลล์ในตัวกลางชนิดเหลว 9 log CFU/mL ท่ีเตรียมขึน้ตามวิธีข้างต้น               
1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดความเข้มข้นของเชือ้เร่ิมต้นลดลง 10 เท่า คือ 8 log CFU/mL    ทิง้ให้
สารแขวนลอยเซลล์ในตวักลางอาหารชนิดเหลวสมัผสักบัสารฆา่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ  28± 2 oC เป็น
เวลา 0 ,5, 10,  20, 30 นาที สุม่ตวัอยา่งแตล่ะเวลานัน้ 1 มิลลิลิตร น าไปตรวจนบัเซลล์ท่ีเหลือ
รอดชีวิต ยบัยัง้ปฏิกิริยาของคลอรีนท่ีจะไปมีผลในการท าลายเชือ้ก่อนด้วยโดยการปิเปตสาร
แขวนลอยเชือ้ 1 มิลลิลิตร แล้วใส่ในสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟตเข้มข้น 0.5% ท่ีละลายอยู่
ใน PBS บฟัเฟอร์ (0.5 % sodium thiosulfate in phosphate buffer) (ส่วนกรดเปอร์รอกซี   
แอซิติกจะหยดุปฏิกิริยาด้วย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 ) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
ก่อนท่ีจะท า serial  dilution และตรวจนบัจ านวนเซลล์ P. fluorescens  ตามวิธีในข้อ 
3.7.5.4.1 ทดลอง 3 ซ า้ 
 

3 .7.5 .3 ศึกษาประสิท ธิภาพของสารฆ่า เ ชื อ้ในการท าลายไบโอฟิ ล์มของ                
P. fluorescens บนพืน้ผิวสมัผสัอาหาร 

 
สร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบ ชนิด 304/2B ตามวิธีในข้อ 3.7.2.3 โดยใช้

ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นระดบัสูง (8 log CFU/ml) น ามาทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ 
โดยปิเปตสารฆ่าเชือ้ตามความเข้มข้นเช่นเดียวกบัข้อ 3.7.5.2  จ านวน 30 มิลลิลิตร ใส่ลงไป
ในหลอดปลอดเชือ้ขนาด 50 มิลลิลิตร ใช้ปากคีบปลอดเชือ้คีบแผ่นพืน้ผิวทดสอบท่ีเกิด         
ไบโอฟิล์มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แช่ในสารฆ่าเชือ้ดงักล่าวเป็นเวลา 0 1 5 10 20 และ 30 นาที 
ทดสอบท่ีอณุหภูมิ 28± 2 oC เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดใช้ปากคีบปลอดเชือ้ คีบแผ่นทดสอบออก
จากหลอดสารฆ่าเชือ้ จุ่มในสารละลาย 0.5 % sodium thiosulfate เพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยาของ
คลอรีนท่ีจะไปมีผลในการท าลายเชือ้ ในกรณีสารฆ่าเชือ้เป็นสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
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ส่วนในกรณีกรดเปอร์รอกซีแอซีติกจะหยุดปฏิกิริยาโดยจุ่มใน phosphate buffer saline  
(PBS pH 7.2) 2 ครัง้ๆละ 10 วินาที จากนัน้ใช้ส าลีพนัปลายไม้ปลอดเชือ้เช็ดบนแผ่นพืน้ผิว
ทดสอบดงักล่าว และตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens ท่ีเหลือรอดบนแผ่นผิวทดสอบ 
ตามวิธีในข้อ 3.7.5.4.2 ทดลอง 3 ซ า้ 
 

3.7.5.4 การตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens ท่ีเหลือรอดชีวิต  
  

3.7.5.4.1 การตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens ในตวักลางอาหารชนิดเหลว
ท่ีเหลือรอดชีวิต 

 
ตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens ท่ีเหลือรอดชีวิต โดยท าการเจือจางสาร

แขวนลอยเชือ้ท่ีกระจายตวัในสารฆ่าเชือ้และหยดุปฎิกิริยาในการท าลายเซลล์ของสารฆ่าเชือ้
ในข้อ 3.7.5.2 ให้ได้ระดับความเข้มข้นท่ีเหมาะสม จากนัน้ปิเปตสารละลายเชือ้เจือจาง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ด้วยวิธี spread plate 

technique บม่เชือ้ท่ีอณุหภูมิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนจาน
เพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนโคโลนีระหว่าง 25 - 250 โคโลนี และค านวณหาปริมาณเชือ้ท่ีเหลือรอด
ชีวิต 

 
3.7.5.4.2 การตรวจนบัปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวสมัผสั

อาหารท่ีเหลือรอดชีวิต 
 
สว่นกรณีของไบโอฟิล์มใช้ไม้พนัส าลีปลอดเชือ้กวาดเช็ดลงบนพืน้ผิวทดสอบพืน้ท่ี

ประมาณ 2 ตารางเซนติเมตร จากนัน้น าไม้พนัส าลีไปใส่ใน 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ แล้วป่ัน
ด้วยเคร่ือง vortex mixer ท่ีความเร็วสงูสดุประมาณ 1 นาที น าสารละลายท่ีได้ 1 มิลลิลิตร มา
เจือจางด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ให้ได้ระดบัการเจือจางท่ีท าให้
สามารถตรวจนบัเชือ้ได้ในช่วง 25 ถึง 250 โคโลนี และปิเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร
ให้ได้ระดบัการเจือจางท่ีต้องการมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ด้วยวิธี swab และ

spread plate technique บ่มท่ีอณุหภูมิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ตรวจนบัจ านวน
โคโลนีบนจานเพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนโคโลนีระหวา่ง 2 5 - 250 โคโลนี และค านวณหาปริมาณเชือ้
ท่ีเหลือรอดชีวิตทัง้หมดตอ่พืน้ท่ีของพืน้ผิว 1 ตารางเซนตเิมตร ทดลอง 3 ซ า้ 
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3.7.5.5   ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเ ชื อ้ในการท าลายไบโอฟิล์มของ                 
P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ 
 

ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ 2 ชนิด ได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
(sodium hypochlorite: NaOCl) และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic acid: POA) 
ความเข้มข้น 5 % เพ่ือลดปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิว
ใบมีด สเตนเลสสตีล การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ก าหนด
ความเข้มข้นท่ี 100, 200 และ 400  ppm  กรดเปอร์แอซีติก ก าหนดความเข้มข้นท่ี 25 50 และ    
100  ppm 

 
เตรียมใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการสร้างของ P. fluorescens  Biofilm บนพืน้ผิวตาม

วิธีในข้อ 3.7.4.2.2 น ามาทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ โดยปิเปตสารฆ่าเชือ้ตามความ
เข้มข้นเช่นเดียวกับข้อ 3.7.5.2  จ านวน 1000 มิลลิลิตร ใส่ลงไปในภาชนะปลอดเชือ้ขนาด 
5000 มิลลิลิตร โดยใช้ปากคีบปลอดเชือ้คีบใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีเกิดไบโอฟิล์มเป็นเวลา     
24 ชัว่โมง แช่ในสารฆ่าเชือ้ดงักล่าวท่ีอณุหภูมิ 28± 2 oC เป็นเวลา 0 1 5 10 20 และ 30 นาที 
เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดใช้ปากคีบปลอดเชือ้ คีบใบมีดสเตนเลสสตีลออกจากสารฆ่าเชือ้ 
จากนัน้จุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลในสารละลาย 0.5 % sodium thiosulfate เพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยา
ของคลอรีน ในกรณีสารฆา่เชือ้เป็นสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ส่วนในกรณีกรดเปอร์รอก
ซีแอซิติกจะหยดุปฏิกิริยาโดยจุ่มใน phosphate buffer saline (PBS pH 7.2) 2 ครัง้ๆ ละ 10 
วินาที จากนัน้ใช้ส าลีพนัปลายไม้ปลอดเชือ้เช็ดบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบดงักล่าว และตรวจนบั
ปริมาณ P. fluorescens ท่ีเหลือรอดบนแผน่ผิวทดสอบ ตามวิธีในข้อ 3.7.5.5.1  ทดลอง 3 ซ า้ 
 

3.7.5.5.1 การตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีด
เคร่ืองสไลซ์เนือ้ท่ีเหลือรอดชีวิต 
 

ตรวจนบัปริมาณเซลล์ P. fluorescens ท่ีเหลือรอดชีวิตบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 
โดยใช้ไม้พนัส าลีปลอดเชือ้กวาดเช็ดลงบนพืน้ผิวทดสอบพืน้ท่ีประมาณ  2 ตารางเซนติเมตร 
น าไม้พันส าลีไปใส่ในสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตเข้มข้น 0.5% ท่ีละลายอยู่ใน PBS 
บฟัเฟอร์ (กรณีสารฆ่าเชือ้เป็นสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ส่วนกรณีสารฆ่าเชือ้เป็น     
กรดเปอร์รอกซีอะซิติก ใช้ PBS (pH 7.2) ป่ันให้เข้ากนัด้วยเคร่ือง vortex mixer ท่ีความเร็ว
สงูสดุประมาณ 1 นาที น าสารละลายท่ีได้ 1 มิลลิลิตร มาเจือจางด้วย 0.85% NaCl ปลอดเชือ้ 
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ปริมาตร  9  มิลลิลิตร ให้ได้ระดบัการเจือจางท่ีต้องการ  ปิเปตสารละลายเจือจางปริมาตร   
0.1 มิลลิลิตร  มาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base ด้วยวิธี spread 

plate technique บ่มท่ีอุณหภูมิ 30  2 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ตรวจนบัจ านวนโคโลนีบน
จานเพาะเชือ้ท่ีมีจ านวนโคโลนีระหว่าง 25-250 โคโลนี และค านวณหาปริมาณเชือ้ท่ีเหลือรอด
ชีวิตทัง้หมดตอ่พืน้ท่ีของพืน้ผิว 1 ตารางเซนตเิมตร ทดลอง 3 ซ า้ 
 
3.7.6 การวิเคราะห์ปริมาณ Available chlorine (Iodometric Method) (APHA.1975) 

 
น าตวัอย่างสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีความเข้มข้น 100, 200 และ 400 ppm 

ท่ีต้องการวิเคราะห์หาปริมาณคลอรีน ประมาณ 150 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร เติม glacial acetic acid เพ่ือให้สารละลายมีค่า pH อยู่ระหว่าง 3-4 แล้วเติม
สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด์ประมาณ 1 กรัม ทนัที ถ้าสารละลายมีสีเหลืองให้ไตเตรท
ด้วยสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต 0.01 นอร์มลั ทนัที ในท่ีไมมี่แสงจ้า จนเป็นสีเหลืองจาง จึง
เติมน า้แป้งลงไป 1 มิลลิลิตร สารละลายจะมีสีน า้เงินจางหายไป จดบนัทึกปริมาตรของ
สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟตท่ีใช้ในการไตเตรต 
 

ส าหรับสารละลายท่ีเป็น Blank ใช้น า้กลัน่แทนตวัอย่าง ท าการวิเคราะห์เช่นเดียวกับ
ตวัอยา่ง ค านวณหา available chlorine ได้จาก 

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

    ปริมาตรของตวัอยา่งน า้(มิลลิลิตร) 
 
   V1 = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟตท่ีใช้ในการไตเตรตตวัอยา่ง 
   V2 = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟตท่ีใช้ในการไตเตรต Blank 
   N = ความเข้มข้นเป็นนอร์มลัของสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต 
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บทที่ 4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ศึกษาการเกาะตดิและการเกิดไบโอฟิล์ม 
 
4.1.1 การเกาะตดิของ P. fluorescens บนแผ่นสเตนเลสสตีล 
 
การเกาะติดของจุลินทรีย์บนพืน้ผิวชนิดต่างๆ ในโรงงานอุตสาหกรรมอาห าร 

โดยเฉพาะพืน้ผิวสัมผัสอาหาร เม่ือพืน้ผิวดังกล่าวผ่านขัน้ตอนการท าความสะอาดหรือ       
การฆ่าเชือ้ไม่ดีพอจะท าให้เกิดการสะสมของจุลินทรีย์และเจริญกลายเป็นไบโอฟิล์ม  
ระยะเวลาในการเกาะติดของเชือ้จุลินทรีย์เป็นปัจจยัส าคญัท่ีต้องศึกษา (Marshall, 1994; 
Flint, Bremer and Brooks ,1997) เน่ืองจากสามารถใช้เป็นตวัชีบ้ง่ระยะเวลาในการเกิดการ
ปนเปื้อนของจุลินทรีย์สู่ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีผลิต จากจุลินทรีย์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวท่ีสัมผัส
อาหารดงักล่าว ซึ่งมีความส าคัญต่อผู้ประกอบการในอุตสาหกรรมอาหารและผู้ ให้บริการ
อาหารเป็นอย่างมาก ดงันัน้ผู้วิจยัจึงเลือกระยะเวลาท่ีใช้ในการทดลองตัง้แต ่0 นาที (จุ่มแผ่น
ทดสอบแล้วยกขึน้ทนัที) เป็นต้นไป เพ่ือศกึษาการเกาะติดของ P.fluorescens บนพืน้ผิวสมัผสั
อาหาร คือ แผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304 surface finish 2B ซึ่งเป็นตวัแทนของสเตนเลสสตีล 
ท่ีใช้เป็นสว่นใหญ่ในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร (บริษัทไทยน๊อคซ์สเตนเลส จ ากดั, 2008) โดย
ท าการจุม่แผน่ทดสอบลงในสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลว ทิง้ไว้ให้เกิดการเกาะติดท่ีเวลา
ต่างๆ ตัง้แต่ 0 นาที เป็นต้นไป แล้วตรวจสอบการเกาะติดของ P. fluorescens บน             
แผ่นสเตนเลสสตีล ท่ีระยะเวลา 0 ถึง 120 นาที โดยตรวจสอบจ านวนเซลล์บนแผ่น           
สเตนเลสสตีล ด้วยวิธี swab และspread plate technique พบว่าเม่ือจุ่มแผ่นทดสอบใน
สารละลาย Tryptic Soy Broth (TSB) ท่ีมีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL ท่ีเวลา 0 นาที (จุ่มแผ่น
ทดสอบแล้วยกขึน้ทนัที) สามารถตรวจพบเชือ้บนแผ่นสเตนเลสสตีล ประมาณ 3.44 ± 0.13 
log CFU/cm2 และหลงัจาก 0 นาที เชือ้สามารถเกาะบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้มากขึน้ สงัเกต
ได้จากกราฟในรูป 4.1 ในช่วงเวลา 0 – 15 นาที มีจ านวนเชือ้จุลินทรีย์เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว 
และถ้าทิง้แผ่นสเตนเลสสตีลไว้ในอาหารเป็นเวลานานก็จะมีจ านวนเชือ้จลุินทรีย์เกาะติดและ
เจริญบนแผ่นสเตนเลสสตีลเพิ่มมากขึน้ด้วย และท่ีเวลา 120 นาที ตรวจพบจ านวนเซลล์มีค่า         
4.87 ± 0.17 log CFU/cm2 (รูปท่ี 4.1) 
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รูปท่ี 4.1 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens บนแผน่สเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B ท่ีจุม่ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/ mL ณ เวลาตา่งๆ กนั ท่ีอณุหภมูิ              
28 ± 2 องศาเซลเซียส โดยวิธี swab และ spread plate technique   
 

ส าหรับการทดสอบเม่ือจุ่มแผ่นทดสอบในสารละลาย TSB ท่ี มีปริมาณเชื อ้                 
3  log CFU/mL พบว่าท่ีเวลา 0 ถึง 120  นาที ไม่สามารถตรวจพบเชือ้บนพืน้ผิวทดสอบด้วย
วิธี swab และ spread plate technique  ทัง้นีไ้ม่ได้แสดงว่าไม่มีเซลล์ของ P. fluorescens 
เกาะบนแผน่สเตนเลสสตีล โดยพบโคโลนีของ P.  fluorescens  บนจานเพาะเชือ้ แตมี่จ านวน
เซลล์น้อยมาก ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเป็นข้อจ ากัดทางเทคนิคท่ีใช้ในการตรวจหาเชือ้บนแผ่น
ทดสอบ เน่ืองจากเซลล์เร่ิมต้นมีปริมาณน้อยการเกาะติดของเชือ้บนแผ่นสเตนเลสสตีลในช่วง
ระยะนี ้0 ถึง 120 นาที มีโอกาสเกิดขึน้ได้น้อยและอาจมีการเกาะติดแบบหลวมๆระหว่างตวั
เซลล์กับพืน้ผิวสัมผัสเซลล์ ดังนัน้เซลล์แบคทีเรียจะต้องใช้เวลาในการสร้างเซลล์และเพิ่ม
จ านวนเซลล์ ซึ่งแตกตา่งกบัการทดสอบปริมาณเชือ้ระดบัสงู (8 log CFU/ mL) ถึงแม้ว่ามีการ
เกาะติดแบบหลวมๆ และเซลล์หลุดไปอยู่ในอาหารเลีย้ง เชือ้ แต่มีปริมาณเชือ้มากกว่าจึง
สามารถตรวจสอบได้ด้วยวิธี swab และ spread plate technique   

 
ปัจจุบนัมีวิธีท่ีใช้ในการตรวจสอบการเกาะติดของแบคทีเรียและไบโอฟิล์มบนพืน้ผิว 

ซึ่งค่าท่ีตรวจวัดได้ออกมาในรูปเชิงคุณภาพ (qualitative) เช่น scanning electron 
microscopy และoptical microscopy  ซึ่งจะเป็นวิธีท่ีสามารถแสดงการเกาะติดของ          
ไบโอฟิล์มเป็นรูปภาพ (Costerton and Lewandowski, 1995; Garrett et al.,2008) แตก็่ไม่
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สามารถวัดค่าออกมาในเชิงปริมาณ(quatitative)ได้ การศึกษาโครงสร้างระดบัจุลภาคของ    
ไบโอฟิล์มด้วยกล้องฟลูออเรสเซ็นต์แบบธรรมดาจะทราบข้อมูลเฉพาะผิวหน้าของตวัอย่าง
เท่านัน้ อย่างเช่นวิธี epifluorescence microscopy, atomic force microscopy ภาพท่ีเห็น
จะเป็นสองมิต ิ ปัจจบุนัมีกล้องฟลอูอเรสเซ็นต์ท่ีมีระบบสอ่งกราดด้วยแสงเลเซอร์ท่ีสามารถรับ
ภาพท่ีมีความลึกใต้ผิวหน้าได้ กล้องชนิดนีเ้รียกว่า confocal laser scanning microscopy 
สามารถวดัคา่ออกมาในเชิงปริมาณได้ ด้วยการย้อมสีเซลล์ แล้วนบัจ านวนเซลล์ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์ (ณฐนนท์ ตราชู, 2551; Garrett et al., 2008) ซึ่งวิธีการเหล่านีอ้าจเหมาะสมตอ่
การตรวจหาเชือ้ได้ดีกวา่ conventional cultivating method  

 
4.1.2 การเกิด P. fluorescens Biofilm บนแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304      

ชนิด 2B 
 
จากการทดลอง ข้าง ต้น  ท า ใ ห้พบว่ า ท่ี เ วลา  0  นาที  ก็ เ พียงพอ ท่ีจะท าใ ห้                  

P. fluorescens สามารถเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้ทนัที ดงันัน้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป
จงึจุม่แผน่ทดสอบในสารแขวนลอยเซลล์ของเชือ้ท่ีมีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL เน่ืองจากการ
เกาะติดของเซลล์บนแผ่นสเตนเลสสตีลท่ีเวลา 0 ถึง 5 นาที ไม่มีความแตกตา่งกนัมากนกั จึง
เลือกจุ่มสารแขวนลอยเซลล์ 30 วินาที เพ่ือความสะดวกของความต่อเน่ืองในการท าการ
ทดลอง จากนัน้ย้ายใส่อาหารเลีย้งเชือ้หลอดใหม่ทิง้ไว้ตามระยะเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งผลการ
ทดลอง พบว่าการตรวจปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens  บนแผ่นสเตนเลสสตีล โดยวิธี 
swab และspread plate technique ในช่วงเวลา 1- 8 ชัว่โมงแรก พบว่า สามารถตรวจพบ
จ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบ มีคา่ 3.56 ± 0.09 ถึง 4.27 ± 0.07 log CFU/cm2  หลงัจากบม่
แผ่นทดสอบไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่ามีจ านวนเซลล์ 4.97 ± 0.22 log CFU/cm2  และมี
จ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบมากท่ีสดุหลงัจากการบม่แผ่นทดสอบได้ 48 ชัว่โมง  ซึ่งเป็นเวลา
สงูสดุท่ีท าการศกึษา พบวา่มีคา่ 6.00 ± 0.12 log CFU/cm2  (รูปท่ี 4.2) 
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 (A)    
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   (B)  
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.2 (A) จ านวนเซลล์ท่ีเจริญบนแผน่สเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B เม่ือจุม่ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL แล้วย้ายไปใสใ่นอาหาร TSB หลอดใหม่       
(B) จ านวนเซลล์อิสระของ P. fluorescens ภายในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 
องศาเซลเซียส 
 

ในขณะท่ีปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 3 log CFU/mL  ท่ีเวลา 1 ถึง 9 ชัว่โมง ตรวจไม่พบเชือ้
บนแผ่นสเตนเลสสตีล ด้วยวิธี spread plate technique ซึ่งอาจเป็นเพราะว่าเชือ้ท่ีติดมาบน
แผ่นสเตนเลสสตีลน้อยมากเซลล์มีการเกาะติดแบบหลวมๆ มีผลท าให้เซลล์หลดุออกจากพืน้
ผิวสมัผสัได้ง่ายและหลดุไปอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ จึงต้องอาศยัระยะเวลาพอสมควรท่ีเชือ้เพิ่ม
จ านวน จึงจะตรวจพบได้แต่เม่ือตรวจเชือ้บนแผ่นสเตนเลสสตีล ในช่วงเวลา10 ชั่วโมง 
สามารถตรวจพบ P. fluorescens ท่ีเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้ 2.09 ± 0.10              
log CFU/cm2  
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หลังจากบ่มแผ่นทดสอบไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีจ านวนเซลล์ 3.72 ± 0.34   
log CFU/cm2 และมีจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบมากท่ีสุดหลงัจากการบ่มแผ่นทดสอบได้    
48 ชัว่โมง พบวา่มีคา่ 5.05± 0.18 log CFU/cm2 (รูปท่ี 4.3) 
 
 
(A)    
 
 
 
 
 
 

 
 

 
(B)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 (A) จ านวนเซลล์ท่ีเจริญบนแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B เม่ือจุ่มในอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีปริมาณเชือ้ 3 log CFU/mL แล้วย้ายไปใส่ในอาหาร TSB หลอดใหม ่       
(B) จ านวนเซลล์อิสระของ P. fluorescens ภายในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 
องศาเซลเซียส 
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เม่ือเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวทดสอบ หลงัจากบม่แผ่นทดสอบไว้
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  พบว่า การทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดับสูง (8 log CFU/mL)           
มีจ านวนเซลล์ 4.97 ± 0.22 log CFU/cm2 ในขณะท่ีปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดับต ่า                     
(3 log CFU/mL) ถึงแม้วา่ท่ีเวลา 1 – 9 ชัว่โมง ตรวจไมพ่บเชือ้บนแผ่นสเตนเลสสตีล เน่ืองจาก
มีเชือ้มีปริมาณน้อย แต่พบว่าเม่ือบ่มแผ่นทดสอบไว้เป็นเวลานานขึน้ ณ เวลาท่ี 10 ชั่วโมง     
มีการเพิ่มจ านวนเซลล์ และหลังจากบ่มแผ่นทดสอบไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีจ านวนเซลล์     
3.72 ± 0.34 log CFU/cm2 

เม่ือเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ท่ีเกาะแผ่นทดสอบแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 
2B กับจ านวนเซลล์ท่ีเป็นอิสระภายในอาหารเลีย้งเชือ้มีปริมาณเซลล์ท่ีแตกต่างกัน แสดงให้
เห็นว่า ปริมาณเซลล์ในอาหารเลีย้งเชือ้มีมากกว่าท่ีสามารถตรวจวดัได้บนแผ่นทดสอบ และ
เม่ือมีการบม่แผน่ทดสอบไว้เป็นเวลานานมากขึน้จ านวนเซลล์ท่ีสามารถตรวจวดัได้กบัจ านวน
เซลล์ในอาหารเลีย้งเชือ้ก็ยังคงแตกต่างกัน ทัง้นีเ้น่ืองจากเซลล์ท่ีมีการเกาะติดพืน้ผิวแบบ     
ไมผ่นักลบั เซลล์ท่ีมีการเกาะตดิแล้วจะมีการเพิ่มจ านวนมากขึน้และอาจหลดุออกมาเป็นเซลล์
อิสระ (planktonic cell) ในอาหารเลีย้งเชือ้ได้ ดงันัน้จึงตรวจพบจ านวนเซลล์ในอาหารเลีย้ง
เชือ้ได้มาก (Kumar and Anand, 1998) 

