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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 ในการผลิตผลิตภัณฑอาหารที่มีคุณภาพนั้น ถึงแมจะมีการนํามาตรการควบคุมที่เขมงวดมา

ใชในกระบวนการผลิตอาหาร โดยเฉพาะการนําหลักการ HACCP (Hazard Analysis Critical Control 

Point)  มาประยุกตในกระบวนการผลิตแลว อัตราความเสี่ยงจากการปนเปอนของจุลินทรียกย็งัคงมอียู 

สวนใหญเกิดข้ึนจากพื้นที่ผิวสัมผัสในสายการผลิต โดยเฉพาะสายพานการผลิตอาหาร การปนเปอน

จากคนงานในสายการผลิต หรือแมแตการรักษาความสะอาดในระบบการผลิต เครื่องจักรอุปกรณ

ตางๆ ที่ไมถูกสุขลักษณะก็อาจเปนสาเหตุของการปนเปอนของเชื้อโรคสูอาหารได กลาวคือ คราบของ

เศษอาหารที่ตกคางอยูที่สายพานการผลิตนั่นเอง หากการทําความสะอาดไมถูกตองหรือใชผลิตภัณฑ

สารเคมีทําความสะอาดที่ไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ ก็อาจจะไมสามารถขจัดคราบอาหารที่ตกคาง

ออกไปไดหมด ซึ่งคราบอาหารเหลานี้เปนแหลงอาหารในการเจริญ เพิ่มจํานวนของจุลินทรียอยาง

รวดเร็วเกิดเปนไบโอฟลม ในการผลิตครั้งตอไปจุลินทรียที่เจริญบนพื้นผิวนั้นมีโอกาสที่จะปนเปอนติด

ไปกบัอาหารไดมากขึ้น 

 ไบโอฟลม (Biofilm) เปนปญหาสําคัญของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร กําจัดไดยากแมจะทํา

ความสะอาดและฆาเชื้อแลว มีรายงานวากลุมของเซลลแบคทีเรียที่เปนไบโอฟลม สามารถตานทานตอ

สารฆาเชื้อโรคไดมากกวาปกติ   ดวยเหตุนี้สารฆาเชื้อจึงมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียไดลดลง 

ไบโอฟลมยังเปนแหลงสะสมของจุลินทรียหลายชนิด พบไดบนพื้นผิวตางๆในโรงงานอุตสาหกรรม เชน 

พื้นผิวของอุปกรณและเครื่องมือ ทอ และสายพานการผลิต เปนตน เปนสาเหตุหนึ่งทําใหเกิดการ

ปนเปอนของผลิตภัณฑอาหารในระหวางและหลังกระบวนการผลิต การปนเปอนดังกลาวสงผลตอ

คุณภาพของผลิตภัณฑ ทําใหอายุการเก็บรักษาลดลง ไบโอฟลมอาจเกิดขึ้นเกิดจากการรวมตัวของจุลิ

นทรียกอโรค เชน Bacillus cereus, Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes และ 

Salmonella spp. เปนตน ซึ่ง Salmonella จัดเปนจุลินทรียกอโรคชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญ 

ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ และถูกกําหนดไววาจะตองตรวจไมพบในอาหาร จึงจําเปนตองมีการ

ควบคุมไมใหมีการแพรกระจายได ดังนั้นความสะอาดของพื้นผิวที่สัมผัสอาหารมีความสําคัญอยาง

มากในกระบวนการผลิตอาหาร เนื่องจากเปนสวนที่มีการสัมผัสกับอาหารโดยตรง  ถาพื้นผิวที่

สัมผัสมีปริมาณจุลินทรียอยูมาก ก็จะเปนสาเหตุหนึ่งในการเพิ่มปริมาณจุลินทรียใหกับอาหาร  ทั้ง

สวนที่เปนวัตถุดิบหรือผลิตภัณฑ การศึกษาเกี่ยวกับ ปจจัยการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella 

รวมทั้งการปองกัน/ควบคุมไบโอฟลม จึงเปนขอมูลพื้นฐานในการวิจัยเพื่อพัฒนาดานสุขลักษณะของ
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การผลิตอาหาร  ชวยใหผูบริโภคมีความเสี่ยงตอการเกิดโรคที่เกิดจากการบริโภคอาหารนอยลง 

ผูประกอบการอุตสาหกรรมอาหาร  และผูใหบริการอาหารสามารถนําไปใชประโยชนในการทําความ

สะอาดพื้นผิวสัมผัสอาหารอยางมีประสิทธิภาพ  

ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงไดมุงเนนที่จะศึกษาการเกิดไบโอฟลมและวิธีการควบคุมไบโอฟลมที่

เกิดขึ้น โดยไดแบงการทดลองออกเปนสองสวน สวนที่หนึ่งมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเกาะติดของ S. 

Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร และการพัฒนาเปนไบโอฟลมภายใตสภาวะตางๆ ไดแก ระยะเวลา 

อุณหภูมิ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน ชนิดของอาหาร เกรดและพื้นผิวของ stainless steel สวนที่สองมี

วัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและประสิทธิภาพของน้ํามันหอมระเหยจาก

สมุนไพรในการทําลายหรือลดปริมาณเซลลอิสระและ Salmonella biofilm บนพื้นผิวสัมผัสอาหารนั้น 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

ประเทศไทยจัดเปนประเทศเกษตรอุตสาหกรรม สินคาที่สงออกสวนใหญจึงเปนสินคา

ที่มาจากการเกษตรโดยเฉพาะอาหาร ซึ่งนอกจากจะใชบริโภคภายในประเทศแลว ยังมีการสงออกป

หนึ่งๆ คิดเปนมูลคาหลายหมื่นลานบาท เชนการสงออกอาหารของไทยป พ.ศ. 2550 มีมูลคาการ

สงออก 617,620 ลานบาท เพิ่มข้ึนรอยละ 9.5 หรือคิดเปนมูลคาสงออกในรูปดอลลาร 17,866 ลาน

เหรียญสหรัฐฯ เพิ่มข้ึนรอยละ 20.2 โดยเฉพาะ ขาว ปาลมน้ํามัน มันสําปะหลัง รวมทั้งกลุมผลิตภัณฑ

ประมง เชน ทูนากระปอง ปลาหมึก ปลากระปอง และปลาแปรรูปแบบตางๆ (กรมการสงออก, 2551) 

จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาการผลิตอาหารเปนอุตสาหกรรมที่สําคัญของประเทศไทย  ดังนั้น

ผูผลิตอาหารจึงตองมีความระมัดระวังถึงคุณภาพ และมาตรฐานดานสุขอนามัยและความปลอดภัย

ของผูบริโภค การตรวจสอบคุณภาพดานจุลชีววิทยา โดยเฉพาะจํานวนจุลินทรียทั้งหมด จะเปนดัชนีท่ี

สามารถบงชี้ถึงความสด ความสะอาดของผลิตภัณฑ รวมถึงการดูแลผลิตภัณฑระหวางการขนสง และ

การเก็บรักษาระหวางรอจําหนายของผูคาดวย  

 ในกระบวนการผลิตอาหารที่มีวัตถุดิบเปนเนื้อสัตวไมวาจะเปนสัตวปกหรือเนื้อสัตว

ตางๆนั้น มีจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียและทําใหเกิดโรคกับผูบริโภคไดอยูหลายชนิด  ในกลุมจุลินท

รียเหลานี้ Salmonella เปนจุลินทรียกลุมหนึ่งที่สําคัญ มีความสามารถในการสราง ไบโอฟลม ซึ่งถา

เกิดขึ้นกับพื้นผิวที่สัมผัสอาหารจะทําใหผลิตภัณฑอาหารที่ผลิตจากกระบวนการมีปริมาณจุลินทรียสูง 

อายุการเก็บส้ัน และอาหารไมปลอดภัยสําหรับผูบริโภค  

 ไบโอฟลม (Biofilm) คือกลุมสังคมของจุลินทรียที่เกาะติดบนพื้นผิวและฝงตัวอยูภาย ใต

สารกลุมพอลิเมอรที่จุลินทรียนั้นสรางขึ้นแลวหลังออกมานอกเซลล (Stepanovic et al., 2004; 

Surdeau, Bouthors and Gelle, 2006; Oulahal et al. 2008) ไบโอฟลมสามารถเกิดขึ้นไดบนพื้นผิว

ชนิดตางๆในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะพื้นผิวสัมผัสอาหารเชน พื้นผิวอุปกรณและ

เครื่องมือ ทอ สายพานการผลิต เปนตน เมื่อพื้นผิวดังกลาวมีการทําความสะอาดหรือฆาเชื้อที่ไมดีพอ 

จุลินทรียที่หลงเหลืออยูอาจเกิดการสะสมและเจริญกลายเปนไบโอฟลมตอไป ซึ่งจะสงผลทาํใหเกดิการ

ปนเปอนในระหวางกระบวนการผลิตและหลังกระบวนการผลิตทําใหอาหารไมปลอดภัยตอผูบริโภค

และสงผลกระทบทําใหเกิดความเสียหายในอุตสาหกรรมอาหารได 

 

 

  



4 
 

 
 

 

กลไกการเกดิไบโอฟลม 

  กระบวนการสรางไบโอฟลมนั้นจัดเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นและเปลี่ยนแปลง

ตลอดเวลา (Dynamic process) ประกอบดวย 3 ข้ันตอน (Trachoo, 2003; Surdeau et al, 2006; 

Rode et al, 2007) ไดแก การเกาะติดบนพื้นผิวของจุลินทรีย การเกิดเปนกลุมของเซลล และการเจริญ

เปนไบโอฟลมที่สมบูรณ 

1. การเกาะติดบนพื้นผิวของจุลินทรีย (Attachment) 

การเกาะติดของเซลลบนพื้นผิวของอาหารหรือวัสดุที่สัมผัสกับอาหารอาจเกิดขึ้นได

จากตัวเซลลหรือการกระทําจากภายนอก (Chmielewski and Frank, 2003) ถาเปนการเกาะติดแบบ

แพสซีฟ (passive) จะเกิดขึ้นจากแรงโนมถวงของโลก และแรงที่เกิดจากของไหลที่อยูรอบๆบริเวณ

เซลล ไดแก แรงขับเคลื่อนของของไหล (fluid dynamic force) และแรงขับเคลื่อนจากการแพร 

(diffusion dynamic force) สวนการเกาะติดแบบแอคทีฟ (active) เกิดขึ้นเนื่องจากคุณสมบัติเฉพาะ

ของผิวเซลลที่มีสวนประกอบที่จําเพาะตอการเกาะติด เชน แฟลกเจลลา (flagella) พิไล (pili) โปรตีนที่

ชวยในการยึดเกาะแอดฮีซิน (adhesion protein) แคปซูล (capsule) และประจุที่อยูบริเวณผิวเซลล 

(Kumar and Anand, 1998) เปนตน การเกาะติดของเซลลแบงออกเปน 2 ระยะ คือ  

 ระยะที่ 1 การเกาะติดแบบผันกลับ (Reversible adhesion) เซลลแบคทีเรียจะเกิด

พันธะอยางออนกับพื้นผิว พันธะที่เกิดขึ้นไดแก แรงแวนเดอรวาลส (van der Waals forces) 

electrostatic forces และ hydrophobic interaction ในระยะนี้เซลลแบคทีเรียยังคงมีการเคลื่อนที่ได 

โดยเปนการเคลื่อนที่แบบบราวนเนียน (Brownian movement) ซึ่งมีผลทําใหสามารถถูกกําจัดไดงาย

โดยการชะลางดวยน้ําหรือสารฆาเชื้อ (Kumar and Anand, 1998; Bower, McGuire and Daeschel, 

1996) 

ระยะที่ 2 การเกาะติดแบบไมผันกลับ (Irreversible adhesion) เซลลแบคทีเรียจะมี

การสรางพันธะที่แข็งแรง ไดแก dipole-dipole interaction พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

พันธะโควาเลนต (covalent bonding) และ hydrophobic interaction กับพื้นผิวโดยสรางโครงสราง

ของเซลล เชน แฟลกเจลลา (flagella) ฟมเบรีย (fimbriae) พิไล (pili) เปนตน นอกจากนี้เซลลจะมีการ

สรางไฟบริน (fibril) เพื่อเปนตัวเชื่อมตอระหวางเซลลแบคทีเรียกับพื้นผิวอีกดวย ทําใหมีการยึดเกาะที่

เหนียวแนนกวาในระยะแรก ซึ่งการกําจัดเซลลแบคทีเรียในระยะนี้ออกไปทําไดยากขึ้น ตองใชแรงเชน 

การขัดถู (scrubbing) หรือการขัดลอก (scruping) เขาชวยเพื่อใหเซลลหลุดออกไป หรือประยุกตใช

เอนไซม สารทําความสะอาด (detergent) สารฆาเชื้อและ/หรือ ความรอนเพื่อชวยทําลายแรงที่ใชใน



5 
 

 
 

 

การเกาะติดของเซลลกับพื้นผิว การเกาะติดของจุลินทรีย เกิดขึ้นในเวลาไมนานเพียง 5 ถึง 30 วินาที

เทานั้น (Chemielewski and Frank, 2003) โดยเซลลจะมีการเกาะติดแบบระยะที่ 1 กอนแลวตามดวย

ระยะที่ 2  

ปจจัยทีม่ีผลตอการเกาะติดของเซลลจุลินทรียบนพืน้ผิว ไดแก 

1. ชนิดและโครงสรางของเซลล เซลลแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการ

เกาะติดพื้นผิวไดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับลักษณะของโครงสรางบนเยื่อหุมเซลล เชน ลิโปโพลีแซคคาไรด 

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

เปนตน โครงสรางเหลานี้จะแสดงถึงความเปนไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) ของเซลลซึ่งมีสวนสําคัญ

ในการเกาะติดบนพื้นผิว มีรายงานวา แบคทีเรียบางชนิด เชน Escherichia coli และ Listeria 

monocytogenes เปนตน ใชแฟลกเจลลา พิไล และ โปรตีนบนเยื่อหุมเซลลในการเกาะติดขั้นตน การ

สูญเสียโครงสรางเหลานี้ มีผลในการลดความสามารถในการเกาะติดบนพื้นผิวบางชนิดได (Kumar 

and Anand, 1998) 

2. สภาพแวดลอมและองคประกอบของสารอาหารที่อยูลอมรอบ เมื่อเกิดการสะสม

ของสารอาหารบนพื้นผิวจนเปนลักษณะของฟลมที่เรียกวา Conditioning film ฟลมดังกลาวจะมีผลตอ

การเปลี่ยนแปลงสมบัติทางเคมีกายภาพของพื้นผิว เชน คาพลังงานอิสระของพื้นผิว (surface free 

energy) ความเปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ (hydrophobicity) และประจุของพื้นผิว ซึ่งอาจสงผลถึงการเกาะติด

ของจุลินทรีย (Garrett, Bhakoo and Zhang, 2008) 

3. ลักษณะและคุณสมบัติของพื้นผิว อัตราการเกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิว     แต

ละชนิดแตกตางกัน ข้ึนอยูกับลักษณะทางกายภาพของพื้นผิว ไดแก คาพลังงานอิสระของพื้นผิว ความ

เปนไฮโดรโฟบิกซิตี้ ความเรียบผิว (Roughness) และประจุบนพื้นผิว Chmielewski และ Frank 

(2003) ไดรวบรวมงานวิจัยและสรุปวา การเกาะติดของจุลินทรียเกิดขึ้นบนพื้นผิวที่มีพลังงานอิสระสูง

หรือมีความเปยกน้ํา (hydrophilic) ไดงาย ไดดีกวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนไฮโดรโฟบิกหรือสมบัติไม

ชอบน้ํา เชน เทฟลอน (Teflon) ไนลอน (nylon) ยาง (buna-N-rubber) เปนตน  

2. การเกิดเปนกลุมของเซลล (Colonization) 

หลังจากเซลลมีการเกาะติดในระยะที่ 2 การเกาะติดแบบไมผันกลับแลว เซลลจะมี

การเจริญและแบงเซลลตอไปโดยการใชสารอาหารที่อยูรอบๆในสิ่งแวดลอม ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวน

จนกลายเปนกลุมของเซลลขนาดเล็กขึ้น (microcolony) ซึ่งกลุมของเซลลนี้จะขยายใหญและเกาะ

รวมกันจนเกิดเปนชั้นของเซลล (layer of cells) ปกคลุมบริเวณพื้นผิว (Poulsen,1999) ในขั้นนี้เซลลที่
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เกาะติดอยูเร่ิมมีการผลิตสารกลุมพอลิเมอรแลวหลั่งออกมานอกเซลล คลุมอยูที่ผิวของกลุมเซลล เรียก

สารกลุมนี้วา Exopolysaccharide Substances (EPS) อาจประกอบดวย    โพลีแซคคาไรด โปรตีน 

ฟอสโฟไลพิด กรดไทโคอิก กรดนิวคลีอิก และสารพอลิเมอรอ่ืนๆ สารเหลานี้จะชวยใหเซลลยึดเกาะ

พื้นผิวไดดีและมีความเสถียรมากขึ้นจากสภาพแวดลอมรอบๆที่มีการแปรปรวนอยูตลอดเวลา (Kumar 

and Anand, 1998; Chemielewski and Frank, 2003) 

3. การเจริญเปนไบโอฟลมที่สมบูรณ (Maturation) 

จากกลุมของเซลลที่มีการเพิ่มจํานวนซอนทับกันจนเกิดเปนชั้นของเซลลภายใตสาร 

EPS จะเกิดการพัฒนาจนเปนไบโอฟลมตอไป โครงสรางของไบโอฟลมที่เจริญเต็มที่อาจเปนชั้นของ

เซลลเพียงชั้นเดียวภายใตโครงขายของ EPS ท่ีมีลักษณะเปนรูพรุน (porous) หรือเปนชั้นของเซลล

หลายชั้นซอนกันโดยมีการเชื่อมกันดวย EPS และมีชองสําหรับลําเลียงน้ํา (water channel) กระจาย

อยูทั่วไป (Chemielewski and Frank, 2003) นอกจากสาร EPS จะมีหนาที่สําคัญในการเชื่อมโยง

เซลลภายในไบโอฟลมและยึดเหนี่ยวกับผิวเซลลแลว ยังมีความสําคัญในการอยูรอดของไบโอฟลมดวย 

EPS มีหนาที่หอหุมและกักเก็บสารอาหารไวสําหรับเซลลภายใน   ไบโอฟลม ชวยปองกันเซลลจาก

สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน ความแหง สารเคมีตางๆ เปนตน  

 

 

 

 

 

 

รูปที2่.1 การเกิดเปนไบโอฟลม ต้ังแตการเกิดเกาะติดจนเปนไบโอฟลมทีส่มบูรณ 

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

 

 

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

 ไบโอฟลมเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร  เนื่องจากเปนแหลงสะสมของ

เชื้อจุลินทรีย ซึ่งอาจเกิดการปนเปอนสูผลิตภัณฑอาหาร ทําใหเกิดการเสื่อมเสียของอาหาร สงผลให

คุณภาพอาหารลดต่ําลงและไมปลอดภัยตอผูบริโภค การสะสมของไบโอฟลมบนพื้นผิวพบไดในหลาย

บริเวณของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร เชน พื้น ทอ ซีลยาง (rubber seal) สายพาน (conveyor belt) 

สแตนเลสสตีล (stainless steel) เปนตน มีรายงานมากมายเกี่ยวกับการตรวจพบจุลินทรียบนพื้น

ผิวสัมผัสอาหาร โดยเฉพาะจุลินทรียกอโรค (Kumar and Anand, 1998) เชน L. monocytogenes 

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

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

2007; Oulahal et al, 2008) จากรายงานวิจัยตางๆจะเห็นวา เชื้อจุลินทรียเหลานี้สามารถเกิดและ

สรางไบโอฟลมได และพบวาเซลลที่อยูภายในไบโอฟลมจะมีการปรับตัวตอสภาพแวดลอมที่ไม

เหมาะสม จนทําใหมีความตานทานตอสารฆาเชื้อเพิ่มขึ้น สงผลใหเกิดเปนปญหาในอุตสาหกรรม

อาหาร ถามีการปนเปอนในกระบวนการผลิต Oulahal และคณะ (2008) ไดสรุปปจจัยที่มีอิทธิพลตอ

การเกาะติดของจุลินทรียบนพื้นผิว ไววา ข้ึนกับระยะการเจริญของเซลล ชนิดและคุณสมบัติของพื้นผิว 

ปริมาณสารอินทรีย คาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิ ซึ่งปจจัยเหลานี้จะสงผลใหเกิดการเกาะติด 

และพัฒนาเปนไบโอฟลมได 

 การที่เซลลจุลินทรียภายใตไบโอฟลมสามารถตานทานตอสารฆาเชื้อไดเพิ่มข้ึน เกิดจาก 

1. สารพอลิเมอรที่เซลลสรางขึ้นปกคลุมไว มผีลในการลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 

2. การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของเซลล 

3. ความจาํกัดของสารอาหารมีผลทําใหเซลลเกิดการปรับตัวและชักนาํเขาสูสภาวะเครียด 

4. ความหนาแนนของเซลลภายใตไบโอฟลมที่มีการตอบสนองตอสารฆาเชื้อไดแตกตางกัน 

ดังนั้นการทําความสะอาดและการฆาเชื้อดวยวิธีการปกติอาจไมเพียงพอในการทําลายและ

กําจัดจุลินทรียที่ปนเปอนบนพื้นผิวได Jessen และ Lammert (2003) รายงานวา หลังจากการทํา

ความสะอาดและฆาเชื้อพื้นผิวดวยสารทําความสะอาดรวมกับสารประกอบคลอรีนหรือสารผสมของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดกับกรดเปอรแอซีติก พบวา แบคทีเรียยังคงรอดชีวิตอยูมากถึง 3-4 log 

CFU/cm2 ซึ่งการหลงเหลือของจุลินทรียถือเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเกิดการปนเปอนขามสูผลิต ภัณฑ

อาหารได 
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การกาํจัดและทําลายไบโอฟลม (Control and removal of biofilms) 

 ขั้นตอนในการกําจัดและทําลายไบโอฟลมประกอบดวย การทําความสะอาด (cleaning) และ

การฆาเชื้อ (sanitizing) สวนใหญเร่ิมจากการใชน้ํารอนหรือน้ําเย็นลางสิ่งสกปรกตางๆออกจากพื้นผิว 

และใชวิธีทางกายภาพ เชน การขัดถูรวมกับสารทําความสะอาด เปนตน ลางสวนที่เปนสารอินทรีย

ตางๆที่ฝงแนนออกไป จากนั้นจะใชสารฆาเชื้อเขาทําลายเซลลของจุลินทรีย ถาสารทําความสะอาดไม

สามารถลางสารอินทรียไดหมด สารฆาเชื้อจะไมสามารถซึมผานเขาไปทําลายจุลินทรียได (Hilbert et 

al., 2003) ดังนั้นในการเลือกวิธีการทาํลาย ชนิดและความเขมขนของสารทําความสะอาดและสารฆา

เชื้อที่เหมาะสม รวมถึงระยะเวลาในการทําความสะอาดจึงมีความสําคัญเปนอยางมาก การกําจัดและ

ทําลายไบโอฟลมสามารถแบงออกเปน 3 วิธี ไดแก 

1. วิธีการทางกายภาพ (Physical methods) 

การทําลายไบโอฟลมดวยวิธีทางกายภาพสามารถทําไดหลายวิธี วิธีที่นิยมใชในทาง

อุตสาหกรรม คือ การใชแรงกลในการขัดลอกแผนไบโอฟลม การขัดลอกนั้นถึงแมวาจะเปนวิธีที่งาย

และราคาไมแพง แตมีขอจํากัดคือ ไมเหมาะสมเมื่อใชกับพื้นผิวขรุขระ ปจจุบันจึงไดมีการประยุกตใช

วิธีอ่ืนๆรวมดวย เชน การใชคลื่นเสียง (sonication) การใชแรงดันสูง (high pressure) เปนตน 

นอกจากนี้ การใชน้ําที่มีอุณหภูมิสูงเปนอีกวิธีหนึ่งที่ใหผลในการกําจัดและทําลายไบโอฟลมได พบวา 

ในระบบการผลิตน้ําดื่มจะตองใชน้ํารอนที่มีอุณหภูมิ 95oC เปนเวลา 100 นาที หรืออาจใชระบบ

หมุนเวียนของน้ําที่มีอุณหภูมิ 80oC จึงจะทําลายไบโอฟลมได นอกจากวิธีที่กลาวมาแลว ยังมีการใชวิธี

อ่ืนๆ ไดแก Super-high magnetic field, Ultrasound treatment, High pulsed electrical field และ 

Low electrical field เปนตน (Kumar and Anand, 1998) 

2. วิธีการทางเคมี (Chemical methods) 

การกําจัดและทําลายไบโอฟลมประกอบดวย การทําความสะอาดและการฆาเชื้อ ซึ่งการทําให

ทั้งสองขั้นตอนมีประสิทธิภาพมากขึ้น จําเปนตองมีการเลือกใชสารเคมีที่เหมาะสมเขาชวย ข้ันตอนของ

การทําความสะอาดจําเปนตองกําจัดเศษอาหารและสารอินทรียตางๆที่ชวยในการเจริญของจุลินทรีย

ออกไป สารทําความสะอาดที่ดีจึงตองมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว ทําใหไขมันกระจายตัวออก และ

ยอยสลายโปรตีนได เพื่อกําจัด EPS ที่จุลินทรียสรางขึ้นและปกคลุมเซลลออกไปได สารทําความ

สะอาดแบงออกเปน 2 กลุมใหญ คือ สารทําความสะอาดชนิดเบสและชนิดกรด ในอุตสาหกรรมอาหาร

สวนใหญนิยมใชเปนสารประกอบชนิดเบสที่มีฤทธิ์ในการกําจัดไขมันและโปรตีน แตอยางไรก็ตาม

พื้นผิวในโรงงานอุตสาหกรรมมีความหลากหลายและมีลักษณะที่แตกตางกัน ดังนั้น การเลือกใชสาร
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ทําความสะอาดที่เหมาะสมจึงมีความสําคัญ Marriott (1994) แนะนําการเลือกใชสารทําความสะอาด

สําหรับพื้นผิว (ตารางที่ 2.1)  ประเภท แกว เซรามิค สเตนเลสสตีล และ พลาสติก ควรใชสารทําความ

สะอาดชนิดเบส (alkaline detergent) หรือสารไมมีประจุ (nonionic detergent) จึงจะเหมาะสม 

ถึงแมวาสารทําความสะอาดจะกําจัดไบโอฟลมบางสวนได แตจุลินทรียที่อยูภายใตไบโอฟลมนั้น อาจ

ไมถูกทําลายไปดวย (Surdeau et al, 2006) ขั้นตอนการฆาเชื้อหลังจากทําความสะอาด จึงมีบทบาท

สําคัญอยางมากในการทําลายเชื้อจุลินทรีย 

ตารางที่ 2.1 พื้นผวิในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและการเลือกใชสารทําความสะอาดที่เหมาะสม 

วัสดุพื้นผิว ลักษณะ ขอควรระวัง 

ไม ดูดซับความชื้น และไขมันได ยากตอการดูแลรักษา ถูก

ทําลายดวยสารเคมีที่มีฤทธิ์กัดกรอน 
ไมควรนํามาใชเพราะทําความสะอาดได

ยาก ควรเลือกใชวัสดุชนิดอื่น เชน โพลีเอ

ทิลีน สแตนเลสสตีล และยางแทน 

โลหะ สามารถเกิดสนิมไดเมื่อสัมผัสกับสารทําความสะอาดที่

เปนกรดหรือมีคลอรีนเปนสวนประกอบ 

โลหะมีโอกาสในการเกิดสนิมได จึงควร

เคลือบดวยดีบุกหรือสังกะสี สารที่

เหมาะสมคือพวกที่มีฤทธิ์เปนกลาง 

แกว 

มีความเรียบและสามารถกันน้ําได อาจถูกกัดกรอนไดเมื่อ

ใชสารทําความที่มีความเปนเบสมาก 

แกวควรทําความสะอาดดวยสารทําความ

สะอาดที่มีความเปนกลางหรือเบสปาน

กลาง 

ยาง 

ยางที่เลือกใชไมควรเปนรูพรุนไมเกิดการเปลี่ยนแปลงเมื่อ

ลางดวยสารทําความสะอาดชนิดเบส แตอาจเสื่อมสภาพ

ไดถา  ใชตัวทําละลายอินทรียและกรดเขมขน 

แผนยางที่นํามาใชเมื่อใชงานไประยะหนึ่ง

อาจเกิดการโคงงอได 

สเตนเลส 

สตีล ตานทานตอการกัดกรอน มีคาวมเรียบและกันน้ําได 

ตานทานการ oxidation ที่อุณหภูมิสูง ทําความสะอาดได

งาย  

ราคาแพง บางชนิดถูกทําลายดวยสารใน

กลุมฮาโลเจน (คลอรีน ไอโอดีน โบรมีน 

และ ฟลูออรีน) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriott (1994) 

การฆาเชื้อมีจุดประสงคเพื่อทําลายกลุมจุลินทรียที่เปนไบโอฟลมซึ่งถูกปกคลุมดวยสาร EPS 

สารฆาเชื้อที่ใชในอุตสาหกรรมสวนใหญ ไดแก สารในกลุมฮาโลเจน เชน คลอรีนและไอโอดีน เปนตน 

สารประกอบเปอรออกไซด กรดอินทรีย และสารประกอบแอมโมเนีย (Quaternary ammonium 



10 
 

 
 

 

compound, Quat) (ตารางที่ 2.2) ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อข้ึนอยูกับความเขมขนของสาร เวลาใน

การสัมผัส ปริมาณของสารอินทรีย ความกระดางของน้ํา อุณหภูมิ คาความเปนกรด-เบส และ

ความสามารถของสารในการเขาทําลายเซลลจุลินทรีย (Marriott, 1994) สมบัติของสารฆาเชื้อที่ดีควร

มีความสามารถในการทําลายจุลนิทรียไดหลายชนิด (broad spectrum) ทั้งแบคทีเรีย ยีสตและรา 

อยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพดีเมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม เชน สภาวะที่มีสารอินทรยีปริมาณสงู 

ความกระดางของน้ําสูง และคาความเปนกรด-เบสไมแนนอน สารฆาเชื้อที่ดียังควรละลายน้ําไดดี ใช

งานงาย ราคาไมแพง ตรวจวัดงาย และที่สําคัญตองไมเปนพิษหรือระคายเคืองตอรางกาย การเลือกใช

สารฆาเชื้อความเขมขนที่เหมาะสมในการทําความสะอาดพื้นผิวชนิดตางๆ แสดงดังตารางที่ 2.3  

ตารางที่ 2.2 การประยุกตใชสารฆาเชื้อชนดิตางๆ 

สารฆาเชื้อ การประยุกตใช 

คลอรีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการสเปรย clean-in- 

 place(CIP) และฉีดพน    

ไอโอดีน ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการใชมือจุม(hand dip) 

กรดเปอรแอซิติก ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยวิธี CIP โดยเฉพาะ 

 ในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิต่ําและมีคารบอนไดออกไซด 

Acid anionics ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด โดยการสเปรย การใชรวม 

 กับสารฆาเชื้อและกรด    

Quaternary ammonium compound ใชกับพื้นผิวสัมผัสอาหารทุกชนิด สวนใหญใชในการควบคุม 

  ส่ิงแวดลอม เชน ผนัง ทอระบายน้ํา เปนตน     

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1994) 
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ตารางที่ 2.3 ชนิดและความเขมขนของสารฆาเชื้อชนิดตางๆ ที่แนะนําใหใชในการฆาเชื้อพื้นผวิใน

โรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

 

บริเวณหรือพื้นผิว สารฆาเชื้อที่แนะนําใหใช ความเขมขน(ppm) 

เครื่องมือที่มพื้นผิวเปนอะลูมิเนียม Iodophor 25 

ฟลมของแบคทีเรีย Quata 200 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Acid-anionic 100 

การทําความสะอาดแบบ CIP Acid sanitizer 130 

 Active chlorine ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Iodophor ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

พื้นคอนกรีต Active chlorine 1,000-2,000 

 Quat 500-800 

ลังพลาสติก Iodophor 25 

พื้นผิวที่มีรูพรุน Active chlorine 200 

เครื่องมือที่ใชผลิต(อะลูมิเนียม) Quat 200 

 Iodophor 25 

เครื่องมือที่ใชผลิต(สแตนเลส) Acid sanitizer 130 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

 Active chlorine 200 

 Iodophor 25 

สายพานยาง Iodophor 25 

ผนัง Active chlorine 200 

 Quat 200 

 Acid-quat ตามปริมาณที่ผูผลิตกําหนด 

ลังไม Active chlorine 1,000 

หมายเหต ุ a Quat = Quaternary ammonium compound 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Marriot (1994) 
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3. วิธีการทางชวีภาพ 

การใชวิธีการทางชีวภาพเปนทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจในปจจุบันเนื่องจากผูบริโภค

อาหารสวนใหญใหความสนใจเกี่ยวกับความปลอดภัยของอาหารมากขึ้น ไดมีการนําสารชีวภาพ เชน 

แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย มาเคลือบบนพื้นผิวที่สัมผัสอาหารเพื่อยบัยั้งการ

เกาะติดของแบคทีเรีย เปนตน แบคเทอริโอซินที่ใชอยางแพรหลายคือ ไนซิน (nisin) ซึ่งไดรับการรับรอง

จาก Food and Drug Administration (FDA) ในปค.ศ. 1988 วาสามารถใชกับอาหารได (Generally 

Recognized As Safe; GRAS) มีรายงานพบวา ไนซินสามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียที่ทํา

ใหอาหารเนาเสียโดยเฉพะจุลินทรียที่สรางสปอร (spore former) ได นอกจากสารในกลุมแบคเทอริ

โอซินแลว เอนไซมเปนสารชีวภาพอีกกลุมหนึ่งที่ถูกเลือกใชในการทําลายไบโอฟลมเพราะเอนไซม

สามารถยอยสลายสารอินทรียตางๆ และจุลินทรียได ทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัด EPS และไบโอ

ฟลมได แตเอนไซมแตละชนิดมีความจาํเพาะกับสารอินทรียหรือจุลินทรียแตกตางกัน จึงมีขอจํากัดใน

การเลือกใช ที่จําเปนตองเลือกใหจําเพาะกับชนิดของสารอินทรียหรือจุลินทรียที่สรางไบโอฟลมนั้น 

(กนกทิพย, 2549) 

ความสาํคัญและการปนเปอนของ Salmonella ในผลิตภณัฑอาหาร 

 Salmonella เปนชื่อจีนัสมีหลายซีโรวาร มีบทบาททําใหเกิดโรคที่เกี่ยวของกับอาหารเปนพาหะ 

ถูกพบครั้งแรกในชวงปลายป 1800 ทําใหเกิดไขไทฟอยด นับแตนั้นมาไดมีการพยายามที่จะทําความ

เขาใจและควบคุมจํานวน Salmonella และกลายเปนปญหาสําคัญตอนักจุลชีววิทยาอาหารทั่วโลก 

เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้มีความสัมพันธกับคน สัตว และสิ่งแวดลอม Salmonella อาศัยในลําไสเล็ก

ของมนุษยและสัตวตามธรรมชาติ น้ําและอาหารที่มีมาจากสัตว มีโอกาสปนเปอนมูลสัตวจึงเปนพาหะ

การแพรกระจายของ Salmonella 

 Salmonella ทุกสายพันธุเปนสาเหตุทําใหเกิดโรคในมนุษย แตระดับความรนุแรงของการเกิด

โรคขึ้นกับสายพันธุ และยังขึ้นกับสุขภาพของคน คนที่มีสุขภาพออนแอ แมวาจะไดรับปริมาณ 

Salmonella เพียงเล็กนอยก็สามารถเกิดโรคได (Hughes, Gillespie and O’Brien, 2007) 
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ความสาํคัญของ Salmonella  

Salmonella เปนแบคทีเรียที่ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษที่รุนแรง และเปนสาเหตุทําใหเกิด 

การระบาดของอาหารเปนพิษข้ึนบอยที่สุดในหลายประเทศ (Hughes et al., 2007) 

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

Enterobacteriaceae) เชนเดียวกับแบคทีเรียพวก Coliform และ E. coli มีรูปรางเปนทอนสั้น 

ติดสีแกรมลบ ไมสรางสปอร    ขนาดตั้งแต 0.7-1.5×5 ไมโครเมตร เจริญไดทั้งสภาพที่มีอากาศและไม

มีอากาศ ชอบอุณหภูมิปานกลาง แมวาที่ 37oC จะเปนอุณหภูมิที่เหมาะสม แตที่ 42oC 

เปนอุณหภูมิที่นิยมใชบมเพาะเชื้อในข้ัน Selective Enrichment เพราะที่อุณหภูมินี้ Salmonella 

