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บทคัดย่อ 
 
 การพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยการประยุกต์ใช้สารตั้งต้นในกระบวนการหมักจาก
วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตร ได้แก่ มะเฟือง (Averrhoa carambola L. ) น ามาผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพด้วยกระบวนการหมักแบบ spontaneous fermentation ซึ่งเป็นหมักด้วยวิธีการธรรมชาติ ที่อาศัย
แบคทีเรีย  ยีสต์ และเช้ือรา ในวัตถุดิบ จุลินทรีย์เหล่าน้ีจะสามารถเจริญในสภาวะการหมักแบบ facultative 
fermentation ท าให้สามารถใช้สารตั้งต้นในวัตถุดิบผ่านกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ ผลการติดตาม
กิจกรรมและสารเมทาบอไลท์ที่เปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการหมัก สรุปว่าสารเมทาบอไลท์และหรือสารที่
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ส าคัญที่ส่งผลต่อคุณสมบัติทางเคมี จุลินทรีย์ และกายภาพที่ดีที่สุดต่อผลิตภัณฑ์สารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ คือ การหมักเป็นระยะเวลา  3 เดือน ท าให้ได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีความเป็นสารลด
แรงตึงผิวประเภทไม่มีประจุไฟฟ้าเท่ากับ 1,272.58 ppm ปริมาณสารซาโปนิน 2.91 mg/ml ค่าแรงตึงผิว 
(surface tension) 43.43 mN/m ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (CMC) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่ที่
ระดับความเข้มข้น 636.29 ppm และมีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค Staphylococcus aureus 
และ Salmonella spp. ด้วยคุณสมบัติข้างต้นจึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นสารฆ่าเช้ือ (biosanitizer) 
ส าหรับล้างในผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สด โดยเฉพาะมะเขือเทศ และโหระพา ที่มีปริมาณการปนเปื้อนจุลินทรีย์
กลุ่ม Staphylococcus aureus และ Salmonella spp. พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นต่ าสุด 
50 ppm มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณ Staphylococcus aureus ในมะเขือเทศ และโหระพา ลงได้ถึง 
2 และ 1 log ตามล าดับ และที่ความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดอย่างน้อย 100 ppm สามารถควบคุม Salmonella 
spp. ให้ตรวจไม่พบในตัวอย่างมะเขือเทศและโหระพาที่ผ่านการล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพื่อให้เกิด
กระบวนการล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้มีประสิทธิภาพสูงสุด วิธีการล้างที่ดีที่สุ ดคือการล้างด้วย
น้ าประปาด้วยวิธีการแช่นาน 2 นาที แล้วน าไปล้างในน้ าที่ผ่านการเตรียมด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย
วิธีการแช่นาน 5 นาที ส่วนการใช้ส าหรับล้างพื้นผิวที่สัมผัสกับอาหารโดยตรง ได้แก่พื้นผิวประเภทสแตนเลส 
ซึ่งเป็นพื้นผิวที่นิยมใช้และส่วนประกอบของภาชนะที่ ใช้สัมผัสอาหารโดยตรงในอุตสาหกรรมอาหาร 
จากผลการวิเคราะห์ และทดสอบท าให้ทราบว่าจะต้องใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับความเข้มที่สูงกว่า
การล้างผักผลไม้ ซึ่งความเข้มข้นที่เลือกใช้ในการทดสอบ คือ 200, 400 และ 600 ppm พบว่าสามารถลด
ปริมาณเช้ือ S. aureus บนพื้นผิวดังกล่าวได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยที่ความเข้มข้น 600 ppm มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมและลดปริมาณ S. aureus ได้ดีที่สุด และที่ความเข้มข้นต่ าสุด 200 ppm 
เพียงพอต่อการควบคุมและลด Salmonella spp. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

Abstract 

Production and development of biosurfactant (BSF) using Carambola (Averrhoa 

carambola L.) waste as substrate for bacteria, yeast and mold under spontaneous 

fermentation. These microorganisms could grow and utilize a substrate via microbial metabolic 

pathways. The chemical, microbiological and physical properties of BSF at three month 

fermentation were shown that the non-ionic BSF, saponin, surface tension, and CMC of BSF 

were approximately 1,272.58 ppm, 2.91 mg/ml, 43.43 mN/m, 636.29 ppm, respectively, as 

well as its properties could minimize Staphylococcus aureus and Salmonella spp. Therefore, 

those BSF properties mentioned above can be applied as biosanitizer for washing the 

vegetable, especially tomato and sweet basil which contaminated by S. aureus and Salmonella 

spp. The S. aureus was reduced with 50 ppm BSF, in tomato and sweet basil to 1 and 2 log 

CFU/g, respectively. Meanwhile, Salmonella spp. was not detected of both vegetables.  

In order to gain the most effective surface cleaning, such as stainless which normally 

used as food utensils in food industries, soaking with tap water was done for 2 min, followed 

by soaking with BSF for 5 min, therefore, were performed. Results from this research showed 

that the BSF 200, 400 and 600 ppm of which higher than that of vegetable washing could 

minimize the S. aureus. At 600 ppm  BSF could effectively control and decrease the number 

of S. aureus, however, of which 200 ppm adequately controlled Salmonella spp. not to be 

presented. 
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บทท่ี  1 
บทน า 

 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 
ปัจจุบันอุตสาหกรรม และชุมชนต่างๆ มีการน าวัตถุดิบทางการเกษตรมาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ 

รวมทั้งวัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตรที่เป็นผักและผลไม้ ได้ถูกน ามาประยุกต์พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ใหม่ 
ที่สามารถเพิ่มมูลค่าและน ากลับมาใช้ใหม่ให้เกิดประโยชน์สูงสุด เช่น การน าวัตถุดิบเหลือใช้มาประยุกต์เป็น
สารตั้งต้นในกระบวนการผลิตวัสดุ ผลิตภัณฑ์ต่างๆ โดยเฉพาะกลุ่ม green products รวมถึงน าไปใช้เป็นสาร
ตั้งต้นในกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์เพื่อผลิตสารที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive compound) เรียก
สารที่มีคุณสมบัติดังกล่าวว่า “สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant)” สารนี้ผลิตได้จากจุลินทรีย์ ได้แก่  
แบคทีเรีย ยีสต์ และเช้ือรา โดยเฉพาะแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์เป็นหลักที่น ามาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
รองลงมา คือ ยีสต์ บางสายพันธ์ุ ซึ่งสารที่ผลิตได้จากจุลินทรี ย์มีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวเป็นผล 
ของความมีข้ัวและไม่มีข้ัวอยู่ในโมเลกุลเดียวกันนอกจากจะสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่หลากหลาย 
จุลินทรีย์ ยังสามารถใช้แหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน (carbon and nitrogen source) ที่เป็นองค์ประกอบ 
ในผักผลไม้ได้ (Xu, Nakajima, Liu and Shiina, 2011) และสามารถน าของเหลือใช้ จากอุตสาหกรรมมาเป็น
วัตถุดิบในการผลิต เป็นการลดต้นทุนในการผลิต ใช้วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตรให้เกิดประโยชน์สูงสุด เพิ่ม
มูลค่า ทั้งนีเ้พื่อสนองนโยบายการเสริมสร้างและพัฒนาคุณค่าของทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมเกี่ยวกับ
การบริหารจัดการและการใช้ประโยชน์ทรัพยากรธรรมชาติ      และสิ่งแวดล้อมอย่างยั่งยืน เหมาะสมกับการ
ใช้ชีวิตแบบเศรษฐกิจพอเพียงตามแผนยุทธศาสตร์  จึงมีการน าวัตถุดิบเหล่านั้นกลับมาใช้เพื่อพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยผลิตภัณฑ์ที่ผลิตได้นี้จะถูกพัฒนาให้สามารถน าไปใช้งานใน
กระบวนการล้างวัตถุดิบทางการเกษตร ได้แก่ ผัก ผลไม้สด รวมถึงใช้กับบริเวณพื้นผิวที่สัมผัสกับอาหาร
โดยตรง จะต้องไม่ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อม ทดแทนการใช้สารท าความสะอาดเคมีสังเคราะห์ โดยสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพผลิตจากสารตั้งต้นประเภทผลไม้รสเปรี้ยว จะมีโครงสร้างโมเลกุลแบบแอมฟิพาติก เมื่ออยู่ใน
สารละลายโมเลกุลแบบแอมฟิพาติกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะจับกับบริเวณพื้นผิวของตัวท าละลาย จึง
ท าให้เกิดการลดค่าแรงตึงผิวของตัวท าละลายนั้น ท าให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนละลายได้ในน้ า หรือส่วน
ของน้ าละลายในสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ดีของสารช าระล้าง (detergent) สารเกิด
ฟอง และการเกิดอิมัลช่ัน นอกจากนี้คุณสมบัติหนึ่งที่ส าคัญของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ คุณสมบัติในการ
ยับยั้ง และท าลายจุลินทรีย์ก่อโรค ผลการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด sophorolipid และ glycolipid 
มีประสิทธิภาพยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ถึงร้อยละ 98% และมีประสิทธิภาพในการท าลายร้อยละ 45 
(Valotteau et al., 2015) นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชนิด sophorolipid และ glycolipid จัดเป็นสารลด
แรงตึงผิวประเภทไม่มีประจุไฟฟ้า (nonionic surfactant) ที่มีรายงานการวิจัยว่ามีความเป็นพิษต่ าเมื่อเทียบ
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กับสารเคมีสังเคราะห์ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ ( lipopeptide biosurfactant)  
ที่ผลิตจาก Bacillus subtilis ATCC 6633 พบว่าผลต่อการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงที่ต่ ากว่าสารลดแรงตึงผิว
เคมีสังเคราะห์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้มีความเป็นพิษต่ า ( low-toxicity) ต่อผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(Noudeh, Housaindokht and Bazzaz, 2005) นอกจากนี้ยังมีการทดสอบความเป็นพิษของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ แบบกึ่งเรื้อรัง (subacue) ในหนูแรท (rat) ทั้งเพศผู้และเพศเมีย เป็นเวลา 28 
วัน ที่ความเข้มข้น 500 ถึง 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าที่ความเข้มข้นสูงไม่มีผลต่อน้ าหนักของหนู 
(Hwang, et al., 2009) 

