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บทคัดย่อภาษาไทย 

อรวรรณ ศิริเวทย์วุฒิ : การใช้สารสกัดจากเมล็ดหว้า Syzygium cumini (L.) Skeels ในการควบคุม
จ านวนแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในสะระแหน่ Metha cordifolia Opiz. (APPLICATION OF 
JAMBOLAN Syzygium cumini (L.) Skeels SEED EXTRACTS FOR CONTROLLING SOME 
PATHOGENIC BACTERIA IN MINT Metha cordifolia Opiz.) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.
สุเมธ ตันตระเธียร{, หน้า. 

งานวิจัยน้ีศึกษาอิทธิพลของวิธีการสกัดต่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จาก
เมล็ดหว้า เพ่ือน ามาใช้ร่วมกับกรดอินทรีย์ในการลดและควบคุมจ านวนแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในสะระแหน่ และ
ศึกษาอายุการเก็บของสารสกัด จากการใช้ตัวท าละลายเอทานอล 50% ในการสกัดโดยใช้คลื่นไมโครเวฟช่วยในการ
สกัด (MAE) การสกัดโดยใช้คลื่นอัตราโซนิคช่วยในการสกัด (UAE) การสกัดด้วยการเขย่าที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส (HT) และที่อุณหภูมิห้อง (RT) พบว่าสารสกัดหยาบจากการสกัดด้วยวิธี MAE ให้ปริมาณสารสกัดหยาบ
แห้ง รวมทั้งความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงสุด เมื่อน าสารสกัดที่ได้มาทดสอบฤทธ์ต้าน
เช้ือแบคทีเรียแกรมลบ (Salmonella Typhimurium และ Escherichia coli) และแกรมบวก (Staphylococcus 
aureus) พบว่าสารสกัดจากทุกวิธีการสกัดมีความเข้มข้นต่ าสุดในการยับย้ังแบคทีเรีย  (MIC) เท่ากับ 3.13 
mg/ml และมีความเข้มข้นต่ าสุดในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC) เท่ากับ 6.25 mg/ml เมื่อทดสอบกับแบคทีเรียแก
รมลบ ส าหรับแบคทีเรียแกรมบวกพบว่าไวต่อสารสกัดจาก MAE และ UAE ดังน้ันจึงใช้คลื่นไม่โครเวฟในการสกัด
เพ่ือศึกษาข้ันต่อไป พบว่าความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ 0.5 เท่าของ MBC ร่วมกับความเข้มข้นของกรดแอซีติก 
0.5 เท่าของ MBC สามารถเพ่ิมฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียได้ ดังน้ันจึงเลือกใช้สารสกัดร่วมกับกรดแอซีกมาใช้เป็นสาร
ล้างเพ่ือลดจ านวนเช้ือแบคทีเรียในสะระแหน่ โดยพบว่าการแช่สารสกัดหยาบความเข้มข้น 0.5 เท่าของ MBC 
ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.5 เท่าของ MBC เป็นเวลา 10 นาที สามารถลดจ านวนแบคทีเรียได้ดีที่สุด แต่มี
การช้ าเกิดข้ึน จึงลดความเข้มข้นของกรดแอซีติกเท่ากับ 0.25 เท่าของ MBC และเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบเท่ากับ 0.75 เท่าของ MBC ท าให้ไม่พบการช้ า และมีจ านวนแบคทีเรียไม่ต่างจากการแช่ด้วยสารสกัดหยาบ
ความเข้มข้น 0.5 เท่าของ MBC ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.5 เท่าของ MBC การใช้ความเข้มข้นน้ีสามารถ
เก็บรักษาสะระแหน่ได้เป็นระยะเวลา 6 วัน ที่อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส โดยปริมาณของ E. coli ยังไม่เกินเกณฑ์
ของกรมวิชาการเกษตรส าหรับผักส่งออก สารสกัดหยาบที่ใช้สามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง  (25-30 องศา
เซลเซียส) ได้เป็นระยะเวลา 3  เดือน ก่อนฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดลดลง แต่สามารถเก็บได้นานข้ึนเมื่อ
เพ่ิมกรดแอซีติกในสารสกัดหยาบ อย่างไรก็ตามการเก็บสารสกัดที่อุณหภูมิต่ า (4±2 องศาเซลเซียส) สามารถเก็บได้
นานที่สุด (7 เดือน) 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5472253023 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORDS: JAMBOLAN SEED / PHENOLIC CONTENT / FLAVONOID CONTENT / EXTRACTION 
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ORAWAN SIRIWETWUT: APPLICATION OF JAMBOLAN Syzygium cumini (L.) Skeels SEED 
EXTRACTS FOR CONTROLLING SOME PATHOGENIC BACTERIA IN MINT Metha cordifolia 
Opiz.. ADVISOR: ASSOC. PROF. SUMATE TANTRATIAN, Ph.D. {, pp. 

This research was aimed to study effect of extraction on phenolic and flavonoid 
concentration from Jambolan seeds in order to combine them with organic acids to reduce, 
control some pathogenic bacteria in fresh mint and study storage time of extracts. The 50% (v/v) 
ethanol was used as solvent for extraction with microwave-assisted extraction (MAE), ultrasonic-
assisted extraction (UAE), shaking at 80°C (HT) and at room temperature (RT). The crude extract 
from MAE gave highest yield, total phenolic and total flavonoid concentration (TPC and TFC) 
among all extracts. The antimicrobial activity of crude extracts were tested both gram negative 
(Salmonella Typhimurium and Escherichia coli) and gram positive (Staphylococcus aureus). The 
result shows that all extracts gave MIC 3.13 mg/ml and MBC 6.25 mg/ml on gram negative 
bacteria. For gram positive bacteria sensitive with extracts from MAE and UAE, Therefore, extracts 
from microwave assisted were used for further study. It was found that 0.50 MBC of crude 
extracts combined with 0.50 MBC of acetic acid demonstrated additive effect on inhibition of 
bacteria. Consequently, acetic acid combine with crude extract were chosen as washing agent to 
control bacteria in fresh mint. Soaking fresh mint with 0.50 MBC of crude extracts mixed with 0.50 
MBC of acetic acid for 10 minutes gave the highest bacterial reduction, but it found that leaves 
showed burning effect. Thus combination of acetic acid  0.25 MBC and crude extracts 0.75 
MBC gave bacterial reduction with no difference from 0.50 MBC of crude extracts mixed with 0.50 
MBC of acetic acid without burning effect. The treated fresh mint was able to be kept for 6 days 
at 4±2 °C and still had the number of E. coli under the Ministry of 
Agriculture regulation for export produce. The crude extract was kept at room temperature (25-
30 °C) for 3 months before antimicrobial activity of crude decreased, but it had longer storage 
time when addition with acetic acid (5 months). However, crude extract were stored at lower 
temperature (4 ± 2 ° C) can be kept for 7 months. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

หว้า เป็นไม้ยืนต้น มีถิ่นกําเนิดจากประเทศอินเดีย มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ คือ Syzygium 
cumini (L.) Skeels และมีช่ือเรียกสามัญ ได้แก่ jambolan plum และ java plum เป็นต้น ใน
ประเทศไทยพบได้ท่ัวไปตามป่าดิบช้ืนและป่าผลัดใบ ส่วนของผลหว้ามีรสชาติเปรี้ยวอมหวานและรส
ฝาดเล็กน้อยนิยมนํามาบริโภคสด หลังจากการบริโภคจะเหลือส่วนของเมล็ดมักไม่ได้ถูกนํามาใช้
ประโยชน์ แต่เมล็ดหว้ามีสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ (Bigoniya และคณะ, 2012) ซึ่งมี
สมบัติสําคัญคือ สมบัติต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรคได้ เช่น  Escherichia coli, 
Salmonella Typhimurium และ Staphylococcus aureus เป็นต้น (Banerjee และ 
Narendhirakannan, 2011) ในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เพื่อใช้ประโยชน์
ดังกล่าวสามารถทําได้หลายวิธี งานวิจัยนี้จึงเปรียบเทียบวิธีสกัดท่ีคาดว่าเหมาะสมต่อการสกัด
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จากเมล็ดหว้า ได้แก่ การใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด การ
ใช้คล่ืนอัตราโซนิคช่วยในการสกัด การสกัดด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส อย่างไรก็ตามสารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้าท่ีได้  มีฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียได้ในระดับหนึ่ง จึง
สนใจศึกษาการใช้สารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์ได้แก่ กรดแอซีติก หรือกรดแลกติก 
(Barros และคณะ, 2009) ซึ่งมีการรายงานว่าสามารถลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้ดีและเป็นสารท่ีได้
จากธรรมชาติเช่นกัน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียก่อโรคบางชนิด 
นอกจากนั้นในปัจจุบันผู้บริโภคมีความสนใจด้านสุขภาพจึงนิยมบริโภคผักสดซึ่งมีคุณค่าทาง
โภชนาการมากข้ึน แต่ผักสดเหล่านี้มีโอกาสปนเปื้อนเช้ือแบคทีเรียก่อโรคได้ จึงมีการใช้สารประกอบ
คลอรีน (chlorine compound) ลดปริมาณเช้ือแบคทีเรียท่ีปนเปื้อน แต่สารประกอบคลอรีนอาจมี
การตกค้างทําให้เป็นพิษต่อผู้บริโภค โดยเกิดสารข้างเคียงท่ีเป็นอันตรายคือคลอรามีนและไตรฮาโล
มีเธนซึ่งจัดเป็นสารก่อมะเร็ง (มัลลิกา ปัญญาคะโป และ ผ่องศรี เผ่าภูรี, 2550) นอกจากนั้นผู้บริโภค
ในปัจจุบันมีการหลีกเล่ียงอาหารท่ีผ่านการเติมสารเคมีหรือสารกันเสีย จึงสนใจอาหารท่ีมีการใช้สาร
จากธรรมชาติซึ่งมีความปลอดภัยกว่ามาใช้แทนสารเคมี ในงานวิจัยนี้จึงนําสารสกัดหยาบจากเมล็ด
หว้า และสารสกัดหยาบมาใช้ร่วมกับกรดอินทรีย์เพื่อลดและควบคุมจํานวนแบคทีเรียก่อโรคในผักสด 
โดยนํามาประยุกต์ใช้กับสะระแหน่ซึ่งเป็นผักบริโภคสด และเป็นผักส่งออกที่มีการตรวจพบจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียเกินมาตรฐานทําให้ประเทศในกลุ่มสหภาพยุโรประงับการนําเข้าสะระแหน่จากประเทศไทย  
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1.2 วัตถุประสงค์และขอบเขตงานวิจัย 

1.2.1 ศึกษาการสกัดสารประกอบและฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จากเมล็ดหว้าด้วยวิธีต่างๆ 
เพื่อนํามาใช้ในการยับยั้งเช้ือ S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus    

1.2.2 ศึกษาการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์บางชนิด เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือ S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus    

1.2.3 ศึกษาการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์ในการลดและควบคุมเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในสะระแหน่ 

1.2.4 ศึกษาอายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ               
4±2 องศาเซลเซียส และศึกษาอายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า, กรดอินทรีย์ และสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) 

1.3 ประโยชน์ที่ได้รับจากงานวิจัย 

1.2.1 ได้วิธีท่ีเหมาะสมในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จากเมล็ดหว้า     
เพื่อนํามาใช้ในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus    

1.2.2 ได้กรดอินทรีย์ ท่ีเหมาะสมในการใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus    

1.2.3 สามารถนําสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีได้มาใช้ร่วมกับกรดอินทรีย์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการลดและควบคุมจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด และ เช้ือ E. coli ในสะระแหน่ 

1.2.4 ทราบอายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ                
4±2 องศาเซลเซียส และอายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า กรดอินทรีย์ และสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์ ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เพื่อนําไปใช้ประโยชน์ในการ
ต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 
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บทที่ 2 
วารสารปริทัศน์ 

2.1 หว้า (Jambolan) 

หว้า เป็นช่ือเรียกไม้ยืนต้นชนิดหนึ่งในประเทศไทย ซึ่งมีช่ือสามัญท่ีรู้จักกันโดยท่ัวไปใน
ประเทศต่างๆ ได้แก่ jamun หรือ black plum และอื่นๆ อีกได้แก่ java plum, jambul และ 
indian blackberry เป็นต้น โดยมีช่ือวิทยาศาสตร์คือ Syzygium cumini (L.) Skeels เป็นพืชท่ีอยู่
ในตระกูล Myrtaceae ซึ่งมีถ่ินกําเนิดมาจากอินเดีย (Modi และคณะ, 2010) 

ในประเทศไทยสามารถพบหว้าได้ท่ัวไปตามป่าดิบช้ืนและป่าผลัดใบ ลักษณะของต้นเป็น
ทรงพุ่มครึ่งวงกลม ใบหว้าเป็นรูปรี สีค่อนข้างแดงในช่วงผลิใบ แต่เมื่ออายุมากขึ้นจะเปล่ียนเป็นสีเขียว
เข้ม ในประเทศไทยเริ่มออกดอกในช่วงเดือนธันวาคม – มกราคม ต่อมาในเดือนกุมภาพันธ์ - มีนาคม 
ดอกจะเริ่มร่วง มีผลสีเขียวขนาดเล็กเกิดขึ้นและพัฒนาต่อจนเป็นผลท่ีเจริญเต็มท่ีในช่วงเดือน 
เมษายน-พฤษภาคม โดยฤดูกาลท่ีออกผลจะแตกต่างกันไปตามแต่ละภูมิประเทศ เมื่อผลสุกจะเกิด
การสลายคลอโรฟิลล์และสร้างสารกลุ่มแอนโธไซยานิน สีจะเริ่มเปล่ียนแปลงจากสีเขียวไปเป็น        
สีแดงอ่อน ม่วงแดง และ สีม่วงดําจนถึงดําเมื่อสุก (นิตยา เขียวอ่อน, 2550) ลักษณะผลหว้าท่ี
เจริญเติบโตเต็มท่ีจะมีน้ําเป็นองค์ประกอบมาก เปลือกบางและเงา เนื้อผลสีขาวใส มีเส้นสีม่วงแทรก
เป็นร่างแหอยู่ในส่วนเนื้อผล ลักษณะผลเป็นทรงรี หรือ ทรงกลม มีขนาดแตกต่างขึ้นอยู่กับชนิดของ
พันธุ์หว้า ในช่วงต้ังแต่เริ่มเกิดผลจนผลของหว้ามีการเจริญเติบโตเต็มท่ี จะมีการเปล่ียนแปลงด้าน
กายภาพ เช่น ขนาดใหญ่ขึ้น เป็นต้น และมีการเปล่ียนทางเคมี ได้แก่ การสร้างสาร เมตาโบไลต์    
ปฐมภูมิ (primary metabolite) และการสร้างสารเมตาโบไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite)
เช่น กรดฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น (วิทยา ทรัพย์เย็น, 2550) ด้วยรสชาติเปรี้ยวอมหวาน และ
ฝาดเล็กน้อยของผลหว้า จึงเป็นส่วนท่ีนิยมนํามาบริโภค ทําให้เหลือเมล็ดซึ่งไม่ได้นํามาใช้ประโยชน์ 
แต่เมล็ดหว้ามีสารประกอบฟีนอลิกซึ่งสามารถนํามาใช้ประโยชน์ต่างๆ ได้ เช่น ลดน้ําตาลในเลือด   
ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย เป็นต้น โดยสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบมากในเมล็ดหว้า ได้แก่          
กรดแกลลิก นอกจากนั้นยังพบ เควอซิทิน กรดคลอโรจินิก และ กรดเฟอรูลิก เป็นต้น (Kothari และ
คณะ, 2011; Shah และคณะ, 2012) นอกจากนั้นเมล็ดหว้ายังมีองค์ประกอบอื่นๆ อีกได้แก่ แป้ง 
โปรตีน ไขมัน เย่ือใย และเถ้า (Modi และคณะ, 2010) แสดงดังตารางท่ี 2.1  

 

 

 

 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%9A%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%99
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ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของเมล็ดหว้า (Haldankar และคณะ, 2012)  

องค์ประกอบ เมล็ดหว้า 
Starch (%) 

Crude protein (%DW) 
Crude fat (%DW) 

Crude fiber (%DW) 
Ash (%DW) 

41 
6.3 – 8.5 

1.18 
16.9 

 21.72 
DW = Dry weight   

2.2 สารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) 

ในระหว่างท่ีพืชเจริญเติบโตจะมีการสร้างสารต่างๆ ได้แก่ สารเมตาโบไลต์ปฐมภูมิ 
(primary metabolite) เป็นสารท่ีพืชได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ซึ่งจําเป็นต่อการ
เจริญเติบโตของพืช ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต นิวคลีโอไทด์ และ กรดอะมิโน เป็นต้น นอกจากนั้นสารท่ีได้
จากเมตาโบไลต์ปฐมภูมิ สามารถเปล่ียนเป็นสารเมตาโบไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
ได้แก่ สารประกอบฟีนอลิก เป็นต้น (Ahmad และคณะ, 2012) ชนิดและปริมาณของสารประกอบ  
ฟีนอลิกท่ีพบอาจแตกต่างกันขึ้นกับส่วนต่างๆ ของพืช เช่น ผล ใบ เมล็ด ลําต้น และ ราก เป็นต้น 
รวมถึงวงศ์และสกุลของพืช นอกจากนั้นยังขึ้นอยู่ปัจจัยภายนอก เช่น แสง อุณหภูมิ และการเกิด
บาดแผลของพืช พืชสร้างสารประกอบฟีนอลิกเพื่อนําไปใช้ประโยชน์ต่างๆ เช่น การขยายพันธุ์และ
การป้องกันอันตราย เป็นต้น (วิทยา ทรัพย์เย็น, 2550) อย่างไรก็ตามสารประกอบฟีนอลิกท่ีพืชสร้างมี
คุณสมบัติในต้านการเจริญของแบคทีเรียได้ จึงนิยมสกัดสารประกอบฟีนอลิกจากพืชมาใช้ประโยชน์
ดังกล่าว 

2.2.1 การแบ่งกลุ่มของสารประกอบฟีนอลิก 

สารประกอบฟีนอลิกมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติกเกาะอยู่กับหมู่ไฮดรอกซิลต้ังแต่       
1 หมู่ข้ึนไป ดังภาพท่ี 2.1 และอาจมีการแทนท่ีหมู่อื่นท่ีตําแหน่ง R1-R5 หรืออาจมีวงอะโรมาติกหลาย
วงเกาะอยูกับหมู่ไฮดรอกซิล ทําให้มีโครงสร้างท่ีหลากหลาย การสังเคราะห์สารประกอบฟีนอลลิกของ
พืชเกิดจากเอนโดพลาสมิคเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) และเก็บอยู่ตามส่วนต่างๆ ในเซลล์ 
ส่วนใหญ่พบในแวคิวโอ (vacuole) มักเป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีละลายน้ําได้ เช่น กรดฟีนอลิก และ 
ฟลาโวนอยด์ เป็นต้น ส่วนสารประกอบฟีนอลิกท่ีไม่สามารถละลายน้ําได้พบได้ในได้ในผนังเซลล์ของ
พืช มักมีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ขนาดใหญ่ ทําหน้าท่ีช่วยเสริมความแข็งแรงใหกับพืช เช่น ลิกนิน 
เป็นต้น (Khoddami และคณะ, 2013; วิทยา ทรัพย์เย็น, 2550)  
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ภาพที่ 2.1 โครงสร้างท่ัวไปของสารประกอบฟีนอลิก (นิตยา เขียวอ่อน, 2550) 

เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกท่ีพบในธรรมชาติมีหลายชนิด จึงมีการแบ่งออกเป็นกลุ่ม
โดยใช้จํานวนคาร์บอนอะตอมในโครงสร้างเป็นเกณฑ์ในการแบ่ง (Srivastava, 2006) ดังตารางท่ี 2.2 
แต่สารประกอบฟีนอลิกท่ีพบมากในพืชและมีการนํามาใช้ในการต้านการเจริญเช้ือแบคทีเรียมี 3 กลุ่ม 
(Dai และ Mumper, 2010) ดังนี้ 

ตารางที่  2.2 การใช้จํานวนคาร์บอนอะตอมในโครงสร้างเป็นเกณฑ์ในการแบ่งกลุ่มฟีนอลิก 
(Srivastava, 2006)   

จํานวนคาร์บอนอะตอม โครงสร้างหลัก กลุ่ม 
6 C6 simple phenolics, benzoquinones 
7 C6-C1 phenolic acids 
8 C6-C2 acetophenone, phenylacetic acid 

hydroxycinnamic acid 
9 C6-C3 polypropene, coumarin, isocoumarin 
10 C6-C4 naphtoquinine 
13 C6-C1-C6 xanthone 
14 C6-C2-C6 stilbene, anthrachinone 
15 C6-C3-C6 flavonoids, isoflavonoids 
18 (C6-C3)2 lignans, neolignans 
30 (C6-C3-C6)2 biflavonoids 
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2.2.1.1 กรดฟีนอลิก (Phenolic acids)  

กรดฟีนอลิกเป็นกลุ่มหลักของสารประกอบฟีนอลิกท่ีพืชสร้าง มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า 
สามารถพัฒนาเป็นสารประกอบฟีนอลิกท่ีมีมวลโมเลกุลขนาดใหญ่ขึ้น กรดฟีนอลิกแต่ละชนิดมีหมู่
ฟังก์ชันท่ีแตกต่างกัน และมีช่ือเรียกต่างกัน ดังภาพท่ี 2.3 กรดฟีนอลิกสามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย
ได้แก่ 

- กลุ่มกรดไฮดรอกซีเบนโซอิกและอนุพันธุ์ มีโครงสร้าง C6–C1 ประกอบด้วยฟีนอลและ
หมู่คาร์บอกซิล (-COOH) เช่น กรดแกลลิก (gallic acid) ซึ่งเป็นสารต้ังต้น gallotannins หรือ 
ellagitannins (นิตยา เขียวอ่อน, 2550) 

- กลุ่มกรดไฮดรอกซีชินนามิกและอนุพันธ์ มีโครงสร้าง C6-C3 อาจเกิดปฏิกิริยา        
ไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation)  และ เมทิเลชัน (methylation) ทําให้มีความหลากหลาย เช่น การ
เกิดปฏิกิริยาไฮดรอกซิล โดยการเติมหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ในโครงสร้างของกรดพาราคูมาริก ได้เป็น
กรดคาเฟอิก (caffeic acid) หรือการเกิดปฏิกิริยาเมทิลเลชัน โดยการเติมหมู่เมทิล (-CH3) เข้าไปใน
โครงสร้างของกรดคาเฟอิก (cafeic acid) เป็นกรดเฟอรูริก (ferulic acid) (Häkkinen, 2000) 
โครงสร้างของกรดฟีนอลิกบางชนิดแสดงดังภาพท่ี 2.2 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.2 โครงสร้างของกรดฟีนอลิกบางชนิด (Dai และ Mumper, 2010) 

ภาพที่ 2.2 โครงสร้างของกรดฟีนอลิกบางชนิด (Dai และ Mumper, 2010) 

มีการรายงานว่ากรดฟีนอลิกสามารถทําลายเช้ือแบคทีเรียได้โดยไปทําลายการซึมผ่านของ
เย่ือหุ้มเซลล์ ยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ รวมท้ังยับยั้งการสร้างกรดนิวคลีอิกซึ่งเป็นจําเป็นต่อการ
เจริญของแบคทีเรีย ความสามารถของกรดฟีนอลิกในการทําลายแบคทีเรียขึ้นอยู่กับโครงสร้างทางเคมี 
โดยจํานวนหมู่ไฮดรอกซิลท่ีเพิ่มขึ้นในโครงสร้างของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก และกรดไฮดรอกซี
ซินนามิก มีผลทําให้ฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น แต่หากมีการแทนท่ีหมู่ไฮดรอกซิลด้วย
หมู่เมทิลของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก หรือจํานวนคาร์บอนท่ีเพิ่มขึ้นในโครงสร้างของกรดไฮดรอก           
ซีซินนามิกจะสามารถทําให้มีฤทธิ์ต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้น โดยกรดเฟอรูลิกซึ่งเป็น
กรดฟีนอลิกชนิดหนึ่งท่ีอยู่ในกลุ่มของกรดไฮดรอกซีซินนามิก สามารถยับยั้งและทําลายเช้ือ E. coli, 
S. aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Listeria monocytogenes ได้ดีกว่ากรดแกลลิก ซึ่ง
เป็นกรดฟีนอลิกท่ีอยู่ในกลุ่มของกรดไฮดรอกซีเบนโซอิก แม้ว่ากรดแกลลิกมีหมู่ไฮดรอกซิลมากกว่า
กรดเฟอรูลิก แต่กรดฟีนอลิกมีจํานวนคาร์บอนในสายโซ่ท่ียาวกว่าจึงมีฤทธิ์ต้านการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียได้ดีกว่า (Borges และคณะ, 2013) 
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2.2.1.2 ฟลาโวนอยด์ (flavonoids)  

ฟลาโวนอยด์เป็นสารท่ีอยู่ในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลิก ประกอบด้วยคาร์บอน        
15 อะตอม ท่ีมีการจัดเรียงตัวแบบ C6-C3-C6 โดยคาร์บอนท่ีเป็น C6 เป็น วงเบนซีน 2 วง เรียกว่า 
วง A และ วง B ซึ่งเช่ือมต่อกันด้วยคาร์บอน 3 อะตอม (C3) ดังภาพท่ี 2.3 C3 ท่ีเช่ือมต่อระหว่างวง 
A และ B อาจเกิดการปิดเป็นวง C ได้ โดยเกิดจากแรงของอิเล็กตรอนคู่โดดเด่ียว ของอะตอม
ออกซิเจนระหว่างวง A และ B ทําให้คาร์บอน 3 อะตอมของโครงสร้างในวง C เกิดการโค้งเข้ามาเป็น
วง heterocyclic เรียกโครงสร้างนี้ว่า ฟลาวานนิวเคลียส (flavan nucleus) (Cushnie และ Lamb, 
2005; วิทยา ทรัพย์เย็น, 2550) 

ฟลาโวนอยด์จะแบ่งตามหมู่ฟังก์ชันและพันธะท่ีเกิดขึ้นท่ีวง C จึงสามารถแบ่ง           
ฟลาโวนอยด์ออกเป็น 6 ชนิด ตามโครงสร้างท่ีแตกต่างกันได้แก่ ได้แก่ ฟลาโวนอล (flavonols)   
ฟลาโวน (flavones) ไอโซฟลาโวน (isoflavones) ฟลาวาโนน (flavanones) ฟลาวาน-3-ออล 
(flavan-3-ols) ดังภาพท่ี 2.4 นอกจากนั้นฟลาโวนอยด์สามารถเกิดพันธะไกลโคซิดิกกับน้ําตาล       
โมเลกลเด่ียวและโมเลกุลคู่ เช่น น้ําตาลกลูโคส และ น้ําตาลแรมโนส เป็นต้น เรียกโครงสร้างของ         
ฟลาโวนอยด์ท่ีเกิดพันธะกับโมเลกุลน้ําตาลว่า ไกลโคโซด์ (glycoside) และเรียกโครงสร้าง         
ฟลาโวนอยด์ท่ีอยู่ในรูปอิสระว่า อะไกลโคน (aglycone) ในธรรมชาติสามารถพบฟลาโวนอยด์ท้ังสอง
ชนิด (Cushnie และ Lamb, 2005; Kumar และ Pandey, 2013)  

 

 
ภาพที่ 2.3 โครงสร้างฟลาโวนอยด์ (Cushnie และ Lamb, 2005) 
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ภาพที่ 2.4 โครงสร้างของสารประกอบฟลาโวนอยด์ชนิดต่างๆ (Dai และ Mumper, 2010) 

