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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ และทดสอบประสิทธิภาพ (biosurfactant) หาความ

เป็นไปได้ของการน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปใช้เป็นสารฆ่าเชื้อ (sanitizer) ส าหรับกระบวนการ
ล้างเพื่อลดการปนเปื้อนทางด้านเคมี  และชีวภาพในผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สดตัดแต่ง (Fresh-Cut 
produce) และทดสอบความปลอดภัยของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์ผิวหนังปกติ เพื่อเป็นต้นแบบในการน าไปใช้ล้างส าหรับลดการปนเปื้อนในวัตถุดิบทาง
การเกษตร 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น ามาใช้ในการศึกษาเป็นสารลดแรงตึงผิวไม่มีประจุ (nonionic 
surfactant) ที่เกิดจากกระบวนการหมักจากจุลินทรีย์ในธรรมชาติ ในการทดสอบกระบวนการล้างจึง
ใช้ท่ีระดับความเข้มข้น 50 100 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน (มิลลิกรัมต่อลิตร) เป็นความเข้มข้นที่
สูงกว่าสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ (chlorine dioxide solution) คือ 8 ส่วนในล้านส่วน เพื่อลด
ดัชนีความเส่ียงสูงสุดที่ปนเปื้อนในข่า (Alpinia galanga (L.) Wild) คือ เชื้อรา Sclerotium rolfsii  
ไดเมโธเอท และตะกั่ว โดยกระบวนการล้างที่ประกอบด้วยการล้างแบบน้ าไหลผ่านนาน 2 นาท ี
จากนั้นแช่ในน้ าท่ีมีส่วนผสมของสารฆ่าเชื้อ นาน 5 นาที โดยวัตถุดิบที่น ามาล้างเป็นข่าที่ผ่านการ
เติมในปริมาณที่มากเกินพอ (challenge) ด้วยเส้นใยของ S. rolfsii  10 กรัมของน้ าหนักเปียก ต่อข่า 1 
กิโลกรัม พบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้นอย่างต่ า 150 ส่วนในล้านส่วนขึ้นไป สามารถควบคุม
ปริมาณเช้ือราที่หลงเหลือสุดท้ายในข่าตั้งแต่หลังกระบวนการล้างไปจนถึงการบ่มที่สภาวะ  4 องศา
เซลเซียส ให้อยู่ในระดับ 4.00  log CFU/g (มาตรฐานก าหนด น้อยกว่า 4.00  log CFU/g ของอาหาร
สด) และที่ระดับความเข้มข้นนี้ได้น าไปทดสอบกลไกการยับยั้งเชื้อรา พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพส่งผลต่อผนังเซลล์ของเส้นใย (hypha wall) ท าให้เกิดการเสียสมดุลบริเวณชั้นเยื่อหุ้มเซลล์ 
(cell membrane) ที่มีองค์ประกอบของไขมันและโปรตีนในชั้นนี้ และส่งผลต่อเม็ดสเคลอโรเทีย 
(sclerotia) โดยชะลอการงอกของเส้นใย (germ tube) นอกจากนี้มีสารพฤกษเคมี (phytochemical) ที่
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ซ่ึงเป็นส่วนประกอบในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติในการเกิดฟอง 
ยับยั้งเชื้อรา แบคทีเรีย และมีการน าไปใช้เป็นส่วนผสมในสารช าระล้าง (detergent) ทางการค้า คือ 
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ซาโปนินอยู่ในระดับ 194.31 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ส่วนผลการศึกษาประสิทธิภาพการลดสาร
ตกค้างในข่าท่ีผ่านการเติมไดเมโธเอทปริมาณมากเกินพอ 0.2  มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม และข่าที่
ผ่านการเติมตะกั่วปริมาณมากเกินพอ 1 มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ความเข้มข้น 50 ถึง 200 ส่วนในล้านส่วน สามารถลดปริมาณการตกค้างของไดเมโธเอท ให้อยู่ใน
ระดับท่ีน้อยกว่า 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และสามารถลดปริมาณตะกั่วเมื่อเทียบกับข่าที่ไม่ผ่าน
การล้าง (No wash) เพื่อให้เกิดความมั่นใจในการน าไปใช้งาน การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
ผิวหนังปกติ (Normal Dermal Fibroblast) และเซลล์มะเร็งตับ (SK-HEP-1) มีค่าความเข้มข้นที่ท าให้
เซลล์ลดจ านวนลงร้อยละ 50 (IC50)  มากกว่า 3,000.00 ส่วนในล้านส่วน และทีค่วามเข้มข้นดังกล่าว 
ยังคงมีเซลล์ผิวหนังปกติ และเซลล์มะเร็งตับที่รอดชีวิต (cell viability) สูงถึงร้อยละ 70.96 และ 
75.55 ตามล าดับ นอกจากนี้ผลการติดตามการเจริญของเซลล์ผิวหนังปกติ และเซลล์มะเร็งตับ (cell 
growth) แสดงถึงอัตราการเจริญของเซลล์มะเร็งตับมีความเป็นปกติ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ความเข้มข้น 600 ส่วนในล้านส่วน ไม่ส่งผลต่อการกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ สรุปได้ว่า สาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน าไปใช้ในกระบวนการล้างข่าเพื่อเป็นสารฆ่าเชื้อที่มีประสิทธิภาพ 
และไม่เป็นพิษต่อผิวหนังปกติ โดยระดับความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดที่มีประสิทธิภาพในการลดการ
ปนเปื้อนจาก S. rolfsii ไดเมโธเอท และตะกั่ว คือ 150 ส่วนในล้านส่วน 
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FRESH-CUT PRODUCE/BIOSURFACTANT/DECONTAMINATION OF 

SIGNIFICANT HAZARDS/FOOD SAFETY CONTROL 

 

The aims of this research were to apply and evaluate the biosurfactant (BSF) 

effectiveness as a sanitizer to possibly be used for minimizing the chemical and 

biological hazards in fresh-cut products and to confirm the safety of biosurfactant 

affecting toxicity on cell cultures, which are the prototype of contamination level 

decreasing in agricultural materials by washing process.  

The biosurfactant used in this research was non-ionic surfactant that was 

produced from the spontaneous microbial fermentation. The biosurfactant 

concentrations used were at 50, 100, 150 and 200 ppm (mg/L), which was higher than 

that of chlorine dioxide solution which was 8 ppm. In order to minimize the highest 

risk levels of Sclerotium rolfsii, dimethaoate and lead (Pb) in galangals (Alpinia  

galanga  (L.) Wild.), the process steps were challenged by the wet mycelium of S. 

rolfsii 10 g in 1 kg to the galangal samples, and washed by the rinsing sample with 

water for 2 minutes, followed by the each sanitizer soaking for 5 minutes. The results 

showed that the biosurfactant concentration of at least 150 ppm could control the final 

level of mold (based on standard level, less than 4.00 log CFU/g of fresh food) at 4 
o
C, 
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while those concentrations were demonstrated by the mode of action, such as the 

hypha wall inhibitory, the leakage of cell membrane, of which composing lipid and 

protein retardation of sclerotia germination at germ tube. In addition, the bioactive 

phytochemical compound possessed the foam formation, fungal inhibition and 

antimicrobial, of which is contained in commercial detergent, function as 

biosurfactant called saponin is 194.31 µg/ml. According to the study of biosurfactant 

efficacy for reducing the pesticide and heavy metal by means of a challenge test, the 

dimethoate and lead were added to the galangal at an adequate amounts of 0.20 mg/kg 

and 1.00 mg/kg, respectively. The results showed that the biosurfactant concentration 

of 50-200 ppm (mg/L) could reduce the dimethoate < 0.02 mg/kg and lead (Pb) 

residue which was greater than that of the No-wash treatment.  The normal dermal 

fibroblast and liver cancer cells (SK-HEP-1 cell) tests were performed to ensure the 

biosurfactant implementation toxicity. Results showed that the 50 percent inhibitory 

concentration (IC50) was over 3,000.00 ppm (mg/L). These biosurfactant 

concentrations showed normal dermal fibroblast and liver cancer cells survival (cell 

viability) at 70.96 and 75.55 percent, respectively. Moreover, the cell growth of the 

normal dermal fibroblast and liver cancer cells revealed a normal growth rate of liver 

cancer cells. The biosurfactant concentration effectively of 600 ppm had no effect on 

the cell growth stimulation.  In conclusion, the biosurfactant can be applied as a 

sanitizer for the galangal washing processes and is non-toxic to skin cells. The lowest 

effective concentration for reducing the S. rolfsii, dimethoate and lead contamination 

is 150 ppm.  
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ปัญหาสถานการณ์ปัจจุบันการส่งออกสินค้าผักและผลไม้สดของไทยในตลาดอาเซียนและ
ตลาดโลกมาจากปัญหาด้านความปลอดภัย (food safety) โดยเฉพาะสหภาพยุโรปที่มีมาตรการ
ควบคุมการน าเข้าผักผลไม้สดจากไทยแจ้งเตือน (Rapid Alert System for Food and Feed; RASFF) 
การปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรค (pathogens) ในผัก ผลไม้ สมุนไพรและเครื่องเทศสูงถึงร้อยละ 13  
และสารเคมีตกค้างจึงท าให้มีการออกกฎระเบียบมาตรการสุ่มตรวจผักและผลไม้ทีน่ าเข้าจากไทย ซ่ึง
ในปัจจุบันได้มีการลงความตกลงว่าด้วยการบังคับใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืช 
(agreement on the application of sanitary and phytosanitary measures) ที่คุ้มครองชีวิตหรือสุขภาพ
ของพืชภายในอาณาเขตของประเทศความเส่ียงท่ีเกิดจากการใช้สารปรุงแต่ง ส่ิงเจือปน สารพิษ หรือ
ส่ิงมีชีวิตที่ท าให้เกิดโรคในอาหาร โดยมาตรฐานและหลักเกณฑ์การพิจารณาความเส่ียง ความ
ปลอดภัยเหล่านี้ได้ผ่านคณะกรรมาธิการมาตรฐานอาหารระหว่างประเทศ  (Codex Alimentarius 
Commission; Codex) เกี่ยวข้องกับความปลอดภัยของอาหาร เนื่องจากส่ิงปนเปื้อนที่มากับวัตถุดิบ
ทางการเกษตรมีท้ังด้านเคมีและจุลินทรีย์ โดยเฉพาะกลุ่มของผักผลไม้ ประเภท ราก  ล าต้นใต้ดิน ที่
มีความเส่ียงต่อการปนเปื้อนสูง ต้องมีการจัดการหลังการเก็บเกี่ยวมากกว่าชนิดอ่ืน ข้อมูลจาก
สถาบันอาหารได้รายงานสถานการณ์การค้าอาหารไทยประจ าปี 2558 และแนวโน้มการส่งออกปี 
2559 พบว่าประเทศไทยมีแนวโน้มการส่งออกกลุ่มเครื่องเทศในอัตราท่ีสูงอย่างต่อเนื่อง แต่ปัญหาที่
ตามมาจากการส่งออก คือ รายงานการปนเปื้อนสารก าจัดศัตรูพืชที่ตรวจพบในผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้
สดตัดแต่ง (Fresh-Cut products) อยู่ในระดับที่สูงเกินมาตรฐานการส่งออก ผักในกลุ่มนี้ได้แก่ ขิง 
กระเทียม พริกไทย และ ข่า  (กองเศรษฐกิจการเกษตรระหว่างประเทศ , 2558) ซ่ึงข่า  
(ชื่อวิทยาศาสตร์ Alpinia galanga (L.) Wild. ชื่อภาษาอังกฤษ Galangal วงศ์ Zingiberaceae)  จัดเป็น
ผักที่อยู่ในกลุ่มสมุนไพรและเครื่องเทศ นิยมน ามาใช้เป็นเครื่องเทศ ในต่างประเทศนิยมน าไปใช้เป็น
ผลิตภัณฑ์ด้านสุขภาพ เนื่องด้วยสารสกัดจากข่ามีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา แบคทีเรีย และยับยั้ง
การแตกตัวของเม็ดเลือดแดง (Avasthi, Jain, Bhatnagar and Ghosal, 2015) ปัจจุบันได้มีการศึกษา
สารสกัดสเตรปโตโซโตซิน (streptozotocin) ที่ได้จากข่า  น าไปพัฒนาเป็นยาส าหรับรักษา
โรคเบาหวานเพ่ือลดระดับกลูโคสในเลือด (Verma, Mishar, Singh, Jha and Khosa, 2015) ซ่ึงส่วนที่
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นิยมน ามาสกัดเป็นยาและบริโภค คือ ส่วนที่เป็นล าต้นใต้ดิน หรือ “เหง้า” ที่เส่ียงต่อการปนเปื้อน
จุลินทรีย์โดยเฉพาะเชื้อราโรคพืช ได้แก่  Slerotium rolfsii ที่สามารถสร้างเม็ดสเคลอโรเทีย สามารถ
ด ารงอยู่ในสภาพแวดล้อมท่ีแห้งแล้งทนแสงแดด กรด และรังสียูวี รวมถึงสามารถเจริญและแตกตัว
เป็นเส้นใยใหม่ จึงจัดเป็นเชื้อราที่ส าคัญและยากต่อการท าลาย สามารถพบได้ในพืชไร่ หลายชนิด  
เช่น มะเขือเทศ พริก  และข่า (Yaqub and Shahzad, 2005) นอกจากนี้สารเคมีก าจัดแมลง 
(insecticide) และโลหะหนักที่สะสมอยู่ในดิน พิจารณาความเส่ียงสูงสุดปริมาณสารพิษตกค้างสูงสุด
ที่สามารถมีได้ (maximum residue levels; MRL) ซ่ึงแต่ละประเทศสามารถก าหนดได้โดยจะต้องมี
ค่าเทียบเคียงกับค่ามาตรฐานของโคเด็กซ์ พบว่าสารเคมีก าจัดแมลงชนิด ไดเมโธเอท  เฟนิโตรไท
ออน และ ไอโพรไดโอน อนุญาตให้มีสารตกค้างสูงสุดไม่เกิน 0.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม เมื่อ
พิจารณาปริมาณที่ยอมรับได้ว่าเมื่อมนุษย์ได้รับในแต่ละวันแล้วจะไม่เป็นอันตราย (acceptable daily 
intake; ADIs) พบว่าไดเมโธเอท มีค่าดังกล่าวเท่ากับ 0.004 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน้ าหนักตัว 
(Vongbuddhapitak et al.,  2002) ที่ผ่านมาสหภาพยุโรปตรวจพบไดเมโธเอทในพืชผักส่งออกของ
ไทยในปี 2553-2558 จึงท าให้สหภาพยุโรปได้ออกกฎระเบียบฉบับใหม่เพื่อปรับปริมาณสารพิษ
ตกค้างสูงสุดที่สามารถมีได้ ดังนั้นไดเมโธเอทจึงเป็นความเส่ียงสูงสุดที่จ าเป็นจะต้องควบคุมให้อยู่
ในระดับท่ีไม่เกินมาตรฐานก าหนด สารเคมีตกค้างที่เป็นพิษนอกเหนือจากสารเคมีก าจัดแมลงแล้ว
กลุ่มของโลหะหนักเป็นอีกหนึ่งความเส่ียงสูงสุดที่มักพบในพืช ผัก ที่อยู่ใต้ดิน โดยเฉพาะตะกั่ว จาก
ข้อก าหนดด้านความปลอดภัยสินค้าเกษตรและอาหารอนุญาตให้พบตะกั่วได้ในพืชประเภทราก  
หรือล าต้นใต้ดินมีปริมาณของตะกั่วได้ไม่เกิน 0.1 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  