เจริญแขงกับแบคทีเรียอื่นๆไดดี ทดสอบ oxidase ใหผลลบ แตทดสอบ catalase ใหผลบวก อุณหภูมิ

ที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 35-37oC และยังสามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิระหวาง 8-45oC ในชวง pH 

4-9 คา water activity มากกวา 0.94 บางครั้งพบมี filaments ยาว สวนใหญเคลื่อนที่ได หมักน้ําตาล

กลูโคสใหทั้งกรดและแกส เชื้อชนิดนี้จะทําใหเกิดอาหารเปนพิษได เนื่องจากสารพิษ endotoxin ซึ่ง

สารพิษที่สรางขึ้นนี้เปนสารประกอบเชิงซอนของ polysaccharide-polypeptide-lipid A ซึ่งจะปรากฏ

อยูที่บริเวณผนังเซลลของแบคทีเรีย คนและ สัตวเปนแหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติแหงแรก (primary 

habitat) ของ Salmonella มนุษยเกิดโรคอาหารเปนพิษเนื่องจากบริโภคอาหารหรือน้ําดื่มที่มีเชื้อ 

นี้ปนเปอนผานทางเดินอาหาร (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

1. ลักษณะพืน้ฐานของ Salmonella 

การเรียกชื่อ (Nomenclature) ไดมีการปรับปรุงวิธีการจําแนก Salmonella คร้ังใหญเมื่อ 

ไมนานมานี้ ในอดีตการจําแนกเชื้อซัลโมเนลลาอาศัยชนิดของซีโรวาร (serovars) ที่ไดจากการ 

ทดสอบปฏิกิริยาทางซีโรวิทยา (serology) คือปฏิกิริยาการตกตะกอนของโปรตีนจากเซลล 

แบคทีเรียที่ผิว (somatic cells) และที่แส (flagella cells) ซึ่งมีความสัมพันธกัน เปนตัวกาํหนด สปชีส 

เทคนิคอื่นที่ใชจีนสเปนตัวทดสอบ คือ DNA-DNA hybridization และ Multilocus Enzyme 

Electrophoresis (MEE) typing มีผลให Salmonella ทั้งหมดถูกนํามาจัดใหมเปน 2 สปชีส คือ 

Salmonella enterica และ Salmonella bongori แตละสปชีสจําแนกออกเปนอีกหลายสปชีสยอย 

(Subspecies) Salmonella กวา 2,000 ซีโรวารถูกนํามาจัดอยูในสปชีส Salmonella enterica  

ซึ่งจําแนกยอยออกเปน 5 กลุม หรือ subspecies ดังนี้ 
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Group ll  : S. enterica subsp. salamae 

Group lll a : S. enterica subsp. arizonae 

Group lll b : S. enterica subsp. diarizonae 

Group lV : S. enterica subsp. houtenae 

Group Vl : S. enterica subsp. indica 

การเปล่ียนแปลงดังกลาวนําไปสูพัฒนาการของวิธีการเขียนชื่อแบคทีเรียใหม กลาวคือ 

เดิมเคยเขียนวา Salmonella typhimurium ตอไปนี้จะตองเขียนวา Salmonella enterica serovar 

Typhimurium หรือเขียนยอวา Salmonella Typhimurium โดยชื่อจีนัสใชตัวเอน สวนชื่อสปชีส

ยอยใชตัวธรรมดา และตัวอักษรแรกใหเปนตัวพิมพใหญ หรือเขียนยอวา S. Typhimurium ดังนี้เปนตน 

(สุมณฑา และคณะ, 2548) 

อนุกรมวิธาน (Taxonomy) ซัลโมเนลลาเปนแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) มีลักษณะ 

รูปรางเปนทอนสั้น (short rod) เปนสมาชิกในตระกูลเอนเทอโรแบคทีเรียซิอี (family 

Enterobacteriaceae) Salmonella spp. สวนใหญจะเคลื่อนไหวได (motile) โดยอาศัย แฟลกเจลลัม 

(flagellum) มีการดํารงชีวิตแบบใชหรือไมใชอากาศก็ได (facultative anaerobe) 

คือสามารถจะหายใจแบบใชหรือไมใชออกซิเจน (aerobic หรือ anaerobic respiration)       

กระบวนการผลิตพลังงานโดยไมใชออกซิเจนในสิ่งมีชีวิตขั้นต่ํา จะอาศัยกระบวนการหมักทํานอง 

เดียวกันกับส่ิงมีชีวิตชั้นสูง (fermentation) ในกระบวนการเมตาบอลิสมแบบไกลโคไลซีส (glycolysis) 

ซึ่งลักษณะทางชีวเคมีชนิดอื่นๆ ของเชื้อชนิดนี้ไดแสดงไวในตารางที่ 2.4 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 
 

 

ตารางที่ 2.4 ลักษณะทางชีวเคมีที่เปนแบบฉบับของซลัโมเนลลา 

 

Test Typicl reaction %positive 

Decarboxylation   

Lysine + 97.4 

Ornithine + 90.0 

Production of;   

Hydrogen sulphide + 95.3 

Indole - 1.1 

Urease - 0 

Arginine dihydrolase + 92.8 

Phenylalanine deaminase - 0 

Metabolism of glucose:   

Fermentation + 100 

Methyl red + 100 

Voges-Proskauer - 0 

Gas production p 89.4 

Fermentation of:   

Arabinose + 90 

Xylose + 94.6 

Rhamnose + 91.4 

Maltose + 97.3 

Lactose - 0.3 

Sucrose - 0.2 

Mannitol + 99.7 

Sorbitol + 94.5 

Utilization of citrate p  86.9 

+ = >90% ใหผลบวก; - = ใหผลบวก< 10%; p = 10-90% ที่ใหผลบวก 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Robinson, Batt และ Patel (2000) 
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ในปจจุบันนี้มักจะระบุซีโรวารที่เฉพาะเจาะจงโดยอาศัยเทคนิคทางซีโรวิทยาเปนเครื่องจําแนก

มีหลักการ คือ  การตกตะกอน  (agglutination) ของโปรตีนจากแอนติเจน  (antigens) 

บนเซลลของแบคทีเรียจากแอนติบอดี (antibodies) ที่มีความสัมพันธกันทางพันธุกรรม 

ซึ่งใชเปนตัวทดสอบแอนติเจนบนเซลลของ Salmonella spp. ซึ่งจําแนกออกเปน 3 ประเภท ดังนี้ 

 แอนติเจนที่ผิวเซลล เรียกวา somatic antigen หรือ O antigen มีสารประกอบ ชนิด 

lipopolysaccharide (LPS) อยูดานนอกของเยื่อหุมเซลล O antigen เปนโปรตีนที่ทน ความรอน 

 แอนติเจนที่แสหรือที่หนวด เรียกวา flagella antigen หรือ H antigen ประกอบ 

ดวยโปรตีนที่ไมทนความรอน 

 แอนติเจนที่เปลือกหุมเซลลหรือแคปซูล เรียกวา capsular antigen หรือ Vi antigen 

ซึ่งมีอยูในซัลโมเนลลาบางสปชีสเทานั้น ไดแก S. Typhi, S. Paratyphi C และ S. Dublin ซึ่งมีแคปซูล 

การแบงกลุม โดยอาศัยหลักการทางระบาดวิทยา ทําใหจําแนก Salmonella spp. ออกได เปน 

3 กลุม ดังนี้ 

กลุมที่ 1 Salmonella spp. ที่กอโรคเฉพาะในคนที่สําคัญมี 2 ซีโรวาร คือ           S. 

Typhi และ S. Paratyphi ทําใหเกิดการติดเชื้อในกระแสเลือดสามารถแพรกระจายไปไดทั่ว ทั้งรางกาย 

(systemic) กอใหเกิดโรคไขไทฟอยด และไขรากสาดนอยตามลําดับอาจเรียกรวมกัน 

วาโรคไขเอนเทอริค (enteric fever) 

กลุมที่ 2 Salmonella spp. ที่กอโรคในสัตว เปนกลุมของ Salmonella spp. ที่โดย

ปกติแลวจะพบในสัตวที่เปนโฮสทแตละชนิด เชน S. Pullorum และ S. Gallinarum พบในไก S. 

Dublin พบในวัว S. Abortus-equi พบในมา S. Abortus-ovine พบในแกะ S. Choleraesuis พบใน

สุกร 

กลุมที่ 3 Salmonella spp. ที่กอโรคทางเดินอาหารอักเสบ (gastroenteritidis 

Salmonella spp.) เปนกลุมของ Salmonella spp. ที่อยูนอกเหนือจาก 2 กลุมที่กลาวมาขางตน 

เนื่องจากสามารถมีชีวิตอยูในสภาวะที่ไมเหมาะสม เปนผลให Salmonella spp. กลุมนี้แพรกระจายไป

ไดกวางในสิ่งแวดลอม เชน ในดิน น้ํา อุปกรณ เครื่องมือ หรือแมกระทั่งแพรไปกับคนหรือสัตว เปนตน 

จึงพบวามีการแพรกระจายของ Salmonella spp. ในหวงโซอาหารกวางขวาง และทําใหเกิดปญหาให

ตองทําการควบคุมอุบัติการณของโรคที่มาจาก Salmonella spp. โดยผานอาหาร ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด

โรคอาหารเปนพิษที่เรียกวา ซัลโมเนลโลซีส (Salmonellosis)  กับมนุษย 



17 
 

 
 

 

2. การแพรกระจาย 
แหลงที่อยูอาศัยลําดับแรกของ Salmonella คือ ลําไสของสัตว เชนสัตวปก สัตวเลื้อย คลาน 

สัตวเล้ียง มนุษย รวมทั้งแมลง (Aissa et al., 2007) แตบางครั้งพบ Salmonella อยูตามรางกายของ

มนุษยและสัตวก็เปนได จากลําไส แบคทีเรียออกมาทางอุจจาระ อาศัยสัตว แมลง และน้ําแพรกระจาย

ไปเขาสูสิ่งแวดลอม ดิน น้ํา ปุย ซากสัตวที่เนาเปอย วนเวียนเขาสูหวงโซอาหาร สูลําไสของมนุษยและ

สัตว วนเวียนเปนวัฎจักรเชนนี้เ ร่ือยไป การเคลื่อนยายสัตวและอาหารระหวางประเทศมีผลให 

Salmonella แพรกระจายอยูทั่วโลก (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

แมวาจะพบ Salmonella ในสัตวแทบทุกชนิด แตบริเวณที่พบเชื้อนั้นอาจมากนอยแตกตางกัน 

บางครั้งอาจพบเชื้อในตอมน้ําเหลืองมากกวาอุจจาระ จากการศึกษาซากสุกรในโรงฆาพบ Salmonella 

ใน มาม ตับ ถุงน้ําดี ตอมน้ําเหลือง และในกระบังลม ในปริมาณที่ใกลเคียงท่ีพบในอุจจาระ การแพร 

Salmonella จากสัตวที่มีเชื้อไปยังสัตวที่ปลอดเชื้อมักเกิดขึ้นบอยๆ เพราะมนุษยและสัตวอาจเปน

พาหะ (carriers) คือ มี Salmonella อยูในรางกายหรือในอุจจาระ แตไมแสดงอาการของโรคออกมา 

(รุงทิวา, 2541) 

 
3. ความเชื่อมโยงระหวางการเจบ็ปวยของมนุษยกบั Salmonella ในอาหาร 

ซัลโมเนลโลซิส (Salmonellosis) หมายถึงโรคอาหารเปนพิษที่เกิดจาก Salmonella ซึ่งมี

มากกวา  2,000 ซีโรวาร  ที่ เปนสาเหตุทําใหเกิดการระบาดของโรคอาหารเปนพิษขึ้นทั่วโลก 

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

วาในแตละป ประชากรในสหรัฐฯ ปวยจากโรคซัลโมเนลโลซีสที่ได รับการตรวจยืนยันผลทาง

หองปฏิบัติการแลวปละประมาณ 40,000 ราย ในจํานวนนี้ประมาณรอยละ 96 เกิดจากการบริโภค

อาหารที่ปนเปอน 

 ในประเทศไทยไมพบรายงานการติดเชื้อซัลโมเนลโลซิสโดยตรง แตจะพบในรายงานที่ระบุวา

เปนการระบาดจากโรคอุจจาระรวงเฉียบพลัน (Acute diarrhea) โรคไขเอนเทอริค (enteric fever) และ

โรคอาหารเปนพิษ (food poisoning) ในสรุปรายงานการเฝาระวังโรคของสํานักระบาดวิทยา กรม

ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข  ในป พ.ศ. 2544 สํานักระบาดวิทยา กรมควบคุมโรคไดปรับปรุงวิธี

รายงานใหม โดยจัดกลุมของโรคอาหารเปนพิษไวในประเภทโรคติดตอระบบทางเดินอาหารและน้ํา ใน

กลุมนี้การรายงานยังแยกประเภทยอยออกเปน ตับอักเสบ ไขเอนเทอริค ไขทัยฟอยด ไขพาราทัยฟอยด 

บิด โรคมือ เทาปากเปอย เห็ดพิษ อุจจาระรวงอยางแรง อาหารเปนพิษ อุจจาระรวงเฉียบพลัน เปนตน 

ทั้งนี้สํานักระบาดวิทยากลาววา ตามรายงานในป พ.ศ. 2538 – 2544 รอยละ 0.29-6.6 เทานั้นที่มีการ

ระบุเชื้อซ่ึงเปนสาเหตุของโรค สวนในป พ.ศ. 2544 มีการรายงานที่ระบุสาเหตุของเชื้อรอยละ 0.74 

เนื่องจากไมมีการเก็บตัวอยางตรวจหรือเก็บตัวอยางสงตรวจไมได ท้ังนี้จะตรวจหาเชื้อที่เปนสาเหตุใน
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กรณีที่มีการระบาดหรือผูปวยที่เขารับการรักษาเปนผูปวยในหรือผูปวยที่เสียชีวิตเทานั้น สํานักระบาด

วิทยาไดสรุปในการรายงานการระบาดของโรคอาหารเปนพิษ โดยประมาณวาจากรายงานการระบาด

ของโรคอาการปนพิษ นาจะมีสาเหตุจากเชื้อซัลโมเนลลาราวรอยละ 30.74 (สํานักระบาดวิทยา, 2544) 

ทําใหอนุมานไดวาอัตราการปวยจากโรคซัลโมเนลโลซิสของประชากรไทยตอประชากรหนึ่งแสนคน

นาจะอยูที่ 67.27  

Salmonella อยูในกลุมแบคทีเรียลําไสที่ทําใหเกิดโรค (enteric pathogens) จําแนก 

ออกไดเปน 2 สปชีส คือ S. Enteritidis และ S. bongori แตละสปชีสยังจําแนกยอย (subspecies) 

ออกไดอีก เฉพาะสปชีส S. Enteritidis มีมากกวา 2,500 ซีโรวาร และทุกซีโรวารทําใหเกิด 

โรคซัลโมเนลโลซิส (salmonellosis) ในมนุษย ดังนั้นการระบาดบอยคร้ังจึงมีสาเหตุมาจาก 

เชื้อซัลโมเนลลาและเกิดขึ้นเปนวงกวางกระจายไปทั่วโลก  

                        
อาหารที่เปนสื่อ  

เปด ไก ไกงวงและไขไก เปนแหลงที่อยูอาศัยตามธรรมชาติของเชื้อซัลโมเนลลา (Natural 

reservoir) และเปนตัวการแพรกระจาย Salmonella มาสูมนุษย เพราะ Salmonella สามารถเพิ่ม 

จํานวนในลําไสของสัตวเหลานี้ รอดชีวิตและติดมากับซากสัตวที่นํามาใชเปนอาหารมนุษย 

โดยเฉพาะติดมากับเครื่องใน  

ความรุนแรงของเชื้อซัลโมเนลลาที่เกิดกับมนุษย คือการติดไขไทฟอยด ซึ่งจะมีผลใหอัตรา 

การเสียชีวิตสูง เชื้อซัลโมเนลลาที่ทําใหเกิดอาการของโรคอาหาร เปนพิษจัดอยูในกลุมอาการที่ เรียกวา  

gastroenteridis ประกอบดวยอาการ ทองเดิน ปวดทอง ปวดศรีษะ คลื่นไส อาเจียน สวน อาการไข

ไทฟอยด  และไขรากสาดนอยนั้นจะเกิดการติดเชื้อ ข้ึนใน  กระแสโลหิต  ทําใหผูปวยมีไข สูง 

อาการเรื้อรังของการติดเชื้อ ซัลโมเนลลา คือ อาการขอเสื่อมที่ เรียกวา reactive arthritis ทํา

ใหมีอาการปวดกระดูก  ปวดขอและปวดหลังจนถึงการติดเชื้อในกระเพาะปสสาวะ  แมวา 

ซัลโมเนลลาหลายซีโรวารจะมีสัตวบางชนิดเปนโฮสทประจําแตก็สามารถปรับตัวตามโฮสทหรือ 

โฮสทลําดับที่ 2 เชนมนุษยได ดังนั้น Salmonella จึงเปนแบคทีเรียที่เปนอันตรายตอมนุษย  
 
 
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการอยูรอด  

เนื่องจาก Salmonella มีความสามารถในการปรับตัวไดดีจึงทนตอสภาพแวดลอมที่ไม 

เอื้ออํานวยได ดวยเหตุนี้จึงมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองทําความเขาใจปจจัยตางๆ ที่จะสง 

ผลตอการเจริญเติบโตและความอยูรอดของ Salmonella ในสิ่งแวดลอมเพื่อจะไดใช 

ปจจัยเหลานี้มาควบคมุการเจริญเติบโตและการแพรกระจายของของ Salmonella ในธรรมชาติได  
 



19 
 

 
 

 

4.1 อุณหภูมิ  Salmonella เปนแบคทีเรียที่เจริญไดดี ณ อุณหภูมิในรางกายคนหรือ สัตว 

หรือเรียก mesophilic bacteria โดยชวงอุณหภูมิที่เจริญไดอยางเหมาะสม (optimal temperatures) 

อยูระหวาง 30-45 องศาเซลเซียส (Robinson et al., 2000) อยางไรก็ตาม Salmonella 

มีสมบัติที่จะปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมไดดี ดังนั้นอุณหภูมิต่ําสุด (minimum temperature) 

ที่สามารถเจริญเติบโตไดในเนื้อไกหรือเนื้อวัว คือ 2-3 องศาเซลเซียส โดยอยูได นานถึง 2-3 วัน 

ในขณะที่อุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) ที่เคยมีรายงานวาเจริญได คือที่ 54 องศาเซลเซียส 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Salmonella สามารถปรับตัวใหเขากับอุณหภูมิที่สูงขึ้น เปน 48 องศาเซลเซียส 

อยางนอยหนึ่งรุน (generation) กอนจะกลายพันธุ (mutants) Salmonella สามารถเจริญไดที่ 54 

องศาเซลเซียส เนื่องจาก Salmonella spp. มีระบบการตอบสนองตอการ 

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิแบบเฉียบพลัน (heat shock response) (รชา, 2546) 

เมื่ออุณหภูมิในอาหารอันเปนสิ่งแวดลอมของ Salmonella spp. เพิ่มสูงขึ้น Salmonella spp. 

จะเร่ิมตายเนื่องจากความเสียหายที่เกิดขึ้นกับเซลลแบคทีเรียสวนที่เปนไขมันของเยื่อหุมเซลลและ

โปรตีนของเซลล โดยเฉพาะอยางยิ่งเอนไซม มีผลใหเยื่อหุมเซลลร่ัวและการสังเคราะห 

โปรตีนหยุดชะงักลง ผลสุดทายคือเซลลไมสามารถรักษาสภาวะสมดุลที่เปนสภาวะปกติไวไดและ 

ตองตายไปในที่สุด (Robinson et al., 2000) 
 
4.2 ความเปนกรดดาง ชวง pH ที่ Salmonella spp. เจริญเติบโตได อยูระหวาง 4.5-9.5 

แตชวง pH ที่มันเจริญเติบโตไดดี คือ pH 6.5-7.5 ปญหาการเกิดโรคอาหารเปนพิษในอาหารที่ 

เปนกรดนั้นนาจะมาจากความสามารถของ  Salmonella  ในการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมที่ คอย ๆ 

เปนกรดทีละนอย เชน ในกรณีที่น้ํานมหมักที่ทําใหเกิดรสเปรี้ยวจากกรดแลคติค (lactic acid)  S. 

Typhimurium สามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะที่เปนกรดได (acid-adapted strain) ในเนยแข็ง เชน 

cheddar cheese และ Swiss cheese  เปนตน (วชิรภรณ, 2545)  

 

4.3 วอเตอรแอคติวิตี (water activity; aw) ความหมายของวอเตอรแอคติวิตี คือ 

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

จึงมักจะมีคาต่ํากวาความชื้น(moisture)ในอาหารเสมอ เนื่องจากน้ําในอาหารบางสวนจุลินทรียไม 

สามารถนําไปใชไดเนื่องจากน้ําดังกลาวอาจใชสรางพันธะทางเคมีรวมอยูในโครงสรางโมเลกุลของสาร

ประกอบตางๆ  ซึ่งเรียกวาน้ําผูกพัน  (bound water) ตัวอยางเชนน้ําเกลือหรือน้ําเชื่อมที่มี 

ความเขมขนสูง ๆ อาจจะมีคาความชื้นหรือน้ําอยูสูง แตจะมีปริมาณวอเตอรแอคติวิตีต่ํา เนื่องจาก 

น้ําสวนใหญจะไปจับรวมตัวกับโมเลกุลของเกลือหรือน้ําตาลจนแทบจะไมเหลือน้ําอิสระ (free water) 

ใหแบคทีเรียนําไปใชในการเจริญเติบโต ตามปกติ Salmonella สามารถเจริญเติบโต ไดที่ระดับ aw 
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ไมต่ํากวา 0.93 ความเขมของน้ําเกลือที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Salmonella ได 

คือที่ระดับความเขมขนรอยละ 3-4 การที่ Salmonella สามารถทนตอความแหง หรือ aw 

ระดับตํ่าๆไดจึงสามารถรอดชีวิตอยูไดในสิ่งแวดลอมนอกรางกายของมนุษยและสัตวได  
 
4.4 อากาศหรือออกซิเจน บทบาทสําคัญของอากาศที่กําหนดการอยูรอดของแบคทีเรีย 

ที่สําคัญ คือ ออกซิเจน ซึ่งแบคทีเรียชนิดที่ไมใชอากาศ (anaerobic bacteria) ไมมีเอนไซม 

ที่กําจัดพิษของออกซิเจน อันเปนอุปสรรคตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่ไวตอออกซิเจนหากได 

รับสัมผัสกับอากาศ แต Salmonella ไมเปนเชนนั้นเพราะ Salmonella จําเปนตองอาศัย 

ออกซิเจนเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย (final electron acceptor) ในกระบวนการถายเท 

อิเลคตรอนเพื่อสรางพลังงาน (ATP) ใหแกเซลล Salmonella สามารถเจริญไดไมวา 

จะมีออกซิเจนหรือไมก็ตาม เนื่องจากสามารถสรางพลังงานโดยอาศัยการหมัก (fermentation) ไดดวย 

กระนั้นก็ตามเหตุที่การสรางพลังงานจากการหายใจแบบใชออกซิเจน (aerobic respiration) 

มีประสิทธิผลสูงกวาการสรางพลังงานจากการหมัก (ไมใชออกซิเจน) ดังนั้น เมื่อมีออกซิเจน 

Salmonella จึงเลือกที่จะหายใจแบบใชออกซิเจนมากกวา การที่ Salmonella 

สามารถเจริญไดทั้ งในสภาวะที่มีและไมมีอากาศ  เปนผลใหการเก็บรักษาเนื้อไกหรือเนื้อ 

ปลาที่อุณหภูมิ 10 oC ในบรรจุภัณฑที่ทําการบรรจุแบบสุญญากาศ  (Vacuum packing) หรือ 

ดัดแปลงบรรยากาศ (modified atmosphere) ไมวาจะใช CO2 หรือ N2 ในสัดสวนเทาใดก็ตาม 

Salmonella ก็ยังสามารถเจริญได 

แมวา Salmonella spp. จะมีเอนไซม superoxide dismutase และ catalase ซึ่งทํา 

หนาที่เปลี่ยนออกซิเจนที่เปนพิษ คือ superoxide radical (O2
-) เปนไฮโดรเจนเปอรออกไซค (H2O2) 

และเปลี่ยน H2O2 เปนออกซิเจนและน้ําไดก็ตาม แตออกซิเจนที่เปนพิษนี้ก็ยัง สามารถกอความ 

เสียหายขึ้นกับเซลลได 

 
 
 
ความเจ็บปวยและอาการ  
 เมื่อผูบริโภครับประทานอาหารที่มีเชื้อ Salmonella เขาไปในปริมาณที่สูงพอจะสามารถเกิด

โรคขึ้นได โดยอาการของโรคจะมีความรุนแรงหรือระยะเวลานานเทาใดนั้นจะขึ้นอยูกับสายพนัธุของ

เชื้อ Salmonella ที่ปนเปอน จํานวนเซลลที่ไดรับเขาสูรางกายและสภาวะสวนบุคคลของผูที่ไดรับเชื้อ 

เชนความแข็งแรง อายุ เปนตน โดยทั่วไปผูที่ไดรับเชื้อนี้เขาสูรางกายจะแสดงอาการภายใน 6-36 
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ชั่ ว โ ม ง  ซึ่ ง อ า ก า ร ข อ ง โ ร ค มี ตั้ ง แ ต อ า ก า ร เ พี ย ง เ ล็ ก น อ ย ที่ ส า ม า ร ถ ห า ย เ อ ง ไ ด 

จนถึงระดับที่ตองเขารับการรักษาในโรงพยาบาล อาการที่เกิดขึ้นในคนนั้นสามารถจําแนก ออกดังนี้ 

1. โรคอุจจาระรวง (Gastroenteritis) หรือโรคอาหารเปนพิษ เปนอาการที่พบมาก

ที่สุด สวนใหญเกิดจาก S. Typhimurium ซึ่งโดยปกติจะปนเปอนจากอาหารจําพวกสัตวปก เชน เปด 

ไก รวมถึงไขของสัตวเหลานี้ อาการของโรคนี้ เชื้อจะมีระยะฟกตัว 12-36 ชั่วโมง ผูปวยจะมีอาการ 

อักเสบในลําไสเล็กและลําไสใหญ ปวดทอง คลื่นไส อาเจียน มีไข และทองรวง จะมีอาการอยู 1-4 วัน 

ในชวงที่มีอุจจาระรวงจะพบเชื้อในอุจจาระของผูปวยประมาณ 106-109 CFU/g  

2. ไขเอนเทอริค (Enteric fever) อาจหมายถึง ไขไทฟอยด หรือ พาราไทฟอยด เกิด

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

Paratyphi C (บางทีเรียกวา S. Hirschfeldii) ซึ่งเชื้อเหลานี้เปนตนเหตุที่ทําใหเกิดการติดเชื้อข้ึนใน

มนุษยโดยการบริโภคน้ําหรืออาหารที่มีการปนเปอนเชื้อเหลานี้ เชื้อจะเขาสูกระเพาะอาหารและถูกกรด

ในกระเพาะอาหารทําลายไปบาง เชื้อที่รอดชีวิตไดจะเขามาถึงลําไสเล็กเขาสูเนื้อเยื่อน้ําเหลือง 

(lymphoid tissue) ของผนังลําไสและตอมน้ําเหลืองบริเวณนั้น เชื้อจะเพิ่มจํานวนมากขึ้นและเริ่มเขาสู

กระแสโลหิต ซึ่งจะมีเชื้อจํานวนหนึ่งที่ตาย และปลอย endotoxin ออกมากระตุนเม็ดเลือดขาวทําให

เกิด endogenous pyrogen ทําใหเกิดไขสูง นอกจากนี้ผูปวยจะมีอาการปวดศีรษะ มีผื่นคัน มจีดุแดงที่

ผิวของชองทอง อึดอัดภายในชองทอง มีอาการทองผูก จะมีอาการอยู 1-3 สัปดาห การติดเชื้อใน

มนุษยสวนใหญจะมีจํานวนเซลลมากกวา105 เซลล 

3. โลหิตเปนพิษ (Septicemia) เปนอาการที่เกิดจากเชื้อ S. Choleraesuis เชื้อจะเขา

สูกระแสโลหิตโดยตรง ทําใหระบบหมุนเวียนโลหิตทํางานผิดปกติ นอกจากนี้อาจพบการเปลีย่นแปลงที่

ระบบทางเดินอาหาร และเกิดติดเชื้อที่ระบบน้ําเหลือง มักพบมากในเด็ก และผูใหญที่อายุมากกวา 50 

ป โดยเฉพาะผูชาย ผูปวยจะมีอาการอยูหลายสัปดาห 
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เหล็กกลาไรสนิม (Stainless steel) 
 เหล็กกลาไรสนิมซึ่งเปนที่รูจักกันโดยทั่วไปวา “สเตนแลส” เปนเหล็กกลาที่มีปริมาณคารบอน

ต่ํา และมีสวนผสมของโครเมียมอยางนอยที่สุด 10.5% เนื่องจากเหล็กกลาไรสนิทจะมีแผนฟลมบางๆ

ซึ่งสรางขึ้นไดเองจากปฏิกริิยา เกิดเปนชั้นบางๆเคลือบอยูบนผิวเหล็ก ทําใหเหล็กสามารถตานทานการ

เกิดสนิมจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation)ได และเมื่อเกิดรอยขีดขวนหรือถูกสารเคมี ชั้นฟลมบางๆ

นี้จะสรางขึ้นใหมไดเอง ซึ่งชวยปองกันการกัดกรอน หรือ การเปนสนิมที่เปนผลมาจากปริมาณ

โครเมียมในเนื้อเหล็ก เหล็กกลาไรสนิมจึงแตกตางจากเหล็กธรรมดาทั่วไปที่มีการปองกันการกัดกรอน

ดวยการชุบ หรือเคลือบผิวดวยไฟฟา เชนสังกะสี หรือเคลือบผิวอินทรียสาร เชน การเคลือบสี 

 เหล็กกลาไรสนิมเปนวัสดุที่สมบูรณแบบสําหรับใชในครัวเรือนและอุตสาหกรรมอาหาร 

เนื่องจากมีความทนทานตอการกัดกรอนสูง จึงไมเปนสนิมและไมทําปฏิกิริยากับกรดและเกลือที่มีอยู

ในอาหาร มีพื้นผิวที่เรียบและมีความเปนกลางจึงไมดูดซึมรสใดๆ ทําความสะอาดไดงายและถูกหลัก

อนามัยในทุกขั้นตอนการใช ทนความรอน ความเย็น และการเปลี่ยนอุณหภูมิโดยฉับพลันไดดี 

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

 
ประเภทของเหล็กกลาไรสนิม 
 เหล็กกลาไรสนิมแบงออกเปน 4 ชนิดหลกั 

1. เกรดออสเตนิติก แมเหล็กดูดไมติด นอกจากสวนผสมของโครเมียม 18 % แลวยังมีนิ

เกิลที่ชวยเพิ่มความตานทานการกัดกรอน เหล็กชนิดนี้ผลิตไดงายจึงเปนที่นิยมอยางกวางขวาง 

2. เกรดเฟอรริติก แมเหล็กดูดติด มีสวนผสมของคารบอนต่ํา และมีโครเมียมเปน

สวนผสมหลัก คือ ประมาณ 13% หรือ 17% 

3. เกรดมารเทนซิติก แมเหล็กดูดติด โดยทั่วไปจะเปนโครเมียมผสมอยู12% และมี

สวนผสมของคารบอนในระดับปานกลาง มักนําไปใชทําสอม มีด เครื่องมือผาตัด และเครื่องมือวิศวกร

อ่ืนๆ ซึ่งมีคุณสมบัติเดนในการตานทานการสึกกรอนและความแข็งแรงทนทาน 

4. เกรดดูเพลกซ แมเหล็กดูดติด มีโครงสรางผสมระหวางเฟอรไรตและออสเตไนต มี

โครเมียมผสมอยูประมาณ18-28% และนิกเกิล 4.5-8% เหล็กชนิดนี้มักถูกนําไปใชงานที่มีคลอรีนสูง 

เพื่อปองกันไมใหเกิดการกัดกรอนแบบรูเข็ม (pitting corrosion) และชวยเพิ่มความตานทานการกัด

กรอนที่เปนรอยราว อันเนื่องมาจากแรงกดดัน (stress corrosion cracking resistance) 

เหล็กกลาไรสนิมที่เราพบเห็นโดยทั่วไปจะอยูใน 3 ชนิดใหญๆ โดยแบงตามชนิดและปริมาณ

โลหะที่ผสมลงไป ซึ่งเปนตัวกําหนดโครงสรางทางโลหะวิทยา ตลอดจนคุณสมบัติเชิงกล คุณสมบัติทาง

ฟสิกสและความตานทานการกัดกรอน ซึ่งตารางที่ 2.5 ไดแสดงชื่อมาตรฐานสากล และสวนประกอบ

โดยประมาณของ stainless steel 
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ตารางที2่.5 ชือ่มาตรฐานสากลและสวนประกอบเคมีโดยทั่วไป 

ที่มา: บริษัทไทยนอคซ (2006)  
 
 
พื้นผิวของ Stainless steel  
 พื้นผิวของเหล็กกลาไรสนิมมีใหเลือกมากมาย มีทั้งชนิดเงาเหมือนกระจก แบบดาน แบบเรียบ

หรือขัดผิว ซึ่งแตละพื้นผิวสามารถใชรวมกับวัสดุอ่ืนหรือใชพื้นผิวตางชนิดกันในงานเดียวกัน ให

ภาพลักษณทันสมัย สงางาม นอกจากนั้น เหล็กกลาไรสนิมยังมีคาความแข็งแรงสูง ทนแรงกระแทก 

รอยขีดขวน หรือรอยเปอนตางๆไดดีและไมแตกหัก ซึ่งตารางที่ 2.6 ไดแสดงชนิดของพื้นผิว ลักษณะ 

ความเรียบ และความสะทอนแสงของ stainless steel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเภทของเหล็กกลาไรสนมิ 

ชื่อมาตรฐานสากล สวนประกอบเคมีโดยทัว่ไป 

ชนิด ไทย 

น็อคซ 

TlSl

ไทย 

AISI 

USA 

JIS 

ญี่ปุน 

EN10088

ยุโรป 
คารบอน 

โค

บอล 

นิ

เกิล 

โม

ลิบดินัม 

เฟอรริติก 
TNX 

SC17 

SST 

430 
430 430 1.4016 0.05 16.5 - - 

ออสเตนิติก 
TNX 

S189 

SST 

304 
304 304 1.4301 0.04 18.5 8.5 - 

ออสเตนิติก 

ผสมโม

ลิบดินัม 

TNX 

LM 

1811 

SST 

316L 
316L 316L 1.4404 0.025 17.5 11.5 2.0 
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ตารางที2่.6 ชนิดของ Stainless steel 

 
* ความเรียบ หมายถงึ ความเรียบของพืน้ผวิซึ่งวัดดวยโปรฟลโลมิเตอร 
**46% สําหรับเฟอรริติก  

ที่มา: บริษัทไทยนอคซ (2006) 
 
เหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดผิวบีเอ 
 หลักการผลิตเหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดผิวบีเอนั้น กลาวคือพื้นผิวเหล็กกลาไรสนิมจะไดรับ

การปกปองมิใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งทําใหเกิดการกัดกรอนเปนสนิมระหวางผานกระบวนการ

อบขจัดออกไซดขั้นสุดทาย กระบวนการรีดเย็นโดยเครื่องรีดเย็นเซนดซิเมียร จะทําใหแผนเหล็กมีพื้นผิว

มันเงางาม อยางไรก็ดี แรงกดซึ่งจําเปนตอการลดความหนาของเหล็กในระหวางการรีดเย็นนั้นจะทําให

มวนเหล็กกลาไรสนิมแข็งเพิ่มมากขึ้น 

เหล็กกลาไรสนิมรีดเย็นชนิดบีเอสามารถรักษาคุณสมบัติเชิงกล ซึ่งจะทําใหสามารถนํา

เหล็กกลาไรสนิมไปประยุกตใชไดในงานหลากหลาย เชน ในการขึ้นรูปพิมพลึก หรือในการขึ้นรูป 

จําเปนตองมีกระบวนการอบออนโดยใชอุณหภูมิสูงในเตาอบแอนนีลล่ิงกอน 

ในกระบวนการผลิตเหล็กกลาไรสนิมชนิดผิวบีเอนี้ การอบออนจะตองทําในภาวะแวดลอมที่

ปกคลุมดวยไฮโดรเจนเพื่อปองกันมิใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นบนพื้นผิว อีกทั้งยังคงความเงางามซึ่งมี