ดังนั้นด้วยคุณสมบัติต่างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากวัตถุเหลือใช้ทางการเกษตรประเภท
ผลไม้รสเปรี้ยว ท าให้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ล้างวัตถุดิบทางการเกษตรเพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ก่อโรค 
โดยเฉพาะ Staphylococcus aureus และ Salmonella spp. ที่มักตรวจพบในผลิตภัณฑ์ผักผลไม้สด หรือ
ในกลุ่มผลิตภัณฑ์ประเภท ready to eat รวมถึงการส่งออก ที่ไทยประสบปัญหาการปนเปื้อนจุลินทรีย์ก่อโรค 
ส่งผลให้สหภาพยุโรปที่มีมาตรการควบคุมการน าเข้าผักผลไม้สดจากไทยแจ้งเตือน (RASFF; Rapid Alert 
System for food and feed) การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรค (Pathogens) ในผัก ผลไม้ สมุนไพรและ
เครื่องเทศ สูงถึงร้อยละ 13 จึงท าให้มีการออกกฎระเบียบมาตรการกักสุ่มตรวจผักและผลไม้น าเข้าจากไทย 
โดยเฉพาะ มะเขือเทศ (ช่ือวิทยาศาสตร์ Lycopersicon esculentum Mill.) และโหระพา (ช่ือวิทยาศาสตร์ 
Ocimum basilicum L.) ที่พบการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ Staphylococcus aureus และ Salmonella 
spp จึงเป็นสาเหตุส าคัญให้ผู้วิจัยเลงเห็นปัญหาความปลอดภัยของอาหาร จึงประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตได้จากกระบวนการหมักผลไม้รสเปรี้ยวน าไปใช้ในกระบวนการล้างเพื่อลดปริมาณการปนเปื้อน
ด้านจุลินทรีย์ พร้อมกันนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีจะต้องสามารถน าไปใช้ล้างพื้นผิวที่สัมผัสอาหาร  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
(1) เพื่อพัฒนาสูตรการผลิตสารลดแรงตึงผิว เพื่อใช้ในการล้างผักผลไม้ และพื้นผิววัสดุ  
(2) เพื่อ                  และ                        ประสิทธิภาพในการลด

ปริมาณจุลินทรีย์ดัชนีความเสี่ยงสูงสุดที่ปนเปื้อนในผักผลไม้ สด    สามารถใช้ท า
ความสะอาด       ที่สัมผัสอาหารได้   

 
ขอบเขตการวิจัย 

คัดเลือกชนิดของผลไม้ในกลุ่มที่มีรสเปรี้ยว ใช้ผลไม้ที่เป็นวัสดุเหลือใช้ตามชุมชน ซึ่งจะคัดเลือกจาก
ผลไม้ที่มีองค์ประกอบและคุณสมบัติในการหมักให้เกิดเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณภาพและ
ประสิทธิภาพคล้ายคลึงกับสารลดแรงตึงผิวจากเชอร์รี่ในโครงการเรื่อง “สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการหมัก
ผลเชอร์รี่เปรี้ยว”  (Biosurfactant from sour cherry (Prunus cerasus L.) conventional 
fermentation) ที่ผู้วิจัยท าการวิจัยส าเร็จแล้ว โดยใช้อัตราส่วนน้ าหมักผลไม้เป็น 1:3 ระยะเวลาการหมัก 3 
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เดือน ติดตามคุณสมบัติทางด้านเคมี จุลินทรีย์ และกายภาพที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการผลิต เพื่อให้
ได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีความเสถียร มีประสิทธิภาพ สม่ าเสมอกันทุกครั้ งที่มีการผลิต ท าการทดสอบ
ผลิตอย่างน้อย 3 ครั้ง แล้วหาค่าเฉลี่ยทางสถิต ิจากนั้นจึงน าน้ าหมักที่ได้ไปทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ได้แก่ 1.) 
คุณสมบัติการยับยั้งท าลายเช้ือจุลินทรีย์ 2.) ทดสอบหาสารที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่ส าคัญในการเป็นสารชะ
ล้าง 3.) วิเคราะห์ประเภทสารลดแรงตึงผิว 4.) วิเคราะห์หาค่า CMC จากนั้นน าทดสอบประยุกต์ใช้ล้างผัก
ผลไม้และ การล้างพื้นผิววัสดุ  
 
ข้อตกลงเบ้ืองต้น 

ไม่มี 
 

ประโยชน์ท่ีได้รับจากการวิจัย  
ได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ ต้นทุนการผลิตต่ า และมีกรรมวิธีการข้ันตอนการผลิตที่

ไม่ซับซ้อน รวมถึงกรรมวิธีการน าไปประยุกต์ใช้ ความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพ ส าหรับเป็นสารฆ่าเช้ือในการ
ล้างผักผักผลไม้สด เพื่อลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ก่อโรค  และเป็นผลิตต้นแบบในการน าไปใช้ในการล้าง
ผักผลไม้ และพื้นผิวที่สัมผัสกับอาหารโดยตรง  
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บทที่  2 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
แหล่งที่มาของข้อมูล 

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ แบคทีเรีย Bacillus sp., 
Lactobacillus sp., Streptococcus sp. นอกจากนี้ยังอาจพบเช้ือรา ได้แก่ Aspergillus niger, 
Pennicillium, Rhizopus และยีสต์ ได้แก่ Candida sp. สารเมตาโบไลท์ที่จุลินทรีย์เหล่าน้ีผลิตประกอบด้วย 
glycolipids, lipoaminoacids, lipopeptides, lipoproteins, lipopolysaccharides, phospholipids, 
monoglycerides และ diglycerides (Edwards, Lepo and Lewis, 2003; Rodrigues, L. et al., 2006; 
Pacwa-Plociniczak et al., 2011) โดยสารลดแรงตึงผิวประเภท lipopeptide ได้แก่ surfactin และ 
subtilisin ผลิตโดย Bacillus subtilis  (Karanth, Deo and Veenanadig, 2005; Youssef, Wofford & 
McInerney, 2011) ซึ่งสารลดแรงตึงผิวในกลุ่มของ lipopeptide ที่ส าคัญประกอบด้วย surfactin, 
fengyein, iturin, mycosubtilin และ bacillomycin (Wei et al., 2010) สารลดแรงตึงผิวประเภท 
Sophorolipid ผลิตจาก Candida bombicola ส่วนสารลดแรงตึงผิว Rhamnolipid เป็นสารลดแรงตึงผิวที่
มีประสิทธิภาพมาก ถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวาง ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa (Maity et al., 2011; 
Vatsa et al., 2010) ซึ่งมีความเป็นพิษต่ า มีความสามารถในการย่อยสลายสูง เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ช่วยให้
เกิดโฟม มีความเฉพาะเจาะจงสูง ทนต่ออุณหภูมิและสภาวะความเป็นกรดและด่าง และที่ส าคัญสามารถน า
ของเหลือใช้จากอุตสาหกรรมเช่น ผักผลไม้เหลือใช้มาเป็นวัตถุดิบในการผลิต เนื่องจากมีต้นทุนการผลิตต่ า 
(Abouseoud et al., 2008; Wei et al., 2010; Xu et al., 2011) มีคุณสมบัติในการเป็น emulsifying และ 
demulsifying รวมถึงมีฤทธ์ิยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ (Nitschke and Costa, 2007) มีความสามารถในการยับยั้ง
แบคทีเรีย เช้ือราและไวรัส (Rodrigues et al., 2006) คุณสมบัติดังกล่าว สามารถน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์
สารลดแรงตึงผิวตามวัตถุประสงค์ของการใช้งานได้ นอกจากการน าไปใช้ประโยชน์ในการลดคราบสกปรกแล้ว 
ยังมีคุณสมบัติการเป็น antimicrobial จากงานวิจัยพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถต้านเช้ือแบคทีเรีย
แกรมบวกได้ เช่น Bacillus pumilis, Micrococcus flavus, M.luteus และ Mycobacterium 
smegmatis ส าหรับต้านเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ เช่น  Escherichia coli, Serratia marcescens, Proteus 
vulgaris, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Alcaligenes faecalis, Acetobacter 
calcoaceticus, Bordetella bronchiseptica, Klebsiella aerogenes และ Enterobacter cloacae  

         ประเทศไทยมีการส่งออกผัก ผลไม้สด ในปริมาณที่สูง และได้รับรายงานการปนเปื้อน
จุลินทรีย์ในกลุ่มผิลภัณฑ์ดังกล่าวจากประเทศคู่ค่า ดังตารางที่ 1  แสดงให้เห็นจ านวนการปฏิเสธการน าเข้า
สินค้าไทยตามเหตุผลระหว่างปี 2002-2010 มีความหลากหลายของสาเหตุการปฏิเสธการน าเข้าสินค้าไทยใน
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หมู่ตลาดดังกล่าว การปนเปื้อนของแบคทีเรียเป็นสาเหตุหลักในการปฏิเสธสินค้าไทยในตลาดอียู (ร้อยละ 26) 
ญี่ปุ่น (ร้อยละ 54) และสหรัฐฯ (ร้อยละ 13) ท าให้ไทยประสบปัญหาการส่งออกผักผลไม้สด 
 
ตารางท่ี 1 จ านวนการปฏิเสธการน าเข้าสินค้าไทยตามเหตุผลระหว่างปี 2002-2010 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ที่มา :  ส านักงานที่ปรึกษาด้านอุตสาหกรรมในต่างประเทศ (2558). 
 
ผลิตภัณฑ์อาหารที่ส่งออกจากไทยมีหลายชนิด แต่ส่วนใหญ่ผลิตภัณฑ์ในกลุ่ม ผัก ผลไม้สด (ตารางที่ 2) จะ
ได้รับการปฏิเสธ และตรวจพบปริมาณการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ในระดับที่สูงกว่ามาตรฐานการส่งออกในแต่
ละประเทศ จึงจ าเป็นจะต้องให้ความส าคัญในการลดปริมาณการปนเปื้อนดังกล่าว โดยเฉพาะผักสด ได้แก่ 
มะเขือเทศ พริก และโหระพา เป็นต้น (FDA, 2008)  ดังนั้นแนวทางในการลดการปนเปื้อนเบื้องต้น ได้แก่ 
การจัดการหลังการเก็บเกี่ยวด้วยกระบวนการล้าง  
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ตารางท่ี 2 จ านวนการปฏิเสธการน าเข้าสินค้าไทยจัดประเภทผลิตภัณฑ์อาหารระหว่างปี 2002-2010  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ที่มา :  ส านักงานที่ปรึกษาด้านอุตสาหกรรมในต่างประเทศ (2558). 