หนึ่งในขั้นตอนที่ส าคัญและสามารถจัดการได้ภายใต้การควบคุมให้เป็นไปตามหลักเกณฑ์
และวิธีการปฏิบัติการที่ดี  คือ การจัดเก็บหลังการเก็บเกี่ยว (postharvest management) และ
กระบวนการล้าง (washing procedure) การล้างเพื่อให้เกิดประสิทธิภาพนั้นอุตสาหกรรมอาหารส่วน
ใหญ่จะน าเอาสารประเภทสารฆ่าเชื้อ (sanitizer) มาใช้ร่วมกับการล้างเพื่อยับยั้งและท าลายจุลินทรีย์ 
รวมถึงสารเคมีตกค้าง ได้แก่ คลอรีน ในรูปแคลเซียมไฮโปคลอไรท์  มีประสิทธิภาพในการท าลาย
จุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารสูง แต่มีข้อเสียทีเกิดจากปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction)  คือ คลอรีน 
จะไปท าปฏิกิริยากับสารออแกนิคในน้ าก่อให้เกิดเป็นสารไตรฮาโลมีเทน (trihalomethane; THM) 
และ ฮาโลอะซิติกแอซิค (haloacetic acid; HAAs) สารเหล่านี้เป็นสารก่อให้เกิดมะเร็ง มีผลต่อระบบ
สืบพันธ์ ระบบไหลเวียนโลหิต และอาจส่งผลต่ออวัยวะภายใน เช่น ตับ ไต เป็นต้น เป็นสาเหตุให้มี
การน าคลอรีนไดออกไซด์ (chlorine dioxide; ClO2) ในรูปแบบของเหลวใสสีเหลืองกึ่งเขียว นิยม
น ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร  และน้ าดื่ม ผลที่เกิดจากปฏิกิริยาของคลอรีนไดออกไซด์กับสาร 
ออแกนิคที่ ละลายอยู่ ในน้ า มี ผลความ เป็ นพิษน้ อยกว่ าทั้ ง ในด้ านปริ มาณและความ  
รุนแรง นอกจากนี้คลอรีนไดออกไซด์สามารถละลายน้ าได้ดีกว่า ท าให้องค์การอนามัยโลก 
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(WHO)  คณะกรรมการอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา (FDA)  และคณะกรรมการอาหารและ
ยาประเทศไทย  (อย.)  ได้ส่งเสริมสนับสนุนให้มีการใช้สารคลอรีนไดออกไซด์แทนคลอรีน
ทั่วไป อย่างไรก็ตามคลอรีนไดออกไซด์เป็นสารเคมีท่ีมีกล่ิน หากได้รับหรือสัมผัสเป็นเวลานานจะ
ท าให้เกิดพิษ  

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติและโครงสร้าง
จัดเป็นสารลดแรงตึงผิว สามารถยับยั้งและท าลายจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร รวมถึงละลายน้ าได้ดี 
มาประยุกต์ใช้ในกระบวนการล้างข่า  เพื่อลดปริมาณการปนเปื้อนเช้ือรา Sclerotium rolfsii  สารเคมี
ก าจัดศัตรูพืชไดเมโธเอท และ ตะกั่ว โดยอาศัยกระบวนการล้างที่เป็นมาตรฐานส าหรับการล้าง
ผลิตภัณฑ์ประเภทผักผลไม้สดตัดแต่ง (Fresh-Cut products) และมีการควบคุมสุขอนามัยร่วมด้วย
เพื่อให้มีการน าไปประยุกต์ใช้ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด โดยจะต้องมีความปลอดภัยต่อผู้สัมผัส และ
เป็นต้นแบบการน าไปใช้ในกระบวนการล้างวัตถุดิบทางการเกษตรอ่ืน ๆ 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรศึกษำ  
1.2.1 เพื่อประยุกต์และทดสอบประสิทธิภาพ ความเป็นไปได้ของการน าสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไปใช้เป็นสารฆ่าเชื้อ (sanitizer)  ส าหรับกระบวนการล้างเพื่อลดการปนเปื้อนทางด้านเคมี
และจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑข์่าสดตัดแต่ง  (Fresh-Cut Alpinia) 

1.2.2  ทดสอบความปลอดภัยของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไม่ก่อให้เกดิความเป็นพิษต่อ
เซลล์ผิวหนังปกติ 
 

1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
ได้กระบวนการตน้แบบในการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการ เวลา และความ

เข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่ดีและมีประสิทธิภาพการน าไปใชใ้นการล้างวัตถุดิบประเภท
รากหรือล าต้นใต้ดิน เพ่ือลดการปนเป้ือนจากเชื้อรา สารก าจัดศัตรูพืช และโลหะหนกั  

 

1.4 ขอบเขตของกำรศึกษำ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากการหมักผลเชอร์รี่เปรี้ยว น าไปทดสอบคุณสมบัติ
ทางด้านเคมีและจุลินทรีย์  เพื่อหาความเป็นไปได้ในการน าไปไปใช้เป็นสารฆ่าเชื้อชีวภาพ 
(biosanitizer) โดยการทดสอบหาปริมาณกรดทั้งหมด (total acid) สารพฤษเคมีที่ออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ ได้แก่ ซาโปนิน ฟลาโวนอยด์ และคุณสมบัติในการเป็นสารยับยั้งอนุมูลอิสระ รวมถึง
คุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา และกลไกการยับยั้งเชื้อรา จากนั้นทดสอบความเป็นพิษกับเซลล์
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ผิวหนังปกติ (Normal Dermal Fibroblast cells) และเซลล์มะเร็งตับ (SK-HEP-1 cells) ของ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แล้วท าการทดสอบล้างข่า (อายุ 5 ถึง 6 เดือน) มีขั้นตอนดังนี้ คือ ตัดแต่งข่า
แล้วชั่งน้ าหนัก โดยข่าจะต้องมีน้ าหนัก 125 ถึง 135 กรัมต่อข่า 1 เหง้า เปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การล้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้าน
ส่วน และน้ าสะอาด  โดยตัวอย่างข่าที่จะน าไปล้างมีการเติมเส้นใยที่มากเกินพอของ Sclerotium  
rolfsii  ปริมาณ 10 กรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม (น้ าหนักเปียกของเส้นใย) ส าหรับข่าที่มีการเติม 
ไดเมโธเอท 0.20 มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม ซ่ึงเป็นความเข้มข้นที่มากเกินพอ และตัวอย่างที่มีการ
เติมตะกั่ว เช่นกัน คือ เติมในความเข้มข้นที่มากเกนิพอ  1  มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม  ด้วยวิธีการจุม่ 
(dipping method) กรณีของเชื้อราใช้เวลา นาน 20 วินาที ส่วนไดเมโธเอทและตะกั่วใช้เวลา 60 
วินาที จากนั้นน าไปทดสอบล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น  50 ถึง 200 ส่วนในล้าน
ส่วน ด้วยวิธีการให้น้ าไหลผ่าน  2 นาที แล้วน าไปแช่ในแต่ละน้ าที่ที่มี สารละลายคลอรีนได
ออกไซด์ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน น้ าสะอาด และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น  50 
100 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน นาน 5 นาท ีจากนั้นตรวจวัดและวิเคราะห์หาปริมาณที่แน่นอน
ที่หลงเหลือหลังการล้าง  เพื่อประเมินประสิทธิภาพการล้างการเป็นสารฆ่าเชื้อชีวภาพของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพนี้ 
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บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 การปนเป้ือนทางด้านจุลินทรีย ์
การปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีส าหรับพืชอาหารได้พัฒนาขึ้นมาเพื่อเป็นหลักประกันด้าน  

การผลิตอาหารปลอดภัยส าหรับผู้บริโภคผู้ผลิตและส่ิงแวดล้อมดังนั้นทุกขั้นตอนกา รผลิต 
ควรด าเนินการให้ถูกต้องเป็นและเป็นไปในในทิศทางเดียวกันโดยเริ่มตั้งแต่การปลูกการดูแล
รักษาการเก็บเกี่ยว การปฏิบัติหลังการเก็บเกี่ยวการล้างตัดแต่งการบรรจุหีบห่อการขนส่งจนกระทั่ง
การขายผลผลิตซ่ึงความปลอดภัยของอาหารจะเกิดขึ้นได้ต้องอาศัยการควบคุมติดตามกระบวนการ
ผลิตที่จะต้องสามารถควบคุมหรือลดอันตรายที่มีผลกระทบต่อความปลอดภัยของอาหาร 
ซ่ึงเกี่ยวข้องกับการปนเปื้อนอันตรายที่มีผลกระทบต่อความปลอดภัยของผักและผลไม้เกิดจากการ
ปนเปื้อนของสารเคมีการปนเป้ือนทางจุลินทรีย์และทางกายภาพซ่ึงหมายถึงมีวัสดุแปลกปลอมใดๆ
ก็ตามปนเป้ือนผักสดและผลไม้ที่ก่อให้เกิดความเส่ียงต่อสุขภาพและการยอมรับของผู้บริโภค 

ผลิตภัณฑ์ผักผลไม้สดตัดแต่งมีปัญหาการปนเปื้อนจากจุ ลินทรีย์ที่ เกินมาตรฐาน 
โดยมีรายงานสาเหตุการปฏิเสธการน าเข้าสินค้าจากไทยด้วยการปนเปื้อนของจุลินทรีย์เป็นสาเหตุ
หลักคิดเป็นร้อยละ 26 ตลาด EU ร้อยละ 54 จากญี่ปุ่น และร้อยละ 13  จากสหรัฐฯ (ส านักงานที่
ปรึกษาด้านอุตสาหกรรมในต่างประเทศ, 2558) ปัญหาด้านจุลินทรีย์ที่ส าคัญได้แก่การปนเปื้อน 
เชื้อก่อโรคในอาหาร Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium perfrigens และ
Salmonella spp. ส่วนใหญ่จะเป็นจุลินทรีย์ที่ เป็นความเส่ียงและปนเปื้อนในผักสดทั่วไป ได้แก่ 
ผักกาด บร็อคโคลีแตงกวา และผักกาดหอมเป็นต้น กรณีของพืชผักที่บริโภคส่วนที่เป็น ราก ล าต้น
ใต้ดิน จะมีการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ในกลุ่มท่ีแตกต่างจากผักผลไม้สดทั่วไป ดังตารางที่ 2.1 แสดง
ปริมาณจุลินทรีย์ที่ตรวจพบในสมุนไพรและเครื่องเทศ พบว่ากลุ่มจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนและพบใน ข่า 
ขิง ขมิ้น พริกไทยด า ส่วนใหญ่จะพบเชื้อราในปริมาณที่สูง ในขณะที่แบคทีเรีย Staphylococcus 
aureus และ Salmonella spp. ตรวจไม่พบการปนเปื้อน 
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ตารางที่ 2.1 ปริมาณจุลินทรีย์ที่ตรวจพบในสมุนไพรและเครื่องเทศ 
 
 

 

 
 

หมายเหต ุ: ABC คือ แบคทีเรียกลุ่ม aerobic mesophilic bacteria 
 MSFB คือ แบคทีเรียกลุ่ม mesophilic spore former bacteria 
 TSFB คือ แบคทีเรียกลุ่ม themophilic spore former bacteria 
 ND คือ ตรวจไม่พบ (Not detected) 

ที่มา : Dababneh (2013) 
 

จากข้างต้นจะเห็นได้ว่า ข่า  จัดอยู่ในพืชกลุ่มสมุนไพรและเครื่องเทศและยังบริโภค 
ส่วนที่เป็นล าต้นใต้ดิน  ความสูญเสียของผลิตผลทางการเกษตรส่วนใหญ่จึงเกี่ยวข้องกับเชื้อรา 
เป็นหลัก โดยพบว่ามีปริมาณเชื้อราที่คัดแยกได้จากข่า คิดเป็นร้อยละ 81.20 (ตารางที่  2.2) 
นอกจากนี้มีการรายงานถึงจุลินทรีย์กลุ่มเชื้อราที่มีผลไปท าลายผลิตผลทางการเกษตรหลังการ เก็บ
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เกี ่ยวก่อให้เกิดความเสียหายระหว่างการขนส่ง เก็บรักษาจนไปถึงผู้บริโภค  (Khamna,Yokotaand 
Lumyong, 2009) ดังนั้นการที่จะลดความเสียหายต้องมีการควบคุมที่ถูกวิธี  
 
ตารางที่ 2.2 จุลินทรีย์ที่คัดแยกไดจ้ากพืชสมุนไพรและเครือ่งเทศ 
 

 
 