Zottola (1994) รวบรวมข้อมูลจากนักวิจัยหลายท่านเพ่ืออธิบายกลไกการเกาะติด
และการสร้างไบโอฟิล์มของจลุินทรีย์ในขัน้ตอนตา่งๆ โดยแสดงความสมัพนัธ์ของแรงยึดเกาะ
กบัระยะหา่งของเซลล์กบัพืน้ผิว กลา่วคือ เม่ือมีสารอาหารหลงเหลือบนพืน้ผิวจนเกิดเป็นฟิล์ม
ของอาหาร (conditioning film) เซลล์จลุินทรีย์อิสระท่ีอยู่ในสภาพแวดล้อมจะเคล่ือนท่ีเข้าหา
พืน้ผิว จนเม่ือระยะห่างระหว่างเซลล์กับพืน้ผิวมากกว่า 50 นาโนเมตร เซลล์จะเกิดการ
เกาะตดิกบัพืน้ผิวด้วยแรงอย่างอ่อน เช่น แรงแวนเดอร์วาลส์ เม่ือเวลาผ่านไป เซลล์จะเข้าใกล้
ผิวมากขึน้จนระยะหา่งมีคา่ 10-20 นาโนเมตร แรงยึดเกาะนัน้จะเพิ่มขึน้ ทัง้สองระยะนีจ้ะเป็น
ขัน้ตอนของการเกาะติดแบบผนักลบัได้ จนในท่ีสดุเม่ือระยะห่างระหว่างเซลล์กบัพืน้ผิวลดลง
ต ่ากวา่ 15  นาโนเมตร เซลล์จลุินทรีย์เหลา่นัน้จะเกิดการสร้างพนัธะพิเศษเกิดเป็นการเกาะติด
แบบไมผ่นักลบั เซลล์ตา่งๆเหลา่นัน้จะมีการเจริญเพิ่มจ านวนและพฒันาเป็นโอฟิล์มตอ่ไป  

ณฐนนท์ ตราชู (2551) รายงานว่าการเกาะติดของจุลินทรีย์ต้องอาศยัระยะเวลาท่ี
จลุินทรีย์สมัผสักบัพืน้ผิวของวสัด ุลกัษณะทางเคมีกายภาพของของเหลวรอบข้างและผิววสัดุ
อาจจะกระตุ้ นให้เกิดการเปล่ียนแปลงถึงระดับยีนภายในเซลล์และท าให้เซลล์สร้าง            
cell surface proteins ท่ีจะชว่ยในการเกาะตดิได้ ซึง่จะต้องอาศยัเวลาหรือ contact time 
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ดังนัน้ความสามารถในการเกาะติดของเชือ้จุลินทรีย์บนพืน้ผิววัสดุหลายชนิดใน
ระยะเวลาอนัสัน้ ระยะเวลาท่ีเชือ้ใช้ในการเกาะติดบนพืน้ผิววสัดตุา่งๆ นัน้เป็นข้อมลูพืน้ฐานท่ี
ส าคญัอย่างมากในการเฝ้าระวงัเร่ืองความสะอาดและการสุขาภิบาลในโรงงานอุตสาหกรรม
อาหาร และมีผลต่อการออกแบบเคร่ืองมือและอุปกรณ์เพ่ือลดการสะสมของเศษอาหารและ
จลุินทรีย์  
 

4.1.3 อุณหภูมิและปริมาณเชือ้ท่ีมีผลต่อการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens 
บนแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B 
  

อณุหภมูิเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีส าคญัตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ เม่ือจลุินทรีย์มีการเกาะติด
บนพืน้ผิวแล้วและอยู่ในสภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะท าให้จุลินทรีย์สามารถพฒันาเจริญ
เป็นไบโอฟิล์มได้ จุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน ดงันัน้
อิทธิพลของอุณหภูมิจึงเป็นปัจจัยส าคญัท่ีจะต้องท าการศึกษา (Oulahal et al., 2007) 
ประกอบกับจ านวนเชือ้ในธรรมชาติท่ีไม่เท่ากันจึงมีความสามารถในการเกิดไบโอฟิล์มได้
แตกต่างกัน การทดลองในครัง้นีไ้ด้เลือกอุณหภูมิท่ีครอบคลุมกระบวนการผลิตเนือ้สัตว์ใน
ขัน้ตอนการตดัหั่นผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์ เช่น แฮม เป็นต้น คือเลือกอุณหภูมิ 15 20 และ 28    
องศาเซลเซียส 

จากการทดลองข้างต้น ข้อ 4.1.1 ท าให้ทราบว่าท่ีเวลา 0 นาที (จุ่มแผ่นทดสอบแล้ว
ยกขึน้ทนัที) P.  fluorescens สามารถเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้ทนัที ดงันัน้ในการ
ทดลองขัน้ตอ่ไปจึงจุ่มแผ่นทดสอบในสารแขวนลอยเซลล์ของเชือ้ เพียง 30 วินาที แล้วย้ายไป
ใส่อาหารเลีย้งเชือ้หลอดใหม่ทิง้ไว้ตามระยะเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งจากการศึกษาพบว่าความ
เข้มข้นของเชือ้ 8 log CFU/ml ในช่วงเวลา 1- 8 ชั่วโมงแรก พบว่า สามารถตรวจพบ 

Pseudomonas  fluorescens ท่ีเกาะตดิบนแผน่สเตนเลสสตีลได้และสามารถตรวจพบได้มาก
ในช่วงเวลา 24 - 48 ชั่วโมง ในขณะท่ีปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 3 log CFU/mL  พบว่าท่ีเวลา         
1- 9 ชัว่โมง ตรวจไม่พบเชือ้บนแผ่นสเตนเลสสตีล ด้วยวิธี swab และ spread plate 
technique ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะว่าเชือ้ท่ีติดมาบนแผ่นสเตนเลสสตีลน้อยมากเซลล์มีการ
เกาะตดิแบบหลวมๆ มีผลท าให้เซลล์หลดุออกจากพืน้ผิวสมัผสัได้ง่ายและหลดุไปอยู่ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ จึงต้องอาศยัระยะเวลาพอสมควรท่ีเชือ้เพิ่มจ านวน จึงจะตรวจพบได้ในช่วงเวลา    
10 ชัว่โมง สามารถตรวจพบ P. fluorescens  ท่ีเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้และสามารถ
ตรวจพบได้มากในชว่งเวลา 24-48 ชัว่โมง จึงอาจกล่าวได้ว่า มีเชือ้เกาะติดบนแผ่นทดสอบแต่
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เชือ้ท่ีเกาะติดมีจ านวนน้อยมากจนไม่สามารถตรวจวดัด้วยวิธี spread plate technique ท่ีใช้
กนัโดยทัว่ไปได้ 

 เม่ือพิจารณาถึงผลของอณุหภูมิตอ่การเจริญของ P. fluorescens บนแผ่นทดสอบ 
โดยจุม่แผน่ทดสอบในสารแขวนลอยเซลล์ของเชือ้ความเข้มข้น 8 log CFU/mL ก่อนจะย้ายไป
ใส่อาหารเลีย้งเชือ้หลอดใหม่ พบว่าท่ีอณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  P. fluorescens  สามารถ
เจริญได้ดีและรวดเร็วกว่าท่ีอุณหภูมิ 20และ15 องศาเซลเซียส  ตามล าดบั พบว่าท่ีเวลา       
24 ชัว่โมง จ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบมีค่า 4.97± 0.22 ,4.85 ± 0.18 และ 4.22 ± 0.20     
log CFU/cm2 ตามล าดบั ซึ่งแต่ละอุณหภูมิจะแตกต่างกันและพบว่าท่ี เวลา 48 ชั่วโมง มี
จ านวนเชือ้มากท่ีสุด มีค่า 6.00± 0.12 ,5.05± 0.12 และ4.55  ± 0.28 log CFU/cm2 ท่ี
อณุหภูมิ 28  20 และ15 องศาเซลเซียส ตามล าดบั และเม่ือจุ่มแผ่นทดสอบในสารแขวนลอย
เซลล์ของเชือ้ความเข้มข้น 3 log CFU/mL ก่อนจะย้ายไปใส่อาหารเลีย้งเชือ้หลอดใหม่  พบว่า
ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง มีจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบ 3.72± 0.06 , 3.44 ± 0.12 และ               
3.28 ± 0.06 log CFU/cm2 ท่ีอณุหภมูิ 28 20 และ15 องศาเซลเซียส   ตามล าดบั (รูปท่ี 4.4) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.4 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens  บนแผน่สเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B เม่ือจุ่ม
ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL แล้วย้ายไปใส่ในอาหาร TSB หลอด
ใหม่ โดยบ่มท่ีอณุหภูมิ 28± 2, 20± 2,15± 2 องศาเซลเซียส ท าการตรวจนบัโดยวิธี swab 
และ spread plate technique 
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ดงันัน้จึงอาจสรุปได้ว่าเม่ือพิจารณาถึงความเข้มข้นเร่ิมต้นของ P. fluorescens   
พบว่าถ้ามีปริมาณเชือ้เร่ิมต้นของ P. fluorescens ระดบัสูง (8 log CFU/mL) จะท าให้        
P. fluorescens สามารถติดมากบัแผ่นสเตนเลสสตีลได้ง่ายและสามารถเจริญเพิ่มจ านวนบน
แผ่นสเตนเลสสตีลได้ดี ในขณะท่ีเชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) โอกาสในการเกาะติด
มาบนแผ่นทดสอบน้อย จึงต้องอาศยัระยะเวลาในการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนนาน จึงสามารถ
ตรวจสอบได้ 

 
จีระเดช มาลา (2551) ศึกษาปัจจัยในการเกาะติดและการเกิดไบโอฟิล์มของ 

Salmonella  Anatum DMST17362 บนพืน้ผิวสมัผสัอาหาร พบว่าในสภาวะท่ีมีเชือ้จ านวน
มาก (8 log CFU/mL)  เพียงแค่สมัผสั (0 นาที) ก็เพียงพอท่ีจะท าให้ S. Anatum สามารถ
เกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีล ส่วนในสภาวะท่ีมีเชือ้น้อย (3 log CFU/mL)จะต้องอาศยั
ระยะเวลาให้เซลล์มีการเพิ่มจ านวนจึงจะตรวจพบเชือ้ได้ และพบว่า S. Anatum สามารถเพิ่ม
จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลท่ีอณุหภูมิ 30 °C ได้ดีกว่าอณุหภูมิ 20 และ 15 °C โดยมี
คา่เท่ากบั ค่า 6.08± 0.35 , 5.45 ± 0.39 และ 3.50 ± 0.22 log CFU/cm2 ท่ี 24 ชัว่โมง 
ตามล าดบั 

 
 Rod และคณะ (2007) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิท่ีใช้ในการบ่ม (incubation 

temperature) ท่ีอุณภูมิ 20 และ25 °C ตอ่การเกิดไบโอฟิล์มของ Staphylococcus aureus 
โดยบม่เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และท่ีอณุหภูมิ 30 °C 37°C 42°C 46°C และ48°C ท าการบม่เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ผลการทดลองพบว่าไบโอฟิล์มของ S. aureus จากการบม่ท่ีอณุหภูมิ 20 และ
25 °C ระยะเวลา 48 ชั่วโมง เกิดได้น้อยกว่าการบ่มท่ีอุณหภูมิ  46°C และ48°C ซึ่งใช้
ระยะเวลาในการบม่เพียง 24 ชัว่โมง 

 
ดังนัน้จะเห็นได้ว่า อุณหภูมิเป็นปัจจัยท่ีมีความส าคัญต่อการเกิดไบโอฟิล์มของ

จลุินทรีย์ เน่ืองจากจลุินทรีย์แตล่ะชนิดจะมีความต้องการอณุหภูมิเพ่ือการเจริญท่ีแตกตา่งกนั 
อุณหภูมิท่ีจุลินทรีย์เจริญได้จะอยู่ระหว่างอุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) และ
อุณหภูมิต ่าสุด (minimum temperature) ซึ่งถ้าอุณหภูมิท่ีสูงหรือต ่ากว่านี ้จุลินทรีย์จะไม่
สามารถเจริญได้ ดงันัน้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ (optimum temperature) จึง
แตกตา่งกนัออกไปตามแตล่ะชนิดของจลุินทรีย์ โดยช่วงอณุหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ
ของ P. fluorescens  อยู่ระหว่าง 26 - 30.5 °C (Sillankorva et al., 2004) การทดลองในครัง้
นีไ้ด้เลือกอุณหภูมิท่ีครอบคลุมกระบวนการผลิตเนือ้สัตว์ในขัน้ตอนการตัดหั่นผลิตภัณฑ์
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เนือ้สตัว์ เชน่ แฮม เป็นต้น คือเลือกอณุหภูมิ 15 20 และ28 องศาเซลเซียส จากผลการทดลอง
พบว่าการเจริญของ P. fluorescens biofilm บนแผ่นสเตนเลสสตีล ท่ีอุณหภูมิ  28           
องศาเซลเซียส  P. fluorescens  สามารถเจริญได้ดีและรวดเร็วกว่า 20 และ15 องศาเซลเซียส  

ตามล าดบั อาจเน่ืองมาจากสภาวะในการบม่แผ่นทดสอบอยู่ช่วงอณุหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับ
การเจริญของ P. fluorescens  แตอ่ย่างไรก็ตามในอุตสาหกรรมอาหาร กระบวนการเร่ิมต้น
จนกระทัง่ถึงปลายทางมีความตอ่เน่ืองกันเป็นลกูโซ่ โดยผลผลิตท่ีได้จากขัน้ตอนก่อนหน้าจะ
ใช้เป็นวตัถดุบิ (raw material) ส าหรับขัน้ตอนตอ่มาการเปล่ียนแปลงอณุหภูมิในแตล่ะขัน้ตอน
ของการผลิตจึงส่งผลกระทบโดยตรงต่อการเจริญของจุลินทรีย์ ดังนัน้จึงอาจท าให้เกิด          
ไบโอฟิล์มขึน้ได้ในกระบวนการผลิต (สมุณฑา วฒันสินธุ์ ,2549) 

4.1.4 การเปล่ียนแปลงสารอาหารของตัวกลางชนิดเหลวต่อการเกิดไบโอฟิล์ม 
 

สารอาหารเป็นปัจจยัส าคญัท่ีเอือ้อ านวยให้จุลินทรีย์เจริญและแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวน
โดยจลุินทรีย์ตา่งชนิดกนัมีความต้องการสารอาหารท่ีตา่งกนั  การท่ีมีสารอาหารมากหรือน้อย
แตกตา่งกนั จะมีผลตอ่การเจริญเป็นไบโอฟิล์ม ดงันัน้การเปล่ียนแปลงชนิดของอาหารตอ่การ
เจริญของไบโอฟิล์มเป็นปัจจยัหนึ่งท่ีต้องท าการศกึษา (Costerton and Lewandowski, 1995; 
Garrett et al., 2008) ซึง่จากการศกึษาท่ีผา่นมา พบว่า P. fluorescens  สามารถเกาะติดและ
เจริญเป็นไบโอฟิล์มบนแผน่สเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B ท่ีอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ได้
ท่ีระยะเวลา 1- 48 ชัว่โมง ด้วยการตรวจสอบจ านวนเซลล์ด้วยวิธี swab และspread plate 
technique บนอาหาร TSB  ดงันัน้ขัน้ตอนตอ่ไปจึงท าการเปล่ียนชนิดสารอาหารจากอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB ซึ่งเป็นอาหารท่ีมีสารอาหารสมบูรณ์เหมาะต่อการเจริญของจุลินทรีย์ เป็น
สารอาหารจากตวักลางชนิดเหลวชนิดอ่ืน ๆ โดยการทดลองครัง้นี ้ได้เลือกใช้สารอาหารท่ีมี
องค์ประกอบต่าง ๆ กันไป ตัง้แต่ สารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85, 
อาหารเลีย้งเชือ้  TSB และสารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) จากการทดลอง 
พบวา่ เม่ือเปล่ียนตวักลางอาหารหรือตวักลางชนิดเหลวจากอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็นน า้เกลือ
ปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl) พบว่า ยังมีการเจริญของ                       
P. fluorescens และพบว่าท่ีเวลา 24 ชัว่โมง สามารถตรวจนบัเซลล์ P. fluorescens  ได้     
4.62 ± 0.07 log CFU/cm2 และมีจ านวน  5.31 ± 0.06 log CFU/cm2 เม่ือท าการตรวจ
วิเคราะห์ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (รูปท่ี 4.5) 
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รูปท่ี 4.5 จ านวนเซลล์ท่ีเจริญบนแผ่นทดสอบ เม่ือจุ่มอยู่ในสารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้
ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 % ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 

เม่ือเปล่ียนแหล่งของตวักลางอาหารชนิดเหลวจากอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็น soiling 
agent (beef meat 5%w/v) เน่ืองจากต้องการจ าลองการปนเปือ้นสารอินทรีย์ในกระบวนการ
ผลิตผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์ โดยการน าเนือ้สนัในสุกร  50 กรัม หั่นเป็นชิน้ขนาด 1 ลูกบาศก์
เซนตเิมตร จากนัน้น าชิน้เนือ้และน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 1ลิตร ไปใส่ใน stomacher bag น าไปคลกุ
ให้เข้ากันด้วยเคร่ือง food mixer ในน า้ดีไอโอไนซ์ปลอดเชือ้ จากนัน้ก าจดัเชือ้จลุินทรีย์โดย
กรองผ่านเคร่ืองกรอง Millipore โดยกรองผ่าน membrane filter ซึ่งมีรูขนาด 0.45 ไมครอน 
น าไปใช้เป็นตวักลางอาหารชนิดเหลว ซึง่ผู้วิจยัคาดว่าน่าจะท าให้เซลล์ P. fluorescens  มีการ
เกาะตดิและเจริญเป็นไบโอฟิล์มได้ดียิ่งขึน้ ผลการทดลอง พบว่า เม่ือบม่แผ่นทดสอบเป็นเวลา 
24 ชัว่โมง พบจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบ มีคา่ 4.84 ± 0.15 log CFU/cm2 และเม่ือบม่แผ่น
ทดสอบนานมากขึน้  ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง พบจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบ มีคา่ 5.33 ± 0.24  
log CFU/cm2  ตามล าดบั   (รูปท่ี 4.6) 
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รูปท่ี 4.6 จ านวนเซลล์ท่ีเจริญบนแผ่นทดสอบ เม่ือจุ่มอยู่ในสารละลาย soiling agent      
(beef meat 5%w/v) ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.7 เปรียบเทียบจ านวนเซลล์ท่ีเจริญบนแผ่นทดสอบ เม่ือมีการเปล่ียนแปลงแหล่งของ
สารอาหารชนิดตา่งๆ ท่ีอณุหภมูิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
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เม่ือน าข้อมลูท่ีได้จากการเปล่ียนแปลงแหล่งของสารอาหารท่ีมีองค์ประกอบตา่งกนัทัง้ 
3 ชนิด คือ สารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85, อาหารเลีย้งเชือ้ TSB 
และสารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) มาเปรียบเทียบกนั (รูปท่ี 4.7) จะเห็นได้
วา่ชว่งแรกแม้จะมีการเปล่ียนแปลงชนิดของตวักลางอาหารชนิดเหลว  แตจ่ านวนเซลล์บนแผ่น
ทดสอบก็ยังคงมีการเจริญ พร้อมทัง้มีการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวนได้และไม่มีการแตกต่างกัน  
มากนัก เม่ือเปล่ียนแหล่งของตัวกลางอาหารชนิดเหลวจากอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็น
สารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl) พบว่า ยงัมีการเจริญ
ของ P. fluorescens เน่ืองจากอาจมีสารอาหารตดิมา เม่ือเวลาเพิ่มขึน้จะเห็นความแตกตา่งได้
อย่างชดัเจน ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าการเจริญของเซลล์บนแผ่นทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ 
TSB ดีกว่าสารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) และ 0.85 % NaCl ตามล าดบั 
โดยมีจ านวนเซลล์บนแผ่นทดสอบมีค่า 4.97± 0.22 ,4.84 ± 0.15 และ 4.62 ± 0.07 log 
CFU/cm2 ตามล าดบั และพบว่าท่ี เวลา 48 ชัว่โมง มีจ านวนเชือ้มากท่ีสดุ มีค่า 6.00± 0.12 , 
5.33± 0.24 และ 5.31 ± 0.06 log CFU/cm2 ตามล าดบั จะเห็นได้ว่าท่ีหลงัจากบ่มแผ่น
ทดสอบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  การเจริญของเซลล์บนแผ่นทดสอบในสารละลายเกลือแกงปลอด
เชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl) และสารละลาย soiling agent (beef meat 
5%w/v) เร่ิมช้าลง แต่การเจริญของเซลล์บนแผ่นทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้  TSB มีการแบ่ง
เซลล์เพิ่มจ านวนได้ เน่ืองจาก TSB มีน า้ตาลเป็นองค์ประกอบซึ่งเป็นส่วนส าคญัในการเจริญ
ของจลุินทรีย์ ดงันัน้ปริมาณสารอาหารท่ีสมบรูณ์จงึมีความส าคญัตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ 

 
จากการทดลองพบว่า เซลล์ของ P.  fluorescens สามารถอยู่รอดได้ในสภาวะท่ีไม่มี

อาหาร และยงัสามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนบนแผ่นทดสอบได้ ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากเซลล์ของ 
P. fluorescens ท่ีน ามาใช้ในการทดลองได้มีการเตรียมความพร้อมส าหรับการแบ่งตวัเพิ่ม
จ านวนมาแล้ว เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีไม่มีอาหารจึงสามารถเพิ่มจ านวนได้และประกอบกับมีน า้
เป็นองค์ประกอบหรือมีสารอาหารติดมากับแผ่นทดสอบ เซลล์อาจใช้น า้หรือสารอาหาร
ดงักลา่วนีใ้นการเพิ่มจ านวน และอาจเป็นไปได้ว่าเซลล์สามารถใช้คา่ aw (water activity) หรือ
ปริมาณน า้ท่ีมีอยู่ในอาหารหรือความชืน้ น ามาใช้เพ่ือแบ่งตวัและเพิ่มจ านวน ดงันัน้จากการ
ทดลองเป็นท่ีน่าสงัเกตว่าแม้ไม่มีสารอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ แต่ P.  fluorescens 
ก็ยงัสามารถรอดชีวิตและแบง่เซลล์บนแผน่ทดสอบได้ เน่ืองจากซูโดโมแนสเป็นเชือ้แบคทีเรียท่ี
มีอยู่ในธรรมชาติ พบได้ทั่วไปในดิน  น า้และสิ่งแวดล้อมในโรงงานอุตสาหกรรม  จึงมี
ความสามารถในการปรับตัวได้ดีและทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เอือ้อ านวยได้ (Gill and 
Newton, 1997) หลายงานวิจยัรายงานว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถมีชีวิตอยู่รอดได้บน
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เสือ้ผ้าหรือพืน้ผิวสมัผสัอาหาร Kusumaningrum และคณะ (2003) ศึกษาการรอดชีวิตของ
จุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล พบว่าหลังจากการปนเปื้อนเชือ้เป็นเวลา     
4 วนั สามารถตรวจพบเซลล์ของ staphylococcus aureus และ Salmonella enteritidis ได้  
105และ103 CFU/cm2ตามล าดบั 
 

Hood และ Zottola (1997) ศกึษาการเกาะติดของเชือ้จลุินทรีย์กลุ่มก่อโรคบนพืน้ผิว 
สเตนเลสสตีล รายงานว่าการเกาะติดของแบคทีเรียคนละชนิดอาจขึน้อยู่กบัความไม่ชอบน า้
บนผิวเซลล์หรือประจุโดยรวมท่ีผิวเซลล์ โดยพบว่าการเกาะติดบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลของ 
Escherichia coli จะขึน้อยู่กับประจโุดยรวมบนผิวเซลล์ โดยจะเกาะติดได้ดีขึน้เม่ือประจลุบ
ลดลง และพบว่าประจโุดยรวมของเซลล์ Listeria monocytogenes จะมีความเป็นลบลดลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีกรดกรดแลคติกและกลูโคสและพบว่าจะสามารถเกาะติดได้ดียิ่งขึน้ถ้า
อยูใ่นอาหารท่ีมีกรดอะมิโนเป็นองค์ประกอบ ดงันัน้จะเห็นว่าความเป็นกรดดา่งของสารอาหาร
ส่งผลตอ่ประจโุดยรวมบนผิวเซลล์ นอกจากนีอ้ณุหภูมิยงัเป็นอีกปัจจยัท่ีส่งผลตอ่การเกาะติด 
พบวา่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส L. monocytogenes จะไม่สร้าง flagella และประจลุบบน
พืน้ผิวเซลล์ลดลง แต่เม่ืออยู่ท่ีอุณหภูมิ 15-20 องศาเซลเซียส จะมีความเป็นประจุลบสูงขึน้ 
พร้อมกบัมี flagella ท าให้มีการเกาะตดิบนพืน้ผิวมากขึน้ 