 
การล้าง (washing) เป็นการเตรียมวัตถุดิบเบื้องต้นก่อนการแปรรูป หรือเพื่อส่งออกในรูปผลิตภัณฑ์

ผัก ผลไม้สดตัดแต่ง (Fresh - Cut produces) ไปต่างประเทศ มีวัตถุประสงค์หลักเพื่อลดสิ่งปนเปื้อนทุกชนิด
ที่มากับวัตถุดิบ ทั้งการปนเปื้อนทางกายภาพ การปนเปื้อนจุลินทรีย์และทางด้านเคมี  หรือวัตถุอันตรายให้อยู่
ในระดับที่ไม่เป็นพิษต่อผู้บริโภคปลอดภัยต่อการบริโภค และอยู่ในระดับมาตรฐานอาหารก าหนด รวมถึงเป็น
กระบวนการที่ท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารมีอายุการเก็บรักษานานข้ึน ส าหรับกรณีส่งออกผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สด
ตัดแต่ง ไปยังสหภาพยุโรปได้ถูกก าหนดให้มีการตรวจสอบปริมาณสารพิษยาฆ่าแมลงตกค้างและเช้ือจุลินทรีย์
ที่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ในผลิตภัณฑ์ ที่มีเงื่อนไขให้ผู้ส่งออกจากไทยจะต้องมีการตรวจสอบเพื่อรับรองความ
ปลอดภัย เช่น การตรวจและออกใบรับรองสุขอนามัยพืช (phytosanitary certificate) หรือจะต้องผ่านการ
รับรองมาตรฐานคุณภาพสินค้าที่เรียกว่ามาตรฐานการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี  (GAP) จากกรมวิชาการ
เกษตรกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ในการออกใบรับรองสินค้าผักผลไม้แทนสหภาพยุโรปซึ่งเป็นมาตรการของ
ภาครัฐของไทยที่ก าหนดข้ึนเพื่อควบคุมคุณภาพการส่งออกและมาตรฐานสินค้าผักผลไม้ ไทยที่สอดคล้องกับ
ความตกลงที่ว่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชภายใต้องค์การการค้าโลก (World Trade 
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Organization; WTO) หรือในส่วนของภาคเอกชนไทยได้มีการก าหนดมาตรฐาน ThaiGAP ซึ่งเป็นมาตรฐาน
ของภาคเอกชนไทยในการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีที่ได้ผ่านกระบวนการเทียบเคียงมาตรฐานเข้มงวดของ
ระบบโกลบอลบอล จีเอพี (Global GAP) ที่เน้นการปฏิบัติคือความปลอดภัย สภาพแวดล้อม สุขภาพความ
ปลอดภัยและสวัสดิภาพของผู้ปฏิบัติงาน การล้างจึงเป็นข้ันตอนที่มีความส าคัญอย่างยิ่ง เป็นข้ันตอนในส่วน
ของการปฏิบัติที่ดีหลังการเก็บเกี่ยว เพื่อลดอันตรายดัชนีความเสี่ยงที่ปนเปื้อนมากับวัตถุดิบทางการเกษตร 
การล้างมีหลายแบบข้ึนอยู่กับวัตถุดิบที่จะล้าง ได้แก่การท าความสะอาดแบบแห้ง (dry cleaning) เหมาะกับ
วัตถุดิบที่ไม่ต้องการให้เปียกน้ า เช่น  เมล็ดธัญชาติ ถ่ัวเมล็ดแห้ง ลูกเดือย งา รวมทั้งวัตถุดิบประเภทของแห้ง
การท าความสะอาดแบบเปียก (wet cleaning) เป็นการท าความสะอาดวัตถุดิบด้วยน้ าอาจเรียกว่า การล้าง 
(washing)   

ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการล้าง ได้แก่ ความสะอาดของน้ าล้างอุณหภูมิของน้ าล้างระยะเวลา
การล้างหรือการแช่ในน้ าล้างสารฆ่าเช้ือ (sanitizer) และแรงกลระหว่างการล้าง เช่น การฉีดน้ า การท าน้ าให้
ปั่นป่วน การขัดถูระหว่างการล้างโดยจะต้องผ่านการพิจารณาแล้วว่าการล้างแต่ละประเภทและการเลือกใช้
สารฆ่าเช้ือจะต้องมีความเหมาะสมกับวัตถุดิบทางการเกษตรที่น ามาล้าง เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด โดย
ข้ันตอนการล้างในอุตสาหกรรมมีการใช้สารฆ่าเช้ือร่วมกับการล้างเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ สามารถแบ่งข้ันตอน
การล้างได้ 2 ข้ันตอน คือ การล้างเพื่อเตรียม (pre-washing) เป็นการล้างเพื่อลดหรือก าจัดการปนเปื้อน
ทางด้านกายภาพ เป็นการล้างในลักษณะให้น้ าไหลผ่าน (rinsing) วัตถุดิบผักผลไม้สดที่เรียงอยู่บนสายพานจะ
ถูกล้างและผ่านไปยังขั้นตอนที่สอง เป็นการล้างที่มีการใช้สารฆ่าเช้ือ ร่วมในกระบวนการ ในข้ันนี้จะต้องมีการ
จ าแนกชนิดวัตถุดิบที่น ามาล้างว่าสามารถล้างด้วยการแช่ (soaking) หรือต้องล้างด้วยการฉีดพ่นด้วยสารฆ่า
เช้ือ ดังนั้นการจ าแนกประเภทวัตถุดิบทางการเกษตรที่ น ามาล้างจะช่วยให้การล้างเพื่อลดระดับจุลินทรีย์ 
สารเคมี สารพิษ มีประสิทธิภาพย่ิงข้ึน 

 
วิธีการเก็บรวบรวมข้อมูล 
 ท าการเก็บผลผลิตส่วนใส สารเมทาโบไลท์ที่เกิดจากกระบวนการหมักตลอดระยะเวลาการผลิต ณ 
ช่ัวโมงที่ 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72 สัปดาห์ที่ 1, 2, 3 เดือนที่ 1, 2 และ 3 ท าการเก็บรวบรวมข้อมูลที่ท าการ
หมักอย่างน้อย 3 ครั้ง จ านวน 3 ซ้ า โดยใช้ผลมะเฟืองล้างน้ า 1-2 ครั้ง เพื่อก าจัดสิ่งปนเปื้อนทางกายภาพ ลด
ขนาดด้วยเครื่องมือบด pH 3-4 โดยประมาณ น าทั้งส่วนน้ าและเนื้อของมะเฟืองไปหมักกับน้ าสะอาดและเติม
กลูโคส 2 % (w/v) หมักในสภาวะปิดไม่มีการกวนผสม อุณหภูมิ 30- 35 องศาเซลเซียส จากนั้นน าผลที่ได้
วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้ ANOVA และหาความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple 
Range Test (DMRT) โดยใช้โปรแกรม SPSS version 23 (SPSS Inc., Illinois, U.S.A.) 
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วิธีวิเคราะห์ข้อมูล 
การเตรียมตัวอย่างและการเก็บตัวอย่าง 

งานวิจัยน้ีได้เลือกผลไม้รสเปรี้ยว ได้แก่ มะเฟือง ช่ือวิทยาศาสตร์ Averrhoa carambola L. โดยใช้
อัตราส่วน 1:3 เติมน้ าตาลความเข้มข้น 2 % (w/v) หมักในสภาวะปิดและไม่มีการเขย่า ท าการเก็บตัวอย่าง
วิเคราะห์คุณสมบัติต่างๆช่ัวโมงที่ 0, 12,24,36,48,60,72  สัปดาห์ที่ 1, 2, 3,4 เดือนที่ 2 และ 3 

 
การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากมะเฟือง 

น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการหมักมะเฟือง กรองผ่านส าลีปลอดเช้ือ จากนั้นน าส่วนใสไปกรอง
อีกครั้งด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น าส่วนใสของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาปั่นเหว่ียง ความเร็ว
รอบ 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อตกตะกอนและเก็บส่วนใสที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
 การวิเคราะห์คุณภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากมะเฟือง 
1. คุณภาพทางเคมี 

1.1 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu 
ท าการเจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 100 กรัม ด้วยน้ ากลั่น 10 เท่า ดูดสารที่ได้จากการ

เจือจาง 20 ไมโครลิตร ผสมกับน้ ากลั่น 1.58 มิลลิลิตร และ Folin reagent 100 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันแล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ป้องกันไม่ให้สัมผัสแสง) เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติม Na2CO3 
300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง โดยควบคุมไม่ให้สัมผัสแสง 
หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร ปริมาณฟีนอลสามารถวัด
เทียบได้กับสารมาตรฐานโดยใช้ gallic acid เป็นสารมาตรฐาน มีหน่วยวัดเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
ต่อตัวอย่างหนึ่งกรัม (mg GAE/g sample; GAE = Gallic acid Equivalent) 

 
1.2 การวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยด์รวม ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu 

ปิเปตตัวอย่าง 250 ไมโครลิตร เติมน้ ากลั่น 1.25 มิลลิลิตร และเติม 5% NaNO2 75 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ป้องกันไม่ให้สัมผัสแสง) 5 นาที หลังจากนั้นเติม 10 
% (AlCl3 ) 150 μl 1 M NaOH 0.5 ml และเติมน้ ากลั่น 275 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 5 นาที แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ปริมาณ 
flavonoids สามารถวัดเทียบได้กับสารมาตรฐาน โดยใช้ catechin เป็นสารมาตรฐาน มีหน่วยวัด
เป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อตัวอย่างหนึ่งกรัม (mg CTC/g sample; CTC = catechin) 
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1.3 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของการต้านอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging activity) 

ปิเปตตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 250 ไมโครลิตร และเติม 75 ไมโครลิตร ของ 0.2 
mM DPPH ที่ละลายในเอทานอล 95 %(v/v) และผสมให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 20 นาที 
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร จากนั้นท าการค านวณกิจกรรม DPPH 
radical scavenging 

 
 1.4 การวิเคราะห์ปริมาณซาโปนิน (Vanilline Perchloric acid  method) 

ละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย ethyl acetate 99.5% ปิเปตมา 250 ไมโครลิตรเติม 

vanilline เข้มข้น 5% ปริมาตร  1 มิลลิลิตร  และ กรดซัลฟิวริก เข้มข้น 72% ปริมาตร 2.5 ml 

เขย่าให้เข้ากันบ่มในอ่างควบคุมความร้อนที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน้ าแข็ง 

ประมาณ 3-4 นาที  จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ที่ 544  นาโน