สารประกอบฟลาโวนอยด์มีความสามารถในการทําลายเช้ือแบคทีเรียได้โดยไปทําลาย       
การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์, ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์ รวมทั้งยับย้ังการสร้างกรดนิวคลีอิกซึ่งเป็น
จําเป็นต่อการเจริญของแบคทีเรียเช่นเดียวกับกรดฟีนอลิก (Cushnie และ Lamb, 2005) แต่
สารประกอบในกลุ่มฟลาโวนอยด์พบได้ในรูปของอะไกลโคนและไกลโคไซด์ ซึ่งมีฤทธิ์ในการต้านเช้ือ
ต่างกัน โดยมีการรายงานว่า ฟลาโวนอยด์ไกลโคไซด์ เช่น รูทิน (rutin) ซึ่งประกอบด้วยเควอซิทิน 
(quercetin) เกาะอยู่กับน้ําตาลรูติโนส (rutinose) มีฤทธิ์ในการต้านการเจริญของแบคทีเรียน้อย
กว่าฟลาโวนอยด์อะไกลโคน เช่น เควอซิทิน (quercetin) เป็นต้น (Mandalari และคณะ, 2007) 
นอกจากนั้นยังมีการรายงานว่าจํานวนหมู่ ไฮดรอกซิลท่ีพบในโครงสร้างวง C และจํานวน              
หมู่เมทอกซี (methoxy) ท่ีพบในโครงสร้างของวง A ของฟลาโวนอยด์อะไกลโคน มีผลต่อการต้าน
การเจริญของแบคทีเรียได้ (He และคณะ, 2013) 
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2.2.1.3 แทนนิน (Tannin)  

แทนนินเป็นอีกกลุ่มหนึ่งท่ีสําคัญของสารประกอบฟีนอลิก มักพบท่ีเปลือกไม้ มีรสฝาด 
โครงสร้างซับซ้อน สามารถตกตะกอนโปรตีนได้โดยหมู่ฟีนอลิกจับกับหมู่อะมิโน (-NH) ของ         
สายเปปไทด์และโปรตีน และมีสมบั ติในการยับยั้ งการเจริญเ ติบโตของเช้ือแบคทีเรียไ ด้               
แทนนินสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่ม ได้แก่  

- ไฮโดรไลซ์แทนนิน (hydrolysable tannins) โครงสร้างประกอบด้วย 2 ส่วน ส่วนหนึ่ง
เป็นน้ําตาลมักเป็นน้ําตาลกลูโคส อีกส่วนเป็นกรดฟีนอลเช่ือมต่อด้วยพันธะเอสเทอร์ หากเกิดปฏิกิริยา   
เอสเทอร์กับกรดแกลลิก เรียกว่า แกลโลแทนนิน หรือเกิดกับเฮกซะไฮดรอกซีไดฟีนิกส์ เรียกว่า 
แอลลาจิกแทนนิน และยังเกิดโครงสร้างได้อีกหลากหลาย  

- คอนเดนส์แทนนิน (condensed tannins) โครงสร้างเกิดมาจากการรวมตัวแบบ       
โพลิเมอร์ของฟลาวาน-3-ออล (flavan-3-ol) ซึ่งอยู่ในกลุ่มฟลาโวนอยด์ เช่น ลิวโคแอนโทไซยานิดิน 
หรือเรียกว่า โปรแอนโทไซยานิดิน เนื่องจากย่อยสลายได้เป็น แอนโทไซยานิน (Dai และ Mumper, 
2010; สุปรีณา ศรีใสคํา, 2552)  

โครงสร้างของโปรแอนโทไซยานิดินซึ่งอยู่ ในกลุ่มคอนเดนส์แทนนินและแอลลาจิ       
แทนนินซึ่งอยู่ในกลุ่มของไฮโดรไลซ์แทนนินแสดงดังภาพท่ี 2.5 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 โครงสร้างของแทนนินบางชนิด (Dai และ Mumper, 2010) 

แทนนินสามารถทําลายเช้ือแบคทีเรียได้โดยไปทําลายการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ ยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม์ รวมท้ังไปจับกับไอออนโลหะซึ่งเป็นจําเป็นต่อการเจริญของแบคทีเรีย  การ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียของแทนนินคอนเดนส์แทนนิน (condensed tannins) และ ไฮโดรไลซ์แทนนิน 
(hydrolysable tannins) แตกต่างกัน โดยกลุ่มคอนเดนส์แทนนิน มีการรายงานว่าการยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียขึ้นอยู่กับหมู่ไฮดรอกซิลในโครงสร้างวง B ของฟลาวาน-3-ออล หากมีหมู่ไฮดรอกซิลมากทํา
ให้ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียเพิ่มมากขึ้นด้วย ส่วนกลุ่มไฮโดรไลซ์แทนนิน ท่ีเกิดจากโครงสร้างของน้ําตาล
กลูโคสถูกเอสเทอร์ริไฟล์ด้วยกรดฟีนอลิก เช่น กรดแทนนิก ซึ่ง เป็นน้ําตาลกลูโคสถูกเอสเทอร์ริไฟล์
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ด้วยกรดแกลลิก ทําให้ความสามารถในการจับอิออนของโลหะมากขึ้น จึงมีฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียเพิ่ม
มากกว่ากรดฟีนอลิก (Akiyama และคณะ, 2011)  

2.2.2 การสลายตัวของสารประกอบฟีนอลิก  

ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียเกิดจากสารประกอบฟีนอลิก ดังนั้นหากสารประกอบฟีนอลิกเกิด
การสลายตัวทําให้มีผลต่อฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียด้วย โดยการสลายตัวของสารประกอบฟีนอลิกเกิด
จากปฏิกิริยาต่างๆ เช่น Isomerization, oxidation, dehydrogenation, polymerization และ 
thermal rearrangements เป็นต้น ซึ่งมีปัจจัยต่างๆ เป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยาดังกล่าวได้แก่ 
อุณหภูมิ pH แสง และ ออกซิเจน การสลายตัวของสารประกอบฟีนอลิกแต่ละชนิดเกิดได้ท่ีสภาวะ
แตกต่างกัน (Stintzing และ Turek, 2013) โดยสารประกอบฟีนอลิกเมื่อละลายน้ําจะอยู่ในรูปของ   
ฟีนอล (phenol) และ ฟีโนเลต (phenolates) ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีสูญเสียไฮโดรเจนอิออนของฟีนอล     
โดยฟีนอลและฟีโนเลตท่ีละลายในน้ําจะมีมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับค่า pH ในสภาวะท่ีเป็นด่างหรือมีค่า 
พีเอชท่ีสูงขึ้นจะพบฟีโนเลตได้มากขึ้น นอกจากนั้นในสภาวะด่างซึ่งมีค่า pH สูง สารประกอบ            
ฟีนอลิกสามารถการสลายตัวโดยเกิดปฎิกิริยา Decarboxylation ได้อีกด้วย แต่ในสภาวะกรดซึ่งมีค่า 
พีเอชตํ่าจะอยู่ในรูปของฟีนอลมากกว่า โดยมีการรายงานว่าท่ีค่า pH เท่ากับ 12 พบในรูปฟีโนเลตได้
มาก แต่ท่ีพีเอชเท่ากับ 2 จะอยู่ในรูปของฟีนอลมากกว่า (Chairez และคณะ, 2006) 

2.3 การสกัดสารประกอบฟีนอลิก (phenolic extraction) 

สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบท่ีอยู่ในเซลล์ของพืช หากใช้เป็น
ตัวอย่างสดจะต้องทําการสกัดทันทีหรืออาจเก็บเป็นระยะส้ันๆ ท่ีอุณหภูมิตํ่า เนื่องจากตัวอย่างสดมี
การเปล่ียนแปลงได้ง่าย ดังนั้นในการสกัดจึงต้องทําตัวอย่างให้แห้งก่อนเพื่อชะลอการเปล่ียนแปลง 
(วิทยา ทรัพย์เย็น, 2550) ซึ่งในตัวอย่างพืชจะมีผนังเซลล์อยู่ช้ันนอกสุดเป็นโครงสร้างปิด การสกัดจึง
ต้องใช้ตัวทําละลายในการละลายเอาสารประกอบฟีนอลิกออกมา โดยการสกัดเกิดจากการแพร่ของ
ตัวทําละลายผ่านผนังเซลล์ของพืช (diffusion) หรือเรียกว่ากระบวนการดูดน้ํากลับ (hydration) ตัว
ทําละลายเข้าสู่เซลล์จะเกิดการพองตัวขึ้น (swelling) และเกิดละลายหรือการชะเอาสารต่างๆ จาก
เซลล์ (rinsing) เป็นการถ่ายเทมวลขององค์ประกอบในเซลล์รวมกับตัวทําละลายออกสู่นอกเซลล์ 
(Vinatoru, 2001) ดังภาพท่ี 2.6 การสกัดมีปัจจัยต่างๆ ท่ีเกี่ยวข้อง ได้แก่ 

- ขนาดตัวอย่าง ตัวอย่างท่ีได้จะต้องมีการลดขนาดลงเพื่อเพิ่มพื้นท่ีผิวให้สัมผัสกับตัวทํา
ละลายได้มากขึ้น โดยขนาดอนุภาคใหญ่ทําให้พื้นท่ีผิวสัมผัสกับตัวทําละลายน้อยจึงใช้ระยะเวลานาน 
ในการสกัด แต่ขนาดอนุภาคท่ีเล็กทําใหม้ีพื้นท่ีผิวสัมผัสมากขึ้นจึงใช้ระยะเวลาในการสกัดส้ันกว่า แต่
การใช้ขนาดอนุภาคท่ีตํ่ากว่า 40 เมช ในการสกัดท่ีระยะเวลาต่างๆ พบว่าสามารถสกัดสารประกอบ   
ฟีนอลิกได้ไม่แตกต่างกัน (Gong และคณะ, 2014) 

- ตัวทําละลาย การสกัดต้องใช้ตัวทําละลายท่ีเหมาะสมเพื่อละลายเอาสารท่ีต้องการ
ออกมา ขึ้นกับความเป็นขั้วของสารประกอบฟีนอลิก โดยส่วนท่ีมีขั้วเกิดจากหมู่ไฮดรอกซิลท่ีอยู่ใน
โครงสร้าง และส่วนท่ีไม่มีขั้วเกิดจากคาร์บอนอะตอมท่ีอยู่บนวงแหวนอะโรมาติก หากเป็น
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สารประกอบฟีนอลิก ชนิดท่ีไม่มีขั้วจะใช้ตัวทําละลายท่ีไม่มีขั้วในการสกัด เช่น คลอโรฟอร์ม หรือ     
เฮกเซน เป็นต้น หรืออาจใช้ตัวทําละลายท่ีค่อนข้างมีข้ัว เช่น เอทานอล เมทานอล อะซิโตน และอื่นๆ 
ในการสกัดสารประกอบฟีนอลิกท่ีอยู่ในกลุ่มของกรดฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ซึ่งค่อนข้างมีขั้ว (วิทยา 
ทรัพย์เย็น, 2550) สําหรับสารสกัดสารประกอบฟีนอลิกเพื่อใช้ในอาหารมักใช้เอทานอลเป็นตัวทํา
ละลาย เนื่องจากมีความเป็นพิษตํ่า  

- เวลาและอุณหภูมิ หากสกัดท่ีอุณหภูมิห้องหรืออุณหภูมิเย็นจะทําให้ตัวทําละลายเกิด
การเคล่ือนท่ีสัมผัสกับตัวอย่างได้ช้าทําให้การสกัดได้น้อย จึงต้องใช้ระยะเวลานานในการสกัด แต่หาก
เพิ่มอุณหภูม ิความร้อนจะทําให้ลดความหนืดของตัวทําละลายทําให้เกิดการแพร่และการละลายมาก
ขึ้น จึงใช้ระยะเวลาในการสกัดท่ีส้ันลดลง อย่างไรก็ตามสารประกอบฟีนอลิกแต่ละชนิดทนความร้อน
ได้แตกต่างกัน การใช้อุณหภูมิท่ีสูงและนานเกินไปอาจทําให้เกิดการสลายของสารประกอบฟีนอลิกท่ี
ไม่ทนความร้อนได้ (Himanshu และคณะ, 2015) โดยมีการรายงานว่า การเพิ่มอุณหภูมิในการสกัด
ถึง 50 องศาเซลเซียสทําให้สกัดสารประกอบฟีนอลิกได้มากขึ้น แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้นโดยใช้
อุณหภูมิเท่ากับ 60 องศาเซลเซียส พบว่าเริ่มเกิดการสลายตัวจึงพบสารประกอบฟีนอลิกลดลง
เล็กน้อย แต่จะเกิดการสลายตัวมากเมื่อใช้อุณหภูมิสูงเท่ากับ 80 องศาเซลเซียส (Akowuah และ
คณะ, 2009)  

- วิธีการสกัด การสกัดด้วยวิธีต่างๆ ท่ีใช้ทําให้ตัวทําละลายชะเอาสารออกมาได้ปริมาณท่ี
ต่างกัน โดยการเขย่า (shaking) เป็นวิธีการสกัดแบบเดิมท่ีใช้แรงเขย่าเพื่อเกิดการถ่ายโอนมวล (mass 
transfer) ทําให้สามารถละลายเอาสารท่ีต้องการออกมาได้ และอาจมีการให้ความร้อนทําให้เกิดการ
ถ่ายโอนความร้อน (heat transfer) เป็นการเพิ่มการถ่ายโอนมวล โดยอุณหภูมิจากตัวกลางท่ีให้ความ
ร้อนเกิดการถ่ายเทความร้อนสู่วัสดุท่ีบรรจุตัวทําละลาย แล้วจึงเกิดการถ่ายเทความร้อนอีกครั้งจาก
วัสดุสู่ตัวทําละลายและตัวอย่าง จึงใช้ระยะเวลาในการสกัดนาน (Chemat และ Cravotto, 2013; 
วราภรณ์ วิทยสินธนา, 2550) วิธีการสกัดท่ีเหมาะสมจะต้องมีละลายเอาสารประกอบฟีนอลิกออกมา
ได้มากท่ีสุด และมีการสลายของสารประกอบฟีนอลิกน้อยท่ีสุด ดังนั้นขั้นตอนการสกัดจึงเป็นขั้นตอน
หนึ่งท่ีสําคัญในการสกัดสารประกอบฟีนอลิก (Orsat และ Routray, 2012)  

 

 

ภาพที่ 2.6 การสกัดสารจากเซลล์พืช (Vinatoru, 2001) 



 

 

12 

2.3.1 การเพิ่มประสิทธิภาพการสกัดสารประกอบฟีนอลิก 

การสกัดแบบเดิมต้องใช้ระยะเวลาในการสกัดนาน หรือมีการใช้อุณหภูมิท่ีสูงเกินไปอาจ
ทําให้เกิดการเส่ือมสลายของสารประกอบฟีนอลิก จึงนําเทคนิคต่างๆมาประยุกต์ร่วมกับการใช้       
ตัวทําละลายในการสกัดสารประกอบฟีนอลิก เช่น การใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด และ การใช้
คล่ืนอัลตราโซนิคช่วยในการสกัด เป็นต้น ซึ่งวิธีการสกัดดังกล่าวช่วยทําให้ใช้ระยะเวลาในการสกัดส้ัน
ลง ลดการเส่ือมสลายของสารประกอบฟีนอลิกได้ (Orsat และ Routray, 2012) 

2.3.1.2 การสกัดด้วยคลื่นอัตราโซนิค (ultrasonic-assisted extraction, UAE) 

การใช้คล่ืนอัตราโซนิคประกอบด้วยช่วงบีบอัด (compression) และ ขยายตัว 
(expansion)  เมื่อคล่ืนอัตราโซนิคในช่วงขยายตัวเคล่ือนท่ีผ่านตัวทําละลาย โมเลกุลของตัวทําละลาย
จะเกิดการเคล่ือนท่ีออกจากกัน แต่ช่วงท่ีคล่ืนอัตราโซนิคบีบอัดผ่านตัวทําละลาย โมเลกุลของตัวทํา
ละลายจะเคล่ือนท่ีเข้าหากัน แรงบีบอัดและขยายตัวท่ีเกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องนั้นเป็นผลทําให้เกิด     
ฟองก๊าซ (bubbles) (Guo และคณะ, 2013) ในช่วงแรกฟองก๊าซจะมีขนาดเล็ก (bubble forms) 
ฟองก๊าซท่ีเกิดขึ้นนั้นจะทําให้โมเลกุลตัวทําละลายเคล่ือนท่ีเกิดการแพร่เข้าสู่เซลล์ และในระหว่างท่ี
เกิดการบีบอัดและขยายตัว ฟองก๊าซจะเกิดการแลกเปล่ียนก๊าซ ทําให้ฟองก๊าซขยายตัวใหญ่ขึ้นอย่าง
รวดเร็ว (bubble grows) แต่ไม่นานฟองก๊าซไม่สามารถดูดซับพลังงานจากอัลตราโซนิคได้ ทําให้เกิด
การควบแน่น (condensation) โมเลกุลท่ีควบแน่นนั้นจะชนกันอย่างรุนแรงทําให้เกิดคล่ืนกระแทก 
(shock waves) หรือเกิด microjet ทําให้ฟองก๊าซแตกตัว (collapse) ดังภาพท่ี 2.7 ซึ่งมีความแรง
มากพอท่ีจะทําให้ผนังเซลล์ของพืชถูกทําลาย จึงมีการถ่ายเทมวลสารเพิ่มขึ้น ส่งผลให้เกิดการละลาย
เอาสารต่างๆ รวมท้ังสารประกอบฟีนอลิกออกจากเซลล์พืชได้มากขึ้น (Castro และ Garcia, 2003; 
Özcan, 2006) ฟองก๊าซท่ีแตกตัวนั้นเกิดจากการบีบอัดอย่างรวดเร็วของก๊าซและไอระเหยภายในฟอง
ก๊าซทําใหเ้กิดจุดหรือบริเวณเล็กๆ ท่ีมีอุณหภูมิและความดันท่ีสูงมาก เรียกว่า จุดร้อน (hot spot) ดัง
ภาพท่ี 2.8 อุณหภูมิของจุดร้อนเหล่านี้อาจมากถึง 5000 องศาเซลเซียส และมีความดันมากถึง 1,000 
ATM แต่อุณหภูมิจะลดลงในระยะเวลาอันส้ัน โดยมีอัตราการระบายความร้อนหลังจากการเกิดการ
แตกของฟองก๊าซประมาณ 10 พันล้านองศาเซลเซียสต่อวินาที ซึ่งทันทีท่ีฟองก๊าซแตกจะเกิดการ
ปลดปล่อยพลังงานท่ีใช้ในการเร่งปฏิกิริยาหรือสร้างวิถีของปฏิกิริยา (reaction pathway) ปรากฏ
การณท่ีเกิดขึ้นเรียกว่า คาวิเตชัน (cavitation) ซึ่งสําคัญสําหรับการใช้คล่ืนอัตราโซนิคช่วยในการสกัด 
(Suslick, 1994)   

 

ภาพที่ 2.7 การเกิดฟองก๊าซเนื่องจากคล่ืนอัลตราโซนิค (Guo และคณะ, 2013) 
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ภาพที่  2.8  การเกิดฟองก๊ าซและการการแตกตัวของก๊ าซอากาศในของเหลวเมื่อ ไ ด้รับ                
คล่ืนอัตราโซนิค (Guo และคณะ, 2013) 

คาวิเตชันท่ีเกิดขึ้นสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 แบบ ได้แก่ คาวิเตชันแบบถาวร และ       
คาวิเตชันแบบช่ัวคราวโดยคาวิเตชันแบบถาวรจะเกิดขึ้นเมื่อฟองก๊าซได้รับคล่ืนอัตราโซนิคเป็นจํานวน
หลายรอบของการส่ัน แต่ไม่เกิดการแตกของฟองก๊าซ ส่วนคาวิเตชันแบบช่ัวคราวนั้นเกิดขึ้นในระยะ
การบีบอัดของฟองก๊าซในของเหลวได้รับความเครียด (tension stress) ขณะเริ่มเกิดการขยายตัวของ
ฟองก๊าซ ซึ่งมีผลทําให้ฟองก๊าซแตกอย่างรวดเร็ว (Guo และคณะ, 2013) อย่างไรก็ตามการเกิด     
คาวิเตชันมีหลายปัจจัยเกี่ยวข้อง ได้แก่ 

- ความถ่ีของคล่ืน โดยความถ่ีสูงจะเกิดการแตกตัวของฟองก๊าซได้เร็ว 

- ความเข้มของคล่ืนเสียง การเพิ่มความเข้มของคล่ืนเสียงทําให้เกิดการแตกตัวของฟอง
ก๊าซได้ง่าย 

- ตัวทําละลายท่ีใช้ หากใช้สารท่ีมีความดันไอสูง ความหนืดตํ่า และมีแรงตึงผิวตํ่าจะเกิด 
คาวิเตชันได้ดี  

- ก๊าซ ก๊าซท่ีละลายอยู่ในของเหลวหากมีมากจะทําให้เกิดฟองก๊าซท่ีใหญ่ ดังนั้นจึงทําให้
เกิดการแลกเปล่ียนก๊าซมากจึงทําให้ฟองอากาศแตกตัวได้ง่าย   

- อุณหภูม ิการเพิ่มอุณหภูมิทําให้เกิดการแตกตัวของฟองก๊าซได้ง่าย 

คล่ืนอัลตราโซนิค (ultrasonics) หรือคล่ืนอัลตราซาวน์ (ultrasound) ท่ีใช้ในการสกัดนั้น
เป็นคล่ืนเสียงในช่วงความถี่ท่ีมนุษย์ไม่สามารถได้ยิน เดิมคล่ืนอัลตราโซนิคมีบทบาทสําคัญทางด้าน
การแพทย์หรือด้านสมุทรศาสตร์  ต่อมาจึงมีการนํามาประยุกต์ใช้ด้านอื่นๆ รวมถึงการสกัด
สารประกอบฟีนอลิกด้วย ความถี่ ท่ีใ ช้ในการสกัดอยู่ในช่วงพาวเวอร อัลตราซาวน์ (power 
ultrasound) ซึ่งมีความถ่ีเท่ากับ 20–100 kHz (Lorimer และคณะ, 1996) 

การสกัดโดยใช้อัลตราโซนิคช่วยในการสกัดมักนิยมใช้อุปกรณ์ท่ีเรียกว่า อ่างอัลตราโซนิค 
(ultrasonic baths) ซึ่งนิยมนํามาใช้ โดยเฉพาะในห้องปฏิบัติการเนื่องจากมีราคาไม่แพง โดยมีตัว
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กําเนิดพาวเวอร์อัตราโซนิค ได้แก่ ระบบท่ีใช้ไฟฟ้าเพื่อทําให้เกิดคล่ืนเสียง (electroacoustic 
systems) เช่น พีโซอิเล็คตริก หรือ แมกนีโตสตริกทีฟทรานสดิวเซอร์ และใช้อุปกรณ์เพื่อส่ง         
คล่ืนอัตราโซนิคไปยังของเหลว  โดยสรุประบบอัลตราโซนิคมีอุปกรณ์ท่ีสําคัญและจําเป็นอยู่ 3 ส่วน 
ได้แก่ 

- เครื่องกําเนิดกระแสไฟฟ้า (generator) เพื่อเปล่ียนไฟฟ้ากระแสตรงไปเป็นกระแสสลับ
ท่ีมีความถ่ีท่ีต้องการ แล้วผ่านเข้าสู่ทรานส์ดิวเซอร์ 

- ทรานส์ดิวเซอร์ (transducer) ทําหน้าท่ีเปล่ียนไฟฟ้ากระแสสลับความถี่สูงไปเป็น
พลังงานกล 

- ระบบส่งถ่ายพลังงาน (delivery systems) ทําหน้าท่ีส่งถ่ายพลังงานจากการสะเทือนไป
ยังของเหลว สําหรับอ่างอัลตราโซนิค (ultrasonic bath) ตัวทรานส์ดิวเซอร์จะอยู่บริเวณฐานตรง
ด้านล่างของตัวอย่าง และส่งถ่ายพลังงานโดยตรงไปยังของเหลวท่ีอยู่ภายในอ่าง (Lorimer และคณะ, 
1996)  

โดยท่ัวไปทรานส์ดิวเซอร์จะติดอยู่กับบริเวณฐานด้านล่างของอ่างดังภาพท่ี 2.9 ความถี่ท่ี
ใช้งานท่ัวไปประมาณ 40 กิโลเฮิร์ต โดยมีอุปกรณ์เสริมต่างๆ เพื่อทําให้ประสิทธิภาพในการทํางานดี
ขึ้น เช่น อุปกรณ์ควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (thermostatically controlled heating) อุปกรณ์
กระจายคล่ืน (frequency sweeps) ท่ีทําให้คาวิเตชันเกิดขึ้นอย่างสม่ําเสมอ อุปกรณ์ปรับระดับ
พลังงาน  และ นาฬิกาจับเวลา เป็นต้น อ่างอัลตราโซนิคท่ัวไปมักให้พลังงานตํ่า เพื่อหลีกเล่ียงความ
เสียหายจากคาวิเตชันบริเวณผนังด้านในของอ่าง (Vinatoru, 2001) 
 

 

ภาพที่ 2.9 ทรานส์ดิวเซอร์บริเวณฐานอ่างอัตราโซนิค (Lorimer และคณะ, 1996) 

2.3.1.3 การใช้คลื่นไมโครเวฟช่วยในการสกัด (microwave-assisted extraction, 
MAE) 

การสกัดด้วยวิธีแบบเดิมมักมีการให้ความร้อนเพื่อเพิ่มการถ่ายโอนมวลแต่เป็นการให้
ความร้อนผ่านตัวกลางหรือแหล่งให้ความร้อน เช่น อ่างน้ําควบคุมอุณหภูมิ เกิดจากการถ่ายเทความ
ร้อนจากภายนอกสู่ภายใน จึงทําให้เกิดการถ่ายเทมวลเอาสารออกมาสู่ตัวทําละลายได้ ทําให้ต้องใช้
ระยะเวลานานในการสกัด เส่ียงต่อการสลายสารประกอบฟีนอลิกบางตัวที่ไม่ทนความร้อน ดังนั้นจึงมี
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การใช้คล่ืนไมโครเวฟ (microwave) เพื่อช่วยในการสกัด เป็นการให้ความร้อนโดยตรงกับตัวอย่าง
และสารละลาย การให้ความร้อนของการสกัดแบบเดิมและการให้ความร้อนของการใช้คล่ืนไมโครเวฟ
ช่วยในการสกัดแสดงดังภาพท่ี 2.10 (Chemat และ Cravotto, 2013) 
 

 

ภาพที่ 2.10 ความร้อนท่ีเกิดขึ้นด้วยวิธีการสกัดแบบเดิมและความร้อนท่ีเกิดขึ้นจากการใช้ไมโครเวฟ
ช่วยในการสกัด (Chemat และ Cravotto, 2013) 

การใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัดร่วมกับตัวทําละลาย เกิดจากคล่ืนไมโครเวฟซึ่งเป็น
คล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าชนิดหนึ่งจึงสามารถสร้างสนามไฟฟ้าได้ ดังนั้นเมื่อคล่ืนไมโครเวฟผ่านตัวทําละลาย
ซึ่งมีสมบัติเป็นไดอิเล็กทริก จึงดูดซับคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าแล้วเปล่ียนเป็นพลังงานความร้อน ดังนั้นการ
เลือกตัวทําละลายจึงมีความสําคัญในการสกัด โดยคุณสมบัติไดอิเล็กทริกของสารต่างๆ ขึ้นอยู่กับ     
ค่า dielectric constant เป็นค่าท่ีแสดงถึงความสามารถในการดูดซับคล่ืนไมโครเวฟ และค่า loss 
tangent เป็นค่าท่ีแสดงถึงการเปล่ียนพลังงานไฟฟ้าเป็นพลังงานความร้อน ค่า dielectric constant 
และ ค่า loss tangent ของตัวทําละลายบางชนิดแสดงดังตารางท่ี 2.3 