 
Skandamis และคณะ (2009) ศึกษาการเกิดไบโอฟิล์มและความต้านทานต่อกรด

ของ Escherichia coli O157:H7 บนแผ่นเหล็กกล้าไร้สนิม เลียนแบบสภาวะโรงฆ่าสตัว์ โดย
น าแผ่นทดสอบจุ่มลงในน า้ล้างซากสตัว์ท่ีไม่ได้สเตอริไรส์ และในสารละลายกรดแลกติกท่ีใช้
ล้างซากสตัว์ ซึ่งมีเชือ้ E. coli O157:H7 (103-104 CFU/ml) จากนัน้ท าความสะอาดและท า
แห้งแผน่ทดสอบ ท าการบม่แผน่ทดสอบท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมงและ
ท่ีอณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าสามารถตรวจพบเชือ้เกาะติดบนแผ่น
ทดสอบในสภาวะแห้งและพบว่าไบโอฟิล์มท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวทดสอบในสภาวะแห้งมีความ
ต้านทานต่อกรดมากขึน้ ดงันัน้การท่ีจะก าจดัไบโอฟิล์มอย่างไม่สมบูรณ์จะท าให้เซลล์ท่ีเคย
ผา่นสภาวะกรดฟืน้กลบัมาและทนความเป็นกรดเพิ่มขึน้ 
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Kim, Ryu และ Beuchat (2006) ศกึษาปัจจยัการเกิดไบโอฟิล์มของ Enterobacter 
sakazakii บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล ซึ่งบม่แผ่นทดสอบท่ีอณุหภูมิ 12 และ 25°C พบว่าจ านวน
เซลล์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวทดสอบเม่ือบม่ท่ีอุณหภูมิ 25 °C มากกว่าบม่ท่ีอณุหภูมิ 12 °C และ
ศกึษาการเจริญในตวักลางอาหารเหลวท่ีแตกตา่งกนั โดยน าแผ่นทดสอบจุ่มในสารแขวนลอย
เซลล์ บม่เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าแผ่นทดสอบบ่มในตวักลางอาหารเหลว คือ tryptic soy 
broth (TSB), infant formula broth (IFB), lettuce juice broth (LJB) บม่ท่ีอณุหภูมิ 25°C 
เวลา 10 วนั พบว่าเม่ือบ่มแผ่นทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด IFB ท าให้มีจ านวนเซลล์บน
แผ่นสเตนเลสสตีลเพิ่มขึน้ 1.42 - 1.67 log CFU/cm2 แตใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด TSB และ 
LJB จ านวนเซลล์ไบโอฟิล์มบนแผน่ทดสอบไมเ่พิ่มขึน้ โดยสรุปพบวา่อณุหภูมิและสารอาหารมี
ผลตอ่การเจริญเป็นไบโอฟิล์มของ E. sakazakii 
 
 
4.2 ลักษณะไบโอฟิล์มบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบเม่ือตรวจด้วย Scanning Electron 
Microscope (SEM) 
 

เม่ือจุ่มแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B ในสารแขวนลอยเซลล์ของเชือ้ปริมาณ
เชือ้ 8 log CFU/mL แล้ว น าแผน่ทดสอบดงักลา่วท่ีมีการเกาะตดิของเชือ้ ใส่ลงอาหารเลีย้งเชือ้
หลอดใหม่ทิง้ไว้เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส แล้วตรวจ
ลกัษณะการเกิดไบโอฟิล์มของ P.  fluorescens บนแผ่นพืน้ผิวทดสอบดงักล่าว โดยใช้เคร่ือง 
Scanning Electron Microscope (SEM) รุ่น JSM-5410 LV ท าการทดสอบท่ีศนูย์เคร่ืองมือ
วิจัยวิทยาศาตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากรูป 4.8 พบว่าเซลล์จะมีการ
เกาะติดพืน้ผิวทดสอบและกระจายไปทัว่พืน้ผิวของแผ่นทดสอบ เกิดเป็น monolayer biofilm 
(รูปท่ี 4.8 A ) ซึ่งลกัษณะการเกาะของเซลล์กับพืน้ผิวของแผ่นทดสอบนัน้ จากรูปพบว่าเซลล์
สามารถเกาะตดิบนพืน้ผิวได้เลย ไมไ่ด้เกาะตดิโดยอาศยัช่องว่างหรือรอยแตกของพืน้ผิว (รูปท่ี 
4.8 B) นอกจากนีจ้ะพบได้ว่า ท่ีเวลาบ่ม 24 ชั่วโมง เซลล์จะมีลักษณะการเกาะติดบนแผ่น
ทดสอบเป็นเซลล์เด่ียวๆ เม่ือระยะเวลานานมากขึน้ พบว่าเซลล์เร่ิมมีการเกาะกลุ่มกลายเป็น
กลุ่มของเซลล์ขนาดเล็ก (microcolony) และเม่ือเวลาในการบ่มแผ่นทดสอบเป็นเวลา           
48 ชัว่โมง จะพบว่าเซลล์ของ Pseudomonas  fluorescens มีการเพิ่มจ านวน เกิดการเกาะ
รวมกันจนเกิดเป็นชัน้ของเซลล์ (layer of cells) อย่างชดัเจนและสามารถสังเกตุชัน้ของ
จุลินทรีย์หลายๆ ชัน้ (multilayer biofilm) โดยมีการสร้างเส้นใยออกมาเพ่ือยึดเหน่ียว           
(รูปท่ี 4.8 C, D) 
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                                 (A)                                                               (B)  

 

                                                       

 
 
 
 
 
                                     (C)                                                                     (D) 
 
รูปท่ี 4.8 การเกาะติดและการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่นสเตนเลสสตีล    
เกรด 304 ชนิด 2B   ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL)  

(A) ก าลงัขยาย 1500X    (B) ก าลงัขยาย 7500X ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง  
(C) ก าลงัขยาย 1500X    (D) ก าลงัขยาย 7500X ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง  
 
ส่วนการทดสอบปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) โดยน าแผ่นทดสอบ

ดังกล่าวท่ีมีการเกาะติดของเชือ้ ย้ายใส่อาหารเลีย้งเชือ้หลอดใหม่ทิง้ไว้ตามระยะเวลา         
48 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ  28 ± 2 องศาเซลเซียส ตรวจลักษณะการเกิดไบโอฟิล์มของ               
P. fluorescens บนแผ่นพืน้ผิวทดสอบดงักล่าว จากรูป 4.9 เซลล์ของ P.  fluorescens ก็
สามารถเกาะตดิบนพืน้ผิวทดสอบนีไ้ด้ โดยจะเห็นการเกาะติดของเซลล์ได้หลงัจากเซลล์มีการ
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เกาะติดบนพืน้ผิวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เซลล์เกาะบนแผ่นทดสอบเป็นเซลล์เด่ียวๆ แต่ไม่
กระจายทัว่พืน้ผิวของแผ่นทดสอบ (รูปท่ี 4.9 A ) เน่ืองจากปริมาณเชือ้เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย 
การเกาะตดิบนแผน่ทดสอบน้อย จงึต้องอาศยัระยะเวลาในการแบง่ตวัเพิ่มจ านวน เม่ือให้เวลา
ในการบม่แผ่นทดสอบนานมากขึน้เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จะเห็นว่าเซลล์ของ P. fluorescens มี
การเพิ่มจ านวน เซลล์เร่ิมมีการเกาะกลุ่มเป็นกลุ่มของเซลล์ขนาดเล็ก (microcolony) (รูปท่ี 
4.9 B) 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  (A)                                                                        (B)  
 
รูปท่ี 4.9 การเกาะติดและการเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนแผ่นสเตนเลสสตีล เกรด 
304 ชนิด 2B   ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL)  

(A) ก าลงัขยาย 7500X ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง  
(B) ก าลงัขยาย 7500X ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง  
 

 การเกาะของเซลล์กบัพืน้ผิวของแผ่นทดสอบ ท่ีเวลาบ่ม 24 ชัว่โมง จะมีลกัษณะการ
เกาะติดเป็นเซลล์เด่ียวๆ เม่ือระยะเวลานานมากขึน้ พบว่าเซลล์เร่ิมมีการเกาะกลุ่มกลายเป็น
กลุ่มของเซลล์ขนาดเล็ก (microcolony) และเม่ือเวลาในการบม่แผ่นทดสอบมากขึน้เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง จะพบว่าเซลล์ของ P. fluorescens มีการเพิ่มจ านวนเกิดการเกาะรวมกันจนเกิด
เป็นชัน้ของเซลล์ (layer of cells) ซึ่งการรวมกลุ่มท่ีเกิดขึน้อาจเกิดจากการส่งสญัญาณทาง
เคมีของเซลล์จลุินทรีย์ ท าให้เซลล์ท่ีเกาะติดอยู่ใกล้ ๆกัน สามารถรวมกลุ่มกันเป็นกลุ่มเล็กๆ 
แล้วจงึมีการแบง่ตวัเพิ่มจ านวนเป็น ไบโอฟิล์มท่ีสมบรูณ์ (Poulsen, 1999) 
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4.3 การเกาะติดของเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ที่ปนเป้ือนบน
พืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้  
 

จากการทดลองข้างต้นตามข้อ 4.1 และ 4.2 ได้ศึกษาการเกาะติดและการเกิด         
ไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวสมัผสัอาหาร คือ แผ่นสเตนเลสสตีล ชนิด 304/2B  
ซึง่เป็นตวัแทนของสเตนเลสสตีล ท่ีใช้เป็นส่วนใหญ่ในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร ได้ข้อมลูว่า
ท่ีเวลา 0 นาที (จุ่มแผ่นทดสอบแล้วยกขึน้ทันที) P. fluorescens สามารถเกาะติดบน
แผ่นสเตนเลสสตีลได้ทันที ดังนัน้ในการทดลองขัน้ต่อไป  จึงศึกษาการเกาะติดของ                
P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลและการถ่ายโอน
เซลล์ของซูโดโมแนสจากเคร่ืองสไลซ์เนือ้ซึ่งเป็นอปุกรณ์ท่ีใช้ในกระบวนการผลิตอาหาร ซึ่งจะ
เป็นแนวทางหนึ่งในการวิเคราะห์ปัญหาการเกิดไบโอฟิล์มในอตุสาหกรรมอาหาร เพ่ือควบคมุ
แหล่งสะสมของจุลินทรีย์ซึ่งอาจเกิดการปนเปื้อนข้ามจากอุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใช้ใน
กระบวนการผลิตสูผ่ลิตภณัฑ์อาหารท่ีท าให้อาหารเส่ือมคณุภาพและชว่ยลดความเส่ียงตอ่การ
เกิดโรคท่ีเกิดจากการบริโภคอาหาร 

 
ดงันัน้ผู้ วิจัยจึงศึกษาการเกาะติดของเซลล์ P. fluorescens บนพืน้ผิวใบมีด        

สเตนเลสสตีลของเคร่ืองสไลซ์เนือ้ ท่ีใช้ในกระบวนการการหัน่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ (โบโลน่าหมู) 
โดยท าการจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลลงในสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลวปริมาณเชือ้เร่ิมต้น
ของ P. fluorescens ระดบัสงู (8 log CFU/mL) โดยจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลในสารแขวนลอย
เซลล์ ทิง้ไว้ให้เกิดการเกาะติด 30 วินาที จากนัน้น าใบมีดสเตนเลสสตีลผึ่งแห้งในตู้ปลอดเชือ้         
30 นาที ตรวจสอบจ านวนเซลล์บนใบมีดสเตนเลสสตีล ด้วยวิธี swab และspread plate 
technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base พบว่า สามารถตรวจพบจ านวน

เซลล์ของ P. fluorescens บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 4.62  0.48            

log CFU/cm2 และด้านหลงัของพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 4.42   0.78 log CFU/cm2  ส่วน
ในสภาวะท่ีมีเชือ้เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย (3 log CFU/ml) พบว่า สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์

บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 1.79   0.16 log CFU/cm2 และด้านหลงัของ

พืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 1.81   0.20 log CFU/cm2 (ตารางท่ี 4.1) 
 
 จากการทดลองข้างต้นข้อ 4.3 ท าให้พบว่าท่ีเวลา 0 นาที ก็เพียงพอท่ีจะท าให้         

P.  fluorescens  สามารถเกาะติดบนแผ่นสเตนเลสสตีลได้ทนัที จึงสร้างการปนเปือ้นของ     
P. fluorescens  Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล โดยจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลในสาร
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แขวนลอยเซลล์ของเชือ้ปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL (ปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสูง) ในสาร
แขวนลอยเซลล์ 30 วินาที แล้วน าใบมีดสเตนเลสสตีลใส่ลงในภาชนะฝาปิดปลอดเชือ้ท่ีมี

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง (28  2 oC) ทิง้ไว้ระยะเวลา  24 ชัว่โมง เพ่ือให้เซลล์
ท่ีมีการเกาะติดบนพืน้ผิวแล้วมีการเพิ่มจ านวนมากขึน้และเกิดเป็นไบโอฟิล์ม ผลการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 4 เม่ือตรวจปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 
โดยวิธี spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base พบว่า 

สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 4.55   0.23 log 

CFU/cm2 และด้านหลงัของพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 4.58   0.35 log CFU/cm2  ส าหรับ
ในสภาวะท่ีมีเชือ้เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย (3 log CFU/ml) พบว่า สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์

บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 3.20   0.41 log CFU/cm2 และด้านหลงัของ

พืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 3.39  0.45 log CFU/cm2 
 
ตารางที่  4.1  จ านวนเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ท่ีปนเปือ้นบน
พืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ ท่ีจุ่มในสารแขวนลอยเซลล์ 8 log CFU/mL) และ 3 log CFU/mL 
ใน TSB ท่ีอณุหภมูิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 
 
 
  ปริมาณเซลล์       จ านวนเซลล์ P. fluorescens บนใบมีด   จ านวนเซลล์ P. fluorescens Biofilm                                

ในสารแขวนลอย                                                                                 หลงับม่ 24 ชัว่โมง 

                                         (log CFU/cm2)                              (log CFU/cm2)         
 (log CFU/cm2)          ผิวด้านหน้า      ผิวด้านหลงั             ผิวด้านหน้า          ผิวด้านหลงั 

 

 8  4.62  0.48 4.42  0.78 4.55  0.23 4.58  0.35 
 
 

3  1.79  0.16 1.81  0.20 3.20   0.41 3.39  0.45   
 

 
จากตารางท่ี 4.1 แสดงให้เห็นว่าเม่ือจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลลงในสารแขวนลอยเซลล์

ในอาหารเหลว สามารถตรวจพบเซลล์ของ P. fluorescens เกาะติดบนพืน้ผิวใบมีด        
สเตนเลสสตีล  
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เม่ือพิจารณาปริมาณเซลล์ท่ีตรวจพบบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล พบว่าการสร้าง
การปนเปือ้นโดยน าใบมีดสมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์ สามารถตรวจพบเซลล์บนพืน้ผิวใบมีด
ไมแ่ตกตา่งกบัใบมีดท่ีมีจ านวนเซลล์เกาะติดบนพืน้ผิวหลงัจากบม่ไว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ทัง้นี ้
อาจเน่ืองมาจากการวิธีการทดลองในการสร้างการปนเปือ้นเซลล์ P. fluorescens Biofilm บน
พืน้ผิวใบมีด จะล้างเซลล์ท่ีไม่ได้เกาะติดบนพืน้ผิวออก จากนัน้บ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ดงันัน้
เซลล์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวใบมีดจะมีการเจริญและเพิ่มจ านวน ส่วนใบมีดท่ีมีเซลล์ปนเปือ้นบน
พืน้ผิว พบว่ามีปริมาณเซลล์บนพืน้ผิวมาก เน่ืองจากใบมีดสมัผสักับสารแขวนลอยเซลล์ โดย
ไมไ่ด้ล้างเซลล์ท่ีไมไ่ด้เกาะตดิออก ดงันัน้จงึสามารถตรวจพบปริมาณเซลล์บนพืน้ผิวมาก 

 
4.3.1 การถ่ายโอนของเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ที่

ปนเป้ือนบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภัณฑ์อาหาร  
 
จากการทดลองข้างต้น พบว่าเซลล์ P. fluorescens สามารถเกาะติดและเกิด         

ไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลได้ ซึ่งเป็นอปุกรณ์ท่ีใช้ในกระบวนการผลิตอาหาร ใน
กระบวนการตดัหัน่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์เหลา่นี ้หากมีการสะสมของจลุินทรีย์ท่ีส่วนของใบมีดจะ
ท าให้เกิดการส่งผ่านเชือ้จลุินทรีย์สู่ผลิตภณัฑ์ได้ ซึ่งอาจเกิดการปนเปือ้นสู่ผลิตภณัฑ์อาหารท่ี
ท าให้อาหารเส่ือมคณุภาพและท าให้ผู้บริโภคมีความเส่ียงตอ่การเกิดโรคท่ีเกิดจากการบริโภค
อาหาร ดังนัน้ในการทดลองขัน้ต่อไปจึงศึกษาการถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens และ         
P. fluorescens Biofilm ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ระหว่างการหัน่สู่ผลิตภณัฑ์
อาหาร จะเป็นแนวทางหนึง่ในการวิเคราะห์ปัญหาการปนเปือ้นข้ามสูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร  

 
4.3.1.1 การถ่ายโอนของเซลล์ P. fluorescens ที่ปนเป้ือนบนพืน้ผิวใบมีด

เคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภัณฑ์อาหาร 
 
การศึกษาการถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ือง

สไลซ์เนือ้ระหว่างการหัน่สู่ผลิตภณัฑ์อาหาร โดยเตรียมเคร่ืองสไลซ์เนือ้ท่ีท าความสะอาดตาม
วิธีท่ีเหมาะสม มาประกอบกับใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการสร้างการปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีด
เคร่ืองสไลซ์เนือ้ โดยท าการจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลลงในสารแขวนลอยเซลล์ในอาหารเหลว
ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8 และ3 log CFU/mL จากนัน้หั่นผลิตภัณฑ์เนือ้สไลซ์ (โบโลน่าหมู) 
ประมาณ 20 ชิน้ต่อเน่ืองกัน น าชิน้เนือ้สไลซ์แต่ละชิน้ไปวิเคราะห์หาปริมาณเซลล์ของ         
P. fluorescens ท่ีถ่ายโอนจากเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภณัฑ์อาหาร โดยวิธี Standard plate 
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count technique และใช้อาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base จากการทดลองข้างต้น 
พบว่าการทดสอบการปนเปื้อนบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8 log 
CFU/mL มีจ านวนเซลล์ของ P. fluorescens บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล  

4.62   0.48 log CFU/cm2 และด้านหลงัของพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 4.42  0.78  log 
CFU/cm2  เม่ือน าใบมีดสแตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปือ้นมาหั่นผลิตภัณฑ์ พบว่าการถ่ายโอน
เซลล์ P. fluorescens สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้แรก 3.22 ± 0.29 log CFU/g และลดลงตามล าดบั มี
การถ่ายโอนเซลล์สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย (ชิน้ท่ี 20)  2.39 ± 0.17 log CFU/g เม่ือค านวณค่า
การถ่ายโอนเซลล์ (% Tranfer) จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปือ้นเซลล์ของ P. fluorescens 
สูผ่ลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย มีคา่ร้อยละ 26.43 ดงัรูปท่ี 4.10   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.10 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีด              
สเตนเลสสตีลสู่ชิน้เนือ้โบโลน่าสไลซ์ จ านวน 20 ชิน้ ตามล าดบั จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมี

เซลล์ P. fluorescens ปนเปือ้นบนพืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.62   0.48 log CFU/cm2) 
ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 

ส่วนใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการสร้างการปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ 
ในสภาวะท่ีมีเชือ้เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย (3 log CFU/ml) จากการทดลองข้างต้น พบว่าสามารถ

ตรวจพบจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 1.79   0.16 log CFU/cm2 
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และด้านหลังของพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 1.81   0.20 log CFU/cm2 เม่ือน าใบมีด     
สแตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปือ้นมาหัน่ผลิตภณัฑ์ พบว่ามีการถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens  สู่
ผลิตภณัฑ์ชิน้แรก 1.68 ± 0.03 log CFU/g และลดลงตามล าดบั สามารถตรวจพบการถ่าย
โอนเซลล์สู่ผลิตภัณฑ์ชิน้สุดท้ายจากเนือ้ชิน้สไลซ์ ชิน้ท่ี 11  โดยมีจ านวนเซลล์ 1.09 ± 0.04 
log CFU/g เม่ือค านวณการถ่ายโอนเซลล์ (% Tranfer) จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปือ้น
เซลล์ของ P. fluorescens สูผ่ลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย มีคา่ร้อยละ 30.27 (รูปท่ี 4.11) ส าหรับชิน้ท่ี 
12 สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์ P. fluorescens  ในผลิตภณฑ์น้อยมาก จนกระทัง่ชิน้ท่ี 20 
ไมส่ามารถตรวจพบเซลล์ P. fluorescens  ในผลิตภณัฑ์ได้ 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.11 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีด             
สเตนเลสสตีลสู่ชิน้เนือ้โบโลน่าสไลซ์ จ านวน 20 ชิน้ ตามล าดบั จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมี

เซลล์ P.  fluorescens ปนเปือ้นบนพืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 1.79   0.16 log CFU/cm2) 
ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 

เม่ือเปรียบเทียบการถ่ายโอนเซลล์ P.  fluorescens จากใบมีดสเตนเลสสตีล  
ระหว่างกระบวนการหั่นเนือ้สไลซ์จ านวน 20 ชิน้ต่อเน่ืองกัน ใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการ
ปนเปือ้นเชือ้เร่ิมต้นในระดบัสงู (8 log CFU/mL) พบว่ามีการถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens สู่
ผลิตภณัฑ์ชิน้แรกจนผลิตภัณฑ์ชิน้สุดท้ายท่ีผ่านกระบวนการหัน่ (ชิน้ท่ี 20) 2.39 ± 0.17 log 
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CFU/g จะเห็นได้ว่าเซลล์ท่ีเกาะติดบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลสามารถจะถ่ายโอนเซลล์สู่
เนือ้สไลซ์ได้อีกหากมีการหัน่ผลิตภณัฑ์ชิน้ตอ่ไป ส่วนใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปือ้นเชือ้
เร่ิมต้นในระดับต ่า(3 log CFU/mL) พบว่าสามารถตรวจพบเซลล์ P. fluorescens                
ในกระบวนการหั่นเนือ้สไลซ์ได้จากเนือ้ชิน้สไลซ์ ชิน้ท่ี 11  โดยมีจ านวนเซลล์ 1.09 ± 0.04       
log CFU/g จนกระทัง่ชิน้ท่ี 12 พบวา่ตรวจพบโคโลนีบนจานเพาะเชือ้น้อยมาก เน่ืองจากเซลล์
เร่ิมต้นท่ีมีการเกาะติดบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลน้อยมากจึงมีการถ่ายโอนของเซลล์สู่
ผลิตภณัฑ์น้อยลง  
 

4.3.1.2 การถ่ายโอนของเซลล์ P. fluorescens Biofilm ที่ปนเป้ือนบนพืน้ผิว
ใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภัณฑ์อาหาร 

 
ส่วนในกรณีของการถ่ายโอนเซลล์เซลล์ของ P.  fluorescens Biofilm  ท่ีปนเปือ้น

บนพืน้ผิวใบมีด โดยสร้างสภาวะให้เกิดไบโอฟิล์มอายุ 24 ชั่วโมง บนพืน้ผิวใบมีด              
สเตนเลสสตีล ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 °C  ประกอบใบมีดสเตนเลสสตีลเข้ากบัเคร่ืองสไลซ์เนือ้ท่ีท า
ความสะอาดตามวิธีท่ีเหมาะสม จากนัน้หั่นเนือ้สไลซ์  (โบโลน่าหมู) ประมาณ 20 ชิน้
ตอ่เน่ืองกัน น าชิน้เนือ้สไลซ์ท่ีได้ท าการวิเคราะห์หาปริมาณเซลล์เพ่ือหาปริมาณการถ่ายโอน
ของเชือ้ซูโดโมแนสจากเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภัณฑ์อาหาร โดยวิธี Standard plate count 
technique และใช้อาหารเลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base จากการทดลองข้างต้น พบว่า
ใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการสร้างการปนเปือ้น P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวในปริมาณ
เชือ้เร่ิมต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) มีจ านวนเซลล์ของ P. fluorescens บนพืน้ผิวด้านหน้า