หมายเหตุ : + หมายถึง ตรวจพบ 
ที่มา : Gali (2014) 
 
 2.1.1 ราโรคพืชที่ท าให้เกิดการเส่ือมเสียในวตัถุดิบทางการเกษตร 

เชื้อราเป็นจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรคพืชมากที่สุด เมื่อพืชติดเชื้อแล้วจะก่อให้เกิด
ความเสียหาย ที่ส่งผลต่ออายุการเก็บรักษาและความปลอดภัยต่อผู้บริโภค โดยเชื้อราสามารถท าให้
เกิดอาการประเภทต่างๆ บนพืช เช่น ใบเป็นแผลจุด ใบ้ไหม้  ใบเห่ียว รากเน่า โคนเน่า ผลเน่า เมล็ด
เน่า หรือแห้งตายทั้งต้น เชื้อราส่วนใหญ่มีการแพร่ระบาดโรคด้วยส่วนที่เรียกว่า สปอร์ (spore) โดย
มี น้ า ลม หรือส่ิงมีชีวิตเป็นตัวน า หรืออาจติดไปกับส่วนของพืชและดินที่เป็นโรค เชื้อราบางชนิด
พักตัวอยู่ในส่วนของพืชและดินเป็นเวลานานนับปี มีความสามารถเข้าท าลายพืชได้ทั้งทางแผล ช่อง
เปิดธรรมชาติของพืช หรือสามารถเข้าท าลายเนื้อเยื่อพืชได้โยตรง (สวทช, 2559) แบ่งเชื้อราโรคพืช
เป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได้ 4 กลุ่ม 

2.1.1.1 ไฟโคโมทิส (phycomycets) มีลักษณะที่ส าคัญคือ เชื้อราเส้นใยที่ท่ีไม่มีผนัง
เซลล์กั้นด้านขวาง เรียกว่า โคโนไซติกไฮฟีหรืออะเซพเทตไฮฟี (coenocytic hyphae หรือ aseptate 
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hyphae) ขยายพันธ์ุทั้งแบบใช้เพศ โดยผสมระหว่างเส้นใยที่มีลักษณะและเพศต่างกัน  และ
ขยายพันธ์ุแบบไม่ใช้ เพศโดยสร้างโซโอสปอร์  หรือสปอร์ที่มีหางในถุงหุ้มโซโอสปอร์ 
(zoosporangium) สปอร์เหล่านี้จะแพร่ระบาดโดยลม น้ า เชื้อรากลุ่มนี้ท าให้เกิดโรคที่ส าคัญกับพืช
เศรษฐกิจหลายชนิด เช่น โรคราน้ าค้างของข้าวโพด เกิดจากเชื้อสเคลอโรสปอรา ซอร์ไจ  
โรครากเน่าของทุเรียน เกิดจากเชื้อไฟทอฟทอรา เป็นต้น 

2.1.1.2 แอสโคไมซิทิส (ascomycets) เป็นเชื้อราที่ เส้นใยมีผนังกั้น (septate 
hyphae) ขยายพันธ์ทั้งแบบไม่มีเพศ โดยสร้างสปอร์ที่เรียกว่า โคนิเดีย (conidia) และแบบใช้เพศโดย
ผสมระหว่างเส้นใยที่มีลักษณะเพศต่างกัน จะเกิดเป็นแอสโคสปอร์ (ascospore) ในถุงห้อมสปอร์ 
(ascus) ถุงหุ้มสปอร์นี้อยู่ในกลุ่มเส้นใยที่ผสานตัวกันท าให้เกิดเป็นผนังหนาสีด า เรียกว่า  
ฟรุตติงบอดี (fruiting) คนโทปากเปิด (perithecium) และรูปถ้วยแชมเปญ (apothecium) เมื่อเกิดบน
พืชเป็นโรคโดยจะเห็นเป็นจุดสีด าๆ ได้แก่ โรคราแป้งข้าวขององุ่น กุหลาบ เป็นต้น 

2.1.1.3 เบสิดิโอไมซิทิส (basidiomycetes) เป็นเชื้อราที่เส้นใยมีผนังกั้น ขยายพันธ์ุ
แบบไม่มีเพศโดยสร้างสปอร์ เรียกว่า โคนิเดีย และแบบมีเพศ โดยผสมระหว่างเส้นใยที่มีลักษณะ
และเพศต่างกันเกิดสปอร์ เรียกว่า เบสิดิโอสปอร์ (basidiospore) ซ่ึงอาจเกิดอยู่ในฟรุตติงบอดี หรือ
เกาะติดอยู่บนเส้นใยที่มีรูปร่างคล้ายกระบอง เรียกว่า เบสิเดียม (basidium) เชื้อราในกลุ่มนี้ท าให้เกิด
โรคพืชต่างๆ เช่น โรคสนิม เกิดจากเชื้อยูสติลาโก เมย์ดิส โรคเขม่าด าหรือเส้นด า ของอ้อย เกิดจาก
เชื้อยูสติลาโก ไซตามิเนีย เป็นต้น 

2.1.1.4 ฟังไจอิมเปอร์เฟกไท หรือ ดิวเทอโรไมซิทิส  (fungi imperfecti or 
deuteromycetes) เป็นเชื้อราที่เส้นใยมีผนังกั้น จัดให้เป็นเชื้อราในกลุ่มชั่วคราว เนื่ องจากไม่พบ 
การสืบพันธ์ุแบบมีเพศ พบเฉพาะการสืบพันธ์ุแบบไม่ใช้เพศ จะมีการสร้างสปอร์ที่เรียกว่า โคนิเนีย 
เกิดจากก้านสปอร์ที่เรียกว่า โคนิดิโอฟอร์ (conidiophore) หรือบรรจุอยู่ในฟรุตติงบอดี ซ่ึงสามารถ
เห็นด้วยตาเปล่า การแพร่ระบาดของรากลุ่มนี้มักเกิดขึ้นหรือติดไปกับส่วนของพืช เชื้อราในกลุ่มนี้
เป็นสาเหตุของโรคพืชที่ส าคัญหลายชนิด เช่น โรคใบจุด ใบไหม้ และรากเน่า เกิดจากเชื้อราหลาย
ชนิด เช่น ฟิวราเรียม แอลเทอนาเรียคอลลีโททรีเซียมโกลโอสปอเรียมเซอร์โคสปอรา เซอร์วูลาเรีย
และ สเคลอโรเทียม เป็นต้น โดยเชื้อราในกลุ่มนี้เป็นปัญหาส าคัญในกลุ่มพืช ล าต้นใต้ดิน และข่า
ได้แก่ สเคลอโรเทียมที่มีลักษณะและโครงสร้างพิเศษที่ยากต่อการท าลาย ทนแสงแดด สารเคมี และ
รังสียูวี เมื่อปนเปื้อนไปกับวัตถุดิบทางการเกษตรจะก่อให้เกิดการเน่าเสีย ส่งผลต่ออายุการเก็บรักษา 
เนื่องจากสามารถทนต่อสภาวะอุณหภูมิต่ า (ปราณี พัฒนพิพิธไพศาลและ ชนิดาภา นวะพิฒ , 2555) 
ซ่ึงสเคลอโรเทียม มีคุณสมบัติและลักษณะต่างดังต่อไปนี้ 

2.1.2 เชื้อราสเคลอโรเทียม รอล์ฟสิไอ (Sclerotium rolfsii) 
Sclerotium rolfsii เป็นราในอาณาจักรฟังไจ (fungi) มีระยะสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัย 
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เพศไม่สร้างสปอร์เหมือนราทั่วไปแต่จะสร้างเม็ดสเคลอโรเทีย (sclerotia) เกิดจากการที่เส้นใย 
พันกันอัดแน่นจนเป็นเม็ดกลมขนาดใกล้เคียงกับเมล็ดพันธ์ุผักกาดตอนเริ่มสร้างจะเป็นเม็ดสีขาวเมื่อ
เจริญเต็มที่จะกลายเป็นสีน้ าตาลเป็นโครงสร้างที่ทนต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมช่วยใ ห้ 
เชื้อราชนิดนี้อยู่ข้ามฤดูได้ยังสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมและพักตัวอยู่ในดินได้นาน
หลายปีเม็ดสเคลอโรเทียที่พักตัวจะถูกกระตุ้นให้มีการงอกของเส้นใย (germ tube) และเข้าท าลายพืช
ได้เชื้อรานี้สามารถท าลายพืชได้มากกว่า 500 ชนิด จึงเป็นสาเหตุโรคพืชในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด
รวมทั้ง พืชตระกูลขิง ท าให้พืชมีอาการเหลืองและเห่ียวตายในที่สุด การเข้าท าลายพืชของเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii (รูปที่ 2.1) มีรายงานพบว่าเชื้อมีการสร้างเส้นใย (mycelia aggregates)ในขณะที่
เข้าท าลายพืชแต่ไม่ทราบถึงบทบาทของโครงสร้างนี้ในการท าให้เกิดโรค ต่อมาได้มีการศึกษาในพืช  
3 ชนิด คือ ถ่ัว ซูการ์บีท และแครอท พบว่าเชื้อ Sclerotium rolfsii จะสร้างโครงสร้างท่ีเรียกว่าเส้นใย
เป็นกลุ่ม ซ่ึงมีรูปร่างคล้ายโดม ท าหน้าที่แทงเข้าท าลายผนังเซลล์พืช (infection cushions)โดย
โครงสร้างนี้จะท าหน้าที่ปล่อยเอนไซม์และกรดออกซาลิค (oxalic acid ) ออกมาท าลายเซลล์พืชก่อน
การแทงเส้นใยเข้าไป เส้นใยที่เจริญออกมา เรียกว่าจุดสัมผัสยึดพืช (penetration peg) มีขนาดความ
กว้าง 1 ถึง 3 ไมครอน ท าหน้าที่แทงผ่านผิวของพืชเข้าไป นอกจากนี้ส่วนปลายของเส้นใยเดี่ยว จะ
พบการสร้างเส้นใยเป็นรากยึดแผ่เป็นตุ่ม (appressorium) ซ่ึงมีจุดสัมผัสยึดพืชที่จะแทงผ่านผนังเซลล์
ของพืชเข้าสู่เซลล์ภายในได้เช่นกัน ท าให้โครงสร้างการเจริญในลักษณะข้างต้นยากต่อการท าลาย 
หรือล้างออกด้วยน้ าสะอาดการเกิดโรคติดเชื้อของพืชเกือบทั้งหมดเป็นผลของปฏิกิริยาทางชีวเคมี
ระหว่ างสารที่ เชื้ อปล่อยออกมาในพืช  เอนไซม์  สารพิษ  สารควบคุมการ เจริญเติบโต  
(growth regulators) โพลีแซคคาไรด์ (polysaccharides) และปฏิชีวนะสารต่างๆ เช่น กรดออกซาลิ
คเอนไซมเ์อนโด โพลีกาแลคทูโรเนส (endo-polygalacturonase) ที่เข้าท าลายพืชให้เกิดความเสียหาย 
นอกจากนี้ เอนไซม์โพลีกาแลคทูโรเนสมีชื่อตามระบบ IUPAC ว่า poly - α- 1,4- galacturonide 
glyconohydrolase ท าหน้าที่ไฮโดรไลซ์พันธะไกลโคซิดิกที่อยู่ต่อกับหมู่คาร์บอกซิลย่อยแบบไม่เป็น
ระเบียบในสายโพลีเมอร์ (endo-splitting) ในสารประกอบเพคติน และกรดออกซาลิค (oxalic acid ) 
ที่เชื้อราชนิดนี้ผลิตขึ้น จัดได้ว่าเป็นสารพิษที่มีผลต่อไต เป็นอันตรายต่อระบบปัสสาวะและไตมี
ลักษณะอักเสบรุนแรง 
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รูปที่ 2.1 เชื้อรา Sclerotium rolfsii 
 

2.1.2.1 สัณฐานวิทยาของเชื้อรา Sclerotium rolfsii จัดอยู่ในคลาสดิวเทอโรไมซิทิส 
(class Deuteromycetes) ดิวิชันยูไมโคไฟตา (division Eumycopyta) และออเดอร์ไมซีเลียเลส  
(order Myceliales หรือ Mycelia Sterilia หรือ sterile fungi ) เป็นเชื้อราที่ไม่พบการสร้างสปอร์
ส าหรับสืบพันธ์ุ (asexual spores) ที่มีลักษณะต่างไปจากเส้นใยปกติและการอยู่ข้ามฤดูกาลโดยจะ
สร้างโครงสร้างพิเศษเรียกว่าสเคลอโรเทีย (sclerotia) ซ่ึงเกิดจากกลุ่มเส้นใยที่มาอัดตัวกันแน่น
ลักษณะคล้ายเมล็ดผักกาดเซลล์ของเชื้อราชนิดนี้เป็นแบบหลายเซลล์โดยแต่ละเซลล์จะเรียงต่อกัน
เป็นเส้นใย (hypha) และเมื่ออยู่รวมกันเป็นกลุ่มจะเรียกว่า กลุ่มเส้นใย (mycelium) ซ่ึงเส้นใยแต่ละ
เส้นใยสามารถแตกแขนงและเจริญกลายเป็นเซลล์ใหม่ได้  

 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างของเซลล์ Sclerotium rolfsii ที่เป็นแบบมีผนังกั้น 

           ที่มา : Whittaker (1967) 
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รูปที่ 2.2 แสดงโครงสร้างของเชื้อรา ชนิดนี้เป็นแบบเส้นใยมีผนังกั้น (septate hypae) คือ ในแต่ละ
ตอนของเส้นใยจะมีผนังกั้นท าให้ดูมีลักษณะเป็นห้องๆ โดยเส้นจะประกอบด้วยส่วนประกอบต่างๆ 
ดังนี้ ผนังเซลล์ (hyphal wall) เยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) นิวเคลียส (nucleus)ไรโบโซม 
(ribosome) เอนโดพลาสมิกเรติคูลัม (endoplasmic reticulum) กอลจิแอพพาราตัส (golgi apparatus) 
แวคิวโอล (vacuole)ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) และช่องในผนังกั้น (septum) ดังรูปที่ 2.3 

 

 

 
 
 