เพียงผูเชี่ยวชาญทางกระบวนการรีดเย็นจริงๆเทานั้นที่สามารถทําได 

 

ชนิด ลักษณะ 

ความเรียบ* 

(ไมครอน) 

ความสะทอน

แสง% 

2D รีดเย็น, อบออนและพิคคลิ่ง:ผิวดาน 0.1 – 0.03 13 

2B 
รีดเย็น, อบออนและพิคคลิ่ง: ผิวเงาขึ้นเล็กนอย จาก

การรีดเย็นออกเปนสีเทา 0.03 – 0.02 22** 

BA หลังรีดเยน็และอบดวยความรอน: ผิวมนัเงา 0.02 – 0.06  

No.4 ขัดดวยกระดาษทราย#80 <1.0 - 

HL มีลายเสนยาวจากการขัดแตงผิว (Hair Line) 0.1 – 0.03 - 

No.8 
ขัดผิว buffering: ผิวเงาเหมอืนกระจก      

(mirror Finish) - 85 
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ความตานทานการกัดกรอน 

 โลหะทุกชนิดโดยทั่วไปจะทําปฏิกิริยากับออกซิเจนในอากาศ เกิดเปนฟลมออกไซดบนผวิโลหะ

หรือออกไซดที่เกิดบนผิวเหล็กทั่วไปจะทําปฏิกิริยาออกซิไดซและทําใหสภาพพื้นผิวเหล็กผุกรอน ที่

เรียกวา เปนสนิม แตเหล็กกลาไรสนิมมีโครเมียมผสมอยู 10.5% ขึ้นไป ทําใหคุณสมบัติของฟลม

ออกไซดบนพื้นผิวเปลี่ยนแปลงไป กลายเปนฟลมปกปองหรือ พาสซิฟเลเยอร (Passive layer) ที่

เหมือนเกราะปองกันการกัดกรอน ซึ่งปรากฏการณนี่เรียกวา พาสซิวิตี้ (passivity) ฟลมปกปองจะมี

ความบางมาก และมองดวยตาเปลาไมเห็น ฟลมนี้จะเกาะติดแนนและทําหนาที่ปกปองเหล็กจากสาร

กัดกรอน หากนําไปผลิตแปรรูปหรือใชงานในสภาพเหมาะสม เมื่อเกิดมีการขีดขวนฟลมปกปองนี้จะ

สรางขึ้นใหมไดเองตลอดเวลา ดังแสดงในรูปที่ 2.2 

 

 

รูปที่ 2.2 การเกิด Passive layer ของ stainless steel 

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

 

การทาํความสะอาดและการฆาเชื้อ 

 โรงงานควรพิจารณาเลือกใชการฆาเชื้อดวยสารเคมี (chemical disinfectants) ใหเหมาะ สม

สําหรับแตละสวนงาน เนื่องจากสารฆาเชื้อแตละชนิดมีจุดเดนจุดดอยแตกตางกันไป สารฆาเชื้อที่ดี

ตองมีคุณสมบัติที่ไมเปนพิษ ไมทําใหเกิดการสึกกรอนของพื้นผิวที่ใช ไมมีผลตอกลิ่น รส และสีของ

อาหาร มีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดหลายชนิด ปจจัยที่มีผลตอประสิทธิภาพในการฆาเชื้อของสาร

ฆาเชื้อ ไดแก อุณหภูมิ ความเขมขนของสารฆาเช้ือ ระยะเวลาในการสัมผัส ความสะอาดของพื้นผิว 

ความเปนกรดดาง (pH) ความกระดางของน้ํา และการสรางไบโอฟลมของเชื้อจุลินทรียบนพื้นผิวที่จะ

ทําความสะอาด 
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ข้ันตอนการลางทําความสะอาดและฆาเชื้อจะมี 5 ขั้นตอนหลัก คือ ขั้นตอนการทําความ

สะอาด 3 ข้ันตอนและขั้นตอนการฆาเชื้ออีก 2 ข้ันตอน ดังนี้ 

• การกําจัดสิ่งสกปรก (soil or dirt) ขนาดใหญดวยวิธีกล เชนการปด กวาด ถู ขัด หรือ

ชะลางดวยน้ําสะอาด เปนตน 

• การกําจัดสิ่งสกปรกที่เหลืออยูดวยสารชะลาง (detergent) 

• การลางดวยน้าํ (rinsing) เพือ่ลางสารชะลางและสิง่สกปรก 

• การฆาเชื้อดวยความรอนหรอืสารฆาเชื้อ 

• การลาง (rinsing) สารฆาเชือ้ออกจากพื้นผิวเครื่องจักรและอุปกรณ 

 

คลอรีนและสารประกอบคลอรีน 

 สมบัติของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน 

 คลอรีนเปนธาตุหมูที่ 7 (Halogen) เมื่ออยูในรูปแกสมีสีเขียวแกมแหลือง แกสคลอรีนเริ่มใช

คร้ังแรกตั้งแตปลายศตวรรษที่ 18 เพ่ือใชเปนสารฟอกสีในอุตสาหกรรมสิ่งทอ การที่นิยมใชคลอรีนเปน

สารฆาเชื้อเนื่องจากมีประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียไดหลายชนิด 

 นอกเหนือจากคลอรีนในรูปแกสแลว สารประกอบคลอรีนที่ใชเปนสารฆาเชื้อมีหลายรูปแบบ

ดังแสดงในตารางที่ 2.7 สารประกอบคลอรีนหลายชนิดนิยมใชเปนสารฆาเชื้อในน้ําประปาหรือฆาเชื้อ

ในสระวายน้ํา คลอรีนจะทําลายเชื้อโรคในน้ําไดดี เชน E. coli, S. Typhimurium และ Entamoeba 

histolytica ที่เปนสาเหตุของโรคติดเชื้อของผิวหนังจากน้ําในสระวายน้ํา เปนตน  
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ตารางที2่.7 สารประกอบคลอรีนชนิดตางๆ 

 

ชนิดของสาร สูตรทางเคม ี คุณสมบัติการละลายน้ําที่อุณหภูมิ 70oF 

Gaseous chlorine Cl2 0.70% 

Hypochlorous acid HOCl ละลายไดดีมาก 

Sodium hypochlorite NaOCl ละลายไดดีมาก 

Calcium hypochlorite Ca(OCl)2 ละลายไดปานกลาง 

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

Dichlorodiethyl-hydantoin C5H6Cl2N2O2 1.20% 

Trichlorocyanuric acid Cl3(NCO)3 1.20% 

Dichlorocyanuric acid Cl2H(NCO)3 2.60% 

Chlorine dioxide ClO2 200 cm3 per 100 mL. 

ที่มา: ดัดแปลงจาก รุงทิวา (2541) 

 ปจจุบันมีการนําสารประกอบคลอรีนมาใชเปนสารฆาเชื้อในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และ

นิยมใชกันอยางแพรหลาย เชน ใชเพื่อฆาเชื้อในแหลงน้ํา ใชฆาเชื้อเครื่องมือ หรือ อุปกรณที่มีพื้น

ผิวสัมผัสอาหาร ใชฉีดพนเครื่องมือระหวางกระบวนการผลิตอาหารเพื่อลดจํานวนจุลินทรียและยืดอายุ

การเก็บรักษาเปนตน 

 โซเดียมไฮโปคลอไรท เปนสารประกอบคลอรีนชนิดหนึ่ง มีสูตรทางเคมีคือ NaOCl โซเดียมไฮ

โปคลอไรทอยูในรูปของสารละลาย เตรียมไดจากปฏิกิริยาระหวางโซเดียมไฮดรอกไซดและคลอรีนใน

น้ํา เปนกลุมของสารประกอบคลอรีนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาหารมากที่สุด เนื่องจากมีความเปน

พิษตํ่า เกิดปฏิกิริยาไดเร็ว ทําลายจุลินทรียไดหลายชนิดและราคาถูก มีสมบัติฟอกสี แตมีขอเสียคือกัด

กรอนโลหะบางชนิด และประสิทธิภาพในการทําลายจุลินทรียลดลงเมื่อมีสารอินทรียปะปนใน

สารละลาย โดยเฉพาะเมื่อคลอรีนมีความเขมขนต่ํา ปจจุบันใชเปนสารฟอกสี ฆาเชื้อโรคในแหลงน้ํา 

และใชเปนสารฆาเชื้อในอุตสาหกรรมนมและอาหารอยางกวางขวาง รวมทั้งอุตสาหกรรมแปรรูปผัก

และผลไม 
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การเกิดปฏกิริิยาของคลอรีนและสารประกอบคลอรนีในน้ํา 

 การใชคลอรีนและสารประกอบคลอรีนเปนสารฆาเชื้อ นิยมเตรียมในรูปของสารละลายที่มี

ความเขมขนคลอรีนอิสระตามที่ตองการ โดยคลอรีนและสารประกอบคลอรีนทําปฏิกิริยากับน้ําได

กรดไฮโปคลอรัส (HOCl) ดังสมการ 

Cl2 + H2O                                                HOCl + H+ + Cl- 

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

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

HOCl       OCl-                                              

ที่มา: ดัดแปลงจาก วชิรภรณ (2545) 

การใชสารประกอบคลอรนีในการลดปริมาณ Salmonella  

การนําสารประกอบคลอรีนมาใชในอาหาร มีวัตถุประสงคของการใชแตกตางกันคือ ใชเปนสาร

สําหรับทําความสะอาด สารฆาเชื้อจุลินทรีย และเปนวัตถุเจือปนอาหาร ในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะการใช

สารประกอบคลอรีนในการทําความสะอาดและฆาเชื้อจุลินทรียในอาหารประเภทเนื้อสัตว ซึ่งจะมีการ

นํามาเติมในน้ําที่ใชในกระบวนการ โดยไดแบงคลอรีนออกเปน 5 กลุมใหญๆ คือ คลอรีนเหลว 

สารประกอบไฮโปคลอไรท (hypochlorite) สารอนินทรียคลอรามีน (inorganic chloramines) 

สารอินทรียคลอรามีน(organic chloramines) และคลอรีนไดออกไซด (chlorine dioxide) ซึ่งมี

ประสิทธิภาพที่แตกตางกัน สารประกอบไฮโปคลอไรทเปนตัวที่นิยมใชกันมาก โดยสารประกอบไฮโป

คลอไรทจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับกรดอะมิโนพิวรีน (purine) และไพริมิดีน (pyrimidine) ภายใน

เซลล ทําใหเกิดสารที่เปนพิษข้ึนได กลไกในการฆาเชื้อของสารประกอบคลอรีนก็ยังไมทราบแนชัด มี

การตั้งสมมติฐานในการทําลายเชื้อตาง ๆ กัน เชน คลอรีนจะทําปฏิกิริยาออกซิเดชันกับโปโตรพลาสซมึ

ที่ผนังเซลลของจุลินทรียทําใหความสามารถในการยอมใหสารตางๆซึมผานเขาออกของเยื่อหุมเซลล

เปลี่ยนไป จึงไมสามารถนําสารอาหารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตเขาไปในเซลลได (วชิรภรณ, 2545) 

คลอรีนจะทําปฏิกิริยารวมตัวกับโปรโตพลาสมของเซลลจุลินทรีย โดยเขาไปแทนที่ไฮโดรเจน

อะตอมในกลุมอะมิโน เกิดเปนสารประกอบขึ้นใหม คือ คลอรามีน ซึ่งเปนสารที่เปนพิษตอเซลลจุลินท

รีย คลอรีนจะทําใหโปรตีนเกิดการตกตะกอน ขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่สําคัญภายในเซลล และ

ยับยั้งการใชกลูโคสของเชื้อจุลินทรีย (กนกทิพย, 2549) 



29 
 

 
 

 

ปจจัยที่มีผลตอประสิทธภิาพการทาํลายเชื้อของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน (สุดาพร, 

2545) 

ความเขมขน การที่คลอรีนและสารประกอบคลอรีนจะมีประสิทธิภาพในการทาํลายเชื้อได

มากนอยเพียงใดนั้นปจจยัหนึ่งที่มีผลตอประสิทธิภาพของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน ก็คือ ความ

เขมขน การเพิ่มความเขมขนของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน จะทําใหประสิทธภิาพในการทาํลาย

เชื้อของคลอรีนดีขึ้น 

อุณหภูมิ  เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะเพิ่มประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของคลอรีนและ

สารประกอบคลอรีน  

pH คาความเปนกรด-ดาง เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอความคงตัวของ hypochlorous 

acid ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพการทําลายเชื้อของคลอรีนและสารประกอบคลอรีน โดยทั่วไปเมื่อนํา

คลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนนี้มาละลายน้ํา จะทําใหเกิดการแตกตัวเปนคลอรีนอิสระ ซึ่งอยูในรูป

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

ในชวง pH 4-5  แตสําหรับโซเดียมไฮโปคลอไรทนั้น มักจะถูกนํามาใชในชวง pH 7-9 ทั้งนี้เนื่องจากที่

ชวง pH 4-5 จะมีความคงตัวนอย  

ปริมาณสารเจือปน  การที่มีสารเจือปนตางๆ กระจายตัวปนอยูในน้ํา สารเจือปนเหลานี้จะ

เปนสารอินทรีย หรืออนินทรียตางๆ การเพิ่มคลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนลงในที่มีสารเจือปน

ดังกลาวจะทําใหประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียลดลง โดยสารอินทรียหรือ อนินทรียเหลานีจ้ะ

เปรียบเสมือนเปนเกราะที่ชวยปองกันจุลินทรียใหพนจากปฏิกิริยาของคลอรีนโดยพบวาการเติมคลอรีน

ลงในน้ําที่มีตะกอน จะพบจํานวนแบคทีเรียมากกวาน้ําที่ไมมีตะกอน  

ระยะเวลาสัมผัส (Exposure time) เมื่อคลอรีนสัมผัสกับเซลลจุลินทรีย เซลลจะถูกทําลาย

มากหรือนอยขึ้นอยูกับความเขมขนของคลอรีนและระยะเวลาที่ใหคลอรีนสัมผัสเซลล 

ชนิดและจํานวนจุลินทรียเริ่มตน อัตราการทําลายโดยคลอรีนมีคาต่ําเมื่อมีจุลินทรีย

ปนเปอนในอาหารปริมาณสูง หากจุลินทรียเร่ิมตนในอาหารมีปริมาณต่ํา อัตราการทําลายเซลล

โดยสารฆาเชื้อจะเร็ว นอกจากนี้จุลินทรียแตละชนิดมีสมบัติตานทานตอการทําลายของสารฆาเชื้อแต

ละชนิดไดแตกตางกัน 
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ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อของโซเดียมไฮโปคลอไรท 

 โซเดียมไฮโปคลอไรทจัดเปนสารประกอบคลอรีนชนิดหนึ่งที่นิยมใชกันอยางแพรหลายใน

อุตสาหกรรมประเภทตางๆจัดเปนสารที่มีเสถียรภาพดี ในทางการคาจะมีการจําหนายสารละลายไฮโป

คลอไรทที่มีความเขมขนของคลอรีนที่ใชได (available chlorite) 10% หรือ 100,000 ppm (parts per 

millionหรือสวนในลานสวน) แตในการทําความสะอาดพื้นผิวโตะปฏิบัติการ เครื่องจักรและอุปกรณ

ตางๆ จะนิยมใชความเขมขนประมาณ 100-200 ppm แตบริเวณที่สกปรกมากๆ หรือในโรงพยาบาลที่

อาจมีเชื้ออันตรายอาจใชถึง 1,000 ppm หรือมากกวาก็ได  ที่ระดับความเขมขน 50-300 ppm มีpH 

อยูในชวง 7-9  ที่ pH 5 จะมีความคงตัวนอยลง โซเดียมไฮโปคลอไรทนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาไดอยาง

รวดเร็วและสามารถทําลายเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆรวมไปถึงสปอรและไวรัสไดเปนอยางดีทั้งยังไม

กอใหเกิดฟอง และมีราคาไมสูงนัก ดังนั้นในอุตสาหกรรมจึงนิยมใชกันอยางแพรหลาย  สารไฮโปคลอ

ไรทเปนสารประกอบที่มีประจุลบ จงึไมควรใชรวมกับสารชะลางหรือสารทําความสะอาด (detergent) 

ที่มีประจุบวก นอกจากนี้ยังไมควรผสมไฮโปคลอไรทในสารทําความสะอาดที่มีฤทธิ์เปนกรด เพราะจะ

ทําใหเกิดกาซคลอรีนซึ่งเปนอันตรายตอระบบทางเดินหายใจของผูปฎิบัติงานเมื่อสูดดมเขาไป 

นอกจากนี้โซเดียมไฮโปรคลอไรทซึ่งเปนสารประกอบคลอรีนมีสมบัติในการทําลายจุลินทรียใน 3 

ตําแหนง ดังตอไปนี้ 

 สวนที่เปนเยื่อหุมเซลล ไดแก ผนังเซลล เยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมสปอร ซึ่งสวนของผนงัเซลลนัน้

สารประกอบคลอรีนสามารถทําลายแบคทีเรียไดโดยการเกิดปฏิกิริยาของคลอรีนกับโปรตีนในเยื่อหุม

เซลล  ทําใหเกิดการสรางสารประกอบ N-chloro ซึ่งไปรบกวนกระบวนการเมตาบอลิสมของเซลล ทํา

ใหคุณสมบัติการควบคุมการผานเขาออกของเซลลสูญเสียไป และสารประกอบคลอรีนมีคุณสมบัติทํา

ใหเยื่อหุมเซลลเสียสภาพ ทําใหไมสามารถควบคุมการเขาออกของสารอาหารได การที่เยื่อหุมเซลลถูก

ทําลายนี้ จะทําใหไมสามารถรับสารอาหารได เชนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน หรือสารอาหารที่จะเปน

ในการดํารงชีพเขาสูเซลลได เมื่อเซลลขาดสารอาหาร จะทําใหการเจริญของจุลินทรียหยุดลงและตาย

ในที่สุด (สุดาพร, 2545) 

 สวนที่เปนของเหลวภายในเซลล (protoplasm) พบวาสารประกอบคลอรีนจะไปทําปฏิกิริยา

ออกซิเดชันกับสวนโปโตพลาสมของเซลลโดยเฉพาะอยางยิ่งสวนที่เปนโปรตีน โดยจะไปตกตะกอน

สวนที่เปนโปรตีนของเซลล สารประกอบคลอรีนจะทําปฏิกริิยากับสวนที่เปนซัลโฟดริล (sulhydryl) ของ

โปรตีน เกิดการรบกวนการทํางานของเซลล (สุดาพร, 2545) 

 สวนที่เปนเอนไซม สารประกอบคลอรีนรบกวนการทํางานของเอนไซมและยังสามารถทําลาย

เอนไซมไดอีกดวย เอนไซมโดยสวนใหญนั้นเปนโปรตีน สารประกอบคลอรีนที่เขาไปในเซลลทําใหเกิด
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การเปลี่ยนแปลงโครงสรางหรือเกิดการรวมตัวของเอนไซม ทําใหระบบการทํางานของเอนไซมเสียไป 

เอนไซมหลายชนิดที่ไดรับผลกระทบจากคลอรีนเชน Triosephosphate dehydrogenase, glucose 

oxidase, D-amino acid oxidase, transaminase, succinic oxidase เปนตน 

การใชและขอจํากัดของสารประกอบคลอรีนในอุตสาหกรรมอาหาร 

การใชคลอรนีและสารประกอบคลอรนีในอุตสาหกรรมอาหาร 

 คลอรีนและสารประกอบคลอรีนในรูปแบบตาง ๆ ไดถูกจัดใหเปนสารประเภทที่เรียกวา 

“Generally Recognized as Safe” (GRAS) ดังน้ันจึงมีความปลอดภัยที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรม

อาหารประเภทตาง ๆ  ซึ่งมักใชคลอรีนหรือสารประกอบคลอรีนเพื่อวัตถุประสงคในการฆาเชื้อจุลินทรีย 

ตามที่ The American Public Health Association (APHA) ไดมีรายงานรับรองการใชคลอรีนเปนสาร

ฆาเชื้อ (disinfectant)  นั้น ทําใหคลอรีนและสารประกอบคลอรีนถูกนํามาใชกันอยางแพรหลาย 

นอกจากวัตถุประสงคหลักในการฆาเชื้อแลว ในอุตสาหกรรมแปงยังใชคลอรีนเพื่อวัตถุประสงคในการ

ฟอกสีแปงใหขาวขึ้น นอกจากนี้ยังมีการใชคลอรีนในอุตสาหกรรมประเภทอื่น ๆ อีก เชน อุตสาหกรรม

กระดาษ อุตสาหกรรมการทอผา อุตสาหกรรมการผลิตยา เปนตน 

 การที่คลอรีนและสารประกอบคลอรีน มีคุณสมบัติในการทําลายและยับยั้งการเจริญของ   จุลิ

นทรียไดเปนอยางดี ดังนั้น จึงไดมีการนํามาใชในอุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เกือบทุกประเภท ซึง่จะใช

คลอรีนและสารประกอบคลอรีน เพื่อวัตถุประสงคหลักในการฆาเชื้อ ในน้ําที่ใชสําหรับการหลอเย็น น้ํา

ที่ใชลางวัตถุดิบตางๆ น้ําที่ใชในการลางทําความสะอาดเครื่องมือหรืออุปกรณที่ใชในการแปรรูป  

ขอจํากัดของการใชสารประกอบคลอรนี 

 ในการใชคลอรีนและสารประกอบคลอรีนประเภทไฮโปคลอไรท อาจทําใหเกิดปญหาไดหลาย

ประการ เชน ในน้ําที่มีสารแขวนลอย ซึ่งสารเหลานี้จะหอหุมเซลลของจุลินทรียไวไมใหถูกทําลายโดย

คลอรีน นอกจากนี้สารอินทรียตางๆในน้ํายังทําปฏิกิริยากับคลอรีนทําใหเสียคุณสมบัติในการฆาเชื้อ 

ตามปกติเมื่อแอมโมเนีย (NH3) เกิดปฏิกิริยากับคลอรีน จะทําใหเกิดผลผลิตจําพวกคลอรามีน 

(chloramine) ขึ้น ซึ่งทําใหคุณสมบัติในการทําลายเชื้อต่ํากวากรดไฮโปคลอรัส (hypochlorous acid) 

ถามีอนุมูลเหล็กและแมงกานีสอยูในน้ํา จะทําใหเกิดกลิ่นที่ผิดปกติข้ึนหลังการใชคลอรีนนอกจากนี้การ

ใชคลอรีนในระดับความเขนขนสูงอาจทําใหเกิดความเปนพิษ โดยพบวาคลอรีนหรือสารประกอบ

คลอรีนนี้ กอใหเกิดสารกอมะเร็งไดในสัตวทดลอง 
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กรดเปอรออกซีแอซีติก (Peroxyacetic acid) 

 กรดเปอรออกซีแอซีติก คือ เปอรออกไซดของกรดแอซีติก มีคุณสมบัติเปนสารออกซิไดซอยาง

แรง (Fatemi and Frank, 1999) ละลายน้ําไดดี และที่ความเขมขนสูงมีกลิ่นฉุน โดยทั่วไปมีสารให

ความคงตัวผสมอยูดวย ประสิทธิภาพการทําลายเชื้อลดลงเมื่ออุณหภูมิสูง และเมื่อมีการปนเปอนของ

โลหะหนัก เมื่อเปรียบเทียบกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดแลว สารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อดีกวาไฮไดรเจนเปอรออกไซดในสภาวะที่มีสารอินทรียปะปนอยู 

นอกจากนี้แลวสารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกไมทําปฏิกิริยากับ คะตะเลส และเปอรออกซิเดส ซึ่ง

เปนคุณสมบัติที่แตกตางจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Kunigk and Almeida, 2001) 

 กรดเปอรออกซีแอซีติกสามารถทําลายเซลลแบคทีเรียไดโดยการรบกวนพันธะซันไฮดริล

และซัลเฟอรในโปรตีนซึ่งเปนสวนประกอบของเอนไซม โดยทําหนาที่เปนสารออกซิไดส นอกจากนั้ยัง

สามารถทําปฏิกิริยากับโปรตีนซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลล นอกจากนี้กรดเปอรออกซีแอซีติกยัง

สามารถทําใหโปรตีนเสียสภาพ  ขัดขวางการขนสงของผนังเซลล ขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่

จําเปนตอกระบวนการเมตาบอลิสมของเซลล สามารถรบกวนการเขาออกที่เยื่อหุมเซลล จึงสามารถ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และทําใหเซลลถูกทําลายในที่สุด 

 เมื่อสารละลายกรดเปอรออกซีแอซีติกสลายตัว จะไดน้ํา ออกซิเจน และกรดแอซีติก ดังแสดง

ในรูปที่ 2.3 ซึ่งเปนสารที่ไมเปนพิษในอาหารและสิ่งแวดลอม นอกจากนี้ยังไมทําใหเกิด      โฟ

มและสารประกอบฟอสเฟต ไมมีคุณสมบัติในการสแตนเลส อลูมิเนียม รวมถึงดีบุก กรดเปอรออกซีแอ

ซีติก สามารถเกิดปฏิกิริยาไดในน้ํากระดาง และยอยสลายไดทางชีวภาพ 

 

  

 

 

รูปที่2.3 สมการการแตกตัวของกรดเปอรออกซีแอซีติก 
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

จุลินทรียทดสอบ 

เชื้อบริสุทธิ ์ Salmonella Anatum DMST 17362 จากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข 

พื้นผิวทดสอบ 

Stainless steel  ชนิด 304 No. 2B  

Stainless steel  ชนิด 316L No. 2B 

Stainless steel  ชนิด 430  No. 2B 

Stainless steel  ชนิด 304 No. BA 

ไดรับความอนเุคราะหจากบริษัทไทยนอคสตีล จํากัด (มหาชน)  

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

Trypticase Soy Broth (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Nutrient Agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Agar-agar (Merck Laboratories, Darmstadt, Germany) 

Xylose lysine deoxycholate agar (Difco, France) 

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

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

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

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

Sodium chloride (NaCl)     AR grade 

Potassium iodide (KI)      AR grade 

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  AR grade 

Di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) AR grade 

Acetone ((CH3)2CO)      AR grade 

Absolute ethanol (C2H5OH)     AR grade 

สารฆาเชื้อ 

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

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

 น้ํามนักานพล ู(Clove oil) (บริษัทศรีจันทรสหโอสถ จาํกัด) 

เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
ตูอบลมรอน (Hot air oven) (Memmert รุน 600, Germany) 

เตาใหความรอน (Hot plate) (Framo®-Gerätetechnik รุน M 21/1) 

เครื่อง Spectrophotometer (JAS.CO รุน V-530, Japan) 

เครื่องชั่งน้ําหนัก ทศนิยม 2 ตําแหนง (Sartorius รุน BP3100S, Germany) 

เครื่องชั่งน้ําหนัก ทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius รุน A2005, Germany) 

เครื่อง pH meter (Eutech รุน Cyber Scan pH 1000 Bench, Singapore) 

เครื่อง Vortex (Labnet รุน VX100, USA) 

เครื่อง Autoclave (TOMY Autoclave รุน SS-320, Japan) 

เครื่อง Autoclave (SANYO Labo Autoclave รุน MLS-2400, Japan) 

เครื่อง Water bath shaker (GFL รุน 1083) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator (Heraeus instruments รุน B6) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator (Memmert รุน500, Germany) 

ตูบมเพาะเชื้อ Incubator shaker (Memmert รุน LINE-LAB, Germany) 
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เครื่องCentrifuge (Zentrifugen รุน 40G257) 

เครื่อง Colony counters (Suntex, Taiwan) 

ตู Laminar flow cabinet (BVT-123, Thailand) 

เครื่องแกวพรอมอุปกรณตางๆที่จาํเปน 

 

ขั้นตอนและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 การตรวจสอบความขรุขระของพืน้ผิว stainless steel  

3.1.1 หาคาความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA  ดวยวิธี Mitutoyo Oldmix Standard  โดยใช

เครื่อง surface roughness tester: SV-3000 ซึ่งจะทําความสะอาดพื้นผิวทดสอบทั้งหมด กอนจะทํา

การหาคาความขรุขระของพื้นผิวตามแนวขวางรอยรีดและตามรอยแนวรีด ทําการทดลองตัวอยางละ 3 

ซ้ํา ซึ่งตัวอยางพื้นผิวทดสอบทั้งหมดทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.1.2 หาคาความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

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

โดยใชเครื่อง SPM: multimode Nanoscopo IV ซ่ึงจะทําความสะอาดพื้นผิวทดสอบทั้งหมด กอนจะ

ทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.1.3 ทดสอบความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ดวย Scanning Electron 

Microscopy (SEM) ถายภาพผิวหนาของ stainless steel ทุกชนิด ไดแก stainless steel เกรด304 

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA โดยใชเครื่อง SEM: JSM-5410LV ตัวอยาง

ทั้งหมดทําการทดสอบที่ศนูยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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3.2 การเตรียมเซลล Salmonella Anatum และการนับจาํนวนเซลล 

3.2.1 การเตรยีมเซลล S.  Anatum 

เตรียมเซลลแบคทีเรียจากแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่เพาะเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 

Nutrient  Agar (NA) เอียงในหลอดทดลอง (slant) และเก็บไวที่อุณหภูมิ 4oC โดยถายเชื้อ 1 ลูป ลงใน

อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 20 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเชื้อโดยการเขยา 150 rpm ที่

อุณหภูมิหอง (28±1oC) เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกตะกอนเซลลออกโดยการหมุนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 3500 rpm เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) เก็บสวนตะกอนเซลล มา re-

suspension ดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 580 

นาโนเมตร และปรับใหไดคาดูดกลืนแสงประมาณ 0.3 จะไดเชื้อเร่ิมตนที่ 9 log CFU/mL จากนั้นนํา

ตะกอนเซลลมาละลายใน 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ตามความเขมขนของปริมาณเซลลตั้งตนที่ตองการ 

โดยเจือจางตะกอนเซลลใน 0.85% NaCl ใหมีความเขมขนประมาณ 9 log CFU/mL สําหรับการ

ทดสอบปริมาณเชื้อตั้งตนระดับสูง (8 log CFU/mL) สวนในการทดสอบปริมาณเชื้อตั้งตนระดับตํ่า (3 

log CFU/mL) นั้น เจือจางใหมีความเขมขนของตะกอนเซลลใน 0.85% NaCl ประมาณ 4 log 

CFU/mL ตรวจนับปริมาณเซลลในอาหารเหลวตามวิธีในขอ 3.2.2 จากนั้นนําไปทดสอบการเกิดไบโอ

ฟลมและประสิทธิภาพสารฆาเชื้อตอไป 

3.2.2 การนับปริมาณเซลล S.  Anatum  

ตรวจนับปริมาณเซลลเร่ิมตนของแบคทีเรียดวยวิธี spread plate technique โดยป

เปตเชื้อเร่ิมตน 1 มิลลิลิตรใสหลอดทดลองซึ่งมี 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เจือจาง

ใหไดระดับความเขมขนที่ตองการ จากนั้นปเปตสารละลายเชื้อเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในจาน

เพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA ใชแทงแกวปลอดเชื้อเกลี่ยเชื้อใหทั่วผิวหนาอาหาร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 

40 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี 

คํานวณหาปริมาณ Salmonella ทั้งหมดในสารละลาย 1 มิลลิลิตร ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความเขมขน 

 3.3 การเกาะติดและการเกดิเปนไบโอฟลม 

3.3.1 การเตรยีมพืน้ผิวทดสอบ (stainless steel) 

เตรียมพื้นผิว stainless steel ที่ใชในการทดสอบ ไดแก stainless steel เกรด 304  

316L และ 430 และ stainless steel พื้นผิว 2B และ BA โดยเตรียมพื้นผิวทสอบใหมีขนาด 1× 5 

เซนติเมตร (ความหนาของแผนพื้นผิวทดสอบ 1 มิลลิเมตร โดยประมาณ) และนํามาทําความสะอาด
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โดยดัดแปลงวิธีของ Rivas, Dykes และ Fegan (2007) โดยการแชแผนสเตนเลสสตีลในอะซีโตน 30 

นาที ลางดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง จากนั้นแชใน alkaline detergent ที่อุณหภูมิ 80oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

แลวลางดวยน้ํากลั่นหลายๆครั้ง กอนนําเขาฆาเชื้อที่อุณหภูมิ121oC เวลา 15 นาที  

3.3.2 การทดสอบการเกาะติด (Attachment) ของ Salmonella 

ปเปตสารละลายเซลลที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.2.1 ซึ่งมีความเขมขนเซลล 9 log 

CFU/mL ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร จากนั้นนําแผนพื้นผิว

ทดสอบแตละแผนที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.3.1 ใสลงในหลอดดังกลาว บมที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) 

โดยแปรเวลาในการแชเปนเวลา 0 ถึง 120 นาที เพื่อทดสอบการเกาะติดของSalmonella เมื่อครบตาม

เวลาจึงนําแผนพื้นผิวทดสอบมาลางดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง เพื่อลางเซลลที่ไมไดเกาะติด

บนแผนพื้นผิวทดสอบออก แลวนับปริมาณเซลลที่เกาะติดตามวิธีในขอ 3.4 ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความ

เขมขน สําหรับความเขมขนของสารละลายเซลลที่ 3 log CFU/mL ทําเชนเดียวกับที่กลาวขางตน 

3.3.3 การสรางไบโอฟลม (Biofilm formation) 

ปเปตสารละลายเซลลที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งมีความ

เขมขน 9 log CFU/ml ใสลงในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB 9 มลิลิลิตร 

จากนั้นนําแผนทดสอบแตละชนิด ๆ ละ 1 แผนที่เตรียมขึ้นตามวิธีในขอ 3.3.1 ใสลงในหลอดดังกลาว 

บมที่อุณหภูมิหอง (28±1oC) เปนเวลา 30 วินาที ลางเซลลสวนเกินออกดวย 0.85%NaCl ปลอดเชื้อ 

จํานวน 2 คร้ัง แลวจึงนําแผนสเตนเลสไปใสในหลอดปลอดเชื้อหลอดใหมที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSB 

10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 oC เปนเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นนําแผนพื้นผิวทดสอบมาลางดวย 

0.85%NaCl ปลอดเชื้อ 2 คร้ัง  เพื่อลางเซลลสวนเกินออก แลวตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่อยูบน

แผนสเตนเลสทดสอบ ตามวิธีในขอ 3.4 ทดลอง 3 ซ้ําตอหนึ่งความเขมขน สําหรับการเกิดไบโอฟลม

เมื่อใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนระดับตํ่า 3 log CFU/mL ทําการทดลองเชนเดียวกับการที่กลาวขางตน 

3.3.4 ปจจัยที่เกี่ยวของกับการเกิดไบโอฟลม 

3.3.4.1 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผน stainless steel 

ทดสอบที่มีเกรด และ พื้นผิว (finish) แตกตางกัน โดยทําเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนชนิดของแผน

ทดสอบจากเกรด 304 เปนเกรด 316L และ 430 และเปลี่ยนพื้นผิวจาก 2B เปน BA ตามลําดับ โดยใช

เชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.2 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบในสภาวะที่

มีอุณหภูมิแตกตางกัน โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนอุณหภูมิจาก 30 องศา
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เซลเซียส เปน 15 และ 20 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยใชเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ทําการ

ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.3 ศึกษาการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบที่มีแหลง

ของสารอาหารแตกตางกัน โดยทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตเปลี่ยนชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ

จาก TSB เปน 0.85% NaCl และ TSB ที่ผสม D-glucose เขมขนรอยละ1 โดยใชเชื้อเร่ิมตนที่ 8 log 

CFU/mL ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 

3.3.4.4 ศึกษาการอยูรอดของเซลล S. Anatum บนแผนทดสอบ โดยทําการ

ทดลองเชนเดียวกับขอ 3.3.3 แตหลังจากมีการเกาะติดของเชื้อบนแผนทดสอบแลว ยายแผนทดสอบ

ดังกลาวใสในหลอดปลอดเชื้อที่ไมมีอาหารเลี้ยงเชื้อ ขนาด 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ    30 oC เปน

เวลา 72 ชั่วโมง แลวตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่อยูบนแผนทดสอบ ตามวิธีในขอ 3.4 ทําการ

ทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา 
  

3.4 การตรวจวิเคราะหการเกาะติดและการเกดิไบโอฟลมบนพืน้ผิวทดสอบ 

3.4.1 Spread plate technique 

นับปริมาณการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนแผนทดสอบ โดย

นําแผนทดสอบที่เกิดการเกาะติดและสรางไบโอฟลม ดวยการใชไมพันสําลีปลอดเชื้อกวาดบนพื้นผิว 

ทดสอบขนาดพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร นําไมพันสําลีไปใสใน 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ แลวปนใหเขา

กันดวยเครื่อง vortex mixer ที่ความเร็วสูงสุดประมาณ 1 นาที นําสารละลายที่ได  1 มิลลิลิตร มาเจือ

จางดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ ปริมาตร  9  มิลลิลิตร ใหไดระดับการเจือจางที่ทําใหสามารถตรวจ

นับเชื้อไดในชวง 30-300 โคโลนี และปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSA ดวยวิธี spread plate technique บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

และคํานวณหาปริมาณเชื้อทั้งหมดตอพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความ

เขมขน  

3.4.2  ATP bioluminescence  

เปนวิธีการที่รวดเร็วในการตรวจสอบการเกาะติดและการเกิดเปนไบโอฟลมของ 

Salmonella โดยวัดปริมาณ ATP จากเซลลของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบ ดวยเครื่องวัดพลังงาน 

ATP (Hylite®2: Merck) วิธีใชตามคําแนะนําของผูผลิต เปรียบเทียบกับวิธี spread plate technique 

ทําการทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความเขมขน 
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3.5 ประเมินผลการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบดวย SEM 

การประเมินผลการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนพื้นผิวทดสอบทุกชนิด ดวย 

Scanning Electron Microcropic (SEM) โดยใชพื้นผิวทดสอบที่เกิดไบโอฟลมของ Salmonella ที่

เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แลวลางเซลลสวนเกินออกดวย 0.85% NaCl ปลอดเชื้อ จํานวน 2 คร้ัง กอน

นําตัวอยางทั้งหมดแชใน glutaraldehyde เพื่อตรึงเซลลใหมีจํานวนเทาเดิม (ไมใหแบงเซลลเพิ่ม

จํานวน) และทําการสงตรวจที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

3.6 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการทําลายเซลลและไบโอฟลม

ของ Salmonella 

3.6.1 การเตรยีมสารฆาเชื้อ 

สารฆาเชื้อที่ใชในการทดลองไดแก สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (sodium 

hypochlorite: NaOCl) โดยมี active chlorine 6-14% และกรดเปอรรอกซีแอซิติก (peroxyacetic 

acid: POA) หรือชื่อทางการคาวา Proxitane® ความเขมขน 5% วิธีการเตรียมตามแสดงในภาคผนวก 

ข 

3.6.2 การเตรียมน้ํามันกานพลู 

น้ํามันกานพลูที่ใชในการทดลองครั้งนี้จะนํามาหาคาความไวของน้ํามันกานพลู ตอ S. 