ของใบมีดสเตนเลสสตีล 4.55   0.23 log CFU/cm2 และด้านหลงัของพืน้ผิวใบมีด         

สเตนเลสสตีล 4.58   0.35 log CFU/cm2 เม่ือน าใบมีดสแตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปือ้นมาหัน่
ผลิตภัณฑ์ พบว่าปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens  มีการถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens 
biofilm  สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้แรก 4.15 ± 0.08 log CFU/g และมีการถ่ายโอนเซลล์สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้
สดุท้าย 2.52 ± 0.29 log CFU/g (ชิน้ท่ี 20 ) เม่ือค านวณการถ่ายโอนเซลล์ (% Tranfer) จาก
ใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปือ้นเซลล์ของ P. fluorescens สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย มีคา่ร้อยละ 
27.60 (รูปท่ี 4.12)  
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รูปท่ี 4.12 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีด             
สเตนเลสสตีลสู่ผลิตภณัฑ์อาหาร จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm 

ปนเปือ้นบนพืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.55   0.23 log CFU/cm2) ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 
องศาเซลเซียส 
 

ส่วนใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการสร้างการปนเปือ้น P. fluorescens Biofilm บน
พืน้ผิวในสภาวะท่ีมีเชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/ml) จากการทดลองข้างต้น พบว่าสามารถ

ตรวจพบจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวด้านหน้าของใบมีดสเตนเลสสตีล 3.20   0.41 log CFU/cm2 

และด้านหลังของพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 3.39  0.45 log CFU/cm2 เม่ือน าใบมีด     
สแตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปือ้นมาหัน่ผลิตภณัฑ์ พบว่าปริมาณเซลล์ของ P. fluorescens  มี
การถ่ายโอนเซลล์ P. fluorescens biofilm  สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้แรก 3.22 ± 0.03 log CFU/g และ
มีการถ่ายโอนเซลล์สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย (ชิน้ท่ี 20) 1.83 ± 0.12 log CFU/g เม่ือค านวณคา่
การถ่ายโอนเซลล์ (% Tranfer) จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปือ้นเซลล์ของ P. fluorescens 
สูผ่ลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย มีคา่ร้อยละ 27.76 (รูปท่ี 4.13) 
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รูปท่ี 4.13 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลส  
สตีลสู่ผลิตภณัฑ์อาหาร จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm ปนเปือ้น

บนพืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 3.39  0.45 log CFU/cm2) ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 

จากผลการทดลอง พบว่าการถ่ายโอนเซลล์สู่ผลิตภัณฑ์ชิน้สุดท้ายของเซลล์       
P. fluorescens Biofilm ปนเปื้อนบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล การทดสอบปริมาณเชือ้
เร่ิมต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) มีการถ่ายโอนเซลล์ 2.52 ± 0.29 log CFU/g ส่วนปริมาณ
เชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/ml) มีการถ่ายโอนเซลล์ 1.83 ± 0.12 log CFU/g  

 

จากผลศกึษาการถ่ายโอนของเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ท่ี
ปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้สู่ผลิตภณัฑ์อาหาร เม่ือพิจารณาถึงการโอนถ่ายเซลล์
ของ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิว ท่ีปริมาณเชือ้เร่ิมต้นระดบัสงู   
(8 log CFU/mL) พบว่าใบมีดท่ีมีการปนเปือ้น P. fluorescens Biofilm มีการโอนถ่ายเซลล์สู่
ผลิตภัณฑ์อาหารสูงกว่าเซลล์ P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิว  โดยสามารถตรวจพบ
จ านวนเซลล์ในผลิตภัณฑ์ชิน้สดุท้าย (ชิน้ท่ี 20) 4.15 ± 0.08 log CFU/g และ 2.39 ± 0.17 
log CFU/g ตามล าดบั หากมีการหัน่ผลิตภณัฑ์ตอ่เซลล์ท่ีหลงเหลือบนพืน้ผิวทดสอบสามารถ
ถ่ายโอนสู่ผลิตภัณฑ์ไ ด้อีก เช่น เ ดียวกับการทดสอบท่ีปริมาณเชือ้ เ ร่ิม ต้นระดับต ่ า                  
(3 log CFU/ml) พบว่าใบมีดท่ีมีการปนเปือ้น P. fluorescens Biofilm มีการถ่ายโอนเซลล์สู่
ผลิตภัณฑ์ชิน้สุดท้าย (ชิน้ท่ี 20) 1.83 ± 0.12 log CFU/g แต่การถ่ายโอนของเซลล์                 
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P. fluorescens สามารถตรวจพบจ านวนเซลล์จากชิน้เนือ้สไลซ์ เพียง 11  ชิน้ โดยชิน้สดุท้ายมี
จ านวนเซลล์ 1.09 ± 0.04 log CFU/g  

 
จากผลการทดลองจะเห็นได้วา่การเกิดไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวของใบมีดสเตนเลสสตีล ซึ่ง

ใช้ในกระบวนการตดัหัน่ผลิตภัณฑ์อาหาร สามารถเกิดการโอนถ่ายเซลล์จากพืน้ผิวใบมีดสู่
ผลิตภัณฑ์อาหารได้มากกว่าใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีการปนเปื้อนเซลล์ เน่ืองจากการเกิด      
ไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวของใบมีดสเตนเลสสตีล เซลล์จลุินทรีย์จะมีการเกาะติดบนพืน้ผิวและเพิ่ม
จ านวนจนเกิดเป็นชัน้ของเซลล์ภายใต้สาร EPS ซึ่งสารนีมี้หน้าท่ีส าคญัในการเช่ือมโยงเซลล์
ภายในไบโอฟิล์มและสร้างพันธะพิเศษเพ่ือยึดเหน่ียวเซลล์กับพืน้ผิว (Zottola,1994) ท าให้
จลุินทรีย์ในไบโอฟิล์มสามารถโอนถ่ายเซลล์สู่ผลิตภณัฑ์อาหารได้ดีกว่าพืน้ผิวท่ีมีการปนเปือ้น
เซลล์จุลินทรีย์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจยัของ Kaarina และคณะ (2007) ท่ีศึกษาโมเดลการ
ถ่ายโอนเซลล์ของ Listeria monocytogenes ระหวา่งกระบวนการหัน่เนือ้ปลาแซลมอน พบว่า
การถ่ายโอนเซลล์ของ L. monocytogenes เกิดได้ดีเม่ือใบมีดสเตนเลสสตีลมีการปนเปือ้นเชือ้
สงูในสภาวะอณุหภมูิต ่าและระยะเวลาท่ีใช้ในการเกาะติดของเซลล์ท่ียาวนาน (contact time) 
พบว่าใบมีดท่ีมีการปนเปือ้นเซลล์ L. monocytogenes ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8 log CFU/ ml ท่ี
อณุหภูมิ 20 °C เวลา 10 นาที พบเซลล์บนพืน้ผิวใบมีด 8.40 ± 0.40 log CFU/blade มีการ
โอนถ่ายเซลล์สู่เนือ้สไลซ์ชิน้ท่ีสอง 5.30 ± 0.30 log CFU/g สามารถตรวจพบเซลล์หลงัจาก
เนือ้สไลซ์ชิน้ท่ี 39 มีจ านวนเซลล์น้อยกวา่ 1 log CFU/g และการทดสอบท่ีปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 
5 log CFU/ ml อุณหภูมิ 10°C เวลา 10 นาที พบเซลล์บนพืน้ผิวใบมีด 3.20 ± 0.40 log 
CFU/blade สามารถตรวจพบเซลล์ได้จากเนือ้สไลซ์ 10 ชิน้ เพียง 3 โคโลนี หลงัจากนัน้ไม่พบ
โคโลนีบนจานเพาะเชือ้  
 

Pérez-Rodríguez และคณะ  ( 2007 )  ศึกษา โม เดลการถ่ าย โอน เซล ล์ของ 
Escherichia coli O157: H7 และ Staphylococcus aureus จากกระบวนการตดัหัน่สู่
ผลิตภัณฑ์เนือ้สัตว์ พบว่า มีการถ่ายโอนเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปื้อนเชือ้             
8 log CFU/blade มีการถ่ายโอนเซลล์จาก Escherichia coli O157: H7 สู่ผลิตภณัฑ์ชิน้แรก 
3.43 ± 0.83 log CFU/cm2 และลดลงตามล าดบั ส่วน Staphylococcus aureus มีการถ่าย
โอนเซลล์สูผ่ลิตภณัฑ์ชิน้แรก 5.34 ± 0.58 log CFU/cm2 และลดลงตามล าดบั  

 
 



75 
 

         

Sheen และ Hwang (2010) ศึกษาโมเดลการปนเปือ้นข้ามของเซลล์ Escherichia 
coli O157: H7 บนพืน้ผิวใบมีดในกระบวนการหัน่สู่ผลิตภณัฑ์แฮม พบว่า มีการถ่ายโอนเซลล์
จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีปนเปื้อนเชือ้เร่ิมต้น 8 log CFU/blade มีการถ่ายโอนเซลล์สู่
ผลิตภณัฑ์สองชิน้แรก 2-3 log CFU/cm2 และสามารถตรวจพบเซลล์จนถึงผลิตภณัฑ์ 100 ชิน้ 
ซึ่งการศึกษาการถ่ายโอนเซลล์ระหว่างกระบวนการตดัหัน่สู่ผลิตภัณฑ์สามารถใช้เป็นตวัชีบ้่ง
ความเส่ียงของการปนเปือ้นข้ามจากกระบวนการผลิตสูผ่ลิตภณัฑ์อาหารได้ 

 
ดงันัน้ในกระบวนการตดัหัน่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์เหล่านี ้หากมีการสะสมของจลุินทรีย์ท่ี

ส่วนของใบมีดจะท าให้เกิดการโอนถ่ายเชือ้จุลินทรีย์สู่ผลิตภัณฑ์ได้ ซูโดโมแนสเป็นจุลินทรีย์
กลุ่มหนึ่งท่ีส าคญั ท าให้เกิดการเน่าเสียของผลิตภัณฑ์เนือ้สตัว์ (Sillankorva et al., 2004) 
และมีความสามารถในการสร้างไบโอฟิล์ม การเกิดซูโดโมแนสไบโอฟิล์มท่ีพืน้ผิวสมัผสัอาหาร
จะท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีผ่านกระบวนผลิตนัน้มีปริมาณจุลินทรีย์ปนเปือ้นสูงขึน้ อายุการ
เก็บสัน้ ท าให้อาหารเส่ือมเสียและไมป่ลอดภยัตอ่ผู้บริโภค 
 
4.4 ประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการท าลายเซลล์ P. fluorescens  

 
การเกิดไบโอฟิล์มท าให้การก าจดัเซลล์แบคทีเรียท่ีอยู่ในฟิล์มท าได้ยากมาก การท า

ความสะอาดตามปกติไม่สามารถก าจดัได้หมด นอกจากนีแ้บคทีเรียท่ีเจริญในไบโอฟิล์มยงัมี
ความสามารถในการต้านทานสารท าความสะอาด (Costerton, 2005) และสารฆ่าเชือ้
มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันท่ีอยู่ในสารละลาย (planktonic cell) (Chavant, Gaillard-
Martinie and Hébraud, 2004)  การทดลองในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพ
ของสารฆ่าเชือ้ 2 ชนิด คือ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium hypochlorite: NaOCl) 
โดยมี active chlorine 6-14 % และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic acid: POA) หรือ
ช่ือทางการค้าว่า Proxitan® ความเข้มข้น 5 % ในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens เม่ือ
แขวนลอยอยู่ในตวักลางชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั ได้แก่ สารละลาย
เกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl), Tryptic Soy Broth (TSB), 
soiling agent (beef meat 5%w/v) โดยใช้ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นระดบัสูง(8 log CFU/ml) 
เน่ืองจาก Marriott และ Gravani (2006) แนะน าให้ใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในการ
ฆ่าเชือ้เคร่ืองมือท่ีใช้ในโรงงานอตุสาหกรรม (สเตนเลสสตีล) ท่ีความเข้มข้น 200 ppm ดงันัน้
ผู้วิจยัจงึก าหนดความเข้มข้นในการทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์
ท่ี 100  200 และ400  ppm  ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติกก าหนด
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ความเข้มข้นท่ี 25  50 และ100 ppm ตามค าแนะน าของ Marriott และGravani (2006)  
ตวักลางชนิดเหลวท่ีน ามาทดสอบทัง้ 3 ชนิด มีคา่ความเป็นกรด-ด่าง (pH) และองค์ประกอบ
ของสารอินทรีย์ในปริมาณตา่งกนั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 

 
ตารางที่  4.2  ค่าความเป็นกรด-เบส (pH) และปริมาณสารอินทรีย์ในตัวกลางชนิดเหลว       
ทัง้ 3 ชนิด 
 
 
    ชนิดของตวักลาง           ความเป็นกรด-ดา่ง (pH)               องค์ประกอบและปริมาณ             
                                                                                                         สารอินทรีย์  (% w/w) 
   สารละลายเกลือ 7.38 ± 0.04                           NaCl 0.85 
    (0.85 % NaCl) 
        TSB 7.32 ± 0.08 โปรตีน 17.037 
                                                                        ไขมนั 0.108 
                                                                        คาร์โบไฮเดรต 2.508 
   soiling agent   6.69 ± 0.12 โปรตีน    0.250      
(beef meat 5% w/v)                   
 
 

4.4.1 ประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในการท าลาย
เซลล์ P.  fluorescens ในตัวกลางชนิดเหลวท่ีเซลล์แขวนลอยอยู่ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ในการท าลายสาร
แขวนลอยเซลล์ในตัวกลางชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีต่างกัน ได้แก่ 
สารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl), Tryptic Soy Broth 
(TSB), soiling agent (beef meat 5%w/v) โดยก าหนดความเข้มข้นของสารละลาย    
โซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ ท่ี 100  200 และ400  ppm ส าหรับการทดสอบกับสารแขวนลอย
เซลล์ P. fluorescens  ในปริมาณเซลล์เร่ิมต้นระดบัสูง (8 log CFU/mL)  เม่ือน าสาร
แขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิดเหลวมาสมัผสักบัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีอณุหภูมิ  
28± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0  5  10  20 และ30 นาที โดยสุ่มตวัอย่างสารแขวนลอยเซลล์
ในตัวกลางชนิด เหลวในแต่ละ เวลาป ริมาตร  1 มิลลิ ลิตร  ผสมลงในสารละลาย                
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โซเดียมไทโอซลัเฟตเข้มข้น 0.5% ท่ีละลายอยู่ใน PBS บฟัเฟอร์ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เพ่ือ
ยบัยัง้ปฏิกิริยาของคลอรีนท่ีจะไปมีผลในการท าลายเชือ้ก่อนท่ีจะท าการ เจือจาง นบัจ านวน
จลุินทรีย์ท่ีเหลือรอดด้วยวิธี spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด TSA ผลการ
ทดลอง พบว่า เม่ือเซลล์ P. fluorescens  แขวนลอยอยู่ในสารละลายเกลือความเข้มข้นร้อย
ละ 0.85 และใช้สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ ท่ีความเข้มข้น 100 ppm  เซลล์ของ       
P. fluorescens จะถูกท าลายในสารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 
ทัง้หมดตัง้แตเ่วลา 1 นาที หลงัจากสมัผสัสารฆา่เชือ้ ดงัรูปท่ี 4.14 และรูปท่ี 4.15 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.14 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในสารละลายเกลือแกงปลอด
เชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ท่ีระดบั
ความเข้มข้น 100 ppm ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น        
0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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รูปท่ี 4.15 ร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในสารละลาย
เกลือ ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ภายหลงัหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบั
ความเข้มข้น100 ppm เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ 
ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสุทธ์ิในสารฆ่าเชือ้ แล้วท าการสุ่ม
ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 

เม่ือเซลล์ P. fluorescens  แขวนลอยอยู่ในในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB จากรูปท่ี 4.16 
จะเห็นได้ว่าท่ีเวลา 0 นาที สามารถแบ่งออกเป็น 2 ช่วง คือ ช่วงแรก จะเป็นเวลาท่ีไม่ได้เติม
สารแขวนลอยเชือ้ P. fluorescens ลงในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ คือปริมาณเชือ้
เ ร่ิมต้น ส่วนช่วงท่ีสอง คือ เม่ือเติมสารละลายเชื อ้บริสุทธ์ิ  ลงในสารละลายโซเดียม               
ไฮโปคลอไรท์ แล้วท าการสุ่มตวัอย่างเชือ้ทันที หลังผสมพบว่าเชือ้มีปริมาณลดลงทันทีเม่ือ
สมัผสักบัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ เม่ือพิจารณาปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิ
ในสารฆ่าเชือ้แล้วท าการสุ่มตวัอย่างเชือ้ทนัที ท่ีความเข้มข้น 100 200 และ 400ppm พบว่า
ประสิทธิภาพการท าลายเซลล์ P. fluorescens ลดลงเพียงร้อยละ 5.08 จากปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น (8.33 ± 0.14 log CFU/mL) ลดลงเพียงร้อยละ 5.86  จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น        
(8.36 ± 0.14 log CFU/mL) และลดลงเพียงร้อยละ 8.83 จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น             
(8.61 ± 0.17 log CFU/mL) ตามล าดบั 
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จากการทดลองข้างต้น พบว่าสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ ท่ีความเข้มข้น 
100 ppm  สามารถท าลายเซลล์ของ P. fluorescens  ในสารละลายเกลือทัง้หมดตัง้แตเ่วลา  
1  นาทีหลังจากสัมผัสสารฆ่า เ ชื อ้  แต่ เ ม่ื อทดสอบประสิท ธิภาพของสารละลาย               
โซเดียมโปคลอไรท์ในการท าลายเซลล์ P. fluorescens ท่ีแขวนลอยในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB 
(รูปท่ี 4.17) พบวา่ประสิทธิภาพในการฆา่เชือ้ลดลง คือสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความ
เข้มข้น 100 ppm ไม่สามารถท าลายเซลล์ได้หมด ภายในระยะเวลา 30 นาที แต่มี
ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ P. fluorescens เพียงร้อยละ 11.50  จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 
(8.33 ± 0.14 log CFU/mL) และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
เป็น 200 ppm พบว่าท่ีเวลา 30 นาที หลงัจากเซลล์ P. fluorescens สมัผสักับสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ ก็ยงัไม่สามารถท าลายเซลล์ทัง้หมด โดยเซลล์ลดลงร้อยละ 12.44 และ
เช่นเดียวกันเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ เป็น 400 ppm ก็ไม่
สามารถท าลายเซลล์ได้หมดภายในระยะเวลา 30 นาที สามารถท าลายเซลล์ของ 
Pseudomonas fluorescens  ลดลงจากปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเพียงร้อยละ 15.33  ดงัรูปท่ี 
4.17 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.16 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีรอด
ชีวิตหลังสัมผัสสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆกัน ท่ีอุณหภูมิ   
28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้
บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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รูปท่ี 4.17 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ใน
อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ภายหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความเข้มข้น
ตา่งๆกันเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น    
0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 

ส่วนการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens เม่ือแขวนลอยในสารละลาย soiling 
agent (beef meat 5%w/v) ด้วยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความเข้มข้น 100 200 
และ 400 ppm (รูปท่ี 4.18) พบว่าประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ท่ีแขวนลอยในสารละลาย 
soiling agent ใกล้เคียงกับอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เพราะว่าหลงัจากเซลล์ P. fluorescens 
สมัผสักบัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ เป็นเวลา 30 นาที ไม่สามารถท าลายเซลล์ทัง้หมด
ร้อยละการลดลงของเซลล์เม่ือสมัผสักับสารฆ่าเชือ้มีมากกว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB โดยใน
การท าลายเซลล์ P. fluorescens ท่ีแขวนลอยในสารละลาย soiling agent (รูปท่ี 4.19) พบว่า
ประสิทธิภาพในการฆ่าเชือ้ของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 100 ppm      
ระยะเวลา 30 นาที มีประสิทธิภาพการท าลายเซลล์ P. fluorescens เพียงร้อยละ 13.98  จาก
ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น (8.26± 0.24 log CFU/mL) และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 200 ppm พบว่าหลงัจากเซลล์ P. fluorescens สมัผสักับ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ก็ไม่สามารถท าลายเซลล์ทัง้หมด โดยเซลล์ลดลงร้อยละ 
14.89 และเช่นเดียวกันเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ เป็น    
400 ppm ก็ไม่สามารถท าลายเซลล์ได้หมดภายในระยะเวลา 30 นาที โดยสามารถท าลาย
เซลล์ของ P. fluorescens ลดลงจากปริมาณเซลล์เร่ิมต้นเพียงร้อยละ 17.59 
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รูปท่ี 4.18 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในสารละลาย soiling agent 
(beef meat 5%w/v) ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความ
เข้มข้นต่างๆกัน ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ 
ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.19 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ใน
สารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) ภายหลังสัมผัสสารละลายโซเดียม              
ไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆกนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
โดย  0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆ่าเชือ้ แล้ว
ท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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จากผลการทดลองข้างต้นแสดงว่าประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ขึน้กับปริมาณ
สารอินทรีย์ท่ีปนเปื้อนในอาหาร โดยสารฆ่าเชือ้จะมีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ใน
สารละลายเกลือได้ดีกว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB และสารละลาย soiling agent (beef meat 
5%w/v) จีระเดช มาลา(2551) รายงานว่า การใช้สารประกอบคลอรีน เช่น โซเดียม               
ไฮโปคลอไรท์ในสภาวะท่ีมีการปนเปือ้นสารอินทรีย์สงูนัน้จะท าให้ประสิทธิภาพในการท าลาย
เชือ้จลุินทรีย์ลดลง ทัง้นีเ้น่ืองจากคลอรีนบางส่วนจะท าปฏิกิริยากบัหมู่อะมิโนของสารอินทรีย์ 
ท าให้ประสิทธิภาพในการฆา่เชือ้ลดลง ดงันัน้การใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB และสารละลาย soiling agent จงึมีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ลดลง เพราะ
สารอาหารตา่งๆในอาหารเลีย้งเชือ้ ชว่ยสนบัสนนุให้เซลล์จลุินทรีย์รอดชีวิตและเจริญได้ ดงันัน้
การใช้สารประกอบคลอรีนซึ่งมีกรดไฮโปคลอรัส (HOCl) เป็นองค์ประกอบส าคัญ จึงมี
ประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้จลุินทรีย์ในสารละลายน า้เกลือได้ดีกวา่ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB  
และสารละลาย soiling agent  สอดคล้องกบังานวิจยัของสภุาวดี ตัง้จิต (2543) ซึ่งรายงานว่า
ข้อจ ากดัในการใช้คลอรีนและสารประกอบคลอรีนท่ีเกิดขึน้กับสารประกอบอินทรีย์ในน า้และ
อาหาร 
 นอกจากนีก้ารสลายตัวอย่างรวดเร็วของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 
(NaOCl) ซึ่งมีผลท าให้การแตกตัวได้เป็นกรดโฮโปคลอรัส (HOCl) ซึ่งสามารถวัดได้จาก
ปริมาณ available chlorine ท่ีมีอยู่ในน า้ เป็นปัจจยัหนึ่งท่ีส าคญัและมีผลตอ่การสลายตวั คือ
คา่ pH จะมีผลตอ่ประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ (Rossini and Gaylarde, 2000) ซึ่งการ
วิเคราะห์หาปริมาณ available chlorine พร้อมทัง้ตรวจวัด pH ของสารละลายโซเดียม           
ไฮโปคลอไรท์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ผลการวิเคราะห์ท่ีได้แสดงในตารางท่ี 4.3 
 
ตารางที่  4.3  ค่า pH และปริมาณของ available chlorine ในสารละลายโซเดียม                
ไฮโปคลอไรท์ท่ีใช้ในการท าลายเซลล์ Pseudomonas fluorescens ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศา
เซลเซียส 
 
  ความเข้มข้นของสารละลาย                   คา่ pH           ปริมาณ available chlorine 
โซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ (ppm)                               (ppm)                           
        
                 100 7.38 ± 0.06 5.27 ± 0.06 
                 200 7.57 ± 0.08 8.46 ± 0.08 
                 400 8.72 ± 0.05 20.85 ± 0.02 
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สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีความเข้มข้น 100 ppm มีค่า pH เท่ากับ      
7.38 ± 0.06 และปริมาณคลอรีนท่ีวิเคราะห์ได้มีคา่ 5.27 ± 0.06 และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ
สารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์เป็น 200 ppm มีคา่ pH 7.57±0.08และปริมาณคลอรีนท่ี
ตรวจวดัได้มีคา่ 8.46 ± 0.08 และถ้าเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์
เป็น 400 ppm  พบว่ามีค่า pH อยู่ท่ี 8.72 ± 0.05 และปริมาณคลอรีนท่ีวิเคราะห์ได้มีค่า 
20.85 ± 0.02 ซึง่มีปริมาณคลอรีนเพิ่มขึน้จากความเข้มข้น 100 ppm จากคา่ pH และปริมาณ
คลอรีนท่ีวิเคราะห์ได้นีมี้ความสมัพนัธ์ในการฆา่เชือ้ 