 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างและส่วนประกอบภายในเซลล์ 

            ที่มา : ดัดแปลงมาจาก Whittaker (1967) 
 

2.1.2.2 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของ Sclerotium rolfsii การเจริญเติบโตและ
การเพิ่มจ านวนของเชื้อขึ้นกับปัจจัยหลายอย่างโดยเฉพาะอย่างยิ่งอุณหภูมิและความชื้น นอกจากนั้น
ชนิดและส่วนประกอบของอาหารระดับความเป็นกรดด่างแสงการถ่ายเทอากาศและไบโอไทป์ 
(biotype) ของเชื้อก็มีส่วนท าให้การเจริญแตกต่างกันไป อิทธิพลของอุณหภูมิต่อการเจริญของเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดประมาณ  33 องศาเซลเซียสอุณหภูมิที่ มี
ความส าคัญต่อสีของเม็ดสเคลอโรเทียที่ 22 องศาเซลเซียสหรือต่ ากว่านี้สีของเม็ดสเคลอโรเทียจะ
อ่อนลงและงอกได้ในช่วง 10 ถึง 35 องศาเซลเซียสโดยมีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 25 ถึง 
30 องศาเซลเซียส และเม็ดสเคลอโรเทียจะไม่งอกที่ความชื้นต่ ากว่าจุดอ่ิมตัวของไอน้ าแต่ที่ความชื้น
สัมพัทธ์สูงกว่าร้อยละ 99 สามารถงอกได้ดีและเมื่อการถ่ายเทอากาศไม่ดีการงอกจะเป็นไปได้ไม่ดี
เช่นกัน การงอกจะลดลงเมื่อเม็ดสเคลอโรเทียยิ่งอยู่ลึกลงไปในดิน เมื่อสภาพแวดล้อมอ่ืนๆเหมาะสม
การเจริญเติบโตของเส้นใยในช่วงมืดตลอดจะเป็นไปได้อย่างรวดเร็ว  แต่ เมื่อเ ล้ียง เชื้ อ 
ไว้ในที่ที่มีแสงสว่างตลอดเวลาท่ี 25 องศาเซลเซียสเชื้อจะเจริญได้มากที่สุดและเม็ดสเคลอโรเทียจะ
ถูกสร้างมากที่สุดในที่ที่มีแสงจากรายงานการศึกษาวิจัยต่างได้สรุปว่าเชื้อรา Sclerotium rolfsii เจริญ
ได้ดีบนอาหารเล้ียงเชื้อ potato dextrose agar (PDA)  โดยอาหารเล้ียงเชื้อต่างชนิดจะมีผลต่อขนาด
และจ านวนเม็ดสเคลอโรเทียกล่าวคืออาหารเล้ียงเชื้อบางชนิดจะสร้างเม็ดสเคลอโรเทียจ านวน
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น้อยลงและขนาดเล็กกว่าการเล้ียงบนอาหาร PDA (Lyle, 1953) นอกจากนี้พบวิตามินไทอามีน 
(thiamine) เก็บอยู่ภายในเม็ดสเคลอโรเทียดังนั้นถ้าน าเม็ดสเคลอโรเทียไปเล้ียงในอาหารที่ไม่มี 
ไทอามีนเชื้อก็ยังสามสารถเจริญได้เชื้อรา Sclerotium rolfsii เจริญได้ในช่วงค่าพีเอช (กรด-ด่าง) 
ค่อนข้างกว้าง (พีเอช 3.5 ถึง 6.5) และสร้างเม็ดสเคลอโรเทียมากที่สุดที่ค่าพีเอชเท่ากับ 6.0 เม็ด 
สเคลอโรเทียจะงอกได้ดีในช่วงค่าพีเอช 2.6 ถึง 7.7 โดยที่ช่วงค่าพีเอชที่เหมาะสมที่สุดต่อการงอก 
คือ 2.6 ถึง 4.5 และทีค่่าพีเอชต่ ากว่า 2.1 เม็ดสเคลอโรเทียจะไม่งอก 
 

2.2 การปนเป้ือนจากสารก าจัดศัตรูพืช (pesticide) 
สินค้าเกษตรและอาหารของไทย เป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลายทั่วโลก รวมถึงพืชผักและผลไม้

สดหลายประเภท เมื่อปี 2558 การส่งออกสินค้าเกษตรและอุตสาหกรรมการเกษตรมีสัดส่วนการ
ส่งออกถึง 1 ใน 5 ของการส่งออกทั้งหมดของประเทศไทยที่ส่งออกไปตลาดสหภาพยุโรป 
(European Union; EU) เป็นมูลค่าประมาณ 128, 000 ล้านบาท อย่างไรก็ตามการส่งออกผักผลไม้ 
ไปยุโรปจะต้องได้มาตรฐานและมีกระบวนการตรวจสอบคุณภาพที่เข้มงวด แบ่งออกเป็น 2 ด้าน
หลัก ได้แก่ ด้านสุขอนามัยของคน คือ การตรวจสอบสารตกค้างที่จะต้องไม่มีสารเคมีที่เป็นพิษ
หลงเหลืออยู่ในผักผลไม้ ไม่ว่าจะเป็นยาฆ่าแมลง ปุ๋ย หรือสารเคมีปลอมปนอ่ืนๆ และการตรวจสอบ
เชื้อจุลินทรีย์รวมถึงด้านสุขอนามัยพืชที่จะต้องตรวจสอบว่าผักผลไม้ต้องปราศจากสารก าจัดศัตรูพืช 
สารเคมีก าจัดแมลงซ่ึงเกษตรกรไทยมีการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชและแมลงอย่างกว้างขวาง และใช้
ในปริมาณสูง โดยสารก าจัดศัตรูพืช (pesticides) หมายถึง สารเคมีที่มนุษย์น ามาใช้ก าจัด ท าลาย 
ควบคุม และป้องกันส่ิงมีชีวิตที่เป็นศัตรูมารบกวนความเป็นอยู่ของมนุษย์ สัตว์เล้ียงและพืชสามารถ
แบ่งชนิดของสารก าจัดศัตรูพืช (pesticides) ตามการออกฤทธ์ิได้ 5 ชนิด ดังนี้ 

(1) สารฆ่าแมลง (insecticides)  เช่น ดีดีที (DDT) ออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate)    
(2) สารฆ่าสัตว์ฟันแทะ (rodenticides) เช่น สารหนู 
(3) สารก าจัดวัชพืช (herbicides)   
(4) สารฆ่าเชื้อรา (fungicides)   
(5) กลุ่มเบ็ดเตล็ด  

โดยสารฆ่าแมลง (insecticides) สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดคือ สารฆ่าแมลงชนิดอนินทรีย์สาร 
(inorganic insecticides) ได้แก่ ปรอท ตะกั่ว สารหนู บิสมัส พลวง ฟลูออรีน ฟอสฟอรัส เป็นต้น 
สารฆ่าแมลงชนิดอินทรีย์สังเคราะห์ (synthetic organic insecticides) ได้แก่ พวกไฮโดรคาร์บอนที่มี
คลอรีนเป็นส่วนประกอบในโมเลกุล (chlorinate hydrocarbons) เช่น ดีดีที (DDT) และฟอสเฟต
อินทรีย์ (organophosphates) ได้แก่ ฟอสฟอริลคลอไรด์ (phodphoryl chloride) พาราไทออน 
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(parathion) และ โฟลิดอล (folidol) ในกลุ่มคาร์บาเมต (carbamates) ได้แก่ แอลดิคาร์บ (aldicarb) 
คาร์โบฟูแรน (carbofuran) เป็นต้น ส่วนสารฆ่าแมลงชนิดสุดท้าย คือ สารฆ่าแมลงชนิดอินทรีย์จาก
พืช (organic insecticides from plants) เช่น ไพรีธัม หางไหล ตะไคร้หอม สะเดาอินเดีย ยาสูบ เป็นต้น 
จากข้อมูลส านักงานมาตรฐานสินค้าเกษตรและอาหารแห่งชาติ  (มกอช.) สุ่มตรวจผักผลไม้ พบ
สารพิษตกค้างเกินมาตรฐาน 11 ชนิด ได้แก่ คลอไพริฟอส (chlopyrifos) มาลาไธออน (malathion) 
โมโนโครโตรฟอส (monocrotophos) โปรฟีโนฟอส (profenfos) โอเมโทเอต (omethoate) ไซเปอร์
เมทริน (cypermethrin) ไดเมโธเอท (dimethoate) แลมบ์ดาไซฮาโลทริน (lambdacyhalothrin)  
ไดโครโตฟอส (dicrotophos) และ อีพีเอน (Ethyl p-nitrophenyl thionobenzene phosphonate; EPN) 
นอกจากนั้นในปี 2553-2558 สหภาพยุโรปได้ตรวจพบสารตกค้างไดเมโธเอท มากถึง 6 ครั้ง  
ซ่ึงไดเมโธเอทเป็นสารก าจัดศัตรูพืชประเภทสารฆ่าแมลง (insecticides) อยู่ในกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต (organophosphate) 

2.2.1 ยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟต (organophosphate insecticides) 
ออร์กาโนฟอสเฟตเป็นยาฆ่าแมลงกลุ่มใหญ่ที่ สุดที่ใช้ ในปัจจุบัน แทนที่ 

ยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนคลอรีน (organochlorine insecticides) เนื่องจากมีความสามารถในการ
ฆ่าแมลงได้กว้ างมากกว่ ายาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนคลอรีน และไม่มีความคงทน 
ในสภาพแวดล้อม หรือตกค้างในส่ิงแวดล้อมนานเท่ากับยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนคลอรีน 
อย่างไรก็ตามยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟตมีความเป็นพิษต่อมนุษย์และสัตว์มีกระดูกสัน
หลังสูงกว่ายาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนคลอรีน การเป็นพิษส่วนใหญ่เกิดจากการหายใจ สัมผัสเข้า
ทางผิวหนัง อาการที่เกิดคือ ปวดศีรษะ คล่ืนไส้ เวียนหัวอาเจียน ตะคริว ท้องร่วง แน่นหน้าอก น้ าตา
ไหลพราก น้ าลายไหลเหงื่อแตกตามตัว ตัวเขียว และกล้ามเนื้อกระตุก อาจมากถึงชักหมดสติและ
ตายได้ 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.4 โครงสร้างท่ัวไปของฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟต 
ที่มา : Costa (2006)  
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โครงสร้างทั่วไปของยาฆ่าแมลงประเภทออร์กาโนฟอสเฟตแสดงดังรูปที่ 2.4
ซัลเฟอร์หรือออกซิเจนจะต้องเชื่อมโดยตรงกับฟอสฟอรัส ซ่ึงมีวาเลนซีเป็นห้า R1  และ R2 จะต้อง
เป็นกลุ่มอัลคอกซี (alkoxy) อัลคิล (alkyl) หรืออะมิโน (amino) และ X ต้องเป็นกลุ่มเอซิล (acyl) 
หรือกลุ่มท่ีมีประจุลบในกรดอินทรีย์ หรืออนินทรีย์ เช่น ฟลูโอรีน  (fluorine) ไซยาแนท (cyanate) 
ไธโอไซยาแนท (thiocyanate) หรือต้องเป็นส่วนหนึ่งของกรด เช่น อีนอล (enol) เมอแคบโต 
(mercapto) ซ่ึงมีกลไกการออกฤทธ์ิด้วยโครงสร้างฟอสฟอรัสจับกับซัลเฟตด้วยพันธะคู่ การจับกัน
ลักษณะดังกล่าวมีผลต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ acetyl choline esterase (AchE) ที่ท าให้เกิด
การคั่งของ acetyl choline ที่ปลายประสาท สามารถจ าแนกประเภทของสารฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟต ได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่กลุ่มไดเอทท็อกซี (diethoxy) ยาฆ่าแมลงในกลุ่มนี้มีความคงทนสูง
และมีพิษตกค้างนานกว่ายาฆ่าแมลงในกลุ่มไดเมทท็อกซี ตัวอย่างยาฆ่าแมลงในกลุ่มนี้คือ ดีมีตอน 
(demeton)ไดอาซีนอน (diazinon) โฟเรท (phorate) และทีอีพีพี (TEPP) ส่วนกลุ่มไดเมทท็อกซี 
(dimethoxy) กลุ่มนี้เป็นสารแปรสภาพง่าย ของกรดฟอสฟอริกที่ประกอบด้วยโซ่คาร์บอนส้ันๆ 
ต่อเนื่องกัน ยาฆ่าแมลงในกลุ่มนี้คือ มาลาไธออน  (malathion) ไตรคลอร์ฟอน (trichlorfon)  
โมโนโครฟอส (monochlophos) คาร์โบฟีโนไธ-ออน (carbophenothion) คูมาฟอส (cumaphos)  
ครูฟอเมต (crufomate) ไดคลอร์วอส(dichlorvos) เฟนไธออน (fenthion) เมวินฟอส (mevinphos) 
รอนเนล (runnel) และฟอสฟามิดอน (phosphamidon) ได้มีการน ามาลาไธออนมาใช้ในครัวเรือน
และสัตว์เล้ียง และไตรคลอร์ฟอนใช้ในทางการเกษตรกับพืชและการควบคุมแมลงวันในฟาร์ม  
ยาฆ่าแมลงกลุ่มนี้ที่สามารถดูดซึมมาก ได้แก่ ไดเมโธเอท 

ด้วยกลไกการออกฤทธ์ิที่มีอันตรายต่อผู้สัมผัส ปี 2552 สหภาพยุโรปได้ออก
กฎระเบียบใหม่เพื่อปรับระดับสารตกค้างสูงสุดของยาปราบศัตรูพืชและผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์  
3 ฉบับ โดยจากกฎระเบียบที่ปรับใหม่ในกลุ่มผักที่บริโภคส่วนราก ล าต้นใต้ดินเขตร้อน (tropical 
root and tuber vegetable)ให้มีปริมาณตกค้างสูงสุดในผลิตภัณฑ์ผักสด ตัดแต่ง ให้อยู่ในระดับที่ต่ า
กว่าเดิม แสดงดังตารางที่ 2.3 
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ตารางที่2.3 ประกาศปรับระดับปริมาณสารตกค้างสูงสุดของผักสดกลุ่มราก ล าต้นใต้ดินเขตร้อน 
โดยสหภาพยุโรปมีผลบังคับใช้ปี 2552 