Anatum ซึ่งวิธีการทดลองแสดงในภาคผนวก ค จากนั้นจึงนําคาดังกลาวมาทดสอบประสิทธิภาพใน

การทําลายเซลลและไบโอฟลมของ S. Anatum 

3.6.3 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูที่ความเขมขนที่ MBC ใน

การลดปริมาณเชื้อ Salmonella ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว  

ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 2 ชนิด ไดแก สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท

และกรดเปอรอะซิติก และน้ํามันกานพลูที่ความเขมขนที่ MBC เพื่อลดปริมาณเซลลของ        S. 

Anatum ที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิดที่มีปริมาณสารอินทรียแตกตางกัน ไดแก 0.85% NaCl, 

อาหารเลี้ยงเชื้อTSB และน้ํานึ่งไก (วิธีการเตรียมแสดงตามภาคผนวก ง) โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน

ระดับสูงเทากับ 8 log CFU/mL ในการทดสอบประสิทธิภาพของโซเดียมไฮโปคลอไรท กําหนดความ

เขมขนที่ 100  200 และ400 ppm กรดเปอรอะซีติกทดสอบที่ความเขมขน 25 50 และ100 ppm สวน

น้ํามันกานพลูทดสอบที่ความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) 
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ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการลดปริมาณเชื้อ 

โดยนําสารละลายฆาเชื้อที่ระดับความเขมขนที่ตองการ ใสในหลอดปลอดเชื้อ ขนาด 50 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 9 มิลลิลิตรตอ 1 หลอด ปเปตสารละลายเซลลที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่

เตรียมขึ้นตามวิธีขางตน 1 มลิลิลิตรใสลงในหลอดจะไดความเขมขนของเชื้อเร่ิมตนลดลง 10 เทา คือ 8 

log CFU/mL จากนั้นทําการปเปตตัวอยางสารละลายดังกลาวมา 1 mL ที่เวลา 0  1  5  10  20 และ 

30 นาที นําไปตรวจนับเชื้อรอดชีวิต โดยจะทําการยับยั้งปฏิกิริยาของคลอรีนที่จะมีผลตอเชื้อกอนดวย 

0.5% sodium thiosulfate (NaOCl) สวนกรดเปอรอะซีติกจะยับย้ังคาความเปนกรด-ดาง (pH) ดวย 

phosphate buffer saline (PBS) pH7.2 กอนนําไปทําการ serial dilution และตรวจนับเชื้อตามวิธีใน

ขอ 3.7 ในแตละการทดลองทํา 3 ซ้ํา 

3.6.4 ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลูในการทําลายไบโอฟลม

ของ S.   Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร 

สรางไบโอฟลมตามวิธีขอ 3.3.3 บนแผนพื้นผิวทดสอบ ชนิด 304/2B นํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลู โดยปเปตสารฆาเชื้อหรือน้ํามันกานพลูตามความ

เขมขนเชนเดียวกับขอ 3.6.3 จํานวน 30 มิลลิลิตร ใสลงไปในหลอดปลอดเชื้อขนาด 50 มิลลิลิตร โดย

ใชปากคีบปลอดเชื้อคีบแผนพื้นผิวทดสอบที่เกิดไบโอฟลมเปนเวลา 24 ชั่วโมง แชในสารฆาเชื้อ

ดังกลาวเปนเวลา 0  1  5  10  20 และ30 นาที ทดสอบที่อุณหภูมิหองปฏิบัติการ (28±1oC) เมื่อครบ

เวลาที่กําหนดใชปากคีบปลอดเชื้อ คีบแผนทดสอบลางดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตในฟอสเฟต

บัฟเฟอร pH 7.2 เขมขน 0.5% (sodium thiosulphate in phosphate buffer) (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน 

sodium hypochlorite สวนในกรณีของ Proxitane® และน้ํามันกานพลูจะใช PBS) 2 คร้ังๆ ละ 10 

วินาที จากนั้นใชสําลีพันปลายไม เช็ดบนแผนพื้นผิวทดสอบดังกลาว แลวนํามาตรวจนับเชื้อตามวิธีใน

ขอ 3.7  ในแตละการทดลองทําทั้งหมด 3 ซ้ํา  

 3.7 การตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่เหลือรอดชีวิตดวยวิธ ีspread plate technique 

การตรวจนับปริมาณ Salmonella ที่เหลือรอดชีวิต ทําไดดวยการปเปตสารแขวนลอย

เชื้อ มา 1 มิลลิลิตร แลวใสในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ในฟอสเฟตบัพเฟอร pH 7.2  เขมขน 

0.5% (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน Sodium hypochlorite สวนในกรณีของ Proxitane® และน้ํามันกานพลู

จะใช PBS) ปลอดเช้ือ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ทําการเจือจางจนไดระดับที่เหมาะสมแลวจึงปเปต

สารละลายเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร TSA ดวยวิธี spread plate 

technique บมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจาน

เพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี และคํานวณหาปริมาณเชื้อที่เหลือรอดชีวิต 
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สวนกรณีของไบโอฟลมใชไมพันสําลีปลอดเช้ือกวาดเช็ดลงบนพื้นผิวทดสอบขนาด 

ประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร นําไมพันสําลีไปใสในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ในฟอสเฟต

บัพเฟอร pH 7.2 เขมขน 0.5% (ในกรณีสารฆาเชื้อเปน sodium hypochlorite สวนในกรณีของ 

Proxitane® และน้ํามันกานพลูจะใช PBS) แลวปนดวยเครื่อง vortex mixer ที่ความเร็วสูงสุดประมาณ 

1 นาที นําสารละลายที่ได  1 มิลลิลิตร มาเจือจางดวย 0.85% NaCl  ปริมาตร  9  มิลลิลิตร ใหไดระดบั

การเจือจางที่ตองการ และปเปตสารละลายเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

TSA ดวยวิธี spread plate technique บมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจ

นับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีระหวาง 30-300 โคโลนี และคํานวณหาปรมิาณเชือ้

ที่รอดชีวิตทั้งหมดตอพื้นที่ 1 ตารางเซนติเมตร ทดลอง 3 ซ้ํา ตอหนึ่งความเขมขน  

3.8 การวิเคราะหปริมาณ available chlorine (Iodometric Method) (กนกทิพย, 2549) 

นําตัวอยางสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขน 100  200 และ 400 ppm 

ที่ตองการวิเคราะหหาปริมาณคลอรีน ประมาณ 150 mL ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 mL เติม glacial 

acetic acid เพื่อใหสารละลายมีคา pH อยูระหวาง 3-4 แลวเติมโพแทสเซียมไอโอไดดประมาณ 1 g 

แลวเขยา ถาสารละลายมีสีเหลืองใหไตเตรตดวยสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 0.01 N (ตาม

ภาคผนวก จ) ทันที ในที่ที่ไมมีแสงจา จนเปนสีเหลืองจาง จึงเติมน้ําแปงลงไป 1 mL สารละลายจะมสีี

น้ําเงินใหไตเตรตตอจนสีน้ําเงินจางหายไป จดบันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใช

ในการไตเตรต 
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สําหรับสารละลายที่เปน Blank ใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง แลวทําการวิเคราะห

เชนเดียวกับตัวอยาง การคํานวณหา available chlorine สามารถคํานวณไดจากสูตร 

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

          ปริมาตรของตัวอยางน้ํา (mL) 

V1 = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรตตัวอยาง 

V2 = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไตเตรต blank 

N = ความเขมขนเปนนอรมัลของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 
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บทที่  4 

 

ผลการวิจัยและวิจารณผลการวิจัย 

 

4.1 การตรวจวัดความขรุขระของพื้นผิว stainless steel  

4.1.1 การวเิคราะหความขรขุระของพื้นผวิ stainless steel ดวยเครื่อง Surface roughness 

tester  

การวิเคราะหพื้นผิวทดสอบดวยวิธี Mitutoyo Oldmix Standard ดวยเครื่อง surface 

roughness tester: SV-3000 ทําไดโดยใชเข็มขนาดเล็กที่มีเสนผานศูยนกลางขนาด 1μm ลากผาน

พื้นผิวทดสอบทั้งตามแนวขวางรอยรีด และตามแนวรอยรีด เปนระยะทาง 15 มิลลิเมตร ดวยความเร็ว 

0.1 มิลลิเมตร/วินาที ทําใหไดกราฟเกิดขึ้นดังแสดงในภาคผนวก ช และรูปที่ 4.1 และทําใหทราบคา

ตางๆดังตารางที่ 4.1 และ 4.2 

 

 

 

 

รูปที่4.1 กราฟที่เกิดจากการใชเข็มขนาดเล็ก (1μm) ลากไปบนพืน้ผิวของ Stainless steel 

ตารางที ่4.1 ตรวจวัดความขรุขระของพื้นผิว stainless steel ตามแนวรอยรีด ดวยเครื่อง surface 

 roughness tester: SV-3000 

 

Parameter (μm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Ra
* Ry

** Rz
*** 

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

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

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

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

roughness tester: SV-3000 

 

 

 

 

 

โดย คา   *Ra คือ คาเฉลี่ยความขรุขระของพืน้ผิวทั้งหมดที่วัดได (Ra: the integral of the absolute 

value of the roughness profile height over the evaluation length) 

  **Ry คือ คาเฉลี่ยความขรุขระของพื้นผิวคาวัดไดจากยอด ถึงจุดที่ลึกที่สุดของพื้นผิว 

แบงออกเปน 5 ชวง แลวนํามาหาคาเฉลี่ย (Ry is the maximum peak to the lowest valley vertical 

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

of Ry) 

  ***Rz คือ ผลรวมของคาที่วัดไดจากยอด peak ที่สูงที่สุดบวกกับ peak ที่ลึกที่สุดของ

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

lowest valley depth within a sampling length)    

จากการวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิวทดสอบทําใหไดคาความขรุขระของพื้นผิวดังแสดงใน

ตารางที่ 4.1และ 4.2  ซึ่งจะเห็นไดวา การตรวจวัดความขรุขระตามแนวขวางรอยรีดและตามแนวรอย

รีดมีคาใกลเคียงกันมาก ดังนั้นเมื่อใชคา Ra เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless steel จะเห็น

ไดวา stainless steel ชนิด 316L/2B จะขรุขระมากที่สุด มีคา 0.143±0.007 และ 0.163±0.009 μm 

เมื่อตรวจวัดตามแนวรอยรีด และขวางแนวรีด ตามลําดับ ในขณะที่ stainless steel 304/2B และ 

430/2B มีความขรุขระของพื้นผิวไมแตกตางกันคือมีคา 0.138±0.002 และ 0.139±0.006 μm 

ตามลําดับ เมื่อตรวจวัดตามแนวขวางรอยรีด แตถาตรวจวัดตามแนวรอยรีด พบวาคาที่ไดแตกตางกัน

คือมีคา 0.126±0.007 และ 0.091±0.003 μm ตามลําดับ และ stainless steel 304/BA จะขรุขระนอย

ที่สุด คือมีคา 0.022±0.000 และ 0.020±0.001 μm ตามลําดับ หรืออาจกลาวไดวามีความเรียบมาก

ที่สุด และถาใช คา Rz เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless steel จากตารางที่ 4.1 และ 4.2 จะ

Parameter (μm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Ra
* Ry

** Rz
*** 

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

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

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

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

steel 304/2B และ 430/2B ตามลําดับ สวน 304/BA มีความเรียบมากที่สุด 

 

4.1.2 การวเิคราะหความขรขุระของพื้นผวิทดสอบดวย Atomic Force Microscopy  

เมื่อทําการวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิวทดสอบดวย Atomic force microscopy (AFM) 

ดวยเครื่อง scanning probe microscope (SPM) ทําใหไดคาตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 

ตารางที4่.3 ตรวจวัดความขรุขระดวยวิธี Atomic force microscopy (AFM) 

 

 

 

 

 

 

จากตารางที่ 4.3 เมื่อใชคา Rms, Ra และ Rmax เปนตัวระบุความขรุขระของพื้นผิว stainless 

steel จะเห็นวา จะใหคาลักษณะความเรียบความขรุขระเชนเดียวกับการใชคา Ra และRz จากวิธี 

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

430/2B และ 304/BA ตามลําดับ  

สาเหตุที่วิธี Surface roughness ไมสามารถใชคา Ry เปนตัวระบุความเรียบความขรุขระได 

เนื่องจากในการวิเคราะหแตละครั้งเข็มที่ลากลงบนพื้นผิว stainless steel อาจจะลากไปสัมผัสกับ

บริเวณที่มีความขรุขระมากกวาบริเวณอื่นๆ ซึ่งไมใชบริเวณที่เปนตัวแทนของพื้นผิว stainless steel ที่

ดี ทําใหไดแตกตางจากความเปนจริง จากเอกสารเผยแพรของบริษทัไทยนอคซสตีล (2006) ไดระบุคา 

roughness ของ stainless steel ชนิดตางๆ ไว คือ stainless steel ชนิด 2B จะมีคา roughness 

ประมาณ 0.03-0.2 ไมครอน และ stainless steel ชนิด BA จะมีคา 0.02-0.06 ไมครอน ซึ่งตรงกับคาที่

วิเคราะหไดจากการทดลองครั้งนี้ 

ความเรียบความขรุขระของพื้นผิว stainless steel นั้นเกิดจากขั้นตอนการผลิตตั้งเริ่มแรก 

จนถึงกระบวนการรีดออกมาเปนแผน ไมวาจะเปนการรีดรอน หรือรีดเย็น ซึ่งบางครั้งอาจมกีารปรบัแตง

Parameter (nm) 
ชนิดของ Stainless steel 

Rms(Rq) Ra Rmax
 

Srf. Aera (μm2) 

304/2B 50.752 37.952 428.69 27.109 

316L/2B 64.888 43.957 506.24 26.554 

430/2B 23.588 16.875 319.43 26.851 

304/BA 8.138 6.167 71.515 25.320 
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ผิวหนาเพื่อใหเหมาะสมกับลักษณะงานที่ใช ซึ่งคาความเรียบความขรุขระไมสามารถกําหนดได ดังนั้น

ถึงแมจะเปน stainless steel ชนิดหรือ เกรด หรือ พื้นผิวเดียวกัน การผลิดแตละครั้งคาความเรียบ

ความขรุขระก็อาจจะไมเทากัน ดังนั้นการซื้อขาย stainless steel ในทองตลาดจะนิยมระบุการซ้ือขาย

เปน เกรด และพื้นผิว เปนสวนใหญ (บริษัทไทยนอคซสตีล, 2006) 

วิธี AFM นอกจากจะใหคาตางๆที่ไดกลาวมาแลว ยังสามารถวิเคราะหออกมาเปนรูปภาพได 

รูปภาพที่วิเคราะหออกมานั้นจะเปนภาพสามมิติ (3-D) ซึ่งเมื่อพิจารณาจากภาพแลวจะสามารถบอก

ไดวาพื้นผิว stainless steel ชนิดใดมีความเรียบหรือความขรขุระมากกวากัน โดยใชแถบสีที่มีสเกล

บอกความขรุขระของพื้นผิวระบุไวดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

 

 

 

 

 

รูปที่4.2 สเกลบอกความเรียบ ความขรุขระ ของ Stainless steel ดวยวิธี AFM 

 

จากรูปที่ 4.3 เปนการเปรียบเทียบรูปภาพที่ไดจากการวิเคราะห ดวยวิธี SEM และ AFM โดย

รูปทางซายมือ เปนรูปที่ไดจากการวิเคราะหดวย AFM มีลักษณะเปนภาพสามมิติ มองเห็นความเรียบ

ความขรุขระไดอยางชัดเจน สวนทางขาวมือเปนรูปภาพที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง SEM มี

ลักษณะเปนภาพสองมิติ ซึ่งจะเห็นรอยแตกบนผิวหนาของ stainless steel ไดอยางชัดเจนเชนกัน  

 

 

 



47 
 

 
 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 ลักษณะพื้นผวิของ stainless steel เกรดตางๆ เมื่อตรวจดวยวิธี AFM และ SEM 

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

จากรูปที่ 4.3 จะเห็นไดวา รูป A ทางซายมือ (AFM) พื้นผิวมีความขรุขระคอนขางมาก 

เนื่องจากมีรองและหลุมเปนจํานวนมาก เมื่อเทียบสีกับสเกล (รูปที่ 4.2) แลว พบวาหลุมไมลึกมากนัก 

และเมื่อดูรูปทางขวามือ (SEM) จะเห็นไปในทิศทางเหมือนกัน คือ ผิวหนาคอนขางขรุขระและชองรอย

(C) 

(A) 

(B) 
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แตกของพื้นผิวอยูหางกัน นั่นอาจเปนไปไดวาเมื่อเข็มที่ใชในการวิเคราะหลากผานพื้นผิว ชนิดนี้อาจจะ

ไมสัมผัสรอยแยกดังกลาว จึงทําใหคาที่ตรวจวัดไดมีคานอยกวาความเปนจริง ในขณะที่รูป B ซายมือ 

พื้นผิวหนาคอนขางเรียบแตมีหลุมลึก เมื่อเทียบกับสเกลส ีสวนรูปขวามือ(SEM) ชองรอยแตก คอนขาง

อยูใกลชิดกัน และสุดทายรูป C พื้นผิวคอนขางเรียบ มีรองนอย และมีหลุมอยูบางแตไมลึก  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 ลักษณะของพืน้ผิวของ stainless steel เมื่อตรวจดวยวิธี AFM และ SEM   โดย    A) 

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

 

 จากรูปที่ 4.4 เห็นไดชัดเจนวารูป A มีความขรุขระมากกวารูป B อยางชัดเจน ทั้งวิธี AFM และ 

SEM นั้นแสดงวา พื้นผิว 2B มีความหยาบหรือขรุขระมากกวาพื้นผิว BA (พื้นผิว BA เรียบกวา 2B) ซึ่ง

จากขอมูลของบริษัทไทยนอคซไดระบุไววา พื้นผิว BA มีความเรียบจนสามารถสะทอนแสงได 54% 

กลาวคือเมื่อนําวัตถุวางลงบน stainless steel สามารถมองเห็นวัตถุบนพื้นผิวได ในขณะที่พื้นผิว 2B 

สามารถสะทอนแสงไดเพียง13 % เทานั้น 

 

(A) 

(B) 
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4.2 การเกาะติดของ S.  Anatum บนแผน Stainless steel 
ระยะเวลาในการเกาะติดของเชื้อจุลินทรียบนพื้นผิวสัมผัสอาหารเปนปจจัยสําคัญที่ตองศึกษา 

เพราะจะเปนเครื่องบงชี้วาอาหารหรือผลิตภัณฑจากอาหารที่ผลิตขึ้น เกิดการปนเปอนจากจุลินทรียที่

เกาะติดบนพื้นผิวสัมผัสอาหารดังกลาวไดตั้งแตเมื่อไร ซึ่งมีความสําคัญสําหรับผูประกอบการผลิต

อาหาร  ดังนั้นในหัวขอนี้ผูวิจัยจึงไดเลือกระยะเวลาที่ใชในการทดลองตั้งแต 0 นาที (จุมแผนทดสอบ

แลวยกขึ้นทันที) เปนตนไป เพื่อศึกษาการเกาะติดของ S.  Anatum บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร คือ 

stainless steel 2 ชนิด (ชนิด 304/2B และ 304/BA) ซึ่งเปนตัวแทนของ stainless steel ที่ใชเปนสวน

ใหญในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร โดยทําการจุมแผนทดสอบลงในสารแขวนลอยของเชื้อ ทิ้งไวใหเกิด

การเกาะติดที่เวลาตางๆ ตั้งแต 0 นาที เปนตนไป แลวตรวจสอบการเกาะติด พบวา การเกาะติดของ S. 

Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B และ stainless steel ชนิด 304/BA ที่ระยะเวลา 0-120 

นาที โดยตรวจสอบจํานวนเซลลบนแผน stainless steel ดวยวิธี spread plate technique พบวาใน

สารละลาย Tryptic Soy Broth (TSB) ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ที่เวลา 0 นาที (จุมแลวยกขึ้น

ทันที) สามารถตรวจพบเชื้อบนแผน stainless steel ทั้งสองชนิดประมาณ 2.49±0.39 และ 2.57±0.23 

log CFU/cm2 ตามลําดับ และหลังจาก 0 นาที เชื้อสามารถเกาะบนแผน stainless steel ไดเพิ่มมาก

ขึ้น สังเกตไดวากราฟในรูปที่ 4.5 ชันขึ้นอยางรวดเร็วในชวงเวลา 0-15 นาที (รูปที่ 4.5) และถาทิ้งแผน 

stainless steel ไวในอาหารเปนเวลานานก็จะมีจํานวนเชื้อที่เกาะติดและเจริญบนแผน stainless 

steel เพิ่มมากขึ้นดวย และท่ีเวลา 120 นาที ตรวจพบจํานวนเซลลมีคา 4.21±0.24 และ 4.59±0.07 

log CFU/cm2 บนแผนพื้นผิวทดสอบชนิด 304/2B และ 304/BA ตามลําดับ (ภาคผนวก ฉ1) 

 

 
รูปที่ 4.5 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B และ 304/BA ที่จุมใน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ณ เวลาตางๆกนั โดยใชวธิี spread plate 

technique 
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การเกาะติดของ S.  Anatum บน stainless steel ทั้งสองชนิด ที่ 0 นาที มีคาใกลเคียงกันมาก 

(รูปที่ 4.5) แตในชวงเวลา 0 ถึง 5 นาที จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่เจริญบนแผน stainless steel 

ชนิด 304/BA เพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็ว เปน 3.95±0.11 log CFU/cm2    กลาวคือเพิ่มข้ึนประมาณ 1.38 

log CFU/cm2 ในขณะที่จํานวนเซลลของ S.  Anatum ที่เจริญบนแผน stainless steel 304/2B 

เพิ่มข้ึนเพียง 0.58 log CFU/cm2 จากเริ่มตน หลังจากการบมเปนเวลา 5 นาทีเปนตนไป การเพิ่ม

จํานวนของ S.  Anatum บนแผน stainless steel ทั้งสองชนิดเปนไปในทิศทางเดียวกัน คือ คอยๆ เพิ่ม

สูงขึ้นเมื่อเวลานานมากขึ้น 

สําหรับในสารละลาย TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 3 log CFU/mL พบวาที่เวลา 0-120 นาที ไม

สามารถตรวจพบเชื้อบนแผนทดสอบดวยวิธี spread plate techniqueได ทั้งนี้ไมไดหมายความวาไมมี

เซลลของ S.  Anatum เกาะบนแผน stainless steel แตกลับแสดงวาวิธีนี้ไมเหมาะสมในการตรวจหา

จํานวนเชื้อบนแผนทดสอบที่มีปริมาณเชื้อระดับตํ่า ซึ่งเปนไปไดวาการเกาะติดของเชื้อบนพื้นผิวระยะนี้

เกิดการเกาะติดกันอยางหลวมๆ ระหวางตัวเซลลกับพื้นผิวสัมผัส เซลลสามารถหลุดออกจากพื้น

ผิวสัมผัสไดงาย เมื่อมีการเคลื่อนยายพื้นผิว การเกิดการสั่นสะเทือน หรือข้ันตอนการลางเซลลที่ไมได

เกาะติดบนพื้นผิวออกไป อาจทําใหเชื้อจุลินทรียที่มีปริมาณนอยอยูแลวบนพื้นผิวสัมผัสหลุดออกไปได 

จึงทําใหการตรวจหาเชื้อบนแผน stainless steel ทําไดยากยิ่งขึ้น ซึ่งแตกตางกับปริมาณเชื้อ 8 log 

CFU/mL ถึงแมจะเกิดการเกาะติดกันอยางหลวมๆ และเมื่อเซลลหลุดออกไปอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อแลว

ก็ตาม แตปริมาณเชื้อเริ่มตนที่มีมากกวา จึงยังคงสามารถตรวจสอบไดดวยวิธิ spread plate 

technique  

ปจจุบันนอกเหนือจาก conventional cultivating method แลว วิธีการตรวจหาปริมาณเชือ้บน

พื้นผิวยังมีดวยกันอีกหลายวิธี คาที่ตรวจวัดไดสามารถออกมาในรูปเชิงปริมาณ (quantitative) เชน 

epifluorescence microscopy  ดวยการยอมสีเซลล แลวนับจํานวนเซลลภายใตกลองจุลทรรคน หรือ

ในเชิงคุณภาพ (qualitative) เชน scanning electron microscopy, ATP bioluminescence และ การ

ตรวจวัดการดูดกลืนแสง (spectophotometer) เมื่อยอมเซลลดวยสียอมเซลล เปนตน ซึ่งวิธีการ

ดังกลาวนี้อาจจะเหมาะสมตอการตรวจหาเชื้อบนแผน stainless steel ไดดีกวา conventional 

cultivating method ก็เปนได ซึ่งพบวาปจจัยที่มีอิทธิพลตอการยึดเกาะของจุลินทรียบนพื้นผิว ขึ้นกับ

ระยะการเจริญของเซลล (growth phase) ชนิดและคุณสมบัติของพื้นผิว สารอินทรีย ตลอดจน 

สิ่งแวดลอมตางๆ pH และอุณหภูมิ เปนตน (Oulahal et al., 2008)   

กนกทิพย (2549) อธิบายถึงกลไกของการเกาะติดและสรางฟลมชีวภาพของจุลินทรียใน

ขั้นตอนตางๆ โดยแสดงความสัมพันธของแรงยึดเกาะกับระยะหางของเซลลกับพื้นผิว กลาวคือ เมื่อมี

สารอาหารหลงเหลือบนพื้นผิวจนเกิดเปนฟลมของอาหาร (Conditioning film) เซลลจุลินทรียอิสระ 

(planktonic cell) ที่อยูในสภาพแวดลอมจะเคลื่อนที่เขาหาพื้นผิว จนเมื่อระยะหางระหวางเซลลกับ
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พื้นผิวมากกวา 50 นาโนเมตร เซลลจะเกิดการเกาะติดกับพื้นผิวดวยแรงอยางออน เชน แรงแวนเดอร

วาลส เมื่อเวลาผานไป เซลลเขาใกลกับพื้นผิวมากขึ้นจนระยะหางมีคา 10-20 นาโนเมตร แรงทีย่ดึเกาะ

นั้นจะเพิ่มข้ึน ทั้งสองระยะนี้เปนขั้นตอนของการเกาะติดแบบผันกลับได จนในที่สุดเมื่อระยะหาง

ระหวางเซลลกับพื้นผิวลดลงต่ํากวา 15 นาโนเมตร เซลลจุลินทรียเหลานั้นจะเกิดการสรางพันธะพิเศษ

เกิดเปนการเกาะติดแบบไมผันกลับ เซลลตางๆเหลานั้นจะมีการเจริญเพิ่มจํานวนและพัฒนาเปนไบโอ

ฟลมตอไป 

Mufu และคณะ (1990) ศึกษาการเกาะติดของ L. monocytogenes บนพื้นผิวหลายชนิด 

ไดแก สแตนเลสสตลี แกว โพลิโพรพิลีน และยาง จากการศึกษาพื้นผิวภายใตกลองจุลทรรศนชนิดสอง

กราด (scanning electron microscope) พบวาเนื่องจากแผนแกวมีพื้นผิวที่เรียบกวาพื้นผิวอ่ืน สวน

ยางมีลักษณะเปนชองลึกและมีรอยแยกขนาดใหญกวา ดวยเหตุนี้จึงทําใหเชื้อจุลินทรียสามารถ

เกาะติดพื้นผิวของยางไดมากกวาพื้นผิวชนิดอื่น 

ตอมา Chmielewski และ Frank (2003) ไดรวบรวมงานวิจัยและสรุปวา การเกาะติดของจุลิ

นทรียเกิดขึ้นบนพื้นผิวที่มีพลังงานอิสระสูงหรือมีความเปยกน้ําไดงาย เชน สเตนเลสสตีลและแกวที่มี

ลักษณะเปนไฮโดรฟลิกหรอืคุณสมบัติชอบน้ํา ไดดีกวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนไฮโดรโฟบิก หรือไมชอบ

น้ํา เชน เทฟลอน ไนลอน ยาง เปนตน แตจากขอสรุปดังกลาวอาจไมเปนจริงเสมอไป มีรายงานวิจัย

พบวา แบคทีเรียบางชนิดสามารถยึดเกาะบนพื้นผิวที่มีความเปนไฮโดรโฟบิกมากกวาพื้นผิวไฮโดรฟลิก 

(Sinde and Carballo, 2006) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาพื้นผิวที่มีลักษณะเปนรูพรุน ไมสม่ําเสมอ มี

รอยแยก จะทําใหเกิดการเกาะติดไดดีกวาพื้นผิวที่เรียบ  

 สวนวิธีการตรวจสอบจํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ที่ระยะเวลา      0 

-120 นาที ใชวิธีการตรวจวัด ATP จากเครื่อง Hy-lite®2 ซึ่งเปนวิธีที่รวดเร็ว (rapid method) คาที่

ตรวจวัดไดสามารถระบุในรูป RLU (Relative Light Unit) ซึ่ง RLU จะแปรผันตรงกับจํานวนเซลลที่มี

อยูบนแผนทดสอบ ถามีจํานวนเซลลอยูบนแผนทดสอบจํานวนมาก คาที่ตรวจวัดออกมาไดกจ็ะสงู โดย

พบวาที่เวลา 0 นาที สามารถตรวจวัดคา ATP ได   1.30±0.08 log RLU/cm2 (รูปที่ 4.6) และเมื่อ

เวลานานมากขึ้น คา RLU ก็มีคาเพิ่มมากขึ้นดวย แสดงวามีเซลลแบคทีเรียเกาะติดบนแผนทดสอบได

มากขึ้นดวย โดยพบวาที่เวลา 120 นาที มีคา RLU เทากับ 3.84±0.03 log RLU/cm2 (ภาคผนวก ฉ2) 

เมื่อคํานวณหาคา R2 มีคาเทากับ 0.9319 แสดงวาระยะเวลาที่ใชในการบม และคา RLU ที่ตรวจวัดได

สัมพันธกันเปนอยางดี 
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รูปที่ 4.6 จํานวนเซลลของ Salmonella Anatum บนแผน stainless steel ชนิด 304/2B ที่จุม        ใน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL ณ เวลาตางๆกนั โดยใชวธิ ี

 ATP bioluminescense  

 

เมื่อเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบจํานวนเซลลบนแผน stainless steel ทั้งสองวิธีคือ spread 

plate technique และ การตรวจวัด ATP ที่เวลา 0-120 นาที พบวามีความสัมพันธกันนอย 

(R2=0.8443) (รูปที่ 4.7) ที่เปนเชนนี้ อาจเนื่องมาจากหลายปจจัย เชนในการตรวจวัด ATP จะตอง

อาศัยการทําปฎิกิริยากันระหวางเอนไซมลูซิเฟริน/ลูซิเพเรส กับโมเลกุล ATP ในเซลลของสิ่งมีชีวิต แลว

ปลอยแสงออกมาจึงจะสามารถตรวจวัดคาได แตในขบวนการการตรวจวัด ตั้งแตการใชไมสําลีกวาด

ลงบนตวัอยาง จนถึงการทําปฏิกิริยากับเอนไซม ตัวอยางถูกเจือจางหลายขั้นตอน ทําใหความเขมขน

ของเซลลในตัวอยางลดลงไป เมื่อทําปฏิกิริยากับเอนไซม ทําใหตรวจวัดคา ATP ไดคานอยกวาความ

เปนจริง และ ATP ซึ่งเปนแหลงพลังงานสําหรับเซลลมีอยูในเซลลของส่ิงมีชีวิตทั้ง prokaryotic และ 

eukaryotic cell (Kaskova et al, 2006) จึงสามารถตรวจวัด ATP ของเซลลดังกลาวไดดวยวิธีการนี้ 

ประกอบกับเศษอาหารหรือสารอินทรียที่หลงเหลืออยูบนพื้นผิวก็เปนแหลงที่สามารถให ATPไดเชนกัน 

คา ATP ที่ตรวจวัดไดจึงไมสามารถบอกไดวามาจากเซลลของ S.  Anatum เพียงอยางเดียว อาจมา

จากแหลงอ่ืนก็เปนได และเปนที่นาสังเกตวาคาที่มากที่สุดที่สามารถตรวจวัดคา ATP แบบ linearได

ดวยวิธีนี้ อยูในชวง 0-99,000 RLU หรือ แบบ logarithimic อยูในชวง 0-5.00 log10 RLU ดังนั้นถาการ

ตรวจวัดดวยวิธี spread plate technique มีคามากกวา 5 log CFU เมื่อนํามาเปรียบเทียบกันจึงสงผล

ใหมีความสัมพันธกันนอยดังกลาว 
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รูปที่ 4.7 วิธีการตรวจสอบจาํนวนเซลลของ S. Anatum บนแผน stainless steel ชนดิ 304/2B โดย

แกน X เปนวธิกีารตรวจสอบดวยการนับจํานวนเซลลบนอาหารเลีย้งเชือ้ (spread plate technique) 

แกนY เปนการตรวจวัด ATP ดวยวิธ ีATP bioluminescense  

 

จากที่กลาวไปขางตนวา การตรวจวัด ATP จะตองอาศัยการทําปฏิกริยาระหวางเอนไซมกับ

โมเลกุลของ ATP ดังนั้นการเก็บรักษาเอนไซมอยางถูกตองตามวิธีที่เหมาะสมจึงมีความสาํคญัมากเพือ่

ปองกันไมใหเอนไซมเสียสภาพได 

อยางไรก็ตามวิธี ATP bioluminescense ก็ไมเหมาะสําหรับนํามาใชหาปริมาณเชื้อทั้งหมด 

(total count) บนพื้นผิวสัมผัสอาหาร (Aycicek, Ozus and Karci., 2006) เพราะวาของเสียที่

หลงเหลือจากการทําความสะอาดในกระบวนการผลิต เชน เลือด หรือ เศษเนื้อ เปนตน จะเปนตัวเพิ่ม

คา RLU ได (Kaskova et al, 2006) ทําใหการตรวจสอบผิดพลาดกลาวคือ อาจสรุปไดวาวิธี ATP 

bioluminescense มีชวงในการตรวจวัดที่จํากัดและไมสามารถบอกความแตกตางของแหลงปนเปอน

ไดชัดเจน ดังนั้นโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร จึงนาจะใชในการตรวจสอบขั้นตนวาสายการผลิตอาหาร 