เมตร น าไปค านวณเทียบกับกราฟมาตรฐาน saponin 

1.5 การวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวไร้ประจุ (non-ionic) ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
มะเฟือง 

ปิเปตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมะเฟือง 200 มิลลิลิตร เติมสารละลายโพแทสเซียมไตรไอโอ
ไดด์ 10 มิลลิลิตร และ เฮกเซน 10 มิลลิลิตรใส่ในกรวยแยกสารท าการเขย่า 1 นาที ทิ้งให้แยกช้ัน 
แยกสารละลายสีชมพู น าไปปั่นเหว่ียง ที่ 2500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที น ามาปรับปริมาตรด้วย
เฮกเซน น าสารละลายที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง  spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 295 นาโนเมตรเตรียมสารละลาย triton x-100 เข้มข้น 1000 mg/dm3 

 
1.6 การสร้างกราฟสารละลายมาตรฐานและการค านวณ 

1.6.1 วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน flavonoids 
ปิเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (Stock 5 mg/ml) ปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6, 

0.8 และ1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตรเป็น 5 
มิลลิลิตร ส่วนหลอดควบคุมใช้ น้ ากลั่น 5 มิลลิลิตร แล้วเติมสารละลาย 5% NaNO2 
ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไป เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาทีจากนั้นเติม
สารละลาย 10% AlCl3 0.3 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้อีก 6 นาทีน ามาเติมสารละลาย 1 M 
NaOH 2 ml เขย่าให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 
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1.6.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ total antioxidant capacity (TAC) ด้วยวิธี free radical 
2,2-dipheynl-1- picrylhydrazyl (DPPH) (Burda, S., and Oleszek, W. 2001) 

เก็บตัวอย่างส่วนใสของน้ าหมักแต่ละอัตราส่วนตามระยะเวลาที่ก าหนดใส่  flask  
ปิเปตตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลอง เติม DPPH 1.90 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง (ป้องกันไม่ให้สัมผัสแสง) 15 นาที ใช้ methanol เป็น blank โดยเติม 
methanol 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับ DPPH 1.90 มิลลิลิตร ส าหรับ blank ของตัวอย่าง ใช้
ตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับ methanol 1.90 มิลลิลิตร น าไปวัดค่า absorbance ที่ 
515 nm ปริมาณ total antioxidant capacity สามารถวัดเทียบได้กับสารมาตรฐานโดยใช้ 
gallic acid เป็นสารมาตรฐาน มีหน่วยวัดเป็นมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรต่อตัวอย่างหนึ่งกรัม 
(mg GAE/g sample; GAE= gallic acid )  

 
1.6.3 วิธีการเตรียมกราฟสารมาตรฐาน gallic acid  

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน (stock 5mg/ml) gallic acid ปริมาตร 10, 20, 30, 
40, 50 ไมโครลิตร ตามล าดับ ลงในหลอดทดลอง เติมน้ าปริมาตร 990, 980, 970, 960 
และ 950 ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันหลังจากนั้น ปิเปตสารละลายที่เตรียมได้ใน
แต่ละความเข้มข้นใส่หลอดทดลอง 20 ไมโครลิตร เติม folin reagent 100 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากันแล้วตั้งทิ้งไว้ 1-8 นาที (ห้ามโดนแสง) เติม Na2CO3 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
แล้วตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง (ห้ามโดนแสง) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมงหลังจากนั้นน าไปวัดค่า 
absorbance ที่ 765 nm 

   
1.6.4 วิธีการสร้างกราฟสารมาตรฐานซาโปนิน 

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน saponin ปริมาตร 0, 100, 125, 150, 200, 225, 500, 
750, 1000 ไมโครลิตร เติม absolute ethanol ปริมาตร 1000, 900, 875, 850, 800, 
775, 500,0 ไมโครลิตรตามล าดับผสมให้เข้ากันเติม vanilline เข้มข้น 5% ปริมาตร  1 
มิลลิลิตร  และ กรดซัลฟิวริก เข้มข้น 72% ปริมาตร 2.5 ml เขย่าให้เข้ากันบ่มในอ่าง
ควบคุมความร้อนที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน้ าแข็ง ประมาณ 3-4 
นาที  จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ที่ 544  นาโนเมตร 

   
1.7 การวิเคราะห์หาค่าความเป็นกรด - ด่าง และปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ (˚Brix) 

เก็บตัวอย่างส่วนใสของน้ าหมักแต่ละอัตราส่วนตามระยะเวลาที่ก าหนดใส่ขวดรูปชมพู่  
จากนั้นน าไปวัดค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยเครื่อง pH meter และปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้ ด้วย
เครื่อง Hand refractometer 0-32 องศาบริกซ์ 
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2. คุณภาพทางจุลชีววิทยา 

2.1 การวิเคราะห์จ านวนจุลินทรีย์ท้ังหมด (Total plate count; TPC) 
ช่ังตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 25 กรัม ละลายและปั่นในสารละลายโซเดียมคลอไรด์

ความเข้มข้น 0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะมีเจือจางในระดับ 10-1 และท าการเจือจางสิบ
เท่า (10-fold dilution) เป็นล าดับ จนได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปิเปตตัวอย่างจากแต่ละ
ระดับความเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหาร plate count agar (PCA) จากนั้นเกลี่ยให้ทั่ว
ผิวหน้าอาหารโดยใช้เทคนิค spread plate ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เลือกตรวจนับโคโลนีในจานอาหารเลี้ยงเช้ือระดับความเจือจางที่มี
จ านวนโคโลนีอยู่ในช่วง 25-250 cfu/plate (FDA Bacterial Analytical Manual;BAM Edition 8, 
Revision A /1998) 

 
 2.2 การตรวจวิเคราะห์จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacterial; LAB) 

ช่ังตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 25 กรัม ละลายและปั่นในสารละลายโซเดียมคลอไรด์
ความเข้มข้น 0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะมีความเจือจางในระดับ 10-1 และท าการเจือ
จางเป็นล าดับให้ลดลงครั้งละสิบเท่า (10-fold dilution) จนได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปิเปต
ตัวอย่างจากแต่ละระดับความเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเช้ือแล้วเทอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS 
หมุนจานเพาะเช้ือไปมาให้ตัวอย่างเข้ากันดีกับอาหารเลี้ยงเช้ือตามเทคนิค pour plates ท าการ
ทดลอง 3 ซ้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72ช่ัวโมง ใน candle jar 
ตรวจนับโคโลนี ในระดับความเจือจางที่มีจ านวนโคโลนีอยู่ในช่วง 30-300 cfu/ml  

 
2.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากมะเฟืองด้วยวิธี Disc diffusion method 

ท าการ swab เช้ือแบคทีเรียก่อโรคทดสอบ ได้แก่ s.aureuse และ Salmonella sp.  
ลงบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Muller Hinton วาง paper disc ลงบนผิวหน้าของอาหารที่มี
เช้ือจุลินทรีย์ หยดสารแขวนลอยของเช้ือจุลินทรีย์(108cfu/ml) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตบริเวณยับยั้ง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางด้วย 
เวอร์เนียแคลิปเปอร์ 
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3. คุณภาพทางกายภาพ 
3.1 การทดสอบการหาค่าแรงตึงผิว (surface tension) ด้วยเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (Surface 

Tension Meter) 
น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากมะเฟืองวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว surface 

tension meter 
 

3.2 และค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (critical micelle concentration; CMC) ด้วย
เครื่องวัดค่าแรงติงผิว Surface Tension Meter 

 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน ามาเจือจางด้วยน้ ากลั่นให้มีความเข้มข้นร้อยละ 3.125, 
6.25, 12.5, 25, 50, 75 และ 100 โดยปริมาตร จากนั้นน าตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวัดค่าแรงตึงผิวด้วย
เครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (surface tension meter) น าค่าที่ได้มาสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสาร และค่า surface tension จะได้ค่าที่ต่ าที่สุดเริ่มเกิดไมเซลล์ 
 
สภาวะของเครื่อง Surface Tension Meter  
รุ่น : DY 300 บริษัท : Kyowa Interface Science 
Measuring Parameter : Surface Tension and Interfacial Tension  
หน่วยการวัด : mN/m 
วิธีทดสอบ : Force Tensiometry 
วิธีวิเคราะห์ : Wilhelmy Plate 
Instrument Operating Procedure : According to Instrument’s Operating Manual 
สภาวะทดสอบ : Temperature : 25 +/- 1 degree Celsius , Pressure : 0 barg. 
Sample Condition : Temperature : 24.0 -24.5 degree Celsius , Pressure : 0 barg. 
 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 4.1 การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการเป็นสารฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร 

4.1.1 การเตรียมเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคเพื่อใช้ Challenge  
น าเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค S.aureus และ Salmonella spp. ทั้งสองชนิดจากตู้เก็บ

เช้ือจุลินทรีย์ที่ควบคุมอุณหภูมิที่  -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร nutrient 
broth บ่มใน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นท าให้เซลล์
แขวนลอยอยู่ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85%(w/v) โดยปรับความหนาแน่นของเซลล์
ด้วย McFarland standard No. 1 ให้อยู่ในช่วง 106-107 cfu/ml 
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4.1.2 มะเขือเทศ 
น ามะเขือเทศที่ท าการ Challenge ด้วยสารละลายแขวนลอยของ S.aureus และ 

Salmonella spp.เป็นเวลา 30 วินาที บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 
ล้างด้วยน้ าประปาโดยการแช่เป็นเวลา 2 นาที พักให้สะเด็ดน้ า 2 นาที จากนั้นน ามะเขือเทศ
มาล้างด้วยน้ าประปา สารฆ่าเช้ือได้แก่สารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ (CaOCl2) เข้มข้น 
50, 100 และ 200 ppm และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (BSF) 50,100 และ 200 ppm เป็น
เวลา 5 นาที พักให้สะเด็ดน้ า ตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ plate count 
agar จ านวน S.aureus ด้วย Baird Parker Agar Base และ Salmonella spp.ด้วย 
xylose lysine deoxycholate agar 