 

Groups and examples of individual 
products to which the MRLs apply 

Pesticide residues and maximum residue 
levels (mg/kg) 

Azoxystrobin 0.05(1) 

Indoxacab 0.02(1) 

Ioxynil 0.05(1) 

Dimethoate 0.02(2) 

Cyprodinil 0.05(3) 

Dithiocarbamates 0.05(3) 

 

ที่มา : (1) Commission Regulation (EC) No 1050/2009 (2009) 
 (2) Commission Regulation (EC) No 1097/2009 (2009) 
 (3) Commission Regulation (EC) No 822/2009 (2009) 
 

จากตารางที่ 2.3 พบว่าไดเมโธเอท จัดอยู่ในกลุ่มที่มีการปรับปริมาณสารตกค้าง ดังนั้น  
จึงจ าเป็นที่จะต้องควบคุมและลดการปนเปื้อนหรือสารไดเมโธเอทที่ตกค้างในข่า เพื่อให้เป็นไป
ตามมาตรฐานการส่งออก ลดการกีดกั้นด้านการค้า และที่ส าคัญเพื่อให้ผู้บริโภคได้วัตถุดิบ  
ที่ปลอดภัย และไม่เป็นพิษต่อร่างกาย  

2.2.2 ไดเมโธเอท (dimethoate) 
ไดเมเอทเป็นสารเคมีตกค้างที่มีการปรับข้อก าหนดใหม่ของสหภาพยุโรปมีชื่อ

สารเคมี o,o dimethyl s-(N-methylcarbamoylmethyl) phosphorodithioate โครงสร้างแสดงดังรูปที่ 
2.5 คุณสมบัติทางเคมีกายภาพตัวผลึกสีขาว  จุดหลอมเหลว 52 ถึง 52.5 องศาเซลเซียสความ
หนาแน่นสัมพัทธ์  1.277 (65 องศาเซลเซียส  ) ดัชนีหักเห 1.5334 (65 องศาเซลเซียส) อยู่ใน   
21 องศาเซลเซียส การละลายในน้ าเป็น 2.5 กรัม ต่อ 100 มิลลิลิตร ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์
ส่วนใหญ่ได้ยาก เช่นแอลกอฮอล์ คีโตน อีเธอร์ เอสเทอร์ เบนซีน โทลูอีน เป็นต้น ไม่ละลาย 
ในปิโตรเลียมอีเทอร์และไฮโดรคาร์บอนอ่ิมตัว  มีความเสถียรในสารละลายที่เป็นกรด ย่อยสลาย
อย่างรวดเร็วในสารละลายเบสมีเสถียรภาพในแสงแดด  เป็นสารเคมีฆ่าแมลงที่มีประสิทธิภาพสูง  
มีผลส าหรับศัตรูพืชหลากหลายชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ่งศัตรูพืชชนิดเจาะดูด   สามารถควบคุม
เพล้ีย หนอนชอนใบ เพล้ียไฟ แมลงวันผลไม้ เพล้ียจักจั่น และเพล้ียหอย เป็นต้น  
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รูปที่ 2.5 โครงสร้างเคมขีองไดเมโธเอท (dimethoate) 

         ที่มา : European Food Safety Authority (2012) 
 

2.3 การปนเป้ือนจากโลหะหนัก  
โลหะเป็นสารที่พบอยู่ทั่วไปการปนเปื้อนของโลหะหนักในอาหารของมนุษย์  มีสาเหตุที่มา

ส าคัญ 3 ประการ คือ จากธรรมชาติ คือ ในดิน  น้ า  อากาศ  พืชและสัตว์ ตามวงจรธรรมชาติจากของ
เสียทางอุตสาหกรรม ไม่ว่าจะเป็นโรงงานผลิตสารเคมี ถลุงโลหะ หล่อหรือผสมโลหะ ฯลฯ โลหะที่
ออกสู่ส่ิงแวดล้อมจะมีทั้งเป็นก๊าซ  ของเหลว ของแข็งและจากกระบวนการผลิตอาหาร  เช่น  การ
สัมผัสระหว่างอาหารกับเครื่องจักรและอุปกรณ์ระหว่างผลิต และโลหะจากภาชนะบรรจุ
อาหาร โลหะบางชนิดมีความเป็นพิษแม้จะได้รับปริมาณน้อย  บางชนิดเป็นโลหะที่ร่างกายต้องการ
เพื่อการเจริญเติบโต  อย่างไรก็ตามหากได้รับมากเกินควรก็ท าให้เกิดพิษได้   บางชนิดสะสมอยู่ใน
ร่างกายได้นาน  บางชนิดร่างกายจะขับถ่ายได้เร็ว ท าให้ปัจจุบันหันมาสนใจและให้ความส าคัญกับ
ปริ ม าณโลหะที่ ปน เปื้ อน ในผ ลิตภัณฑ์ อ าห า ร  โ ด ย เฉพาะวั ต ถุดิ บท า งก า ร เ กษต ร  
ส้ินค้าทางการเกษตรที่เส่ียงต่อการปนเปื้อนโลหะหนักจากกระบวนการเพาะปลูกและการจัดการ
หลังเก็บเกี่ยวที่ไม่เป็นไปตามสุขอนามัยของพืช ก่อให้เกิดการสะสมจนมาถึงมือผู้บริโภค จะเห็นได้
(รูปที่ 2.6) ผักสดพร้อมบริโภคจ านวน 28  ชนิด เช่น ข้าวโพด มะเขือเทศ ผักกาด โดยเฉพาะ 
หัวไชเท้า และมันฝรั่งซ่ึงเป็นพืชท่ีบริโภคส่วนที่อยู่ใต้ดินเหมือนกับข่า  มีการปนเปื้อนของ สารหนู 
(As) ปรอท (Hg) โครเมียม (Cr) ตะกั่ว (Pb) นิกเกิล (Ni) และ แคดเมียม (Cd) (Pan, Wu  and Jiang, 
2016) 
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รูปที่ 2.6 ปริมาณความเข้มข้นของโลหะหนกั (mg/kg) ที่ตรวจพบในผักสดทั้งหมด 28 ชนิด 
       ที่มา : Pan, Wu and Jiang  (2016) 
 

นอกจากนี้โลหะหนักกลุ่มดังกล่าวยังเป็นที่สนใจของนักวิจัยที่ท าการทดสอบทาง  
ด้านพิษวิทยาเนื่องจากโลหะหนักมีครึ่งชีวิตในการย่อยสลายในระบบนิเวศน์เป็นเวลานานหลายปี 
ท าให้เกิดการสะสม โดยเฉพาะในแหล่งน้ าและดินที่ท าการเพาะปลูก  ส่งผลให้ผัก ผลไม้สด ได้รับ
การปนเปื้อนโลหะ เช่น ข้าวโพด กะหล่ าปลี ผักกาด เป็นต้น (ตารางที่  2.4) สาเหตุส าคัญ 
ของการปนเปื้อนโลหะหนักที่ส าคัญอีกประการ คือ ตะกั่ว  ที่ เป็นส่วนผสมส าคัญในสาร  
ก าจัดศัตรูพืช นิยมน ามาใช้ในแปลงเกษตร รวมถึงไร่ข่า จึงท าให้เกิดการสะสมในระบบนิเวศน์ 
และข่าด้วยเช่นกัน  
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ตารางที ่2.4 ปริมาณความเข้มข้นของโลหะหนักที่ตรวจพบในผักสดพร้อมบริโภค 
 

 
 

หมายเหตุ : n หมายถึง จ านวนตัวอย่างท่ีท าการทดสอบ  
ND หมายถึง ค่าที่ตรวจวัดต่ ากว่าค่ามาตรฐานเครื่องมือวิเคราะห์ (below detection-  
limit) และ แคดเมียม (Cd) นิกเกิล (Ni) ตะกั่ว (Pb) โคบอลต์ (Co) และโครเมียม (Cr) 

ที่มา : Guerra, Trevizam, Muraoka, Marcante and Brazaca (2012) 
 

จากที่กล่าวในข้างต้นข่าเป็นหนึ่งในผลิตภัณฑ์ผักสดตัดแต่งที่ส่งออกของไทย จึงมีการ
ก าหนดปริมาณโลหะหนักสูงสุดที่มีได้ในผลิตภัณฑ์อาหารประเภท ผักสดบริโภค สมุนไพร ยกเว้น
ใบผักสดที่บริโภครากหรือล าต้นใต้ดิน เนื้อปลา และเนื้อสัตว์ ส าหรับ แคดเมียม ปรอท ดีบุกและ
ตะกั่ว ทีถู่กจัดอยู่ในกลุ่มต้องมีการควบคุมปริมาณการปนเปื้อนตามมาตรฐานยุโรปเมื่อพิจารณาตาม
ปริมาณตกค้างสูงสุดที่อนุญาตให้มีได้ (maximum residue levels; MRL) พบแคดเมียมและตะกั่ว 
อนุญาตให้ตรวจพบหรือมีได้ในผลิตภัณฑ์ผักสดที่บริโภครากหรือล าต้นใต้ดิน ได้ไม่เกิน 0.10 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  (ตารางที่ 2.5) ดังนั้น ข่า เป็นผัก สมุนไพร และเครื่องเทศ ที่จัดอยู่ในกลุ่ม
บริโภคราก หรือล าต้นให้ดิน ท่ีมีโอกาสการปนเปื้อนจากตะกั่ว และพิจาณาร่วมกับ ปริมาณตกค้าง
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สูงสุดที่อนุญาตให้มีได้ นั้นท าให้สามารถวิเคราะห์และสรุปได้ว่าตะกั่ว เป็นหนึ่งในสารเคมีตกค้างที่
เป็นอันตรายสูงสุดที่จะต้องได้รับการควบคุมเพื่อลดปริมาณการปนเป้ือนในผลิตภัณฑ์ผักสดเพื่อให้
เป็นไปตามมาตรฐานการส่งออก และความปลอดภัยต่อผู้บริโภค 
 
ตารางที่ 2.5 ปริมาณโลหะหนักตกค้างไม่เกินข้อก าหนด (maximum levels) ในอาหาร 
 

โลหะหนกั ประเภทอาหาร MRL  
(Minimal Residue levels) 

mg/kg wet weight 
ตะกั่ว ผักและส่วนอ่ืนๆทีบริโภค สมุนไพร ยกเว้น 

ใบ  
0.10 

แคดเมียม ผัก/ล าต้น รากใต้ดิน 0.10 
ปรอท เนื้อปลา/เนื้อสัตว์ 1.0 
ดีบุก อาหารกระป๋องท่ัวไป 200 

 

ที่มา : Official Journal of the European Union (2008) 
 

2.3.1 คุณสมบัติและความเป็นพิษของตะกั่ว (lead, Pb) 
ตะกั่วในธรรมชาติส่วนใหญ่อยู่ในรูปซัลไฟด์ หรือกาลีนา ซ่ึงหากเกิดการปนเปื้อน

ตะกั่วในดินมีผลต่อการเพาะปลูก ตารางท่ี 2.6 ข้อมูลจากสถาบันอาหารที่ประกาศแจ้งเตือนต่อผู้ผลิต 
ไปยังสาธารณรัฐประชาชนจีน มีการแก้ไขมาตรฐานปริมาณตะกั่วที่อนุญาตให้มีสูงสุดในอาหาร 
กลุ่มผลิตภัณฑ์ผักสดก าหนดปริมาณตะกั่วตกค้างต้องไม่เกิน 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม   
จะเห็นได้ว่านานาชาติให้ความส าคัญและตระหนึกถึงการปนเปื้อนของตะกั่วในผลิตภัณฑ์อาหาร 
เนื่องจากพิษของตะกั่วมีผลแบบไม่จ าเพาะเจาะจง (nonspecific) จึงอาจเกิดพยาธิสภาพได้หลาย
ระบบ และได้มีการศึกษาทดลองเพื่อการก าหนดมาตรฐาน เพื่อป้องกันสารตะกั่วปนเปื้อนในอากาศ 
อาหาร และ น้ า เพื่อความปลอดภัยขึ้นในหลายประเทศ รวมทั้งไทยด้วย ได้ข้อสรุปว่า ในบุคคล
ทั่วไป ตะกั่วเข้าสู่ร่างกายได้ ทางปากโดยรับประทานอาหาร และน้ าดื่มที่ปนเปื้อนตะกั่ว ทางการ
หายใจส่วนการดูดซึมทางผิวหนัง ส่วนมากเกิดกับบุคคลที่มีอาชีพเกี่ยวข้องกับตะกั่วเป็นส่วนใหญ่ 
ซ่ึงปริมาณการปนเปื้อนตะกั่วที่เป็นพิษแสดงดังตารางท่ี 2.7 
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ตารางที่ 2.6  มาตรฐานแห่งชาติสาธารณรัฐประชาชนจีน ภายใต้ USDA ว่าด้วยปริมาณตะกั่วที่ 
อนุญาตให้มีสูงสุดในอาหาร 

 

Item Index (mg/kg) 
ธัญพืช 
ถ่ัว 
มัน 
ผักสด 
ผลไม ้
เนื้อสัตว์ 
ปลา กุ้ง 
ไข ่

ผลิตภัณฑ์ (นมสด) 
ชา 

0.2 
0.2 
0.2 
0.1 
0.1 
0.2 
0.5 
0.2 
0.05 

5 
 

ที่มา : สถาบันอาหาร (2558) 
 