ณ ตอนนั้นหรือเวลานั้นมีการปนเปอนมากนอยเพียงใด จําเปนตองทําความสะอาดหรือไมเทานั้น 

4.3 ผลการศึกษาชนิดของเกรดของ stainless steel ตอการเกิดไบโอฟลม 

เหล็กกลาไรสนิม (Stainless steel) เปนวัตถุดิบที่มีคุณภาพเพราะมีคุณสมบัติตานทานการกัด

กรอน แข็งแรง และสามารถนําไปใชงานไดหลากหลาย สามารถจําแนกประเภทของเหล็กกลาไรสนิม

ไดจากเลขรหัสที่กําหนดขึ้นตามมาตรฐาน AISI เชน 304  304L  316 และ 316L เปนตน โดยสวนผสม

จะเปนตัวกําหนดเกรดของเหล็กกลาไรสนิม โรงงานอุตสาหกรรมอาหารมีความตองการในการใชงานที่

แตกตางกันไป ดังนั้นเพื่อใหเหมาะสมกับกระบวนการผลิตอาหารของแตละประเภท ปจจัยอีกปจจัย

หนึ่งที่นาสนใจและควรศึกษาวามีผลตอการเกิดไบโอฟลมหรือไม คือชนิดของเกรดของ stainless steel 
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ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้จึงไดเลือกเกรดของ stainless steel 304  316L และ  430 มาเปนหัวขอใน

การศึกษา  เพราะเกรดทั้งสามชนิดนี้ ไดมีการใชกันอยางแพรหลายในโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร 

จากการทดลองขางตน ทําใหทราบวาที่เวลา 0 นาทีก็เพียงพอที่จะทําให  S. Anatum สามารถ

เกาะติดบน stainless steelไดทันที ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไป จึงจุมแผนทดสอบใน suspension 

ของเชื้อเพียง 30 วินาที เพื่อเปนการยืนยันวามีเชื้อติดมาแนนอน แลวยายใสในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอด

ใหม ทิ้งไวตามระยะเวลาที่กําหนดคือเปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งจากผลการทดลองพบวา เมื่อใชวิธี 

spread plate technique ตรวจปริมาณเซลลของ S.  Anatum บนแผน stainless steel ในชวงเวลา 1-

8 ชั่วโมงแรก พบวาสามารถตรวจพบจํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 304 มีคา1.91±0.27 – 

4.98±0.18 log CFU/cm2 หลังจากการบมแผนทดสอบไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลล 

6.08±0.35 log CFU/cm2 ในขณะที่จํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 316L มีจํานวนเซลล 3.37±0.24 

– 4.36±0.18 log CFU/cm2 ที่เวลา  1-8 ชั่วโมง และมีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบมากที่สุดหลังจาก

การบมแผนทดสอบไว 72 ชั่วโมง พบวามีคา 6.58±0.47 log CFU/cm2 และจํานวนเซลลบนแผน

ทดสอบเกรด 430 ในชวง 1-8 ชั่วโมง มีคา 2.83±0.31 – 5.61±0.01 log CFU/cm2 และมีคา 

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

เมื่อทําการเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่เกาะและตรวจสอบไดบนแผนทดสอบกับจํานวนเซลลที่

เปนอิสระภายในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวา แผนทดสอบเกรด 304 มีปริมาณเซลลที่แตกตางกัน เชนที่เวลา 

1 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีคา 1.91±0.27 log CFU/cm2 ในขณะที่ปริมาณเซลลที่เปน

อิสระภายอาหารเลี้ยงเชื้อมีคา 3.93±0.27 log CFU/mL (รูปที่ 4.8B) แสดงใหเห็นวาปริมาณเซลล

ภายในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณมากกวาที่สามารถตรวจวัดไดบนแผนทดสอบ และเมื่อมีการบมแผน

ทดสอบไวเปนเวลานานมากขึ้นจํานวนเซลลที่สามารถตรวจวัดไดกับจํานวนเซลลภายในอาหารเลี้ยง

เชื้อก็ยังคงแตกตางกัน 
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รูปที่ 4.8 (A) จํานวนเซลลทีเ่จริญบนแผน stainless steel เกรด 304 เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mLแลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ   

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.9 (A) จํานวนเซลลทีเ่จริญบนแผน stainless steel เกรด316L เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.10 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel เกรด 430 เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 

  

รูปที่ 4.11 เปรียบเทียบจํานวนเซลลบนแผนทดสอบเกรด 304, 316L และ 430   

 เมื่อพิจารณาถึงความเรียบความขรุขระของพื้นผิวของ stainless steel ที่ไดทดสอบแลว

ขางตนนั้น พบวา stainless steel เกรด 316L มีความขรุขระมากที่สุด ในขณะที่เกรด 430 มีความเรียบ

ที่สุด แตจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถตรวจวัดไดบนพื้นผิวกลับพบวา สามารถตรวจพบ

จํานวนเซลลของ S. Anatum บนพื้นผิวที่เรียบ (เกรด 430) ไดมากกวาพื้นผิวขรุขระ(เกรด 316L) ดัง

แสดงในรูปที่ 4.11 และเมื่อทําการเปรียบเทียบการเจริญของเซลล S.  Anatum บนแผนทดสอบทั้งสาม
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เกรด คือ 304  316L และ 430 โดยคํานวณคา specific growth rate ของเชื้อ พบวามีคา growth rate 

เทากับ 10.54  11.68 และ 12.49 ตอนาที บนแผนทดสอบเกรด 304  316L และ 430 ตามลําดับ ซึ่ง

แสดงใหเห็นวาการเพิ่มจํานวนของ S.  Anatum บนแผนทดสอบเกรด 430 สามารถเพิ่มจํานวนได

ดีกวาเกรด 304 และ เกรด 316L ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาความขรุขระของเกรดของ stainless steel ซึ่ง

เมื่อสังเกตุดวยสายตาไมสามารถประเมินความแตกตางได ไมไดมีผลตอการเกาะติดและการเกิดไบโอ

ฟลมของ S. Anatum ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาสวนประกอบทางเคมีของ stainless steel แตละเกรด อาจ

สงผลตอการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลม 

4.4 ผลการศึกษาชนิดของพื้นผิว (Finish) ของ Stainless steel ตอการเกิดไบโอฟลม 

ลักษณะของพื้นผิว ที่จะสัมผัสกบัอาหารนับเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญตอการ

เกิดไบโอฟลมของจุลินทรียชนิดตางๆ ดังนั้นการเลือกชนิดของพื้นผิวไมถูกตอง จะมีผลในการสะสม

ของเศษอาหารและเกิดเปนไบโอฟลมข้ึนได ดังนั้นผูวิจัยจึงไดเลือกชนิดของพื้นผิวที่แตกตางกันมา

ทดสอบการเกิดไบโอฟลม โดยเลือกใช stainless steel พื้นผิวชนิด BA และพื้นผิวชนิด 2Bมาทดสอบ

การเกิดไบโอฟลมเปรียบเทียบกัน เปนระยะเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองพบวาแมจะมีการเปลี่ยน

พื้นผิวจาก 2B เปน BA แลวก็ตาม แตจํานวนเซลลบนแผนทดสอบของ พื้นผิวชนิด BA ก็ไมไดมีคา

แตกตางไปจาก พื้นผิวชนิด 2B แตอยางใด  พบวาจํานวนเซลล S.  Anatum บนแผนพื้นผิวทดสอบ

ชนิดพื้นผิวชนิด BA ที่เวลา 1-8 ชั่วโมงแรก มีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 3.10±0.30 – 5.45±0.31 

log CFU/cm2 และหลังจากการบมแผนทดสอบไวเปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลลบนแผน

ทดสอบ 7.35±0.22 log CFU/cm2 (รูปที่ 4.12, ภาคผนวก ฉ7) และเมื่อพิจารณาถึงจํานวนเซลลบน

แผนทดสอบและจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวามีลักษณะแบบแผนเชนเดียวกับเกรดของ 

stainless steel คือมีความแตกตางกันของเซลลบนแผนทดสอบและจํานวนเซลลอิสระในอาหารเลี้ยง

เชื้อ เชนพื้นผิวชนิด BA ที่เวลา 24 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีจํานวน 6.41±0.22 log 

CFU/cm2 แตจํานวนเซลลอิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อมีจํานวน 8.90±0.30 log CFU/mL (รูปที่ 4.12 A

และB)  

ทั้งนี้เนื่องจากเซลลที่เกาะติดบนพื้นผิวในชวงเวลา 1-8 ชั่วโมงแรก เซลลจะเกาะติด

บนพื้นผิวแบบไมผันกลับ เซลลที่มีการเกาะติดแลวจะมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น และอาจจะหลุด

ออกมาเปนเซลลอิสระ (planktonic cell) ในอาหารเลี้ยงเชื้อได ดังนั้นจึงตรวจพบจํานวนเซลลใน

อาหารเลี้ยงเชื้อไดมาก (Kumar and Anand, 1998) 
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รูปที่ 4.12 (A) จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พืน้ผิว 2B เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบ จํานวนเซลลของ 

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

 

 

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.13 (A) จํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พืน้ผิว BA เมื่อจุมในสารละลาย TSB ที่มี

ปริมาณเชื้อ8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหม (B) เปรียบเทียบ จํานวนเซลลของ 

Salmonella บนแผนพืน้ผวิทดสอบกับจํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

 

 

(A) 

(B) 
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รูปที่ 4.14 เปรยีบเทียบจํานวนเซลลที่เจริญบนแผน stainless steel พื้นผิว 2B กับ BA เมื่อจุมใน

สารละลาย TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 8 log CFU/mL แลวยายไปใสในอาหารหลอดใหมที่อุณหภูม ิ30 

องศาเซลเซยีส  

 จากรูปที่ 4.14 เมื่อทําการเปรียบเทียบจํานวนเซลลของ S.  Anatum บน stainless steel ที่มี

พื้นผิวแตกตางกันพบวา ปริมาณเซลลของ S. Anatum ที่ชั่วโมงแรกมีคา 1.91±0.27 และ 3.10±0.30 

logCFU/cm2 บน stainless steel พื้นผิวชนิด 2B และ BA ตามลําดับ นั่นแสดงวาเชื้อสามารถการ

เกาะติดมาบนแผนทดสอบพื้นผิว BA ไดดีกวาบนพื้นผิว 2B และเมื่อนําแผนทดสอบมาบมโดยใหไดรับ

สารอาหารในการเจริญและแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวน ทําใหการเจริญบนพื้นผิว BA เจริญไดดีกวาที่พื้นผิว 

2B ซึ่งเมื่อนํามาคํานวณหาคา specific growth rate ของเชื้อนี้บนพ้ืนผิวทั้งสองชนิดพบวามีคา 

growth rate เทากับ 10.54 และ11.50 ตอนาที ตามลําดับ คานี้แสดงใหเห็นวาการเจริญของ S.  

Anatum บนพื้นผิว BA เจริญไดดีกวาพื้นผิว 2B แตถาพิจารณาจากความขรุขระของพื้นผิวดวยการ

ทดสอบขางตน พบวาพื้นผิว 2B มีความขรุขระมากกวาพื้นผิวชนิด BA เปนอยางมาก ดังนั้นการ

เกาะติดและการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum จึงไมไดสัมพันธกับความขรุขระแตอยางใด ทั้งนี้จึงอาจ

เปนไปไดวา S. Anatum สามารถใชโครงสรางของเซลล เชน       แฟลกเจลลา หรือพิไล ชวยในการ

เกาะติดและเกิดไบโอฟลม มากกวาจะอาศัยความเรียบความขรุขระของพื้นผิว stainless steel เปนตัว

ชวยในการเกาะติดและการเกิดไบโอฟลม 
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4.5 อุณหภูมิและปริมาณเชื้อที่มีผลตอการเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผน stainless 
steel ชนิด 304/2B 

 อุณหภูมิเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหจุลินทรียสามารถเจริญไดอยางเหมาะสม เมื่อจุลินทรียมี

การเกาะติดบนพื้นผิวแลวอุณหภูมิจะทําใหจลุินทรียสามารถพัฒนาไปเปนไบโอฟลมได จุลินทรียแตละ

ชนิดสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิที่แตกตางกัน จึงทําใหเกิดเปนไบโอฟลมไดไมเทากัน ดังนั้น

อิทธิพลของอุณหภูมิจึงเปนปจจัยสําคัญที่จะตองทําการศึกษา ประกอบกับจํานวนเชื้อในธรรมชาติที่ไม

เทากันจึงมีความสามารถในการเกิดไบโอฟลมไดแตกตางกัน ดังนั้นจึงตองทําการศึกษาควบคูกันไป 

การทดลองครั้งนี้ไดเลือกอุณหภูมิที่ครอบคลุมกระบวนการผลิตเนื้อสัตวปก เชน  เนื้อไก คือเลือกศึกษา

ที่อุณหภูมิ 15  20 และ 30 องศาเซลเซียส 

จากการทดลองขางตน ทําใหทราบวาที่เวลา 0 นาที(จุมแผนทดสอบแลวยกขึ้นทันที)  S. 

Anatum สามารถเกาะติดบนแผน stainless steel ได ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไป จึงจุมแผนทดสอบ

ใน suspension ของเชื้อ เพียง 30 วินาที แลวยายแผนทดสอบใสในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดใหม ทิ้งไว

ตามระยะเวลาที่กําหนด ซึ่งจากการศึกษาพบวาที่ความเขมขนเริ่มตนของเชื้อเปน 8 log CFU/mL  ชวง 

1-8 ชั่วโมงแรก สามารถตรวจพบ   S. Anatum ที่เกาะติดบนแผน stainless steel ได และสามารถ

ตรวจพบไดมากในชวงเวลา 24-72 ชั่วโมง และสูงสุดที่ 72 ชั่วโมง ในขณะที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 3 log 

CFU/mL พบวา ที่เวลา 1-8 ชั่วโมง ตรวจไมพบเชื้อบนแผน stainless steel ดวยวิธี spread plate 

technique ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาเชื้อที่ติดมาอาจมีปริมาณนอยมาก และหลุดไปอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

จึงตองอาศัยระยะเวลาพอสมควรที่จะใหเชื้อเพิ่มจํานวน จึงจะตรวจพบเชื้อได แตจากการตรวจสอบ

ดวยการตรวจวัดพลังงาน ATP จากเซลล สามารถตรวจวัดพลังงาน ATP ไดในชวง1-8 ชั่วโมงแรก แต

คาที่ตรวจวัดไดคอนขางที่จะมีความแปรผันเปนอยางมากคือ มีคาตั้งแต 4 – 66 RLU/cm2 จึงอาจจะ

กลาวไดวา จริงๆแลวมีเชื้อเกาะติดบนแผนทดสอบ แตเชื้อที่เกาะติดมีจํานวนนอยมากจนไมสามารถ

ตรวจวัดไดดวยวิธี spread plate technique ที่ใชกันโดยทั่วไปได ในขณะที่ชั่วโมงที่ 24 เปนตนไป 

สามารถตรวจวัดไดทั้งวิธี spread plate technique และการตรวจวัดพลังงาน  ATP โดยการตรวจวัด

พลังงาน ATP สามารถวัดคาการตรวจสอบไดตั้งแต 2,200 – 15,000 RLU/cm2 

เมื่อพิจารณาถึงผลของอุณหภูมิตอการเจริญของ S. Anatum บนแผนทดสอบ เมื่อจุมแผน

ทดสอบลงใน suspension ของเชื้อ ความเขมขน 8 log CFU/mL กอนจะยายไปใสในอาหารหลอดใหม 

พบวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส S. Anatum สามารถเจริญไดดีและเร็วกวาที่อุณหภูมิ 20 และ15 

องศาเซลเซียส ตามลําดับ พบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง จํานวนเซลลบนแผนทดสอบมีคา 6.08±0.35, 

5.45±0.39 และ 3.50±0.35 log CFU/cm2 (รูปที่ 4.15) ซึ่งแตละอุณหภูมิจะแตกตางกันอยูประมาณ 1 

log cycle และพบวาที่ เวลา 72 ชั่วโมง มีจํานวนเชื้อมากที่สุด มีคา 6.72±0.31, 5.87±0.51 และ 

5.22±0.22 log CFU/cm2 ที่อุณหภูมิ 30, 20 และ 15 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (ภาคผนวก ฉ3) และ
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ถาจุมแผนทดสอบลงใน suspension ของเชื้อ 3 log CFU/mL กอนจะยายไปใสในอาหารหลอดใหม 

พบวาสามารถตรวจพบไดที่เวลา 24 ชั่วโมง เปนตนไป โดยมีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 6.24±0.27, 

4.30±0.25 และ 2.98±0.21 log CFU/cm2 ที่อุณหภูมิ 30, 20 และ 15 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

(ภาคผนวก ฉ4) 
 

 

 
 

รูปที่4.15 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผนทดสอบทีจุ่มลงใน TSB ที่มีปริมาณเชือ้ 8 log CFU/mL 

กอนทีจ่ะยายไปใสในอาหารหลอดใหม โดยบมที่อุณหภูมิ 30oC, 20oC และ 15oC ทาํการตรวจนับเชื้อ

ดวยวิธ ีspread plate technique  

 

 



64 
 

 
 

 

 

 
รูปที่ 4.16 จํานวนเซลลของ S. Anatum บนแผนทดสอบที่จุมลงใน TSB ที่มีปริมาณเชื้อ 3 log 

CFU/mL กอนที่จะยายไปใสในอาหารหลอดใหม โดยบมที่อุณหภูมิ 30oC, 20oC และ 15oC ทําการ

ตรวจนับเชื้อดวยวธิี spread plate technique  

จึงอาจสรุปไดวาเมื่อพิจารณาถึงความเขมขนเริ่มตนของ S. Anatum พบวาถามีปริมาณเชื้อ

เร่ิมตนของ S. Anatum ระดับสูง (8 log CFU/mL) จะทําให S. Anatum สามารถติดมากับแผน 

stainless steel ไดมากและจะเจริญและเพิ่มจํานวนบนแผน stainless steel ไดดี ในขณะที่ปริมาณ

เร่ิมตนของเชื้อระดับตํ่า (3 log CFU/mL) ความสามารถในการเกาะติดมาบนแผนทดสอบนอย จึงตอง

อาศัยระยะเวลาในการแบงตัวเพิ่มจํานวน จึงสามารถตรวจสอบได  

ในป ค.ศ. 2003 Stepanovic และคณะ ไดทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิในการบม 

(Incubation temperature) ตอการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella โดยไดเลือกใชอุณหภูมิในการบมที่ 

37oC, 30oC และอุณหภูมิหอง (ประมาณ 22 oC) เปนเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แลวทําการประมาณ

การเกิดไบโอฟลม พบวาหลังจากการบมไว 24 ชั่วโมง ไบโอฟลมเกิดไดดีที่อุณหภูมิ     30 oC และ

หลังจากการบมไว 48 ชั่วโมง อุณหภูมิ 22 oC เกิดไบโอฟลมไดดีที่สุด ตอมา Rode และคณะ (2007) 

ไดทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่ใชในการบม (incubation temperature) ตอการเกิดไบโอฟลม

ของ Staphylococcus aureus โดยอุณหภูมิที่เลือกใชคือ 20oC และ 25oC ทําการบมเปนเวลา 48 

ชั่วโมง และที่อุณหภูมิ 30oC  37oC  42oC  46oC และ   48 oC ทําการบมเปนเวลา 24ชั่วโมง ผลการ

ทดลองพบวา ที่ 20oC และ 25oC   ไบโอฟลมเกิดขึ้นไดนอย สวนการบมที่อุณหภูมิ 30-42 oC เปนเวลา 

48 ชั่วโมง การเกิดไบโอฟลมไมแตกตางจากการบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ดังนั้นจะเห็นไดวาอุณหภูมิเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการเกิดไบโอฟลมของจุลินทรีย

ตาง ๆ  เนื่องจากจุลินทรียแตละชนิดจะมีความตองการอุณหภูมิเพื่อการเจริญที่แตกตางกัน อุณหภูมิที่
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จุลินทรียเจริญไดจะอยูระหวางอุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) และอุณหภูมิต่ําสุด 

(minimum temperature) ซึ่งถาอุณหภูมิที่สูงหรือตํ่ากวานี้ จุลินทรียจะไมสามารถเจริญได ดังนั้น

อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ (optimum temperature) จึงที่แตกตางกันออกไปตามแตชนิด

ของจุลินทรีย สําหรับ Salmonella spp. พบวาเจริญไดดีที่อุณหภูมิในรางกายคนหรือสัตว หรือเรียกวา 

Mesophilic bacteria โดยชวงอุณหภูมิที่เจริญไดอยางเหมาะสมอยูระหวาง 30-45oC แตอยางไรก็ตาม

ในอุตสาหกรรมอาหาร กระบวนการตั้งแตเร่ิมตนจนกระทั่งถึงปลายทางมีความตอเนื่องกันเปนลูกโซ 

โดยผลผลิตที่ไดจากขั้นตอนกอนหนาจะใชเปนวัตถุดิบ (raw material) สําหรับข้ันตอนตอมา การ

เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในแตละขั้นตอนของการผลิตจึงสงผลกระทบโดยตรงตอการเจริญของจุลินทรีย 

ดังนั้นจึงอาจทําใหเกิดไบโอฟลมข้ึนไดในกระบวนการผลิต (สุมณฑา และคณะ, 2548) 

 
4.6 ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารตอการเกิดไบโอฟลม 

สารอาหารเปนปจจัยสําคัญสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เพราะจุลินทรียตองการสารอาหาร

ไปใชเปนกิจกรรมภายในเซลลสําหรับแบงตัวเพิ่มจํานวน การที่มีสารอาหารมากหรือนอยแตกตางกัน 

จะมีผลตอการเกิดไบโอฟลมหรือไม เปนสิ่งที่จะตองทําการศึกษา ซึ่งจากการศึกษาที่ผานมา พบวา S. 

Anatum สามารถเกาะติดและเกิดไบโอฟลมบนแผน stainless steel ชนิด 304/2B ที่อยูในอาหารเลี้ยง

เชื้อ TSB ไดที่ระยะเวลา 1-72 ชั่วโมง ดวยการตรวจสอบจํานวนเซลลดวยวิธี spread plate technique 

บนอาหาร TSA ดังนั้นขั้นตอนตอไปจึงทําการเปลี่ยนชนิดของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ซึ่ง

เปนอาหารที่มีสารอาหารสมบูรณเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย เปนสารอาหารชนิดอื่นๆ โดยการ

ทดลองครั้งนี้ ไดเลือกใชอาหารที่มีองคประกอบตางๆกันไป ตั้งแต สารละลายเกลือปลอดเชื้อความ

เขมขนรอยละ0.85, อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่มีการผสม glucose เขมขนรอย

ละ 1 

จากการทดลองพบวาเมื่อเปลี่ยนแหลงของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เปน น้ําเกลือ

ปลอดเชื้อความเขมขนรอยละ 0.85 (0.85% NaCl) พบวายังคงมีการเจริญของ S. Anatum และพบวา

ที่เวลา 24 ชั่วโมง สามารถตรวจนับเซลล Salmonella บนอาหารเลี้ยงเชื้อได 5.94±0.17 log CFU/cm2 

และมีจํานวน 6.50±0.21 log CFU/cm2 เมื่อทําการตรวจวัดที่เวลา 72 ชั่วโมง (รุปที่4.17) 
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รูปที่ 4.17 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อจุมอยูในน้าํเกลือความเขมขน 0.85% ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส 

เมื่อมีการเติมกลูโคส (D-glucose) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB จํานวน 1% เพื่อเพิ่ม

แหลงของคารโบไฮเดรต ซึ่งผูวิจัยคาดวานาจะทําใหเซลล Salmonella มีการเกาะติดและเกิดเปนไบโอ

ฟลมไดดียิ่งขึ้น ผลการทดลองพบวา การเจริญของเซลลบนแผนทดสอบไมมีความแตกตางจากอาหาร

เลี้ยงเชื้อ TSB ที่ไมไดเติมกลูโคส เพราะพบวาจํานวนเซลลที่ 24 ชั่วโมง มีคา 6.22±0.23 และ 

7.06±0.35 log CFU/cm2 ที่เวลา 72 ชั่วโมงตามลําดับ (รูปที่4.18)  

 

 

รูปที่ 4.18 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อจุมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการผสมกลูโคสเขมขน

รอยละ 1 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการเปลี่ยนแปลงแหลงของสารอาหารมาเปรียบเทียบกัน(รูปที่4.19) จะ

เห็นไดวาแมจะมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารไปหลายชนิด แตจํานวนเซลลบนแผนทดสอบก็ยังคง

มีการเจริญ พรอมทั้งแบงตัวเพิ่มจํานวนได และไมมีความแตกตางกันมากนัก ดังนั้นในการทดลองครั้ง

นี้การเปลี่ยนแปลงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงยังคงไมเห็นความแตกตางกันอยางชัดเจน 

 

      

รูปที่ 4.19 เปรยีบเทียบจํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่อมีการเปลี่ยนแหลงของสารอาหารชนิด

ตางๆ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 
4.7 ผลการศึกษาการอยูรอดของเซลล S. Anatum ในสภาวะที่ไมมีอาหาร 

จากการทดลองพบวา เมื่อเปลี่ยนแหลงของสารอาหารจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เปนไมมี

แหลงของสารอาหารที่ Salmonella สามารถนําไปใชในการเพิ่มจํานวนได ซึ่งจะบมแผนทดสอบที่มีการ

เกาะติดของเชื้อไวในหลอดปลอดเชื้อที่มีฝาปด ขนาด 50 mL ผลการทดลองพบวา แมจะไมมีแหลง

ของสารอาหาร S. Anatum ก็ยังสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนบนแผนทดสอบได ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก

เซลลของ Salmonella ที่นํามาใชในการทดลองนี้ ไดมีการเตรียมความพรอมสําหรับการแบงตัวเพิ่ม

จํานวนมาแลว เมื่ออยูในสภาวะที่ไมมีสารอาหาร จึงสามารถเพิ่มจํานวนได และประกอบกับมีน้ํา หรือ

สารอาหารติดมาบนแผนทดสอบ โดยไมสามารถมองดวยตาเปลา Salmonella จึงอาจใชน้ํา หรือ

สารอาหารดังกลาวน้ีในการเพิ่มจํานวน และอาจเปนไปไดวาเซลลสามารถใชคา aw (water activity) 

หรือปริมาณน้ําที่มีอยูในอาหาร หรือความชื้น นํามาใชแบงตัวเพื่อเพิ่มจํานวน โดยพบวาที่เวลา 1-8 

ชั่วโมง มีจํานวนเซลลบนแผนทดสอบ 2.10±0.16 – 3.35±0.05 log CFU/cm2 หลังจากการบมไวเปน

เวลา 24 ชั่วโมง มีจํานวน Salmonella บนแผนทดสอบ 4.08±0.46 log CFU/cm2 (รูปที่4.20) และเมื่อ
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ทําการตรวจสอบจํานวนเซลลที่เวลา 72 ชั่วโมง พบวามีจํานวนเซลล Salmonella บนแผนทดสอบถึง 

4.63±0.38 log CFU/cm2 จากการทดลองครั้งนี้เปนที่นาสังเกตวาแมจะไมมีสารอาหารที่เหมาะสําหรับ

การเจริญ แต S. Anatum ก็ยังสามารถรอดชีวิต (survival) อยูบนแผนทดสอบไดและมีคามากพอที่จะ

ทําใหเกิดการปนเปอนขาม (cross-contamination)ไปกับผลิตภัณฑอาหารได หากไมมีการทําความ

สะอาดที่ดีพอ (ภาคผนวก ฉ 5) ซึ่งการที่ Salmonella มีความสามารถในการปรบัตัวไดดีจึงทนตอ

สภาพแวดลอมที่ไมเอื้ออํานวยได และสามารถทนตอความแหงหรือ aw ระดับตํ่าๆ ได จึงสามารถรอด

ชีวิตอยูไดในสิ่งแวดลอมนอกรางกายของมนุษยและสัตว (สุมณฑา และคณะ 2549) 

 

 

รูปที่ 4.20 จํานวนเซลลที่เจริญบนแผนทดสอบ เมื่ออยูในแหลงที่ไมมสีารอาหาร ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส 

จากรายงานการวิจัยที่บงชี้วามีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถมีชีวิตรอดอยูไดบน

เส้ือผา หรือแมพื้นผิวสัมผัสอาหาร เชน E. coli, Staph. aureus และ Salmonella spp. โดยพบวา

สามารถมีชีวิตอยูไดเปนชั่วโมงหรือเปนวันหลังจากการเกาะติดแลว Kusumaningrum และคณะ 

(2003) ไดศึกษาการรอดชีวิตของจุลินทรียกอโรคในอาหาร (foodborne pathogens) บนพื้นผิว 

stainless steel พบวาหลังจากการปนเปอนของเชื้อเปนเวลา 4 วัน สามารถตรวจพบเซลลของ Staph. 

aureus และS. Enteritidis ได 105 และ 103 CFU/cm2 ตามลําดับ 

 
4.8 ลักษณะไบโอฟลมบนแผนพื้นผิวทดสอบเมื่อตรวจดวย Scanning Electron Microscope 

(SEM) 
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เมื่อจุมแผนทดสอบ304/2B ลงในTSB ที่มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL แลวนําแผน

ทดสอบดังกลาวที่มีการเกาะติดของเชื้อ บมในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB หลอดใหมที่อุณหภูมิ 30±1 องศา

เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แลวตรวจลักษณะการเกิดไบโอฟลมของ Salmonella บนแผนพื้นผิวทดสอบ

ดงักลาว โดยใช SEM ดวยเครื่อง JEM-5410LV ทําการทดสอบที่ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จากรูป 4.21 พบวาเซลลจะมีการเกาะติดบนแผนทดสอบ และ

กระจายไปทั่วพื้นผิวของแผนทดสอบ และพบไดทุกสวนของแผนทดสอบ เกิดเปน monolayer biofilm 

(รูปที่ 4.21A) ซึ่งลักษณะการเกาะของเซลลกับพื้นผิวของแผนทดสอบนั้นจากรูปจะเห็นวาเซลล

สามารถเกาะติดบนพื้นผิวไดเลย ไมไดเกาะโดยอาศัยชองวาง หรือรอยแตกของพื้นผิว (รูปที่4.21B) 

นอกจากนี้จะเห็นไดวาจากเดิมที่เซลลเกาะบนแผนทดสอบเปนเซลลเดี่ยวๆ ที่เวลา 24 ชั่วโมง เมื่อ

ระยะเวลาบมนานมากขึ้น จากรูปพบวาเซลลเร่ิมมีการเกาะกลุมกันเปนกลุมเล็กๆ  ถาใหเวลาในการ

บมแผนทดสอบมากขึ้นเปน 48ชั่วโมง จะเห็นเซลล Salmonella เกิดการรวมกลุมกันอยางเห็นไดชัด 

และเห็นชั้นของจุลินทรียหลายๆ ชั้น (multilayer biofilm ) โดยการสรางเสนใยออกมาเพื่อยึดเหนี่ยวกัน 

(รูปที่ 4.21 C, D) 
  

        

                            

รูปที่ 4.21 การเกาะติด และการเกิดเปนไบโอฟลมของ S.  Anatum บนแผน stainless steel  

A)304/2B ที่เวลา24ชั่วโมง กําลังขยาย 2000X   B)316L/2B ที่เวลา 24 ชั่วโมง กําลงัขยาย7500X  

C)304/2B ที่เวลา 48 ชั่วโมง กาํลังขยาย 7500X  D)316L/2B ที่เวลา 48 ชั่วโมง กาํลังขยาย 5000X 

(A) (B) 

(C) (D) 
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เชนเดียวกันกับพื้นผิวชนิด 430/2B ซึ่งลักษณะพื้นผิวของเกรดนี้คอนขางเรียบกวาเกรด 304 

และ 316L จะสังเกตเห็นรองหลุมหรือรอยแตกบริเวณผิวหนาไดคอนขางนอย หรือแทบมองไมเห็นรอย

แตกของ stainless steel ไดเลย แตถึงแมจะไมมีรอยแตกบนพื้นผิว เซลลของ S.  Anatum ก็สามารถ

เกาะติดบนพื้นผิวทดสอบนี้ได โดยจะเห็นการเกาะติดของ Salmonella ไดที่เวลา 24 ชั่วโมง และ

สามารถเห็นการรวมกลุมไดอยางชัดเจนที่เวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4.22) โดยสามารถเห็นชั้นของเซลลได

หลายชั้น ซึ่งการรวมกลุมที่เกิดขึ้นอาจเกิดจากสงสัญญาณทางเคมีของเซลลืจุลินทรีย (Quarum 

sensing) (Jefferson, 2004; Bower et al. 1996) ทําใหเซลลที่เกาะติดอยูใกลกันๆ สามารถมา

รวมกลุมกันเปนกลุมเล็กๆ แลวจึงมีการแบงตัวเพิ่มจํานวนเปนไบโอฟลมที่สมบูรณ (รูปที่ 4.22 C, D) 

 

      

      

รูปที่ 4.22 การเกาะติด และการเกิดเปนไบโอฟลมของ S.  Anatum บนแผน stainless steel 430/2B 
 A) กําลังขยาย 2000X, B) กําลังขยาย 7500X ที่เวลา 24 ชั่วโมง  

C) กําลังขยาย 2000X, D) กําลังขยาย7500X ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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4.8 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อในการทําลายเซลล Salmonella 
  ในการทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ 2 ชนิด คือ sodium 

hypochlorite และ peroxyacetic acid และน้ํามันหอมระเหย 1 ชนิด คือ น้ํามันกานพลู ในการทําลาย

เซลลของ S. Anatum เมื่อแขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด ที่มีปริมาณสารอินทรีย

ตางกัน ไดแก สารละลายเกลือ (0.85% NaCl), Tryptic Soy Broth (TSB) และ น้ํานึ่งไก โดยใช

ปริมาณเซลลเร่ิมตนระดับสูง (8 log CFU/mL) อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวที่นํามาทดสอบทั้ง 3 ชนิด มี

คาความเปนกรด- ดาง (pH) และองคประกอบของสารอินทรียในปริมาณตางกัน แสดงดังตารางที่ 4.4 

ตารางที4่.4 คาความเปนกรด-เบส (pH) และปริมาณสารอินทรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทั้ง 3 ชนดิ 

 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ pH องคประกอบและปริมาณสารอินทรีย(%) 

สารละลายเกลือ 0.85% 7.44±0.02 NaCl 

Peptone from casein 17% 

Peptone from soy meal 3.0% 

D(+)glucose 2.5%, NaCl 5.0% 
TSB 7.30±0.07 

di-Potassium hydrogen phosphate 2.5% 

*โปรตีน 0.46±0.21 % 

คารโบไฮเดรต 0.49±0.12 % น้ํานึ่งไก 6.60±0.02 

ไขมัน 5.67±0.18 % 

* วิธกีารวิเคราะหปริมาณสารอินทรีย (proximate analysis) ในน้ํานึ่งไก แสดงตามภาคนวก ง 

4.8.1 ประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลาย S. Anatum ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายเซลลที่แขวนลอย

ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด โดยกําหนดความเขมขนของ sodium hypochlorite 3 ระดับคือ 

100  200 และ 400 ppm (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ข) สําหรับการทดสอบกับสารแขวนลอย

เซลล S. Anatum ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL เมื่อนําเซลลในอาหารเหลวสัมผัสกับ sodium 

hypochlorite ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  เปนเวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที แลวทําการตรวจนับจํานวน 

S. Anatum บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด TSA ผลการทดลองพบวา เมื่อเซลล S. Anatum แขวนลอยอยูใน
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สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 และใช sodium hypochlorite ที่ความเขมขน 100 ppm 

สามารถทําลายปริมาณเซลลของ S. Anatum ในสารละลายเกลือไดทั้งหมดตั้งแตเวลา 1 นาทีหลังจาก

สัมผัสสารฆาเชื้อ ดังรูปที่ 4.23   

 

รูปที่ 4.23 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในสารละลายเกลือ ความเขมขนรอยละ 0.85 ที่รอดชวีิตหลัง

สัมผัส sodium hypochlorite ความเขมขน 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  

จากรูปที่ 4.23 จะเห็นวาที่เวลา 0 นาที นั้น สามารถแบงออกไดเปน 2 ชวง คือ 

ชวงแรก (0A) จะเปนเวลาที่ยังไมไดทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ S. Anatum (เชื้อเร่ิมตน) ลงใน