ตารางที่ 2.3 ค่า dielectric constant และค่า loss tangent ของตัวทําละลายบางชนิด (Chemat 
และ Cravotto, 2013) 

ตัวท าละลาย dielectric constant loss tangent 
เอทานอล 24.3 2,555 

น้ํา 78.3 1,570 
 

ความร้อนท่ีเกิดขึ้นเกิดจากตัวทําละลายเคล่ือนท่ีไปมาอย่างรวดเร็ว ด้วยการหมุนของขั้ว
ของตัวทําละลายเมื่ออยู่ในสนามไฟฟ้า จึงเกิดการชนกันทําให้เกิดความร้อนสูงขึ้นอย่างรวดเร็ว ตัวทํา
ละลายจึงสามารถแพร่เข้าสู่เซลล์ได้มากและเร็วกว่าการสกัดแบบเดิม โดยตัวทําละลายท่ีอยู่ในเซลล์
เกิดความร้อนจากไมโครเวฟทําให้เกิดไอและมีแรงดันขึ้นภายในเซลล์ แรงดันจะเพิ่มขึ้นจนมากพอท่ีจะ
ทําให้เซลล์แตกได้ในท่ีสุด จึงมีการปลดปล่อยสารสําคัญท่ีอยู่ภายในออกมาผสมกับตัวทําละลายท่ีใช้
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สกัด กระบวนการสกัดนี้จึงใช้ระยะเวลาส้ันๆ ไม่นานพอท่ีจะทําให้เกิดการสลายตัวขององค์ประกอบ
ของสารท่ีสกัดได้เนื่องจากความร้อนท่ีเกิดขึ้น (Orsat และ Routray, 2012) 

คล่ืนไมโครเวฟท่ีใช้ในการสกัดเป็นคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้า (electromagnetic Wave) ชนิด
หนึ่งท่ีมีความยาวคล่ืนอยู่ระหว่างคล่ืนวิทยุ (radio wave) กับอินฟราเรด (infrared) มีความถี่ต้ังแต่      
300 MHz ถึง 300 GHz โดยท่ัวไปจะใช้ความถี่เท่ากับ 2,450 MHz จากการท่ีวัตถุดูดซับพลังงาน
ไมโครเวฟได้เนื่องจากการมีคุณสมบัติไดอิเล็กทริก ทําให้เกิดพลังงานความร้อนจากกลไก 2 ประการ 
ได้แก่ การเคล่ือนท่ีของอิออนเมื่ออยู่ในสนามไฟฟ้า ( ionic polarization) และ การหมุนของ
สารประกอบท่ีมีข้ัว (dipole rotation) (วราภรณ์ วิทยสินธนา, 2550) ดังภาพท่ี 2.11  

- การเคล่ือนท่ีของอิออนเมื่ออยู่ในสนามไฟฟา้ (ionic polarization)  
ภายในเตาไมโครเวฟ (microwave oven) จะมีอุปกรณ์ท่ีเรียกว่าแม็กนีตรอน (magnetron) 

ทําหน้าท่ีสร้างสนามไฟฟ้ากระแสสลับ เมื่ออนุภาคท่ีมีประจุสัมผัสกับคล่ืนไมโครเวฟจะทําให้การส่ันจึง
เกิดการชน (collisions) หรือเสียดสีกับอนุภาคท่ีอยู่ข้างเคียงเป็นผลทําให้เกิดความร้อน โดยโมเลกุลท่ี
สามารถแตกตัวได้ เช่น โซเดียม โปตัสเซียม หรือ แคลเซียมคลอไรด์ เป็นต้น จะแตกตัวให้อิออนบวก 
(cations) และ อิออนลบ (anions) ดังนั้นอนุภาคท่ีมีประจุจึงสามารถท่ีจะมีอันตรกิริยา 
(interactions) กับสนามไฟฟ้าได้ 

- การหมุนของสารประกอบท่ีมีข้ัว (dipole rotation)  
โมเลกุลมีขั้ว (polar molecule) เช่น น้ํา เป็นต้น ซึ่งในสภาพปกติจะเรียงตัวอย่างไม่เป็น 

ระเบียบ (random oriented) เมื่อผ่านสนามไฟฟ้ากระแสสลับ ประจุบวกและประจุลบในโมเลกุล
เกิดการหมุนตัวเพื่อเปล่ียนทิศทางตามทิศของสนามไฟฟ้าสลับนั้นๆ โดยการหมุนตัวกลับไปมาจะเกิด
อย่างรวดเร็วตามความถี่ของไมโครเวฟคือ 915 หรือ 2,450 พันล้านครั้งต่ออวินาที ทําให้เกิดความ
ร้อนขึ้นและกระจายไปยังโมเลกุลข้างเคียง เนื่องมาจากการชนระหว่างโมเลกุล ในส่วนของโมเลกุลท่ี
อยู่ในสถานะของแข็ง เช่น น้ําแข็ง โมเลกุลน้ําจะถูกยึดติดกับโครงสร้างท่ีมีลักษณะเฉพาะของผลึกและ
ไม่สามารถหมุนตัวเองเพื่อท่ีจะทําให้เกิดความร้อนได้ ส่วนโมเลกุลท่ีอยู่ในสถานะแก๊สหรือไอ จะมี
โมเลกุลข้างเคียงจํานวนน้อยไม่พอท่ีจะทําให้เกิดความร้อนได้เ ช่นกัน โดยอันตรกิริยาชนิดนี้มี
ความสําคัญท่ีสุด (Orsat และ Routray, 2012; วราภรณ์ วิทยสินธนา, 2550) 

 

ภาพที่ 2.11 การเคล่ือนท่ีของอิออน (ionic polarization) และ การหมุนของสารประกอบท่ีมีขั้ว               
(dipole rotation) เมื่ออยู่ในสนามไฟฟ้า (ผดุงศักดิ์ รัตนเดโช, 2551) 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0381/infrared-%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%94
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟ  
- ความถี่ของคล่ืน คล่ืนไมโครเวฟท่ีมีความถี่ตํ่ากว่า 816 และ 915 MHz จะทะลุผ่านได้ดี 

และมีความสม่ําเสมอในการให้ความร้อนมากกว่า  
- ความเข้มของสนามไฟฟ้า เมื่อความเข้มของสนามไฟฟ้ามากขึ้น การให้ความร้อนจะใช้

เวลาน้อยลง  
- ความช้ืน หากมีความช้ืนจะทําให้อุณหภูมิเพิ่มได้เร็วขึ้น 
- อุณหภูมิ จะมีผลต่อสัมประสิทธิ์การเปล่ียนแปลงพลังงาน  และมีผลต่อสถานะของ

องค์ประกอบท่ีดูดกลืนพลังงานได้ดี เช่น น้ํา ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีผลต่อการให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟ 
- ขนาด ตัวอย่างท่ีมีขนาดใหญ่หรือมีความหนามาก การใช้ไมโครเวฟท่ีมีความถี่สูงเกินไป 

อาจทําให้ไมโครเวฟไม่สามารถทะลุผ่านเข้าไปถึงกึ่งกลางได้ ทําให้อุณหภูมิไม่สม่ําเสมอ  
- การนําไฟฟ้า เนื่องจากการให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟจะเกิดการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลท่ีมี

ประจุจึงมีความสัมพันธ์กับการนําไฟฟ้า เมื่อเพิ่มการนําไฟฟ้าด้วยสารท่ีสามารถแตกตัวให้ประจุจะทํา
ให้อัตราการให้ความร้อนสูงขึ้น 

- การนําความร้อน (thermal conductivity) ระหว่างการให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟจะ
เกิดการถ่ายเทความร้อนโดยการนําความร้อน หากตัวอย่างมีความหนามากไมโครเวฟไม่สามารถทะลุ
เข้าไปถึงกึ่งกลางได้ จึงต้องมีการลดขนาดเพื่อเกิดการนําความร้อนได้ดี   

- ความร้อนจําเพาะ (specific heat) ความร้อนจําเพาะของตัวอย่างมีผลต่ออัตราเร็วในการ
เพิ่มอุณหภูม ิสารท่ีมีความร้อนจําเพาะสูงกว่าจะมีอัตราการเพิ่มอุณหภูมิช้ากว่า (ผดุงศักด์ิ รัตนเดโช, 
2551) 

2.4 กรดอินทรีย์ (organic acid) 

การใช้กรดอินทรีย์ซึ่งเป็นสารท่ีได้จากธรรมชาติและมีฤทธิ์ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียเช่นกัน มาใช้
ลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร การเลือกใช้กรดในอาหารจะต้องคํานึงถึงวัตถุประสงค์ในการ
ใช้ ชนิดกรด คุณสมบัติของกรด การอนุญาตให้ใช้ตามกฏหมาย (ศิวาพร ศิวเวชช, 2529) โดยกรด
อินทรีย์เป็นสารท่ีได้จากธรรมชาติซึ่งมีประสิทธิภาพในการลดและยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อ
โรค และได้รับการยอมรับจากองค์การอนามัยโลก (WHO) ให้ใช้เป็นสารท่ีไม่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ 
(กานต์ แย้มพงษ์ และ อรอินท์ุ ประไชโย, 2554) ตัวอย่างกรดอินทรีย์ท่ีใช้ในอาหารได้แก่ กรดแอซีติก 
และกรดแลกติก เป็นต้น   

2.4.1 กรดแอซีติก (acetic acid) 

กรดแอซีติก(acetic acid) มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ กรดเอทาโนอิก (ethanoic acid) ค่า pKa 
ของกรดแอซีติกเท่ากับ 4.70 มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 60.05 กรัมต่อโมล (López และคณะ, 2011) 
โครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 2.12 มีลักษณะเป็นของเหลวใส หรือผลึก มีกล่ินฉุนเฉพาะตัว เป็น
ส่วนประกอบหลักของน้ําส้มสายชู มีการใช้มากในอุตสาหกรรมอาหาร โดยวัตถุประสงค์ในการใช้เพื่อ
เป็นสารให้กล่ินรส เพิ่มความเป็นกรด รวมทั้งมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ 
จึงมีการนํามาใช้ยืดอายุการเก็บของอาหาร 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0830/moisture-content-%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0564/thermal-conductivity-%E0%B8%84%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%99%E0%B8%B3%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0967/specific-heat-%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%88%E0%B8%B3%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%B0
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การเตรียมกรดแอซีติก สามารถเตรียมได้โดยการหมักน้ําตาลในน้ําผลไม้ให้เป็นแอลกอฮอล์ 
แล้วจึงหมักต่อด้วยเช้ือ Acetobactor จึงได้กรดแอซีติกหรืออาจหมักแอลกอฮอล์ด้วยเช้ือ 
Acetobactor  (ศิวาพร ศิวเวชช, 2529)  

 

 
 

ภาพที่ 2.12 โครงสร้างของกรดแอซีติก (Lues และ Theron, 2007) 

2.4.2 กรดแลกติก (lactic acid) 

กรดแลกติก (lactic acid) มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ 2-Hydroxypropanic acid ค่า pKa 
ของกรดแลกติกเท่ากับ 3.86 มีมวลโมเลกุลเท่ากับ 90.08 กรัมต่อโมล (López และคณะ, 2011) 
โครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 2.13 อาจจะอยู่ในรูปเป็นผลึกหรือของเหลวข้น ไม่มีสี มีกล่ินครีมอ่อนๆ 
ละลายน้ําได้ดี ให้รสเปรี้ยวปานกลาง ในอุตสาหกรรมอาหารจะใช้กรดแลกติกทําหน้าท่ีเป็นสารเพิ่ม
ความเป็นกรด สารให้กล่ินรส และใช้ช่วยป้องกันการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท่ีจะทําให้เกิดการเน่า
เสีย 

การเตรียมกรดแลกติก สามารถเตรียมได้โดยการหมักน้ําตาลทรายบริสุทธิ์โดยการเปล่ียน
ให้เป็นแคลเซียมแลคแตด จากนั้นมาทําปฏิกิริยากับกรดกํามะถัน เพื่อให้ได้สารละลายกรดแลกติก   
บริสุทธิ์ นอกจากนั้นอาจใช้เช้ือ Lactobacillus delbrueckii หมักแป้งมันฝรั่ง กากน้ําตาล และยัง
สามารถใช้เช้ือ Lactobacillus bulgaricus ผลิตได้อีกด้วย (ศิวาพร ศิวเวชช, 2529)  

 
 

 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 2.13 โครงสร้างของกรดแลกติก (Lues และ Theron, 2007) 
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2.4.3 การใช้กรดอินทรีย์ในการยับยั้งเช้ือการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 

Lin และคณะ (2004) ได้ทดสอบกรดต่างๆ ได้แก่ กรดแอซีติก กรดแลกติก และ กรด     
ซิตริก เทียบกับกรดไฮโดรคลอริกซึ่งเป็นกรดแก่ เพื่อลดจํานวนของแบคทีเรีย S. Typhimurium โดย
การใช้กรดอินทรีย์ซึ่งเป็นกรดอ่อนสามารถทําลายเช้ือแบคทีเรียได้โดยส่วนท่ีไม่แตกตัวในกรดอ่อนแพร่
ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย แล้วเกิดการแตกตัวเป็นไฮโดรเจนอิออน (hydrogen ion) จํานวน
มาก ทําให้ค่า pH ภายในเซลล์ตํ่า ไฮโดรเจนอิออนท่ีเกิดขึ้นนั้นจะรบกวนเมแทบอลิซึ่มต่างๆ ภายใน
เซลล์แบคทีเรีย เช่น เกิดการยับยั้งเอนไซม์ เป็นต้น ทําให้แบคทีเรียตายในท่ีสุด ส่วนท่ีไม่แตกตัวของ
กรดอินทรีย์นั้นขึ้นอยู่กับค่า pKa ดังนั้นกรดแอซีติกมีค่า pKa สูงสุดจึงลดจํานวนเช้ือ                    
S. Typhimurium ได้มากสุด ตามด้วย กรดแลกติก และกรดซีตริก ตามลําดับ โดยการใช้กรดไฮโดร
คลอริกซึ่งเป็นกรดแก่มีการแตกตัวมากสุด จึงมีความสามารถในการลดจํานวนเช้ือ S. Typhimurium 
ได้น้อยสุด นอกจากนั้น Barros และคณะ (2009) ได้ใช้กรดแอซีติก และ กรดแลกติก ทดสอบฤทธิ์
ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือเช้ือ S. aureus พบว่า กรดแอซีติกใช้ความเข้มข้นตํ่ากว่ากรดแลกติกใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ S. aureus แสดงให้เห็นว่ากรดแอซีติกมีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโต
ได้มากกว่ากรดแลกติก เนื่องจากความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของกรดอินทรีย์ขึ้นอยู่กับ 
ค่าpH ค่าคงท่ีการแตกตัว (pKa) และความเข้มข้นของกรดอินทรีย์ ในสภาวะพีเอชตํ่า กรดแอซีติกซึ่ง
มีค่า pKa (pKa = 4.74) สูงกว่ากรดแลกติก (pKa = 3.85) สามารถยับยั้งเช้ือได้ดีกว่ากรดแอซีติก 

2.6 สะระแหน่ (mint) 

2.6.1 ลักษณะทั่วไปของสะระแหน่ 

สะระแหน่เป็นพืชสมุนไพรท่ีอยู่ในอาณาจักร Plantae สกุล Melissa ในวงศ์ Labiatae 
สะระแหน่ มีช่ือทางวิทยาศาสตร์คือ Mentha cordifolia Opiz ช่ือสามัญท่ีเรียกท่ัวไปคือ mint 
สะระแหน่มีถิ่นกําเนิดจากแถบยุโรปตอนใต้แถบทะเลเมดิเตอร์เรเนียน ในไทยมีช่ือเรียกแตกต่างกัน
ตามท้องถิน่ ได้แก่ สะระแหน่ หอมด่วน (ภาคเหนือ) สะแหน่ มักเงาะ (ภาคใต้) เป็นต้น โดยสะระแหน่
เป็นพืชในวงศ์เดียวกับกะเพรา มินต์ แมงลัก และโหระพา ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของสะระแหน่
เป็นไม้ล้มลุกอายุหลายปี เมื่อโตเต็มท่ีจะมีความสูงประมาณ 70 - 150 เซนติเมตร ลําต้นแผ่ทอดคลุม
พื้นดิน แตกกิ่งก้านมาก กิ่งต้ังขึ้น มีกล่ินหอมทุกส่วน ช่อดอกแบบช่อกระจุกรอบออกท่ีซอกใบ ผลแห้ง
ไม่แตกขนาดเล็ก ลําต้น  ค่อนข้างมีสีแดงเข้ม ดอก มีสีขาวออกในช่วงปลายฤดูร้อน ใบ เป็นใบเด่ียว 
เรียงตรงข้ามสลับต้ังฉาก ใบรูปรีกว้าง ผิวใบยับย่น ขอบใบหยักฟันเล่ือย มีขนาดเล็กประมาณเท่ากับ
หัวแม่มือผู้ใหญ่ ใบของพืชในตระกูลมินต์ มีกล่ินหอมคล้ายกับในมะนาว สามารถเก็บเกี่ยวได้ในช่วง
ก่อนเดือนพฤศจิกายน โดยลําต้นจะเริ่มตายลงในช่วงฤดูหนาวและจะเริ่มงอกใหม่ในช่วงต้นฤดูใบไม้
ผลิ สะระแหน่สามารถนํามาใช้ประโยชน์ทางอาหารได้หลากหลาย โดยใบอ่อน และยอดอ่อนมีกล่ิน
หอม นิยมนํามาบริโภคโดยตรงหรือเป็นเครื่องเคียงรับประทานกับอาหารพื้นเมือง รวมท้ังนํามาปรุง
แต่งรสและกล่ินของอาหาร เช่น ยําหมูย่าง ยําเบคอน ยําปูม้า กุ้งแช่นําปลา พล่ากุ้ง พล่าเนื้อ พล่าหมู 
น้ําตกหมูหรือเนื้อ แกล้มกับน้ําพริก ฯลฯ (ศศิวิมล แสวงผล และคณะ, 2546) โดยธรรมชาติของผักสด
อาจมีการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคได้ การบริโภคโดยตรงจึงเส่ียงต่อการเกิดโรคได้ มีการ

http://th.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A2%E0%B8%B8%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B9%83%E0%B8%95%E0%B9%89
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%A4%E0%B8%A8%E0%B8%88%E0%B8%B4%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A2%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A4%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%A7
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A4%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B9%83%E0%B8%9A%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A4%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B9%83%E0%B8%9A%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4
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รายงานหลายครั้งเกี่ยวกับการตรวจพบแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดในผักสดของประเทศไทย (ชวเลิศ 
ตรีกรุณาสวัสด์ิ และ สุภา อโนธารมณ์, 2548) จากการสํารวจการปนเปื้อนจุลินทรีย์ท้ังหมดในผัก
บริโภคสด วราภา มหากาญจนกุล และคณะ (2544) ได้รายงานว่า สะระแหน่ มีปริมาณ E. coli  
ปนเปื้อนมากท่ีสุด (4.9-5.8 log CFU/ml) รองมาคือ ผักชี ผักกาด หอมและกะหลํ่าปลี (4.1-5.5, 
4.3-4.5 และ 4.6-4.8 log CFU/ml) ตามลําดับ 

2.6.2 ปัญหาของผักส่งออก 

ด้วยสภาพภูมิอากาศท่ีเหมาะสมของประเทศไทย จึงสามารถเพาะปลูกผักผลไม้ได้
หลากหลายชนิดและเป็นท่ีนิยมบริโภคท้ังในประเทศและต่างประเทศ ดังนั้นการ เพาะปลูกจึงไม่
เพียงแต่ปลูกเพื่อการบริโภคภายในประเทศเท่านั้น แต่ยังปลูกเพื่อการส่งออกไปยังตลาดต่างประเทศ
ด้วย ซึ่งผักสดเป็นหนึ่งในพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทยท่ีมีการส่งออกไปยังประเทศต่างๆ 
ได้แก่ ญี่ปุ่น สหภาพยุโรป จีน และฮ่องกง แต่ตลาดอาหารท่ีใหญ่มากและสําคัญต่อประเทศไทยคือ
สหภาพยุโรป ซึ่งเป็นตลาดนําเข้าผักผลไม้สดท่ีมีศักยภาพของไทย เนื่องจากสินค้าไทยสามารถส่งไปยัง
ประเทศสมาชิกในกลุ่มสมาชิกยุโรปได้ และผู้บริโภคในกลุ่มสหภาพยุโรปมีกําลังในการซื้อ ทําให้ไทย
ต้องรักษาส่วนแบ่งตลาดนี้ไว้ อย่างไรก็ตามถึงแม้ว่าผักและผลไม้สดของไทยจะมีมูลค่าการส่งออก
เพิ่มขึ้นในแต่ละปี แต่มักประสบปัญหาในกระบวนการผลิตและการส่งออกหลายประการ ได้แก่ 
ปัญหาด้านภาษี ปัญหาสินค้าไม่ได้ คุณภาพตามมาตรฐาน (ปริมาณสารพิษตกค้าง และ ด้านจุลินทรีย์)
ปัญหาด้านสุขอนามัย, ปัญหามาตรการกีดกันทางการค้า ปัญหาการแข่งขัน และปัญหาการขนส่ง เป็น
ต้น โดยเฉพาะในด้านสุขอนามัยและความปลอดภัยของสินค้าอาหารสด รวมท้ังผักสด โดยท่ีผ่านมา
สหภาพยุโรปเข้มงวดกับการตรวจสอบสินค้าผักสดท่ีจะส่งออกไปยังตลาดสหภาพยุโรปมาก 
โดยเฉพาะการตรวจสอบปริมาณสารพิษหรือยาฆ่าแมลงตกค้าง รวมท้ังเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท่ีเป็น
อันตรายต่อมนุษย์ (สิรินาฏ พรศิริประทาน, 2554) 

แม้ว่าภาครัฐได้ออกมาตรการเพิ่มเติมเพื่อรองรับการตรวจสอบท่ีเข้มงวดของสหภาพยุโรป 
แต่การนําสินค้าส่งออกไปขายในตลาดสหภาพยุโรปจะต้องผ่านการสุ่มตรวจท่ีด่านซึ่งเป็นการ
ตรวจสอบและควบคุมซ้ําอีกครั้ง โดยจะมีระบบเตือนภัยเร่งด่วน rapid alert system for food and 
feed (RASFF) เพื่อแจ้งเตือนปัญหาความปลอดภัยอาหารด้านพืช เป็นการควบคุมความปลอดภัยของ
อาหารท่ีเข้ามาในสหภาพยุโรป แต่ผักสดท่ีนําเข้าจากไทยถูกตรวจพบการปนเปื้อนเช้ือแบคทีเรียในปี 
2547 ประเทศนอร์เวย์ได้ประกาศห้ามนําเข้าพืชสมุนไพรบางชนิดจากประเทศไทยเนื่องจากตรวจพบ
ปัญหาการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ E. coli และ Salmonella spp. มากกว่า 50 ครั้ง จึงมีการแจ้ง
เตือนในระบบ ประเทศไทยจึงถูกข้ึนบัญชีทําให้มีการเรียกคืนสินค้าจากท้องตลาดในสหภาพยุโรปหรือ
ปฏิเสธการนําเข้าสินค้า และมีการตรวจสอบอย่างเข้มงวดมากขึ้น  ดังนั้นเพื่อให้ผู้นําเข้าในสหภาพ
ยุโรปเช่ือมั่นในสินค้าของไทย ผู้ประกอบการไทยท่ีจะส่งออกสินค้าประเภทผักไปสหภาพยุโรปต้อง
ควบคุมกระบวนการผลิตให้มีมาตรฐานเพิ่มขึ้น (สํานักวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและ
แปรรูปผลิตผลเกษตรและสํานักพัฒนาระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าพืช กรมวิชาการเกษตร , 
2554) 
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จากสถิติการแจ้งเตือนปัญหาการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ ในสะระแหน่ระหว่างปี         
2551 – 2553 ดังตารางท่ี 2.4 พบว่าสะระแหน่เป็นผักท่ีมีการแจ้งเตือนปัญหาการปนเปื้อน
เช้ือจุลินทรีย์ 2, 4 และ 1 ครั้งตามลําดับ (สํานักวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปร
รูปผลิตผลเกษตรและสํานักพัฒนาระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าพืช กรมวิชาการเกษตร , 2554) 
ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานการตรวจติดตามเช้ือ E. coli และ Salmonella spp. ในผักส่งออก จาก
ตัวอย่างผักท่ีเก็บจากด่านท่าอากาศยานกรุงเทพฯระหว่างเดือนสิงหาคมถึงเดือนธันวาคม พบว่าผล
การวิเคราะห์  สะระแน่จํานวนท้ังหมด 7 ตัวอย่าง พบว่า E. coli เกินมาตรฐานจํานวน 6 ตัวอย่าง ซึ่ง
คิดเป็น 85.71% พบอีโคไลแต่ไม่เกินมาตรฐาน 1 ตัวอย่างคิดเป็น 14.29% และพบ Salmonella 
spp. จํานวน 1 ตัวอย่าง คิดเป็น 14.29% จากตัวอย่างท้ังหมด (พจนา สุภาสูรย์ และคณะ, 2549) 
จากปัญหาดังกล่าวกรมวิชาการเกษตรจึงได้กําหนดมาตรการตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย์ E. coli และ 
Salmonella spp. ในผักสดกอ่นส่งออกไปนอกราชอาณาจักร โดยกําหนดให้สะระแหน่ซึ่งเป็นหนึ่งใน
สินค้าผักสด 23 ชนิด (ผักชีไทย ผักชีฝรั่ง ใบกระเพรา ใบโหระพา ผักแขยง  สะระแหน่ ผักแพรว 
ต้นหอม ผักค่ืนไช่ ใบกุยไช่ ดอกกุยไช่ ชะอม ตะไคร้ ผักบุ้ง ผักแว่น ผักกระเฉด  ใบบัวบก ใบชะพลู  
ผักโขมแดง ถั่วฝักยาว หน่อไม่ฝรั่ง  พริกขี้หนู  และผักปลัง) ท่ีส่งออกไปประเทศนอร์เวย์ ไอซ์แลนด์ 
และประเทศสมาชิกสหภาพยุโรปเป็นสินค้าท่ีผู้ส่งออกต้องปฏิบัติตามเกณฑ์ วิธีการ และเงื่อนไขใน
การควบคุมเช้ือจุลินทรีย์ (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2556) ดังนั้นกรมวิชาการเกษตรจึงได้กําหนด
เกณฑ์การตรวจเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในผักส่งออกดังกล่าว โดยพบเช้ือ E. coli ได้ไม่เกิน 100 CFU/g 
และจะต้องไม่พบเช้ือ Salmonella spp.  (ประกาศกรมวิชาการเกษตร, 2558)  

ตารางที่ 2.4 สถิติการแจ้งเตือนปัญหาการปนเปื้อนเช้ือจุลินทรีย์ในสะระแหน่ระหว่างปี 2551 – 
2553 (สํานักวิจัยและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตรและ
สํานักพัฒนาระบบและรับรองมาตรฐานสินค้าพืช กรมวิชาการเกษตร, 2554) 