 
4.1.3 โหระพา  

น าโหระพาที่ท าการ Challenge ด้วยสารละลายแขวนลอยของ S.aureus และ 
Salmonella spp. เป็นเวลา 20 วินาที บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง ล้างด้วยน้ าประปาโดยการแช่เป็นเวลา 2 นาที พักให้สะเด็ดน้ า 2 นาที จากนั้นน า
มะเขือเทศมาล้างด้วยน้ าประปา สารฆ่าเช้ือได้แก่สารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ 
(CaOCl2) เข้มข้น 50, 100 และ 200 ppm และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (BSF) 50,100 
และ 200 ppm เป็นเวลา 5 นาที พักให้สะเด็ดน้ า ตรวจนับแบคทีเรียทั้งหมดด้วยอาหาร
เลี้ยงเช้ือ plate count agar จ านวน S.aureus ด้วย Baird Parker Agar Base และ 
Salmonella spp.ด้วย xylose lysine deoxycholate agar 

 
4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการเป็นสารฆ่าเช้ือบนพื้นผิวสแตนเลส 

น าเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค S.aureus และ Salmonella spp. ทั้งสองชนิดจากตู้เก็บ
เช้ือจุลินทรีย์ที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร nutrient broth บ่มใน 
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นท าให้เซลล์แขวนลอยอยู่ในสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ 0.85%(w/v) โดยปรับความหนาแน่นของเซลล์ด้วย McFarland standard No. 2 
(6x108 cfu/ml) จุ่มตัวอย่างพื้นผิวสแตนเลสลงในสารละลายแขวนลอยเป็นเวลา 2 นาที จากนั้น
น ามาล้างด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ สารละลายtriton X-100 2%(v/v) และ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ความเข้มข้น 200, 400 และ 600 ppm เป็นเวลา4 นาที แล้วล้างอีกครั้งด้วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ ท า
การ swab บนพื้นผิวสแตนเลสน าก้านส าลีใส่ในหลอดที่มี โซเดียมคลอไรด์ 0.85%(v/v) 10 ml ท า 
tenfold serial-dilution spread plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ Baird Parker Agar Base น าไปบ่มที่ 
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นับจ านวนเช้ือจุลินทรีย์ รายงานผลเป็น cfu/cm2 และตรวจ
เช้ือ Salmonella spp. ท าการ pre-enrichment ด้วย lactose broth เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง จากนั้น
เข่ียลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ xylose lysine deoxycholate agar 
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บทที่  3 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
ตอนท่ี 1 ผลการติดตามคุณสมบัติทางด้านเคมีท่ีเปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการหมักของสาร 
           ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 1.1 ผลการวิเคราะห์หาปริมาณสารพฤษเคมี (phytochemical) ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การวิเคราะห์หาปริมาณ total phenolic content (TPC) ดังรูปที่  1 พบว่า 
มีสารฟีนอลลิคสูงที่สุดในสัปดาห์ที่ 3 จากนั้นปริมาณฟีนอลลิคจะเพิ่มสูงข้ึน โดยที่สัปดาห์ที่ 3 พบ
ปริมาณฟีนอลลิค เท่ากับ 0.05 mg/g galic acid ในขณะเดือนที่ 1 มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนถึง 0.41 
mg/g galic acid โดยที่เดือนที่ 1 2 และ 3 มีปริมาณสารฟีนอลลิคทั้งหมดที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.01) เป็นระยะเวลาที่จุลินทรีย์กลุ่มแลคติกแบคทีเรียมีการเจริญเต็มที่  ท าให้สามารถผลิต  
สารเมทาโบไลท์ ปล่อยออกมานอกเซลล์ท าให้สารละลายมีสภาวะเป็นกรด จึงท าให้ แบคทีเรียใช้
เอนไซม์ใน deglycosylation  path way ที่ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกรดและปริมาณแอลกอฮอล์
ที่มากขึ้นในกระบวนการหมักเพื่อใช้ในการย่อยสับสเตรทที่เป็นสารกลุ่ม phenolic ในมะเฟืองได้มาก
ข้ึน  รวม ถึงแบคที เ รี ยกรดแลกติก ในกระบวนการหมั กสามารถผลิ ต สารฟีนอลลิ ค 
โดยใช้กรดอะซิตริก กรดมาลิค เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารฟีนอลลิกได้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟีนอลลิกทั้งหมด (total phenolic content, TPC) และระยะเวลาใน 
          กระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยกระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
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การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoids, TF) โดยใช้ catechin เป็นสารมาตรฐาน  
ดังแสดงในรูปที่ 2 พบว่าปริมาณฟลาโวนอย์ไม่คงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก อย่างไรก็ตามปริมาณสาร
ดังกล่าวมีแนวโน้มสูงข้ึนตั้งแต่ช่ัวโมงที่ 24 พบว่ามีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเท่ากับ 204.53 mg/100g 
catechin และสูงที่สุดที่สัปดาห์ที่ 1 เท่ากับ 745.03  mg/100g catechin เมื่อระยะเวลาผ่านไปปริมาณ
สารฟลาโวนอยด์มีปริมาณลดลง อย่างไรก็ตามในเดือนที่ 3 ยังคงมีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมดเท่ากับ 511.73 
mg/100g catechin ทั้งนี้เนื่องจากวัตถุดิบหรือสารตั้งต้นที่น ามาใช้ในกระบวนการหมักส่วนใหญ่แล้วจะอยู่ใน
รูปสารประเภท glycoside โดยเช่ือมต่อกับมอโนแซคคาไรด์ หรือ ไดแซคคาไรด์ โดยเฉพาะกลุ่มของ 
สารฟลาโวนอยด์ซึ่งมักรวมกับน้ าตาล เมื่อกระบวนการหมักเริ่มข้ึนโดยจุลินทรีย์จะเริ่มกิจกรรมการหมักโดย
อาศัยแหล่งคาร์บอนที่อยู่ในรูปน้ าตาล หรือ glycoside เปลี่ยนเป็นสารเมทาโบไลท์อื่นๆ ส่งผลให้เมื่อระเวลา
การหมักนานข้ึนปริมาณสารฟลาโวนอยด์จะลดลง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 2 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoid, TF)  และระยะเวลาใน 
          กระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยกระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 

1.2 ผลการวิเคราะห์ความสามารถการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
การวิเคราะห์หาปริมาณ total antioxidant capacity แสดงดังรูปที่ 3 เมื่อพิจารณา

ปริมาณ total antioxidant capacity จากการหมักมะเฟืองพบว่าความสามารถในการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระมีแนวโน้มลดลงตามระยะเวลาการหมัก โดยที่  total antioxidant capacity ในช่วง
ช่ัวโมงที่ 48 ถึงเดือนที่ 1 มีความคงที่และไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.01) อย่างไรก็ตามค่าดังกล่าวมี
แนวโน้มลดลงในเดือนที่ 2  
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รูปท่ี 3 ความสามารถการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย  
          กระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 

1.3 ผลการวิเคราะห์ค่าความเป็นกรดด่างและปริมาณของแข็งที่ละลายได้ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
รูปที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเป็นกรดด่าง (pH) และปริมาณของแข็งทั้งหมดที่

ละลายน้ าได้ (๐Brix) ที่เปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการหมัก พบว่าค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  
ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากการหมักมะเฟือง มีแนวโน้มการลดลงของค่า pH ตั้งแต่ช่ัวโมงที่ 
0 จนถึงช่ัวโมงที่ 60 จากนั้นค่า pH เพิ่มสูงข้ึนจนถึงเดือนที่ 2 ทั้งนี้เนื่องจากกระบวนการหมักเป็น
กระบวนการที่เกิดข้ึนภายใต้สภาวะที่มีอากาศเล็กน้อย (facultative fermentation) จึงท าให้ช่วง
เริ่มกระบวนการหมักเป็นช่วงที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) 
ท าให้แบคทีเรียแลคติกสามารถเปลี่ยนสารตั้งต้นต่างๆ เช่น คาร์โบไฮเดรตโดยแหล่งคาร์โบไฮเดรต 
ได้แก่ น้ าตาล   ในมะเฟือง แบคทีเรียแลคติกจะย่อยน้ าตาลกลูโคสในวัตถุดิบแล้วสร้างกรดแลคติก 
และกรดอินทรีย์ชนิดอื่นๆ ท าให้มีปริมาณกรดในสารละลายสูงข้ึน  ส่งผลให้ค่า pH ลดลง ในระหว่าง
การหมักช่วงแรก (สุมณฑา วัฒนสินธ์ุ, 2545) เมื่อระยะเวลาผ่านจุลินทรีย์ชนิดอื่นจะสามารถน าสาร
เมทาโบไลท์ที่ผลิตในช่วงแรก ได้แก่ กรดแลคติก กรดอะซิตริก กรดมาลิก เป็นต้น น ามาเป็นสารตั้ง
ต้นในการผลิตสารเมทาบอไลท์อื่นๆ จึงส่งผลให้มีการเปลี่ยนแปลงของค่า pH ที่ เพิ่มสูงข้ึน 
เช่นเดียวกับปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ าได้ (๐Brix) ที่แสดงถึงปริมาณของสารตั้งต้น ที่มี
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ลักษณะลดลงตามระยะเวลาการหมัก บ่งบอกถึงการใช้ substrate ของจุลินทรีย์ในผลิตสาระส าคัญ
อื่นๆ และเริ่มเข้าสู่สภาวะคงที่ในเดือนที่ 1, 2 และ 3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเป็นกรดด่าง (pH) และปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายน้ าได้ (๐Brix)  
         ตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยกระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 
ตอนท่ี 2 ผลการติดตามคุณสมบัติทางด้านจุลินทรีย์ตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จากการตรวจวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในกระบวนการหมักมะเฟืองเพื่อผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ พบว่ามีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเริ่มต้นที่ช่ัวโมงที่ 0 เท่ากับ 5.11 log CFU/ml  และสูงที่สุดใน
ช่ัวโมงที่ 48 เท่ากับ 9.23 log CFU/ml จากนั้นจะเริ่มลดลงและเพิ่มอีกครั้งในสัปดาห์ที่ 1 จนถึงเดือนที่ 1 
และในเดือนที่ 3 มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเท่ากับ 4.96 log CFU/ml ทั้งนี้เนื่องจากเป็นระยะที่แบคทีเรียจะ
มีจ านวนสูงสุดและคงที่ ไม่มีการเพิ่มจ านวนอีก อัตราการแบ่งเซลล์จะเท่ากับอัตราการตาย  เนื่องจาก
สารอาหารถูกใช้ไปเกือบหมด และอาจมีการขับของเสียที่เป็นพิษออกมาจากกระบวนการ  เมแทบอลิซึม 
หลังจากการหมักตั้งแต่เดือนที่ 2 และ 3 พบว่าปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดทั้งหมดเริ่ม ดังแสดงในรูปที่ 5  
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รูปท่ี 5 จ านวนแบคทีเรียทั้งหมด (log CFU/ml) ตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย 
          กระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 