สารละลาย sodium hypochlorite  สวนชวงที่สอง (0B) จะเปนเวลาที่ทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ 

S. Anatum ลงในสารละลาย sodium hypochlorite แลวทําการสุมตัวอยางเชื้อทันทีหลังจากมีการ

กระจายตัวของเซลลในสารละลาย (ประมาณ 10 วินาที) พบวาเชื้อมีปริมาณลดลงทันทีเมื่อเชื้อสัมผัส

กับสารละลาย sodium hypochlorite การสุมตัวอยางเชื้อ ในแตละเวลานั้น จะทําการสุมตัวอยางเชื้อ

แลวนําไปเติมลงในสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟตเขมขน 0.5% ที่ละลายอยูใน PBS บัฟเฟอร เพื่อ

ยับยั้งปฏิกิริยาของคลอรีนที่จะไปมีผลในการทําลายเชื้อที่เวลานั้นๆกอนที่จะทําการ serial dilution 

เพื่อหาเซลลที่รอดชีวิตตอไป 

แตเมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลาย S. Anatum ที่

แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  พบวาประสิทธิภาพในการฆาเชื้อลดลง กลาวคือ sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขน 100 ppm ไมสามารถทําลายเซลลทั้งหมด ภายในระยะเวลา 30 นาที 

เหมือนกับที่ทําลายเชื้อที่แขวนลอยในสารละลายเกลือ โดยพบวา ที่เวลา 1 นาที ประสิทธิภาพในการ

ทําลายเซลล S. Anatum ของ sodium hypochlorite ลดลงรอยละ10.33 จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 

(8.23±0.42 log CFU/mL) และเมื่อเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเช้ือเปน 30 นาที ก็ไมสามารถทําลาย

เชื้อไดหมด พบวาลดลงเพียงรอยละ 10.09 เทานั้น และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ sodium 
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hypochlorite เปน 200 ppm ก็ไมสามารถทําลายเซลลภายในระยะเวลา 30 นาทีไดเชนกัน พบวาที่

เวลา 30 นาที หลังจากเซลล S.  Anatum สัมผัสกับ sodium hypochlorite เซลลลดลงเพียงรอยละ

14.06 และเชนเดียวกันเมื่อเพิ่มความเขมขนของ sodium hypochlorite เปน 400 ppm ซึ่งเพิ่มความ

เขมขนขึ้นอีกเทาตัวแลวกต็าม ก็ยังไมสามารถทําลายเซลลไดหมดภายในระยะเวลา 30 นาที สามารถ

ทําลายเซลลของ S. Anatum ไดลดลงจากปริมาณเซลลเร่ิมตนเพียงรอยละ11.62 เทานั้น ดังรูปที่ 4.24 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการทําลายเซลลของ sodium hypochlorite ที่ความ

เขมขน 100 200 และ 400 ppm (รูปที่ 4.25) พบวาไมมีความแตกตางกันเลย เนื่องจากไมสามารถ

ทําลายเซลลไดหมดภายในระยะเวลาที่กําหนดคือ 30 นาที และรอยละของการลดลงของเซลลเมื่อ

สัมผัสกับสารฆาเชื้อยังมีปริมาณต่ํา คือ สามารถลดลงไดมากที่สุดเพียงรอยละ 14.06 หรือสามารถ

ทําลายเซลลไดไมเกิน 1 log cycle 

 

 

รูปที่ 4.24 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่รอดชีวิต ภายหลังสัมผัส sodium 

hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 8 log CFU/mL) ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 
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รูปที่4.25 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ภายหลงัสัมผัส sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน   0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทันที  

(ประมาณ 10 วินาที) 

สวนการทําลายเซลลของ S. Anatum เมื่อเซลลแขวนลอยในน้ํานึ่งไก ดวย sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนที่เทากันนั้น พบวาไมมีความแตกตางกัน จากเดิมที่เซลลแขวนลอยใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB เพราะวาหลังจากเซลลสัมผัสสารฆาเชื้อเปนเวลา 30 นาทีแลวก็ตาม ก็ยังไม

สามารถทําลายเซลลใหลดลงจนหมดได และรอยละของการลดลงของเซลลเมื่อสัมผัสกับสารฆาเชื้อมี

ปริมาณต่ํากวาอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB พบวาประสิทธิภาพในการทําลายเซลลนั้น ลดลงไดมากที่สุดเพียง

รอยละ 11.43 เทานั้นที่ความเขมขน 400 ppm  

จากผลการทดลองขางตนแสดงวาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อข้ึนอยูกับปริมาณ

สารอินทรียที่ปะปนในอาหาร โดยสารฆาเชื้อจะมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลในสารละลายเกลือ

ไดดีกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก มีรายงานวาการใชสารประกอบคลอรีน เชนโซเดียมไฮโป

คลอไรทในสภาวะที่มีการปนเปอนของสารอินทรียสูงนั้นจะทําใหประสิทธิภาพในการทําลาย

เชื้อจุลินทรียลดลง เชนในน้ํานึ่งไกที่มีปริมาณไขมัน 5.67±0.18% โปรตีน 0.46±0.21 % และ คารโบไอ

เดรต 0.49±0.12 % (ตารางที่ 4.4) ทั้งนี้เนื่องจากคลอรีนบางสวนจะทําปฏิกิริยา คลอริเนชันและ

ออกซิเดชันกับหมูอะมิโนของสารอินทรีย (Wei, Cook and Kirk., 1995) ดังนั้นการใชโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทเพื่อทําลายเซลลของ S.  Anatum ที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไกจึงไมมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ เพราะสารอาหารตางๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก ชวย

สนับสนุนใหเซลลจุลินทรียรอดชีวิตและเจริญตอไปได ดังนั้นการใชสารประกอบคลอไรดซึ่งมีกรดไฮโป

คลอรัส (HOCl) เปนองคประกอบสําคัญ จึงมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อจุลินทรียในสารละลาย

น้ําเกลือไดดีกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก 
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รูปที่ 4.26 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในน้าํนึง่ไก ที่รอดชีวิตภายหลังสัมผัส sodium hypochlorite 

ที่ระดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 108 CFU/mL)                          ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 

 

รูปที่4.27 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในน้าํนึ่งไก ภายหลงัสัมผัส sodium hypochlorite ที่

ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี 

(ประมาณ 10 วินาที) 

การที่โซเดียมไฮโปคลอไรทที่มีความเขมขน100  200 และ 400 ppmไมสามารถทําลายเชื้อ S. 

Anatum ไดหมด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการสลายตัวอยางรวดเร็วของโซเดียมไฮโปคลอไรท (NaOCl) ซึ่ง

จะมีผลทําใหเกิดการแตกตัวไดเปนกรดไฮโปคลอรัส(HOCl) ซึ่งสามารถวัดไดจากปริมาณ available 

chlorine ที่มีอยูในน้ํานั้น มีความเขมขนไมเพียงพอตอการทําลายเชื้อ การสลายตัวของสารละลาย

โซเดียมไฮโปคลอไรท จะมีอัตรามากนอยเพียงใดนั้นเปนสาเหตุหนึ่งที่สําคัญและมีผลตอการสลายตัว
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ของโซเดียมไฮโปคลอไรท คือคา pH ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อ ซึ่งการวิเคราะหหา

ปริมาณ available chlorine พรอมทั้งตรวจวัด pH ของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขน

ตางๆผลการวิเคราะหที่ไดแสดงใน ตารางที่ 4.5 

ตารางที่ 4.5 คา pH และ ปริมาณของ available chlorine ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรททีใ่ชใน

การทาํลายเซลล S.  Anatum ที่อุณหภูม2ิ5±1 oC 

 

พบวาความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ 100 ppm มีคา pH 7.50±0.02 โดยประมาณ 

และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดมีคา 8.67±0.07 ppm และเมื่อเพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮโปคลอ

ไรทเปน 200 ppm พบวา มีคา pH 7.62±0.09 และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดมีคา 16.46±0.04 

ppm ซึ่งปริมาณคลอรีนเพิ่มข้ึนสองเทาจากความเขมขนที่ 100 ppm และถาเพิ่มความเขมขนของ

โซเดียมไฮโปคลอไรทเปน 400 ppm พบวามีคา pH อยูที่ 8.63±0.05 และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดได

มีคา 32.06±0.02 ppm จากคา pH และปริมาณคลอรีนที่ตรวจวัดไดนี้มีความสัมพันธในการฆาเชื้อ  

4.8.2 ประสิทธิภาพของ Proxitane® 5% ในการทําลาย S. Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดเหลว 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลายเซลลที่แขวนลอยในอาหารเลี้ยง

เชื้อชนิดเหลว 3 ชนิด คือ สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก 

ผลการทดลองพบวา เมื่อเซลล S. Anatum แขวนลอยอยูในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 

และใช Proxitane® ที่ความเขมขน 25 ppm ไมสามารถทําลายปริมาณเซลลของ S. Anatum ใน

สารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ไดเมื่อครบเวลา 30 นาที พบวารอยละของการลดลงมีคา 

70.01 เมื่อครบเวลา 30 นาที (รูปที่4.29) แตเมื่อความเขมขนของ Proxitane®  เปน 50 ppm เวลา 5 

นาทีก็เพียงพอที่จะทําลายเซลลที่แขวนลอยในสารละลายเกลือไดหมด และ Proxitane® 100ppm แม

จะทําลาย Salmonella ไดมากขึ้นกวาที่ความเขมขน 50 ppm แตก็ไมสามารถทําลายเซลลไดทั้งหมด

ความเขมขนของสารละลาย ปริมาณ available chlorine 

โซเดียมไฮโปคลอไรท (ppm) 
คา pH 

(ppm) 

100 7.50±0.02 8.67±0.07 

200 7.62±0.09 16.46±0.04 

400 8.63±0.05 32.06±0.02 
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ตั้งแตนาทีแรก โดยทําลายเซลลไดทั้งหมดหลังจากเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาทีเชนกัน 

(รูปที่4.28)   

เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะไมสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 30 นาที แตพบวา เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 1 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 61.14 % มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิตที่เวลา 1 นาที 

3.33±0.89 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL ในขณะที่ความเขมขน 50 

และ 100 ppm ถึงแมจะทําลายเชื้อได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อ

พิจารณาเวลาที่นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถ

ทําลายเซลลใหลดลงได 63.54% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 3.15±0.21 log CFU/mL จากปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 8.64±0.08 log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm สามารถทําลายใหลดลงได 72.08 

% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.34±0.12 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.56±0.03 log 

CFU/mL และเปนที่นาสังเกตวา ความเขมขนที่ 100 ppm เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 0B 

(เวลาที่ทําการเติมสารละลายเชื้อบริสุทธิ์ S. Anatum ลงในสารละลาย sodium hypochlorite แลวทํา

การสุมตัวอยางเชื้อข้ึนทันที) สามารถลดปริมาณเซลลไดถึง 59.81% เลยทีเดียว 

 

 

รูปที่4.28 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 ที่รอดชีวิตหลงั

สัมผัส Proxitane®   ที่ระดับความเขมขนตางๆกัน (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL) ที่อุณหภูมิ 

28±1oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี

(ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.29 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในสารละลายเกลือความเขมขนรอยละ 0.85 

ภายหลงัสัมผัส Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี           

(ประมาณ 10 วินาที) 

 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลาย S. Anatum ที่แขวนลอยในอาหาร

เล้ียงเชื้อ TSB พบวาที่ความเขมขน 25 ppm สามารถทําลายเซลลทั้งหมดได 100 % ในระยะเวลา 30 

นาที จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.68±0.07 log CFU/mL และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Proxitane® เปน 

50 ppm พบวาสามารถทําลายเซลลไดหมด 100 % ในเวลา 5 นาที เชนเดียวกับความเขมขน 100 

ppm ก็สามารถทําลายเซลลไดหมดในเวลา 5 นาทีเชนกัน (รูปที่ 4.30) 

เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 30 นาที แตพบวา เม่ือเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 10 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 52.30% ในขณะที่ความเขมขน 50 และ 100 ppm ถึงแมจะ

ทําลายเชื้อที่แขวนลอยใน TSB ได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อ

พิจารณาเวลาที่นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถ

ทําลายเซลลใหลดลงได 65.34% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.97±0.10 log CFU/mL จากปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm สามารถทําลายใหลดลงได 72.00 

% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 2.45±0.21 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.75±0.12 log 

CFU/mL  
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รูปที่4.30 เปรียบเทียบจํานวนเซลลของ S.  Anatum ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่รอดชีวิตหลงัสัมผัส 

Proxitane®   ทีร่ะดับความเขมขนตางๆ กนั (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL)ที่อุณหภูมิ 28±1oC 

โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 

10 วินาที) 

 

รูปที่4.31 เปรียบเทียบรอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ภายหลงัสมัผัส 

Proxitane® ทีค่วามเขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี        (ประมาณ 

10 วินาที) 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลาย S. Anatum ที่แขวนลอยในน้ํานึ่งไก 

พบวาที่ความเขมขน 25ppm สามารถทําลายเซลลทั้งหมดได 100 % ในระยะเวลา 20 นาที จาก

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.62±0.28 log CFU/mL และเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Proxitane® เปน 50 ppm 

พบวาสามารถทําลายเซลลไดหมด 100 % ในระยะเวลา 5 นาที และความเขมขน 100 ppm ก็สามารถ

ทําลายเซลลไดหมด 100 % ในเวลา 1 นาที (รูปที่ 4.32) 
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เมื่อพิจารณาถึงเวลาในการสัมผัสเชื้อและความเขมขน พบวา ความเขมขนที่ 25 ppm ถึงแม

จะสามารถทําลายเชื้อไดเมื่อครบเวลา 20 นาที แตพบวา เมื่อเซลลสัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 10 

นาที สามารถทําลายเชื้อใหลดลงไดถึง 61.14% ในขณะที่ความเขมขน 50 ppm ถึงแมจะทาํลายเชื้อที่

แขวนลอยในน้ํานึ่งได 100% หลังจากที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 5 นาที แตเมื่อพิจารณาเวลาที่

นอยกวา 5 นาที (พิจารณาที่เวลา 1 นาที) พบวาความเขมขนที่ 50 ppm สามารถทําลายเซลลใหลดลง

ได 56.21% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 3.74±0.06 log CFU/mL จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.54±0.26 

log CFU/mL และที่ความเขมขน100 ppm ถึงแมจะทําลายเชื้อที่แขวนลอยในน้ํานึ่งได 100% หลังจาก

ที่สัมผัสกับสารฆาเชื้อเปนเวลา 1 นาทีนั้น แตเมื่อพิจารณาเวลาที่นอยกวา 1 นาที (พิจารณาที่เวลา0B 

นาที) สามารถทําลายใหลดลงได 50.41 % มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิต 4.25±0.82 log CFU/mL 

จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.57±0.02 log CFU/mL  

เมื่อพิจารณาคาความเปนกรด-ดาง (pH) ของ Proxitane® พบวามีคา pH คอนขางเปนกรด ซึ่ง

แตละความเขมขนมีคา pH ตามที่แสดงในตารางที่ 4.6 

ตารางที่ 4.6 ความเปนกรด-ดาง (pH) ของ Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ ทําการวดัที่อุณหภูมิ 28±1 
oC 

 

 

 

 

 

จากตารางที่ 4.6 จะเห็นวาความเขมขนของ Proxitane® ที่ความเขมขนสูงจะมีคา pHนอยกวา

ความเขมขนต่ํากวา จึงอาจเปนไปไดวาอิทธิพลของ pH อาจจะไปมีผลในการทําลายเซลลของ S.  

Anatum ไดดีกวา sodium hypochlorite ที่มีคา pH เปนเบส ก็เปนได 

ความเขมขนของ Proxitane®  (ppm) คา pH 

25 3.86±0.02 

50 3.63±0.01 

100 3.47±0.01 

400 3.14±0.05 
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รูปที่4.32 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในน้ํานึ่งไก ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส Proxitane®   ที่ระดับความ

เขมขนตางๆ กัน (ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL) ทีอุ่ณหภูมิ 28±1oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี     (ประมาณ 

10 วินาที) 

 

 

รูปที่4.33 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในน้าํนึ่งไก ภายหลงัสัมผัส Proxitane® ที่ความ

เขมขนตางๆ เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม2ิ8±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเติม

เชื้อลงในสารฆาเชื้อแลวเกบ็ตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 
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4.8.3 ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในทําลาย S. Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลว 

 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่สามารถทําลายเซลลของ 

S.  Anatum ได หรือ คา MBC (Minimum Bactericidal Concentration) นั้น พบวาน้ํามันกานพลูที่

ระดับความเขมขนที่  MBC ไมมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลใหลดลงไดทั้งหมดภายในระยะเวลา 

30 นาท ี (รูปที่ 4.34) ไมวาเซลลจะแขวนลอยอยูในสารละลายน้ําเกลือ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB หรือ

ละลายในน้ํานึ่งไกก็ตาม โดยพบวาเมื่อครบระยะเวลา 30 นาทีในการสัมผัสกับเชื้อแลวปริมาณของ

เซลล Salmonella ที่สัมผัสกับน้ํามันกานพลู มีปริมาณลดลงเพียงรอยละ 50.29, 55.67 และ 52.30 ใน

สารละลายเกลือ อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และ น้ํานึ่งไก ตามลําดับ (รูปที่ 4.35)  

ทั้งนี้อาจเนื่องจากอาหารเปนองคประกอบซับซอน และมีสารอาหารที่จุลินทรียสามารถ

นําไปใชประโยชนไดมาก ดังนั้นจุลินทรียจึงมีโอกาสใชสารอาหารเหลานั้นไดอยางเต็มที่ และอีก

ประการหนึ่ง ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียจะลดลง ถาในอาหาร

มีปริมาณไขมันและโปรตีนในปริมาณมาก โดยไขมันจะทําใหสารประกอบที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง

เชื้อในน้ํามันกานพลูมีโอกาสในการแพรเขาสูเซลลของจุลินทรียไดนอยลง นอกจากนั้นปริมาณน้ําใน

อาหารยังมีผลตอประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูเชนกัน โดยสารที่ใหผลในการยับยั้งการเจริญจะเขา

ไปทําปฏิกิริยากับจุดที่ไวตอปฏิกิริยา (active site) ที่เซลลของจุลินทรีย ซึ่งถาในอาหารมีน้ํามากจะทํา

ใหมีการถายเทสารไดดีมากขึ้น ทําใหประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูเพิ่มมากขึ้น 

 

รูปที่4.34 จํานวนเซลลของ S.  Anatum ในแหลงสารอาหารชนิดตางๆ ที่รอดชีวิตหลงัสัมผัสน้ํามัน

กานพลทูี่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 
0A คือ ปริมาณเชื้อเริ่มตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในน้ํามันกานพลูแลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.35 รอยละการลดลงของเซลล S.  Anatum ในแหลงของสารอาหารชนิดตางๆ ที่รอดชีวิตหลงั

สัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC (2.25 mg/mL เปนเวลา 30 นาท ี    

ที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเตมิเชื้อลงในน้าํมันกานพลูแลวเก็บ

ตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 

Singh และคณะ (2003) ศึกษาถึงประสิทธิภาพของ essential oil ในการยับยั้ง L. 

monocytogenes ในไสกรอก (hotdog) โดยไดเลือกใชกานพลูในการศึกษาพบวา ประสิทธิภาพของ

น้ํามันกานพลูที่ความเขมขน 0.25 0.5 และ 1.0 mL/L ในการทําลายเชื้อที่เวลา 5 และ 10 นาที พบวา 

ที่ความเขมขน 1.0 mL/L สามารถทําลายเชื้อไดหมดทั้งที่เวลา 5 และ 10 นาที โดยพบวาปริมาณเชื้อ

ลดลง 100 % จากปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ 7.17 log CFU/g 

ตอมา Mytle และคณะ (2006) ไดศึกษาความสามารถของน้ํามันกานพลู (clove oil) ที่ความ

เขมขนของน้ํามันกานพลูเปน 0%  1% และ 2% ในการยับยั้ง L. monocytogenes บนไสกรอกรมควัน

เปนเวลา 30 นาที พบวาหลังจาก 30 นาที ที่ระดบัความเขมขน 1% สามารถลดปริมาณเชื้อได 0.2-1.3 

log CFU/g จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 3 log CFU/g และถาใชน้ํามันกานพลูที่ความเขมขน 2% พบวา 

สามารถลดปริมาณเชื้อได 0.4-3.4 log CFU/g จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 6 log CFU/g 

จากรายงานการวิจัยพบวาสารที่ใหผลในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียของน้ํามันกานพลูคือ

สารประกอบยูจีนอล (Eugenol) ซึ่งเปนองคประกอบหลัก (Mytle et al, 2006) และมีปริมาณมากที่สุด

ในน้ํามันกานพลู ยูจีนอลเปนสารประเภทฟนอลิก (Phenolic compound) ซึ่งสารดังกลาวสามารถ

ทําลายจุลินทรียโดยไปรบกวนการเลือกซึมผาน (selective permeability) ของเมมแบรน 

(cytoplasmic membrane) ทําใหเกิดการรั่วไหลของสารประกอบที่อยูภายในเซลลของจุลินทรีย 

นอกจากนี้ยังทําใหโปรตีนสูญเสียสมบัติและยับยั้งการทํางานของเอนไซมได (Matan et al, 2006; 

Moreira et al, 2005; Prabuseenivasan, Jayakumar and Ignacimuthu, 2006) ซึ่งสาร ประกอบฟ
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นอลิกนี้กอใหเกิดการยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) หรือทําลายจุลินทรีย (bactericidal) ได โดย

ขึ้นอยูกับปริมาณที่ใชดวย (Shan et al, 2007) 

4.9 ผลการศกึษาประสิทธิภาพสารฆาเชื้อและน้ํามนักานพลูในการทาํลายไบโอฟลม 

 4.9.1 ประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายไบโอฟลม 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ sodium hypochlorite ในการทําลายไบโอฟลมของ S.  

Anatum บนพื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B ที่มีอายุ 24 ชั่วโมงโดยกําหนดความเขมขนของ 

sodium hypochlorite 3 ระดับคือ 100  200 และ 400 ppm โดยใหไบโอฟลมสัมผัสกับ sodium 

hypochlorite ที่อุณหภูมิ 28±1oC เปนเวลา 30 นาที แลวตรวจไบโอฟลมของSalmonella ที่เวลา 0, 1, 

5, 10, 20 และ 30 นาที ผลการทดลองพบวา ความเขมขน 100 ppm สามารถลดจํานวนเซลลได 

19.29%  ภายในระยะเวลา 30 นาที โดยมีเซลลที่เหลือรอดชีวิต 5.92±0.14 log CFU/cm2 จาก

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 7.36±0.11 log CFU/ cm2 ในขณะที่ความเขมขนที่ 200 ppm สามารถลดจํานวน

เซลลใหลดลงไดเพียง 24.97% โดยมีเซลลที่เหลือรอดชีวิต 5.44±0.18 log CFU/ cm2 จากปริมาณ

เซลลในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.25 ±0.08 log CFU/ cm2 และ ความเขมขนที่ 400 ppm พบวาสามารถลด

จํานวนเซลลไดเพียง 27.35%  มีเซลลที่เหลือรอดชีวิตถึง 5.79±0.18 log CFU/ cm2 จากปริมาณเซลล

เร่ิมตน7.97±0.02 log CFU/ cm2 หลังจากที่สัมผัสสารฆาเชื้อเปนระยะเวลา 30 นาที 

 

รูปที่4.36 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนพืน้ผวิทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส      sodium 

hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที 

(ประมาณ 10 วินาที) 
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รูปที่4.37 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส 

sodium hypochlorite ที่ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาที                                   ที่

อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 

0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 

นอกจากสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทจะนิยมใชฆาเชื้อในผัก เชน ผักกาดหอม เปนตนแลว

ยังนิยมใชฆาเชื้อในผลไมและเมล็ดพืชดวย จากรายงานการวิจัยพบวา ความเขมขนของโซเดียมไฮโป

คลอไรท 200 ppm สามารถลดจํานวน E. coli บนผลแอปเปลไดถึง 2 log cycle แตพบวาในกรณขีอง

เมล็ดพืชที่ปนเปอน E. coli  กลับพบวาสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความเขมขนนอยกวาหรือ

เทากับ 1000 ppm ไมสามารถลดจํานวน E. coli ได ตองใชความเขมขนสูงถึง 2000 ppm แชและลาง

เปนเวลา 3 หรือ 10 นาที จึงจะสามารถทําลายจุลินทรียชนิดนี้ได 

4.9.2 ประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทาํลายไบโอฟลม 

  การทดสอบประสิทธิภาพของ Proxitane® ในการทําลายไบโอฟลมของ S.  Anatum 

บนพื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B โดยกําหนดความเขมขนของ Proxitane® 3 ระดับคือ 25  

50 และ 100 ppm สําหรับการทดสอบกับ Salmonella biofilm อายุ 24 ชั่วโมง โดยใหไบโอฟลมสัมผัส

กับ Proxitane® ที่อุณหภูมิ 28±1 oC เปนเวลา 30  นาที แลวตรวจเชื้อ Salmonella ที่รอดชีวิตที่เวลา 0  

1  5  10  20 และ 30 นาที ผลการทดลองพบวา เมื่อครบ 30 นาที ที่ความเขมขน 25 ppm ปริมาณ

เซลลลดลงถึง 52.97% มีปริมาณเซลลเหลือรอดชีวิตอยูเพียง 3.41±0.15 logCFU/cm2  จากปริมาณ

เซลลเร่ิมตน 7.25±0.10 log CFU/cm2 แตถึงอยางไรก็ไมสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมดภายใน

ระยะเวลา 30 นาที เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 50 ppm  

พบวาสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมด 100% ที่เวลา 30 นาที และเมื่อความเขมขนเพิ่มข้ึนเปน 100 

ppm พบวายังไมสามารถทําลายไบโอฟลมไดหมด 100% ที่เวลานอยกวา 30นาที (รูปที่ 4.38) 
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รูปที่4.38 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนพืน้ผวิทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส Proxitane® ที่

ระดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC                         โดย 0A คือ ปริมาณ

เชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี 

(ประมาณ 10 วินาที) 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ Proxitane® ที่ความเขมขนทั้ง 3 ความเขมขนพบวา ความ

เขมขนที่ 25 ppm ตองใชเวลานานกวา 30 นาที ในการทําลายไบโอฟลม ดังนั้นจึงควรเลือกใชที่ความ

เขมขนของ Proxitane® ที่ 50 และ 100 ppm แตจากการทดลองพบวาทั้งสองความเขมขนสามารถ

ทําลายไบโอฟลมไดลดลง 100 % ที่ระยะเวลาเทากันคือ 30 นาที  ดังนั้นจึงควรพิจารณาที่เวลานอย

กวา 30 นาที (พิจารณาที่ 20 นาที) พบวา ความเขมขนที่ 50 ppm สามารถทําลายไบโอฟลมไดลดลง 

61.25% มีปริมาณเซลลในไบโอฟลมที่เหลือรอดชีวิต 2.79±0.44 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลล

ในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.20±0.26 log CFU/cm2 และความเขมขน 100 ppm ที่ เวลา 20 นาที สามารถ

ทําลายเซลลในไบโอฟลมไดลดลง 63.52% มีปริมาณเซลลที่เหลือรอดชีวิต 2.63±0.21 log CFU/cm2 

จากปริมาณเซลลในไบโอฟลมเร่ิมตน 7.21±0.11 log CFU/cm2 ซึ่งจะเห็นไดวาความเขมขนที่ 50 และ 

100 ppm  ที่ระยะเวลาในการทําลายเชื้อ 20 นาที แทบจะไมมีความแตกตางกันเลย ดังนั้นหากโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหารจะเลือกนํา Proxitane® ไปใชในการทําลายไบโอฟลมจาก Salmonella จึงควร

เลือกใชที่ความเขมขน 50 ppm เพราะจะชวยประหยัดการใชสารฆาเชื้อและชวยลดตนทุนการผลิตได

ดวย แตถาตองการเวลาในการฆาเชื้อนอยๆ ควรจะเลือก Proxitane® ที่ความเขมขน 100 ppm เพราะ

สามารถลดปริมาณเชื้อในไบโอฟลมได 52.70 % ภายในเวลา 1 นาที เทานั้น หรืออาจจะเพิ่มความ

เขมขนมากกวา 100 ppm ก็ได ซึ่งจากการทดลอง พบวา ความเขมขนที่ 400 ppm ก็เพียงพอในการ

ทําลายเชื้อใน     ไบโอฟลมได 100% ที่เวลา 0B (ไมไดแสดงขอมูล) 
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รูปที่4.39 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส 

Proxitane® ทีร่ะดับความเขมขนตางๆ   เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 

0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที 

(ประมาณ 10 วินาที) 

Byun และคณะ (2006) ไดใช โซเดียมไฮไปคลอไรทในการทําลายเซลลของจุลินทรียที่เกาะติด

เปนไบโอฟลมบนพื้นผิวคอนเทนเนอร (container) ประเภท polypropylene (PP) polyethylene (PET) 

และ polycarbonate (PC) รวมกับการใชรังสีแกมมา ซึ่งพบวาการใชโซเดียมไฮโปคลอไรทที่ความ

เขมขน 100-400 ppm ไมสามารถทําลายเซลลของ Pseudomonas aeroginosa, L. 

monocytogenes และ E. coli ใหลดลงได ในขณะที่ รังสีแกมมา 3 kGy สามารถทําลายเซลล

ภายในไบโอฟลมไดมากกวา 

 Rossoni และ Gaylarde (2000) เปรียบเทียบการใชโซเดียมไฮโปคลอไรทและกรดเพอรอะซิ

ติก (peracetic acid) ตอเซลลของ E. coli, P. aeroginosa และ Staph. aureus ที่เกาะบน stainless 

steel เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยใช กรดเพอรอะซิติกความเขมขน 250 และ 1000 mgL-1 และโซเดยีมไฮโป

คลอไรทความเขมขน 100 และ 200 mgL-1 เปนเวลา 10 นาที ตรวจสอบเซลลที่รอดชีวิตภายใตกลอง 

epifluorescence microscopy พบวา P. aeroginosa มีความสามารถในการเกาะไดดีกวา E. coli 

ในขณะที่ Staph. aureus เกาะบน stainless steel ไดนอยที่สุด และ โซเดียมไฮโปคลอไรทมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเซลลไดดีกวากรดเพอรอะซิติก 

 Fatemi และ Frank (1999) ศึกษาประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อ สองชนิด ไดแก ไฮโปคลอไรท 

และ กรดเพอรแอซิติก ในการทําลายไบโอฟลมที่เกิดจากเชื้อ L. monocytogenes และ 

Pseudomonas บนพื้นผิว stainless steel โดยจุมแผนทดสอบที่เกิดไบโอฟลม 48 ชั่วโมง ในสารฆา

เชื้อทั้งสองชนิด ซึ่งพบวากรดเพอรอะซิติกมีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดมากกวาคลอไรด ซึ่งลด
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จํานวนเซลลลงไดมากกวา 3 log CFU/cm2 ที่ความเขมขน 160 ppm หลังจากการสัมผัสสารฆาเชื้อ

เปนเวลา 1 นาที เชนเดียวกับ Loukili และคณะ(2004) ที่ศึกษากรดกรดเพอรอะซิติกในการทําลายไบ

โอฟลมก็ใหผลเชนเดียวกัน 

4.9.3 ประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25mg/mL) ใน
การทําลายไบโอฟลม 

การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูในการทําลายไบโอฟลมของ S.  Anatum บน

พื้นผิวที่เปน stainless steel ชนิด 304/2B ที่มีอายุ 24 ชั่วโมงโดยกําหนดความเขมขนของน้ํามัน

กานพลูที่ระดับ MBC (2.25mg/mL) โดยใหไบโอฟลมสัมผัสกับน้ํามันกานพลูที่อุณหภูมิ 28±1 oC เปน

เวลา 30  นาที แลวตรวจเชื้อ Salmonella ในไบโอฟลมที่เวลา 0  1  5  10  20 และ 30 นาที ผลการ

ทดลองพบวา ความเขมขนของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ไมมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลล

ของไบโอฟลมใหลดลงไดหมดภายในระยะเวลา 30 นาที พบวาสามารถลดจํานวนเซลลภายในไบโอ

ฟลมไดเพียง 8.23 %  โดยมีเซลลที่เหลอืรอดชีวิต 6.02±0.28 log CFU/cm2 จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 

6.56±0.18 log CFU/cm2  

 ทั้งนี้การที่สารฆาเชื้อและน้ํามันกานพลู ไมสามารถลดปริมาณเซลลภายในไบโอฟลมได อาจ

เนื่องมาจาก เซลลของแบคทีเรียภายในไบโอฟลมมีการจัดเรียงตัวกันอยางหนาแนน และประกอบไป

ดวยชั้นของไบโอฟลมหลายชั้น นอกจากนั้นยังมีการหลั่งสาร EPS ออกมานอกเซลล จึงทําใหสารฆา

เชื้อหรือน้ํามันกานพลูยากที่จะซึมเขาไปทําลายเซลลของแบคทีเรียที่อยูภายในได ประกอบกับเวลาที่

สัมผัสกับสารฆาเชื้อหรือน้ํามันกานพลูคอนขางนอยเพียง 30 นาทีจึงทําใหเซลลภายในไบโอฟลมเหลือ

รอดชีวิตได ทั้งนี้ไดมีการศึกษาเพิ่มเติม พบวาเมื่อใหไบโอฟลมสัมผัสกับน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC 

เปนเวลามากขึ้น คือ 24 ชั่วโมง พบวาสามารถทําลายเซลลของไบโอฟลมไดประมาณ 30 % เทานั้น

จากเซลลเร่ิมตน 
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รูปที่ 4.40 จํานวนเซลลของ Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส น้ํามนั

กานพลทูี่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) เปนเวลา 30 นาท ีที่อุณหภูมิ 28±1 oC โดย 0A คือ 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทาํการจุมแผนทดสอบลงในน้ํามนักานพลแูลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 

10 วินาที) 

 

 

รูปที่4.41 รอยละการลดลงของเซลล Salmonella biofilm บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่รอดชีวิตหลังสมัผัส

น้ํามนักานพล ูที่ระดับความเขมขน MBC (2.25 mg/mL)   เปนเวลา 30 นาท ี                   ที่อุณหภูมิ 

28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในน้ํามนักานพลูแลวเกบ็

ตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
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จากผลการทดลองทั้งหมดจะเห็นไดวาเซลล Salmonella เกาะติดบนแผนทดสอบและเกิด

เปนไบโอฟลม ซึ่งเซลลที่สะสมภายในไบโอฟลมนั้นมีการตานทานสารฆาเชื้อไดปนอยางดี ทั้งนี้อาจ

เนื่องมาจากลักษณะของไบโอฟลมมีเซลลรวมกลุมกันอยูหลายชั้น ประกอบกับมีการหลั่งสารเมือก

เหนียวออกมาทําใหสารฆาเชื้อซึมผานเขาไปทําลายไดยาก และเมื่อเปรียบเทียบกับความตานทานตอ

สารฆาเชื้อของเซลลอิสระที่แขวนลอยในอาหารจากการทดลองที่ผานมา พบวาเซลลภายในไบโอฟลม

มีความตานทานตอสารฆาเชื้อมากกวาเซลลในสภาพสารละลาย จึงถูกทําลายดวยสารฆาเชื้อไดยาก

กวาเซลลอิสระ Kumar และ  Anand (1998)  ไดอธิบายไววา การที่เซลลภายในไบโอฟลมสามารถทน

ตอสารฆาเชื้อไดดีกวาเซลลในสารละลายนั้น เปนเพราะ เซลลภายในไบโอฟลมจะลดอัตราการซึมผาน

ของสารฆาเชื้อผานเขาไปภายในไบโอฟลม เนื่องมาจากการสราง Exopolysaccharide substance 

(EPS) ออกมาซึ่ง EPS จะทําหนาที่เปนตัวลดการซึมผานของสารฆาเชื้อ เพราะEPS จะทําการดูดซับ

เอาไวกอน และมีชองทางที่ใหสารฆาเชื้อผานเขาไปไดนอย  หรือแมแตลักษณะทางกายภายของไบโอ

ฟลมเมื่อเซลลมีการรวมกลุมกันเปนกอนใหญ ลักษณะทางโครงสรางก็จะเปนตัวขัดขวางการซึมผาน

ของสารฆาเชื้อ และการสรางเอนไซมออกมาลดประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อดังนั้นวิธีในการทําลาย

เซลลที่เกดิการรวมกลุมบนพื้นผิวสัมผัสอาหารนั้น จึงอาจจะตองใชวิธีการทางกายภาพเขามาชวย เชน

ในการทําความสะอาดจะตองลางทําความสะอาดสิ่งสกปรกออกไปกอน แลวจึงจะใช การขัด การถู 

เอาคราบจุลินทรียออกไปควบคูกับการใชสารฆาเชื้อในการทําลายอีกครั้ง จึงจะทําใหการทําความ

สะอาดมีประสิทธิภาพมากที่สุด 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

1. ในสภาวะที่มีเชื้อจํานวนมาก (8 log CFU/mL)  เวลา 0 นาทีก็เพียงพอที่ทําให S. 