ผักท่ีมีการแจ้งเตือนปัญหา
การปนเป้ือนเช้ือจุลินทรีย์ 

ปี 2551 ปี 2552 ปี 2553 

จํานวนครั้ง จํานวนครั้ง จํานวนครั้ง 
สะระแหน ่ 2 4 1 

2.6.3 การล้างผัก 

เช้ือแบคทีเรียก่อโรคต่างๆ มีการปนเปื้อนในผักต้ังแต่ขั้นตอนการเพาะปลูก การขนส่ง 
ตลอดจนถึงการบริโภค หากไม่มีการล้างผักจะทําให้จํานวนเช้ือแบคทีเรียเกิดการสะสมทําให้มีการเพิ่ม
จํานวนมากขึ้น ผู้บริโภคเส่ียงต่อการได้รับแบคทีเรียดังกล่าว ดังนั้นขั้นตอนล้างผักเป็นขั้นตอนหนึ่งท่ี
สําคัญในการลดจํานวนแบคทีเรียท่ีปนเป้ือน ในการควบคุมจํานวนแบคทีเรียของผักท้ังระดับครัวเรือน
และระดับอุตสาหกรรม มักใช้สารประกอบคลอรีน (chlorine compound) ในการล้าง ถึงแม้
สารประกอบคลอรีนจะมีประสิทธิภาพในการลดจํานวนแบคทีเรีย แต่การใช้สารประกอบคลอรีนทําให้
มีสารข้างเคียงตกค้างท่ีเป็นอันตรายคือ คลอรามีนและไตรฮาโลมีเธนซึ่งจัดเป็นสารก่อมะเร็ง ทําให้
เกิดพิษต่อผู้บริโภคได้ นอกจากนั้นยังมีกล่ินตกค้างของสารประกอบคลอรีนอีกด้วย (บุษกร ทองใบ, 
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2556; มัลลิกา ปัญญาคะโป และ ผ่องศรี เผ่าภูรี, 2550) จากปัญหาดังกล่าวและพฤติกรรมของ
ผู้บริโภคในปัจจุบันซึ่งมีแนวโน้มหลีกเล่ียงอาหารท่ีมีการใช้สารเคมี ทําให้มีการใช้สารจากธรรมชาติ
เพื่อควบคุมจํานวนเช้ือแบคทีเรีย เนื่องจากมีสมบัติการต้านเช้ือแบคทีเรียได้ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งแทน
การใช้สารเคมีเพื่อเพิ่มความปลอดภัยในอาหาร (มนต์จันท์ คํายา และ วราภา มหากาญจนกุล, 2548) 
เช่น สารสกัดจากพืช หรือ กรดอินทรีย์ เป็นต้น 

2.6.3.1 การใช้สารสกัดจากพืชในการล้างผัก 

ข้อเสียของสารประกอบคลอรีนซึ่งเป็นสารเคมีท่ีนิยมใช้ลดจํานวนแบคทีเรียในผัก รวมท้ัง
ค่านิยมของผู้บริโภคท่ีมีแนวโน้มในการบริโภคผักอินทรีย์เพิ่มขึ้น ทําให้มีการใช้สารสกัดจากพืชซึ่งเป็น
สารจากธรรมชาติมาเป็นทางเลือกหนึ่งในการล้างผัก โดยมีการรายงานว่าการใช้สารสกัดจากพืชลด
จํานวนแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรียแกรมลบมี 2 ช้ัน โดยช้ันนอกมีไกลโคลิปิดช่วยป้องกันสารจากภายนอกไปทําลายเซลล์ จึง
ถูกทําลายได้ยากกว่าแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งมีเยื่อหุ้มเซลล์ช้ันเดียวซึ่งไม่มีไกลโคลิปิดอยู่ในโครงสร้าง
เย่ือหุ้มเซลล์ สารสกัดจากพืชและตัวอย่างของผักท่ีแตกต่างกันมีผลทําให้ลดจํานวนแบคทีเรียในผักได้
แตกต่างกัน นอกจากนั้นการใช้ระยะเวลาท่ีสารสกัดจากพืชสัมผัสกับผัก (contact time) นานขึ้น 
หรือ ความเข้มข้นของสารสกัดจากพืชท่ีใช้เพิ่มขึ้นนั้นทําให้ลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้มากขึ้นด้วย 
(Tirpanalan  และคณะ, 2011) 

2.3.6.2 การใช้กรดอินทรีย์ในการล้างผัก 

กรดอินทรีย์เป็นสารกลุ่มหนึ่งท่ีสามารถใช้ในการลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้ รวมท้ังเป็น
สารเจือปนอาหารท่ียอมรับว่าปลอดภัย (generally recognized as safe: GRAS) จึงถูกนํามาใช้เป็น
ทางเลือกในการลดจํานวนแบคทีเรียในผัก (บุษกร ทองใบ, 2556) กรดอินทรีย์แต่ละชนิดมี
ความสามารถในการลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้แตกต่างกัน โดยมีการรายงานว่า การใช้กรดอินทรีย์
สามารถลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียก่อโรคท้ังในกลุ่มของแกรมลบและแกรมบวกได้ (Tirpanalan  และ
คณะ, 2011) อย่างไรก็ตามการใช้กรดอินทรีย์ในการล้างผัก ทําให้คลอโรฟิลล์ (chlorophyll) ซึ่งมีสี
เขียวเกิดการสูญเสียแมกนีเซียมอิออนในโครงสร้าง แล้วถูกแทนท่ีด้วยไฮโดรเจนอิออนของกรด
อินทรีย์เกิดเป็นฟีโอไฟติน (pheophyin) ซึ่งมีสีเขียวมะกอก จึงทําให้เกิดการชํ้าของผัก (burning 
effect) ซึ่งเป็นข้อเสียของการล้างผักด้วยกรดอินทรีย์ (Erge และคณะ, 2008) 

2.3.6.3 การใช้สารสกัดจากพืชร่วมกับกรดอินทรีย์ในการล้างผัก 

การใช้สารสกัดจากพืชหรือกรดอินทรีย์เพียงอย่างเดียวทําให้ลดจํานวนแบคทีเรียได้ในระดับ
หนึ่ง แต่มีการรายงานว่าการใช้สารสกัดจากพืชสามารถลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้มากขึ้นเมื่อใช้
ร่วมกับกรดอินทรีย์ โดยสารสกัดจากพืชสามารถทําลายเยื่อหุ้มเซลล์ได้ จึงทําให้ส่วนท่ีไม่แตกตัวของ
กรดอินทรีย์สามารถแพร่เข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรียได้ง่าย เกิดการแตกตัวเป็นไฮโดรเจนอิออน ค่า pH
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ภายในลดลง จึงไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ กรดนิวคลีอิกภายในเซลล์แบคทีเรีย แบคทีเรียเกิด
การบาดเจ็บและตายในท่ีสุด (บุษกร ทองใบ, 2556)  

2.7 แบคทีเรียก่อโรค (pathogenic bacteria)  

แบคทีเรียก่อโรคสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ตามโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียท่ี
แตกต่างกัน โดยแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive) มีเยื่อหุ้มเซลล์ช้ันเดียวประกอบด้วย           
เปปติโดไกลแคนซึ่งมีความหนากว่าแบคทีเรียแกรมลบ ส่วนแบคทีเรียแกรมลบ (gram negative) มี
เย่ือหุ้ม 2 ช้ัน โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรียท้ังสองกลุ่มแสดงดังภาพท่ี 2.14 โดยเยื่อหุ้มเซลล์
ด้านนอก (outer membrane layer) ประกอบด้วยฟอสโฟไลปิด (phospholipid) และลิโปโพลีแซค
คาไรด์ (lipopolysaccharide: LPS) มีคุณสมบัติในการป้องกันอันตรายของสารต่างๆ จากภายนอก 
ไม่ให้เข้าไปทําลายเซลล์ได้ แต่มีโครงสร้างโปรตีนช่องเปิดท่ีแทรกตัวในเยื่อหุ้มเซลล์ด้านนอกท่ีเรียกว่า
พอริน (porin) ทําให้สารสามารถผ่านเข้าในเซลล์แบคทีเรียแกรมลบได้ (Borges และคณะ, 2013) 
และมีช้ันเปปติโดไกลแคนบางกว่าแบคทีเรียแกรมบวก หน้าท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์คือ ป้องกันเซลล์จาก
สภาพแวดล้อมภายนอก ช่วยควบคุมเกี่ยวกับแรงดันออสโมติก และอาจช่วยในการคัดเลือกสารเข้า
เซลล์ ถัดจากเยื่อหุ้มเซลล์จะพบส่วนท่ีเรียกว่า โปรโตพลาซึม (protoplasm) ซึ่งมีองค์ประกอบหลัก
คือไซโทพลาซึม (Cytoplasm) โดยส่วนใหญ่จะเป็นน้ําซึ่งเป็นตัวกลางช่วยในการเกิดปฏิกิริยา 
นอกจากนั้นยังเป็นท่ีอยู่ของออร์กาเนลต่างๆ ได้แก่ กรดนิวคลีอิก (nucleic acid) ซึ่งเป็นออร์กาเนลท่ี
สําคัญซึ่งเกี่ยวข้องกับสารพันธุกรรม เป็นต้น โดยท่ัวไปแบคทีเรียก่อโรคสามารถพบได้ท้ังแกรมบวก
และแกรมลบเช่น E. coli, S. Typhimurium และ S. aureus เป็นต้น (Brown และคณะ, 2015) 

 
                                  (ก)                                                       (ข) 

ภาพที่ 2.14 โครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแกรมลบ (ก) และ แบคทีเรียแกรมบวก (ข)       
(Brown และคณะ, 2015) 

2.7.1 เอสเชอริเชีย โคไล (Escherichia coli: E.coli) 

E. coli เป็นแบคทีเรียแกรมลบ อยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae เจริญได้ในสภาพท่ีมี
และไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) พบได้ในลําไส้ของคนและสัตว์เลือดอุ่นท่ัวไป เนื่องจาก 
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E.coli พบในอุจจาระของมนุษย์และสัตว์ ดังนั้นการพบเช้ือ E.coli ในอาหารหรือน้ําจึงเป็นการบ่งบอก
ถึงการปนเป้ือนจากการขับถ่าย (Kornacki, 2010)  

สุมณฑา วัฒนสินธุ์ (2549) ได้อธิบายการแบ่งกลุ่มตามความรุนแรงของการเกิดโรค
ลักษณะการเจริญเติบโตและลักษณะทางพันธุกรรมออกเป็น 5 กลุ่มดังนี้ 

- กลุ่มท่ีทําให้เกิดโรคในทางเดินอาหาร (Enterophathogenic E .coli) หรือ EPEC 
สามารถทําให้ทารกท่ีมีอายุตํ่ากว่าหนึ่งปีเกิดอาการท้องร่วง โดยการเกาะติดกับเซลล์ของ

เนื้อเยื่อ ทําให้เกิดการรวมตัวกับเยื่อเมือกในลําไส้ จากนั้นเกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนในเยื่อ
เมือกของลําไส้   

- กลุ่มท่ีทําลายเซลล์ในระบบทางเดินอาหาร (Enteroinvasive E. coli) หรือ EIEC 
ไม่สร้างเอนเทอโรทอกซิน แต่ทําลายเซลล์โฮสต์ แล้วกระจายไปยังเซลล์ใกล้เคียงกับเช้ือ

บิด สามารถแพร่จากคนหนึ่งไปยังอีกคนหนึ่งได้ 
- กลุ่มท่ีสร้างสารพิษข้ึนในทางเดินอาหาร (Enterotoxigenic E. coli) หรือ ETEC 
สร้างเอนเทอโรทอกซิน 2 แบบคือแบบท่ีทนความร้อน (heat stable toxin – ST) 

จําแนกออกเป็น 2 ขนิด คือ ST-I และ ST-II และแบบไม่ทนความร้อน (heat labile toxin – LT) 
จําแนกออกเป็น 2 ขนิด คือ LTA และ LTB  

- กลุ่มท่ีทําให้เกิดเลือดออกในทางเดินอาหาร (Enterohemorrhagic E. coli) หรือ EHEC 
สร้างสารพิษประเภทเวอโรทอกซินหรือเวอโรไซโตทอกซิน (verotoxin, verocytotoxin)  
- กลุ่มท่ีทําให้เกิดการรวมตัวของเซลล์บุผนังลําไส้ (Enteroaggregative E. coli) หรือ 

EAggEC เป็นสายพันธุ์ที่เพิ่งค้นพบใหม่ยังไม่พบความรุนแรง  

2.7.2 ซัลโมเนลลา (Salmonella Typhimurium: S. Typhimurium)   

ลักษณะท่ัวไปของ S. Typhimurium เป็นแบคทีเรียแกรมลบ อยู่ ในแฟมมิ ลี 
Enterobacteriaceae มีรูปร่างเป็นแท่ง (Rod shape) เคล่ือนไหวด้วยหนวดหรือแส้ท่ีมีอยู่รอบเซลล์ 
(Peritrichous flagella) ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างแคปซูล รวมทั้งไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลสและเอนไซม์
ออกซิเดส เจริญได้ในท่ีมีหรือไม่มีอากาศ (Facultative anaerobe) โดยสามารถหมักน้ําตาลกลูโคส
และแมนโนส แต่ไม่สามารถหมักน้ําตาลแลคโตสและซูโครสได้ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต 
8-45 องศาเซลเซียส ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ี 6.5-7.5 (Kornacki, 2010) 

S. Typhimurium ถูกทําลายท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หรือ                
60 องศาเซลเซียส นาน 15-20 นาที หรือ 62 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที ส่วนท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า              
5 องศาเซลเซียส ไม่สามารถทําลายเช้ือซัลโมเนลาได้ เพียงแต่เป็นการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ          
ซัลโมเนลาเท่านั้น 

S. Typhimurium เป็นแบคทีเรียท่ีทําให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษท่ีมีความรุนแรง โดยแหล่ง
ท่ีอยู่อาศัยลําดับแรกของเช้ือ S. Typhimurium คือลําไส้ของสัตว์ หรืออาจพบตามร่างกายมนุษย์และ
สัตว์ จากนั้นแพร่กระจายสู่ส่ิงแวดล้อม ดิน น้ํา ปุ๋ย ซากสัตว์ท่ีเน่าเปื่อย วนเวียนเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร
เดิมเป็นวัฏจักรทําให้เกิดการปนเป้ือนเช้ือ S. Typhimurium (สุมณฑา วัฒนสินธุ์, 2549)  
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2.7.3 แสตปฟิลโลคอกคัส ออเรียส (Staphylococcus aureus: S. aureus) 

S. aureus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก อยู่ในวงศ์ Micorococcaceae มีรูปร่างกลม ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของเซลล์ประมาณ 0.5 – 1.0 ไมโครเมตร โดยท่ัวไปเจริญได้ท่ีอุณหภูมิปานกลาง   
7.0 - 47.8 องศาเซลเซียส  โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 35 องศาเซลเซียส       
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 7.0 - 7.5 แต่สามารถเจริญได้ท่ีค่า pH 
ต้ังแต่ 4.5 – 9.3 มักอยู่รวมกันเป็นสายส้ัน หรือเกาะกลุ่มคล้ายพวงองุ่น ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างสปอร์ 
สร้างแคปซูล และสามารถสร้างเอนไซม์โคแอกกลูเลส (coagulase) และเอนไซม์เอนโดนิวคลีเอส 
(heat stable endonuclease) ท่ีทนความร้อน เจริญได้ในท่ีมีและไม่มีอากาศ (facultative 
anaerobe) สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) (Kornacki, 2010) 

เช้ือ S. aureus สร้างสารพิษประเภท enterotoxin ท่ีเป็น single-chain globular 
protein ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 28000 – 35000 ดาลตัน โดยมีท้ัง 7 ชนิด ได้แก่ A, B, C1, C2, D, E 
และ toxin shock toxin (TST) สารพิษทุกชนิดยกเว้น TST ทําให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ สําหรับชนิด
ท่ีพบบ่อยท่ีสุดได้แก่ enterotoxin A และ D 

เช้ือ S. aureus ถูกทําลายได้ง่ายโดยความร้อน ดังนั้นการตรวจพบแบคทีเรียชนิดนี้หรือ
สารพิษของแบคทีเรียชนิดนี้ในอาหารแปรรูปหรือบนอุปกรณ์ท่ีใช้ในกระบวนการแปรรูปอาหาร บ่ง
บอกถึงสุขลักษณะการผลิตท่ีไม่ดี สาเหตุท่ัวไปของการปนเปื้อนเช้ือ S. aureus เกิดจากการสัมผัส
ของคน เนื่องจากคนเป็นแหล่งสําคัญของเข้ือชนิดนี้โดยเฉพาะตามผิวหนังและรูจมูกของคน ดังนั้นโรค
อาหารเป็นพิษจาก S. aureus จึงมีสาเหตุมาจากการสัมผัสจากคนปนเปื้อนสู่อาหารท้ังทางตรงและ
ทางอ้อมโดยผ่านอุปกรณ์ต่างๆท่ีใช้ในการประกอบอาหารเช่น เขียง มีด และอุปกรณ์อื่นๆ นอกจากนี้
ยังเกิดจากสาเหตุร่วมกับสภาวะท่ีไม่เหมาะสม เช่น การให้ความร้อนไม่เพียงพอ การเตรียมอาหาร
นานเกินไป เป็นต้น (สุมณฑา วัฒนสินธุ์, 2549)  

2.8 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

Chandrasekaran และ Venkatesalu (2004) สารสกัดจากเมล็ดหว้ามีสมบัติต้านการ
เจริญของของแบคทีเรียซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของท้ังแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ           
โดยสามารถยับยั้งแบคทีเรีย Bacillus subtilis และ S. aureus ได้ดีกว่า S. Typhimurium,               
P. aeruginosa, Klebsiella pneumonia และ E. coli  

Gao และ Liu (2005) ได้ทดลองสกัดฟลาโวนอยด์จาก Saussurea medusa ด้วยวิธี
ต่างๆ ได้แก่ การแช่สารละลาย การสกัดด้วย heat reflux การสกัดด้วย Soxhlet การสกัดด้วยคล่ืน
อัตราโซนิคและการสกัดด้วยคล่ืนไมโครเวฟ พบว่า การสกัดด้วยคล่ืนอัตราโซนิคและการสกัดด้วยคล่ืน
ไมโครเวฟ  ให้ปริมาณฟลาโวนอยด์สูงโดยใช้เวลาในการสกัดท่ีน้อยกว่าวิธีอื่นๆ  

บุษกร ทองใบ (2556) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของกรดแอซีติกและสารสกัดข่าต่อการยับยั้ง
เช้ือจุลินทรีย์ S. aureus ท่ีสร้างสภาพให้ปนเป้ือนบนผักชี แล้วจึงนํามาล้างด้วยกรดแอซีติก (1%v/v)  
สารสกัดข่า (10 mg/ml) และกรดแอซีติก (1%v/v) ร่วมกับสารสกัดข่า (10 mg/ml) เปรียบเทียบกัน 
โดยมีน้ํากล่ันปลอดเช้ือเป็นชุดควบคุม พบว่ากรดแอซีติก (1%v/v) สารสกัดข่า (10 mg/ml)  และ
กรดแอซีติก (1%v/v) ร่วมกับสารสกัดข่า (10 mg/ml) ลดปริมาณ S. aureus ได้ 1.26, 2.33 และ 
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3.17 log CFU/g ตามลําดับ และเมื่อศึกษาระยะเวลาในการแช่โดยแปรท่ีระยะเวลา 5, 10, 20 และ
30 นาที พบว่าปริมาณ S. aureus ลดลงเหลือเพียง 1.04, 1.32, 1.78 และ 2.27 log CFU/g 
ตามลําดับ ดังนั้นระยะเวลาในการแช่ท่ีเหมาะสมคือ 30 นาที   
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บทที่3 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบ จุลินทรีย์ วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 วัตถุดิบ 

1. เมล็ดหว้าอบแห้ง ได้รับความเอื้อเฟื้อจากสถาบันวิจัยเทคโนโลยีเกษตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลล้านนา จังหวัดลําปาง  

2. สะระแหน่สด ไม่มีรอยชํ้า จากตลาดสดสามย่าน 

3.1.2 แบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบ 

Salmonella Typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli ATCC 2592 และ 
Staphylococcus aureus ATCC 2593 จากห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร                 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย นําแบคทีเรียมาเข่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ nutrient agar 
(NA) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18±2 ช่ัวโมง และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2       
องศาเซลเซียส ทําการต่อเช้ือทุก 3 สัปดาห์  

3.1.3 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. กระดาษกรอง (paper filter) ยี่ห้อ Whatman เบอร4์ 
2. กระดาษกรอง เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 mm (Paper disc) 
3. กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 20, 50 และ 100 มิลลิลิตร  
4. เข็มเข่ียเช้ือปลายกลม (loop) 
5. ขวดก้นกลม (round bottom flasks) 
6. ขวด duran ขนาด 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
7. ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 10, 100, 250 และ 1,000 มิลลิลิตร 
8. ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด 250, 500 มิลลิลิตร 
9. ขวดสีชาสําหรับเก็บสาร (dark bottle)  
10. คิวเวต (cuvett) ชนิดแก้ว 
11. คีมคีบ (forceps) 
12. จานอาหารเล้ียงเช้ือพลาสติก (plastic petri dish) 
13. ช้อนตักสารเคมี (spatula)  
14. ตะแกรงร่อน (sieve) ขนาด 40 เมช 
15. ถุงตีตัวอย่าง (stomacher bag) 
16. ถุงพลาสติกชนิดปิดผนึก (plastic bag)  
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17. ท่ีคีบ (tong) 
18. ท่ีวางหลอดทดลอง (tube rack) 
19. ทิป (tip) ท่ีใช้กับไมโครปิเปต ขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร  
20. แท่งแก้วคนสาร (stirring rod)  
21. บีกเกอร์ (beager) ขนาด 50, 100, 250 มิลลิลิตร 
22. พาราฟิล์ม (parafilm)  
23. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร  
24. พาราฟิล์ม (parafilm) หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร 
25. สเปรดเดอร์ (spreader) 
26. สําลี (absorbent cotton) 
27. อะลูมิเนียมฟอยล์ (aluminium foil) 

3.1.4 เคร่ืองมือ 

1     เครื่องวัดกรด ด่าง (pH meter, Metter Toledo AG8603, Switzerland) 
2.    เครื่องกล่ันระเหยสารแบบหมุน (rotary evaporator, Buchi, Switzerland) 
3.    เครื่องเขย่าสาร (shaker, New bruns wisk sciencetific, USA) 
4.    เครื่องปั๊มสุญญากาศ (vacumm pump, Gast, USA) 
5.    เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือแรงดันไอ (autoclave, Tomy SX 700, USA)    
6.    เครื่องบดตัวอย่าง (stomacher, Seward, 400 Circulator, England) 
7.    เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge, KUBOTA 5310, Japan)  
8.  เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge, Micro22R Hettich, 

Germany)    
9.   เครื่องผสมสาร (vortex mixer, Vortex-2 Genie, USA)  
10. เครื่องช่ังไฟฟ้าทศนิยม 2 ตําแหน่ง (analytical balance, Metter Toledo 

ML1602/01, Switzerland)   
11. เครื่องช่ังไฟฟ้าทศนิยม 4 ตําแหน่ง (analytical balance, Metter Toledo 

ML204/01, Switzerland)   
12.  เครื่องโม่แห้ง (grinding mill, Lita, Thailand) 
13.  เครื่องไมโครเวฟ (microwave, LG, MS2127CW, Thailand)   
14.  เครื่องระเหยแห้ง (rotary evaporator, Buchi, Switzerland)    
15. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer, Genesys,    

Thailand)  
16.  เครื่องอัตราโซนิค (ultrasonic bath, elmasonic, Switzerland) 
17.  ตู้บ่ม (incubator, WTC Binder, Germany) 
18.  ตู้ปลอดเช้ือ (biological safety cabinet, Telstar bioultra, USA)  
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19.  ตู้เย็น (refrigerator, Whirlpool WRN-57HGG3, Korea)  
20.  ตู้อบลมร้อน (hot air oven, WTB Binder FD 115, Germany) 

3.1.5 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. กรดแกลลิก (gallic acid, Sigma – Aldrich, Germany)     
2. กรดแลกติก ความเข้มข้น 88.5 % w/v (lactic acid, Purac®, Netherlands) 
3. กรดเกลเซยีลแอซีติกความเข้มข้น 98.85 % w/v (glacial acetic acid, QREC, 

Malasia) 
4. เควอซิทิน แอนไฮดรัส (quercetin, Sigma – Aldrich, USA) 
5. โซเดียม คลอไรด์ (sodium chloride, Univar, Austraria) 
6. โซเดียม แอนไฮดรัส คาร์บอเนต (sodium carbonate, Univar, Austraria) 
7. นิวเทรียน อาการ์ (nutrient agar (NA), Himedia, India) 
8. เปปโตนวอเตอร์ (peptone water, Himedia, India) 
9. เพลทเคานท์ อาการ์ (plate count agar (PCA), Himedia, India) 
10. โพแทสเซียมอะซิเตต (potassium acetate, QREC, Malasia) 
11. โฟลิน-ซิโอแคลทู (Folin-Ciocaltau reagent, Merck, Germany)     
12. มูลเลอร์ ฮินตัน บรอท (mueller hinton broth (MHB), Himedia, India) 
13. มูลเลอร์ ฮินตัน อาการ์ (mueller hinton agar (MHA), Himedia, India) 
14. อะลูมิเนียม คลอไรค์ เฮกซะไฮเดรต (aluminium chloride hexahydrate, QREC, 

Malasia) 
15. อาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย์ชนิดสําเร็จรูปแบบแห้งสําหรับตรวจ E. coli และ coliform 

(EC Compact dry, Nissui, Japan)  
16. เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 (ethanol 95%) จากห้างหุ้นส่วนจํากัด เอิร์ต เคมี 

แล็บประเทศไทย (ethanol 95%) 

3.2 ขั้นตอนการวิจัย 

3.2.1 เตรียมตัวอย่าง 

นําเมล็ดหว้ามาอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในตู้อบลมร้อนแบบถาด (tray dry) 
นํามาบดเป็นผงด้วยเครื่องโม่แห้งและร่อนด้วยตะแกรงขนาด 40 เมช (Modi และคณะ, 2010) เก็บ
บรรจุในถุงปิดสนิทไว้ในท่ีมืด อุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) 
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ภาพที่ 3.1 ผงเมล็ดหว้า 
 
3.2.2 การสกัดเมล็ดหว้า 

3.2.2.1 การสกัดสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จากเมล็ดหว้าด้วยวิธีต่างๆ 