 ตะกั่วเมื่อเข้าสู่ร่างกายไม่ว่าทางใดจะถูกดูดซึมเข้าสู่ระบบไหลเวียนโลหิตไปจับกบัเม็ดเลือด
แดง แทนที่เหล็ก (Fe+2) ซ่ึงเป็นโลหะที่จ าเป็นในการสร้างเม็ดเลือดแดง ท าให้เกิดอาการโลหิตจาง 
(anaemia) และมีผลให้ปริมาณเหล็กในน้ าเหลืองเพิ่มขึ้นผิดปกติ ตะกั่วบางส่วนไปสะสมในกระดูก 
ตะกั่ว (Pb+2) จะเข้าไปแทนที่แคลเซียม (Ca+2) ซ่ึงเป็นโลหะที่จ าเป็นในการสร้างกระดูก และฟันท า
ให้มีอาการปวดตามข้อ กระดูกผุ และหักง่ายอาการพิษเรื้อรังที่พบบ่อย คือ อาการของระบบย่อย
อาหาร จะเกิดการปวดท้อง น้ าหนักลดเบื่ออาหารคล่ืนไส้ อาเจียน ท้องผูก อาการพิษทางประสาท 
และสมอง ท าให้ทรงตัวไม่อยู่ เกิดอาการประสาทหลอน ซึมไม่รู้สึกตัว ชัก มือและเท้าตก เป็น
อัมพาต สลบ และอาจตายได้ 

ดังนั้น การปนเปื้อนจากอันตรายทางด้านจุลินทรีย์ ได้แก่ Sclerotium rolfsii และเคมี ได้แก่ 
ไดเมโธเอท และตะกั่ว จัดเป็นความเส่ียงสูงสุดที่ต้องมีการควบคุมเพื่อลดปริมาณการตกค้าง ให้อยู่
ในระดับมาตรฐานอาหารยอมรับ และไม่เป็นพิษต่อผู้บริโภค ซ่ึงกระบวนการควบคุมเพื่อลด
อันตรายดังกล่าวสามารถจัดการด้วยการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดีและเหมาะสม (Good Agriculture 
Practices; GAP) เป็นแนวทางในการท าการเกษตร เพื่อให้ได้ผลผลิตที่มีคุณภาพตรงตามมาตรฐาน
ก าหนด กระบวนการผลิตจะต้องปลอดภัยต่อเกษตรกรผู้บริโภค มีการใช้ทรัพยากรที่เกิดประโยชน์
สูงสุด และไม่ท าให้เกิดมลพิษต่อส่ิงแวดล้อม โดยหลักการนี้ได้รับการก าหนดโดยองค์การอาหาร
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และเกษตรแห่งสหประชาชาติ (FAO) นอกจากนี้ขั้นตอนต่อไปที่สามารถลดระดับการปนเปื้อน
ดังกล่าวได้ จะเกี่ยวข้องกับการการจัดการหลังการเก็บเกี่ยว ได้แก่ กระบวนการที่ล้างและเป็น
กระบวนการหรือวิธีการเบื้องต้นที่สามารถลดอันตรายทางด้านจุลินทรีย์ เคมี และทางกายภาพได้ 
โดยอาศัยหลักการปฏิบัติที่ดีในการผลิตอาหาร (Good Manufacturing Practice; GMP) เป็นระบบ
ประกันคุณภาพท่ีมีการปฏิบัติในการผลิตอาหาร เพื่อให้ เกิดความปลอดภัย และมั่นใจต่อการบริโภค 
ทีค่รอบคลุมทุกขั้นตอนการผลิต รวมถึงการล้าง และสารฆ่าเชื้อที่เลือกใช้ ในปัจจุบันประเทศไทยได้
มีหน่วยงานโดยสถาบันส่งเสริมคุณภาพเกษตรกรไทย สถาบันอาหารและภาคเอกชน ผลักดันให้เกิด 
มาตรฐาน Thai GAP เพื่อสร้างความมั่นใจให้กับคู่ค้าและผู้บริโภคว่าสินค้าเกษตรที่ผลิตในประเทศ
ไทย ได้ถูกผลิตตามมาตรฐานและกระบวนการที่ปลอดภัย ถูกสุขอนามัย ปลอดภัยจากสารเคมีและ
เชื้อโรคที่อาจก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้ผลิต ผู้บริโภค รวมถึงสัตว์ ธรรมชาติและส่ิงแวดล้อม 
 

ตารางที่ 2.7 ระดับปกติและระดับที่เป็นพิษของตะกั่วในเลือด และปัสสาวะ 
 

ระดับตะกั่ว ระดับปกต ิ ระดับเร่ิมเปน็พิษ ระดับแสดงอาการพิษ 

ระดับตะกั่วในเลือด 
(µg/100 ml) 

10-20 40 70 

ระดับตะกั่วในปัสสาวะ 
(µg/L) 

10-70 100 200-400 

Coproporphyrin (µg) 80 /1 วัน 200 /ปัสสาวะ 1 ลิตร 600 /ปัสสาวะ 1 ลิตร 
Delta-ALA  
(mg/day) 

2-3 5-10 10-20 
 

ที่มา :  กรมวิทยาศาสตรก์ารแพทย์ (2532) 
 

2.4 กระบวนการล้างหลังการเก็บเกี่ยว (washing procedures) 
การล้าง (washing) เป็นการเตรียมวัตถุดิบเบื้องต้นก่อนการแปรรูป หรือเพื่อส่งออกในรูป

ผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สดตัดแต่ง (fresh-cut products) ไปต่างประเทศ มีวัตถุประสงค์หลักเพื่อลด 
ส่ิงปนเป้ือนทุกชนิดที่มากับวัตถุดิบ ทั้งการปนเปื้อนทางกายภาพ การปนเปื้อนจุลินทรีย์และทางด้าน
เคมี มีผลท าให้วัตถุดิบลดระดับจุลินทรีย์ สารเคมีท่ีเป็นพิษ หรือวัตถุอันตรายให้อยู่ในระดับท่ีไม่เป็น
พิษต่อผู้บริโภคปลอดภัยต่อการบริโภค และอยู่ในระดับมาตรฐานอาหารก าหนด รวมถึงเป็น
กระบวนการทีท่ าให้ผลิตภัณฑ์อาหารมีอายุการเก็บรักษานานขึ้น ส าหรับกรณีส่งออกผลิตภัณฑ์ผัก 
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ผลไม้สดตัดแต่ง ไปยังสหภาพยุโรปได้ถูกก าหนดให้มีการตรวจสอบปริมาณสารพิษยาฆ่าแมลง
ตกค้างและเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นอันตรายต่อมนุษย์ในผลิตภัณฑ์ ที่มีเงื่อนไขให้ผู้ส่งออกจากไทยจะต้อง
มีการตรวจสอบเพื่อรับรองความปลอดภัย เช่น การตรวจและออกใบรับรองสุขอนามัยพืช 
(phytosanitary certificate) หรือจะต้องผ่านการรับรองมาตรฐานคุณภาพสินค้าที่เรียกว่ามาตรฐาน
การปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี  (GAP) จากกรมวิชาการเกษตรกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
ในการออกใบรับรองสินค้าผักผลไม้แทนสหภาพยุโรปซ่ึงเป็นมาตรการของภาครัฐของไทย  
ที่ก าหนดขึ้นเพื่อควบคุมคุณภาพการส่งออกและมาตรฐานสินค้าผักผลไม้ไทยที่สอดคล้องกับ  
ความตกลงทีว่่าด้วยการใช้มาตรการสุขอนามัยและสุขอนามัยพืชภายใต้องค์การการค้าโลก (World 
Trade Organization; WTO) หรือในส่วนของภาคเอกชนไทยได้มีการก าหนดมาตรฐาน Thai GAP 
ซ่ึงเป็นมาตรฐานของภาคเอกชนไทยในการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดทีี่ได้ผ่านกระบวนการเทียบเคียง
มาตรฐานเข้มงวดของระบบโกลบอล จี เอ พี (Global GAP) ที่เน้นการปฏิบัติคือ ความปลอดภัย 
สภาพแวดล้อม สุขภาพความปลอดภัยและสวัสดิภาพของผู้ปฏิบัติงาน 

การล้างจึงเป็นขั้นตอนที่มีความส าคัญอย่างยิ่ง เป็นขั้นตอนในส่วนของการปฏิบัติที่ดี  
หลังการเก็บเกี่ยว เพื่อลดอันตรายดัชนีความเส่ียงที่ปนเปื้อนมากับวัตถุดิบทางการเกษตร การล้างมี
หลายแบบขึ้นอยู่กับวัตถุดิบที่จะล้าง ได้แก่การท าความสะอาดแบบแห้ง (dry cleaning) เหมาะกับ
วัตถุดิบที่ไม่ต้องการให้เปียกน้ า เช่น  เมล็ดธัญชาติ ถ่ัวเมล็ดแห้ง ลูกเดือย งา รวมทั้งวัตถุดิบประเภท
ของแห้งการท าความสะอาดแบบเปียก (wet cleaning) เป็นการท าความสะอาดวัตถุดิบด้วยน้ า 
อาจเรียกว่า การล้าง (washing) มีวัตถุประสงค์ เพื่อก าจัด ลด ส่ิงสกปรก จุลินทรีย์ สารพิษทีต่ิดอยู่กับ
วัตถุดิบ ให้หลุดออกหรือละลายอยู่ในน้ าล้างเหมาะกับผัก ผลไม้สด พืชหัว เช่น ขิง ข่า ขมิ้น เป็นต้น 
การที่จะลดและควบคุมการปนเปื้อนอันตรายทางด้านต่างๆ ได้นั้นจะต้องอาศัยปัจจัยต่างที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนการ ดังต่อไปนี้ 

2.4.1 ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการล้าง 
ปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพการล้าง ได้แก่ ความสะอาดของน้ าล้างอุณหภูมิของ

น้ าล้างระยะเวลาการล้างหรือการแช่ในน้ าล้างสารฆ่าเชื้อ (sanitizer) และแรงกลระหว่างการล้าง  
เช่น การฉีดน้ า การท าน้ าให้ปั่นป่วน การขัดถูระหว่างการล้างโดยจะต้องผ่านการพิจารณา 
แล้วว่าการล้างแต่ละประเภทและการเลือกใช้สารฆ่าเชื้อจะต้องมีความเหมาะสมกับวัตถุดิบทาง  
การเกษตรที่น ามาล้าง เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด โดยขั้นตอนการล้างในอุตสาหกรรมมีการใช้
สารฆ่าเชื้อร่วมกับการล้างเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ เมื่อพิจารณาจากรูปที่ 2.7 สามารถแบ่งขั้นตอน 
การล้างได้ 2 ขั้นตอน คือ การล้างเพื่อเตรียม (pre-washing) เป็นการล้างเพื่อลดหรือก าจัด 
การปนเปื้อนทางด้านกายภาพ เป็นการล้างในลักษณะให้น้ าไหลผ่าน (rinsing) วัตถุดิบผักผลไม้สดที่
เรียงอยู่บนสายพานจะถูกล้างและผ่านไปยังขั้นตอนที่สอง เป็นการล้างที่มีการใช้สารฆ่าเชื้อ  
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ร่วมในกระบวนการ ในขั้นนี้จะต้องมีการจ าแนกชนิดวัตถุดิบที่น ามาล้างว่าสามารถล้างด้วยการแช่ 
(soaking) หรือต้องล้างด้วยการฉีดพ่นด้วยสารฆ่าเชื้อ ดังนั้นการจ าแนกประเภทวัตถุดิบทาง
การเกษตรที่น ามาล้างจะช่วยให้การล้างเพื่อลดระดับจุลินทรีย์ สารเคมี สารพิษ มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 
โดยข่า  ส่วนที่ ล้างคือ  ราก เหง้าที่อยู่ ใต้ดิน ท าให้มีวิ ธีการล้างที่ เฉพาะและแตกต่ างจาก  
ผัก ผลไม้ท่ัวๆ ดังต่อไปนี้ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7 ระบบหมุนเวียนน้ าล้างและขั้นตอนการล้างดว้ยสารฆ่าเชื้อที่มีประสิทธิภาพส าหรับการ 

                  ล้างผัก ผลไม้สดตัดแต่งในอุตสาหกรรมอาหาร 
   ที่มา : Gil, Selma, Galvez and Allende. (2009) 
 

2.4.2 ขั้นตอนการล้างผลิตภัณฑ์ผักสดชนิด ราก ล าต้น และก้านตัดแต่ง (Fresh-Cut non 
leafy vegetables) 

การล้าง (รูปที่ 2.8) ผลิตผลทางการเกษตร ประเภท ล าต้น หัว เหง้า ใต้ดิน เช่น ขิง 
ข่า หรือส่วนล าต้นเช่น หน่อไม้ฝรั่ง เป็นต้น ขั้นตอนการล้างเริ่มตั้งแต่การรับวัตถุดิบหลัง 
การเก็บเกี่ยว (receiving) มีการจัดเก็บรักษาในห้องเย็น (pre-cooling) กรณีที่ไม่ได้มีการล้างทันที 
ในขั้นตอนนี้ต้องค านึงถึงชนิดของผัก ปริมาณน้ าในผักนั้นๆ การหายใจ และความชื้นสัมพัทธ์ที่
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เหมาะสมโดยข่าจัดเป็นพืชตระกูลขิง จึงสามารถเก็บรักษาก่อนการล้างได้ที่อุณหภูมิ 8 ถึง 13 องศา
เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 65 จะท าให้มีอายุการเก็บรักษาไม่เกิน 6 เดือนอย่างไรก็ตาม
ขึ้นกับกระบวนการจัดการซ่ึงในการเก็บรักษาขั้นตอนนี้จะต้องเป็นวัตถุดิบที่ไม่ผ่านการล้าง จากนั้น
เป็นกระบวนการล้างเบื้องต้น (pre-washing) อาจมีการใช้สารฆ่าเชื้อร่วมในกระบวนการนี้  
ท าการตัดแต่ง หรืออาจรวมการปอกเปลือกและคัดขนาด (peeling, trimming, cutting and specific 
size) ล าเลียงบนสายพานไปยังถังบรรจุสารฆ่าเชื้อ หรือสารที่มีส่วนผสมสารกันเสีย (preservative 
agent) ด้วยการจุ่ม (dipping) หรือแช่ (soaking) ระยะเวลาขึ้นกับชนิดของสารฆ่าเชื้อและความ
เข้มข้น จากนั้นพักให้แห้ง ก่อนบรรจุ ติดฉลาก และเก็บเพื่อรอจ าหน่ายต่อไป 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.8 กระบวนการล้างผัก ผลไม้ และรากหรือล าต้นใตด้ินเขตร้อน 
ที่มา : James and Ngarmsak  (2010) 