เช่นเดียวกับ รูปที่ 6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนแลคติกแบคทีเรียทั้งหมด (log CFU/ml) ที่
เปลี่ยนแปลงไปตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยกระบวนการหมักจากมะเฟือง พบว่า
ช่ัวโมงที่ 0 มีปริมาณแบคทีเรียแลคติกเริ่มต้นเท่ากับ 0 และจะเริ่มเพิ่มมากข้ึนในช่ัวโมงที่ 24 (ปริมาณ
แบคทีเรียแลคติก เท่ากับ 5.86 log CFU/ml) ท าให้ระยะนี้อัตราการเจริญเพิ่มมากขึ้น และสารอาหารที่อยู่ใน
รูปของแหล่งคาร์บอน เช่น น้ าตาล glycoside รวมถึงสารฟลาโวนอยด์ และสารพฤกษเคมีอื่นๆ สารอินทรีย์
อื่นๆ ที่อยู่ในสารตั้งต้น (มะเฟือง) จะถูกน าไปใช้อย่างมากและรวดเร็ว ไปจนถึงสัปดาห์ที่ 3  และพบว่ามี
แบคทีเรียแลคติกทั้งหมดสูงที่สุดคือสัปดาห์ที่ 3 เท่ากับ 7.27 log CFU/ml 
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รูปท่ี 6 จ านวนแลคติกแบคทีเรียทั้งหมด (log CFU/ml) ตลอดระยะเวลาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย 

กระบวนการหมักจากมะเฟือง 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 
ตอนท่ี 3 ผลการติดตามคุณสมบัติทางด้านกายภาพตลอดระยะเวลาการหมักเพ่ือผลิตเป็น สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 
 จากตารางที่ 3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวที่เปลี่ยนแปลงไปกับระยะเวลาต่างๆ โดยที่
ค่าแรงตึงผิว หรือ surface tension ที่เกิดข้ึนสามารถวัดได้และมีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) หรือ 
ไดน์ (Dyne) ซึ่งค่าดังกล่าวมีความส าคัญที่บ่งบอกถึงคุณสมบัติของพื้นผิวของของเหลวของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพน้ี เป็นสิ่งท าให้เกิดบางส่วนของพื้นผิวของเหลวถูกดึงดูด หรือยึดเข้าไว้ด้วยกัน และช่วยให้การกระจาย
ตัวของของเหลวดีข้ึน หรือลดแรงตึงผิวระหว่างของเหลวสองชนิดหรือระหว่างของเหลวกับของแข็ง ดังนั้นจึง
จ าเป็นที่จะต้องติดตามคุสมบัติดังกล่าวในผลิตภัณฑ์นี้ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากกระบวนการ
หมักมะเฟืองมีค่า surface tension ตลอดระยะเวลาการผลิตที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01) เมื่อพิจารณาจากตารางที่ 3 พบว่าค่า surface tension แนวโน้มการเพิ่มข้ึนและลดลง โดยที่ใน
เดือนที่ 2 และเดือนที่ 3 มีค่า surface tension ที่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ อย่างไรก็ตามในเดือนที่ 3 มีค่า 
surface tension ต่ าที่สุด คือ 43.42 mN/m เมื่อเปรียบเทียบกับน้ าที่มีค่าดังกล่าวเท่ากับ 70.45 mN/m ซึ่ง
หมายความว่าของเหลวหรือสารละลายที่ผลิตได้จากกระบวนการหมักด้วยมะเฟืองนี้สามารถแสดงคุณสมบิต
ในการลดแรงตึงผิวได้ดีกว่าน้ า ที่สภาวะอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) อย่างไรก็ตามเนื่องจากเป็นสารที่
ผลิตจากกระบวนการหมักโดยธรรมชาติจึงมีค่าลดแรงตึงผิวได้ที่สูงกว่าสารลดแรงตึงผิวเคมีสังเคราะห์ 
(synthetic surfactant) 
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ตารางท่ี 3 ค่าลดแรงตึงผิวตลอดระยะเวลาการหมักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Time 
Surface tension (mN/m) 

BSF Water Commercial 5% 
0 h. 53.20a 

70.45 31.58 

12 h. 51.84ab 
24 h. 50.56bc 
36 h. 49.51cd 
48 h. 50.37bc 
60 h. 49.05cde 
72 h. 46.85f 
1 wk. 48.11def 
2 wk. 47.21ef 
3 wk. 48.16def 
1 mth. 47.20ef 
2 mth. 44.65g* 

3 mth. 43.42g* 

P - value 0.00 
หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 
ตอนท่ี 4 ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส าหรับการน าไปใช้เป็นสารฆ่าเชื้อ 
  (sanitizer) ในกระบวนการล้างผักและพ้ืนผิว 
 จากการวิเคราะห์และติดตามผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยกระบวนการหมักมะเฟืองท าให้
ทราบว่าสารที่ผลิตได้น้ีมีคุณสมบัติในการเป็นลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงได้ท าการวิเคราะห์คุณสมบัติอื่นที่จ าเป็น
ส าหรับการน าไปประยุกต์ใช้ในอาหารและพื้นผิว โดยได้ท าการวิเคราะห์ประเภทของสารลดแรงตึงผิวด้วย
เทคนิคยูวี-วิสเบิลสเปคโตรโฟโตเมตรี  เป็นวิธีการศึกษาวิเคราะห์หาปริมาณสารลดแรงตึงผิวไร้ประจุ โดยสกัด
สารประกอบ adduct ที่อยู่ในตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เป็นกลุ่มสารลดแรงตึงผิวไร้ประจุโดยใช้สาร  
เฮกเซน รวมกับ I2 และ KI วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 295 นาโนเมตร จากนั้นหาปริมาณสารลดแรงตึงผิวไร้
ประจุจากกราฟมาตรฐานของสารละลาย Triton X-100 พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แสดงความเป็นสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุไฟฟ้า (nonionic surfactant) เท่ากับ 1,272.58 ppm (mg/L) สารประเภทไม่มี
ประจุไฟฟ้าน้ีส่วนใหญ่น าไปใช้เป็นส่วนผสมหรือส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์หรือน้ ายาส าหรับล้างผักผลไม้โดย
ส่วนใหญ่จะมีสารลดแรงตึงผิวประเภทนี้เป็นส่วนประกอบสูงถึงร้ อยละ 40 ได้แก่ alky polyglycoside 
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lauryl glucoside glycerol monostearate และ triton X-100  ผลการวิเคราะห์หามีปริมาณซาโปนิน
ทั้งหมด (total saponin) พบ 2.91 mg/ml ซึ่งสารซาโปนินที่ตรวจพบ มีการศึกษาและรายงานว่าสามารถ
น าไปผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากผลไม้ชนิดเบอร์รี่ (Sapindus mukorossi) ได้สารประเภทซาโปนินที่มี
ความเป็นสารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุไฟฟ้า สามารถน าไปล้างเพื่อลดการปนเปื้อนสารประกอบฟีแนนทรีน 
(phenanthrene) (Zhou, Wang, Chen and Zhu, 2013) และสารซาโปนินนี้ยังมีรายงานการศึกษาพบว่ามี
ฤทธ์ิในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Candida albicans 
(Soetan k. O., Oyekunle M. A., Aiyelaagbe O. O. and Fafunso M. A., 2006) จากการศึกษาและ
ติดตามคุณสมบัติของสารเมทาโบไลท์ระหว่างกระบวนการหมัก ทั้งทางด้านสารออกกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
(flavonoid, antioxidant, phenolic, saponin) ที่ได้ข้อสรุปว่าเดือนที่ 3 เป็นช่วงที่กระบวนการหมักหยุด
และได้ผลิตภัณฑ์ที่มีเสถียรภาพมากที่สุด  เช่นเดียวกับค่าแรงตึงผิว เมื่อพิจาณาค่าแรงตึงผิวที่น้อยที่สุดจะ
ส่งผลต่อความสามารถในการลดแรงตึงผิวได้ดี ความสามารถในการลดแรงตึงผิวนี้ช่วยให้เกิดการละลายหรือ
รวมกันระหว่างเฟสที่ละลายน้ ากับไม่ละลายน้ า ท าให้สามารถจับกับส่วนที่เป็นโปรตีนหรือไขมันได้  รวมถึง
โครงของสร้างของผนังเซลล์แบคทีเรีย ส่งผลต่อประสิทธิภาพในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ดังตารางที่ 4 ผล
การยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อ Staphylococcus aureus (gram 
positive) และ Salmonella spp. (gram negative) พบว่าในเดือนที่ 3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก
กระบวนการหมักมะเฟืองมีคุณสมบัติในการยับยั้ง S. aureus และ Salmonella spp. ได้ดีที่สุดโดยมีบริเวณ
ยับยั้ง (inhibition zone) เท่ากับ 10.0 ± 0.0 และ9.0 ± 0.0 ตามล าดับ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่หมัก
เป็นระยะเวลานาน 3 เดือน จึงเป็นสารที่มีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในการน าไปใช้ในข้ันตอนการล้างต่อไป 
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ตารางท่ี 4 ผลการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Time 

Inhibition zone (mm.) 