นําผงเมล็ดหว้าและตัวทําละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 ในอัตราส่วนเท่ากับ     
1 กรัม ต่อ 5 มิลลิลิตร (Acharyya และคณะ, 2009)  มาสกัดด้วยวิธีต่างกัน 4 วิธี วิธีแรกใช้
ไมโครเวฟช่วยในการสกัด (microwave assisted extraction; MAE) ท่ีความยาวคล่ืน 600 วัตต์ 
โดยให้ความร้อนเป็นรอบเวลา (cycle) รอบแรกเปิดเป็นเวลา 40 วินาที แล้วปิดเป็นเวลา 40 วินาที 
รอบต่อไปให้เปิดเป็นเวลา 10 วินาที ปิดเป็นเวลา 40 วินาที แล้วทําต่อจนครบ 5 รอบ ดังตารางท่ี 
3.1 โดยรอบสุดท้ายเมื่อให้ความร้อนแล้วนําไปทําให้เย็น (Gupta และคณะ, 2009) วิธีท่ี 2 ใช้คล่ืน 
อัลตราโซนิคช่วยในการสกัด (ultrasonic assisted extraction; UAE) โดยใช้อ่างอัตราโซนิคซึ่งมี
ความถี่เท่ากับ 37 กิโลเฮิรตซ์ เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (Chen และคณะ, 2011) วิธีท่ี 3 
สกัดด้วยเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อวินาที (rpm) ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
(shaker at 80 ;HT) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และวิธีสุดท้ายสกัดด้วยเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 
รอบต่อวินาที (rpm) ท่ีอุณหภูมิห้อง (shaker at room temperature; RT) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง (เพ็ญ
วิภา บัลลังโพธิ์, 2556) หลังจากสกัดด้วยวิธีต่างๆ ดังกล่าว นําตัวอย่างท่ีได้มาเหวี่ยงแยกด้วยเครื่อง
ปั่นเหวี่ยงแยกกากท่ีความเร็ว 3500 รอบต่อวินาทีเป็นเวลา 15 นาที แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง
เบอร์ 4 (Bermudez และคณะ, 2012) เพื่อแยกส่วนของแข็งและของเหลว โดยนําส่วนของเหลวท่ีได้
นําไประเหยตัวทําละลายด้วยเครื่องกล่ันระเหยสารแบบหมุนท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Duodu 
และ Sikwese, 2007) ได้สารสกัดหยาบ นํามาละลายด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือในอัตราส่วน 1 กรัม ต่อ 
5 มิลลิลิตร แล้วจึงนําสารสกัดหยาบท่ีละลายน้ําแล้วมาตรวจวิเคราะห์ค่าต่างๆ  

ตารางที่ 3.1 การให้ความร้อนเป็นรอบเวลา (cycle) ในการใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด 

  รอบเวลา (cycle) 
1 2 3 4 5 

เปิด 
(วินาที) 

40 10 10 10 10 

ปิด 
(วินาที) 

40 40 40 40 - 
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3.2.3 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 

3.2.3.1 ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic content; TPC) 

วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดหรือค่า TPC (total phenolic content) 
ด้วยวิธี โฟลิน-ซิโอแคลทู (Folin-Ciocalteu) ตามวิธีของ Damianova E. และคณะ (2013) โดย        
ปิเปตสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตามด้วยสารละลาย            
โฟลิน-ซิโอแคลทู ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผสมด้วยเครื่องผสมสาร แล้วท้ิงไว้
เป็นเวลา 3 นาที เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7.5 ปริมาตร 1.4 มิลลิลิตร 
ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร ท้ิงไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร รายงานผลการทดลองเป็นค่าสมมูลมิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อ
น้ําหนักสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า 1 กรัม (mg GAE/g dried extract) โดยคํานวณเทียบกับกราฟ
มาตรฐานกรดแกลลิกจากภาคผนวก ก วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห์
ความแตกต่างทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range 
test (Cochran และ Cox, 1992) 

3.2.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoid 
content; TFC) 

วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมดหรือค่า TFC (total flavonoid 
content) ด้วยวิธีอะลูมิเนียมคลอไรด์ คัลเลอริเมทริก (aluminum chloride colorimetric  
method) ตามวิธีของ Chang และคณะ (2002)  โดยปิเปตสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าปริมาตร          
0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 95 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร      
ตามด้วยสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร สารละลาย
โพแทสเซียมอะซิเตต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน ปริมาตร            
2.8 มิลลิลิตร ตามลําดับ ผสมสารละลายให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร ท้ิงไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที 
วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร รายงานผลการทดลองเป็นค่าสมมูลมิลลิกรัม
ของเควอซิทินต่อน้ําหนักสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า 1 กรัม (mg QE /g dried extract) โดยคํานวณ
เทียบกับกราฟมาตรฐานเควอร์ซิทินจากภาคผนวก ก  

วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราห์ความแตกต่างทางสถิติ 
(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range test (Cochran และ 
Cox, 1992) 

3.2.3.3 ปริมาณสารสกัดแห้ง 

สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าเมื่อระเหยเอาตัวทําละลายออกแล้ว นํามาช่ังเพื่อบันทึกน้ําหนัก
แห้งของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า แล้วนํามาคํานวณดังนี้  

น้ําหนักของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าแห้ง (กรัม) × 100/น้ําหนักผงเมล็ดหว้า (กรัม) โดย
รายงานเป็นหน่วย ร้อยละ (%) (Gao และ Liu, 2005) 
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3.2.3.4 การตรวจวิเคราะห์ HPLC (High-performance liquid chromatography) 

ส่ง ตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีห้องปฏิบั ติการวิ จัยและทดสอบอาหาร คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC (Dukić และคณะ, 2011) ดังนี้ 

เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase)  A = เมทานอล (methanol) 
                                     B = กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 1 (formic 1%) 
เกรเดียนท์ (gradient)  0-10  นาที = A ร้อยละ 10   
    10-25 นาที = A ร้อยละ 10-20% 
    25-30 นาที = A ร้อยละ 20-30% 
    30-45 นาที = A ร้อยละ 60-70% 
อัตราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที 
เตาอบ (oven)   30 องศาเซลเซียส 
คอลัมน์ (column)  Eslip XDB-C18 (4.6x50 มิลลิเมตร) 
ตัวตรวจวัดสัญญาน (detector) DAD   

ใช้ความยาวคล่ืนท่ี 280 นาโนเมตร สําหรับกรดแกลลิก  
ใช้ความยาวคล่ืนท่ี 330 นาโนเมตร สําหรับเควอซิทิน , 
กรดเฟอรูลิก และกรดคลอโรจีนิก 

ปริมาณสารตัวอย่าง (sample) 10 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 3 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
สารมาตรฐาน    กรดแกลลิก, เควอซิทิน, กรดเฟอรูลิก  

และกรดคลอโรจีนิก 

3.2.4 การตรวจวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย 

3.2.4.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

เตรียมแบคทีเรียท้ัง S. aureus, S. Typhimurium และ E. coli โดยถ่ายเช้ือลงในขวด  
รูปชมพู่ท่ีมีอาหาร MHB บ่มสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18±2 ช่ัวโมง 
จากนั้นนําไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกอาหารเล้ียงเช้ือออกจากแบคทีเรีย แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 ท่ีผ่านการ ฆ่าเช้ือ จํานวน 2 ครั้ง หลังจากนั้นปรับค่าความขุ่นด้วย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 ให้มีค่าประมาณ 0.08-0.13 ท่ีความยาวคล่ืน          
625 นาโนเมตร จะได้จํานวนเช้ือแบคทีเรียประมาณ 8 log CFU/ml (CLSI, 2006) นําไปเจือจาง 
100 เท่าด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 % w/v เพื่อให้ได้จํานวนเช้ือจุลินทรีย์ของ
จุลินทรีย์ประมาณ 6 log CFU/ml 

3.2.4.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าที่สกัดด้วย
วิธีต่างๆ ด้วยวิธีดีสก์ ดิฟฟิวชัน (disc diffusion method; DDM) 

ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ด้วย     
วิธีดีสก์ ดิฟฟิวชัน (disc diffusion method; DDM) ดัดแปลงจาก Chandrasekaran และ 
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Venkatesalu (2004) เขียนระบุตําแหน่งของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ด้านล่าง
ของจานอาหารเล้ียงเช้ือ (plate) หลังจากนั้นปิเปตสารละลายเช้ือท่ีเตรียมไว้ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ MHA เกล่ียให้ท่ัวอาหารเล้ียงเช้ือโดยเทคนิคสเปรดเพลท (spread plate) ท้ิงไว้
ให้ส่วนของผิวหน้าอาหารแห้ง แล้วจึงปิเปตสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ใส่ลงบนแผ่นกระดาษกรองปลอดเช้ือ (sterile paper 
disc) เส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร นําไปวางบนอาหารเล้ียงเช้ือตามตําแหน่งท่ีระบุไว้ โดยใช้น้ํา
กล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 20 ไมโครลิตร เป็นชุดควบคุม นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง นํามาวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณท่ีไม่มีเช้ือจุลินทรีย์เจริญหรือโซนใส 
(inhibition zone) ด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์รายงานเป็นหน่วย มิลลิเมตร (mm)   

วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราห์ความแตกต่างทางสถิติ 
(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range test (Cochran และ 
Cox, 1992) 

3.2.4.3 การทดสอบค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้าที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้ หรือค่า MIC (minimum inhibitory concentration) 

นําสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีได้จากการสกัดทุกวิธีมาทดสอบค่าความเข้มข้นตํ่าสุดท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้หรือค่า MIC (minimum Inhibitory concentration) กับ
เช้ือแบคทีเรียก่อโรค ด้วยวิธีมาโครบรอทไดลูชัน(macro broth dilution technique) ตามวิธีของ    
CLSI (2006) ดังนี้ 

เตรียมหลอดทดลอง 12 หลอด โดยหลอดท่ี 1 ไม่ใส่อาหารเล้ียงเช้ือ หลอดท่ี 2 ใส่อาหาร
เล้ียงเช้ือ MHB ความเข้มข้น 4 เท่า และหลอดต่อไปใส่อาหารเล้ียงเช้ือความเข้มข้น 2 เท่าถึงหลอดท่ี 
11 ส่วนในหลอดท่ี 12 ใส่อาหารเล้ียงเช้ือความเข้มข้นปกติหรือความเข้มข้น 1 เท่าเป็นชุดควบคุมเชิง
ลบ โดยทุกหลอดทดลองมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร  

หลังจากนั้นปิเปตสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีมีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 200 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ี 1 และหลอดท่ี 2 ดังนั้น ในหลอดทดลองท่ี 1 ไม่
มีอาหารเล้ียงเช้ืออยู่จึงมีความเข้มข้นของสารเท่าเดิมปริมาตร 1 มิลลิลิตร เป็นชุดควบคุมเชิงบวก แต่
ในหลอดท่ี 2 มีอาหารเล้ียงเช้ือรวมกับสารสกัดหยาบ ดังนั้นความเข้มข้นของอาหารเล้ียงเช้ือและสาร
สกัดหยาบลดลงครึ่งหนึ่ง มีปริมาตรรวมเท่ากับ 2 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร 
หลังจากนั้นจึงปิเปตหลอดท่ี 2 ลงในหลอดท่ี 3 ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ืออยู่ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และทํา
ต่อถึงหลอดท่ี 11 โดยในหลอดท่ี 11 ปิเปตท้ิง 1 มิลลิลิตร เพื่อให้มีปริมาตรเท่ากับ 1 มิลลิลิตรทุก
หลอดทดลอง ดังนั้น ทุกหลอดทดลองยกเว้นหลอดควบคุมเชิงบวกและลบมีความเข้มข้นของอาหาร
เล้ียงเช้ือและสารสกัดหยาบเป็น 2 เท่าก่อนเติมเช้ือแบคทีเรียลงไป หลังจากนั้นเติมเช้ือแบคทีเรียท่ี
เตรียมตามขั้นตอนท่ี 3.2.4.1 ลงในหลอดทดลองทุกหลอด ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย
เครื่องผสมสาร ดังนั้นปริมาตรสุดท้ายในหลอดทดลองทุกหลอดเท่ากับ 2 มิลลิลิตร ความเข้มข้นของ
อาหารเล้ียงเช้ือและสารสกัดหยาบแสดงดังตารางท่ี 3.2 แล้วนําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
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รายงานค่าความเข้มข้นต่ําสุดของการทดสอบท่ีทําให้อาหารเล้ียงเช้ือไม่ขุ่นเป็นความเข้มข้น
ต่ําสุดของสารสกัดหยาบท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือได้หรือค่า MIC ในหน่วยมิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร (mg/ml)  

ตารางที่ 3.2 ความเข้มข้นของสารในหลอดทดลองเพื่อหาค่า MIC 

 
หลอด

ท่ี 

ความเข้มข้นของอาหารเล้ียงเช้ือ 
(เท่า) 

ความเข้มข้นของ 
สารสกัดหยาบ 

รวมกับอาหารเล้ียงเช้ือ 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้ายของ
สารสกัดหยาบหลังเติม

เช้ือแบคทีเรีย  
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

1  - 200 100 
2 4 100 50.00 
3 2 50.00 25.00 
4 2 25.00 12.5 
5 2 12.5 6.25 
6 2 6.25 3.13 
7 2 3.13 1.56 
8 2 1.56 0.78 
9 2 0.78 0.39 
10 2 0.39 0.20 
11 2 0.20 0.10 
12 1 -  - 

 
3.2.4.4 ทดสอบค่าความเข้มข้นต่ าสุดของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าที่สามารถฆ่าเชื้อ

แบคทีเรียได้ หรือค่า MBC (minimum bactericidal concentration) 

ทดสอบค่าความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรียได้หรือค่า 
MBC (minimum bactericidal concentration) กับเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในอาหารท้ัง 3 ชนิด โดย 
ปิเปตสารในหลอดท่ียังใสแต่ละหลอดในข้อ 3.2.4.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
MHA เกล่ียให้ท่ัวอาหารเล้ียงเช้ือโดยเทคนิคสเปรดเพลท (spread plate) นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ            
37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อตรวจการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยพิจารณา
ความเข้มข้นต่ําสุดของสารสกัดหยาบท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือเป็นค่า
ความเข้มข้นตํ่าสุดของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรียได้หรือค่า MBC รายงานใน
หน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (mg/ml) (CLSI, 2006) 
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3.2.5 การทดสอบสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกและกรดแลกติกในการลด
จ านวนเชื้อแบคทีเรีย  

3.2.5.1 ความเข้มข้นต่ าสุดในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคบางชนิด (MIC) และ
ความเข้มข้นต่ าสุดในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียก่อโรคบางชนิด (MBC) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
กรดแอซีติก และ กรดแลกติก 

ทดสอบค่าความเข้มข้นตํ่าสุดของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียได้หรือค่า MIC (minimum inhibitory concentration) และทดสอบค่าความเข้มข้น
ตํ่าสุดของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียได้หรือค่า MBC (minimum 
bactericidal concentration) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) กรดแลกติก (L) กรดแอซีติก (A) กับ
เช้ือแบคทีเรียก่อโรคในอาหารท้ัง 3 ชนิดเช่นเดียวกับข้ันตอนท่ี 3.2.4.  

3.2.5.2 การลดจ านวนแบคทีเรียด้วยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า กรดแอซีติก            
กรดแลกติก สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับ   
กรดแลกติก 

การทดสอบการลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า  กรดแอซีติก      
กรดแลกติก สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกและสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับ         
กรดแลกติก ดัดแปลงจาก Afolayan และ Olajuyigbe (2012) เตรียมขวดรูปชมพู่ 6 ขวด แต่ละขวด
มีอาหารเล้ียงเช้ือ MHB ความเข้มข้นเป็น 4 เท่า ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วผสมกับสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้า (E) ในขวดแรก กรดแอซีติก (A) ในขวดท่ีสอง กรดแลกติก (L) ในขวดท่ีสาม สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก (EA) ในขวดท่ีส่ี สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแลกติก (EL)         
ขวดท่ีห้า และขวดสุดท้ายผสมน้ํากล่ัน (DI) โดยแต่ละขวดใส่สารท่ีทดสอบความเข้มข้นเท่ากับ 4 MBC 
ยกเว้นน้ํากล่ัน ปริมาตร 5 มิลลิลิตร รวมท้ังวัดค่า pH ของสารต่างๆ ด้วย หลังผสมความเข้มข้นของ
สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าและอาหารเล้ียงเช้ือ MHB จะถูกลดลงครึ่งหนึ่ง โดยมีความเข้มข้นเท่ากับ 2 
MBC และอาหารเล้ียงเช้ือ MHB มีความเข้มข้นเท่ากับ 2 เท่า มีปริมาตรรวมเท่ากับ 10 มิลลิลิตร แล้ว
เติมเช้ือแบคทีเรียท่ีเตรียมตามข้ันตอนท่ี 3.2.4.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร หลังเติมเช้ือแบคทีเรียอาหาร
เล้ียงเช้ือและสารจะถูกลดลงอีกครึ่งหนึ่ง ดังนั้นสารจะมีความเข้มข้นเท่ากับ 1 MBC แล้วนําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส วิเคราะห์จํานวนเช้ือแบคทีเรียโดยใช้เทคนิคซีเรียลไดลูช่ัน โดยปิเปต
ตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ีมีสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 
0.85 ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร แล้วเจือจางต่อจนเหมาะสม หลังจากนั้นปิเปตสารในหลอดทดลอง
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ MHA เกล่ียให้ท่ัวอาหารเล้ียงเช้ือด้วยเทคนิคสเปรด
เพลท (spread plate) นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนับจํานวน
โคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยวิเคราะห์จํานวนเช้ือแบคทีเรียท่ีเวลา 0, 3, 6, 9 ช่ัวโมง นําผลท่ี
ได้สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างเวลาและจํานวนแบคทีเรีย (log CFU/ml)  
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วางแผนการทดลองแบบ RCBD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ 
(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range test (Cochran และ 
Cox, 1992) 

3.2.6 การใช้สารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้า กรดอินทรีย์ และสารสกัดหยาบร่วมกับกรดอินทรีย์
เพื่อลดจ านวนของเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด และ แบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในสะระแหน่ 

จัดส่ิงทดลองแบบ Mixture design โดยแปร 2 ตัวแปร ได้แก่ ความเข้มข้นสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้า และความเข้มข้นกรดแอซีติก โดยมีความเข้มข้นรวมกันเท่ากับ 1 MBC หรือ ความเข้มข้น
ท้ังสองตัวแปรรวมกันเท่ากับร้อยละ 100 ใช้น้ํากล่ันเป็นชุดควบคุม ดังตารางท่ี 3.3 

ตารางที่  3.3  แสดง จํานวน ส่ิงทดลองของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ าและกรดแอซี ติกแบบ          
mixture design   

 
ส่ิงทดลอง 

ความเข้มข้นของกรดแอซีติก 
(ตัวแปรท่ี 1) 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า 
(ตัวแปรท่ี 2) 

MBC ร้อยละ MBC ร้อยละ 
1 1 100 0  0 
2 0.5 50 0.5 50 
3 0.25 25 0.75 75 
4 0.125 12.5 0.875 87.5 
5 0 0 1 100 

ควบคุม (น้ํากล่ัน) 0 0 0 0 
 

นําสะระแหน่แบ่งออกส่วนหนึ่งเพื่อวิเคราะห์เช้ือแบคทีเรียเริ่มต้น และแบ่งออกอีกเป็น 6 
ส่วน โดยส่วนท่ี 1 นํามาแช่ในน้ํากล่ันปลอดเช้ือ (DI) ส่วนท่ี 2 นํามาแช่สารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) 
ความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 1 MBC ส่วนท่ี 3 แช่กรดอินทรีย์ (A) ความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 1 
MBC ส่วนท่ี 4 แช่ในสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.5 MBC ร่วมกับกรด
อินทรีย์ ความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.5 MBC (EA1) ส่วนท่ี 5 แช่ในสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความ
เข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.75 MBC ร่วมกับกรดอินทรีย์ความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.25 MBC 
(EA2) และส่วนสุดท้ายแช่ในสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.875 MBC 
ร่วมกับกรดอินทรีย์ความเข้มข้นเท่ากับค่าเท่ากับ 0.125 MBC (EA3) โดยแต่ละส่วนมีอัตราส่วนของ
สะระแหน่ (กรัม) ต่อสารละลาย (มิลิลิตร) เท่ากับ 1:20 แช่เป็นเวลา 10 นาที (เพ็ญวิภา บัลลังโพธิ์, 
2556) สะเด็ดน้ําให้แห้งบนตะแกรงท่ีปลอดเช้ือท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง ในตู้ปลอดเช้ือเป็นเวลา 30 นาที 
(วราภา มหากาญจนกุล  และคณะ, 2544) แบ่งใส่ถุงท่ีมีรูด้านละ 6 รู ถุงละ 25 กรัม เก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส  
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โดยนําสะระแหน่มาตรวจวิเคราะห์หลังการแช่ และวันท่ี 1, 3, 6, 9, 12 โดยนําตัวอย่าง 
25 กรัม ใส่ถุงตีตัวอย่าง (stomacher bag) เติมสารละลายเปปโตนวอเตอร์ 225 มิลลิลิตร บดผสมให้
เข้ากันด้วยเครื่องตีตัวอย่างท่ีอัตราเร็วสูงสุดเป็นเวลา 2 นาที ทําการเจือจางด้วยเทคนิคซีเรียลไดลูชัน 
ก่อนนําไปวิเคราะห์หาปริมาณการปนเป้ือนของแบคทีเรียท้ังหมด (TBC) ด้วยการเพาะเล้ียงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PCA บ่มท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  (ตรีอุบล แก้วหย่อง และ 
บวรศักด์ิ ลีนานนท์, 2553) ตรวจแบคทีเรียก่อโรคได้แก่ E. coli ด้วยการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
EC compack dry ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงตรวจนับโคโลนีสีน้ําเงิน (AOAC 
Research Institute, 2013) และตรวจวิเคราะห์หาค่าการชํ้าของสะระแหน่ ตามวิธี Cao และคณะ 
(2014)  โดยใช้เกณฑ์กําหนดระดับความชํ้า (ภาพท่ี 3.2) ดังต่อไปนี้  

0 = ผักมีลักษณะสด ไม่มีการชํ้า (คุณภาพดี) 
1 = ผักมีจุดชํ้าบนใบพื้นท่ีไม่เกิน 10% ของใบ  
2 = ผักมีจุดชํ้าบนใบพื้นท่ีไม่เกิน 10-30% ของใบ    
3 = ผักมีจุดชํ้าบนใบพื้นท่ีไม่เกิน 30-50% ของใบ  
4 = ผักมีจุดชํ้าบนใบพื้นท่ีเกิน 50% ของใบ 
แล้วคํานวณโดย ∑(ระดับการชํ้า×จํานวนใบท่ีมีการชํ้า)/จํานวนใบท้ังหมด 
วางแผนการทดลองแบบ RCBD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราห์ความแตกต่างทางสถิติ 

(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range test (Cochran และ 
Cox, 1992) 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.2 ระดับการชํ้าของใบสะระแหน่ (ก) ระดับท่ี 0 (ข) ระดับท่ี1 (ค) ระดับท่ี 2 (ง) ระดับท่ี 3 
 และ (จ) ระดับท่ี 4 

3.2.7 อายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าที่สกัดด้วยวิธีแตกต่างกัน 

เตรียมสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE, UAE, RT และ HT ให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 6 MBC ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เก็บรักษาสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าในขวดสีชาปิดสนิทขนาด 
100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและ     
ฟลาโวนอยด์ท้ังหมดด้วยวิธีเดียวกับข้อท่ี 3.2.2 และตรวจหาวิเคราะห์หาค่า MIC และ MBC ด้วยวิธี
เดียวกับข้อท่ี 3.2.4.3-3.2.4.4 ทุกเดือน เป็นเวลา 8 เดือน วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการ

(ก) (ข) (ค) (ง) (จ) 
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ทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี
Duncan's new multiple range test (Cochran และ Cox, 1992) 

3.2.8 อายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับ         
กรดแอซีติก 

แบ่งขวดสีชาออกเป็น 2 ขวด ขวดแรก ละลายสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี
เหมาะสมในขั้นตอนท่ี 3.2.2 ด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 6 MBC (E) ขวดท่ี 2 
เตรียมสารละลายผสมระหว่างกรดแอซีติกความเข้มข้นเท่ากับ 3 MBC และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
ความเข้มข้นเท่ากับ 3 MBC (EA) โดยเก็บสารละลายท้ัง 2 ชนิด ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดสีชาปิด
สนิทขนาด 100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) ตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมดด้วยวิธีเดียวกับข้อท่ี 3.2.3 ตรวจหาค่าทางจุลินทรีย์ 
ได้แก่ค่า MIC และ MBC ด้วยวิธีเดียวกับข้อท่ี 3.2.4.3-3.2.4.4 ทุกเดือน เป็นเวลา 5 เดือน            
วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ (ANOVA) และ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan's new multiple range test (Cochran และ Cox, 1992) 
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ภาพที่ 3.3 แผนผังแสดงสรุปการสกัดเมล็ดหว้าด้วยวิธีต่างๆ 
 
 

บดให้เป็นผง ร่อนด้วยตะแกรงขนาด 40 
mesh 

อัตราส่วนเมล็ดหว้า:ตัวทําละลาย เท่ากับ 1 กรัม : 5 มิลลิลิตร 

สกัดด้วยวิธี MAE สกัดด้วยวิธี UAE สกัดด้วยวิธี RT สกัดด้วยวิธี HT 

เหวี่ยงแยกกาก อัตราเร็ว 3500 รอบต่อนาที เวลา 15 นาที 

ตรวจวิเคราะห์ทางเคมี  
(TPC และ TFC) 

ตรวจวิเคราะหทางจุลินทรีย์  
(DDM, MIC, MBC) 

ตรวจวิเคราะห์ HPLC 
กรดแกลลิก 
กรดเฟอรูริก 
ไพโรแกลลอล 

เควอซิทิน 
 

ระเหยตัวทําละลายท่ี 40 องศาเซลเซียส 

เมล็ดหว้าอบแห้ง
อบแห้ง 
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ภาพที่ 3.4 แผนผังแสดงสรุปการแช่สะระแหน่ด้วยสารต่างๆ 

สะระแหน่สด 

แช่สารสกัดความเข้มข้น 1 MBC (E) 

แช่กรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC (A) 
 

แช่สารสกัดหยาบความเข้มข้น 0.75 MBC 
ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.25 MBC  

 (EA 2) 
 

แช่สกัดหยาบความเข้มข้น 0.875 MBC  
ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.125 MBC 

(EA 3) 
 

แช่สารสกัดหยาบความเข้มข้น 0.5 MBC 
ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.5 MBC 

 (EA 1) 
 

แช่น้ํากล่ันปลอดเช้ือ (DI) 

ผ่ึงสะเด็ดน้ําเป็นเวลา 30 นาที 

ตรวจวิเคราะห์หลังการแช่ และวันท่ี 1, 3, 6, 9, 12 

TBC (อาหาร PCA) E.coli (EC compact dry) การชํ้า 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1. ความเข้มข้นสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ และฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าที่สกัดด้วยวิธีต่างๆ 

ผงเมล็ดหว้าถูกนํามาสกัดด้วยตัวทําละลายเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 50 โดยใช้วิธีการ
สกัดต่างๆ ได้แก่ การสกัดด้วยการใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด (MAE) การสกัดด้วยการใช้คล่ืน
อัตราโซนิคช่วยในการสกัด (UAE) การสกัดด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง (RT) และท่ีอุณหภูมิ 80    
องศาเซลเซียส (HT) หลังจากแยกส่วนของแข็งออกแล้วนําไประเหยตัวทําละลายเพื่อวัดปริมาณสาร
สกัดแห้งท่ีได้ พบว่าการสกัดด้วยวิธี MAE ให้ปริมาณสารสกัดแห้งสูงสุด เท่ากับ 17.40 ± 0.69% ซึ่งมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p>0.05) กับการสกัดด้วยวิธี UAE RT และ HT ผลแสดงดังตาราง
ท่ี 4.1 ผลดังกล่าวสอดคล้องกับ Gao และ Liu (2005) ได้รายงานว่าการสกัดด้วยวิธี MAE ได้ปริมาณ
สารสกัดแห้งมากกว่าวิธี UAE HT และ RT แต่การสกัดด้วยวิธี MAE มีการทําลายเซลล์ตัวอย่างทําให้
เกิดการปลดปล่อยสารต่างๆ ท่ีละลายได้รวมท้ังสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ ออกมา
มากกว่าการสกัดด้วยวิธีอื่นๆ (Orsat และ Routray, 2012)  