 
นอกจากนีค้่าความเป็นกรด-ด่างเป็นปัจจัยท่ีมีความส าคัญต่อความคงตัวของ 

hypochlorous acid (ถกลวรรณ พิรุณสาร, 2547; Rossini and Gaylarde, 2000) ซึ่งจะมีผล
ตอ่ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน ดงันัน้จึงท าการตรวจวดั 
pH หลงัจากสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์สมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิด
เหลว 3 ชนิด ท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีต่างกัน ได้แก่ สารละลายเกลือ (0.85 % NaCl),   
Tryptic Soy Broth (TSB), soiling agent (beef meat 5%w/v) ผลการวิเคราะห์ท่ีได้แสดงใน 
ตารางท่ี 4.4 
 
ตารางที่ 4.4  คา่ pH หลงัจากสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์สมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์
ในตวักลางชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 
ชนิดของตวักลาง                                                 ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) 

            ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ (ppm)  
 100    200           400           

 
สารละลายเกลือ 7.34 ± 0.04  7.47 ± 0.06 7.98 ± 0.12 
 (0.85 % NaCl)  
       TSB 7.38 ± 0.08 7.52 ± 0.11 8.48 ± 0.60   
  soiling agent    7.36 ± 0.11 7.48 ± 0.08  8.56 ± 0.06 
(beef meat 5%w/v) 
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จากตารางท่ี 4.4 เม่ือสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์สัมผัสกับสารแขวนลอย
เซลล์ในตวักลางชนิดเหลวท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั ท าให้มีการคา่ความเป็นกรด-ดา่ง
เปล่ียนแปลงซึ่งอาจมีผลต่อปฏิกิริยาของคลอรีนและสารประกอบคลอรีนท่ีเกิดขึน้กับ
สารอินทรีย์ในน า้และอาหาร 

 
ถกลวรรณ พิรุณสาร (2547) รายงานว่าโดยทัว่ไปเม่ือน าคลอรีนหรือสารประกอบ

คลอรีนนีม้าละลายน า้ จะท าให้เกิดการแตกตัวเป็นคลอรีนอิสระ ซึ่งจะอยู่ในรูปของ Cl2, 
hypochlorous acid และhypochlorite ion ซึ่งการแตกตวัให้ hypochlorous acid นัน้ จะอยู่
ในช่วง pH 4-5 แตส่ าหรับสารโซเดียมไฮโปคลอไรท์นัน้ มกัถกูน ามาใช้ในช่วง pH 7-9 ดงันัน้
คา่ความเป็นกรดไฮโปคลอรัสจะมีผลตอ่ประสิทธิภาพในการยบัยัง้จลุินทรีย์  

 
คลอรีนและไฮโปคลอไรท์ในรูปของ sodium และpotassium hypochlorite มี

ประสิทธิภาพดีในการฆา่สปอร์ เชือ้รา และแบคทีเรียท่ีตดิมากบัวตัถดุิบ รวมทัง้ใช้ล้างท าความ
สะอาดอุปกรณ์เคร่ืองมือท่ีใช้ในกระบวนการผลิต เช่น ผสมในน า้ล้างสายพานและเคร่ือง       
คดัขนาด, การฆ่าเชือ้ขวดบรรจเุคร่ืองมือและอปุกรณ์ตา่งๆ เป็นต้น (Wei et al.,1985) ส าหรับ
ประเทศไทยนิยมใช้สารประกอบคลอรีนประเภทไฮโปคลอไรท์ในการควบคมุโรคหลงัการเก็บ
เก่ียวพืชผลทางการเกษตรและในการเตรียมวัตถุดิบ เพ่ือลดปัญหาในขัน้ตอนการแปรรูป 
เน่ืองจากการปนเปือ้นจากจลุินทรีย์ (สดุาพร เทียบจตัรัุส, 2545) 

 
4.4.2 ประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก 5% ในการท าลายเซลล์           

P. fluorescens ในตัวกลางชนิดเหลวท่ีเซลล์แขวนลอยอยู่ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก 5% ในการท าลายสาร
แขวนลอยเซลล์ในตัวกลางชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีต่างกัน ได้แก่ 
สารละลายเกลือ (0.85 % NaCl), Tryptic Soy Broth (TSB), soiling agent (beef meat 
5%w/v) โดยก าหนดความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ี 25  50 และ100 ppm      
ส าหรับการทดสอบกบัสารแขวนลอยเซลล์ P. fluorescens ในปริมาณเซลล์เร่ิมต้นระดบัสูง             
(8 log CFU/ml) เม่ือน าสารแขวนลอยเซลล์ในตัวกลางชนิดเหลวมาสัมผัสกับกรด               
เปอร์รอกซีแอซีตกิ ท่ีอณุหภมูิ  28± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 5 10 20 และ30 นาที แล้วท า
การตรวจนบัจ านวน Pseudomonas fluorescens  บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด TSA  
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ผลการทดลองพบว่า เม่ือเซลล์ P. fluorescens แขวนลอยอยู่ในสารละลายเกลือ
ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 และใช้กรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีความเข้มข้น 25 ppm ไม่สามารถ
ท าลายเซลล์ของ P. fluorescens ในสารละลายเกลือทัง้หมดภายในระยะเวลา 30 นาที เม่ือ
ครบเวลา 30 นาทีหลงัจากสมัผสัสารฆ่าเชือ้ พบว่าร้อยละของการลดลงมีค่า 65.04 (รูปท่ี 
4.21) แต่เม่ือความเข้มข้นกรดเปอร์รอกซีแอซีติกเป็น  50 ppm เวลา 5 นาที ก็เพียงพอท่ีจะ
ท าลายเซลล์ท่ีแขวนลอยในสารละลายน า้เกลือได้หมด และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ         
กรดเปอร์รอกซีแอซีตกิเป็น 100 ppm  สามารถท าลายเซลล์ได้หมดตัง้แตน่าทีแรก  
 

เม่ือพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชือ้และความเข้มข้น พบว่า ท่ีความเข้มข้น      
25 ppm ถึงแม้ไม่สามารถท าลายเชือ้ได้ภายในระยะเวลา 30 นาที แต่พบว่า เม่ือเซลล์สมัผสั
กบัสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 1 นาที สามารถท าลายเชือ้ให้ลดลงได้ถึง 46.85 % มีปริมาณเซลล์
เหลือรอดชีวิตท่ีเวลา 1 นาที 4.47± 0.24 log CFU/mL จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.41 ± 0.12        
log CFU/ml  ในขณะท่ีความเข้มข้น 50 และ 100 ppm ถึงแม้จะท าลายเชือ้ได้ 100 % 
หลงัจากสมัผสัสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 5 นาที เม่ือพิจารณาท่ีเวลา 1 นาที พบว่าท่ีความเข้มข้น 
50 ppm สามารถท าลายเซลล์ให้ลดลงได้ 54.79 % มีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิต 3.82 ± 0.12 
log CFU/mL จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.45 ± 0.10 log CFU/mL และท่ีความเข้มข้น 100 ppm 
สามารถท าลายเซลล์ได้ 100 % หลงัจากสมัผสัสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 1 นาที  เม่ือเซลล์สมัผสั
สารฆ่าเชือ้ ท่ีเวลา 0B (ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสุทธ์ิในสารฆ่าเชือ้ แล้วท าการสุ่ม
ตวัอยา่งเชือ้ทนัที) สามารถลดปริมาณเซลล์ได้ถึง 52.31% ดงัรูปท่ี 4.20และ 4.21 
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รูปท่ี 4.20 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในสารละลายเกลือความเข้มข้น
ร้อยละ 0.85 ท่ีรอดชีวิตหลังสัมผัสกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆ กัน ท่ี
อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติม
เชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.21 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ใน
สารละลายเกลือความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ภายหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดบัความ
เข้มข้นต่างๆกันเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆ่าเชือ้ แล้วท าการสุ่มตวัอย่างเชือ้
ทนัที 
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เ ม่ือทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก  ในการท าลายเซลล์               
ของ P. fluorescens ท่ีแขวนลอยอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB พบว่าท่ีความเข้มข้น 25 ppm 
สามารถท าลายเซลล์ทัง้หมด 100 % ภายในระยะเวลา 30 นาที จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น         
8.42 ± 0.04 log CFU/mL เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก เป็น 50 ppm และ 
100 ppm พบวา่สามารถท าลายเซลล์ได้หมด 100 % ในเวลา 5 นาที ดงัรูปท่ี 4.22 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.22 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในอาหารเลีย้งเชือ้TSB ท่ีรอด
ชีวิตหลังสัมผัสกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดับความเข้มข้นต่างๆกัน ท่ีอุณหภูมิ 28± 2       
องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิใน
สารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 

เม่ือพิจารณาถึงเวลาในการสมัผสัเชือ้และความเข้มข้น (รูปท่ี 4.23) พบว่า ความ
เข้มข้นท่ี 25 ppm ถึงแม้จะสามารถท าลายเชือ้ได้ภายในเวลา 30 นาที แต่พบว่า เม่ือเซลล์
สมัผสักับสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 5 นาที สามารถท าลายเชือ้ให้ลดลงได้ถึง 48.81% ในขณะท่ี
ความเข้มข้น 50 และ 100 ppm ถึงแม้จะท าลายเชือ้ได้ 100 % หลงัจากสมัผสัสารฆ่าเชือ้ได้
ภายในระยะเวลา 5 นาที แต่เม่ือพิจารณาเวลาท่ี 1 นาที พบว่าท่ีความเข้มข้น 50 ppm 
สามารถท าลายเซลล์ให้ลดลงได้ 56.08% มีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิต 3.72±0.06             
log CFU/mL จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.50 ± 0.17 log CFU/mL และท่ีความเข้มข้น 100 ppm 
สามารถท าลายเซลล์ให้ลดลงได้ 67.41 % มีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิต 2.77± 0.05           
log CFU/mLจากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.47 ± 0.11 log CFU/ml 
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รูปท่ี 4.23 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ใน
อาหารเลีย้งเชือ้TSB ภายหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ กนัเป็น
เวลา   30 นาที ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณ
เชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ในการท าลายเซลล์ของ 
Pseudomonas fluorescens ท่ีแขวนลอยอยู่ในสารละลาย soiling agent (beef meat  5% 
w/v)  พบว่าท่ีความเข้มข้น 25 ppm สามารถท าลายเซลล์ทัง้หมด 100 % ภายในระยะเวลา 
20 นาที จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.41 ± 0.17 log CFU/mL เม่ือเพิ่มความเข้มข้นของ          
กรดเปอร์รอกซีแอซีติก เป็น 50 ppm พบว่าสามารถท าลายเซลล์ได้หมด 100 % ในเวลา        
5 นาทีและ  เม่ือเพิ่มความเข้มข้น 100 ppm ก็สามารถท าลายเซลล์ได้หมด 100 %  ในเวลา   
1 นาที  ดงัรูปท่ี 4.24 และ 4.25 
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รูปท่ี 4.24 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ในสารละลาย soiling agent 
(beef meat 5%w/v) ท่ีรอดชีวิตหลังสัมผัสกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดบัความเข้มข้น
ตา่งๆกนั ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้
เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี4.25 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ของ P. fluorescens 8 log CFU/mL ใน
สารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) ภายหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีระดบั
ความเข้มข้นตา่งๆกนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณ
เชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสุทธ์ิในสารฆ่าเชือ้ แล้วท าการสุ่มตวัอย่าง
เชือ้ทนัที 
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เม่ือพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชือ้และความเข้มข้น พบว่า ความเ ข้มข้นท่ี     
25 ppm ถึงแม้จะสามารถท าลายเชือ้ได้ 100 % ภายในเวลา 20 นาที แต่พบว่า เม่ือเซลล์
สมัผสักบัสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 10 นาที สามารถท าลายเชือ้ให้ลดลงได้ถึง  62.19 % ในขณะท่ี
ความเข้มข้น 50 และ 100 ppm ถึงแม้จะท าลายเชือ้ท่ีแขวนลอยในสารละลาย soiling agent 
(beef meat 5%w/v) ได้ 100 % หลงัจากสมัผสัสารฆ่าเชือ้ได้ภายในระยะเวลา 5 นาที แตเ่ม่ือ
พิจารณาเวลาท่ี 1 นาที พบว่าท่ีความเข้มข้นท่ีความเข้มข้น 50 ppm สามารถท าลายเซลล์ให้
ลดลงได้ 54.79 % มีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิต 3.76 ± 0.07log CFU/mL จากปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น  8.59 ± 0.12 log CFU/mL และท่ีความเข้มข้น 100 ppm ถึงแม้ว่าสามารถท าลายเชือ้
ท่ีแขวนลอยในสารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) ได้100 % หลงัจากสมัผสัสาร  
ฆ่าเชือ้เป็นเวลาท่ี 1 นาที เม่ือพิจารณาท่ีเวลา 0B ( เวลาท่ีมีการเติมเชือ้บริสุทธ์ิในสารฆ่าเชือ้ 
แล้วท าการสุ่มตวัอย่างเชือ้ทนัที )  สามารถลดปริมาณเซลล์ได้ถึง 52.31 % มีปริมาณเซลล์ท่ี
เหลือรอดชีวิต 4.10 ± 0.06 log CFU/mL จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 8.46 ±  0.17 log CFU/mL 

 
เม่ือพิจารณาค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก พบว่ามีค่า 

pH เป็นกรด ซึง่แตล่ะความเข้มข้นมีคา่ pH ตามท่ีแสดงในตารางท่ี 4.5 
 

ตารางท่ี 4.5 ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ท าการ
วดัท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 
 
 
   ความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (ppm)                 คา่ pH 
 

25 3.86±0.02 
50 3.63±0.01 

                       100 3.47±0.01 
 
  

คา่ความเป็นกรด-ดา่งเป็นปัจจยัท่ีมีความส าคญัตอ่การแตกตวัอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะ
มีผลต่อประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ดงันัน้จึงท าการตรวจวดั pH 
หลงัจากกรดเปอร์รอกซีแอซีติกสมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีมี
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ปริมาณสารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั ได้แก่ สารละลายเกลือ (0.85 % NaCl), Tryptic Soy Broth 
(TSB), soiling agent (beef meat 5%w/v) ผลการวิเคราะห์ท่ีได้แสดงใน ตารางท่ี 4.6 

 
ตารางท่ี 4.6  คา่ pH หลงัจากกรดเปอร์รอกซีแอซีติกสมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์ในตวักลาง
ชนิดเหลว 3 ชนิด ท่ีอณุหภมูิ 25± 2 องศาเซลเซียส 

 
ชนิดของตวักลาง                                             ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) 

                                      ความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ (ppm)  . 
25  50   100         

 
สารละลายเกลือ   5.06 ± 0.04  4.45 ± 0.08 3.84 ± 0.06 
 (0.85 % NaCl)  
       TSB 5.24 ± 0.08   4.68 ± 0.11  4.32 ± 0.08   
  soiling agent 3.98 ± 0.06    3.84 ± 0.08 3.56 ± 0.10 
(beef meat 5%w/v) 
 

 
เม่ือพิจารณาค่าความเป็นกรด-ด่างหลงัจากกรดเปอร์รอกซีแอซีติก สมัผสักับสาร

แขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิดเหลวท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั ท าให้มีการคา่ความเป็น
กรด-ด่างเปล่ียนแปลงเป็นปัจจัยท่ีมีความส าคญัต่อการแตกตวัอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะมีผลต่อ
ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (Fatemi and Frank, 2003; Kunigk 
and Almeida, 2001) 

 
จากตารางท่ี 4.5 จะเห็นว่าความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีความเข้มข้น

สงูจะมีคา่ pH น้อยกว่าคา่ความเข้มข้นต ่ากว่า ดงันัน้จึงอาจเป็นได้ได้ว่าอิทธิพลของ pH ท่ีมี
ความเป็นกรดอาจจะมีผลในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens ได้ดีกว่าสารละลาย
โซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ท่ีมีคา่ pH เป็นเบส (Fatemi and Frank, 2003)  
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4.5 ประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการท าลายไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บน
พืน้ผิวสัมผัสอาหาร 

 
ในการศกึษาในขัน้ตอนนีไ้ด้สร้างไบโอฟิล์มบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบ ชนิด 304/2B น ามา

ทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ โดยปิเปตสารฆ่าเชือ้ตามความเข้มข้นต่างๆ จ านวน      
30 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดปลอดเชือ้ขนาด 50 มิลลิลิตร ใช้ปากคีบปลอดเชือ้คีบแผ่นพืน้ผิว
ทดสอบท่ีเกิดไบโอฟิล์มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แช่ในสารฆ่าเชือ้ดงักล่าวเป็นเวลา 0  1  5  10  20 
และ 30 นาที ทดสอบท่ีอณุหภมูิห้องปฏิบตักิาร (28± 2 องศาเซลเซียส) เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด
ใช้ปากคีบปลอดเชือ้ คีบแผ่นทดสอบออกจากหลอดสารฆ่าเชือ้ จุ่มในสารละลาย 0.5% 
sodium thiosulfate (NaOCl) เพ่ือเพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยาของคลอรีนท่ีจะไปมีผลในการท าลาย
เชือ้ ในกรณีสารฆ่าเชือ้เป็นสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ส่วนกรดเปอร์รอกซีแอซิติกจะ
หยดุปฏิกิริยาโดยใช้ phosphate buffer saline (PBS pH 7.2  ) 2 ครัง้ จากนัน้ใช้ส าลีพนั
ปลายไม้ปลอดเชือ้เช็ดบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบดงักล่าว และตรวจนบัเชือ้ท่ีเหลือรอดบนพืน้ผิว
ทดสอบ ด้วยวิธี swab และspread plate technique เพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 
ตรวจนบัจ านวนโคโลนีบนจานเพาะเชือ้ และค านวณหาปริมาณเชือ้ท่ีเหลือรอดชีวิตทัง้หมดตอ่
พืน้ท่ีของพืน้ผิว 1 ตารางเซนตเิมตร 
 

4.5.1 ประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ในการท าลาย      
ไบโอฟิล์มของ P. fluorescens  

 
การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ในการท าลายเซลล์

ของ P. fluorescens  บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B  ท่ีมีการสร้างไบโอฟิล์มเป็น
เวลา 24 ชัว่โมง โดยก าหนดความเข้มข้นท่ี   100  200 และ400 ppm โดยให้ไบโอฟิล์มสมัผสั
กบัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีอณุหภมูิ  28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
ตรวจไบโอฟิล์มของ P. fluorescens  ท่ีเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที 

ผลการทดลอง พบว่าประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีความ
เข้มข้น 100 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 18.70 % ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยมีเซลล์
เหลือรอดชีวิต 4.0 ± 0.08 log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 4.92 ± 0.10 log CFU/cm2 
ในขณะท่ีความเข้มข้น 200 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 21.31 % ภายในระยะเวลา      
30 นาที โดยมีเซลล์เหลือรอดชีวิต 3.95  ±  0.04 log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น       
5.02 ± 0.02 log CFU/cm2 และท่ีความเข้มข้น 400 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 25.25% 
ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยมีเซลล์เหลือรอดชีวิต 3.70 ± 0.12 log CFU/cm2 จากปริมาณ
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เชือ้เร่ิมต้น 4.95  ± 0.11 log CFU/cm2 หลงัจากท่ีสมัผสัสารฆ่าเชือ้เป็นระยะเวลา 30 นาที   
ดงัรูปท่ี 4.26 และ 4.27 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.26 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวทดสอบ ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆกันเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 
28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้
บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.27 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวทดสอบ 
ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆกนัเป็นเวลา 
30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้
เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ในการท าลาย
เซลล์ P. fluorescens ท่ีแขวนลอยอยู่ในตวักลางชนิดเหลวและเซลล์ภายในไบโอฟิล์ม อาย ุ  
24 ชั่วโมง บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล จะเห็นได้ว่า เม่ือพิจารณาท่ีความเข้มข้น 400 ppm ใน
ระยะเวลา 30 นาที สามารถลดจ านวนเซลล์ ไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวทดสอบได้มากกว่าเซลล์     
P. fluorescens ท่ีแขวนลอยอยู่ในตวักลางชนิดเหลว TSB ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากคลอรีนบางส่วน
จะท าปฎิกิริยาคลอริเนชนัและออกซิเดชนักับหมู่อะมิโนของสารอินทรีย์  (Wei et al. ,1985) 
ดงันัน้การใช้สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในสภาวะท่ีมีการปนเปือ้นของสารอินทรีย์สงูนัน้
จะท าให้ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens ลดลง สอดคล้องกับงานวิจยั
ของ Frank และคณะ (2003) รายงานว่าเม่ือท าการปนเปือ้น chicken serum albumin และ
chicken fat บนไบโอฟิล์มของ L. monocytogenes บนแผ่นสเตนเลสสตีล ส่งผลให้
ประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ลดลงเชน่กนั  
 

4.5.2 ประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ในการท าลายไบโอฟิล์ม
ของ P. fluorescens 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic acid: POA)     
ในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens  บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล เกรด 304 ชนิด 2B  ท่ีมีการ
สร้างไบโอฟิล์มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยก าหนดความเข้มข้นท่ี 25  50 และ100 ppm โดย
ให้ไบโอฟิล์มสัมผัสกับกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา     
30 นาที แล้วตรวจไบโอฟิล์มของ P. fluorescens  ท่ีเวลา 0  1  5 10 20 และ 30 นาที ผลการ
ทดลอง พบวา่ ท่ีความเข้มข้น 25 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 41.63 % ภายในระยะเวลา 
30 นาที โดยมีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.86 ± 0.45  log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น 4.90 ± 0.12 log CFU/cm2 แตไ่ม่สามารถท าลายไบโอฟิล์มได้หมดภายในระยะเวลา 
30 นาที (รูปท่ี 4.28) 
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รูปท่ี 4.28 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวทดสอบ ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั
กรดเปอร์รอกซีแอซีตกิท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆ กนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศา
เซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆ่า
เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.29 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวทดสอบ 
ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆกนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ี
อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติม
เชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดบัความเข้มข้นทัง้        
3 ความเข้มข้น พบว่า ท่ีความเข้มข้น 25 ppm ไม่สามารถท าลายไบโอฟิล์มได้หมดภายใน
ระยะเวลา 30 นาที ดังนัน้จึงเลือกใช้ท่ีความเข้มข้น 50 และ100 ppm สามารถท าลาย          
ไบโอฟิล์มได้หมด 100 % ภายในระยะเวลา 30 นาที ท่ีระยะเวลาเท่ากนั ดงันัน้จึงพิจารณาท่ี
เวลา 20 นาที พบว่า ท่ีความเข้มข้น  50 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 44.60% โดยมี
ปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.72 ± 0.22 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลล์เร่ิมต้น          
4.91 ± 0.10 log CFU/cm2 และ ท่ีความเข้มข้น  100 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้    
53.77 % โดยมีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.33 ± 0.03 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลล์
เร่ิมต้น 5.04 ± 0.03 log CFU/cm2 ซึ่งจะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ของกรด
เปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดับความเข้มข้น 50 และ100 ppm ท่ีเวลา 20 นาที แทบไม่มีความ
แตกตา่งกนัเลย ดงันัน้หากโรงงานอตุสาหกรรมอาหารจะเลือกน ากรดเปอร์รอกซีแอซีติกไปใช้
ในการท าลายไบโอฟิล์มจาก P. fluorescens จึงควรเลือกใช้ท่ีความเข้มข้น 50 ppm เพราะจะ
ช่วยประหยัดการใช้สารฆ่าเชือ้และลดต้นทุนในการผลิต แต่ถ้าต้องการเวลาในการฆ่าเชือ้
น้อยๆ ควรเลือกใช้ท่ีความเข้มข้น 100 ppm เพราะสามารถลดปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ได้     
45.04 % ภายในเวลา 1 นาที หรืออาจเพิ่มความเข้มข้นมากกวา่ 100 ppm ก็ได้ 