Anatum สามารถเกาะติดบนแผน stainless steel ได และถาเวลายิ่งนานมากขึ้น ก็สามารถตรวจพบ 

S. Anatum ไดมากยิ่งขึ้น โดยอุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งที่มีความสําคัญสําหรับการเพิ่ม จํานวนของ S. 

Anatum จากการทดลอง พบวาอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  S. Anatum สามารถ เพิ่มจํานวนบนแผน 

stainless steel ไดเร็วกวาที่อุณหภูมิ 20 และ 15องศาเซลเซียส ตามลําดับ และนาสังเกตวาอุณหภูมิที่ 

ต่ํากวา 30 องศาเซลเซียส  ก็ยังคงพบการเจริญของ S. Anatum ในสภาวะที่มีเชื้อนอย (3 log 

CFU/mL) จะตองอาศัยเวลาใหเซลลมีการเพิ่มจํานวนถึงจะมีการตรวจพบได 

2. S.  Anatum สามารถเกิดไบโอฟลมบนแผน stainless steel ที่มีเกรดและพื้นผิวที่

แตกตางกันออกไปของ stainless steel ดังนั้นจึงควรเลือกใชใหเหมาะสมและถูกตองกับลักษณะของ

งาน 

3. อาหารเปนสิ่งจําเปนสําหรับการเจริญของจุลิทรีย แตจากการทดลองพบวา ในสภาวะ

ที่ไมมีอาหารสําหรับการเจริญ S. Anatum กย็ังคงมีชีวิตรอดได และมีจํานวนมากพอที่จะปนเปอนไป

กับผลิตภัณฑอาหารได 

4. การเลือกชนิดของสารฆาเชื้อเพื่อใชในการทําความสะอาดพื้นผิวสัมผัสอาหารมี
ความจําเปนมาก ตองเลือกใหมีความเหมาะสมกับลักษณะของงานที่จะใชทําความสะอาด จากการ

ทดลองพบวา โซเดียมไฮโปคลอไรทมีประสิทธิภาพในการฆาเชื้อไดดีถาไมมีสารอินทรียเขามาปะปน 

แตเมื่อมีสารอินทรียปะปนเขามา การฆาเชื้อจะตองใชเวลานานมากขึ้น สวนการทําลายไบโอฟลมของ 

S. Anatum ทั้งนี้ระยะเวลา 30 นาที ไมเพียงพอในการทําลายไบโอฟลมทั้งนี้จะตองใชการขัดถูเขา

มารวมดวย สวน peroxyacetic acid  มีประสทิธิภาพในการฆาเชื้อไดเปนอยางดี สารอินทรียไมมีผล

ในการลดประสิทธิภาพของ peroxyacetic acid  แตทั้งนี้จะตองเลือกความเขมขนและระยะเวลาใน

การสัมผัสเชื้อใหเหมาะสม 

5. น้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที่ MBC (2.25 mg/mL) ไมสามารถทําลายเซลล

ของ S.  Anatum ได และระยะเวลา 30 นาที ก็ไมเพียงพอสําหรับการฆาเชื้อในไบโอฟลม จึงอาจจะ

ตองเพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสเชื้อใหนานมากขึ้น 
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ขอเสนอแนะ 

1. ควรมีการศึกษาปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตอการเกิดเปนไบโอฟลม ไดแก ชนิดของพื้นผิวใน

การสัมผัสอาหาร เชน ยาง พลาสติก และ ซีเมนต เปนตน เพื่อเปนการเลียบแบบพื้นผิวในโรงงาน

อุตสาหกรรมอาหาร ที่ประสบปญหาการเกิดไบโอฟลม หรือแมกระทั่งจุลินทรียที่เปนปญหาในโรงงาน

อุตสาหกรรม 

2. ควรมีการศึกษาถึงอายุของไบโอฟลม ที่มีผลตอการตานทานสารฆาเชื้อ เพราะผู

ทดลองเล็งเห็นวา การศึกษาในเรื่องนี้ยังมีผูสนใจศึกษานอย 

3. ความเขมขนของสารฆาเชื้อและเวลาในการสัมผัสสารของไบโอฟลมบนแผนทดสอบที่

ไดจากการทดลองนี้ สามารถนําไปประยุกตใชในการฆาเชื้อบนพื้นผิวสัมผัสอาหารตางๆ ในโรงงาน

อุตสาหกรรมได แตทั้งนี้ตองขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียภายในไบโอฟลมดวย เนื่องจากไบโอฟลมที่มี

การปนเปอนในโรงงานอุตสาหกรรมสวนใหญประกอบไปดวยจุลินทรียผสมหลายชนิด (Mix biofilms) 

ซึ่งอาจมีความตานทานตอสารฆาเชื้อแตกตางจากไบโอฟลมของจุลินทรียเพียงชนิดเดียว (single 

biofilm) ดังที่มีการสรางขึ้นในการทดลองนี้ จึงควรมีการทดลองสรางไบโอฟลมที่มีจุลินทรียหลายชนิด

เพื่อใหมีความใกลเคียงกับไบโอฟลมในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารมากที่สุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



93 
 

 
 

 

รายการอางอิง 
 

ภาษาไทย 
 

กนกทิพย ทรัพยเจริญกุล.  2549.  ประสิทธิภาพของคลอรีนไดออกไซดและน้ํา อิเล็กโทรไลซ

ในการทําลายฟลมชีวภาพของบาซิลลัส ซเีรียส สแตฟฟโลคอกคัส ออเรียส และสปอร

เกาะติดของบาซิลลัส ซีเรียส บนพื้นผวิสัมผัสอาหาร. วิทยานพินธปริญญามหาบัณฑติ.

ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร. 

 

กรมการสงออก, รายงานการสงออกประจาํป.  Online:  

http://www.depthai.go.th/TabID/300/Default.aspx?aOfficeID=225.  

วันที่ 14 กันยายน 2551 

 

บริษัทไทยนอคซสตีล จํากัด. 2006.  ขอมูลเหล็กกลาไรสนิม.  เอกสารแผยแพร.  

 

       รชา เทพษร.  2546.  ผลของกรดเปอรออกซีแอซีติกตอการลดปริมาณการปนเปอนใน

กระบวนการผลิตไกสดแชเยือกแข็ง และการเกิดเซลลบาดเจ็บของ Salmonella sp. 

สายพันธุที่ดื้อตอสารตานจุลชีพ ซึ่งแยกไดจากเนื้อไกและผลิตภัณฑในประเทศไทย.  

วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต.  ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีอาหาร คณะ

อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 

รุงทิวา อิศราวพร.  2541.  การเพิ่มประสิทธิภาพของสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรดในการ

ลดปริมาณเชื้อ Salmonella Typhimurium.  วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต.  

ภาควิ ช า วิ ทยาศาสตร และ เทค โน โลยี อ าหา ร  คณะอุ ตสาหกร รม เ กษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 

วชิรภรณ เทียมพันธ.  2545.  การเปรียบเทียบประสทิธภิาพของสารฆาเชื้อเพื่อลดจํานวน 

Escherichia coli และ Salmonella Typhimurium ปนเปอนบนผกักาดหอม.  

วิทยานิพนธปริญญามหาบณัฑิต.  ภาควิชาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีอาหาร 

 



94 
 

 
 

 

คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.สํานักระบาดวทิยา.  2544.  

รายงานการระบาดป พ.ศ. 2544.  กรมควบคุมโรค.  กระทรวงสาธารณสุข. 

 

สุมณฑา วัฒนสินธุ  ศุภชัย เนื้อนวลสุวรรณ  กมล บุษบา  อรุณ บางตระกูลนนท  กษิดิศ  

อ้ือเชียวชาญกิจ และ สุวิทย กิ่งแกว.  2548.  รายงานการวิจัย. การประเมินความ

เสี่ยงและการสรางผูเชี่ยว ชาญดานการประเมินความเสี่ยงสําหรับอันตรายประเภท

จุลินทรีย: Salmonella spp.  

 

สุดาพร เทียบจัตุรัส. 2545.  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของโซเดียมคลอไรดและ

คลอรีนไดออกไซดในการทําลาย Escherichia coli และ Salmonella 

Typhimurium บนขาวโพดฝกออนและหนอไมฝร่ัง.  วิทยานิพนธปริญญา

มหาบัณฑิต.  ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีอาหาร คณะอุตสาหกรรม

เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 

 

ศศิธร วุฒิวณิชย.  2547.  ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรในการยับยั้ง

การเจริญของ Erwinia carotovora subsp. Carotovora เชื้อสาเหตุโรคเนาเละ

ของผัก.  วิทยาสารกําแพงแสน 2, 2: 72-81.    

 
ภาษาอังกฤษ 

 

Aissa, R.B., Al-Gallas, N., Troudi, H., Belhadj, N. and Belhadj, A.  2007.  Trends 

in Salmonella enterica serotypes isolated from human, food, animal and 

environment in Tunisia, 1994-2004.  Journal of Infection 55: 324-339. 

 

A.O.A.C.  2000.  Official Methods of Analysis.  16th ed. Vol.2.  Washington, D.C.:  

Association of Official Analytical Chemists. 

 

Aycicek, H., Ozuz, U., and Karci, K.  2006.  Comparison of results of ATP 

bioluminescence and traditional hygiene swabbing methods for the 

determination of surface cleanliness at a hospital kitchen.  International 

Journal Hygiene Environ-Health 209: 203-206. 



95 
 

 
 

 

Bower, C.K., McGuire, J. and Daeschel, M.A.  1996.  The adhesion and 

detachment of bacteria and spore on food-contact surfaces: Review.  Trends 

in Food Science&Technology 7:152-157. 

 

Byun, M.W., Kim, J.H., Kim, D.H., Kim H.J. and Jo, C.  2006.   Effects of irradiation 

and sodium hypochlorite on the microorganisms attached to a commercial 

food container.  Food Microbiology 24: 544-548. 

 

Chmielewski, R.A.N. and Frank, J.F.  2003.  Biofilm formation and control in food  

processing facilities.  Comprehensive Reviews in Food Science and Food 

Safety 2: 22-32. 

 

Fatemi,  P. and Frank, J.F.  1999.  Inactivation of Listeria 

monocytogenes/Pseudomonas biofilms by peracid sanitizers.  Journal of Food 

Protection 62: 761-765. 

 

Food and Agriculture Organization (FAO)/ World Health Organization (WHO).  

2002. Microbiological risk assessment series, 2. Food Safety Department. 

World Health Organization, Food and Agriculture Organization of the United 

Nations, Geneva, Switzerland and Rome, Italy. 

 

Garrett, T.R., Bhakoo, M. and Zhang, Z.  2008.  Bacterial adhesion and biofilms on  

surfaces.  Progess in Natural Science 18:1049-1056.  

 

Gram, L., Bagge-Ravn, D., Ng, Y.Y., Gymoese, P. and Vogel, B. F.   2007.  

Influence of food soiling matrix on cleaning and disinfection efficiency on 

surface attached Listeria monocytogenes. Food Control 18: 1165-1171. 

 

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

วันที่สืบคน  14 กันยายน 2551. 

 



96 
 

 
 

 

http://www.thainox.co.th/steelfacts_what_thai.htm   วันที่สืบคน 14 กันยายน 

2551. 

 

Hilbert, L.R., Bagge-Rave, D.,  Kold, J., and Gram, L.  2003.  Influence of 

surface roughness of stainless steel on microbial adhesion and corrosion 

resistance.   

 

International Biodeterioration & Biodegradation 52: 175-185. 

 

Hughes, C., Gillespie, I.A. and O’Brien, S.J.  2007.  Foodborne transmission of 

infectious intestinal disease in England and Wales, 1992-2003.  Food 

Control 18: 766-772. 

 

Jefferson, K.K.  2004.  What drives bacteria to produce a biofilm?.  FEMS 

Microbiology Letters 236: 163-173. 

 

Jessen, B. and Lammert, L.  2003.  Biofilm and disinfection in meat processing 

plants. International Biodeterioration & Biodegradation 51: 265-269. 

 

Joseph, B., Otta, S.K., and Karunasagar, I.  2001.  Biofilm formation by 

Salmonella spp. on food contact surfaces and their sensitivity to 

sanitizers.  International Journal of Food Microbiology 64: 367-372. 

 

Kaskova, A., Sokol, J., Vargova, M.  and Chovance, M.   2006.  Efficiency of 

sanitary treatment in poultry breeding and poultry meat processing plant.  

ACTA VET   75: 611-617. 

 

Kumar, G.C. and Anand, S.K. 1998.  Significance of microbial biofilms in food 

industry: a review.  International Journal of Food Microbiology 42: 9-27. 

 



97 
 

 
 

 

Kunigk, L. and Almeida, M.C.B.  2001.  Action of peracetic acid on Escherichia coli 

and Staphylococcus aureus in suspension or settled on stainless steel 

surfaces. Brazilian Journal of Microbiology 32: 38-41. 

 

Kusumaningrum, H.D., Riboldi, G., Hazeleger, W.C. and Beumer, R.R.   2003.  

Survival of foodbrone pathogens on stainless steel surfaces and cross-

contamination to food.  International Journal of Food Microbiology 85: 227-

236. 

Loukili, N.H., Becker, H., Harno, J., Bientz, M. and Meunier, O.  2004.   Effect of  

peracetic acid and aldehyde disinfectants on biofilm.  Journal of Hospital 

Infection 58: 151-154. 

 

Marriott N.G. 1994.  Principles of Food Sanitation. 3rd ed.  An Aspen Publisher, Inc.,  

Gaithersburg, Marryland. 

 

Matan, N., Rimkeeree, H., Mawson, A.J., Chompreeda, P., Haruthaithanasan, V. 

and Parker, M.  2006.  Antimicrobial activity of cinnamon and clove oils under 

modified atmosphere conditions.  International Journal of Food Microbiology 

107: 180-185. 

 

Moreira, M.R., Ponce, A.G., Valle, C.E. and Roura, S.I.  2005.  Inhibitory parameter 

of essential oils to reduce a foodborne pathogen.  LWT 38: 565-570. 

 

Mufu, A.A., Roy, D., Goulet, J. and Magny, P.  1990.  Attachment of Listeria  

monocytogenes to stainless steel, glass, polypropylene and rubber surfaces 

after short contact time.  Journal of Food Protection 53: 742-746. 

 

Mytle, N., Anderson, G.L., Doyle, M.P. and Smith, M,A.  2006.  Antimicrobial activity 

of clove (Syzgium aromaticum) oil in inhibiting Listeria monocytogenes on 

chicken frankfurters.  Food Control 17: 102-107. 

 



98 
 

 
 

 

Oliveira, K., Olivera, T., Teixeira, P., Azerdo, J. and Olivera, R.  2007.  

Adhesion of Salmonella Enteritidis to stainless steel surfaces. Brazilian 

Journal of Microbiology 38: 318-323. 

 

Oulahal, N., Brice, W., Martial, A. and Degraeve, P.  2008.  Quantitative 

analysis of survival of Staphylococcus aureus or Listeria innocua  on two 

types of surfaces: Polypropylene and stainless steel in contact with three 

different dairy products.  Food Control 19: 178-185. 

 

Poulsen, L.V.  1999.  Microbial biofilm in food processing: review.   LWT 32: 

321-326.  

 

Prabuseenivasan, S. Jayakumar, M. and Ignacimuthu, S.  2006.  In vitro 

antibacterial activity of some plant essential oils.  BMC Complementary 

and Alternative Medicine 6: 39-52 

 

Rivas, L., Dykes, G.A. and Fegan, N.  2007.  A comparative study of biofilm 

formation by Shiga toxigenic Escherichia coli using epifluorescence 

microscopy on stainless steel and a microtitre plate method.  Journal of 

Microbiological Methods           69: 44-51. 

 

Robinson, R.K., Batt, C.A. and Patel, P.D.  2000.  Encyclopedia of food 

microbiology. V.3.   San Diego, Caft   London 

 

Rode, T.M., Langsrud, S., Holck, A. and Moretro, T.  2007.  Different patterns 

of biofilm formation in Staphylococcus aureus under food-related stress 

conditions. International Journal of Food Microbiology 116: 372-383. 

 

Rossoni, E.M.M. and Gaylarde, C.C.  2000.  Comparison of sodium 

hypochlorite and peracetic acid as sanitizing agents for stainless steel 



99 
 

 
 

 

food processing surfaces using epifiuorescence microscopy. International 

Journal of Microbiology 61: 81-85. 

 

Shan, B., Cai, Y.Z., Brooks, J.D. and Corke, H.  2007.  The in vitro antibacterial 

activity of dietary spice and medicinal herb extracts.  International of Food 

Microbiology  117: 112-119. 

 

Sinde, E. and Carballo, J.  2000.  Attachment of Salmonella spp. and Listeria  

monocytogenes to stainless steel, rubber and polytetrafluorethylene: the 

influence of free energy and the effect of commercial sanitizers.  Food 

Microbiology 17: 439-447. 

 

Singh, A., Singh, R.K., Bhunia, A.K. and Singh, N.  2003.  Efficacy of plant oils as  

antimicrobial agent against Listeria monocytogenes in hotdogs.  Lebensm.- 

Wiss Technology  36: 787-794. 

 

Stepanovic, S., Cirkovic, I., Mijac, V. and Svabic-Volhovic, M.  2003.  Influence of 

the incubation temperature , atmosphere and dynamic condition on biofilm 

formation by Salmonella spp.  Food Microbiology 20: 339-343. 

 

Stepanovic, S., Cirkovic, I., Ranin, L. and Svabic-Volhovic, M.  2004.   Biofilm 

formation by Salmonella spp. and plastic surface.  Letters in Applied 

Microbiology 38: 428-432. 

 

Surdeau, N., Bouthors, S. and Gelle, M.P.  2006.  Sensitivity of bacterial biofilms 

and planktonic cells to a new antimicrobial agent, Oxsil®320N.  Journal of 

Hospital Infection 62: 487-493. 

 

Trachoo, N.  2003.  Biofilms and the food industry: Review article.  Journal Science  

Technology 25: 807-815. 

 



100 
 

 
 

 

Wei, C., Cook, D.L. and Kirk, R.  1995.  Growth and survival of Salmonella 

Montevideo on tomatoes and disinfections with chlorinated water.  

Journal Food Protect ion    58: 829-836. 

 
 

 
บรรณานุกรม 

 

 

Arnold, J.W. and Bailey, G.W.  2000.  Surface finishes on stainless steel 

reduce bacterial attachment and early biofilm formation: scanning 

electron and atomic force microscopy study.  Poultry Science 79: 1839-

1845. 
 

Arnold, J.W. and Silvers, S.  2000.  Comparison of poultry processing 

equipment surfaces for susceptibility to bacterial attachment and biofilm 

formation.      Poultry Science 79: 1215-1221.  
 

Bonafonte, M.A., Solano, C., Sesma, B., Alvarez, M., Montuenga, L., Garcia-

Ros, D. and Gamazo, C.  2000.  The relationship between glycogen 

synthesis, biofilm formatiom and virulence in Salmonella Enteritidis.  

FEMS Microbiology 19: 31-36. 
 

Fuster-Valls, N., Hernandez-Herrero, M., Marin-de-Mateo, M. and Rodriguez-

Jerez, J.J. 2008.  Effect of different environmental conditions on the 

bacteria survival on stainless steel surfaces.  Food Control 19: 308-314. 
 

Giaouris, E.D. and Nychas, G.J.E.  2006.  The adherence of Salmonella 

Enteritidis PT4 to stainless steel: The importance of the air-liquid  

interface and nutrient availability. Food Microbiology 23: 747-752. 
 



101 
 

 
 

 

Gibson, H., Taylor, J.H., Hall, K.E., and Holah, J.T.  1999.  Effectiveness of cleaning 

techniques used in the food industry in terms of the removal of bacterial 

biofilms.  Journal of Applied Microbiology 87: 41-48. 
 

Guobjornsdottir, B., Einarsson, H. and Thorkelsson, G.   2004.   Microbial adhesion 

to processing lines for fish fillets and cooked shrimp: Influence of stainless 

steel surface finish and presence of gram-negative bacteria on the 

attachment of Listeria monocytogenes.  Food Control 12: 145-154. 
 

Leuschner, R.G.K. and Zamparini, J.  2002.  Effects of spices on growth and 

survival of Escherichia coli  o157 and Salmonella enterica serovar 

Enteritidis in broth model systems and mayonnaise.  Food Control 13: 399-

404. 

 

Peeters E., Nelis H.J, and Coenye, T.  2008.  Comparison of multiple methods for  

           quantification of microbial biofilms grown in microtiter plates. Journal of 

Microbiological Methods 72: 157-165. 

 

Pitts, B., Hamilto, M.A., Zelver, N. and Stewart, P.S.  2003.  A microtiter-plate 

screening method for biofilm disinfection and removal.  Journal of 

Microbiological Methods 54: 269-276. 

 

Planchon, S., Leroy, S., Bellon-Fontaine, M.N., Fadda, S. and Talon, R.  2007.  Surface 

properties and behavior on abiotic surfaces of Staphylococcus carnosus, a 

genetically homogeneous species.  Food Microbiology 24: 44-51. 

 

Pompermayer, D.M.C. and Gaylarde, C.C.  2000.  The influence of temperature on 

the adhesion of mixed cultures of Staphylococcus aureus and  Escherichia 

coli to polypropylene. Food Microbiology 17: 361-365. 

 

Ramesh, N., Joseph, S.W., Carr, L.E., Douglass, L.W., and Wheaton, F.W.  2002.   



102 
 

 
 

 

Evaluation of chemical disinfectants for the elimination of Salmonella 

biofilms from poultry transport containers. Poultry Science 81: 904-910. 

 

Scher K., Romling U. and Yaron S. 2005.  Effect of heat, acidification and 

chlorination on Salmonella enterica serovar Typhimurium Cells in a 

biofilm formed at the air-liquid interface.  Applied and Environmental 

Microbiology 7: 1163- 1168. 

 

Sharma, M. and Anand, S.K.  2002.  Biofilms evaluation as an essential 

component of HACCP for food/dairy processing industry – a case.  Food 

Control 13: 469-477. 

 

Spoering, A.L. and Lewis, K.  2001.  Biofilms and planktonic cells of 

Pseudomonas aeruginosa have similar resistance to killing by 

antimicrobials. Journal of Bacteriology 183: 6746-6751. 

 

Verran, J. and Whitehead, K.A.  2006.  Assessment of organic materials and 

microbial components on hygienic surfaces.  Food and Bioproducts 

Processing 84: 260-264. 

 

Vivas, J., Padilla, D., Real, F., Brovo, J., Grasso, V. and Acosta, F.  2008.  

Influence of environmental conditions on biofilm formation by Hafnia 

alvei strains.  Veterinary Microbiology 129: 150-155. 

 

Whitehead K.A., Smith L.A. and Verran J.  2008.  The detection of food soils and 

cells on stainless steel using industrial methods : UV illumination and  ATP 

bioluminescence. International Journal of Food Microbiology 117: 25-34. 

 

Wirtanen, G., Salo, S., Helander, I.M. and Mattila-Sandholm, T.  2001.  

Microbiological methods for testing disinfectant efficiency on 

Pseudomonas biofilm.  Colloid and Surfaces 20:37-50. 



103 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        
 
                                     ภาคผนวก 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายทีใ่ชในการทดลอง 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารละลายทีใ่ชในการทดลอง 
 

 

1.  Tryptic Soy Broth (TSB, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

Peptone from casein    17% 

  Peptone from soy meal   3.0% 

D (+) glucose     2.5%  

NaCl      5.0% 

di-Potassium hydrogen phosphate  2.5% 

 น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 30 กรัม ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 1 ลิตร หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่ตองการ ปดฝา

แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

2.  Tryptic Soy Agar  

เตรียมโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB แลวเติม Agar-agar (Merck Laboratories, Darmstat, 

Germany) รอยละ 1.2 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

3. Nutrient Agar (NA, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

 

Peptone from meat   5.0 กรัม 

Meat extracts    3.0 กรัม 

Agar     12.0 กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 20 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสขวดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 

นาที 
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4. Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD, Difco, France) 

  

Yeast Extract    3.0 กรัม 

L-Lysine    5.0 กรัม  

Xylose     3.5 กรัม 

Saccharose    7.5 กรัม 

Sodium desoxycholate   2.5 กรัม 

Ferric ammonium Citrate  0.8 กรัม 

Sodium thiosulfate   6.8 กรัม 

Sodium chloride   5.0 กรัม 

Agar     13.5 กรัม 

Phenol red    0.08 กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 55 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน นําไปใชตามที่ตองการ (โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที) 

 

 

5. Triple sugar iron agar (TSI, Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

  

 Peptone from casein    15.0 กรัม 

 Peptone from meat    5.0 กรัม 

 Meat extract     3.0 กรัม 

 Yeast extract     3.0 กรัม 

 Sodium chlorine    5.0 กรัม 

 Lactose     10.0 กรัม 

 Sucrose     10.0 กรัม 

 D (+) Glucose     1.0 กรัม 

 Ammonium iron (III) citrate   0.5 กรัม 

 Sodium thiosulfate    0.5 กรัม 
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 Phenol red     0.024 กรัม 

 Agar      12.0 กรัม  

 น้ํากลัน่      1.0 ลิตร 

 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 65 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที เมื่อครบเวลา นําหลอดมาเอียงทําเปน slant 

 

6. Shigella - Salmonella (SS) agar (Merck Laboratories, Darmstat, Germany) 

 

 Beef extract     5.0  กรัม 

 Proteose-peptone    5.0  กรัม 

 Lactose     10.0  กรัม 

 Bactobile salt No.3    8.5  กรัม 

 Sodium citrate     8.5  กรัม 

 Ferric citrate     1.0  กรัม 

 Agar      13.5  กรัม 

 Brilliant green     0.00033 กรัม 

 Neutral red     0.025  กรัม 

 D.W.      1   ลิตร 

 

 ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 60 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจาก

สวนผสมทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน นําไปใชตามที่ตองการ (โดยไมตองนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที) 
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7. Lysine iron agar (LIA) 

 

 Peptone from meat     5.00 กรัม 

 Yeast extract      3.00 กรัม 

 D(+)glucose      1.00 กรัม 

 L-lysine monohydrochloride    10.0 กรัม 

 Sodium thiosulfate     0.04 กรัม 

 Ammonium iron(III) citrate    0.50 กรัม 

 Bromocresol purple     0.02 กรัม 

 Agar-agar      12.50 กรัม 

 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสําเร็จรูป 32 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด หลังจากสวนผสม

ทั้งหมดละลายเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 

15 นาที เมื่อครบเวลา นําหลอดมาเอียงทําเปน slant 

 

8. Phosphate Buffer Saline (PBS, pH7.2) 

 

Sodium chloride (NaCl)     7.650 กรัม 

Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  0.210  กรัม 

di-sodium hydrogen orthophosphate anhydrous (Na2HPO4) 0.724  กรัม 

น้ํากลัน่         1 ลิตร 

 

ชั่งสวนผสมทั้งหมดละลายใหน้ํากลั่นใหเปนเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรสารละลายเปน 1 

ลิตร ดวยน้ํากลั่น แบงใสขวดตามปริมาตรที่ตองการ ปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส นาน 15 นาที 
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9. สารละลายเกลือ ความเขมขนรอยละ 0.85 (Normal saline) 

 

NaCl     8.50  กรัม 

น้ํากลัน่     1.0 ลิตร 

 

ละลาย NaCl ในน้ํากลั่นใหเปนเนื้อเดียวกัน แบงใสหลอดทดลองและขวดตามปริมาตรที่

ตองการ ปดฝาแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

   สารฆาเชื้อทีใ่ชในการทดลอง 
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ภาคผนวก ข 
สารฆาเชื้อทีใ่ชในการทดลอง 

 

1. สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (Sodium hypochlorite) 

 

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท (sodium hypochlorite) เตรียมไดจากชั่งโซเดียมไฮโปคลอ

ไรท ตามความเขมขนที่ตองการ เชนถาตองการโซเดียมไฮโปคลอไรทที่มีความเขมขน 100 ppm กใ็หชัง่

โซเดียมไฮโปคลอไรท 0.1000 กรัม (ดวยเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง) ละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 

1,000 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เปนตน สวนสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท ความเขมขนอื่นๆก็ใชวิธี

เดียวกัน 

 

2, สารละลายกรดเปอรออกซีอะซีติก (Peroxyacetic acid); Proxitane® 5% 

  

สารละลายกรดเปอรออกซีอะซีติกเตรียมจากสารผสมกรดเปอรออกซีอะซีติกทางการคา 

(Proxitane® 5%,  Peroxythai Ltd., Thailand) โดยเจือจางจากคําแนะนําของบริษัท ใช Proxitane® 

5% 1 สวนละลายน้ํา 125 สวน จะไดสารละลายที่มีความเขมขน 400 ppm จากนั้นปรับสัดสวนตาม

ความเขมขนที่ตองการ แลวละลายในน้ํากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 500 มิลลิลิตรใหไดความเขมขนของ

กรดเปอรออกซีแอซีติก 25, 50 และ 100 ppm 
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ภาคผนวก ค 

การหาคา  MIC และ MBC ของน้ํามันกานพล ู
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ภาคผนวก ค 
การหาคา  MIC และ MBC ของน้ํามันกานพล ู

 
1. ทดสอบความไว (Sensitivity) ของเชื้อ S. Anatum ตอน้ํามันกานพล ู100 % 

ทดสอบความไว (sensitivity) ดวยวิธี Agar diffusion โดยหยดน้ํามันกานพลู 100% ปริมาตร 

10 μL ลงบนกระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร ที่นึ่งฆาเชื้อแลว     (10 μL/disc) 

โดยใช micropipette ขนาด 10 ไมโครลิตร จากนั้นใชปากคบีปลอดเชื้อคีบแผนกระดาษกรองที่หยด

น้ํามันกานพลูแลววางลงผิวหนาอาหาร Nutrient  agar (NA) ที่มีการเกลี่ยเชื้อ S.  Anatum 106 

CFU/mL เอาไวกอนหนานี้ บมเชื้อที่อุณหภูมิ 40±1 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลโดยดูบริเวณยับยั้ง 

(inhibition zone) ที่เกิดขึ้น บันทึกผลการทดลองโดยวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งเชื้อเปน

มิลลิเมตร 

 
2. ความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. Anatum (Minimal inhibitory 

Concentration: MIC) 
ทดสอบหาความไวของ  S. Anatum  ตอน้ํามันกานพลูดวยวิธี broth dilution technique การ

ทดสอบวิธนีี้จะทําใหทราบทั้ง MIC (Minimum Inhibition Concentration) และ MBC (Minimal 

Bactericidal Concentration) ของน้ํามันกานพลูตอแบคทีเรียซึ่งทําการทดสอบ หลักการโดยทั่วไปของ

วิธีนี้คือ การเลี้ยงแบคทีเรียที่ตองการทดสอบในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเหลวซึ่งมีน้ํามันกานพลูในปริมาณ

ตางๆกันผสมอยูดวย และสังเกตการเจริญของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีน้ํามันกานพลูใน

ปริมาณตางๆกัน การทดสอบหาความไวของแบคทีเรียตอน้ํามันกานพลูโดยวิธี Broth dilution 

technique นี้สามารถทําไดทั้ง macro broth dilution technique และ micro broth dilution 

technique ในที่นี้ทําการทดสอบโดยวิธี Macro broth dilution technique 

2.1 การเตรียม S.  Anatum ที่ใชทดสอบ 

S.  Anatum   ที่ใชในการทดสอบตองอยูในระยะที่เซลลทุกๆเซลลพรอมที่จะเจริญ

หรือ แบงเซลลได ควรเปนแบคทีเรียที่มีอายุไมมากนัก โดยทั่วไปใชเซลลที่มีอายุไมมากกวา 24 ชั่วโมง 

ซึ่งวิธีการเตรียมเซลลของ S.  Anatum นั้นทําเชนเดียวกับขอ 3.2.1 ในวิธีดําเนินวิจัย              

2.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ในการทดสอบนี้จะใชอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  

2.3 การเตรียมน้ํามันกานพลูที่ใชในการทดสอบ  

นําน้ํามนักานพลูมาละลายใน 1% tween 80 ใหไดความเขมขนตามที่ตองการ  

(หนวยเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
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2.4 การทดสอบความไวตอน้าํมันกานพล ูดวยวิธ ีMacro broth dilution technique 

2.4.1 นําหลอดทดลองขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ซึ่งผานการฆาเชื้อและทําให 

แหง จํานวน 12 หลอด เขียนหมายเลขกํากบัไวที่หลอด 

2.4.2 ใชปเปตดูดอาหารเลีย้งเชื้อ (broth) ใสลงในหลอดที่ 2 - 12 หลอดละ 1

มิลลิลิตร 

2.4.3 ใชปเปตดูดสารสกัดลงในหลอดที ่1 และ 2 หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสม 

สารในหลอดที ่2 ใหเขากัน 

2.4.4 ใชปเปตดูดสารในหลอดที่ 2 หลอด จํานวน 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดที่ 3 

2.4.5 ทําซ้ําในขอ 2.4.4 ไปจนถึงหลอดที่ 11 (เปลี่ยนไปเปตทุกครั้งที่เปลี่ยนหลอด) 

เมื่อผสมสารละลายในหลอดที่ 11 ใหเขากันไดดีแลวใหใชไปเปตดูดสารละลายทิ้งไป 1 มิลลิลิตร 

หลอดที่ 12 จะมีแตอาหารเลี้ยงเชื้อเพียงอยางเดียวไมมีสารสกัด จึงใชเปน positive control 

2.4.6 เติมเซลล S.  Anatum ที่เตรียมไวลงไปในทุกหลอด จํานวนหลอดละ 0.1 

มิลลิลิตร  

2.4.7 นําไปบมที่อุณหภูม ิ40±1 องศาเซลเซียส นาน 16 - 18 ชั่วโมง 

2.5 การอานผลการหา Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

เมื่อบมเชื้อจนครบ 16 -18 ชั่วโมง แลว ใหสังเกตหลอดสุดทายที่ไมมีจุลินทรีย เจริญ

หรืออาหารเลี้ยงเชื้อในหลอดไมขุน อานปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เปนคา MIC บันทึกหนวย

เปนมิลลิกรัมตอมิลลิเมตร  

 
3. ความเขมขนตํ่าสุดทีส่ามารถฆาไดเชื้อ S.  Anatum  (Minimal Bactericidal 

Concentration: MBC)  
จากการหาคาความเขมขนต่ําที่สุดที่ทําใหเชื้อไมเจริญในอาหารเหลวนั้น สามารถนํามาหาคา 

MBC ได โดยนําหลอดที่ทําการทดสอบจากการหาคา MIC ที่ไมมีความขุนทุกหลอด มา 0.1 มิลลิลิตร 

ใสไปในอาหารเลี้ยงเชื้อหลอดใหม ถาความเขมขนของสารสกัดที่สามารถฆาเชื้อไดก็จะไมพบการ

เจริญของเชื้อในอาหารหลอดใหม แตถาความเขมขนของสารสกัดไมสามารถทําลายเชื้อไดจะพบการ

เจริญของเชื้อในอาหารหลอดใหม  
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4. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ในการฆาเชื้อ ดวยวิธี agar 
diffusion  
วิธีการทดสอบเชนเดียวกับขอ 1 โดยใชน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC และใช chloramphenicol 

(30mg/disc) เปน positive control และใช 1% tween 80 เปน negative control 

 
5. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC ในการฆาเชื้อ ดวยวิธื 

Microdilution agar plate method  (Moreira et al., 2005) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NA จํานวน 90 mL นําไปนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นทิ้งไวใหเย็นอุณหภูมิ

ประมาณ 45 องศาเซลเซียส เติมน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC (2.25 mg/mL) จํานวน 10 mL ลงไปผสม

ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด NA ใหเขากัน กอนเทลงใน pertri dish (plate) ที่มีเชื้อ Salmonella Anatum 

106 CFU/mL จํานวน 0.1 mL จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

การอานผล สังเกตการเจริญของเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเทียบกับ control 

 

 จากการศึกษาพบวา S.  Anatum มีความไวตอน้ํามันกานพลู 100%  (pure clove oil) โดยมี

คา inhibition zone เทากับ 2.47±0.09 มิลลิเมตร (รูปA)  จากนั้นจึงไดหาคา MIC และ MBC ตอไป