 
ดังนั้นสามารถสรุปขั้นตอนการล้าง คือ หลังจากเก็บเกี่ยวต้องเก็บวัตถุดิบไว้ใน 

ที่เย็น ก่อนเข้าสู่กระบวนการล้างขั้นตอนที่ 1 เป็นการล้างโดยยังไม่มีการตัดแต่งที่สามารถล้างด้วย
น้ าสะอาดหรือร่วมด้วยการใช้สารฆ่าเชื้อ ขั้นตอนที่ 2 เป็นการตัดแต่งให้ได้ขนาดหรือรูปร่างตามที่
ต้องการ ขั้นตอนที่ 3 คัดเลือกส่วนหรือชิ้นไม่ตรงตามความต้องการออก ขั้นตอนที่ 4 น าไปจุ่มด้วย
น้ าที่ผสมสารฆ่าเชื้อ และขั้นตอนที่ 5 ท าให้แห้ง ขั้นตอนที่ 6 บรรจุลงในบรรจุภัณฑ์ ขั้นตอนที่ 7 
เก็บรักษาในสภาวะที่เหมาะสมก่อนจ าหน่ายหรือส่งออก กระบวนการล้างที่ดีจะต้องสอดคล้องกับ
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การเลือกใช้สารฆ่าเชื้อโดยจะต้องพิจารณาถึงประสิทธิภาพและผลกระทบต่อผู้ใช้งานและผู้บริโภค
ท าให้หน่วยงานองค์การอาหารและเกษตร (Food and Agriculture Organization of the United 
Nations; FAO) และองค์การอนามัยโลก (World Health Organization; WHO)ได้ออกกฎหมายและ
มาตรฐานการเลือกใช้สารฆ่าเชื้อส าหรับล้างผลิตภัณฑ์ผัก ผลไมส้ดตัดแต่ง  

 

2.5 สารฆ่าเช้ือ (sanitizer) 
 สารฆ่าเชื้อ หมายถึง สารที่ใช้เพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ เช่น รา ยีสต์ แบคทีเรีย โดยเฉพาะ
จุลินทรีย์ก่อโรค (pathogen) รวมถึงสปอร์ของรา และสปอร์ของแบคทีเรียที่ปนเปื้อน ให้อยู่ในระดับ
ที่ปลอดภัยต่อสุขภาพของผู้บริโภค (วรรณพร ศรีสุคนธรัตน์ , 2558) มีการน าสารฆ่าเชื้อนี้มา
ประยุกต์ใช้ล้างผักผลไม้ โดยมีรายงานการวิจัยที่ท าการศึกษาค้นคว้าถึงประสิทธิภาพและความ
ปลอดภัยมานานนับสิบปีเพื่อให้เกิดความมั่นใจในการน าไปใช้งานและไม่เป็นพิษผลการศึกษา 
สารฆ่าเชื้อในกลุ่มคลอรีน (chlorine; Cl2) โซเดียมฟอสเฟต (Sodium Phosphate; Na3PO4) 
สารละลายที่เป็นกรดเข้มข้นร้อยละ 1 และ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide; H2O2) 
น าไปใช้ในการล้างแอปเปิ้ล เพื่อลดปริมาณเชื้อ Escherichia coli เปรียบเทียบกับการล้างด้วยน้ า
ธรรมดา ที่อุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่าการล้างด้วยสารฆ่าเชื้อดังกล่าวสามารถลด
ปรมิาณจุลินทรีย์ได้ แต่ก็ยังไม่สามารถลดปริมาณจุลินทรีย์ได้มากกว่าร้อยละ 90 (Sapers, 2001) จึงมี
การศึกษาเพิ่มเติมมากขึ้นเพื่อหาความเป็นไปได้ในการใช้งาน  ประสิทธิภาพและกลุ่มจุลินทรีย์
เป้าหมายที่สามารถท าลายหรือยับยั้งได้ซ่ึงได้รับการยอมรับและอนุญาตให้ใช้โดยคณะกรรมการ
อาหารและยาประเทศอเมริกา (FDA) ได้แก่ ไฮโปรคลอไรท์ (hypochlorite) คลอรีนไดออกไซด์ 
(chlorine dioxide) ไอโอดีน (iodine) เป็นต้น (Parish et al., 2003) แต่ในปัจจุบันมีการน า 
สารคลอรีนไดออกไซด์มาใช้ในกระบวนการล้างผักผลไม้อย่างกว้างขวางเนื่องจากเกิดผลกระทบ
การกัดกร่อนน้อยกว่าการใช้สารแคลเซียมไฮโปรคลอไรท์ 
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ตารางที่ 2.8 ชนิดสารฆ่าเชื้อ ความเข้มข้น และความสามารถในการท าลายจุลินทรีย์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ที่มา : Parishet al. (2003) 
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2.5.1 สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ (chlorine dioxide) 
สารละลายคลอรีนไดออกไซด์อยู่ ในรูปแบบของเหลวใสสีเหลืองกึ่ง เขียว 

มีความส าคัญมากในปัจจุบัน  เนื่องจากกรรมวิธีการฆ่าเชื้อแบบธรรมดาโดยใช้คลอรีนจะเกิด
ปฏิกิริยาข้างเคียง (side reaction)  คือคลอรีนจะไปท าปฏิกิริยากับสารอินทรีย์ในน้ า  ก่อเกิดเป็น 
สารไตรฮาโลมี เทน(trihalomethane; THM) และสารอินทรีย์คาร์บอนซ่ึงสารเหล่านี้ เป็น 
สารก่อให้เกิดมะเร็งจึงต้องพยายามหลีกเล่ียงการใช้คลอรีนและสารไบโอไซด์  แต่ผลที่ได้จาก
ปฏิกิริยาของคลอรีนไดออกไซด์  กับสารอินทรีย์ที่ละลายอยู่ในน้ าจะมีผลความเป็นพิษน้อยกว่า 
ทั้งในด้านปริมาณและความรุนแรง   นอกจากนี้คลอรีนไดออกไซด์ยังละลายน้ าได้ดีกว่าและ
เหมาะสมอย่างยิ่งส าหรับการฆ่าเชื้อโรคทั้งในน้ าดื่มและในน้ าดิบที่มีสารประเภทสารอินทรีย์ละลาย
อยู่อย่างมาก  เช่น  น้ าผิวดิน  หรือน้ าใต้ดิน  ที่ผ่านการหมักหมมของซากอินทรีย์ต่างๆการเติม
คลอรีนไดออกไซด์ลงไปเพียงปริมาณน้อย  ก็สามารถฆ่าเชื้อโรคได้อย่างสมบูรณ์  เนื่องจากคลอรีน
ไดออกไซด์จะไม่รวมกับสารอ่ืนๆ เป็นสารประกอบคลอรีน  ซ่ึงท าให้มีฤทธ์ิในการฆ่าเชื้อของ
คลอรีนลดลง  ในการใช้งานส่วนใหญ่แล้วจะใช้ความเข้มข้นของคลอรีนไดออกไซด์  เพียง 0.1 ส่วน
ในล้านส่วน (part per million; ppm) ก็เพียงพอต่อการฆ่าเชื้อโรค ออกฤทธ์ิได้ดีในช่วงค่า 
พีเอชกว้าง คือ 3 ถึง 10  และเมื่อคลอรีนไดออกไซด์สัมผัสกับอาหารจะไม่ท าให้อาหารนั้นมีรสชาติ
เปล่ียนแปลงอย่างใดเป็นสารที่เหมาะอย่างยิ่งส าหรับการฆ่าเชื้อโรคในน้ าอ่อนหรือในน้ าที่มี ค่า 
พีเอชสูงๆ อันเป็นสภาวะที่ความสามารถในการฆ่าเชื้อของคลอรีนไดออกไซด์มากกว่าคลอรีน  โดย
ที่คลอรีนเมื่อค่าพีเอชสูงขึ้นจะเปล่ียนไปอยู่ในรูปของไฮโปคลอไรท์   (OCl-) ซ่ึงมีประสิทธิภาพใน
การฆ่าเชื้อลดลงปัจจุบันทั้ง องค์การอนามัยโลก คณะกรรมการอาหาร  และยาประเทศอเมริกา 
คณะกรรมการอาหารและยาประเทศไทย  (อย.)ได้ส่งเสริมสนับสนุนให้มีการใช้สารคลอรีน 
ไดออกไซด์แทนคลอรีนทั่วไป  โดยเฉพาะในกลุ่มอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่มที่ส่งออกไปยัง
ประเทศในแถบยุโรปและอเมริกา  ซ่ึงกลุ่มประเทศเหล่านี้จะขอความร่วมมือจากทางผู้ส่งออกให้ใช้
สารฆ่าเชื้อในกลุ่มของคลอรีนไดออกไซด์เพื่อความปลอดภัยที่ดีกว่าของผู้บริโภคจาการทดลองการ
น าคลอรีนไดออกไซด์ไปล้างมะเขือเทศ (Park, 2008) พบว่าเมื่อมะเขือเทศสัมผัสกับสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์ 1 นาที จะสามารถลดปริมาณแบคทีเรีย Escherichia coli และ Salmonella ได้ 
1 log 

การน าคลอรีนไดออกไซด์ไปใช้ในกระบวนการล้างผัก ผลไม้สดมีการก าหนด
ปริมาณการใช้งานด้วยหน่วยงานคณะกรรมการอาหารและยาประเทศอเมริกา (FDA) ส าหรับการ
ล้างผัก ผลไม้สดตัดแต่งไม่เกิน 2 ถึง 5 ส่วนในล้านส่วน ในการล้างผัก ถ้าเป็นผักหัวใต้ดิน ล าต้นใต้
ดิน เหง้าใช้อนุญาตให้ใช้ได้ที่ความเข้มข้น 5 ถึง 8 ส่วนในล้านส่วน อย่างไรก็ตามคลอรีน 
ไดออกไซด์สามารถออกซิไดซ์ง่ายมากกว่าก๊าซคลอรีน (Cl2) 2.5 เท่า แต่เนื่องจากคลอรีน 
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ไดออกไซด์เกิดการระเบิดได้ง่าย เมื่อมีการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิเล็กน้อย และสัมผัสกับสารอินทรีย์ 
ไม่สามารถเก็บรักษาได้อย่างปลอดภัย ไม่สะดวกในการขนส่ง นอกจากสารฆ่าเชื้อในกลุ่มคลอรีน
แล้ว ปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์ส าหรับล้างผัก ผลไม้สดจ าหน่ายในท้องตลาดที่สะดวกต่อการใช้งาน 
ผลิตภัณฑ์เหล่านี้ส่วนใหญ่ประกอบด้วยสารในกลุ่มสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ซ่ึงมีบทบาทและ
คุณสมบัติต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

2.5.2 สารลดแรงตึงผิว (surfactants) 
ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวเข้ามามีบทบาทในการด ารงชีวิตของมนุษย์ทั้งใน

ครัวเรือนและอุตสาหกรรม บทบาทที่ส าคัญของสารลดแรงตึงผิว คือ การท าความสะอาด  
การซักล้าง บทบาทและกิจกรรมเหล่านี้ล้วนแล้วแต่เป็นปัจจัยหนึ่งในการด ารงชีวิตของมนุษย์ตั้งแต่ 
ตื่นนอน การท าความสะอาดร่างกาย อุปกรณ์ ภาชนะ พื้นผิว การบ าบัดน้ า การเกษตร รวมไปจนถึง
การน าไปใช้ในการแปรรูป เป็นต้น สารลดแรงตึงผิวเป็นสารประกอบอินทรีย์ซ่ึงประกอบด้วย  
2 ส่วน คือ ส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic group) และ ส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic group) ดังรูป 
ที่ 2.9 

 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.9 แสดงโครงสร้างพ้ืนฐานของสารลดแรงตึงผิว 

         ที่มา : Reusch (2013) 
 
ส่วนที่ไม่ชอบน้ ามักจะเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน คือมีธาตุคาร์บอนและ

ไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบหลัก ส่วนใหญ่แล้วจะมาจากไขมันและน้ ามันตามธรรมชาติ รวมทั้ง
ผลิตภัณฑ์ปิโตรเลียม และโพลิเมอร์สังเคราะห์ ลักษณะส าคัญของสารลดแรงตึงผิวคือ สามารถลด
แรงตึงผิวของน้ าเพื่อให้เกิดกระบวนการต่างๆง่ายขึ้น เช่น การเกิดฟอง การท าให้เปียก คุณสมบัติใน
การลดปริมาณจุลินทรีย์ และสารพิษ เป็นต้น ส่วนที่ไม่ชอบน้ าจะพยายามไปเกาะกับพื้นผิวที่ว่าง 
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เช่น อากาศ แต่ส่วนที่ชอบน้ าจะยังคงอยู่ในน้ า จึงท าให้สามารถแบ่งประเภทของสารลดแรงตึงผิว
ตามลักษณะของประจุของส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic group) ได้เป็น 4 ประเภท 

ประเภทที่ 1 สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก (cationic surfactant) ได้แก่ ซิทิลไตร 
เมทธิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (cetyltrimethyl ammonium bromide; CTAB) ซ่ึงมีสูตรโมเลกุล คือ 
C16H33N(CH3)3

+Br- สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวกนี้มักพบในผลิตภัณฑ์ยาสีฟันครีมนวดผม และ
น้ ายาปรับผ้านุ่ม เป็นต้น 

ประเภทที่ 2 สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ (anionic surfactant) ได้แก่ โซเดียม 
โดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate; SDS) ซ่ึงมีสูตรโมเลกุล คือ CH3(CH2)11SO4

-Na+ มักเป็น
ส่วนประกอบท่ีส าคัญในผงซักฟอกและสบู่ 

ประเภทท่ี 3 สารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุ (nonionic surfactant) ได้แก่ โพลีออกซี 
เอทิลีนแฟทตีแอลกอฮอล์ (polyoxyethylene alcohol)ซ่ึงมีสูตรโมเลกุล คือ (CnH2n+1(OCH2CH2)mOH) 
สารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุนี้มักจะน าไปผสมในสบู่เหลวล้างหน้า ส่วนใหญ่เป็นส่วนผสมใน
เครื่องส าอาง รวมถึงผลิตภัณฑ์น้ ายาล้างผักผลไม ้