S. aureus Salmonella spp. 

0 h. 9.7 ± 0.6 0 
12 h. 10.7 ± 0.0 0 
24 h. 9.3 ± 1.5 0 
36 h. 0 10.0 ± 0.0 
48 h. 0 13.0 ± 0.0 
60 h. 0 6.0 ± 1.0 
72 h. 0 0 
1 wk. 7.7 ± 0.6 13.0 ± 0.0 
2 wk. 0 0 
3 wk. 0 12.0 ± 0.0 
1 mth. 0 8.0 ± 0.0 
2 mth. 8.0 ± 0.0 9.0 ± 0.0 
3 mth. 10.0 ± 0.0 9.0 ± 0.0 

หมายเหตุ : h. หมายถึง ช่ัวโมง (hour), wk. หมายถึง สัปดาห์ (week) และ mth. หมายถึง เดือน (month) 
 

จากรูปที่ 7 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (critical micelle concentration; CMC) ของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านกระบวนหมักเป็นระยะเวลา 3 เดือน น าไปวิเคราะห์ค่าลดแรงตึงผิวเผื่อหาค่าความ
เข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Surface Tension Meter รุ่น DY 300 และวิธีวิเคราะห์ 
Wilhelmy Plate) พบว่าค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (CMC) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่ที่ระดับ
ความเข้มข้น 636.29 ppm ซึ่งการเกิดไมเซลล์จะมีผลต่อค่าแรงตึงผิวของสารละลาย เมื่อความเข้มข้นของ
สารลดแรงตึงผิวในสารละลายเพิ่มข้ึน ค่าแรงตึงผิวของสารละลายจะมีค่าลดลงจนถึงจุด CMC คือ ค่าแรงตึง
ผิวของสารละลายจะไม่ลดลงอีก ถึงแม้จะมีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในสารละลาย 
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รูปท่ี 7 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (critical micelle concentration; CMC) ของสาร 
          ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 
ตอนท่ี 5 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการเป็นสารฆ่าเชื้อส าหรับล้างผัก  

5.1 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณจุลินทรีย์ในมะเขือเทศ ด้วย
กระบวนการล้าง 
 การทดสอบกระสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านวิเคราะห์และทดสอบคุณสมบัติ
ต่างๆในข้างต้น น ามาประยุกต์ใช้ในกระบวนการล้างส าหรับเป็นสารฆ่าเช้ือ เปรียบเทียบกับสารเคมีที่
นิยมใช้ในอุตสาหกรรมการล้างผัก ผลไม้ได้แก่สารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ (CaOCl2) โดยความ
เข้มข้นที่อนุญาตให้ใช้ในการล้างผักผลไม้คือ 50-200 ppm ดังนั้นในการทดลองจึงเป็นการทดสอบ
ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้มาใช้ในข้ันตอนการล้างมะเขือเทศที่มีการเติมเช้ือ S. 
aureus และ Salmonella spp. ในปริมาณที่มากเกินพอ (challenge test) คือ 108 CFU/ml ใน
มะเขือเทศพบว่ามีปริมาณเช้ือ S. aureus เริ่มต้น (initial load) ที่นับได้เท่ากับ 3.91 log CFU/g  
จากนั้นน ามะเขือเทศไปผ่านกระบวนการล้างด้วยน้ าประปา (Tap water) สารละลายแคลเซียม 
ไฮโปคลอไรท์ 50, 100, 200 ppm และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 50, 100, 200 ppm โดยมะเขือเทศ
ที่ไม่ผ่านกระบวนการ challenge test และไม่ผ่านการล้าง (No wash) เป็นตัวควบคุมการทดลอง 
(control) จากรูปที่ 8 พบว่าปริมาณ S. aureus ที่หลงเหลือหลังกระบวนการล้างด้วยสารละลายที่
ความเข้มข้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยที่มะเขือเทศที่ผ่าน
การล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นต่ าสุด 50 ppm มีปริมาณเช้ือ S. aureus ที่
หลงเหลือ 1.06 log CFU/g ซึ่งสามารถลดปริมาณ S. aureus จากมะเขือเทศที่ไม่ผ่านการล้างและ
ล้างด้วยน้ าประปาถึง 2 log ในขณะที่การล้างด้วย สารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ (50, 100 และ 
200 ppm) สามารถลดปริมาณเช้ือดังกล่าวได้เพียง 1 log นอกจากนี้ยังพบว่าการล้างด้วยสารลดแรง
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ตึงผิวชีวภาพสามารถลดและควบคุมปริมาณเช้ือ S. aureus ให้อยู่ในระดับที่ไม่สูงเกินมาตรฐาน
ก าหนด (< 2.00 log CFU/g) 
 

 
 
dki 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปท่ี 8 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณ S. aureus ในมะเขือเทศ 
          ด้วยกระบวนการล้าง 
      

ดัชนีความเสี่ยงสูงสุดที่นอกเหนือจาก S. aureus ได้แก่ Salmonella จากตารางที่ 5 ผล
การตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. ในมะเขือเทศหลังกระบวนการล้าง พบว่ามะเขือเทศที่ผ่าน
การล้างด้วยสารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ที่ระดับความเข้มข้น 100 และ 200 ppm และสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นเดียวกันนี้ตรวจไม่พบการปนเปื้อนหรือหลงเหลือของเ ช้ือ 
Salmonella spp. เป็นไปตามมาตรฐานก าหนด คือ จะต้องตรวจไม่พบเช้ือ Salmonella ซึ่งการ
ล้างด้วยน้ าประปาเพียงอย่างเดียวนั้นไม่สามารถควบคุมปริมาณเช้ือดังกล่าวนี้ได้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 

b 

c cd cd 
d 

e e 
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ตารางท่ี 5 ผลการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. ในมะเขือเทศหลังกระบวนการล้าง 
Treatment Before washing After washing 

No wash (control) Detect Detect - 
น้ าประปา   Detect Detect 
CaOCl2 50 ppm   Detect Detect 
CaOCl2 100 ppm   ND ND 
CaOCl2 200 ppm   ND ND 
BSF 50 ppm   Detect Detect 
BSF 100 ppm   ND ND 
BSF 200 ppm   ND ND 

หมายเหตุ : ND หมายถึง not detected (ตรวจไม่พบ) 
 

นอกจากดัชนีความเสี่ยงสูงสุด  S. aureus และ Salmonella จ าเป็นจะต้องติดตามผลดัชนี
ความเสี่ยงคุณลักษณะทั่วไปทางด้านจุลินทรีย์ พบว่า (รูปที่ ) ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่หลงเหลือ
หลังกระบวนการล้างด้วยสารละลายที่ความเข้มข้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทาง
สถิติ (p<0.01) โดยที่ การล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นต่ าสุด 50 ppm สามารถลด
ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดให้อยู่ในระดับเดี่ยวกับการล้างด้วยสารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ และ
ยังสามารถลดปริมาณแบคเรียทั้งหมดลงได้อย่างน้อย 2 log และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้ม
สูดสุด 200 ppm มีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่หลงเหลืออยู่น้อยที่สุด 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 9 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในมะเขือเทศ 
          ด้วยกระบวนการล้าง 

a 

b b b b b b 
c 
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5.2 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณจุลินทรีย์ในโหระพา ด้วย
กระบวนการล้าง 
 จากรูปที่ 10 พบว่าปริมาณ S. aureus ที่หลงเหลือหลังกระบวนการล้างด้วยสารละลายที่
ความเข้มข้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยที่โหระพาที่ผ่าน 
ที่ผ่านการล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นสูงสุด  200 ppm มีปริมาณเช้ือ S. aureus 
ที่หลงเหลือ 2.42 log CFU/g ซึ่งสามารถลดปริมาณ S. aureus จากมะเขือเทศที่ไม่ผ่านการล้างและ
ล้างด้วยน้ าประปาถึง 2 log อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้นที่ต่ าสุดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ 100 
ppm มีประสิทธิภาพในลดและควบคุมปริมาณเช้ือดังกล่าวได้ดีกว่าสารละลายแคลเซียมไฮโปคลอ
ไรท์ที่ความเข้มข้นสูงสุด 200 ppm  

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 10 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณ S. aureus ในโหระพา 
          ด้วยกระบวนการล้าง      
 

ส าหรับผลการลดปริมาณเช้ือ Salmonella spp. ในโหระพาหลังกระบวนการล้าง 
(ดังตารางที่ 6) พบว่าการล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นอย่างน้อย 100 ppm มี
ประสิทธิภาพเพียงพอในการลดและความปริมาณเช้ือ  Salmonella spp. คือตรวจไม่พบเช้ือ
ดังกล่าวซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานก าหนด คือ จะต้องตรวจไม่พบเช้ือ Salmonella ในขณะที่การล้าง
ด้วยสารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ต้องใช้สารที่ความเข้มสูงถึง 200 ppm ถึงจะสามารถลด
ปริมาณเช้ือให้อยู่ในระดับมาตรฐานอาหารก าหนด 

 
 

a a a 
b 

c 
c 

d 
e 

26 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ตารางท่ี 6 ผลการตรวจวิเคราะห์ Salmonella spp. ในโหระพาหลังกระบวนการล้าง 
Treatment Before washing After washing 

No wash (control) Detect Detect - 
น้ าประปา   Detect Detect 
CaOCl2 50 ppm   Detect Detect 
CaOCl2 100 ppm   Detect Detect 
CaOCl2 200 ppm   ND ND 
BSF 50 ppm   Detect Detect 
BSF 100 ppm   ND ND 
BSF 200 ppm   ND ND 

หมายเหตุ : ND หมายถึง not detected (ตรวจไม่พบ) 
 

ผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ตรวจพบในโหระพาที่ผ่านการล้างด้วย
สารละลายต่างๆ ดังรูปที่ 11 พบว่าปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่หลงเหลือหลังกระบวนการล้างด้วย
สารละลายที่ความเข้มข้นต่างๆ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) โดยที่การ
ล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น 100 และ 200 ppm สามารถลดปริมาณแบคทีเรีย
ทั้งหมดให้อยู่ในระดับที่ต่ ากว่าการล้างด้วยสารละลายแคลเซียมไฮโปคลอไรท์ที่ความเข้มข้นเดียวกัน 
และที่ความเข้มข้นต่ าสุดสามารถลดปริมาณแบคเรียทั้งหมดลงได้อย่างน้อย 3 log  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 11 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดในโหระพา 
          ด้วยกระบวนการล้าง      
 

a 
b 

c c c c d 
e 
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ตอนท่ี 6 ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการเป็นสารฆ่าเชื้อส าหรับล้างพ้ืนผิว 
 จากตารางที่  7 ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณแบคทีเรียก่อโรค 
S. aureus และ Salmonella spp. พบว่าการล้างบนพื้นผิวด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและ Triton X-100 
(nonionic surfactant) มีผลต่อการลดปริมาณ S. aureus แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติย่ิง (p<0.01) 
อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้น 600 ppm สามารถลดปริมาณเช้ือ S. aureus ได้ดีกว่า 2% (v/v) Triton X-100  
ในขณะที่ผลต่อการลด Salmonella spp. พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทุกความเข้มข้น (200, 400 และ 
600 ppm) สามารถควบคุม ลดปริมาณเช้ือได้เช่นเดียวกับ 2% (v/v) Triton X-100 
  
ตารางท่ี 7 ผลการทดสอบล้างบนพื้นผิวสแตนเลสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ 
              ก่อโรค (pathogen) 

Treatment 
S. aureus 

(log CFU/cm2) 
Salmonella spp. 

control 0.32a Detect 
sterile distilled water (DI) 0.26b Detect 
2% (v/v) Triton X-100 0.19d ND 
Biosurfactant 200 ppm 0.23c ND 
Biosurfactant 400 ppm 0.23c ND 
Biosurfactant 600 ppm 0.13e ND 
P-value 0.00 - 