ดวยวิธี Macro broth dilution technique พบวา มีคา MIC เทากับ 1.25 mg/mL และมีคา MBC 

เทากับ 2.25 mg/mL จึงไดนําคา MBC ที่หาไดจากวิธีทดสอบดังกลาวมาทดสอบยืนยันประสิทธิภาพ

การฆาเชื้อดวยวิธี agar diffusion อีกครั้ง พบวา เซลลของ Salmonella Anatum มีความไวตอคา 

MBC  โดยมีคา inhibition zone เทากับ 1.59±0.28 มิลลิเมตร (รูปB )  สวน chloramphenicol 

(positive control) มีคา inhibition zone 3.39±0.10 มิลลิเมตร สวนวิธี Microdilution agar plate 

method นั้น พบวาไมมีการเจริญของเชื้อ Salmonella Anatum (รูป C)บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เมื่อ

เปรียบเทียบกับ plate ที่เปน positive control (รูป D) 
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A) ความไวของเชื้อ S.  Anatum ตอน้ํามันกานพลู 100% 

B) ความไวของเชื้อ S.  Anatum ตอน้ํามันกานพลูที่ระดับ MBC โดยมี   

     Chloramphenicol เปน positive control และ 1% tween 80 เปน negative control 

C) ไมมีการเจริญของเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เมื่อทดสอบดวยวิธี Microdilution agar  

      plate method 

D) Plate positive control เมื่อทดสอบดวยวิธี Microdilution agar plate method 

 

 

จากการทดลองขางตนเมื่อทราบคา MBC ของน้ํามันกานพลูตอเชื้อ S.  Anatum แลวจึงนํา

คาที่ไดไปทดสอบประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อที่แขวนลอยในสารอาหารตางๆ เชน สารละลายเกลือ 

เขมขนรอยละ 0.85 อาหารเลี้ยงเชื้อ TSB และน้ํานึ่งไก และทดสอบประสิทธิภาพในการทําลายเซลล

ของ Salmonella ในไบโอฟลมตอไป  

 

 

 

 

(D) (C) 

(A) (B) 
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ภาคผนวก ง 
การเตรยีมน้าํนึ่งไก และการวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี
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ภาคผนวก ง 
การเตรยีมน้าํนึ่งไก และการวิเคราะหองคประกอบทางเคม ี

 
 

การเตรยีมน้าํนึ่งไก 
 ใชเนื้อไกหนักประมาณ 1 กิโลกรัม ลางทําความสะอาด แลวนําไปนึ่งโดยเติมน้ําเปลา 2 ลิตร 

ใชเวลาในการนึ่ง 30 นาที น้ํานึ่งไกที่ไดเก็บใสขวดๆ ละ 100 mL แชที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส กอน

จะนํามาใช 

 
การวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของน้ํานึ่งไก 

ง.1 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนจากปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด A.O.A.C (2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. ชุดวิเคราะหโปรตีน (ประกอบดวย digestion unit รุน BUCHI, K-424 และ B-324, 

Switzerland) 

2. เครื่องชั่งละเอยีดทศนยิม 4 ตําแหนง (Sartorius BP 310, Germany) 

สารเคม ี

1. กรดซัลฟูริกเขมขน (A.R.grade) 

2. สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก (A.R.grade) ความเขมขน 0.1 N  

3. สารละลายบอริก (A.R.grade) ความเขมขน  4 % 

4. selenium reagent mixture (A.R.grade) 

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 35 % 

6. สารละลายอนิดิเคเตอร เตรียมโดยผสมสารละลาย methyl blue 0.2 % ในแอลกอฮอล แลว

กรอง 25 มิลลิลิตร กับสารละลาย methyl red 0.2 % ในแอลกอฮอล 50 มิลลิลิตร 

วิธีวิเคราะห 

1.  ชั่งตัวอยางที่ทราบน้ําหนักแนนอน (ตัวอยางน้ํานึ่งไกประมาณ 5 มิลลิลิตร) ใสลงในหลอดยอย

โปรตีน 

2.  เติม selenium reagent mixture ซึ่งใชเปนสารเรงปฏิกิริยา (catalyst) ประมาณ 5 กรัม และ

กรดซัลฟูริกเขมขน 20 มิลลิลิตร 

3.  นําตัวอยางไปยอยดวยเครื่อง BUCHI digestion unit โดยใชความรอนเบอร 8 (กอนนาํ

ตัวอยางเขายอยควรเปดเครื่อง BUCHI digestion unit โดยใชความรอนเบอร 10 กอน     



119 
 

 
 

 

ประมาณ 15 นาที) และปดฝาดานที่ตอเขากับเครื่องดดูไอกรด (scrubber) ยอยตัวอยางจน

สวนผสมในหลอดยอยกลายเปนสีเขียวใส และทิง้ไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง 

4.  นํามากลัน่โดยเติม 35 % sodium hydroxide และรองรับสารที่กลั่นดวยสารละลาย 4 % 

boric acid หยดสารละลายเมทิลเรด-โบรโมครีซอลกรีนเปนอินดิเคเตอร 2-3 หยด ในระหวาง

การกลัน่จะเกดิแอมโมเนียขึน้ และจะถกูจับไวดวยสารละลาย 4 % boric acid จะได

สารละลายสีเขียว 

5.  ลางสวนปลายของ condenser ดวยน้าํกลั่นใสลงในฟลาสกที่รองรับส่ิงที่กลัน่ได 

6.  นําสารละลายที่กลัน่ไดในฟลาสกทัง้หมดมาไทเทรตดวยสารละลายไฮดรอคลอริค   มาตรฐาน

ความเขมขน 0.1 N จนถึงจดุยุติ (end point) เปนสีมวงแดง 

7.  ทําตัวอยางควบคุม (control) โดยเตรียมเหมือนกับขอ 2 และวิเคราะหผลเชนเดียวกับตัวอยาง 

8.  คํานวณหาปรมิาณโปรตีนดงันี ้

 

ปริมาณโปรตีน ( % ) =    (  Va-Vb  )  ×  N  ×  1.4  ×  CF 

       น้ําหนักตัวอยาง (mL)  

 

เมื่อ Va   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรตตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 Vb   คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรต blank (มิลลิลิตร) 

 N     คือ ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไทเทรต มหีนวยเปน Normal 

CF   คือ  Conversion factor สําหรับเปลี่ยนไนโตรเจนใหเปนหนวยโปรตีน                    (ใน

การทดลองใช 6.25) 
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ง. 2 การวิเคราะหปริมาณไขมนั ตามวธิี A.O.A.C. (2000) 
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. ตูอบลมรอน (hot air oven) (Memmert, USA) 

2. Mojonnier tube 

3. Rotary evaporator (Eyela, SB 651, Japan) 

4. ขวดกนกลม 

สารเคม ี

1. สารละลายแอมโมเนยี 26 %  w/v  

2. เอทานอล 95 %  v/v 

3. Diethyl ether  b.p. 34-35 oC  

4. Petroleum ether  b.p. 40-60 oC 

 

วิธีวิเคราะห 

1. ปเปตตัวอยางน้ํานึ่งไก10 มลิลิลิตรใสลงใน Mojonnier tube  

2. เติมสารละลายแอมโมเนีย 26 %  w/v  2 มิลลิลิตร แลวเขยาใหเขากัน จากนั้นเติมน้ํากลั่น 6 

มิลลิลิตรผสมใหเขากนัอีกครั้ง 

3. เติมเอทานอล 95 %  v/v  10 มิลลิลิตรเขยาผสมใหเขากัน จากนัน้เติม Diethyl ether  25 

มิลลิลิตร เขยาอยางแรงเปนเวลานาน 1 นาท ี

4. เติม Petroleum ether  25 มิลลิลิตร เขยาอยางแรงเปนเวลานาน 30 วินาท ี และตั้งทิง้ไว  

20 นาท ี

5. รินชั้น ether ใสขวดกนกลมที่ชั่งน้ําหนักไวแลว 

6. สกัดตัวอยางซ้าํอีก 2 คร้ังตามขอ 3-6 แตใช เอทานอล 95 %  v/v  จาก 10 มิลลิลิตรเหลือ  

5 มิลลิลิตร 

7. นําไปกลัน่ดวยเครื่อง Rotary evaporator ที่อุณหภูม ิ 60-65 oC    จนกระทัง่น้าํระเหยออก 

หมด 

8. นําขวดกนกลมไปอบที่อุณหภูมิ 100 ± 2 o C เปนเวลา 1  ชั่วโมง หรือจนกวาน้ําหนัก 

จะคงทีจ่ากนัน้ทิง้ไวใหเย็นใน des ica to r  นาน 30 นาที และนําขวดกนกลมมาชั่งน้ําหนกั 

 

% Fat (sample) = W2S  -  W3  ×  100 

       W1S 
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เมื่อ W1S คือ น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 

W2S คือ น้ําหนกัขวดกนกลม+ ไขมันที่สกัดได (กรัม) 

W2b คือ น้ําหนกัขวดกนกลม + น้าํหนัก Blank (กรัม) 

W3 คือ น้ําหนกัขวดกนกลม (กรัม) 

 
ง3. การวิเคราะหคารโบไฮเดรตทั้งหมดโดยวิธฟีนอล – ซัลฟูรกิ  
เครื่องมือและอุปกรณ 

1. Spectrophotometer (Spectronic 20 Genesys, USA) 

2. Vortex mixer (CTL, CTL-107, Germany) 

3. Water bath (Memmert, USA) 

สารเคม ี

        1.   กรดซัลฟูริกเขมขน   95.5 % 

        2.   สารละลายฟนอล 5 %  

        3.   สารละลายกลโูคสมาตรฐาน (D-glucose) 

วิธีวิเคราะห 

1. นําตัวอยางน้าํนึ่งไกประมาณ 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว 2-3 

นาท ี

2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ทิง้ไว  10 นาท ี

3. เขยาและนาํไปแชในอางน้ําเย็นที่อุณหภูม ิ25 – 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 30 นาท ี

4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  490  นาโนเมตร   เทียบคาการดูดกลืนแสงกับ 

กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (คาแบลงคใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง) 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณ  Available chloride 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะหปริมาณ Available chloride 

 

สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหปริมาณ  Available chloride (กนกทพิย, 2549) 

 

1. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium thiosulfate) ความเขมขน 0.1 นอรมัล 

 ชั่งโซเดียมไธโอซัลเฟต (Na2S2O3.5H2O) ปริมาณ 6.25 กรัม ละลายในน้ํากลั่นที่ตมใหเดือด

ใหมๆ แลวเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาณครบ 250 มิลลิลิตร เก็บไว 2 อาทิตยแลว standardize กับ

สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน 0.1นอรมัล เก็บสารละลายที่ไดโดยการเติมคลอโรฟอรมลง

ไป 2-3 มิลลิลิตร 

 

2. สารละลายโพแทสเซยีมไดโครเมต (Potassium dichromate) ความเขมขน 0.1 นอรมัล 

 ชั่งโพแทสเซียมไดโครเมต ปริมาณ 0.4904 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ แลวทาํใหปริมาตรครบ 

100 มิลลิลิตร ดวยน้าํกลัน่ 

 

3. การ standardize สารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 

 เติมกรดซัลฟูริกเขมขน (Conc. Sulfuric acid) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร 

ซึ่งอยูในขวดแกวรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต เขมขน 0.1 นอร

มัล 10 มิลลิลิตร ลงไป แลวจึงเติมโพแทสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide) ปริมาณ 1 กรัม ปดจุก

ยางเขยา แลวเก็บไวในที่มืด 6 นาที นํามาไตเตรตกับสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต เขมขน 0.1 นอร

มัล โดยใชน้ําแปงเปนอินดิเคเตอร 

 

 การคํานวณหาความเขมขนที่แนนอนของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 

       

ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต  = 10 × นอรมัลของสารละลายโพแทสเซียมไดโคร

เมต 

                           ( นอรมัล )       มิลลิลิตรของโซเดียมไธโอซัลเฟตที่ใชในการไต

เตรต 
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4. สารละลายโซเดียมไธโอซลัเฟต (Sodium thiosulfate) ความเขมขน 0.01 นอรมัล 

เตรียมโดยปเปตสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต ความเขมขน 0.1 นอรมัล ปริมาตร 0.1 

มิลลิลิตร แลวทําปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่นที่ตมเดือดใหมๆ 

 

4. สารละลายแปง 

ชั่งแปง (Starch indicator) 1 กรัม ผสมกับน้ําเล็กนอย แลวเทลงในน้ําเดือดประมาณ 200 

มิลลิลิตร คนแลวทิ้งคางคืน รินเอาสวนใส เก็บโดยการเติมกรดซาลิไซลิก ปริมาณ 0.25 กรัมและซิงค

คลอไรด ปริมาณ 0.8 กรัม 
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ภาคผนวก ฉ 

ตารางแสดงขอมูล 
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ภาคผนวก จ 

ตารางแสดงขอมูล 
 

ตารางที ่ฉ1 จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

ชนิดของพื้นผิว เวลา (นาที) จํานวนเซลลที่ตรวจพบ* (logCFU/cm2) 

0 2.49±0.39**h 

5 3.07±0.11g 

15 3.59±0.26f 

30 3.64±0.23ef 

60 3.82±0.15de 

304/2B 

120 4.21±0.24b 

0 2.57±0.23h 

5 3.95±0.11cd 

15 4.02±0.11bcd 

30 4.08±0.13bc 

60 4.02±0.22bcd 

304/BA 

120 4.59±0.07a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ ตรวจนับบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังจากใหเชื้อยึด

เกาะเปนระยะเวลา 0-120 นาท ีที่อุณหภูม ิ28±1 oC  
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ2 จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะไดบน Stainless steel 304/2B ท ี

ระยะเวลาตางๆ 

 

เวลา (นาที) 
จํานวนเซลลที่ตรวจพบ* 

 (log  RLU/cm2) 

0 1.30±0.08**a 

5 2.00±0.04b 

15 2.15±0.04c 

30 2.23±0.15c 

60 2.96±0.05d 

120 3.84±0.03e 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ หลงัจากตรวจวัด ATP ดวยเครื่อง Hy-lite®  2 ที่  

                          ระยะเวลา 0-120 นาท ีอุณหภูมิ 28±1 oC  
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ3   การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ เมื่อใชเชื้อเริ่มตนระดับสูง (8 log CFU/mL) ที่อุณหภมูิตางๆ 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) 
อุณหภูม ิ(oC) 

1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

15 2.83±0.31**mn 2.95±0.18klmn 2.88±0.11mn 2.77±0.34mn 3.45±0.23ghi 3.16±0.45hijklm 3.32±0.26ghijkl 3.36±0.31ghijk 3.50±0.35fghi 5.13±0.52cd 5.22±0.22cd 

20 2.88±0.17mn 2.99±0.37iklmn 3.40±0.28ghij 3.13±0.45ijklm 2.92±v.25lmn 2.67±0.30n 3.61±0.18fg 3.57±0.06fgh 5.45±0.39c 6.08±0.16b 5.87±0.51b 

30 1.91±0.27o 2.80±0.52ijklm 3.04±0.51ijklmn 3.42±0.37ghijkl 3.65±0.45ghi 3.91±0.43f 4.47±0.51e 4.98±0.18d 6.08±0.35b 6.84±0.31a 6.72±0.31a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ4 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ เมื่อใชเชื้อเริ่มตนระดับต่ํา (3 logCFU/mL) ที่อุณหภูมติางๆ 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) 
อุณหภูมิ(oC) 

1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

15 0.00±0.00**h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 2.98±0.21g 3.59±0.43f 5.07±0.15d 

20 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 4.30±0.25e 5.44±0.08c 6.23±0.29b 

30 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 0.00±0.00h 6.24±0.27b 6.35±0.16b 6.58±0.26a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ5 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนทดสอบ ที่มแีหลงของสารอาหารที่แตกตางกนั ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูม ิ30 oC 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) ชนิดของ 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

ไมมีอาหาร 2.10±0.16**w 2.65±0.19v 2.17±0.35w 3.26±0.26rst 2.96±0.37tuv 3.11±0.05st 3.23±0.13rst 3.55±0.05pqr 4.08±0.46mno 4.57±0.17jk 4.63±0.38ij 

0.85% NaCl 4.05±0.19mn 3.95±0.18mno 4.20±0.18lmn 4.27±0.18klm 4.75±0.12hij 4.63±0.15ij 4.96±0.13ghi 5.27±0.17fg 5.94±0.17e 6.23±0.16de 6.50±0.12cd 

TSB 1.91±0.27w 2.80±0.52uv 3.04±0.51stu 3.42±0.37qrs 3.65±0.45opq 3.91±0.43nop 4.47±0.51jkl 4.98±0.18gh 6.08±0.35e 6.84±0.31ab 6.72±0.31bc 

TSB+1%glucose 3.12±0.17st 3.49±0.29qr 3.53±0.14qr 3.89±0.11no 4.45±0.23jkl 5.56±0.15f 5.01±0.43gh 5.58±0.16f 6.22±0.23de 6.71±0.45bc 7.06±0.35a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA 
**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 
 
 
 
 

ตารางที ่ฉ6 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบ ที่มีเกรด (Grades) แตกตางกนั ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูม ิ30 oC 
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จํานวนเซลล(log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชั่วโมง) เกรดของ      
 Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 1.91±0.27**n 2.80±0.52m 3.04±0.51lm 3.42±0.37kl 3.65±0.45jk 3.91±0.43ij 4.47±0.51f 4.98±0.18e 6.08±0.35c 6.84±0.31ab 6.72±0.31ab 

316L/2B 3.37±0.29kl 3.09±0.46kl 3.65±0.22jk 4.05±0.36hi 4.24±0.13fgh 4.38±0.58fgh 4.95±0.11e 4.36±0.18fgh 5.89±0.44cd 5.77±0.19cd 6.58±0.47b 

430/2B 2.83±0.31m 3.24±0.14kl 3.36±0.17kl 4.06±0.27ghi 4.42±0.13fg 4.29±0.21fgh 5.13±0.19e 5.61±0.01d 6.75±0.41ab 6.85±0.17ab 7.11±0.18a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ7 การเกิดไบโอฟลมของ S. Anatum บนแผนพืน้ผิวทดสอบที่มีพืน้ผวิ (finish) แตกตางกัน ปริมาณเชื้อเริ่มตน 8 log CFU/mL ทีอุ่ณหภูมิ 30 oC 
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จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (ชัว่โมง) Finish ของ 
Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 1.91±0.27**l 2.80±0.52k 3.04±0.51jk 3.42±0.37ij 3.65±0.45hi 3.91±0.43h 4.47±0.51g 4.98±0.18f 6.08±0.35d 6.84±0.31b 6.72±0.31bc 

304/BA 3.10±0.30jk 3.80±0.39h 4.41±0.24g 4.91±0.22f 5.18±0.49ef 5.24±0.20ef 5.13±0.26ef 5.45±0.31e 6.41±0.22c 7.19±0.21a 7.35±0.22a 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนแผนทดสอบ ตรวจจํานวนเซลลดวยวิธ ีSpread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที ่ฉ8 การเจริญของเซลล S.  Anatum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ที่มีแผนทดสอบชนิดตางๆจุมอยูภายใน ทีอุ่ณหภูมิ 30 oC ณ เวลาตางๆ  
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จํานวนเซลลในอาหารเลีย้งเชื้อ TSB (log CFU/mL)*  และ เวลา (ชั่วโมง) เกรดของ 
Stainless steel 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 

304/2B 3.93±0.27**s 3.99±0.34rs 4.12±0.01pqrs 4.29±0.04opqr 4.52±0.09no 4.40±0.11op 4.18±0.08pqrs 4.33±0.08opq 9.25±0.20b 9.18±0.40bc 9.95±0.01a 

316L/2B 4.03±0.04qrs 4.10±0.15pqrs 4.73±0.01n 5.09±0.21m 5.99±0.45j 5.64±0.01kl 6.71±0.11hi 6.96±0.53gh 8.61±0.44e 8.73±0.25de 8.94±0.14cd 

430/2B ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

304/BA 3.97±0.08s 4.27±0.05opq 5.22±0.34m 5.49±0.03l 5.47±0.34jk 6.45±0.04i 7.18±0.04g 7.74±0.22f 8.90±0.30cd 8.94±0.28cd 9.16±0.19bc 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ตรวจจํานวนเซลลดวยวธิี Spread plate technique บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA  

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ND- ไมไดทําการทดลอง 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 

 

 

 

 
 

ตารางที ่ฉ9 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที ่ฉ 10 รอยละ

ของการ ลดลงของ

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
NaOCl (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

100 7.36±0.11**b 7.26±0.31bc 6.30±0.17cde 6.79±0.36de 6.35±0.04gh 6.05±0.13hi 5.94±0.14i 

200 7.25±0.08bc 7.07±0.01bcd 6.71±0.01def 6.66±0.31efg 6.30±0.17h 5.83±0.04i 5.44±0.18j 

400 7.97±0.02a 6.83±0.21de 6.74±0.09def 6.66±0.01efg 6.40±0.15fgh 5.88±0.06i 7.79±0.18i 

หมายเหต ุ   *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบหลังสมัผัสสารละลาย Sodium hypochlorite ความเขมขน 100  200 และ 400 ppm 

                    สําหรับไบโอฟลมอาย ุ24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28±1 oC  โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริม่ตน 

                    0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัที (ประมาณ 10 วินาที) 

                   ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

                   ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 
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จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
NaOCl (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

100 0.00** 1.36 5.30 7.74 13.72 17.80 19.29 

200 0.00 2.48 7.45 8.14 13.10 19.59 24.97 

400 0.00 14.30 15.43 16.44 19.70 26.22 27.35 

 

หมายเหตุ    *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลบนพื้นผิวทดสอบหลังสัมผัสสารละลาย Sodium hypochlorite  

                    ความเขมขน 100, 200 และ 400 ppm สําหรับไบโอฟลมอาย ุ24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ28±1 oC 

                    โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริม่ตน 

                    0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที)  

                                     ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ตารางที ่ ฉ11 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
Proxitane® (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

25 7.25±0.10**a 7.04±0.01ab 5.07±0.01cd 3.78±0.30e 3.59±0.22e 3.45±0.03ef 3.41±0.15ef 

50 7.20±0.26a 6.42±0.08b 5.02±0.52cd 4.49±0.68d 4.44±0.28d 2.79±0.44fg 0.00±0.00h 

100 7.21±0.11a 5.37±0.60c 3.41±0.10ef 3.18±0.04efg 3.31±0.75efg 2.63±0.21g 0.00±0.00h 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25 50 และ 100 ppm  

                                     สําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 28±1 oC    โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน 

                                     0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ ฉ12 รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลังสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 
 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) 
Proxitane® (ppm) 

0A 0B 1 5 10 20 30 

25 0.00** 2.90 30.07 47.86 50.48 52.41 52.97 

50 0.00 10.83 30.28 37.64 38.33 61.25 100.00 

100 0.00 25.52 52.70 55.89 54.09 63.52 100.00 

 

หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลลบนพื้นผวิทดสอบ หลงัสัมผัสสารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm  

                                      สําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูม ิ28±1 oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน  

                                      0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้แลวเก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ตารางที ่ ฉ13 จํานวนเซลลใน Salmonella Biofilm บนแผนทดสอบ หลงัสัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC 

 

จํานวนเซลล (log CFU/cm2)*  และ เวลา (นาที) น้ํามันกานพล ู
0A 0B 1 5 10 20 30 

2.25 mg/mL 6.65±0.18**a 6.44±0.22ab 6.49±0.16a 6.36±0.50abc 6.44±0.05ab 6.07±0.09bc 6.02±0.28c 

รอยละของการลดลง 0.00 1.83 1.07 3.05 1.83 7.47 8.23 
 

หมายเหตุ  *จํานวนเซลลบนพืน้ผิวทดสอบหลังสัมผัสน้ํามนักานพลทูี่ระดับความเขมขน MBCสําหรับไบโอฟลมอายุ 24 ชั่วโมง  

ที่อุณหภูมิ 28±1 oC   โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบเริ่มตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชือ้ 

แลวเก็บตัวอยางทันที (ประมาณ 10 วินาที) 

**คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแถวแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติ(p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ14 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย sodium 

hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
ความเขมขน(ppm) เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.70±0.05**a 8.23±0.42bc 8.40±0.12ab 

0B 5.32±0.05e 7.46±0.35fg 7.77±0.21def 

1 0.00±0.00f 7.38±0.27fgh 7.75±0.24defg 

5 0.00±0.00f 7.52±0.20defg 7.67±0.15defg 

10 0.00±0.00f 7.58±0.23defg 7.55±0.24defg 

20 0.00±0.00f 7.37±0.26fgh 7.55±0.11def 

100 

30 0.00±0.00f 7.40±0.15fgh 7.52±0.24def 

0A ND 8.18±0.39bc 8.28±0.40b 

0B ND 7.56±0.27defg 7.89±0.18cd 

1 ND 7.48±0.24defg 7.88±0.06cde 

5 ND 7.38±0.29fgh 7.65±0.13def 

10 ND 7.37±0.21fgh 7.62±0.18def 

20 ND 7.19±0.12gh 7.55±0.22defg 

200 

30 ND 7.03±0.02h 7.47±0.19efg 

0A ND 8.35±0.40ab 8.53±0.34ab 

0B ND 7.66±0.23def 7.76±0.17def 

1 ND 7.44±0.13fg 7.70±0.11def 

5 ND 7.35±0.32fgh 7.69±0.19def 

10 ND 7.36±0.10fgh 7.69±0.19def 

20 ND 7.37±0.23fgh 7.47±0.26efg 

400 

30 ND 7.38±0.16fgh 7.44±0.48fg 

 

หมายเหต ุ  *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลาย sodium 

hypochlorite ความเขมขน ตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 28±1oC โดย 0A คือ ปริมาณเชื้อบนแผนทดสอบ

เร่ิมตน 0B คือ ทําการจุมแผนทดสอบลงในสารฆาเชื้อแลวเก็บตัวอยางทนัท ี 
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** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ND=not determined (ไมไดทําการทดลอง) 

ตัวอักษรกํากบั (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมนแสดงคาที่แตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

ตารางที ่ฉ15 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

รอยละของการลดลงของจํานวนเซลล*   

ความเขมขน(ppm) เวลา(นาที) 
สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 38.85 9.36 7.50 

1 100.00 10.33 7.74 

5 100.00 8.63 8.69 

10 100.00 7.90 10.12 

20 100.00 10.45 10.12 

100 

30 100.00 10.09 10.48 

0A ND 0.00 0.00 

0B ND 7.58 6.07 

1 ND 8.56 6.19 

5 ND 9.78 8.93 

10 ND 9.90 9.29 

20 ND 12.10 10.12 

200 

30 ND 14.06 11.07 

0A ND 0.00 0.00 

0B ND 8.26 7.62 

1 ND 10.90 8.33 

5 ND 11.98 8.45 

10 ND 11.86 8.45 

20 ND 11.74 11.07 

400 

30 ND 11.62 11.43 
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หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสมัผัสสารละลาย 

sodium hypochlorite ความเขมขน 100 200 และ 400 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, cND= not determined (ไมไดทําการทดลอง) 

ตารางที ่ฉ16 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความ

เขมขนตางๆกนั 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.57±0.02**a 8.68±0.07a 8.62±0.28a 

0B 7.40±0.03b 7.19±0.56b 7.28±0.41b 

1 3.33±0.89gh 5.35±0.21fgh 3.35±0.49ghi 

5 2.58±0.62ij 4.50±0.11d 2.51±0.20j 

10 3.32±0.06gh 4.14±0.51ef 3.08±0.77ghij 

20 3.01±0.15ghij 3.55±0.91e 0.00±0.00k 

25 

30 2.57±0.38ij 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

0A 8.64±0.08a 8.57±0.02a 8.54±0.26a 

0B 4.44±0.57e 6.44±0.25c 6.55±0.73c 

1 3.15±0.21ghi 2.97±0.10hij 3.74±0.06fg 

5 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

10 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

20 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

50 

30 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

0A 8.56±0.03a 8.75±0.12a 8.57±0.02a 

0B 3.44±0.25gh 6.26±0.23c 4.25±0.82e 

1 2.39±0.12j 2.45±0.21ij 0.00±0.00k 

5 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

10 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

20 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

100 

30 0.00±0.00k 0.00±0.00k 0.00±0.00k 

 

หมายเหต ุ *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสสารละลาย 
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                     Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
        **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ตัวอักษรกํากับ (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและ 

       คอลัมนแสดงคาที่แตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

ตารางที ่ฉ17 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัส

สารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆกัน 
 

รอยละของการลดลง* (log CFU/mL)  
ความเขมขน (ppm) เวลา (นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 13.65 17.17 15.55 

1 61.14 38.36 61.14 

5 69.89 48.16 70.88 

10 61.26 52.30 64.27 

20 64.88 59.10 100.00 

25 

30 70.01 100.00 100.00 

0A 0.00 0.00 0.00 

0B 48.61 24.85 23.30 

1 63.54 65.34 56.21 

5 100.00 100.00 100.00 

10 100.00 100.00 100.00 

20 100.00 100.00 100.00 

50 

30 100.00 100.00 100.00 

0A 0.00 0.00 0.00 

0B 59.81 28.46 50.41 

1 72.08 72.00 100.00 

5 100.00 100.00 100.00 

10 100.00 100.00 100.00 

20 100.00 100.00 100.00 

100 

30 100.00 100.00 100.00 
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หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัส 

                   สารละลาย Proxitane® ความเขมขน 25  50 และ 100 ppm ที่อุณหภูมิ 28±1oC 
                          **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 

 
ตารางที ่ฉ18 จํานวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้าํมัน 

กานพลทูี่ระดับ MBC  

 

จํานวนเซลลที่รอดชีวิต* (log CFU/mL)  
น้ํามันกานพล ู เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 8.71±0.16**a 8.55±0.14a 8.70±0.24a 

0B 7.57±0.24b 6.66±0.25cde 7.04±0.43c 

1 6.87±0.03cd 6.57±0.37cde 6.94±0.19c 

5 6.52±0.42cde 6.37±0.20de 6.65±0.08cde 

10 6.30±0.52e 6.33±0.52de 6.57±0.17cde 

20 6.33±0.07de 4.28±0.23fg 6.56±0.08cde 

MBC              (2.25 mg/mL) 

30 4.33±0.09f 3.79±0.58g 4.15±0.16fg 

 

หมายเหต ุ  *จํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA หลังสัมผัสน้ํามนักานพลทูี่ระดับ MBC 

อุณหภูมิ 28±1oC    โดย 0A คือ ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 0B คือ ทําการเติมเชื้อลงในน้ํามนัการพลูแลว

เก็บตัวอยางทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที) 
                          ** คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3, ตัวอักษรกํากับ (a, b, c, …) ที่ตางกนัในแตละแถวและคอลัมน

แสดงคาที่แตกตางกนัอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที ่ฉ19 รอยละของการลดลงของจาํนวนเซลล S.  Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลังสัมผัสน้าํมนั

กานพลทูี่ระดับ MBC  

 

รอยละของการลดลง* (log CFU/mL) 
น้ํามันกานพล ู เวลา(นาที) 

สารละลายเกลือ TSB น้ํานึ่งไก 

0A 0.00** 0.00 0.00 

0B 13.09 22.11 19.08 

1 21.13 23.16 20.23 

5 25.14 25.50 23.56 

10 27.67 25.96 24.48 

20 27.32 49.94 24.60 

MBC              (2.25 mg/mL) 

30 50.29 55.67 52.30 

 

หมายเหต ุ *รอยละของการลดลงของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่รอดชีวิตบนอาหาร TSA  

                 หลังสัมผัสน้าํมนักานพลูที ่ระดับ MBC อุณหภูมิ 28±1oC1oC โดย  

                 0A คือ ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0B คือ ทําการเตมิเชื้อลงในน้าํมันกานพลูแลวเก็บตัวอยาง                     

                 ทนัท ี(ประมาณ 10 วินาที)  
                         **คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน n=3 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ตารางที่ ช1 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B และ 304/BA ที่ระยะเวลาตางๆ ดวยวธิี spread plate technique 

 

 
 

 

ตารางที่ ช2 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B และ 304/BA ที่ระยะเวลาตางๆ ดวยวธิ ีHy-lite®2 
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ตารางที่ ช3 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่อุณหภูมิตาง ๆ เชือ้เร่ิมตนระดับสูง (8 log CFU/mL) 

 

 

 
 

 

ตารางที่ ช4 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่อุณหภูมิตาง ๆ เชือ้เร่ิมตนระดับตํ่า (3 log CFU/mL) 
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ตารางที่ ช5 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน stainless steel 

304/2B ที่มีแหลงของสารอาหารที่แตกตางกัน อุณหภูม ิ30 oC 

 

 
 

 

ตารางที่ ช6 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน เกรดของ 

stainless steel ตาง ๆ กนั ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูมิ 30oC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช7 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกาะติดบน พืน้ผิวของ 

stainless steel ชนิดตาง ๆ กัน ปริมาณเชือ้เร่ิมตน 8 log CFU/mL ที่อุณหภูมิ 30oC 
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ตารางที่ ช8 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

แผนทดสอบชนิดตางๆ จุมอยูภายใน ที่อุณหภูมิ 30oC ณ เวลาตาง ๆ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช9 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสสารละลาย sodium hypochlorite  

ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ ช10 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสสารละลาย Proxitane®  

ที่ความเขมขนตางๆ 

 
 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช11 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum ที่สามารถเกิดเปน 

ไบโอฟลมบนแผนทดสอบ 304/2B หลังสมัผัสน้ํามันการพลูที่ระดับความเขมขน MBC (2.25mg/mL) 
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ตารางที่ ช12 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสสารละลาย sodium hypochlorite ที่ความเขมขนตางๆ 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ ช13 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสสารละลาย Proxitane® ที่ความเขมขนตางๆ 
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ตารางที่ ช14 การวิเคราะหความแปรปรวนของจํานวนเซลลของ S. Anatum (planktonic cell) ที่รอดชีวิตหลัง

สัมผัสน้ํามันกานพลูที่ระดับความเขมขนที ่MBC (2.25 mg/mL) 
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ภาคผนวก ซ 

กราฟแสดงคา Roughness ของ Stainless steel 
ดวยวธิี Surface roughness tester 
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กราฟแสดงการหาคา Roughness ของ stainless steel ชนิดตางๆ 
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การตั้งคา Conditions เพื่อการทดสอบแผน stainless steel ชนิดตางๆ 
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ภาคผนวก ฌ 

การทดสอบยืนยัน Salmonella 
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ภาคผนวก ฌ 

การทดสอบยืนยัน Salmonella  
 

 ทําการทดสอบยืนยัน เซลลของ Salmonella ที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TSA หลังจากบมไวที่อุณหภูมิ 

40±1 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง โดยทําการเขี่ยเชื้อมายอมสี (Gram’s stain) สองใตกลองจุลทรรศน เพื่อเปน

การทดสอบเบื้องตน จากนั้นจึงทดสอบบนอาหารเฉพาะ (Selective media) เชน XLD agar (A) และ SS agar 

(B) และยืนยันผลทางชวีเคมี ดวยอาหาร TSI (C) และ LIA (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) ลักษณะโคโลนีของ Salmonella  ที่เจริญบนอาหาร XLD agar จะให โคโลนีสีดํา 

B) ลักษณะโคโลนีของ Salmonella ที่เจริญบนอาหาร SS agar จะใหโคโลนีสีดํา อาหารเลี้ยงเชื้อ 

เปลี่ยนเปนสีเหลืองสม 

C) การเปลี่ยนแปลงของอาหาร TSI slant; positive จะใหผลเปน acid butt / alk. slantและผลิต H2S 

เมื่อเปรียบเทียบกับ control 

D) การเปลี่ยนแปลงของอาหาร LIA slant ; positive จะใหผลเปนดังแสดงในภาพเมื่อเปรียบเทียบกับ 

control 

(A) (B) 

(D) (C) 
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ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 

นายจีระเดช มาลา เกิดวันอังคารที่ 12 กรกฎาคม พ.ศ. 2526 ที่จังหวัดสุราษฎรธานี     เขารับการศึกษา

ระดับมัธยมศึกษาตอนตนและตอนปลายที่โรงเรียนพุนพินพิทยาคม จังหวัด         สุราษฎรธานี และสอบเขาศกึษา

ตอในระดับปริญญาตรี ในสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประสานมิตร 

สําเร็จการศึกษาและเขารับพระราชทานปริญญาบัตรในปการศึกษา 2548 หลังจากนั้นสอบเขาศึกษาตอในระดับ

ปริญญามหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2549 
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