 
 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติกในการเซลล์ท าลาย       
P. fluorescens ท่ีแขวนลอยอยู่ในตวักลางชนิดเหลว TSB และเซลล์ภายในไบโอฟิล์ม อาย ุ  
24 ชั่วโมง บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล พบว่ากรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีความเข้มข้น 25 ppm 
สามารถท าลายเซลล์ได้หมดภายในระยะเวลา 30 นาที แตส่ามารถลดจ านวนเซลล์ไบโอฟิล์ม
บนพืน้ผิวทดสอบได้เพียง 41.63 % แสดงให้เห็นว่าเซลล์ภายในไบโอฟิล์มสามารถทนทานตอ่
สารฆา่เชือ้มากกวา่จลุินทรีย์ชนิดเดียวกนัท่ีอยูใ่นสารละลาย (Kumar และ Anand, 1998) 
  
4.6 ประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการท าลายไบโอฟิล์มของ P. fluorescens ที่
ปนเป้ือนบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ 

 
สารฆ่าเชือ้ท่ีใช้ในการทดลองได้แก่ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ และกรด       

เปอร์รอกซีแอซีตกิ ความเข้มข้น 5 %  
 
สร้างไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลของเคร่ืองสไลซ์เนือ้ท่ีใช้ในกระบวนการ

การหัน่ผลิตภัณฑ์เนือ้สตัว์ โดยจุ่มใบมีดสเตนเลสสตีลในสารแขวนลอยเซลล์ของเชือ้ปริมาณ
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เชือ้ 8 log CFU/mL (ปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสงู) 30 วินาที แล้วจึงน าใบมีดสเตนเลสสตีลใส่

ลงในภาชนะท่ีมีฝาปิดปลอดเชือ้ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ TSB บม่ท่ีอณุหภมูิห้อง (28  2 oC) ทิง้ไว้
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง น ามาทดสอบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ โดยปิเปตสารฆ่าเชือ้ตาม
ความเข้มข้นตา่งๆ จ านวน 1000 มิลลิลิตร ใส่ลงในภาชนะฝาปิดปลอดเชือ้ ใช้ปากคีบปลอด
เชือ้คีบใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีเกิดไบโอฟิล์มแล้วเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แช่ในสารฆ่าเชือ้ดงักล่าว
เป็นเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที ทดสอบท่ีอุณหภูมิห้องปฏิบตัิการ (28± 2              
องศาเซลเซียส) เม่ือครบเวลาท่ีก าหนดใช้ปากคีบปลอดเชือ้ คีบใบมีดสเตนเลสสตีลออกจาก
หลอดสารฆา่เชือ้    จุม่ในสารละลาย 0.5 % sodium thiosulfate (NaOCl) เพ่ือยบัยัง้ปฏิกิริยา
ของคลอรีนท่ีจะไปมีผลในการท าลายเชือ้ ในกรณีสารฆ่าเชือ้เป็นสารละลายโซเดียม             
ไฮเปอร์คลอไรท์ ส่วนกรดเปอร์รอกซีแอซิติกจะหยดุปฏิกิริยาโดยใช้ phosphate buffer saline 
(PBS pH 7.2  ) 2 ครัง้ จากนัน้ใช้ส าลีพนัปลายไม้ปลอดเชือ้เช็ดบนแผ่นพืน้ผิวทดสอบดงักล่าว 
วิเคราะห์หาปริมาณเซลล์ท่ีเหลือรอดโดยวิธี Standard plate count technique และใช้อาหาร
เลีย้งเชือ้ Pseudomonas Agar Base และตรวจนบัเชือ้ท่ีเหลือรอดบนพืน้ผิวทดสอบ 
 

4.6.1 ประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในการท าลาย   
ไบโอฟิล์มของ P. fluorescens ที่ปนเป้ือนบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium 
hypochlorite: NaOCl) ในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens  บนพืน้ผิวใบมีด             
สเตนเลสสตีล ท่ีมีอายุ 24 ชั่วโมง โดยก าหนดความเข้มข้นท่ี 100 200 และ400 ppm โดย
ให้ไบโอฟิล์มสมัผสักบัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีอณุหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที แล้วตรวจเซลล์ของ P. fluorescens  ท่ีเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที ผล
การทดลอง พบวา่ท่ีความเข้มข้น 100 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้เพียง 33.41 % ภายใน
ระยะเวลา 30 นาที ในขณะท่ีความเข้มข้น 200 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 50 % ภายใน
ระยะเวลา 30 นาที โดยมีเซลล์เหลือรอดชีวิต 2.47  ±  0.10 log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น  4.66 ± 0.06 log CFU/cm2 และท่ีความเข้มข้น 400 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้ 
100 % หลงัจากท่ีสมัผสัสารฆา่เชือ้เป็นระยะเวลา 30 นาที ดงัรูปท่ี 4.30 และ 4.31 
 
 
 
 



98 
 

         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.30 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ท่ีรอดชีวิต
หลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีระดบัความเข้มข้นตา่งๆกนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ี
อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติม
เชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.31 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีด  
สเตนเลสสตีล ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีระดบัความเข้มข้น
ตา่งๆกนัเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B 

คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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 เม่ือพิจารณาถึงเวลาในการสมัผสัเชือ้และความเข้มข้น (รูปท่ี 4.30) พบว่าท่ีความ
เข้มข้น 400 ppm ถึงแม้จะท าลายเชือ้ได้ 100 % หลังจากสัมผัสสารฆ่าเชือ้ได้ภายใน
ระยะเวลา 30 นาที แต่เม่ือพิจารณาเวลาท่ี 1 นาที พบว่าท่ีความเข้มข้น 100 200 และ        
400 ppm สามารถท าลายเซลล์ให้ลดลงเพียง 7.85, 16.23 และ23.61% ตามล าดบั ซึ่งจะเห็น
ได้ว่าประสิทธิภาพในการท าลายไบโอฟิล์มของ P. fluorescens ของสารละลายโซเดียม        
ไฮโปคลอไรท์ท่ีระดบัความเข้มข้น ต่างๆกัน เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสเชือ้และความ
เข้มข้นของสารฆา่เชือ้ท าให้ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์เพิ่มมากขึน้ 
 

4.6.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic 
acid: POA) ในการท าลายไบโอฟิล์มของ P. fluorescens ที่ปนเป้ือนบนพืน้ผิวใบมีด
เคร่ืองสไลซ์เนือ้ 
 
 การทดสอบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic acid: POA)  
ในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ท่ีมีอาย ุ       
24 ชั่วโมง โดยก าหนดความเข้มข้นท่ี  25  50 และ100 ppm โดยให้ไบโอฟิล์มสัมผัสกับ     
กรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วตรวจเซลล์
ของ P. fluorescens  ท่ีเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที ผลการทดลอง พบว่า ท่ีความ
เข้มข้น 25 ppm สามารถลดจ านวนเซลล์ได้เพียง 36.73 % ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยมี
ปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.98 ± 0.14 log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้เร่ิมต้น            
4.71 ± 0.26  log CFU/cm2 ส่วนท่ีความเข้มข้น 50 ppm  สามารถลดจ านวนเซลล์ได้      
47.13 % โดยมีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.49 ± 0.05 log CFU/cm2 จากปริมาณเชือ้
เร่ิมต้น  4.71 ± 0.03 log CFU/cm2 แตอ่ย่างไรก็ไม่สามารถท าลายไบโอฟิล์มได้หมดภายใน
ระยะเวลา 30 นาที เม่ือเพิ่มความเข้มข้น 100 ppm สามารถท าลายไบโอฟิล์มได้หมด 100 % 
ดงัรูปท่ี 4.32 และ 4.33 
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รูปท่ี 4.32 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ท่ีรอดชีวิต
หลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆ กันเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 
28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเติมเชือ้
บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.33 เปรียบเทียบร้อยละการลดลงของเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีด 
สเตนเลสสตีล ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆกันเป็น
เวลา 30 นาที ท่ีอณุหภูมิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 0B คือ ปริมาณ
เชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของกรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีระดับความเข้มข้นทัง้    
3 ความเข้มข้น พบวา่เม่ือพิจารณาท่ีเวลา 20 นาที พบวา่ ท่ีความเข้มข้น  50 ppm สามารถลด
จ านวนเซลล์ได้ 36.73% โดยมีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.98 ± 0.04 log CFU/cm2 จาก
ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.71 ± 0.03 log CFU/cm2 และ ท่ีความเข้มข้น 100 ppm สามารถลด
จ านวนเซลล์ได้ 50.94 % โดยมีปริมาณเซลล์เหลือรอดชีวิตอยู่ 2.33 ± 0.11 log CFU/cm2 
จากปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.77 ± 0.03 log CFU/cm2 ซึ่งจะเห็นได้ว่าประสิทธิภาพในการ
ท าลายเซลล์ของกรดเปอร์รอกซีแอซีตกิท่ีระดบัความเข้มข้น 50 และ100 ppm ท่ีเวลา 20 นาที 
มีความแตกต่างกันในการท าลายเซลล์ไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล ดงันัน้หาก
โรงงานอตุสาหกรรมอาหารจะเลือกน ากรดเปอร์รอกซีแอซีตกิไปใช้ในการท าลายไบโอฟิล์มจาก 
P. fluorescens จึงควรเลือกใช้ท่ีความเข้มข้น 100 ppm เพราะมีประสิทธิภาพในการ
ท าลายไบโอฟิล์มได้หมดภายในระยะเวลา 30 นาที 

 
เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ในการท าลายเซลล์จลุินทรีย์ท่ีแขวนลอย

ในสารละลายน า้เกลือและเซลล์ภายในไบโอฟิล์มบนพืน้ผิว จะเห็นได้ว่าสารฆ่าเชือ้ทัง้สองชนิด
ท่ีความเข้มข้น 100 ppm สามารถท าลายเซลล์ท่ีแขวนลอยในสารละลายเกลือแกงปลอดเชือ้
ความเข้มข้นร้อยละ 0.85ได้ทัง้หมดภายในเวลา 5 นาที แต่ไม่สามารถท าลายเซลล์ภายใน     
ไบโอฟิล์มได้ทัง้หมด สอดคล้องกับงานวิจยัของ Peng และคณะ (2002) รายงานว่าการใช้
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีความเข้มข้น 25 ppm เป็นเวลา 5 นาที สามารถท าลาย
เซลล์ของ B. cereus ท่ีแขวนลอยอยู่ในสารละลายได้ทัง้หมด แตเ่ซลล์ภายในไบโอฟิล์มยงัคง
รอดชีวิตได้ กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกลุ (2550) รายงานวา่ การท่ีเซลล์จลุินทรีย์ภายในไบโอฟิล์ม
สามารถต้านทานต่อสารฆ่าเชือ้ได้เพิ่มขึน้ มีสาเหตหุลายปัจจยัดงันี ้EPS ท่ีเซลล์สร้างขึน้ปก
คลมุไว้เพ่ือป้องกนัการเข้าท าลายของสารฆา่เชือ้และจ ากดัการแพร่ของโมเลกลุสารฆ่าเชือ้ท่ีจะ
เข้ามาท าลายเซลล์ภายในไบโอฟิล์ม ความหนาแน่นของเซลล์ภายในไบโอฟิล์ม และความจ า
กดัของอาหารและสภาวะแวดล้อมมีผลให้เซลล์ภายในไบโอฟิล์มเกิดการเปล่ียนแปลงลกัษณะ
ทางกายภาพของเซลล์ ท าให้เกิดการชกัน าสู่สภาวะเครียดได้ เช่นเดียวกบั Resch และคณะ 
(2005) ศึกษาการเปล่ียนแปลงในระดบัยีนของเซลล์ S. aureus ภายในไบโอฟิล์ม อาย ุ          
48 ชัว่โมง โดยเปรียบเทียบกบัเซลล์อิสระ พบว่าเซลล์ภายในไบโอฟิล์มมีการแสดงออกของยีน
ท่ีเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อความเครียด เช่น ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างเอนไซม์ต่างๆ 
แสดงให้เห็นว่าการท่ีเซลล์เกิดการเกาะติดบนพืน้ผิวและพฒันาเป็นไบโอฟิล์มส่งผลให้เซลล์
ภายในไบโอฟิล์มนัน้มีความต้านทานตอ่สารฆา่เชือ้เพิ่มขึน้ 



102 
 

         

จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ 2 ชนิด คือ สารละลายโซเดียม              
ไฮโปคลอไรท์ และกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ในการท าลายเซลล์ของ P. fluorescens พบว่าเม่ือ
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์สมัผสักบัสารแขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิดเหลวท่ีมีปริมาณ
สารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั เม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมีการปนเปือ้นสารอินทรีย์สงูนัน้จะท าให้ประสิทธิภาพ
ในการท าลายเชือ้จลุินทรีย์ลดลง ทัง้นีเ้น่ืองจากคลอรีนบางส่วนจะท าปฏิกิริยาคลอริเนชนัและ
ออกซิเดชนักบัหมู่อะมิโนของสารอินทรีย์ (รุ่งทิวา อิศรางพร,2541; กนกทิพย์ ทรัพย์เจริญกลุ, 
2550) ดงันัน้การใช้ สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB และสารละลาย 
soiling agent จงึมีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้ลดลง เพราะสารอาหารตา่งๆในอาหารเลีย้ง
เชือ้ ชว่ยสนบัสนนุให้เซลล์จลุินทรีย์รอดชีวิตและเจริญได้ ดงันัน้การใช้สารประกอบคลอไรด์ ซึ่ง
มีกรดไฮโปคลอรัสเป็นองค์ประกอบส าคญั จึงมีประสิทธิภาพในการท าลายเชือ้จุลินทรีย์ใน
สารละลายน า้เกลือได้ดีกว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB  และสารละลาย soiling agent ส่วนกรด
เปอร์รอกซีแอซีติกจะเห็นว่าความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีความเข้มข้นสูงจะมีค่า 
pH น้อยกว่าค่าความเข้มข้นต ่ากว่าและหลังจากกรดเปอร์รอกซีแอซีติกสัมผัสกับสาร
แขวนลอยเซลล์ในตวักลางชนิดเหลวท่ีมีปริมาณสารอินทรีย์ท่ีตา่งกนั ท าให้มีการคา่ความเป็น
กรด-ด่างเปล่ียนแปลงเป็นปัจจัยท่ีมีความส าคญัต่อการแตกตวัอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะมีผลต่อ
ประสิทธิภาพการท าลายเชือ้ของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (Fatemi  and Frank, 2003; Kunigk 
and Almeida, 2001) ดงันัน้จึงอาจเป็นได้ได้ว่าอิทธิพลของ pH อาจจะมีผลในการท าลาย
เซลล์ของ P.  fluorescens ได้ดีกว่าสารละลายโซเดียมไฮเปอร์คลอไรท์ท่ีมีคา่ pH เป็นเบส 
สอดคล้องกับงานวิจยัของ Fatemi และFrank (2003) ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้       
ไฮโปคลอไรท์และกรดเปอร์ รอกซีแอซิติก  ในการท าลายไบโอฟิ ล์ม ท่ี เ กิดจากเ ชื อ้                 
L. monocytogenes และ Pseudomonas บนพืน้ผิวสเตนเลสสตีล โดยจุ่มแผ่นทดสอบท่ี
เกิดไบโอฟิล์ม 48 ชั่วโมง ในสารฆ่าเชือ้ทัง้สองชนิด พบว่ากรดเปอร์ รอกซีแอซิติกมี
ประสิทธิภาพในการฆ่าเชือ้มากกว่าไฮโปคลอไรท์ ซึ่งลดจ านวนเซลล์ลงได้มากกว่า 3 log 
CFU/cm2 ท่ีความเข้มข้น 160 ppm หลงัจากสมัผสัสารฆา่เชือ้เป็นเวลา 1 นาที  

Rossini และ Gaylarde (2000) ศกึษาประสิทธิภาพของโซเดียมไฮโปคลอไรท์และ
กรดเปอร์รอกซีแอซิติกตอ่เซลล์ของ E. coli, P. aeruginosa และ S. aureus ท่ีเกาะบนพืน้ผิว    
สเตนเลสสตีล เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช้กรดเปอร์รอกซีแอซีติกเข้มข้น 250 และ1000 mg/l 
และใช้โซเดียมไฮโปคลอไรท์เข้มข้น 100และ 200 mg/l เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ตรวจสอบ
เซลล์ท่ีรอดชีวิตภายใต้กล้อง epifluorescence microscopy พบว่า P. aeruginosa มี
ความสามารถในการเกาะติดบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลได้กว่า E. coli  ในขณะท่ี S. aureus 
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เกาะติดได้น้อยท่ีสดุและโซเดียมไฮโปคลอไรท์มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ได้ดีกว่ากรด
เปอร์รอกซีแอซิตกิ 

Jeyasekaran และคณะ (2000) ศกึษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ตอ่ไบโอฟิล์มของ 
Listeria monocytogenes สามารถเจริญบนพืน้ผิวสเตนเลสสตีลได้มากกว่าพืน้ผิวพลาสติก 
จากนัน้น าไปท าสอบกับไฮโปคลอไรท์ความเข้มข้น 100 ppm และไอโอโดฟอร์ความเข้มข้น   
10 ppm เป็นเวลา 5 นาที พบว่าสารทัง้สองชนิดสามารถลดจ านวนจลุินทรีย์บนแผ่นทดสอบ
ได้  3-4 log CFU/cm2 และสามารถลดจ านวนจลุินทรีย์บนพลาสติกได้ 1-2 log CFU/cm2 โดย   
ไฮโปคลอไรท์ ท่ีมีประสิทธิภาพในการลดจ านวนจุลินทรีย์บนพืน้ผิวทัง้สองชนิดมากกว่า        
ไอโอโดฟอร์  ไฮโปคลอไรท์ท่ีมีความเข้มข้น 200 ppm สามารถท าลายเซลล์บนพืน้ผิว       
สเตนเลสสตีลได้ทัง้หมด ภายในเวลา 5 นาที ส่วนประสิทธิภาพในการท าลายจุลินทรีย์ชนิด
เดียวกนัท่ีอยู่ในสารละลาย (Planktonic cell) ของ L. monocytogenes สามารถท าลายเซลล์
ได้ทัง้หมด โดยใช้ไฮโปคลอไรท์ท่ีมีความเข้มข้น 10 ppm และไอโอโดฟลอร์ความเข้มข้น          
1 ppm เป็นเวลา 5 นาที 

 Dosti และคณะ (2005) ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโอโซน คลอรีนและ
ความร้อนในการก าจัดไบโอฟิล์มบนแผ่นสเตนเลสสตีลท่ีแช่ในน า้นมโดยใช้โอโซนท่ีความ
เข้มข้น 0.6 ppm เป็นเวลา 1 นาที คลอรีนความเข้มข้น 100 ppm เป็นเวลา 2 นาที โดยท าการ
ปลูกถ่ายเชือ้ P. fluorescens, P. fragi และ P. putida ลงในน า้นมบนแผ่นสเตนเลสสตีล
ขนาด 2.54×2.54 cm2 ท่ีแช่ในน า้นม บม่เป็นเวลา 24-72 ชัว่โมง หลงัจากมีการเกาะติดและ
เจริญเป็นไบโอฟิล์มแล้ว น าแผ่นทดสอบล้างด้วย phosphate buffered saline เป็นเวลา        
1 นาที จากนัน้น าไปทดสอบประสิทธิภาพของการก าจดัไบโอฟิล์ม พบว่าโอโซนและคลอรีน
สามารถลดจ านวน P. fluorescens, P.fragi ไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวได้เท่ากนั และพบว่าโอโซนมี
ประสิทธิภาพในการลดจ านวนเซลล์ P. Putida ได้ดีกว่าคลอรีน แต่ก็ไม่สามารถท าลายเซลล์
ได้หมด 

Kim และคณะ (2007) ศกึษาประสิทธิภาพของสารฆ่าเชือ้ท่ีใช้ในโรงพยาบาลในการ
ฆ่าเชือ้ Enterobacter sakazaki ท่ีแขวนลอยอยู่ในของเหลว เกาะบนพืน้ผิวท่ีแห้งของ
เหล็กกล้าไร้สนิม และอยูใ่นไบโอฟิล์ม พบวา่ E. sakazaki มีความทนทานตอ่สารฆ่าเชือ้หลาย
ระดบัขึน้อยู่กับส่วนประกอบของสารฆ่าเชือ้และชนิดของสารอินทรีย์ และระยะเวลาท่ีสมัผสั
กับสารฆ่าเชือ้พบว่าปริมาณสารแขวนลอยเซลล์ (planktonic cell)  ท่ีแขวนลอยอยู่ในน า้ 
(7.22-7.40 log CFU/ml) ลดปริมาณลงจนไม่สามารถนบัได้ (<0.30 log CFU/ml) หลงัได้รับ
สารฆ่าเชือ้เป็นเวลา1-5 นาที เม่ือเซลล์แขวนลอยอยู่ในอาหารส าหรับทารกจะมีความทนต่อ
สารฆ่าเชือ้มากขึน้โดยสามารถลดปริมาณเซลล์ได้เพียง 0.02-3.69 log CFU/ml หลงัจาก
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ได้รับสารฆ่าเชือ้เป็นเวลา 10 นาที ส่วนเซลล์จุลินทรีย์ท่ีอยู่ในไบโอฟิล์มท่ีมีอายุ 6 วันและ       
12 วัน บนพืน้ผิวเหล็กกล้าไร้สนิมมีความทนทานต่อสารฆ่าเชือ้ไม่แตกต่างกัน ดังนัน้
ประสิทธิภาพของสารฆา่เชือ้ในการฆา่เชือ้ E. sakazaki เรียงล าดบัตามความไวตอ่สารฆ่าเชือ้
ได้ดงันี ้planktonic cell มากกว่าเซลล์จลุินทรีย์ท่ีอยู่บนพืน้ผิวเหล็กกล้าไร้สนิม และมากกว่า
เซลล์จลุินทรีย์ท่ีอยูใ่นไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวเหล็กกล้าไร้สนิม การศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่าสาร
ฆ่าเชือ้ท่ีใช้เป็นประจ าในโรงพยาบาลไม่มีประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์จุลินทรีย์ของ        
E. sakazaki ท่ีฝังตวัอยู่ในสารอินทรีย์และเซลล์จุลินทรีย์ท่ีอยู่ในไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวเหล็ก   
กล้าไร้สนิมทนทานตอ่สารฆา่เชือ้มากกวา่จลุินทรีย์ชนิดเดียวกนัท่ีอยูใ่นสารละลาย 

จากผลการทดลองทัง้หมด พบว่าเซลล์ P. fluorescens สามารถเกาะติดบนแผ่น
ทดสอบและเกิดเป็นไบโอฟิล์มได้ซึ่งการสะสมของจุลินทรีย์ภายในไบโอฟิล์มสามารถทนทาน
ต่อสารฆ่าเชือ้มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันท่ีอยู่ในสารละลาย (Planktonic) เน่ืองจากการ
พฒันาทางพนัธุกรรมขึน้กบัการเกาะตดิบนพืน้ผิวและการแฝงตวัในภาวะท่ีเป็นไบโอฟิล์ม และ
เกิดการปรับตวัทางด้านลกัษณะปรากฏ  Kumar และ Anand (1998) ได้อธิบายว่า การท่ี
เซลล์ภายในไบโอฟิล์มสามารถทนทานต่อสารฆ่าเชือ้มากกว่าจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันท่ีอยู่ใน
สารละลายนัน้ เพราะกลุ่มเซลล์นีจ้ะขยายใหญ่และเกาะรวมกันจนเกิดเป็นชัน้ของเซลล์   
(layer of cells) ปกคลมุบริเวณพืน้ผิว เซลล์จะผลิตสารกลุ่มพอลิเมอร์แล้วหลัง่ออกมานอก
เซลล์ปกคลุมท่ีผิวของกลุ่มเซลล์ เรียกสารกลุ่มนีว้่า Extracellular Polymeric Substances 
(EPS) ซึ่งจะช่วยป้องกนัเซลล์จากสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ความแห้งสารเคมีตา่งๆ และ
สารท าความสะอาด เป็นต้น ลกัษณะทางโครงสร้างจากการรวมกลุ่มกันของจุลินทรีย์อาจจะ
เป็นตวัขดัขวางการซึมผ่านของสารฆ่าเชือ้และการสร้างเอนไซม์ออกมาลดประสิทธิภาพของ
สารฆา่เชือ้ 

นอกจากนีก้ารแทรกซึมของสารฆ่าเชือ้เข้าไปในไบโอฟิล์มยงัเป็นปัจจยัหนึ่งซึ่งขึน้กับ
ชนิดของสารท่ีใช้ การเกาะติดบนพืน้ผิวท่ีสมัผสัอาหารของจลุินทรีย์และเจริญเป็นไบโอฟิล์มมี
ความส าคญัตอ่โรงงานอตุสาหกรรมอาหารดงันัน้การวิธีการก าจดัเซลล์แบคทีเรียท่ีอยู่ในฟิล์ม
ท าได้ยากมากการท าความสะอาดตามปกติไม่สามารถก าจัดได้หมดจะต้องใช้แรงทาง
กายภาพช่วยในการก าจดั เช่น การขดัถูร่วมกับสารท าความสะอาด เป็นต้น ล้างส่วนท่ีเป็น
สารอินทรีย์ท่ีฝังแน่นออกไป จากนัน้จะใช้สารฆ่าเชือ้เข้าท าลายเซลล์จลุินทรีย์จึงท าให้สารท า
ความสะอาดมีประสิทธิภาพมากท่ีสดุ 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 
1. ในสภาวะท่ีมีเชือ้จ านวนมาก (8 log CFU/ml) เวลา 0 นาทีก็เพียงพอท่ีจะท าให้ 