หมายเหตุ : ND หมายถึง not detected (ตรวจไม่พบ) 
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บทที่  4 
บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัย 
 จากผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิเคราะห์ข้างต้นสามารถสรุปได้ว่า มะเฟืองเป็นผลไม้รสเปรี้ยวที่มี
ความเป็นไปได้ในการน ามาพัฒนาเพื่อผลิตเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งสารที่ผลิตได้จากกระบวนการหมัก
โดยใช้มะเฟืองเป็นสารตั้งต้น ได้ข้อสรุปว่าระยะเวลาที่ดีที่สุดต่อกระบวนการหมักคือ เดือนที่ 3 ที่ส่งผลต่อ
คุณสมบัติทางด้านเคมี จุลินทรีย์ และกายภาพ ให้ได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ ดังนี้ มีค่าความ
เป็นกรดด่าง (pH) 2.25  มีความเป็นสารลดแรงตึงผิวประเภทไม่มีประจุไฟฟ้าเท่ากับ 1,272.58 ppm ปริมาณ
สารซาโปนิน 2.91 mg/ml ค่าแรงตึงผิว (surface tension) 43.43 mN/m ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ 
(CMC) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่ที่ระดับความเข้มข้น 636.29 ppm ซึ่งจะท าให้เกิดไมเซลล์จะมีผลต่อ
ค่าแรงตึงผิวของสารละลาย ที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการละลาย และมีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค 
Staphylococcus aureus (gram positive) และ Salmonella spp. (gram negative) จากคุณสมบัติ
ข้างต้นที่ได้ท าการพิสูจน์สามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นสารส าหรับล้างในผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สด โดยเฉพาะ
มะเขือเทศ และโหระพา ที่มีปริมาณการส่งออกสูง และการปนเปื้อนจุลินทรีย์กลุ่ม Staphylococcus 
aureus และ Salmonella spp. ได้ข้อสรุปว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้มีประสิทธิภาพในการน าไปใช้ใน
กระบวนการล้างเพื่อลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ดังกล่าว โดยที่ความเข้มข้นต่ าสุดที่ 100 ppmยังคงมี
ประสิทธิภาพเช่นเดียวกับการใช้สารละลายแคลเซียมไฮโปรคลอไรท์ โดยกระบวนการล้างจะต้องมีวิธีการล้าง 
2 ข้ันตอนดังนี้ 1.) การล้างด้วยน้ าสะอาดด้วยวิธีการ soaking นาน 2 นาที จากนั้น 2.) น าไปล้างในน้ าที่ผ่าน
การเตรียมด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการ soaking นาน 5 นาที นอกจากการน าไปประยุกต์ใช้ล้างผัก
ผลไม้แล้วผู้วิจัยไปน าไปทดสอบการใช้ส าหรับล้างพื้นผิวที่สัมผัสกับอาหารโดยตรง ได้แก่พื้นผิวประเภทสแตน
เลส ซึ่งเป็นพื้นผิวที่นิยมใช้และส่วนประกับของภาชนะที่ใช้สัมผัสอาหารโดยตรงในอุตสาหกรรมอาหารและ
ครัวเรือน จากผลการวิเคราะห์และทดสอบท าให้ทราบว่าจะต้องใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับความเข้มที่
สูงกว่าการล้างผักผลไม้ ซึ่งความเข้มข้นที่เลือกใช้ในการทดสอบ คือ 200, 400 และ 600 ppm พบว่าสามารถ
ลดปริมาณเช้ือ S. aureus บนพื้นผิวดังกล่าวได้อย่างมีประสิทธิภาพ  โดยที่ความเข้มข้น 600 ppm มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมและลดปริมาณ S. aureus ได้ดีที่สุด โดยที่ความเข้มข้นต่ าสุด 200 ppm เพียงพอ
ต่อการควบคุมและลด   Salmonella spp.  
 จากผลการวิจัยตลอดทั้งโครงการจึงสามารถสรุปในภาพรวมได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก
กระบวนหมักโดยธรรมชาติที่อาศัยมะเฟืองเหลือใช้ทางการเกษตรเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการผลิต สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต้นแบบที่สามารถน าไปใช้ในกระบวนการล้างผักผลไม้ และพื้นผิวได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
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ข้อเสนอแนะ 
 ผลการวิจัยตลอดทั้งโครงการท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ต้นแบบ ที่มีรูปแบบกรรมวิธีการผลิตไม่ซับซ้อน 
สามารถลดต้นทุน และเป็นการใช้ทรัพยากรให้เกิดประโยชน์สูงสุด  โดยการน าไปประยุกต์ใช้ควรเป็นวัตถุดิบ
ทางการเกษตรที่มีรูปแบบและลักษณะการล้างเช่นเดียวกันกับมะเขือเทศ และ โหระพา เนื่องด้วย
โครงการวิจัยต้องการความเสถียรของผลิตภัณฑ์จึงใช้ระยะเวลาในการทวนสอบหลายครั้งจนมีความน่าเช่ือถือ
ทางสถิติ ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพและประสิทธิภาพทุกครั้งที่มีการผลิต และเพื่อให้เกิดความสมบูรณ์ของ
ผลิตภัณฑ์ต้นแบบควรมีการทดสอบความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ในการน าไปใช้งานในอนาคต และจาก
ข้อเสนอแนะของผู้ทรงคุณวุฒิในกรณีการทดลองบางหัวข้อที่ไม่ได้น าเสนอในรายงานการวิจัยนี้ เนื่องจาก
ข้อเสนอโครงการครั้งแรกยังไม่ได้รับพิจารณางบประมาณ เมื่อได้รับพิจาณางบประมาณผู้วิจัยได้พิจารณาและ
มีการปรับเปลี่ยนวิธีการทดลองให้สอดคล้องกับงบประมาณที่ได้รับ 
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1. การตรวจนับเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 2 ชนิดคือ S.aureus และ salmonella spp. ด้วยอาหารเลี้ยง

เชื้อจ าเพาะ(selective media) 

1.1 การตรวจนับจ านวน S.aureus ด้วย baird parker agar 
ช่ังตัวอย่างอาหาร 25 กรัม  ลงใน 0.85%(w/v)NaCl ปริมาตร 225 มิลลิลิตรจะมี

ความเจือจางในระดับ 10-1 และท าการเจือจางสิบเท่า (10-fold dilution) เป็นล าดับ จนได้
ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปิเปตตัวอย่างจากแต่ละระดับความเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลง
บนจานอาหาร baird parker agar จากนั้นเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหารโดยใช้เทคนิค spread 
plate ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
เลือกตรวจนับโคโลนีในจานอาหารเลี้ยงเช้ือระดับความเจือจางที่มีจ านวนโคโลนีอยู่ในช่วง  
25-250 cfu/g  

 

 

ลักษณะโคโลนีของ S.aureus บน baird parker agar 

 

1.2 การวิเคราะห์หาเช้ือ Salmonella spp. ด้วย xylose lysine deoxycholate agar 

ช่ังตัวอย่างอาหาร 10 กรัม ลงใน lactose broth ปริมาตร 90 มิลลิลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 35องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เข่ียตัวอย่างโดยใช้ห่วงเข่ียเช้ือ (loop) 
steak ลงบนผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเช้ือ xylose lysine deoxycholate agarโคโลนีของ 
Salmonella spp.จะมีสีแดง ซึ่งจะผลิตก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ ท าให้ตรงกลางโคโลนีมีสีด า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 
ลักษณะโคโลนีของ Salmonella บน XLD agar 

 

2.  การสร้างกราฟสารละลายมาตรฐานและการค านวณ 

2.1 วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน Flavonoids 
ปิเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (Stock 5 mg/ml) ปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6, 

0.8 และ1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาตรเป็น 5 
มิลลิลิตร ส่วนหลอดควบคุมใช้ น้ ากลั่น 5 มิลลิลตร แล้วเติมสารละลาย 5% NaNO2 
ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไป เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาทีจากนั้นเติม
สารละลาย 10% AlCl3 0.3 มิลลิลิตร เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้อีก 6 นาทีน ามาเติมสารละลาย 1 M 
NaOH 2 ml เขย่าให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

2.2  วิธีการเตรียมกราฟสารมาตรฐาน gallic acid  

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน (Stock 5mg/ml) gallic acid ปริมาตร 10 20 30 40 
50 ไมโครลิตร ตามล าดับ ลงในหลอดทดลอง เติมน้ าปริมาตร 990 980 970 960 950 
ไมโครลิตร ตามล าดับ ผสมให้เข้ากันหลังจากนั้น ปิเปตสารละลายที่เตรียมได้ในแต่ละความ
เข้มข้นใส่หลอดทดลอง 20 ไมโครลิตร เติม folin reagent 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
แล้วตั้งทิ้งไว้ 1-8 นาที (ห้ามโดนแสง) เติม Na2CO3 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วตั้งไว้
ที่อุณหภูมิห้อง (ห้ามโดนแสง) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมงหลังจากนั้นน าไปวัดค่า absorbance ที่ 
765 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

2.3  วิธีการสร้างกรฟสารมาตรฐานซาโปนิน 

ปิเปตสารละลายมาตรฐาน saponin ปริมาตร 0, 100, 125, 150, 200, 225, 500, 
750, 1000 ไมโครลิตร เติม absolute ethanol ปริมาตร 1000, 900, 875, 850, 800, 
775, 500,0 ไมโครลิตรตามล าดับผสมให้เข้ากันเติม vanilline เข้มข้น 5% ปริมาตร  1 
มิลลิลิตร  และ กรดซัลฟิวริก เข้มข้น 72% ปริมาตร 2.5 ml เขย่าให้เข้ากันบ่มในอ่าง
ควบคุมความร้อนที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน้ าแข็ง ประมาณ 3-4 
นาที  จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย spectrophotometer ที่ 544  นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

ผลการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

1.ลักษณะของมะเขือเทศท่ีผ่านการล้างด้วยน้ าประปา, สารละลาย CaOCl3 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

2. ลักษณะของโหระพาท่ีผ่านการล้างด้วยน้ าประปา, สารละลาย CaOCl3 และสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

2.การสร้างกราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมี  

2.1 กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ Total phenolic 
 

 

 2.2 กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ Flavonoids 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

2.3 กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ antioxidant 

 

2.4 กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห์ saponin 
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