ตารางที่ 4.1 อิทธิพลของวิธีการสกัดต่อปริมาณสารสกัดแห้ง (%) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า  

วิธีการสกัด ปริมาณสารสกัดแห้ง 
(ร้อยละโดยน้ําหนักของสารสกัดหยาบแห้งต่อผงเมล็ดหว้า) 

MAE 17.40 ± 0.69a 
UAE 16.28 ± 0.19b 
RT 16.22 ± 0.45b 
HT 16.27 ± 0.51b 

หมายเหตุ a-b หมายถึง ค่าเฉล่ียข้อมูลในแนวตั้งแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

เมื่อนําสารสกัดแห้งท่ีได้จากการสกัดด้วยวิธีต่างๆ มาละลายด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือเพื่อวัด
ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ พบว่าการสกัดทุกวิธีให้สารสกัดหยาบเมล็ด
หว้าท่ีมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จากเมล็ดหว้าแตกต่างกัน โดยการสกัด
ด้วยวิธี RT เป็นการใช้แรงเขย่าทําให้ตัวทําละลายการแพร่เข้าสู่เซลล์ แล้วละลายเอาสารต่างๆ รวมท้ัง
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ออกมาได้ (Chemat และ Cravotto, 2013) การสกัดด้วยวิธีนี้
ให้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (TPC 
และ TFC) เท่ากับ 304.06±10.17 mg GAE/g dried extract และ 14.59±0.90 mg QE/g dried 
extract ตามลําดับ เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการเขย่าเท่ากับ 80 องศาเซลเซียส (HT) โดยใช้อ่างน้ําควบคุม
อุณหภูมิเป็นตัวกลางในการให้ความร้อน พบว่ามีค่า TPC และ TFC ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ 
(p>0.05) กับการสกัดด้วยวิธี RT โดยมีค่า TPC เท่ากับ 314.89±40.12 mg GAE/g dried extract 
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และมีค่า TFC เท่ากับ 14.44±1.10 mg QE/g dried extract ตามลําดับ สาเหตุท่ีการสกัดท้ังสองวิธี
ได้สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีไม่แตกต่างนั้นไม่ชัดเจน เนื่องจากมีการรายงานว่าการเพิ่ม
อุณหภูมิทําให้เกิดการถ่ายเทมวลของสารออกมาได้มากขึ้นจึงสกัดสารประกอบฟีนอลิกได้มากขึ้น แต่
การเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้นถึง 80 องศาเซลเซียส เกิดการสลายตัวของสารประกอบฟีนอลิกบางชนิดท่ี
ไม่ทนความร้อนได้ (Akowuah และคณะ, 2009) จึงอาจเป็นไปได้ว่าการสกัดด้วยวิธีนี้ทําให้ตัวอย่าง
ได้รับความร้อนท่ีสูงและนานเกินไป ทําให้เกิดการสลายของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์บาง
ชนิดท่ีไม่ทนความร้อนเกิดขึ้น (Himanshu และคณะ, 2015) ดังนั้นความเข้มข้นของสารประกอบ     
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์จึงไม่ต่างจากการสกัดด้วยวิธี HT จึงไม่แตกต่างกับ RT  

สกัดสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ได้ความเข้มข้นท่ีสูงขึ้นเมื่อใช้วิธี UAE ในการสกัด 
เนื่องจากคล่ืนอัตราโซนิคท่ีใช้จะช่วยให้ตัวทําละลายสกัดสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ได้มาก
ขึ้นจากการเกิดปรากฏการณ์คาวิเตช่ัน (cavitation) โดยทําให้ตัวทําละลายเกิดคล่ืนกระแทกซึ่งมี
ความแรงมากจึงมีการถ่ายเทมวลสารเพิ่มขึ้น ส่งผลให้เกิดการชะสารต่างๆ ออกจากเซลล์พืชได้มากขึ้น 
(Vinatoru, 2001) การสกัดด้วยวิธีนี้จึงได้ TPC และTFC มากกว่า RT และ HT โดยมีค่า TPC และ 
TFC เท่ากับ 399.22±29.87 mg GAE/g dried extract และ 16.40±1.84 mg QE/g dried 
extract  

ส่วนการสกัดด้วยวิธี MAE ได้ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มาก
ท่ีสุด เนื่องจากคล่ืนไมโครเวฟทําให้เซลล์ฉีกขาด สารต่างๆ รวมท้ังสารประกอบฟีนอลิกและ         
ฟลาโวนอยด์ท่ีอยู่ภายในเซลล์จึงถูกปลดปล่อยออกมากับตัวทําละลายเอทานอลท่ีใช้สกัด (Ince และ
คณะ, 2014) ได้มากกว่าวิธีอื่น ดังนั้นการสกัดด้วยวิธี MAE จึงสามารถสกัดสารประกอบฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ได้มากสุด โดยมีค่า TPC และ TFC เท่ากับ 487.71± 30.15 mg GAE/g dried 
extract และ 19.12±1.23  mg QE/g dried extract ตามลําดับ อิทธิพลของวิธีการสกัดต่อความ
เข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์แสดงดังภาพท่ี 4.1 และ 4.2 

ผลท่ีได้สอดคล้องกับ Annegowda และคณะ (2012) ได้รายงานว่า การใช้วิธี UAE และ RT 
การสกัดใบ Bauhinia purpurea ด้วยตัวทําละลายเอทานอล พบว่าการสกัดด้วยวิธี UAE ได้ค่า TPC 
และ TFC มากกว่าการสกัดด้วยวิธี RT และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ (Gao และ Liu, 2005) ซึ่งได้
รายงานการสกัด Saussurea medusa Maxim แห้งด้วยเอทานอล โดยใช้วิธีต่างๆ ได้แก่ MAE UAE 
และ RT พบว่าการสกัดด้วยวิธี MAE ได้ปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์มากท่ีสุด ตามด้วยการสกัด
ด้วยวิธี UAE และการสกัดด้วยวิธี RT ตามลําดับ 
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ภาพที่ 4.1 อิทธิพลของวิธีการสกัดโดยใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด (MAE) การใช้คล่ืน        

อัตราโซนิคช่วยในการสกัด (UAE) การสกัดด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง (RT) และ        
ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (HT) ต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด (TPC) 

 

 

ภาพที่ 4.2 อิทธิพลของวิธีการสกัดโดยใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด (MAE) การใช้คล่ืน          
อัตราโซนิคช่วยในการสกัด (UAE) การสกัดด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง (RT) และ          
ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (HT) ต่อปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด (TFC) 
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สารสกัดจากเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ซึ่งมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและ  
ฟลาโวนอยด์ต่างกัน ถูกนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธี HPLC เพื่อหาชนิดและปริมาณของสารประกอบ        
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ พบว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดจากทุกวิธีตรวจพบสารประกอบ         
ฟีนอลิกท่ีอยู่ในกลุ่มกรดฟีนอลิก ได้แก่ กรดแกลลิกสูงสุดเมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน ตามด้วย       
กรดคลอโรจินิก กรดเฟอร์รูลิก ตามลําดับ โดยพบเควอซิทิน ซึ่งอยู่ในกลุ่มของฟลาโวนอยด์ปริมาณ
ตํ่าสุด แสดงให้เห็นว่ากรดแกลลิกเป็นสารประกอบฟีนอลิกชนิดหนึ่งท่ีพบมากในสารสกัดหยาบเมล็ด
หว้า ผลท่ีได้สอดคล้องกับ Kothari และคณะ (2011) ได้รายงานว่ากรดแกลลิกเป็นสารประกอบ      
ฟีนอลิกท่ีพบมากในสารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้า โดย Abdalla และคณะ (2011) ได้รายงานว่าสาร
สกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี reflux โดยใช้น้ํากล่ันเป็นตัวทําละลายพบว่ามีกรดแกลลิกเท่ากับ 
2.63% และมีกรดคลอโรจินิกเท่ากับ 0.057% โดยปริมาณกรดแกลลิกท่ีรายงานสูงกว่าการสกัดด้วย
วิธี RT และ HT แต่น้อยกว่าการสกัดด้วยวิธี MAE และ UAE อาจเป็นผลจากวิธีการสกัดท่ีแตกต่างกัน 
โดยการสกัดด้วยวิธี reflux สามารถสกัดได้ดีกว่าเมื่อเทียบกับการสกัดด้วยวิธี RT และ HT แต่วิธี
ดังกล่าวสามารถสกัดได้น้อยกว่า MAE และ UAE (Gao และ Liu, 2005) อย่างไรก็ตามพบว่ากรด
คลอโรจินิกของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีได้มีค่าตํ่ากว่าการสกัดด้วยวิธี reflux อาจเป็นผลจาก
ตัวอย่างเมล็ดหว้าท่ีนํามาสกัดนั้นมาจากช่วงระยะเวลาการเก็บเกี่ยวท่ีต่างกันทําให้มีองค์ประกอบ
ต่างกัน (Ahmad และคณะ, 2012) นอกจากนั้นสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดต่างกันท้ัง 4 วิธีพบว่า
กรดเฟอรูลิกมีปริมาณน้อยกว่า Shah และคณะ (2012) ซึ่งได้รายงานว่าสกัดเมล็ดหว้ามีกรดเฟอรูลิก
เท่ากับ 1.27% เมื่อใช้เมทานอลในการสกัด อาจเป็นเพราะตัวทําละลายเมทานอลสามารถสกัดได้
มากกว่าการใช้ตัวทําละลายเอทานอล (Ahmad และคณะ, 2012) 

เมื่อเปรียบเทียบสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆพบว่า การสกัดด้วยวิธี MAE และ 
UAE พบในปริมาณมากกว่าสารสกัดท่ีสกัดอีก 2 วิธี ยกเว้น กรดคลอโรจินิก ซึ่งตรวจพบในสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดจากทุกวิธีปริมาณไม่ต่างกัน ผลดังกล่าวสอดคล้องกับค่า TPC และ TFC ท่ีสกัด
ด้วยวิธี MAE และ UAE ซึ่งมีค่าสูงกว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี RT และ HT อย่างไรก็
ตามเมื่อพิจารณาโครมาโตรแกรมของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี ต่างๆ จะเห็นว่ายังมี
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์อื่นๆ อีก ดังนั้นสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE ซึ่ง
มีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มากกว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากวิธี UAE 
แต่ตรวจพบกรดแกลลิก กรดเฟอรูลิก กรดคลอโรจินิก และเควอซิทินปริมาณไม่ต่างกัน อาจเพราะ
การสกัดด้วยวิธี MAE สกัดสารประกอบฟีนอลิกอื่น ๆ นอกจากกรดแกลลิก กรดเฟอรูลิก และ       
เควอซิทินได้อีก ทําให้ได้ค่า TPC และ TFC มากกว่าการสกัดด้วยวิธี UAE ผลแสดงดังตารางท่ี 4.2 
และภาพท่ี 4.3-4.6  
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ตารางที่ 4.2 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแกลลิก กรดเฟอรูริก กรดคลอโรจินิก และเควอซิทิน ของสาร
สกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ด้วยเครื่อง HPLC 

วิธีการสกัด กรดแกลลิก 
(%) 

กรดเฟอรูลิก 
(%) 

กรดคลอโรจินิก 
(%) 

เควอซิทิน 
(%) 

MAE 3.18 0.076 0.12 0.04 
UAE 3.38 0.079 0.12 0.04 
RT 1.92 0.039 0.12 0.025 
HT 1.93 0.038 0.12 0.021 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.3 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีใช้      

คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด (MAE) 
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ภาพที่ 4.4 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีใช้      
คล่ืนอัตราโซนิคช่วยในการสกัด (UAE) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.5 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัด
ด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิห้อง (RT) 

 
 
 

 
 

 



 

 

47 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.6 โครมาโตแกรมการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ของตัวอย่างสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัด
ด้วยการเขย่าท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (HT) 

เมื่อทราบความเข้มข้น รวมท้ังชนิดและปริมาณของสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ของ
สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าแล้ว นําสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีได้จากการสกัดทุกวิธีความเข้มข้น 100 
mg/ml มาทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธี DDM ซึ่งเป็นการวัดขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสท่ีเกิดขึ้นบนอาหารเล้ียงเช้ือ หากขนาดของโซนใสใหญ่บ่งช้ีถึงฤทธิ์ต้านการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีดี ในการทดลองนี้จะทดสอบสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ 
กับเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบซึ่งมีโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ท่ี แตกต่างกัน โดย
แบคทีเรียแกรมบวกมีเย่ือหุ้มเซลล์ช้ันเดียว ส่วนแบคทีเรียแกรมลบมีเยื่อหุ้มเซลล์ช้ันนอกและเยื่อหุ้ม
เซลล์ช้ันใน (Borges และคณะ, 2013) พบว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีแตกต่างกันท้ัง 4 
วิธีมีโซนใสเกิดขึ้น เนื่องจากสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ มีสารประกอบฟีนอลิกและ   
ฟลาโวนอยด์ซึ่งสามารถทําลายเยื่อหุ้มเซลล์ ยับยั้งการสร้างกรดนิวคลีอิก รวมท้ังยับยั้งเมทาบอลิซึม
ของเช้ือแบคทีเรียได้ จึงทําให้เช้ือแบคทีเรียถูกยับยั้งและทําลายในท่ีสุด ดังนั้นสารสกัดเมล็ดหว้าจึงมี
ฤทธิ์ในการต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ (Cushnie และ Lamb, 2005) แต่เส้นผ่าศูนย์กลาง
ของโซนใสท่ีได้ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p>0.05) เมื่อทดสอบกับเช้ือ S. Typhimurium และ       
E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ โดยสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีพบในสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้า ได้แก่ เควอซิทินมีการรายงานว่ามีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้มากสุด 
(0.125%) ตามด้วยกรดเฟอรูริก (1.1%) กรดแกลลิก (1.74%) คลอโรจินิกมากกว่า (4%) ตามลําดับ 
(Kabir และคณะ, 2014; Ma และคณะ, 2014) ซึ่งกรดแกลลิก กรดเฟอรูลิก กรดคลอโรจินิก และ    
เควอซิทิน ท่ีพบในสารสกัดเมล็ดหว้าจากการสกัดทุกวิธีมีความเข้มข้นสูงกว่าปริมาณท่ีของสาร
ดังกล่าวท่ีสามารถยับยั้งและฆ่าเช้ือได้ อาจเป็นเพราะในสารสกัดหยาบมีสารอื่นๆอยู่รวมด้วยทําให้
ต้องใช้สารความเข้มข้นสูงกว่าในการต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย (Khoddami และคณะ, 
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2013) นอกจากนั้นมีการรายงานว่าสารประกอบฟลาโวนอยด์มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตมากกว่า
สารประกอบฟีนอลิกท้ังหมด รวมท้ังเควอซิทินท่ีมีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีดีนั้นเป็น
สารประกอบฟลาโวนอยด์ชนิดหนึ่งท่ีพบในสารสกัดเมล็ดหว้าแต่พบในสารสกัดท่ีสกัดด้วยวิธี MAR 
และ UAE สูงกว่าการสกัดด้วย RT และ HT อย่างไรก็ตามนอกจากเควอซิทินท่ีพบในสารสกัดเมล็ด
หว้าแล้วยังมีสารประกอบฟลาโวนอยด์อื่นอีกทําให้ความเข้มข้นของสารประกอบฟลาโวนอยด์ท่ีสกัด
จากทุกวิธีมีความเข้มข้นไม่แตกต่างกันมาก (Kabir และคณะ, 2014) จากผลดังกล่าวจึงอาจทําให้ฤทธิ์
ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium และ E. coli ไม่แตกต่างกัน  

ส่วนการทดสอบกับเช้ือ S. aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก พบว่าการใช้สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ UAE ทําให้มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใสไม่แตกต่างกันอย่าง
มีนัยสําคัญ (p>0.05) โดยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากการสกัดท้ังสองวิธีให้ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง
ของโซนใสใหญ่กว่าอย่างมีนัยสําคัญ (p≤0.05) เมื่อเทียบกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี RT 
และ HT แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้ามีผลต่อฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย S. aureus เนื่องจากมีช้ันเพปทิโดไกลแคน
หนาในโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ แต่ไม่มีเยื่อหุ้มช้ันนอกเหมือนแบคทีเรีย S. Typhimurium และ         
E. coli (Brown และคณะ, 2015) สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจึงเข้าไปทําลายเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกได้
ง่ายกว่าแบคทีเรียแกรมลบ ดังนั้นสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ UAE ซึ่งมีความ
เข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูงกว่าการสกัดอีกสองวิธีจึงมีฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรีย
มากกว่าทําให้ได้ขนาดโซนใสใหญ่กว่า อย่างไรก็ตามสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ 
UAE มีฤทธิ์ต้านเช้ือ S. aureus ไม่แตกต่างกัน อาจเป็นผลจากปริมาณของกรดแกลลิก กรดเฟอรูลิก 
คลอโรจินิก และ เควอซิทินท่ีไม่ต่างกันกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี UAE ผลแสดงดัง
ตารางท่ี 4.3 ซึ่งสอดคล้องกับ Annegowda และคณะ (2012) ได้รายงานว่าสารสกัดหยาบจากใบ 
Bauhinia Pu rpu re  ท่ีสกัดด้วยวิธี UAE ได้ค่า TFC มากกว่าสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยวิธี RT แต่มี
ฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรีย E. coli ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบไม่แตกต่างกัน แต่สารสกัดหยาบท่ีได้จาก
การสกัดด้วยวิธี UAE มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีดีกว่าสารสกัดท่ีสกัดด้วยวิธี RT 
เมื่อทดสอบกับเช้ือ S. aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  

นอกจากการทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียด้วยวิธี DDM แล้วยังสามารถ
ทดสอบจากการหาค่าความเข้มข้นตํ่าสุดในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียหรือค่า MIC และค่าความเข้มข้น
ตํ่าสุดในการฆ่าเช้ือแบคทีเรียหรือค่า MBC ซึ่งเป็นอีกค่าหนึ่งท่ีบ่งช้ีถึงฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทีเรีย 
หากมีค่าดังกล่าวตํ่าแสดงว่ามีฤทธิ์ในการต้านเช้ือแบคทีเรียท่ีดี เนื่องจากใช้ความเข้มข้นตํ่าในการ
ยับย้ังและทําลายเช้ือแบคทีเรีย  
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ตารางที่ 4.3 ฤทธิต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (100 mg/ml) ท่ีตรวจวัดด้วยวิธี 
disc difusion method (DDM)  

แบคทีเรีย 
 

ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโซนใส (mm) 
MAE UAE RT HT 

S. Typhimurium ns 9.75±0.23 9.60±0.27 9.47±0.32 9.43±0.37 
E. coli ns 9.70±0.29 9.69±0.27 9.50±0.33 9.46±0.33 
S. aureus 13.06±0.72a 12.87±0.89a 11.67±0.21b 11.06±0.45b 

หมายเหตุ a-b หมายถึง ค่าเฉล่ียข้อมูลในแนวนอนแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
             ns  หมายถึง ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ในการทดลองหาค่า MIC และ MBC พบว่ามีผลเช่นเดียวกับการทดสอบด้วยวิธี DDM เมื่อ
ทดสอบสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากการสกัดทุกวิธีกับเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ E. coli และ       
S. Typhimurium มีค่า MIC และ MBC ไม่ต่างกัน โดยมีค่าเท่ากับ 3.13 และ 6.25 mg/ml 
ตามลําดับ ส่วนการทดสอบสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ากับเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่  S. aureus 
พบว่าสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ UAE ซึ่งมีความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและ  
ฟลาโวนอยด์มากกว่าสารสกัดหยาบจากการสกัดอีกสองวิธี จึงใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบใน
การยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (ค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.39 และ 0.78 mg/ml ตามลําดับ) ตํ่า
กว่าสารสกัดท่ีสกัดด้วยวิธี RT และ HT (ค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.78 และ 1.56 mg/ml 
ตามลําดับ) ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ  
แสดงดังตารางท่ี 4.4 และ 4.5  

แม้ว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ UAE ได้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีมี
ฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไม่ต่างกัน แต่การสกัดด้วยวิธี MAE ได้ค่า TPC และ TFC
มากกว่าวิธีอื่น รวมท้ังมีปริมาณสารสกัดแห้งมากสุด แสดงให้เห็นว่าการสกัดด้วยวิธี MAE สามารถ
สกัดสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามาใช้ได้มากกว่าวิธีอื่นจึงเลือกวิธีการสกัด MAE มาใช้ในขั้นตอนต่อไป 

ตารางที่ 4.4 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย (MIC, mg/ml) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัด
ด้วยวิธีต่างๆ   

แบคทีเรีย MAE UAE RT HT 
S. Typhimurium 3.13 3.13 3.13 3.13 

E. coli 3.13 3.13 3.13 3.13 
S. aureus 0.39 0.39 0.78 0.78 
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ตารางที่ 4.5 ความสามารถในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย (MBC, mg/ml) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ี
สกัดด้วยวิธีต่างๆ   

แบคทีเรีย MAE UAE RT HT 
S. Typhimurium 6.25 6.25 6.25 6.25 

E. coli 6.25 6.25 6.25 6.25 
S. aureus 0.78 0.78 1.56 1.56 

4.2 การเพิ่มประสิทธิภาพในการลดจ านวนแบคทีเรียด้วยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรด    
แอซีติกหรือกรดแลกติก  

การสกัดด้วยวิธี MAE เป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการสกัดสารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้า แต่สารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าท่ีได้นั้นมีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียในระดับหนึ่ง จึงนําสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้ามาใช้ร่วมกับกรดอินทรีย์เพื่อเพิ่มฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย โดยทดสอบกับ
กรดอินทรีย์ 2 ชนิด ได้แก่ กรดแอซีติก และ กรดแลกติก โดยนําสารแต่ละชนิดมาหาค่า MIC และ 
MBC พบว่ากรดแอซีติก มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.78 %w/v (pH เท่ากับ 2.76) และ 1.56 
%w/v (pH เท่ากับ 2.62) ตามลําดับ ซึ่งมีความเข้มข้นตํ่ากว่ากรดแลกติก โดยมีค่า MIC และ MBC 
เท่ากับ 1.56 %w/v (pH เท่ากับ 2.11) และ 3.13 %w/v (pH เท่ากับ 1.98) ตามลําดับ เมื่อทดสอบ
กับเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium และ  E. coli  

ส่วนการทดสอบกับเ ช้ือแบคทีเรีย S. aureus มีค่า MIC และ MBC ตํ่ากว่า                    
S. Typhimurium และ E. coli โดยพบว่ามีค่า MIC และ MBC ของกรดแอซีติกเท่ากับ 0.39 %w/v  
(pH เท่ากับ 2.91) และ 0.78 %w/v (pH เท่ากับ 2.76) ตามลําดับ และกรดแลกติก มีค่า MIC และ 
MBC เท่ากับ 0.78 %w/v (pH เท่ากับ 2.27) และ 1.56 %w/v (pH เท่ากับ 2.11) ตามลําดับ เห็นได้
ว่าใช้ความเข้มข้นของกรดแอซีติกในการยับยั้งและทําลายเช้ือ S. Typhimurium E. coli และ        
S. aureus ตํ่ากว่ากรดแลกติก ผลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ Barros และคณะ (2012) ได้
รายงานค่า MIC และ MBC ของกรดแลกติกสูงกว่าของกรดแอซีติกสองเท่า เนื่องจากความสามารถ
ของกรดอินทรีย์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียขึ้นอยู่กับส่วนท่ีไม่แตกตัวของกรด
อินทรีย์ ในสภาวะที pH ตํ่ากว่าค่า pKa กรดอินทรีย์จะอยู่ในรูปท่ีไม่แตกตัวมากกว่า ดังนั้นกรด     
แลกติกมีค่า pKa เท่ากับ 3.85 ซึ่งตํ่ากว่ากรดแอซีติก (pKa เท่ากับ 4.74) จึงต้องใช้ปริมาณมาก ใน
การปรับให้มีสภาวะ pH ตํ่า ให้กรดแลกติกอยู่ในรูปท่ีไม่แตกตัวเพื่อยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรีย  

อย่างไรก็ตามกลไกการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียของกรดอินทรีย์แตกต่างกับ
สารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้า โดยกลไกการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าเกิดจากสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีมีอยู่ในสารสกัดหยาบ ทําให้เกิดการยับยั้ง
การสร้างกรดนิวคลีอิก รบกวนการทํางานของเยื่อหุ้มเซลล์ ยับยั้งเมทาบอลิซึมของเช้ือแบคทีเรีย ทํา
ให้แบคทีเรียถูกทําลายในท่ีสุด (Cushnie และ Lamb, 2005) ดังนั้นสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจึงมีฤทธิ์
ต้านเช้ือแบคทีเรียต่างจากกรดอินทรีย์ โดยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 3.13 
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และ 6.25 mg/ml ตามลําดับ เมื่อทดสอบกับเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium และ E. coli และมีค่า 
MIC และ MBC เท่ากับ 0.39 และ 0.78 mg/ml เมื่อทดสอบกับเช้ือ S. aureus  

การท่ีสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าและกรดอินทรีย์ท้ัง 2 ชนิดสามารถยับยั้งและทําลายเช้ือ      
S. aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ได้ดีกว่าเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ จึงมีค่า MIC และ MBC 
มากกว่าเช้ือ S. Typhimurium และ E. coli เนื่องจากความแตกต่างของโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ี
ได้กล่าวไปก่อนหน้า ผลแสดงดังตารางท่ี 4.6 และ 4.7 

ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรีย  (MIC) ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า           
กรดแอซีติก และกรดแลกติก 

แบคทีเรีย สารสกัดหยาบ 
(mg/ml) 

กรดแอซีติก 
(% w/v) 

กรดแลกติก 
(% w/v) 

S. Typhimurium 3.13 0.78 1.56 
E. coli 3.13 0.78 1.56 

S. aureus 0.39 0.39 0.78 

ตารางที่ 4.7 ความสามารถในการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย MBC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า กรดแอซีติก
และกรดแลกติก  

แบคทีเรีย สารสกัดหยาบ 
(mg/ml) 

กรดแอซีติก 
(% w/v) 

กรดแลกติก 
(% w/v) 

S. Typhimurium 6.25 1.56 3.13 
E. coli 6.25 1.56 3.13 

เมื่อนําสารต่างๆ มาทดสอบกับเช้ือ S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus ซึ่งมีจํานวน
แบคทีเรียเริ่มต้นเท่ากับ 6.22±0.11, 5.93±0.24 และ 6.23±0.10  log CFU/ml ตามลําดับ พบว่า
เมื่อทดสอบกับน้ํากล่ันซึ่งใช้เป็นตัวควบคุม เช้ือท้ังสามชนิดมีจํานวนเพิ่มขึ้น แสดงให้เห็นว่าเช้ือ
แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลาการบ่ม ในช่ัวโมง 9 มีจํานวนเช้ือ             
S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus เท่ากับ 11.36±0.39,  11.38±0.43,  11.44±0.22      
log CFU/ml ตามลําดับ 