Pseudomonas  fluorescens สามารถเกาะติดบนแผ่น stainless steel ได้และเม่ือเวลานาน
มากขึน้ ก็สามารถตรวจพบ P.  fluorescens ได้มากยิ่งขึน้ส าหรับ ในสภาวะท่ีมีปริมาณเชือ้
น้อย(3 log CFU/ml) พบวา่ท่ีเวลา 0 - 120 นาที ไมส่ามารถตรวจพบเชือ้บนพืน้ผิวทดสอบด้วย
วิธี spread plate technique  ทัง้นีไ้ม่ได้แสดงว่าไม่มีเซลล์ของ P. fluorescens เกาะบน
แผน่สเตนเลสสตีล โดยพบวา่มีโคโลนีของ P. fluorescens บนจานเพาะเชือ้ แตมี่จ านวนเซลล์
น้อยมาก ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าวิธีนีไ้ม่เหมาะสมในการตรวจหาเชือ้บนแผ่นทดสอบท่ีมีปริมาณ
เชือ้ระดบัต ่า เน่ืองจากเซลล์เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย จะต้องอาศยัเวลาให้เซลล์มีการเพิ่มจ านวน
ถึงจะมีการตรวจพบได้  โดยอณุหภมูิเป็นปัจจยัหนึง่ท่ีมีความส าคญัส าหรับการเพิ่มจ านวนของ 
P. fluorescens จากการทดลอง พบว่าอณุหภูมิ 28oC P. fluorescens สามารถเพิ่มจ านวนได้
เร็วกว่าท่ีอุณหภูมิ 20 และ15 oC ตามล าดับ ส่วนการเปล่ียนแปลงแหล่งของสารอาหาร 
(น า้เกลือปลอดเชือ้ อาหารเลีย้งเชือ้TSB และสารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v)) 
พบว่า เม่ือเปล่ียนแหล่งของตวักลางอาหารชนิดเหลวจากอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็นน า้เกลือ
ปลอดเชือ้ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (0.85 % NaCl) พบว่า เม่ือเวลาเพิ่มขึน้จะเห็นความ
แตกต่างได้อย่างชดัเจน ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง การเจริญของเซลล์บนแผ่นทดสอบในอาหารเลีย้ง
เชือ้ TSB ดีกว่าสารละลาย soiling agent และ 0.85 % NaCl ตามล าดบั  หลงัจากบม่แผ่น
ทดสอบเป็นเวลา 48 ชัว่โมง  การเจริญของเซลล์บนแผ่นทดสอบในน า้เกลือปลอดเชือ้ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.85 และสารละลาย soiling agent เร่ิมช้าลง แต่การเจริญของเซลล์บนแผ่น
ทดสอบในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB มีการแบง่เซลล์เพิ่มจ านวนได้ เน่ืองจากมีสารอาหารท่ีสมบรูณ์ 

 
2. ในกระบวนการตดัหัน่ผลิตภัณฑ์อาหารสามารถเกิดการโอนถ่ายเซลล์จากพืน้ผิว

ใบมีดสู่ผลิตภณัฑ์อาหารได้ หากมีเชือ้จลุินทรีย์สะสมอยู่บนเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ในกระบวนการ
ผลิต และเม่ือการเกิดไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวของใบมีดสเตนเลสสตีล  พบว่ามีการโอนถ่ายเซลล์สู่
ผลิตภณัฑ์อาหารสูงกว่าเซลล์ P. fluorescens ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิว ดงันัน้ในกระบวนการตดั
หัน่ผลิตภณัฑ์เนือ้สตัว์ หากมีการสะสมของจลุินทรีย์ท่ีส่วนของใบมีดจะท าให้เกิดการโอนถ่าย
เชือ้จุลินทรีย์สู่ผลิตภัณฑ์ได้ และเม่ือเกิดซูโดโมแนสไบโอฟิล์มท่ีพืน้ผิวสมัผสัอาหารจะท าให้
ผลิตภณัฑ์อาหารท่ีผา่นกระบวนผลิตนัน้มีปริมาณจลุินทรีย์ปนเปือ้นสงูขึน้ 
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3. การเลือกชนิดของสารฆ่าเชือ้เพ่ือใช้ในการท าความสะอาดพืน้ผิวสมัผสัอาหารมี

ความจ าเป็นมาก ต้องเลือกให้มีความเหมาะสมกับลกัษณะของงานท่ีจะใช้ท าความสะอาด 
จากการทดลองพบว่า สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์มีประสิทธิภาพดีเม่ือไม่มีสารอินทรีย์
เข้ามาปะปน แต่เม่ือมีสารอินทรีย์ปะปนอยู่ด้วยจะท าให้ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์
ลดลง การฆ่าเชือ้ต้องใช้เวลานานมากขึน้ ส่วนการท าลายไบโอฟิล์มของ P. fluorescens 
ระยะเวลา 30 นาที ก็ยงัไม่เพียงพอในการท าลายไบโอฟิล์ม ส่วนกรดเปอร์รอกซีแอซีติก ความ
เข้มข้น 50 ppm มีประสิทธิภาพในการฆ่าเชือ้ได้เป็นอย่างดี สารอินทรีย์ไม่มีผลในการลด
ประสิทธิภาพในการท าลายเซลล์ของกรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ แตท่ัง้นีต้้องเลือกความเข้มข้นและ
ระยะเวลาในการสมัผสัเชือ้ให้เหมาะสม 
 
ข้อเสนอแนะ 
 

1. ควรหาวิธีท่ีเหมาะสมในการตรวจหาเชือ้บนแผ่นทดสอบการเกาะติดและเกิด      
ไบโอฟิล์มในสภาวะท่ีมีเชือ้เร่ิมต้นมีปริมาณน้อย (3 log CFU/ml) เน่ืองจากการใช้วิธี swab 
และ spread plate technique ไม่สามารถตรวจพบเชือ้บนพืน้ผิวทดสอบซึ่งมีปริมาณเซลล์
น้อย จึงต้องอาศยัระยะเวลาพอสมควรเพ่ือให้เชือ้เพิ่มจ านวน จึงจะสามารถตรวจพบเชือ้บน
แผน่สเตนเลสสตีลได้ 

 
2. ควรมีการศกึษาปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีมีผลตอ่การเกิดไบโอฟิล์ม เช่น ชนิดของพืน้ผิวสมัผสั

อาหาร เช่น ยาง พลาสติก และซีเมนต์ เป็นต้น เพ่ือให้ได้ข้อมูลเก่ียวกับการเกาะติดและการ
เกิดไบโอฟิล์มบนพืน้ผิวท่ีใช้ในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร ประเภทอ่ืนๆ ซึ่งสามารถจะน าไปใช้
ประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมชนิดอ่ืนอีกด้วย รวมทัง้ชนิดของจุลินทรีย์ท่ีเป็นปัญหาในโรงงาน
อตุสาหกรรมอาหาร 

 
3. ควรมีการทดลองสร้างไบโอฟิล์มท่ีมีจุลินทรีย์หลายชนิดร่วมกนั เพ่ือให้มีลกัษณะ

ใกล้เคียงกบัไบโอฟิล์มท่ีเกิดขึน้จริงในโรงงานอตุสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากไบโอฟิล์มท่ีมีการ
ปนเปื้อนในโรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ประกอบด้วยจุลินทรีย์ผสมหลายชนิด (Mix 
biofilms)  
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4.การศกึษาการถ่ายโอนเซลล์สูผ่ลิตภณัฑ์ ควรมีการตรวจหาปริมาณเซลล์ท่ีหลงเหลือ
อยู่บนพืน้ผิวใบมีดในระหว่างกระบวนการตัดหั่นผลิตภัณฑ์ เพ่ือเป็นแนวทางหนึ่ง ในการ
วิเคราะห์การปนเปือ้นข้ามสูผ่ลิตภณัฑ์อาหาร 

 
5. ความเข้มข้นของสารฆ่าเชือ้และเวลาในการสัมผัสสารของไบโอฟิล์มบนแผ่น

ทดสอบท่ีได้จากการทดลองนี ้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการฆ่าเชือ้บนพืน้ผิวสมัผสัอาหาร
ตา่งๆ ในโรงงานอตุสาหกรรมได้ แตท่ัง้นีต้้องขึน้อยู่กบัชนิดของจลุินทรีย์ภายในไบโอฟิล์มด้วย 
เน่ืองจากไบโอฟิล์มท่ีมีการปนเปือ้นในโรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ประกอบด้วยจุลินทรีย์
ผสมหลายชนิด (Mix biofilms) ซึ่งอาจมีความต้านทานตอ่สารฆ่าเชือ้แตกตา่งจากไบโอฟิล์ม
ของจลุินทรีย์เพียงชนิดเดียว (Single biofilm) 
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ภาคผนวก ก 

วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารละลายทีใ่ช้ในการทดลอง 
 

1. Trypticase Soy Broth (Merck Laboratories,Darmstadt, Germany) 

Peptone from casein     17.0 % 
Peptone from soy meal       3.0 % 
D (+) glucose       5.0 % 
di-Potassium hydrogen phosphate      2.5 % 
น า้กลัน่        1.0 ลิตร 
 
ชั่งอาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป 30 กรัม ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลั่น 1 ลิตร 

หลงัจากสว่นผสมทัง้หมดละลายเป็นเนือ้เดียวกนั แบง่ใส่หลอดทดลองและขวดตามปริมาตรท่ี
ต้องการ ปิดฝาแล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
2. Trypticase Soy Agar (Merck Laboratories,Darmstadt, Germany) 

Pancreatic digest of casein      15.0 % 
Papaic digest of soybean meal       5.0 % 
Sodium chloride (NaCl)         5.0 % 
Agar        15.0 % 

      น า้กลัน่        1.0 ลิตร 
 

ชั่งอาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป 40 กรัม ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลั่น 1 ลิตร 
หลังจากส่วนผสมทัง้หมดละลายเป็นเนื อ้ เ ดียวกัน  น าไปนึ่งฆ่าเ ชื อ้ ท่ีอุณหภูมิ  121              
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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3. Nutrient Agar (Merck Laboratories,Darmstadt, Germany) 

Peptone from soy meat       5.0 % 
Meat extracts       3.0 % 
Agar                      12.0 % 
น า้กลัน่       1.0 ลิตร 
 
ชัง่อาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป 20 กรัม ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ 1 ลิตร 

หลงัจากสว่นผสมทัง้หมดละลายเป็นเนือ้เดียวกนั แบง่ใส่หลอดทดลองและขวดตามปริมาตรท่ี
ต้องการ ปิดฝาแล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
4. Pseudomonas Agar Base (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Peptone from casein      10.0 % 
peptone from meat      10.0 % 
magnesium sulfate        1.5 % 
di-potassium hydrogen phosphate       1.5 % 
agar-agar        12.0 % 
น า้กลัน่        1.0 ลิตร 
 

ชั่งอาหารเลีย้งเชือ้ส าเร็จรูป 38 กรัม ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลั่น 1 ลิตร 
หลังจากส่วนผสมทัง้หมดละลายเป็นเนือ้เดียวกัน น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที 
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5.  Phosphate Buffer Saline (PBS,pH 7.2) 
Sodium chloride (NaCl)     0.650 กรัม 
Potassium dihydrogen orthophosphate (Ka2HPO4)  0.210 กรัม 
di- Sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 0.724 กรัม 
น า้กลัน่      1.0 ลิตร 
 
ชั่งส่วนผสมทัง้หมดละลายส่วนผสมทัง้หมดในน า้กลั่น หลังจากส่วนผสมทัง้หมด

ละลายเป็นเนือ้เดียวกนั ปรับปริมาตรจนสารละลายเป็น 1 ลิตร ด้วยน า้กลัน่ แบง่ใส่ขวดตาม
ปริมาตรท่ีต้องการ ปิดฝาแล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 
6. สารละลายเกลือ ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (Normal saline) 

Sodium chloride (NaCl)     8.50 กรัม 
น า้กลัน่      1.0 ลิตร 
 
ละลาย Sodium chloride (NaCl) ในน า้กลัน่ให้เป็นเนือ้เดียวกนั แบง่ใส่หลอดทดลอง

และขวดตามปริมาตรท่ีต้องการ ปิดฝาแล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที 

 
7. สารละลาย soiling agent (beef meat 5%w/v) 

น าเนือ้สนัในสกุร  50 กรัม หัน่เป็นชิน้ขนาด 1 ลกูบาศก์เซนติเมตร จากนัน้น าชิน้เนือ้
และน า้กลั่นปลอดเชือ้ 1ลิตร ไปใส่ใน stomacher bag น าไปคลุกให้เข้ากันด้วยเคร่ือง       
food mixer ก าจัดเชือ้จุลินทรีย์ในสารละลายด้วยเคร่ืองกรอง Millipore โดยกรองผ่าน 
membrane filter ซึ่งมีรูขนาด 0.45 ไมครอน จากนัน้น าสารละลายใส่ในขวดแก้วปลอดเชือ้
ด้วยวิธี aseptic technique แล้วน าไปใช้งานตอ่ไป 
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ภาคผนวก ข 
                          สารฆ่าเชือ้ที่ใช้ในการทดลอง 

 
1. Sodium hypochlorite (NaOCl) (Merck Laboratiries,Darmstadt, Germany) 

 

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium hypochlorite: NaOCl) เตรียมจากสารละลาย
โซเดียมไฮโปคลอไรด์ชนิดเหลว โดยละลายในน า้กลั่นปลอดเชือ้ เช่น ถ้าต้องการโซเดียม        
ไฮโปคลอไรด์ท่ีมีความเข้มข้น 100 ppm ท าได้โดยการน าสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์นัน้
มา 0.1000 มิลลิลิตร ละลายในน า้กลัน่ปลอดเชือ้ 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน เป็นต้น 
ความเข้มข้นอ่ืนๆก็ใช้วิธีเดียวกนั 
 

 
2. Peroxyacetic acid: POA (Peroxy Thai,Thailand)  

สารละลายกรดเปอร์รอกซีแอซีติก (peroxyacetic acid: POA) เตรียมจากสารผสมกรด
เปอร์รอกซีแอซีติกทางการค้า (Proxitan 5 %, Peroxythai Ltd., Thailand) โดยเจือจางจาก
ค าแนะน าของบริษัท ใช้ Proxitan® 5 % 1 ส่วนละลายน า้ 125 ส่วน จะได้สารละลายท่ีมีความ
เข้มข้น 400 ppm จากนัน้ปรับสดัสว่นตามความเข้มข้นท่ีต้องการ แล้วละลายในน า้กลัน่ปลอด
เชือ้ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้นของกรดเปอร์รอกซีแอซีติก 25, 50 และ 100 
ppm 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ปริมาณ Available chlorine 

 
สารเคมีท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณ Available chlorine (จีระเดช มาลา, 2551) 
 
1. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต(Sodium thiosulfate) ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั 

 
ชัง่โซเดียมไทโอซลัเฟต (Na2S2O3.5H2O) ปริมาณ 6.25 กรัม ละลายในน า้กลัน่ท่ีต้ม

ให้เดือดใหม่ๆ แล้วเติมน า้กลั่นให้มีปริมาตรครบ 250 มิลลิลิตร เก็บไว้ 2 สัปดาห์แล้ว 
standardize กบัสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเข้มข้น 0.1 นอร์มลั เก็บสารละลายท่ีได้
โดยการเตมิคลอโรฟอร์มลงไป 2-3 มิลลิลิตร 

 
2. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต(Potassium dichromate) ความเข้มข้น0.1 นอร์มลั  

 
ชัง่โพแทสเซียมไดโครเมต ปริมาณ 0.4904 กรัม ละลายในน า้กลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 100 

มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่ 
 

3. การ standardize สารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต 
 

เตมิกรดซลัฟริูกเข้มข้น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในน า้กลัน่ 80 มิลลิลิตร ซึ่งอยู่ในขดแก้วรูป
ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั 
10 มิลลิลิตร ลงไป แล้วจึงเติมโพแทสเซียมไอโอไดด์ (Potassium iodide) ปริมาณ 1 กรัม ปิด
จกุยางเขยา่ แล้วเก็บไว้ในท่ีมืด 6 นาที น ามาไตเตรตกบัสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต ความ
เข้มข้น 0.1 นอร์มลั โดยใช้น า้แป้งเป็นอินดเิคเตอร์ 
การค านวณหาความเข้มข้นท่ีแนน่อนของสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต 
 
ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต 
                   (นอร์มลั)                            =10×นอร์มลัของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 
                                                             มิลลิลิตรของโซเดียมไทโอซลัเฟตท่ีใช้ในการไตเตรต 
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4. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต(Sodium thiosulfate) ความเข้มข้น 0.01 นอร์มลั 
 

เตรียมโดยปิเปตสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร ด้วยน า้กลัน่ท่ีต้มเดือดใหม่ๆ  

 
5. สารละลายแป้ง 

 
ชัง่แป้ง (Starch indicator) 1 กรัม ผสมกับน า้เล็กน้อย แล้วเทลงในน า้เดือดประมาณ   

200 มิลลิลิตร คนแล้วทิง้ค้างคืน รินเอาส่วนใส เก็บโดยการเติมกรดซาลิไซลิก ปริมาณ 0.25 
กรัมและซิงค์คลอไรด์ ปริมาณ 0.8 กรัม 
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ภาคผนวก ง 
                                  ตารางแสดงข้อมูล 

 
ตารางที่ ง1 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีสามารถเกาะติดบนพืน้ผิว stainless steel 
เกรด 304 ชนิด 2B ท่ีระยะเวลาตา่งๆ 

 
 

เวลา (นาที)                                         จ านวนเซลล์ท่ีตรวจพบ* (log CFU/cm2) 
            

   0                                                                 3.44 ± 0.13 f 
   5                                                                 4.18 ± 0.15 e 

              15                                                                 4.45 ± 0.07 cd 
              30                                                                 4.54 ± 0.09 cd 

              60                                                                 4.78 ± 0.11b 

            120                                                                 4.87 ± 0.17** a 

 
 

หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบับนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA หลงัจากให้เชือ้
เกาะติดบนพืน้ผิวเป็นระยะเวลา 0-120 นาที ส าหรับการทดสอบปริมาณเชือ้
เร่ิมต้นระดบัสงู (8 lof CFU/ml) ท่ีอณุหภมูิ 28 ± 2 ºC 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉล่ียของข้อมลูท่ีอยู่
ในสดมภ์เดียวกันท่ีมีตวัอักษรก ากับต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั

ทางสถิต ิ(p  0.05) 
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ตารางท่ี ง2 การเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวทดสอบ เม่ือใช้เชือ้เร่ิมต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 
 

         อณุหภมูิ (ºC)     จ านวนเซลล์* (log CFU/cm2) และเวลา (ชัว่โมง)    
                         1     2         3               4                        5      6           7                 8                    24   48  

 
15          3.48 ± 0.11Ah   3.62 ± 0.15Bfg   3.58 ± 0.09Bfg   3.62 ± 0.10Cf      3.75 ± 0.08Ce   3.89 ± 0.11Cd   3.88 ± 0.04Cd     4.00 ± 0.09Cc    4.22 ± 0.20Cb   4.55 ± 0.28Ca 

 
20          3.54 ± 0.06Ai    3.73 ± 0.06Ah   3.80 ± 0.19Ag     4.16 ± 0.13Af     4.33 ± 0.16Ae   4.50 ± 0.27Ad   4.66 ± 0.17Ac    4.72 ± 0.15Ac    4.85 ± 0.18Bb     5.05 ± 0.12Ba 

 
28          3.56 ± 0.09Ai   3.64 ± 0.18Bh    3.85 ± 0.21Ag   3.87 ± 0.11Bg     4.03 ± 0.12Bf     4.13 ± 0.21Be   4.23 ± 0.08Bcd   4.27 ± 0.07Bc    4.97 ± 0.22Ab   6.00 ± 0.12**Aa 

 
 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี swab และ spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05)
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ตารางท่ี ง3 การเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวทดสอบ เม่ือใช้เชือ้เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 ºC 
 

 อณุหภมูิ (ºC)     จ านวนเซลล์ * (log CFU/cm2) และเวลา (ชัว่โมง)    
       1              2                3                   4                      5      6          7             8               24                   48  

 

15       0.00 ± 0.00     0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00   0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00   0.00 ± 0.00C    1.86 ± 0.10Bc   1.89 ± 0.04Bc   3.28 ± 0.06Cb   4.27 ± 0.16Ca   

 
 

20         0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00    1.84 ± 0.14Ad    1.89 ± 0.06Bd   2.00 ± 0.08Ac   3.44 ± 0.12Bb   4.56 ± 0.13**Ba   

 
 

28   0.00 ± 0.00     0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00   0.00 ± 0.00    0.00 ± 0.00    1.89 ± 0.08Ad    1.92 ± 0.03Ad    2.09 ± 0.10Ac   3.72 ± 0.34Ab   5.05 ± 0.18Aa   
 

 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี swab และ spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ง4 การเจริญของเซลล์ P. fluorescens ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ท่ีมีแผน่ทดสอบชนิดตา่งๆจุม่อยูภ่ายใน เม่ือใช้เชือ้เร่ิมต้นระดบัสงู (8 log CFU/mL) และเชือ้
เร่ิมต้นระดบัต ่า (3 log CFU/mL) 

 
    ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น            จ านวนเซลล์  * (log CFU/cm2) และเวลา (ชัว่โมง)    
   (log CFU/mL)               1               2                 3                    4                    5     6      7       8         24                 48  

 
3                    1.86 ± 0.23j     2.10 ± 0.14i    2.23 ± 0.04gh   2.26 ± 0.13g  2.60 ± 0.09f   2.97 ± 0.11e  3.21 ± 0.04d   3.44 ± 0.15c  6.21 ± 0.22b    6.85 ± 0.22**a 

 
 

8        4.03 ± 0.0.16i  4.32 ± 0.13gh  4.44 ± 0.04gh  4.61 ± 0.11fg  4.74 ± 0.11fg  5.12 ± 0.25e   6.38 ± 0.28d  6.75 ± 0.30c  9.06 ± 0.08ab  9.08 ± 0.09**a 

 
 

 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 

**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ง5 การเกิดไบโอฟิล์มของ P. fluorescens บนพืน้ผิวทดสอบ เม่ือเปล่ียนตวักลางอาหารชนิดเหลวตา่งๆ ท่ีอณุหภมูิ 
 
   ชนิดของตวักลาง             จ านวนเซลล์ * (log CFU/cm2) และเวลา (ชัว่โมง)    
         1                2                   3                    4                     5         6             7                  8                    24  48  
 
0.85 % NaCl                3.37 ± 0.10Ci   3.51 ± 0.05Bh  3.64 ± 0.06Cg  3.77 ± 0.08Bfg  3.82 ± 0.08Bf  4.03 ± 0.05Be   4.15 ± 0.05Bcd   4.21 ± 0.06Cc   4.62 ± 0.07Cb   5.31 ± 0.06Ba 

 
      TSB                  3.56 ± 0.09Ai    3.64 ± 0.18Ah  3.85 ± 0.21Afg  3.87 ± 0.11Af  4.03 ± 0.12Ae    4.13 ± 0.21Ad  4.23 ± 0.08Ac   4.27 ± 0.07Bc  4.97 ± 0.22Bb    6.00 ± 0.12**Aa 

 
soiling agent              3.41 ± 0.10Bh   3.48 ± 0.08Bg   3.86 ± 0.08Af  3.86 ± 0.05Af   3.87 ± 0.04Bf   4.10 ± 0.07Ade  4.17 ± 0.18Bd   4.36 ± 0.25Ac   4.84 ± 0.15Ab   5.33 ± 0.24Ba 

 
 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี swab และ spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ ง6 จ านวนเซลล์ P. fluorescens และ P. fluorescens Biofilm ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดเคร่ืองสไลซ์เนือ้ โดยทดสอบปริมาณเซลล์ตัง้ต้นระดบัสงู (8 log 
CFU/mL) และระดบัต ่า (3 log CFU/mL) ท่ีอณุหภมูิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส 

 
 

ปริมาณเซลล์ตัง้ต้น  Inoculated P. fluorescens *(log CFU/cm2)  P. fluorescens Biofilm 24 h. *(log CFU/cm2)  
  (log CFU/mL)    พืน้ผิวด้านหน้า  พืน้ผิวด้านหลงั    พืน้ผิวด้านหน้า   พืน้ผิวด้านหลงั 