เมื่อเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือ MHB ท่ีมีสารต่างๆ ความเข้มข้นเท่ากับ 1 MBC ซึ่ง
เป็นความเข้มข้นท่ีทําลายเช้ือแบคทีเรียได้จึงทําให้จํานวนแบคทีเรียลดลง พบว่าการใช้กรดแลกติก
ความเข้มข้น 1 MBC ทําให้แบคทีเรียลดลงอย่างช้าๆ มีจํานวนเช้ือ S. Typhimurium, E. coli และ 
S. aureus เหลือเท่ากับ 3.38±0.12,  4.76±0.12 และ 4.45±0.07 ตามลําดับ ในช่ัวโมงท่ี 9 เมื่อ
เทียบกับการใช้กรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC พบว่าการใช้กรดแอซีติกสามารถลดจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียได้มากกว่ากรดแลกติก โดยไม่พบจํานวน S. Typhimurium และมีจํานวนเช้ือ E. coli ส่วน 
เหลือน้อยกว่า 2 log CFU/ml และเช้ือ  S. aureus เหลือ 2.64±0.20 log CFU/ml ตามลําดับ ใน
ช่ัวโมงท่ี 9 สอดคล้องกับ Beral และ Ghellai (2015) ได้รายงานว่าการใช้กรดแอซีติกทําให้ลดจํานวน 
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S. aureus ได้มากกว่าการใช้กรดแลกติก เนื่องจากกลไกในการทําลายเช้ือแบคทีเรียของกรด      
แลกติกและกรดแอซีติกซึ่งเป็นกรดอินทรีย์เกิดจากส่วนท่ีไม่แตกตัวของกรด โดยส่วนท่ีไม่แตกตัวของ
กรดอินทรีย์นั้นเกี่ยวข้องกับค่า pH และ pKa เมื่อนํากรดท้ังสองชนิดมาวัดค่า pH พบว่า pH ของกรด
แลกติก เท่ากับ 1.98 ซึ่งตํ่ากว่ากรดแอซีติกท่ีมีค่า pH 2.62  แต่หากพิจารณาค่า pKa ของกรด      
แลกติกและกรดแอซีติกมีค่าเท่ากับ 3.85 และ 4.7 ตามลําดับ จะเห็นได้ว่าค่า pH ของกรดแอซีติก
ห่างกับค่า pKa มากกว่า ทําให้ส่วนท่ีไม่แตกตัวของกรดแอซีติกมากกว่า จึงเป็นผลให้ส่วนท่ีไม่แตกตัว
ของกรดแอซีติกเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียแล้วแตกตัวได้เป็นไฮโดรเจนอิออน (Hydrogen ion) ได้มากกว่า
กรดแลกติก  จึงลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้มากกว่ากรดแลกติก 

ส่วนในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 1 MBC สามารถลดจํานวน
แบคทีเรียได้มากกว่ากรดแลกติก แต่น้อยกว่ากรดแอซีติก โดยไม่พบจํานวนเช้ือ S. Typhimurium  
และมีจํานวนเช้ือ E. coli เท่ากับ 3.35±0.15 log CFU/ml ส่วนเช้ือ S. aureus มีจํานวนเท่ากับ 
3.28±0.25 log CFU/ml ในช่ัวโมงท่ี 9 สอคล้องกับ Lin และคณะ (2004) ได้รายงานว่าสารสกัดจาก 
oregano และ cranberry สามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้มากกว่าการใช้กรดแลกติก อย่างเดียวกับ 
Peijnenburg (2005) ได้รายงานว่าสารสกัดจาก BiopHorce สามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้มากกว่า
กรดแอซีติก อาจเป็นผลจากกลไกในการทําลายเช้ือต่างกัน โดยเช้ือแบคทีเรียจะถูกทําลายด้วย
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีมีอยู่ในสารสกัดหยาบ ซึ่งจะไปรบกวนการทํางานของเยื่อหุ้ม
เซลล์ ทําใหเ้ซลล์เกิดการสูญเสียการควบคุมการเข้าออกของสารต่างๆ เช้ือแบคทีเรียจึงถูกทําลายใน
ท่ีสุด โดยช่วงแรกจะเกิดการรั่วไหลของออิอนหรือโมเลกุลเล็กๆ ก่อน จึงทําให้จํานวนเช้ือแบคทีเรียมี
การลดลงอย่างช้าๆ (Henie และคณะ, 2009) แต่ระยะเวลานานขึ้นจึงทําให้เซลล์แบคทีเรียถูกทําลาย
ได้มากขึ้น (Beral และ Ghellai, 2015) ทําให้เช้ือแบคทีเรียลดลงอย่างรวดเร็ว 

เมื่อพิจารณาการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดอินทรีย์ พบว่าการใช้สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
MHB ทําให้เช้ือ S. Typhimurium ลดจํานวนเช้ือ S. Typhimurium ได้มากกว่าการใช้กรดแลกติก 
อย่างมีนัยสําคัญ (p≤0.05) แม้ว่าการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแลกติกจะทําให้ค่า pH 
สูงกว่ากรดแลกติกความเข้มข้น 1 MBC แต่สารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามีสารประกอบฟีนอลิกและ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ซึ่งสามารถทําลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียได้ ทําให้ส่วนท่ีไม่แตกตัวของ
กรดแลกติกเข้าสู่เซลล์ได้มากขึ้นแล้วเกิดการแตกตัวเป็นไฮโดรเจนอิออน ทําให้แบคทีเรียถูกทําลายได้
มากขึ้น (Barros และคณะ, 2012) ดังนั้นเช้ือ S. Typhimurium จึงมีจํานวนลดลงมากกว่าการใช้กรด
แลกติกเพียงอย่างเดียว โดยมีจํานวนเช้ือ S. Typhimurium เท่ากับ 2.58±0.18 log CFU/ml ใน
ช่ัวโมงท่ี 9 สอดคล้องกับ Lin และคณะ (2004) ได้รายงานว่าสารสกัดจาก oregano และ cranberry 
สามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้มากขึ้นเมื่อใช้ร่วมกับกรดแลกติก  อย่างไรก็ตามการใช้สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC ทําให้จํานวนเช้ือ 
E. coli และ S. aureus ลดลงอย่างช้าๆ ตลอดระยะเวลาการบ่ม 9 ช่ัวโมง กับการใช้กรดแลกติกท่ี
ความเข้มข้น 1 MBC โดยมีจํานวนเช้ือ E. coli และ S. aureus เท่ากับ 4.46±0.18 และ 4.31±0.19 
log  CFU/ml ตามลําดับ ในช่ัวโมงท่ี 9 แสดงให้เห็นว่าการใช้สารสองชนิดร่วมกันไม่ทําให้จํานวนเช้ือ
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แบคทีเรียลดลงได้มากขึ้น อาจเพราะนิวเคลียสของเช้ือ E. coli และ S. aureus ถูกทําลายได้ยากกว่า
เช้ือ S. Typhimurium (Henie และคณะ, 2009)  

ส่วนการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น
เท่ากับ 0.5 MBC ในอาหารเล้ียงเช้ือ MHB สามารถลดจํานวนเช้ือ E. coli และ S. aureus ได้
มากกว่าการใช้กรดแอซีติกอย่างมีนัยสําคัญ แม้ว่าการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก 
(pH เท่ากับ 2.9) ทําให้ค่า pH สูงขึ้นเมื่อเทียบกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC (pH เท่ากับ 2.62) 
แต่ยังคงตํ่ากว่าค่า pKa ของกรดแอซีติก รวมท้ังการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีซึ่งมีสารประกอบ    
ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สามารถทําลายเยื่อหุ้มเซลล์ได้ ทําให้เซลล์เกิดการสูญเสียการควบคุมการเข้า
ออกของสารต่างๆ (Cushnie และ Lamb, 2005) ส่วนของกรดท่ีไม่แตกตัวสามารถผ่านเข้าสู่เซลล์ได้
มากขึ้น เกิดการสะสมและแตกตัวของไฮโดรเจนอิออนอย่างรวดเร็วจนแบคทีเรียถูกทําลาย จํานวน
เช้ือ E. coli และ  S. aureus จึงลดลงได้มากขึ้น และ ไม่พบเช้ือ E. coli ในช่ัวโมงท่ี 9 แต่ยังคงพบ
เช้ือ S. aureus น้อยกว่า 2 log CFU/ml ผลดังกล่าวสอดคล้องกับ Khanaq (2014) ได้รายงานการ
ใช้สารสกัดเปลือกมะนาวด้วยน้ําร่วมกับกรดแอซีติกสามารถลดจํานวนเช้ือ E. coli ได้ดีกว่าการใช้กรด
แอซีติกหรือสารสกัดจากเปลือกมะนาวเพียงอย่างเดียว 

การใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกสามารถทําให้เช้ือ E. coli และ S. aureus 
ลดลงได้มากกว่าการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแลกติกความ
เข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC สอดคล้องกับ Barros และคณะ (2012) ได้รายงานการใช้สารสกัดจาก 
Origanum vulgare L. ร่วมกับกรดแอซีติก หรือ กรดแลกติกเพื่อลดจํานวนแบคทีเรีย S. aureus 
พบว่า การใช้สารสกัด Origanum vulgare L. ร่วมกับกรดแอซีติกสามารถลดจํานวนเช้ือ S. aureus 
ได้มากกว่าการใช้สารสกัด Origanum vulgare L. ร่วมกับกรดแลกติก อาจเป็นเพราะส่วนท่ีไม่แตก
ตัวของกรดแอซีติกมากกว่ากรดแลกติก ทําให้กรดแอซีติกเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียได้มากกว่าจึงทําลาย
เช้ือแบคทีเรียได้มากกว่า    

อย่างไรก็ตามสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 1 MBC กรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC 
และ สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 
MBC ซึ่งมีประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือ S. Typhimurium มากกว่าการใช้สารสกัดความเข้มข้น
เท่ากับ 0.5 MBC ร่วมกับกรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC และการใช้กรดแลกติกเพียงอย่าง
เดียว แต่นิวเคลียสของเช้ือ S. Typhimurium ถูกทําลายได้ง่าย (Henie และคณะ, 2009) จึงมีการ
ลดลงอย่างรวดเร็วโดยไม่พบจํานวนเช้ือ S. Typhimurium ในช่ัวโมงท่ี 6 

จากผลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการใช้กรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 1 MBC ลดจํานวนเช้ือ 
E. coli และ S. aureus ได้น้อยสุด แต่ไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p>0.05) กับการใช้สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC และสามารถลดได้
มากขึ้นเมื่อใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 1 MBC กรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC 
ตามลําดับ โดยการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น
เท่ากับ 0.5 MBC มีประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือ E. coli และเช้ือ S. aureus ได้มากสุด แต่การ
ทดสอบกับเช้ือ S. Typhimurium พบว่าการใช้กรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 1 MBC ลดจํานวน
เช้ือ S. Typhimurium ได้น้อยสุด แต่ลดได้มากขึ้นเมื่อใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 
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MBC ร่วมกับกรดแลกติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC และลดได้มากสุดเมื่อใช้สารสกัดหยาบเมล็ด
หว้าความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 MBC แต่ไม่ต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญ (p>0.05) กับการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น  1 MBC และ กรดแอซีติกความ
เข้มข้น 1 MBC โดยค่า pH ของสารต่างๆ แสดงดังตารางท่ี 4.8 และการเปล่ียนแปลงจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียแสดงดังภาพท่ี 4.7-4.9 

แม้ว่าการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับแลกติกทําให้เช้ือ S. Typhimurium ลดลงได้
มากขึ้น แต่การใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกสามารถลดจํานวนเช้ือแบคทีเรีย E. coli 
และ S. aureus ได้มากกว่าการทดลองอื่น จึงเลือกสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE ใช้
ร่วมกับกรดแอซีติกใช้ในขั้นตอนต่อไป   

 

ตารางที่ 4.8 ค่า pH ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) กรดแอซีติก (A) กรดแลกติก (L) สารสกัด
หยาบร่วมกับกรดแอซีติก (EA) และ สารสกัดหยาบร่วมกับกรดแลกติก (EL)  

สาร E A L EA EL 
pH 3.95±0.07a 2.66±0.06c 2.04±0.08e 2.95±0.07b 2.39±0.02d 

หมายเหตุ a-e หมายถึง ค่าเฉล่ียข้อมูลในแนวนอนแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 

 

ภาพที่ 4.7 การเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรีย S. Typhimurium ในอาหารเล้ียงเช้ือ MHB ท่ีมี    
สารสกัดหยาบ (E) กรดแอซีติก (A) กรดแลกติก (L) สารสกัดหยาบร่วมกับกรดแอซีติก
(EA) และสารสกัดหยาบร่วมกับกรดแลกติก (EL) ระหว่างการบ่ม 9 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.8 การเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรีย E. coli ในอาหารเล้ียงเช้ือ MHB ท่ีมีสารสกัดหยาบ (E)         
กรดแอซีติก (A) กรดแลกติก (L) สารสกัดหยาบร่วมกับกรดแอซีติก(EL) และสารสกัด
หยาบร่วมกับกรดแลกติก (EL) ระหว่างการบ่ม 9 ช่ัวโมง 

 
 

 

ภาพที่ 4.9 การเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรีย S. aureus ในอาหารเล้ียงเช้ือ MHB ท่ีมี              
สารสกัดหยาบ (E) กรดแอซีติก (A) กรดแลกติก (L) สารสกัดหยาบร่วมกับกรดแอซีติก
(EA) และสารสกัดหยาบร่วมกับกรดแลกติก (EL) ระหว่างการบ่ม 9 ช่ัวโมง 
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4.3 การใช้สารสกัดหยาบจากเมล็ดหว้า กรดแอซีติก และสารสกัดร่วมกับกรดแอซีติกในการแช่
สะระแหน่เพื่อลดจ านวนเชื้อแบคทีเรีย 

สะระแหน่ ซึ่งเป็นผักส่งออกมีการรายงานเกี่ยวกับปัญหาการปนเปื้อนเช้ือแบคทีเรียเกิน
เกณฑ์ท่ีกําหนด โดยกรมวิชาการเกษตรได้กําหนดจํานวนเช้ือ E. coli ท่ีพบในผักส่งออกได้ไม่เกิน 100 
CFU/g หรือ 2 log CFU/g และไม่พบเช้ือ Samonella spp. ในผัก 25 กรัม (กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์, 2556) ในตัวอย่างสะระแหน่ท่ีใช้ตรวจไม่พบเช้ือ Samonella spp จึงไม่ได้ติดตามผลการ
ยับย้ังในการทดลองนี้ เมื่อใช้สารในการทดลองนี้ ได้แก่ สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 1 MBC 
(E) (6.25 mg/ml) กรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC (A) (1.56 %w/v) และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
ร่วมกับกรดแอซีติก ได้แก่ สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.5 MBC (3.13 mg/ml) ร่วมกับ
กรดแอซีติกความเข้มข้น 0.5 MBC (0.78 %) (EA1) สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.75 MBC 
(4.69 mg/ml) ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.25 MBC (0.39%w/v) (EA2) และสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.875 MBC (5.47 mg/ml) ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น 0.125 MBC 
(0.195 %w/v) (EA3) และน้ํากล่ันปลอดเช้ือซึ่งใช้เป็นตัวควบคุม (DI) มาแช่สะระแหน่เป็นเวลา 10 
นาที แล้วแช่อีกครั้งด้วยน้ํากล่ันเป็นระยะเวลา 2 นาที เพื่อลดการชํ้าจากการใช้กรดแอซีติก หลังจาก
นั้นนําสะระแหน่มาวิเคราะห์จํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด เช้ือ E.coli รวมท้ังการชํ้าของสะระแหน่ 
แล้วเก็บรักษาสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยสารต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 12 วัน 
เพื่อสังเกตการเปล่ียนแปลงจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด จํานวนเช้ือ E.coli รวมท้ังการชํ้าของสะระแหน่
ในระหว่างการเก็บรักษา  

จากการวิเคราะห์จํานวนแบคทีเรียท้ังหมดเริ่มต้นพบว่ามีจํานวนเท่ากับ 6.26 ± 0.24 log 
CFU/g และมีจํานวน E. coli เท่ากับ 2.53±0.11 log CFU/g แต่หลังจากนําสะระแหน่มาแช่ด้วย DI 
เป็นระยะเวลา 10 นาที พบว่าหลังการแช่และผ่ึงให้แห้งมีจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด และ E. coli หลัง
การแช่เท่ากับ 5.55±0.39 log CFU/g และ 2.36±0.20 log CFU/g ตามลําดับ เนื่องจากแบคทีเรียท่ี
อยู่บนผิวผักบางส่วนหลุดรอดไปกับน้ํา สะระแหน่ท่ีแช่ด้วย DI ไม่พบการชํ้าดังภาพท่ี 4.13 (ค่าการชํ้า
เท่ากับ 0) เนื่องจากน้ํากล่ันไม่มีฤทธิ์ในการกัดกร่อน อย่างไรก็ตามการแช่สะระแหน่ด้วย E พบว่ามี
จํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ E. coli เหลือรอดน้อยกว่าการแช่ด้วย DI แต่ไม่ต่างอย่างมี
นัยสําคัญ (p>0.05) และไม่พบการชํ้าหลังการแช่เช่นกัน ดังภาพท่ี 4.14 (ค่าการชํ้าเท่ากับ 0) อย่างไร
ก็ตามจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดและ E. coli ลดลงได้มากขึ้นเมื่อแช่สะระแหน่ด้วย A โดยมีจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ E. coli เท่ากับ 4.76±0.25 และ 1.84±0.16 log CFU/g ตามลําดับ แต่
การแช่สะระแหน่ด้วย A ทําให้เกิดการชํ้ามากท่ีสุดดังภาพท่ี 4.15 โดยมีค่าการชํ้าเท่ากับ 2.71±0.16 
ผลดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ กานต์ แย้มพงษ์ และ อรอินท์ุ ประไชโย (2554) พบว่ากรด    
แอซีติกสามารถลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียได้ แต่ทําให้ผักกะหลํ่าปลีเกิดการชํ้า อาจเป็นผลจากกรด    
แอซีติกซึ่งมีค่า pH ตํ่ากว่าสารอื่นๆ โดยมีค่าเท่ากับ 2.86±0.07 จึงมีฤทธิ์ในการกัดกร่อนมากสุด โดย
กรดแอซีติกไปทําลายเซลล์ใบสะระแหน่ และเกิดการชํ้าจากคลอโรฟิลล์ซึ่งเป็นรงควัตถุท่ีมีสีเขียว
เปล่ียนเป็นสีเขียวมะกอก เนื่องจากแมกนีเชียมในโครงสร้างของคลอโรฟิลล์ถูกแทนท่ีด้วยไฮโดรเจน
ของกรดแอซีติกทําให้คลอโรฟิลล์เปล่ียนเป็นฟีโอไฟตินซึ่งมีสีเขียวมะกอกได้ (Erge และคณะ, 2008) 



 

 

57 

ดังนั้นจึงลดความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า โดยใช้สาร EA1 พบว่า
สามารถลดจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดและ E. coli ได้มากสุด โดยมีจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและ
เช้ือ E. coli เหลือรอดเท่ากับ 4.55±0.29 และ 1.37±0.25 log CFU/g ตามลําดับ เนื่องจากการใช้
กรดแอซีติกร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าในความเข้มข้นดังกล่าวทําสามารถเพิ่มฤทธิ์ในการลด
จํานวนเช้ือแบคทีเรียได้ สอดคล้องกับการทดลองท่ี 4.2 อย่างไรก็ตามการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
ร่วมกับกรดแอซีติกท่ีความเข้มข้นนี้ยังคงทําให้ผักสะระแหน่ชํ้าดังภาพท่ี 4.16 เนื่องจากกรดแอซีติก
แต่ความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีใช้ตํ่ากว่า A จึงมีค่า pH สูงขึ้นเท่ากับ 3.20±0.07 เป็นผลให้เกิดการ
ชํ้าน้อยกว่า A โดยมีค่าการชํ้าเท่ากับ 1.7±0.10 ส่วนการแช่สะระแหน่ด้วย EA2 และ EA3 เป็นการ
ลดความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า ทําให้ค่า pH สูงกว่า A และ EA1 
การแช่สะระแหน่ท่ีความเข้มข้นดังกล่าวไม่ทําให้เกิดการชํ้าหรือมีค่าการชํ้าเท่ากับ 0 ดังภาพท่ี 4.17 
และ 4.18 ตามลําดับ จากการใช้ความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีตํ่าลงจึงทําให้ค่า pH ท่ีสูงขึ้นเป็นผลให้
มีจํานวนแบคทีเรียท้ังหมด และ E. coli เหลือรอดมากขึ้น โดยการแช่สะระแหน่ด้วยสาร EA2 มี
จํานวนแบคทีเรียท้ังหมด และ E. coli เท่ากับ 4.61±0.32 และ 1.74±0.10 log CFU/g ตามลําดับ 
ส่วนการแช่ด้วย EA3 มีจํานวนจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดและ E. coli เท่ากับ 4.74±0.22 และ 
1.87±0.09 log CFU/g ตามลําดับ 

หลังการแช่สะระแหน่ด้วยสารละลายต่างๆ แล้วนําไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิเท่ากับ 4±2 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 12 วัน พบว่าสะระแหน่ มีจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด และ E. coli เพิ่มมากขึ้น
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา ผลดังกล่าวสอดคล้องกับ บุษกร ทองใบ และคณะ (2557) ได้รายงาน
ผลของการใช้สารสกัดจากกาบมะพร้าวร่วมกับกรดฟูมาริกต่อจุลินทรีย์ในโหระพาสด พบว่าการใช้สาร
สกัดจากกาบมะพร้าว 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับกรดฟูมาริก 0.5 % (v/v) ลดเช้ือแบคทีเรีย
ท้ังหมดได้ดีกว่าการใช้สารสกัดหรือกรดเพียงอย่างเดียว แต่มีจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดเพิ่มขึ้นอย่าง
ต่อเนื่อง เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน อาจเป็นผลจากหลังการแช่
สะระแหน่ด้วยสารละลายต่างๆ มีการแช่ด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ืออีกครั้งเพื่อล้างสารท่ีแช่ออก ทําให้สาร
มีการเกาะติดท่ีพื้นผิวของใบผักน้อย ฤทธิ์ของสารไม่เพียงพอต่อการยับยั้งหรือทําลายเช้ือแบคทีเรีย 
จึงไม่สามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้ในระหว่างการเก็บรักษา  

โดยกรมวิชาการเกษตรได้กําหนดจํานวนเช้ือ E.coli ท่ีพบในผักส่งออกได้ไม่เกิน 100 CFU/g 
หรือ 2 log CFU/g และไม่พบเช้ือ Samonella spp. ในผัก 25 กรัม (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 
2556) และมีจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดไม่เกิน 5 log CFU/g พบว่าหลังแช่สะระแหน่ด้วยสาร DI, E, A 
และ EA3 สามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้แต่มีจํานวนแบคทีเรียเหลือรอดเกินเกณฑ์ท่ีกฎหมายกําหนด 
แต่การแช่สะระแหน่ด้วย EA2 มีจํานวนแบคทีเรียเกินท่ีกฎหมายกําหนดในวันท่ี 9 มีจํานวนแบคทีเรีย
ท้ังหมดและ E. coli เท่ากับ 4.85±0.32 และ 2.06±0.18 log CFU/g ส่วนสะระแหน่ท่ีแช่ด้วย EA1 
ซึ่งลดจํานวนแบคทีเรียได้มากสุด มีจํานวนแบคทีเรียเกินท่ีกฎหมายกําหนดในวันท่ี 12 โดยมีจํานวน
แบคทีเรียท้ังหมดและ E. coli เท่ากับ 4.85±0.32 และ 2.07±0.14 log CFU/g การเปล่ียนแปลง
จํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด จํานวน E. coli แสดงดังภาพท่ี 4.10-4.11  
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ตารางที่ 4.9 ค่า pH ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) กรดแอซีติก (A) สารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
ร่วมกับกรดแอซีติกความเข้มข้น (EA1, EA2 และ EA3) 

สารท่ีแช่
สะระแหน ่

E A EA1 EA2 EA3 

pH 3.84±0.04a 2.86±0.07e 3.20±0.07d 3.34±0.01c 3.53±0.06b 
หมายเหตุ a-e หมายถึง ค่าเฉล่ียข้อมูลในแนวนอนแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
             

 

 

 

 

ภาพที่ 4.10 การเปล่ียนแปลงจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด (TPC) ในสะระแหน่ หลังแช่ด้วยสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้า (E) กรดแอซีติก (A) สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก (EA1 
EA2 และ EA3) และระหว่างเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วัน 
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ภาพที่ 4.11 การเปล่ียนแปลงจํานวนเช้ือแบคทีเรีย E. coli ในสะระแหน่ หลังแช่ด้วยสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้า (E) กรดแอซีติก (A) สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก(EA1 EA2 
และ EA3) และระหว่างเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วัน 

เมื่อพิจารณาการชํ้าท่ีเกิดขึ้นในระหว่างการเก็บรักษา พบว่าการแช่สะระแหน่ด้วย A ซึ่งมีค่า 
pH ตํ่าสุดทําให้ผักมีการชํ้ามากสุด และมีการชํ้าท่ัวใบสะระแหน่ในวันท่ี 12 ดังภาพท่ี 4.21 โดยมีค่า
การชํ้าเท่ากับ 4.00±0.00 เนื่องจากมีการชํ้าหลังการแช่มากสุดทําให้เซลล์ของผักสะระแหน่เกิดการ
ชํ้าได้ง่ายกว่าการแช่ด้วยสารอื่นๆ (Erge และคณะ, 2008) ตามด้วยผักสะระแหน่ท่ีแช่ด้วย EA1 ดัง
ภาพท่ี 4.22 มีค่าการชํ้าเท่ากับ 3.25±0.10 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าสะระแหน่ท่ีแช่ด้วย A เนื่องจากแช่ด้วย
ความเข้มข้นของกรดแอซีติกท่ีน้อยกว่าจึงมี pH สูงขึ้นทําใหเ้กิดการทําลายเซลล์น้อยลง อย่างไรก็ตาม
การใช้ EA1 พบว่ามีความชันของกราฟเท่ากับ 0.31 มากกว่า A แสดงให้เห็นว่าการใช้ EA1 ทําให้
สะระแหน่ชํ้าได้เร็วกว่า A อาจเป็นเพราะการแช่ด้วย EA1 มีการเกาะติดของสารมากกว่า ส่วนการแช่
ด้วยสารอื่นๆ ได้แก่ DI, E, EA2 และ EA3 ไม่พบการชํ้าระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลา 9 วัน แต่พบ
การชํ้าในวันท่ี 12 ดังภาพท่ี 19, 20, 23 และ 24 ตามลําดับ โดยมีค่าการชํ้าท่ากับ 0.75 ± 0.13, 
0.58 ± 0.08 และ 0.50 ± 0.09 ตามลําดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ (p>0.05)          
ค่า pH ของสารต่างๆ แสดงดังตารางท่ี 4.10 การเปล่ียนแปลงการชํ้าแสดงดังภาพท่ี 4.10-4.13  

จากผลดังกล่าวการแช่สะระแหน่ด้วย EA1 ทําให้เช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ E. coli ลดลง
ได้มากสุดแต่มีการชํ้าเกิดขึ้น รวมท้ังมีการเพิ่มจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมด และเช้ือ E. coli ใน
ระหว่างการเก็บรักษาเร็วกว่าการแช่สะระแหน่ด้วย EA2 ดังนั้นการใช้สาร EA2 จึงเหมาะสมต่อการ
นํามาใช้ลดจํานวนแบคทีเรียท้ังหมดและเช้ือ E. coli นอกจากนั้นไม่มีผลทําให้เกิดการชํ้า โดยสามารถ
เก็บรักษาได้สะระแหน่ท่ีแช่ด้วย EA2 ได้เป็นระยะเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.12 ค่าการชํ้าของสะระแหน่หลังแช่สารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) กรดแอซีติก (A)  สารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก (EA1 EA2 และ EA3) และระหว่างเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วันด้วย 
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ภาพที่ 4.13 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ (DI) เป็นเวลา 10 นาที 