 
8                  4.62  0.48**a  4.42  0.78d     4.55  0.23c     4.58  0.35b 

 

3                  1.79  0.16cd                  1.81  0.20cd     3.20   0.41b      3.39  0.45a 

 
 

 
หมายเหต ุ *หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนบัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี swab และ spread plate technique บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA 

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ ง7 จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลส  
สตีลสู่ชิน้เนือ้โบโลน่าสไลซ์ จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens ปนเปือ้นบน
พืน้ผิว ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 
  จ านวนชิน้เนือ้สไลซ์           จ านวนเซลล์ท่ีมีการถ่ายโอนสูเ่นือ้โบโลน่าสไลซ์   

(ชิน้)     *(log CFU/g)  
1     3.22 ± 0.03**a  

2     3.18 ± 0.04b 

3     3.23 ± 0.17ab  

4     3.19 ± 0.07bc 

5     3.18 ± 0.08bc 

6     3.14 ± 0.05d 

7     3.10 ± 0.06df 

8     3.06 ± 0.08g 

9     3.11 ± 0.12df 

10     3.05 ± 0.17g 

11     2.95 ± 0.17gh 

12     2.94 ± 0.08gh 

13     2.84 ± 0.17i  

14     2.80 ± 0.10ij 

15     2.69 ± 0.10k 

16     2.68 ± 0.08k 

17     2.60 ± 0.07kl 

18     2.61 ± 0.14kl 

19     2.56 ± 0.08l  

20     2.39 ± 0.17m 
 

หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens  ที่มีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลสูชิ่น้
เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จ านวน 20 ชิน้   
**ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงค่าเฉลี่ยของข้อมูลที่อยู่ใน
สดมภ์เดียวกันที่มีตัวอักษรก ากับต่างกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ     

(p  0.05) 
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ตารางที่ ง8 จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens  ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตน
เลสสตีลสูช่ิน้เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P.  fluorescens ปนเปือ้นบน
พืน้ผิว ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัต ่า 3 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 
  จ านวนชิน้เนือ้สไลซ์     จ านวนเซลล์ท่ีมีการถ่ายโอนสูเ่นือ้โบโลนา่สไลซ์   

(ชิน้)   * (log CFU/g)  
1    1.68 ± 0.03a**  

2    1.63 ± 0.04b 

3    1.61 ± 0.04b 

4    1.58 ± 0.05bc 

5    1.55 ± 0.07bcd  

6    1.50 ± 0.03cd 

7    1.44 ± 0.01f 

8    1.36 ± 0.04gh  

9    1.31 ± 0.02gh 

10    1.19 ± 0.07i 

11    1.09 ± 0.04ij 

12    0.00 ± 0.00k 

13    0.00 ± 0.00k  
14    0.00 ± 0.00k 

15    0.00 ± 0.00k 

16    0.00 ± 0.00k 

14    0.00 ± 0.00k 

18    0.00 ± 0.00k 

19    0.00 ± 0.00k  

20    0.00 ± 0.00k 
 

หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens  ที่มีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลสู่
ชิน้เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จ านวน 20 ชิน้  
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่น
สดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

(p  0.05) 



131 
 

         

ตารางท่ี ง9 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens  ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสส
ตีลสูช่ิน้เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm ปนเปือ้น
บนพืน้ผิว ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 
  จ านวนชิน้เนือ้สไลซ์     จ านวนเซลล์ท่ีมีการถ่ายโอนสูเ่นือ้โบโลนา่สไลซ์   

(ชิน้)   * (log CFU/g)  
1    4.15 ± 0.08a**  

2    3.25 ± 0.27b 

3    3.20 ± 0.04bc 

4    3.19 ± 0.07bc  

5    3.18 ± 0.08bc 

6    3.14 ± 0.05c  
7    3.10 ± 0.06cd 

8    3.06 ± 0.08e 

9    3.11 ± 0.12cd 

10    3.05 ± 0.17e  

11    2.95 ± 0.20ef 

12    2.94 ± 0.08ef 

13    2.84 ± 0.17fgh 

14    2.80 ± 0.10fgh  

15    2.69 ± 0.16gh 

16    2.68 ± 0.08gh 

14    2.60 ± 0.07hi 

18    2.61 ± 0.14hi 

19    2.56 ± 0.08ij 

20    2.52 ± 0.29ij 
 
หมายเหต ุ **จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens  ที่มีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลสู่

ชิน้เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จ านวน 20 ชิน้  
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a, b, c...) **คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดยีวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบั

ตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
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ตารางที่ ง10 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens ท่ีมีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตน
เลสสตีลสู่ชิน้เนือ้โบโลน่าสไลซ์ จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm 
ปนเปือ้นบนพืน้ผิว ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสูง 3 log CFU/mL ท่ีอุณหภูมิ 28± 2 องศา
เซลเซียส 

 
  จ านวนชิน้เนือ้สไลซ์     จ านวนเซลล์ท่ีมีการถ่ายโอนสูเ่นือ้โบโลนา่สไลซ์   

(ชิน้)    * (log CFU/g)  
1    3.22 ± 0.03a**  

2    3.20 ± 0.04a 

3    3.17 ± 0.05b 

4    3.15 ± 0.06bc  

5    3.12 ± 0.07bc 

6    3.06 ± 0.09d  
7    2.95 ± 0.02e 

8    2.88 ± 0.07f 

9    2.77 ± 0.08g 

10    2.65 ± 0.14h  

11    2.45 ± 0.31h 

12    2.06 ± 0.02j 

13    2.04 ± 0.04jk 

14    2.01 ± 0.06jkl  

15    1.95 ± 0.08kl 

16    1.96 ± 0.10kl 

14    1.89 ± 0.11mno 

18    1.90 ± 0.76m 

19    1.85 ± 0.11no 

20    1.83 ± 0.12no 

 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์ของ P.  fluorescens  ที่มีการถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลสู่

ชิน้เนือ้โบโลนา่สไลซ์ จ านวน 20 ชิน้  
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่น
สดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

(p  0.05) 
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ตารางท่ี ง11 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนแผน่ทดสอบท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 

 
     NaOCl (ppm)                 จ านวนเซลล์ *(log CFU/cm2) และเวลา (นาที) 

    
               OA                             OB            1                      5             10                     20           30  

   
100  4.92 ± 0.10**Ba          4.80 ± 0.09Bb        4.71 ± 0.06Bc         4.42 ± 0.08Bd        4.34 ± 0.04Ad       4.17 ± 0.07Ae        4.00 ± 0.08Af   

 

200  5.02 ± 0.02Aa           4.89 ± 0.11Ab         4.70 ± 0.04Bb        4.51 ± 0.19Ac         4.33 ± 0.05Ad       4.08 ± 0.12Be        3.95 ± 0.04Bf   
 

400  4.95 ± 0.11Ba          4.37 ± 0.27Cb         4.17 ± 0.09Ac         4.06 ± 0.08Cd         3.95 ± 0.06Bde      3.87 ± 0.07Cf        3.70 ± 0.12Cg   
 

หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบหลงัสมัผสัสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 100 200 และ400 ppm 
   ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น    0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนั  
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ง12 ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนแผน่ทดสอบท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความ
เข้มข้นตา่งๆ  

 
 

NaOCl (ppm)   ร้อยละการลดลงของเซลล์* (% log Reduction) และเวลา (นาที) 
    
   OA                       OB                1                         5          10              20                       30          

   
 100   0       2.44                4.27    10.16          11.79            15.24    18.70     
 

200  0       2.59                6.37    10.16          13.75            18.73     21.31   
 

400  0     11.72               15.76     17.98           20.20            21.82     25.25   

 

หมายเหต ุ *ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 100 200 และ400 ppm 
   ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น  0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  
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ตารางท่ี ง13 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนแผน่ทดสอบท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 

 
 POA (ppm)     จ านวนเซลล์ *(log CFU/cm2) และเวลา (นาที) 
    
          OA                        OB       1                 5      10            20    30         

   
25  4.90 ± 0.12**Aa        4.82 ± 0.13Ab       3.75 ± 0.18Ac         3.66 ± 0.19Ad       3.22 ± 0.39Ae       2.97 ± 0.52Af         2.86 ± 0.45Ag   

 

50  4.91 ± 0.10 Aa         4.59 ± 0.08Bb       3.44 ± 0.12Bc         3.22 ± 0.10Bd       2.99 ± 0.12Bd       2.72 ± 0.22Be        0.00 ± 0.00B   
 

100  5.04 ± 0.03 Aa         3.60 ± 0.07Cb       2.77 ± 0.10Ccd        2.72 ± 0.08Ccd      2.66 ± 0.06Ce      2.33 ± 0.03Cf         0.00 ± 0.00C   
 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิความเข้มข้น 25  50 และ100 ppm 

 ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น    0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมกีารเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  

A, B, C,… หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05) 
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั  
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ง14 ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนแผน่ทดสอบท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 

 
 POA (ppm)    ร้อยละการลดลงของเซลล์ *(% log Reduction) และเวลา (นาที) 
    
          OA                     OB           1             5               10      20       30  

   
 25   0      1.63           23.47            25.31              34.29                39.39        41.63     
 

50   0      6.52           29.94            34.42              39.10 44.60        100   
 

100   0    28.57           45.04            46.03              47.22 53.77        100  
 

หมายเหต ุ *ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวทดสอบหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ความเข้มข้น 100 200 และ 400 ppm 
   ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

 โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น   0B  คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  
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ตารางท่ี ง15 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 

NaOCl (ppm)     จ านวนเซลล์ *(log CFU/cm2) และเวลา (นาที) 
    
               OA                   OB                1     5            10                    20       30  

   
 100  4.46 ± 0.05**Ba        4.17 ± 0.04Ab            4.11 ± 0.0.3Ac       4.08 ± 0.02Acd      3.78 ± 0.06Ae      3.62 ± 0.02Af        2.97 ± 0.05Ag   
 

200  4.66 ± 0.60Aa          4.09 ± 0.03Bb            3.88 ± 0.08Bc        3.59 ± 0.08Bd       2.99 ± 0.04Be       2.69 ± 0.06Bf       2.47 ± 0.10Bg   
 

400  4.66 ± 0.04Aa           3.88 ± 0.07Cb            3.56 ± 0.10Cc         2.97 ± 0.04Cd      2.66 ± 0.04Ce      2.32 ± 0.16Cf       0.00 ± 0.00C   
 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลหลงัสมัผสัสารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 100 200 และ400 ppm 
  ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น    0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p  0.05)           
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั  
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางท่ี ง16 ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความ
เข้มข้นตา่งๆ  
 

NaOCl (ppm)     ร้อยละการลดลงของเซลล์ *(% log Reduction) และเวลา (นาที) 
    
    OA           OB                      1        5           10                20                    30  
   

 100    0           6.5       7.85         8.52           15.25              18.83               33.41     
 

200    0           12.23   16.74         22.96           35.84              42.27               50.00   
 

400    0           16.74    23.61         36.27           42.92               50.21               100   
 

หมายเหต ุ *ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ความเข้มข้น 100 200 และ400 ppm 
  ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

                  โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น  0B คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  
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ตารางท่ี ง17 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 

 
 POA (ppm)     จ านวนเซลล์ *(log CFU/cm2) และเวลา (นาที) 
    
          OA                   OB          1                           5        10                  20                        30  
   

25  4.71 ± 0.26Ba          4.41 ± 0.12Ab         4.20 ± 0.06Ac         4.17 ± 0.03Ac        4.09 ± 0.44Ad       3.46 ± 0.34Ae      2.98 ± 0.14Af   

 

50  4.74 ± 0.30Ba          4.21 ± 0.03Bb         4.17 ± 0.05Bb         3.98 ± 0.04Bc       3.49 ± 0.05Bd        2.98 ± 0.04Be         2.49 ± 0.14Bf   
 

100  4.77 ± 0.03Aa          4.17 ± 0.05Bb          3.99 ± 0.10Cc         3.67 ± 0.11Cd      3.00 ± 0.05Be        2.33 ± 0.11Cd      0.00 ± 0.00Ce   

 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์บนพืน้ผิวบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิความเข้มข้น 25  50 และ100 ppm 
  ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น    0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  

A, B, C,… หมายถงึคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นสดมภ์เดียวกนัท่ีมตีวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(p  0.05)           
**คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 ตวัอกัษร (a,b,c...) หมายถึงคา่เฉลีย่ของข้อมลูที่อยูใ่นแถวเดียวกนัท่ีมีตวัอกัษรก ากบัตา่งกนัมีความแตกตา่งกนั  
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่  ง18 ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens Biofilm บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติกท่ีความเข้มข้น
ตา่งๆ  

 
 POA (ppm)     ร้อยละการลดลงของเซลล์ *(% log Reduction) และเวลา (นาที) 
    
    OA       OB             1                5                      10          20                   30  
   

 25   0     6.37            10.83               11.46                  13.16         26.54                    36.73     
  

50    0     10.62            11.46               15.50     25.90         36.73                     47.13   
 

100   0      12.58            16.35                23.06     36.97         50.94                     100   
 

หมายเหต ุ *ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์บนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีลหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ ความเข้มข้น 100 200 และ 400 ppm 
  ส าหรับไบโอฟิล์มอาย ุ24 ชัว่โมง ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นในระดบัสงู 8 log CFU/mL ท่ีอณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส 

โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น   0B  คือ ปริมาณเชือ้เม่ือมีการเตมิเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  
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ตารางท่ี ง19 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 
   ความเข้มข้น(ppm)     เวลา (นาที)          จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต*(log CFU/mL) 

     สารละลายเกลอื    TSB         soiling agent 

  OA      8.25 ± 0.06 Ac          8.33 ± 0.14 Aa          8.26 ± 0.24 Ab 

  OB      5.24 ± 0.06 Ac           7.84 ± 0.13 Ba          7.68 ± 0.12 Bb   

  1      0.00 ± 0.00 c             7.79 ± 0.11 Ca          7.62 ± 0.09 BCb  

100 5      0.00 ± 0.00 c             7.62 ± 0.14 CDa        7.52 ± 0.05 Cb   

  10      0.00 ± 0.00 c             7.51 ± 0.13 Ea          7.27 ± 0.06 Db   

   20      0.00 ± 0.00 c             7.43 ± 0.13 EFa         7.19 ± 0.09 DEb   

  30      0.00 ± 0.00 c             7.31 ± 0.09 EFa         7.14 ± 0.10 DEb 

 

  OA             ND                     8.36 ± 0.14 Aa           8.30 ± 0.08 Ab  

  OB             ND                     7.87 ± 0.12 Ba           7.61 ± 0.12 Bb  

  1             ND                     7.78 ± 0.10 BCa         7.47 ± 0.13 Cb  

200 5             ND                     7.65 ± 0.13 BCa         7.37 ± 0.19 CDb   

  10             ND                     7.60 ± 0.12 BCa         7.28 ± 0.07 CDb   

   20             ND                     7.44 ± 0.14Da           7.18 ± 0.13 Eb   

  30             ND                     7.32 ± 0.02Ea           7.09 ± 0.14 Fb   
  

  OA             ND                     8.61 ± 0.17 Aa           8.30 ± 0.06 Ab   

  OB             ND                     8.65 ± 0.10 Aa           7.53 ± 0.10 Bb  
  1             ND                     7.66 ± 0.11 Ba           7.42 ± 0.11 Cb   

400 5             ND                     7.51 ± 0.11 BCa         7.34 ± 0.07 CDb   

  10             ND                     7.43 ± 0.14 BCa         7.19 ± 0.06 Eb   

   20             ND                     7.35 ± 0.11 BCa         7.08 ± 0.06 Fb   

  30             ND                     7.29 ± 0.10 Da          6.84 ± 0.16Gb   
 
หมายเหต ุ จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลงัสมัผสั

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ที่ความเข้มข้นตา่งๆ ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A 

คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น     0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆา่เชือ้ แล้วท าการ
สุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที    ND คือ not determined (ไมไ่ด้ท าการทดลอง) 
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ตารางที่ ง20 ร้อยละของการลดลงของจ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ท่ี
รอดชีวิตหลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 
   ความเข้มข้น (ppm)      เวลา (นาที)        ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์* (% log Reduction) 
 

  สารละลายเกลอื    TSB       soiling agent 
      OA       0.00                      0.00                       0.00 

      OB      36.48               5.08                       7.80   
       1       0.00               5.69                       8.52   

100      5       0.00               7.75                       9.72 

      10       0.00               9.08                      12.41   
        20       0.00             10.05                      13.37   
       30       0.00              11.50                      13.98  
 

    OA       ND                                0                             0  

     OB       ND             5.86                       8.31   
        1       ND              6.94                      10.00   

200      5       ND             8.49                      11.20 

       10       ND               9.09                      12.61   
        20       ND                             11.00                      13.81   
       30       ND                          12.44                       14.89  
    

    OA       ND                               0                             0   

    OB       ND            8.83                       9.28   
        1             ND                        11.03                      10.60   
 400       5       ND     12.78                       11.57 
       10       ND   13.70                       13.37  
        20       ND         14.63                       14.70   
       30       ND         15.33                       17.59 
 
หมายเหต ุ ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens (planktonic cell) ที่รอดชีวิตบน

อาหาร TSA หลงัสมัผสัสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ ที่ความเข้มข้นตา่งๆ ที่อณุหภมูิ 
28± 2 องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น  0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติม
เชือ้บริสทุธ์ิใน สารฆ่าเชือ้ แล้วท าการสุ่มตวัอย่างเชือ้ทนัที ND คือ not determined 
(ไมไ่ด้ท าการทดลอง) 
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ตารางท่ี ง21 จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ท่ีรอดชีวิตหลงัสมัผสั      
กรดเปอร์รอกซีแอซีติก ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 
   ความเข้มข้น (ppm)      เวลา (นาที)          จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต*(log CFU/mL) 
 

    สารละลายเกลอื     TSB           soiling agent 

  OA      8.41 ± 0.12 Aa           8.42 ± 0.04 Aa           8.41 ± 0.17 Aa 

  OB      7.52 ± 0.17 Ba           7.39 ± 0.14 Bc           7.44 ± 0.19 Bb   

  1      4.47 ± 0.24 Cc           5.07 ± 0.56 Ca          4.84 ± 0.07 Cb   

25  5      3.59 ± 0.35 Dc           4.31 ± 0.62 Da           3.72 ± 0.36 Db   

  10      3.46 ± 0.29 DEb         4.05 ± 0.46 Ea           3.18 ± 0.57 Ec   

   20      3.19 ± 0.38 Fb           3.61 ± 0.17 Fa            0.00 ± 0.00 Fc   

  30      2.94 ± 0.09 Ga           0.00 ± 0.00 Gb           0.00 ± 0.00 Fc  
 

  OA      8.45 ± 0.10 Ab             8.50 ± 0.17 Ab           8.59 ± 0.12 Aa   

  OB      4.31 ± 0.21Bc              6.04 ± 0.11 Bb           6.21 ± 0.10 Ba   

  1      3.82 ± 0.12Ca             3.72 ± 0.06 Cb           3.76 ± 0.07 Cb  

50  5      0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D   

  10      0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D   

   20      0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D  

  30      0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D             0.00 ± 0.00 D   
  

  OA      8.45 ± 0.10 Aa             8.47 ± 0.11 Aa           8.46 ± 0.17 Aa   

  OB      4.03 ± 0.09 Bc             6.11 ± 0.09 Ba           4.10 ± 0.06 Bb   

  1      0.00 ± 0.00 C              2.77 ± 0.05 C            0.00 ± 0.00 C   

100 5      0.00 ± 0.00 C              0.00 ± 0.00 D            0.00 ± 0.00 C   
  10      0.00 ± 0.00 C              0.00 ± 0.00 D            0.00 ± 0.00 C   

   20      0.00 ± 0.00 C              0.00 ± 0.00 D            0.00 ± 0.00 C  
  30      0.00 ± 0.00 C              0.00 ± 0.00 D            0.00 ± 0.00 C   
 
หมายเหต ุ *จ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลงั

สมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ที่ความเข้มข้นตา่งๆ ที่อณุหภมูิ 28± 2 องศาเซลเซียส โดย 
0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น   0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้บริสทุธ์ิในสารฆ่าเชือ้ 
แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที 
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ตารางที่ ง22 ร้อยละของการลดลงของจ านวนเซลล์ของ P. fluorescens (planktonic cell) ท่ี
รอดชีวิตหลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีตกิ ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ  
 
   ความเข้มข้น (ppm)       เวลา (นาที)        ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์* (% log Reduction) 
 

        สารละลายเกลอื     TSB         soiling agent 
  OA                   0                          0                             0 
  OB               10.58                    12.23                     11.53 
  1               46.85                    39.79                     42.45 

25  5               57.31                    48.81                     55.77 
  10               58.86                    51.90                62.19 
   20               62.07                    57.13                       100           
  30               65.04                    100                          100       
 
  OA                  0                           0                             0 
  OB               48.99                   28.69                      48.99 
  1               54.79                   56.08                      54.79 

50  5                100                      100                          100 
  10                100                      100                 100  
   20                100                      100                          100        
  30                100                      100                          100       
 
  OA                0                              0                            0 
  OB               52.31                   28.12                       52.31 
  1               100                      67.41                        100 

100 5               100                       100                          100 
  10               100                       100                  100 
   20               100                       100                          100           
  30               100                       100                          100       
 
หมายเหต ุ *ร้อยละการลดลงของจ านวนเซลล์ P. fluorescens (planktonic cell)       ที่รอดชีวิตบน

อาหาร TSA หลงัสมัผสักรดเปอร์รอกซีแอซีติก ที่ความเข้มข้นต่างๆ ที่อณุหภมูิ 28± 2 
องศาเซลเซียส โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น  0B คือ ปริมาณเชือ้เมื่อมีการเติมเชือ้
บริสทุธ์ิใน สารฆา่เชือ้ แล้วท าการสุม่ตวัอยา่งเชือ้ทนัที  
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ภาคผนวก จ 
การค านวณการถ่ายโอนเซลล์ของ P. florescens จากใบมีดสเตนเลสสตีลสูผ่ลิตภณัฑ์ 

 
การถ่ายโอนเซลล์ (% Transfer) =             ปริมาณเซลล์ผลิตภณัฑ์ชิน้สดุท้าย          × 100 
               ปริมาณเซลล์ท่ีปนเปือ้นบนพืน้ผิวใบมีดสเตนเลสสตีล 
  
การถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens ปนเปือ้นบนพืน้ผิว 

(ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.62   0.48 log CFU/cm2)  
 
การถ่ายโอนเซลล์ (% Transfer) =         2.39            × 100 = 26.43 % 
                                                 (4.62 ± 4.42) 

 
การถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P.  fluorescens ปนเปือ้นบนพืน้ผิว 

(ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 1.79   0.16 log CFU/cm2)  
 
การถ่ายโอนเซลล์ (% Transfer) =         1.09            × 100 = 30.27 % 
                                                  (1.79 ± 1.81) 
 
การถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm ปนเปือ้นบน

พืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 4.55   0.23 log CFU/cm2) 
 

การถ่ายโอนเซลล์ (% Transfer) =         2.52           × 100 = 27.60 % 
                                                  (4.55 ± 4.58) 

 
การถ่ายโอนของเซลล์จากใบมีดสเตนเลสสตีลท่ีมีเซลล์ P. fluorescens Biofilm ปนเปือ้นบน

พืน้ผิว (ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 3.39  0.45 log CFU/cm2) 
 
การถ่ายโอนเซลล์ (% Transfer) =         1.83           × 100 = 27.76 % 
                                                   (3.39 ± 3.20) 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 นางสาวปาริชาติ แสงสุวรรณ์ เกิดเม่ือวนัท่ี 12 ธันวาคม พ. ศ. 2527 ท่ีจังหวัด            
สุราษฎร์ธานี ส าเร็จการศึกษาระดับวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีการอาหาร         
จากมหาวิทยาลัยรังสิต เม่ือปีการศึกษา 2549 จากนัน้เ ข้าศึกษาต่อในหลักสูตร                      
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีทางอาหาร จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย                  
เม่ือปีการศกึษา 2550 

รายการสิ่งตีพิมพ์และเผยแพร่ 
ปาริชาต ิแสงสวุรรณ์, รมณี สงวนดีกลุ, สเุมธ ตนัตระเธียร. 2553. ปัจจยัการเกิดไบโอฟิล์ม 

ของซูโดโมแนสบนเหล็กกล้าไร้สนิม.ในการประชมุวิชาการมหาวิทยาลยัเทคโนโลยี 
ราชมงคล ครัง้ท่ี 3  ณ ศูนย์ประชุมสถาบันวิจัยจุฬาภรณ์  กรุงเทพฯ วันท่ี 24-26 
พฤศจิกายน 2553. 
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