 

ภาพที่ 4.14 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 1 MBC (E) เป็นเวลา        
10 นาที 

 

ภาพที่ 4.15 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยกรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC (A) เป็นเวลา     
10 นาที 
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ภาพที่ 4.16 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับ          
กรดแอซีติกความเข้มข้น 0.5 MBC (EA1) เป็นเวลา 10 นาที 

 

 

ภาพที่ 4.17 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.75 MBC ร่วมกับ        
กรดแอซีติกความเข้มข้น 0.25 MBC (EA1) เป็นเวลา 10 นาที 

 

 

ภาพที่ 4.18 การชํ้าของสะระแหน่หลังจากแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.875 MBC ร่วมกับกรด    
แอซีติกความเข้มข้น 0.125 MBC (EA1) เป็นเวลา 10 นาที 
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ภาพที่ 4.19 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยน้ํากล่ันปลอดเช้ือ (DI) ในวันท่ี12 

 

ภาพที่ 4.20 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 1 MBC (E) ในวันท่ี12 

 

ภาพที่ 4.21 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยกรดแอซีติกความเข้มข้น 1 MBC (A) ในวันท่ี12 
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ภาพที่ 4.22 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.5 MBC ร่วมกับกรดแอซีติก ความ
เข้มข้น 0.5 MBC (EA1) ในวันท่ี12 

 

ภาพที่ 4.23 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.75 MBC ร่วมกับกรดแอซีติก
ความเข้มข้น 0.25 MBC (EA1) ในวันท่ี12 

 

ภาพที่ 4.24 การชํ้าของสะระแหน่ท่ีแช่ด้วยสารสกัดความเข้มข้น 0.875 MBC ร่วมกับกรดแอซีติก
ความเข้มข้น 0.125 MBC (EA1) ในวันท่ี12 
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4.4 ศึกษาอายุการเก็บรักษาของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับ  
กรดแอซีติก  

การใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าหรือการใช้กรดแอซีติกร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า ในการ
ลดจํานวนแบคทีเรียในสะระแหน่ อาจใช้ไม่หมดภายในครั้งเดียวจึงต้องเก็บสารเพื่อใช้ในครั้งต่อไป 
อย่างไรก็ตามฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าอาจมีการเปล่ียนแปลงในระหว่าง
การเก็บรักษาได้ ทําให้มีประสิทธิภาพในการต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรียลดลง ดังนั้นจึงศึกษาอายุ
การเก็บสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า โดยการ
ทดสอบการเปล่ียนแปลง TPC TFC รวมท้ังฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า และ
สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก โดยเก็บในรูปของสารละลายปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน
ขวดสีชา 100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 5 เดือน เมื่อนําสาร
สกัดเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี MAE ตรวจวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและ     
ฟลาโวนอยด์เริ่มต้นพบว่ามีค่า TPC และ TFC เท่ากับ 497.04±24.09 mg GAE/g dried extract 
และ 20.38±0.25 mg QE/g dried extract ตามลําดับ ซึ่งมีค่าไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p>0.05) 
กับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับแอซีติกซึ่งมี TPC และ TFC เริ่มต้นเท่ากับ 491.66±22.83 mg 
GAE/g dried extract และ 20.38±0.18 mg QE/g dried extract ตามลําดับเมื่อนําสารท้ัง 2 ชนิด
มาทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรีย S. Typhimurium, E. coli และ S. aureus พบว่าสกัด
หยาบเมล็ดหว้ามีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 3.13 และ 6.25 mg/ml ตามลําดับ เมื่อทดสอบกับเช้ือ 
S. Typhimurium และ E. coli และมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 3.13 และ 6.25 mg/ml เมื่อ
ทดสอบกับ S. aureus แต่ในระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องมีการเปล่ียนแปลง พบว่าสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้ามีค่า TPC และ TFC ลดลง เนื่องจากระยะเวลาท่ีนานขึ้นทําให้อากาศท่ีละลายอยู่ใน
น้ําซึ่ งใช้เป็นตัวทําละลายของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามากขึ้น ทําให้ เกิดการสลายตัวของ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ได้ (Stintzing และ Turek, 2013) โดยมีการลดลงอย่างมี
นัยสําคัญ (p≤0.05) ในเดือนท่ี 4 ซึ่งมีค่า TPC และ TFC เท่ากับ 432.47±24.13 mg GAE/g dried 
extract และ 17.10±0.18 mg QE/g dried extract เมื่อพิจารณาการเปล่ียนแปลงฤทธิ์ต้านการ
เจริญของเช้ือแบคทีเรียพบว่าความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้า ท่ีลดลงในเดือนท่ี 4 ทําให้ต้องใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าเพิ่มขึ้นจากเดิม
เท่าตัวในการยับยั้งและการฆ่าเช้ือแบคทีเรียท้ังสามชนิด แสดงให้เห็นว่าสารประกอบฟีนอลิกและ   
ฟลาโวนอยด์มีผลต่อการยับยั้งและการฆ่าเช้ือแบคทีเรีย  

อย่างไรก็ตามการเก็บรักษาสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก ซึ่งอยู่ในสภาวะท่ีมีค่า 
pH ประมาณ 2.77 ซึ่งมีค่า pH ตํ่ากว่าสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (pH เท่ากับ 4.10) พบว่าไม่มีการ
เปล่ียนแปลงของค่า TPC และ TFC อย่างมีนัยสําคัญ (p≥0.05) ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาเป็น
เวลา 5 เดือนท่ีอุณหภูมิห้อง (27±2 องศาเซลเซียส) โดยมีการรายงานว่า กรดแกลลิก กรดเฟอรูลิก 
กรดคลอโรจินิก และเควอซิทิน ท่ีพบในสารสกัดเมล็ดหว้ามีความคงตัวในสภาวะท่ีมีค่า pH ตํ่า
(Himanshu และคณะ, 2015) เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกเมื่อละลายน้ําจะอยู่ในรูปของฟีนอล 
(phenol) และ ฟีโนเลต (phenolates) ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีสูญเสียไฮโดรเจนอิออนของฟีนอล โดย
สภาวะกรดซึ่งมีค่า pH ตํ่าจะอยู่ในรูปของฟีนอลมากกว่า (Boles และคณะ, 1988) เป็นผลทําให้
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ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ไม่เปล่ียนแปลง ดังนั้นความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกท่ีใช้ยับยั้งและการฆ่าเช้ือแบคทีเรียจึงไม่มีการเปล่ียนแปลง
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาด้วย โดยมีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 1.56:0.39 และ 3.13:0.78 
(mg/ml:%w/v) ตามลําดับ เมื่อทดสอบกับเช้ือ S. Typhimurium และ E. coli ส่วนการทดสอบกับ 
S. aureus มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.195:0.195 และ 0.39:0.39 (mg/ml:%w/v) การ
เปล่ียนแปลง TPC และ TFC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าและสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรด  
แอซีติกแสดงดังภาพท่ี 4.25 และ 4.26 รวมท้ังการเปล่ียนแปลงฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแสดงดังตารางท่ี 4.14-4.16 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นได้ว่าความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์มี
ความสัมพันธ์กับการยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียในระหว่างการเก็บรักษาท้ังสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
และสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติก หากความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและ   
ฟลาโวนอยด์ลดลงทําให้การยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียลดลงด้วย ดังนั้นสามารถเก็บรักษาสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้าเพื่อใช้ลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียในสะระแหน่ได้เป็นระยะเวลา 3 เดือน ท่ีอุณหภูมิห้อง
ก่อนฤทธิ์ต้านการเจริญของแบคทีเรียลดลง และสามารถเก็บรักษาสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับ
กรดแอซีติกเพื่อใช้ลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียในสะระแหน่ได้เป็นระยะเวลา 5 เดือนท่ีอุณหภูมิห้อง 

 

 

ภาพที่ 4.25 การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นสารประกอบฟีนอลิกของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า (E) และ
สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าผสมกับกรดแอซีติก (EA) ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศา
เซลเซียส)  เป็นระยะเวลา 5 เดือน 
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ภาพที่ 4.26 การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นสารประกอบฟลาโวนอยด์ (TFC) ของสารสกัดหยาบเมล็ด
หว้า (E) และ สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าผสมกับกรดแอซีติก (EA) ระหว่างการเก็บรักษา 
ท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 5 เดือน 

ตารางที่ 4.10 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ระหว่างการเก็บรักษาของสารสกัดหยาบ      
เมล็ดหว้า (E) และสกัดหยาบจากเมล็ดหว้าผสมกรดแอซีติก (EA) ต่อเช้ือแบคทีเรีย                
S. Typhimurium ท่ีอุณภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 5 เดือน  

 
S. Typhimurium 

เดือนที ่0-3 เดือนที ่4 เดือนที ่5 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

E (mg/ml) 3.13 6.25 6.25 12.5 6.25 12.5 
EA 

(mg/ml):(%w/v) 
1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 

1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 

1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 

ตารางที่ 4.11 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ระหว่างการเก็บรักษาของสารสกัดหยาบ      
เมล็ดหว้า (E) สกัดหยาบจากเมล็ดหว้าผสมกรดแอซีติก (AE) ต่อเช้ือแบคทีเรีย       
E. coli ท่ีอุณภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 5 เดือน 

 
E.coli 

เดือนที ่0-3 เดือนที ่4 เดือนที ่5 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

E (mg/ml) 3.13 6.25 6.25 12.5 6.25 12.5 
EA 

(mg/ml):(%w/v) 
1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 

1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 

1.56: 
0.39 

3.13: 
0.78 
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ตารางที่ 4.12 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ระหว่างการเก็บรักษาของสารสกัดหยาบ       
เมล็ดหว้า (E) สกัดหยาบจากเมล็ดหว้าผสมกรดแอซีติก (EA) ต่อเช้ือแบคทีเรีย                    
S. aureus ท่ีอุณภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 5 เดือน 

 
S. aureus 

เดือนที ่1-3 เดือนที ่4 เดือนที ่5 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

E (mg/ml) 0.39 0.78 0.78 1.56 0.78 1.56 
EA 

(mg/ml):(%w/v) 
0.195: 
0.195 

0.39: 
0.39 

0.195: 
0.195 

0.39: 
0.39 

0.195: 
0.195 

0.39: 
0.39 

4.5 ศึกษาอายุการเก็บรักษาของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าที่สกัดด้วยวิธีต่างๆ 

จากการทดลองพบว่าการสกัดด้วยวิธี MAE เป็นวิธีท่ีเหมาะสมต่อการสกัดสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้ามาใช้ร่วมกับกรดอะซิติกเพื่อลดจํานวนแบคทีเรียในสะระแหน่ แม้ว่าวิธีการสกัดมีผลต่อ
ความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ รวมท้ังฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า แต่การสกัดด้วยวิธีอื่นๆ ก็สามารถนําไปใช้ลดจํานวนแบคทีเรีย
ได้เช่นกัน และอาจมีผลต่ออายุการเก็บรักษาด้วย จึงนําสารสกัดเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ มาเก็บ
ในรูปสารละลายปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในขวดสีชาขนาด 100 มิลลิลิตร แล้วเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 เดือน เพื่อศึกษาการเปล่ียนแปลงของ TPC และ TFC 
รวมทั้งฤทธิ์ต้านการเจริญของเช้ือแบคทีเรียของสกัดหยาบจากสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธี
ต่างๆ พบว่าการสกัดทุกวิธีให้ปริมาณฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เริ่มต้นท่ีแตกต่างกัน โดยการสกัดด้วย
วิธี MAE มีค่า TPC และ TFC สูงสุด (498.54±43.72 mg GAE/g dried extracts และ 19.59±0.84 
mg QE/g dried extracts) ตามด้วยการสกัดด้วยวิธี UAE (451.54±11.60  mg GAE/g dried 
extracts และ17.43±0.51 mg QE/g dried extracts) RT (402.81±30.63 mg GAE/g dried 
extracts และ15.13±0.31 mg QE/g dried extracts) และ HT (392.78±14.21 mg GAE/g dried 
extracts และ15.39±0.37 mg QE/g dried extracts) อย่างไรก็ตาม RT และ HT มีค่าไม่แตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญ (p≤0.05) 

ในระหว่างการเก็บรักษาสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากการสกัดทุกวิธีมีการเปล่ียนแปลงของ
ค่า TPC และ TFC โดยมีการลดลงแนวโน้มเดียวกันเมื่อเก็บในระยะเวลาท่ีนานขึ้น แสดงให้เห็นว่า
อิทธิพลของวิธีการสกัดไม่มีผลลต่ออายุการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เนื่องจากสาร
สกัดท่ีได้จากทุกวิธีมีชนิดของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีไม่แตกต่างกัน สารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าจากทุกวิธีจึงเกิดการเปล่ียนแปลงในแนวโน้มเดียวกัน โดยช่วงเดือนท่ี 1-6 มีค่า TPC และ 
TFC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากทุกวิธีลดลงอย่างช้าๆ และในเดือนท่ี 7 มีการลดลงมากขึ้น  
เนื่องจากการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่าสามารถชะลอการเส่ือมสลายของสารประกอบฟีนอลิกและ      
ฟลาโวนอยด์ได้ (Stintzing และ Turek, 2013) อย่างไรก็ตามสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามีการลดลง
อย่างมีนัยสําคัญ (p≤0.05) ในเดือนท่ี 8 อาจเป็นเพราะจากระยะเวลาท่ีนานขึ้นอากาศสามารถละลาย
ในน้ําซึ่งใช้เป็นตัวทําละลายของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าได้มากขึ้น จึงเกิดการสลายตัวของ
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สารประกอบฟีนอลิก (Stintzing และ Turek, 2013) ซึ่งสารสกัดเมล็ดหว้ามีระยะเวลาการเก็บท่ีนาน
กว่าการรายงานของ Aguilar และคณะ (2015) ซึ่งได้รายงานว่าการลดอุณหภูมิทําให้เก็บรักษาสาร
สกัดได้นานมากขึ้น โดยการเก็บรักษาสารสกัดจากใบ Anemopsis californica ท่ีอุณหภูมิ 50, 25, 4 
และ – 20 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถเก็บรักษาได้นานเป็นระยะเวลา 2, 3, 4 และ 6 เดือน 
ตามลําดับ เนื่องจากองค์ประกอบของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีแตกต่างกันจึงมีการ
เส่ือมสลายได้ในระยะเวลาท่ีแตกต่างกัน (Ahmad และคณะ, 2012) โดยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ี
สกัดด้วยวิธี MAE มีค่า TPC และ TFC เท่ากับ 389.34±21.92 mg GAE/g dried extracts และ
16.47±0.51 mg QE/g dried extracts ตามลําดับ ตามด้วยการสกัดด้วยวิธี UAE (372.04±27.91 
mg GAE/g dried extracts และ 14.20±0.31 mg QE /g dried extracts), RT 307.84±31.90 
mg GAE/g dried extracts และ 12.94±0.37 mg QE/g dried extracts) และ HT 
(309.16±31.03 mg GAE/g dried extracts และ 12.79±0.51 mg QE/g dried extracts) อย่างไร
ก็ตาม RT และ HT มีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ ผลแสดงดังภาพท่ี 4.27 และ 4.28 

 
 

 

ภาพที่ 4.27 การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิก (TPC) ของสารสกัดหยาบเมล็ด
หว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 8 เดือน 
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ภาพที่ 4.28 การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของสารประกอบฟลาโวนอยด์ (TFC) ของสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ ระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 8 เดือน 

เมื่อพิจารณาฤทธิ์ต้านเช้ือแบคทีเรียท้ังสามชนิด พบว่าสารสกัดหยาบจากการสกัดทุกวิธีมีค่า 
MIC และ MBC เริ่มต้นเท่ากับ 3.13 และ 6.25 mg/ml เมื่อทดสอบกับเช้ือ S. Typhimurium และ 
E. coli ส่วนการทดสอบกับเช้ือแบคทีเรีย S. aureus พบว่าสารสกัดหยาบท่ีสกัดด้วยวิธี MAE และ 
UAE มีค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.78 และ 1.56 mg/ml ส่วน RT และ HT มีค่า MIC และ MBC 
เท่ากับ 1.56 และ 3.13 mg/ml ตามลําดับ เนื่องจากความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและ    
ฟลาโวนอยด์ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้ามีผลต่อฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ดังนั้นใน
ระหว่างการเก็บรักษาสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส ทําให้สารสกัดหยาบท่ี
ได้จากการสกัดทุกวิธีมีค่า TPC และ TFC ลดลงอย่างมีนัยสําคัญในเดือนท่ี 8 จึงต้องใช้ความเข้มข้น
ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากทุกวิธีที่สูงขึ้นในการยับยั้งและฆ่าเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด ในเดือนท่ี 
8 ด้วย จึงมีค่า MIC และ MBC เพิ่มขึ้นจากค่าเริ่มต้นเท่าตัวจากค่าเริ่มต้น หรือกล่าวได้ว่าสารสกัด
หยาบเมล็ดหว้ามีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียลดลง ผลแสดงดังตารางท่ี 4.17-4.19 
ดังนั้นสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าจากการสกัดทุกวิธีสามารถเก็บรักษาได้ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส 
ได้เป็นระยะเวลา 7 เดือนก่อนฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียลดลง 
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ตารางที่ 4.13 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ 
ต่อเช้ือแบคทีเรีย S. Typhimurium ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา    
8 เดือน 

S. Typhimurium 
เดือนท่ี 1-7 เดือนท่ี 8 

MIC MBC MIC MBC 
MAE 3.13 6.25 6.25 12.5 
UAE 3.13 6.25 6.25 12.5 
RT 6.25 12.5 12.5 25 
HT 6.25 12.5 12.5 25 

ตารางที่ 4.14 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ 
ต่อเช้ือแบคทีเรีย E. coli ท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา                   
8 เดือน 

E. coli 
เดือนท่ี 1-7 เดือนท่ี 8 

MIC MBC MIC MBC 
MAE 3.13 6.25 6.25 12.5 
UAE 3.13 6.25 6.25 12.5 
RT 6.25 12.5 12.5 25 
HT 6.25 12.5 12.5 25 

ตารางที่ 4.15 การเปล่ียนแปลงค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ 
ต่อเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ท่ีอุณหภูม ิ4±2 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 เดือน 

S. aureus 
เดือนท่ี 1-7 เดือนท่ี 8 

MIC MBC MIC MBC 
MAE 0.39 0.78 0.78 1.56 
UAE 0.39 0.78 0.78 1.56 
RT 0.78 1.56 1.56 3.13 
HT 0.78 1.56 1.56 3.13 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

วิธีการสกัดมีผลต่อความเข้มข้นของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์รวมทั้งปริมาณสาร
สกัดแห้ง โดยสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีใช้คล่ืนไมโครเวฟช่วยในการสกัด (MAE) มีความเข้มข้นของ
สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยดม์ากสุด นอกจากนั้นยังให้ปริมาณสารสกัดแห้งสูงสุดด้วย แม้ว่า
สารสกัดท่ีได้มีฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไม่ต่างจากการใช้คล่ืนอัตราโซนิคช่วยในการ
สกัด (UAE) ส่วนการใช้กรดอินทรีย์ร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้านั้นมีผลต่อการเพิ่มฤทธิ์ในการลด
จํานวนเช้ือแบคทีเรีย โดยการใช้ร่วมกับกรดแอซีติกสามารถเพิ่มฤทธิ์การลดจํานวนแบคทีเรียได้
มากกว่าการใช้ร่วมกับกรดแลกติก เมื่อนํากรดแอซีติกมาใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าทําให้
จํานวนแบคทีเรียท้ังหมด และเช้ือ  E. coli ในสะระแหน่หลังการแช่ลดลงได้มากสุดแต่มีผลต่อการชํ้า
ของสะระแหน่ จึงลดความเข้มข้นของกรดแอซีติกเท่ากับ 0.25 MBC แล้วใช้ร่วมกับสารสกัดหยาบ
เมล็ดหว้าความเข้มข้น 0.75 MBC ทําใหส้ะระแหน่ไม่ชํ้ารวมทั้งยังลดจํานวนเช้ือแบคทีเรียท้ังหมดและ
เช้ือแบคทีเรีย E. coli ได้ไม่ต่างกันด้วย นอกจากนั้นกรดแอซีติกยังมีผลต่อการเปล่ียนแปลงความ
เข้มข้นสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ของสารสกัดในระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง 
(25-30 องศาเซลเซียส) โดยทําให้สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เส่ือมสลายของได้ช้าลง จึงมี
ฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได้นานขึ้น โดยสามารถเก็บรักษาได้เป็นระยะเวลา 5 เดือน 
ก่อนฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียลดลง ส่วนสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าท่ีสกัดด้วยวิธีต่างๆ 
เมื่อนํามาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4±2 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถเก็บรักษาได้เป็นระยะเวลา 7 เดือน 
ก่อนฤทธิ์ต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียลดลงระยะเวลาเดียวกัน ดังนั้นวิธีการสกัดจึงไม่มีผลต่อ
อายุการเก็บของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้า  

5.2 ข้อเสนอแนะ 

สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าเป็นสารท่ีได้จากธรรมชาติซึ่งมีประสิทธิภาพในการลดจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียได้ในระดับหนึ่ง แต่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพด้วยการใช้ร่วมกับกรดแอซีติก อย่างไรก็ตาม
กรดแอซีติกมีฤทธิ์กัดกร่อนทําให้เป็นข้อจํากัดในการใช้ จึงควรเลือกใช้กับตัวอย่างท่ีเหมาะสมเพื่อใช้
ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรดแอซีติกได้สูงสุด 

หากพิจารณาต้นทุนในการผลิตพบว่าผงเมล็ดหว้า 100 กรัม ให้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้า
ประมาณ 17 กรัม เมื่อนํามาละลายน้ําเตรียมเป็นสารละลายความเข้มข้นเท่ากับ 1 MBC           
(6.25 มิลลิลิตร) ได้ปริมาตร 2,720 มิลลิลิตร ซึ่งสามารถนําไปใช้กับสะระแหน่ได้ 115 กรัม แต่การใช้    
กรดแอซีติกซึ่งเป็นสารท่ีหาได้ง่ายและมีราคาถูก ร่วมกับกับสารสกัดหยาบเมล็ดหว้าความเข้มข้น
เท่ากับ 0.75 MBC หรือเท่ากับ 4.69 มิลลิลิตร สามารถเตรียมสารละลายได้ปริมาตรประมาณ 3,625 
มิลลิลิตร แล้วนําไปใช้กับสะระแหน่ได้ 181 กรัม ดังนั้นการใช้สารสกัดหยาบเมล็ดหว้าร่วมกับกรด    
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แอซีติก นอกจากสามารถลดจํานวนแบคทีเรียได้มากขึ้นแล้วยังเป็นการลดการใช้สารสกัดหยาบเมล็ด
หว้าซึ่งเป็นการลดต้นทุน รวมทั้งใช้กับสะระแหน่ได้มากขึ้น  
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีและวิธีวิเคราะห์ 

ก.1 การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

ก.1.1 การเตรียมสารมาตรฐานกรดแกลลิก 
เตรียมสารมาตรฐานกรดแกลลิก ความเข้มข้นเริ่มต้น1มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและเจือจางให้

มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ก.1.2 การเตรียมสารละลายโฟลิน-ซิโอแคลทูความเข้มข้นร้อยละ10 โดยปริมาตร 
ปิเปตสารละลายโฟลิน-ซิโอแคลทู ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร      

ด้วยน้ํากล่ัน 

ก.1.3 การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7 โดยปริมาตร 
ช่ังสารโซเดียมคาร์บอเนต 7.00 กรัม ละลายด้วยน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรให้เท่ากับ        

100 มิลลิลิตร   

ก.1.4 การเตรียม 
ปิเปตสารมาตรฐานกรดแกลลิก 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย         

โฟลิน-ซิโอแคลทูความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ตามด้วยสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนตความเข้มข้นร้อยละ 7 ปริมาตร 1.4 มิลลิลิตร ตามลําดับ ผสมสารด้วยเครื่องผสมสาร 
(vortex mixer) ท้ิงไว้เป็นระยะเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 765 นาโนเมตร เตรียมแบลงก์ (blank) โดยใช้น้ํากล่ันแทนสารมาตรฐาน 
 

 

ภาพที่ ก.1 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 

y = 6.0595x + 0.0303 
R² = 0.9976 
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ก.2 การเตรียมกราฟมาตรฐานเควอร์เซทิน 

ก.2.1 การเตรียมสารมาตรฐานเควอร์เซทิน 
เตรียมสารมาตรฐานเควอร์เซทิน ความเข้มข้นเริ่มต้น  0.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและ     

เจือจางให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.16 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ก.2.2 การเตรียมสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 10 
ช่ังสารอะลูมิเนียมคลอไรด์ 10.00 กรัม ละลายด้วยน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรให้เท่ากับ     

100 มิลลิลิตร 

ก.2.3 การเตรียมสารละลายโพแทสเซียมอะซิเตต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
ช่ังสารอะลูมิเนียมคลอไรด์ 9.82 กรัม ละลายด้วยน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรให้เท่ากับ       

100 มิลลิลิตร 

ก.2.4 การเตรียม 
ปิเปตสารละลายมาตรฐานเควอร์เซทินปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองเติม    

เอทานอลความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วยสารละลายอะลูมิเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ   
10 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร สารละลายโพแทสเซียมอะซิเตต ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร         
0.1 มิลลิลิตร และน้ํากล่ันปริมาตร 2.8 มิลลิลิตร (vortex mixer) ตามลําดับ ผสมสารด้วยเครื่องผสม
ท้ิงไว้เป็นระยะเวลา 30 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง (25-30 องศาเซลเซียส) วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 415 นาโนเมตร เตรียมแบลงก์ (blank) โดยใช้น้ํากล่ันแทนสารมาตรฐาน 
 

 

ภาพที่ ก.2 กราฟมาตรฐานเควอร์เซทิน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 
 

y = 6.0684x + 0.0309 
R² = 0.9954 
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ก.3 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐานจากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC 

ตารางที่ ก.1 retention time ของสารมาตรฐานท่ีวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 

สารมาตรฐาน retention time (นาท)ี 
กรดแกลลิก 3.457 

กรดคลอโรจีนิก  10.526 
กรดเฟอรูลิก 16.633 
เควอซิทิน 21.782 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ ก.3 โครมาโตแกรมสารมาตรฐานของกรดแกลลิก, กรดคลอโรจีนิก, กรดเฟอรูลิก และ         

เควอซิทิน ความเข้มข้น 30 ไมโครลิตรต่อมิลลิลิตร จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ข.1 มุลเลอร์ ฮินตัน อาการ์ (Mueller Hinton agar; MHA) 
ช่ังอาหาร MHA 34 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดความ

ดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

ข.2 มุลเลอร์ ฮินตัน บรอท (Mueller Hintonbroth; MHB) 
ช่ังอาหาร MHB 21 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดความ

ดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

ข.3 นิวเทรียน อาการ์ (Nutrient agar; NA) 
ช่ังอาหาร NA  23 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดความดัน

ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

ข.4 เพลทเคานท์ อาการ์ (Plate count agar; PCA) 
ช่ังอาหาร PCA 23.5กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดความ

ดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

ข.5 สารละลายโซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 
ช่ังสารโซเดียมคลอไรด์ 0.85 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย

หม้อนึ่งอัดความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 

ข.6 เปปโตนวอเตอร์ (peptone water) ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 
ช่ัง peptone water0.1กรัม ละลายในน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรให้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร

นําไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดความดันท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมี 

 
ค.1 กรดแลกติก 
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