ประเภทที่  4 สารลดแรงตึ งผิวที่มีทั้ งประจุบวกและประจุลบ (amphoteric 
surfactants) มีสูตรโมเลกุล คือ RN+H2CH2CH2COO-โดยส่วนใหญ่แล้วสารลดแรงตึงผิวประเภทนีจ้ะ
เป็นส่วนประกอบในเครื่องส าอาง สารป้องกันการกัดกร่อน และสารยับยั้งแบคทีเรีย เป็นต้น
นอกจากสารลดแรงตึงผิวที่กล่าวไปข้างต้นซ่ึงจัดได้ว่าเป็นสารลดแรงตึงผิวเคมีสังเคราะห์ซ่ึงเป็นที่
นิยมและใชก้ันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันแล้วยังมีสารลดแรงตึงผิวอีกชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตได้
จากส่ิงมีชีวิต เรียกว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงท าให้เกิดการตกค้างของสารเคมีในวัตถุดิบทาง
การเกษตรที่ผ่านการล้างการทดสอบการน าสารลดแรงตึงผิวมาใช้ควบคุม ลดปริมาณจุลินทรีย์ 
สปอร์ และไวรัส (ตารางท่ี 2.9) พบว่าสารลดแรงตึงผิวประเภทที่มีประจุบวกสามารถท าลายสปอร์
ของแบคทีเรีย แบคทีเรียแกรมบวก แต่ไม่สามารถท าลายเชื้อราและไวรัสได้ 
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ตารางที่ 2.9 สรุปความสามารถในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ของสารฆ่าเชื้อกลุ่มต่างๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

หมายเหตุ : G+ ,  G- และ G -B หมายถึง แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ และแกรมลบรูปแท่ง  
     Good Fair และ Poor หมายถึง ความสามารถในการทาลายเชื้อได้ดี ปานกลาง และไม่ดี 

                   None หมายถึง ไม่สามารถทาลายเชื้อชนิดนั้น ๆ  
ที่มา : วรรณพร ศรีสุคนธรัตน ์(2558) 
 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์ล้างผักผลไม้ทางการค้าส่วนใหญ่มีส่วนผสมของสารลดแรงตึงผิวเคมี
สังเคราะห์ อัลคิลโพลีไกลโคไซด์ (alkyl poly glycoside) สูงมากกว่าร้อยละ 40 และยังมีส่วนผสม
ของสารอ่ืนๆ อาทิ เช่น โซเดียมลอริลอีเทอร์ซัลเฟต (sodium lauryl ether sulfate; SLES) ร้อยละ  
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5 ถึง 10 อย่างไรก็ตามสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์มีข้อจ ากัดในการใช้งานเนื่องจาก มีรายงานความ
เป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวเคมีสังเคราะห์ ท าให้ผู้บริโภค อุปโภคไม่ยอมรับ  

2.5.3 ความเป็นพษิของสารลดแรงตึงผิว 
ปัจจุบันมีการใช้สารลดแรงตึงผิว ซ่ึงเป็นสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากการสังเคราะห์

มากกว่าสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากธรรมชาติ สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์เป็นผลิตภัณฑ์ที่ผลิตได้จาก
ปิโตรเลียมเช่น แอลกอฮอล์ อัลคิลเบนซีนอัลคิลฟีนอล หรือผลิตมาจากวัตถุดิบธรรมชาติเช่น น้ ามัน
พืช มันสัตว์ และไขมัน คาร์โบไฮเดรต เป็นต้น โดยสารเหล่านี้ต้องผ่านกระบวนการเปล่ียนแปลง
ทางเคมเีนื่องด้วยกระบวนการผลิตสารเหล่านี้เป็นกระบวนการทางเคมี จึงต้องมีการทดสอบความ
ปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน มีรายงานสารลดแรงตึงผิวโซเดียมลอริลอีเทอร์ซัลเฟตมีค่า LD50 (หนู) 1,600 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม มีพิษปานกลาง เป็นสารท าให้เกิดฟอง มักใช้ในผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด และ
แชมพอูาจท าให้เกิดการระคายเคืองตาและผิวหนัง หากเกิดอาการหลังจากใช้ผลิตภัณฑ์ควรหยุดใช้
ทันที ในกระบวนการผลิตโซเดียมลอริลอีเทอร์ซัลเฟตอาจปนเปื้อนด้วย  1,4ไดออกเซน (1,4-
dioxane) ซ่ึงอาจเป็นสารก่อมะเร็ง เป็นสาเหตุให้หน่วยงานอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา  ได้
แนะน าให้มี 1,4 ไดออกเซนในผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางที่ความเข้มข้นไม่เกิน 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
นอกจากนี้ยังมีการทดสอบความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทั้ง 4 ประเภท (รูปที่2.10) 
สารลดแรงตึงผิวประเภทไม่มีประจุไฟฟ้า (nonionic surfactant) โพลีเอธิลีน ไกลคอล (polyethylene 
glycol; PEG) ไม่มีความเป็นพิษ (Song et al., 2012) 

จึงได้มีการพัฒนาสารจากธรรมชาติ (natural emulsifying agents) ซ่ึงเป็นสารลด
แรงตึงผิวที่ได้มาจากธรรมชาติมาใช้เพื่อทดแทนการใช้เคมีสังเคราะห์ เช่น อะคาเชียเจลาติน 
เมทิลเซลลูโลส บีแวกซ์ เป็นต้น ไม่เป็นพิษต่อร่างกายจึงเตรียมเป็นยาใช้ภายในได้ แต่มักมีความ
แปรปรวนในแต่ละรุ่นของการผลิตสูงจึงไม่ค่อยนิยมใช้ในทางอุตสาหกรรมการผลิตสารจาก
ธรรมชาติอีกชนิดที่นิยมน ามาใช้ในปัจจุบัน ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่จุลินทรีย์สามารถผลิต
ได้ และสารที่ผลิตได้นี้มีคุณสมบัติและโครงสร้างที่ท าหน้าเหมือนกับสารลดแรงตึงผิวเคมี
สังเคราะห์ เป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการน ามาใช้พัฒนา ให้เกิดความปลอดภั ย และน าไปใช้ใน
กระบวนการล้างผักผลไม้สด 
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รูปที่ 2.10 ร้อยละของเซลล์ที่มีชีวิตที่ได้รับสัมผัสสารลดแรงตึงผิวเคมีสังเคราะห์ 
หมายเหตุ : PG คือ propylene glycol  MEG  คือ  monoethylene glycol  

SLES คือ sodium lauryl ether sulfate LN-10 คือ polyoxyethylene lauryl amine 
ether PEG 300 คือ polyethylene glycol PE-61 คือ polyoxyethyleneglycolblock 
copolymer LE-2 คือ polyoxyethylene lauryl ether และ TN-20 คือ 
polyoxyethylene tallow amine 

ที่มา : Song et al. (2012) 
 

2.6 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant)  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพผลิตได้จากจุลินทรีย์ได้แก่  แบคทีเรีย ยีสต์ และเชื้อรา โดยเฉพาะ

แบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์เป็นหลักที่น ามาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รองลงมา คือ ยีสต์ บางสาย

พันธ์ุ ซ่ึงสารที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิว เป็นผลของความมีขั้วและไม่มี

ขั้วอยู่ในโมเลกุลเดียวกันนอกจากจะสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่หลากหลาย จุลินทรีย์ยังสามารถ

ใช้แหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน (carbon and nitrogen source) ที่เป็นองค์ประกอบในผักผลไม้ได้  

 (Xu, Nakajima, Liu and Shiina, 2011) และสามารถน าของเหลือใช้จากอุตสาหกรรมมาเป็นวัตถุดิบ

ในการผลิต เพ่ือเป็นการลดต้นทุนในการผลิตให้ต่ าลง 

2.6.1 โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจัดเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดหนึ่งที่มีโครงสร้างของ  
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โมเลกุลแบบป็นแบบแอมฟิพาติก (amphipathic molecules) ประกอบด้วย 2 ส่วน ดังนี้ 
(1) ส่วนที่ชอบน้ าหรือส่วนหัว (head group) อาจจะเป็น คาร์โบไฮเดรต

(carbohydrate) กรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid)ฟอสเฟต (phosphate) กรดอะมิโน (amino acid) 
ไซคลิก เป็ปไตด์ (cyclic peptide) หรือ แอลกอฮอล์ (alcohol) 

(2) ส่วนที่ไม่ชอบน้ าหรือส่วนหาง (tail group) อาจจะเป็น กรดไขมันสายยาว
(long-chain fatty acid) กรดไขมันไฮดร็อกซี (hydroxyl fatty acid) เป็นต้น 

เมื่ออยู่ในสารละลาย โมเลกุลแบบแอมฟิพาติกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะจับ
กับบริเวณพื้นผิวของตัวท าละลาย จากโครงสร้างดังกล่าว จึงท าให้เกิดการลดค่าแรงตึงผิวของตัวท า
ละลายนั้น ท าให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนละลายได้ในน้ าหรือ ส่วนของน้ าละลายใน
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ ซ่ึงเป็นคุณสมบัติที่ดีของสารช าระล้าง (detergent) สารเกิดฟอง และ
การเกิดอิมัลชั่น โดยทั่วไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถท าหน้าที่ลดแรงตึงผิวระหว่างพื้นผิวที่
สัมผัสกันได้ เช่น ระหว่างของแข็งกับของเหลว ของเหลวกับของเหลว และของเหลวกับก๊าซ ค่าแรง
ตึงผิวระหว่างพื้นผิวของน้ ากับอากาศ เรียกว่า surface tension และค่าแรงตึงผิวระหว่างน้ ากับ
ไฮโดรคาร์บอน เรียกว่า interfacial tension ค่าแรงตึงผิวที่เกิดขึ้นสามารถวัดได้และมีหน่วยเป็น 
มิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) หรือ ไดน์ (Dyne) เมื่อสารลดแรงตึงผิวมีความเข้มข้นในตัวท าละลาย 
โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะหันส่วนที่ไม่ชอบน้ าเข้าหากัน ด้วยแรงจับกันของสารลดแรงตึงผิว 
(surfactant self-association) เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า ไมเซลล์ (micelle) ดังรูปที่ 2.11 ซ่ึงความ
เข้มข้น ณ จุดที่ท าให้โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวมารวมตัวกันนี้ เป็นคุณสมบัติเฉพาะของสารลด
แรงตึงผิวแต่ละชนิด เรียกความเข้มข้น (critical micelle concentration; CMC) การเกิดไมเซลล์จะมี
ผลต่อค่าแรงตึงผิวของสารละลาย เมื่อความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในสารละลายเพิ่มขึ้น ค่าแรง
ตึงผิวของสารละลายจะมีค่าลดลงจนถึงจุดซีเอ็มซี (CMC) คือ ค่าแรงตึงผิวของสารละลายจะไม่
ลดลงอีก ถึงแม้จะมีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในสารละลาย  
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 รูปที่ 2.11 โครงสร้างต่างๆของสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงเป็นโมเลกุลแบบแอมฟิพาติก 
หมายเหตุ : (a) surfactant monomer คือ มีส่วนหัวเป็นส่วนที่ชอบน้ าและส่วนหางที่ไม่ชอบน้ า 
                   (b) circular micelle (c) rod – shaped micelle (d) micellar layer และ (e) visicle 
                   respresentation 
ที่มา : Fiechter (1992) 

 

2.6.2 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 
2.6.2.1 ไกลโคไลปิด (glycolipid) ส่วนใหญ่จุลินทรีย์สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว

ได้กลุ่มนี้ได้ โครงสร้างประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตที่เป็นน้ าตาล เช่น น้ าตาลแรมโนส (rhamnose) 
ทรีฮาโลส (trehalose) ซูโครส (sucrose) และ กลูโคส (glucose) เชื่อมต่อกับ กรดแอลิแฟติกที่เป็น
สายยาว (long chain aliphatic acid) หรือ กรดไฮดร็อกซี แอลิแฟติก (hydroxyaliphatic acid) สารลด
แรงตึงผิวกลุ่มไกลโคไลพิดมีกลุ่มย่อย ได้แก่  แรมโนลิพิด  (rhamnolipids) ทรีฮาโลลิพิด
(trehalolipids) และโซโฟโลลิพิด (sophorolipids) 

2.6.2.2 ไลโปเปปไทด์ (lipopeptide) สารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้เป็นสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงสุด โครงสร้างมีไขมันจับอยู่กับสายเปปไทด์ จุลินทรีย์กลุ่ม Bacillus 
สามารถผลิตได้มีคุณสมบัติการลดแรงตึงผิวและการเป็นสารยับยั้งจุลินทรีย์ ตัวอย่างของสารลดแรง
ตึงผิวในกลุ่มนี้ ได้แก่ เซอร์แฟกทิน (surfactin) อิทูริน (iturin) และเฟนจีซิน (fengycin) ซ่ึงมี
โครงสร้างและคุณสมบัติแตกต่างกัน กล่าวคือ เซอแฟกทินมีกรดอะมิโนชนิดแอลฟา 7 โมเลกุล เฟน
จีซินจะประกอบด้วยกรดอะมิโน 10 โมเลกุลต่อกันเป็นวงซ่ึงมีคาร์บอน 14 ถึง 18 อะตอม ในขณะ
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ทีอิ่ทูรินประกอบด้วยกรดอะมิโนชนิดเบต้า 7 โมเลกุลต่อกันเป็นวงและมีโมเลกุลของกรดไขมัน 14 
ถึง 17 คาร์บอน 

2.6.2.3 ฟอสโฟไลปิด กรดไขมัน และนิวทรัลไลปิด (phospholipids หรือ fatty acid 
และ  neutral lipids) เป็นสารลดแรงตึ งผิ วชี วภาพชนิด  ฟอสโฟลิพิด  (phospholipids)  
มีโครงสร้างที่ เกิดจากพันธะเอสเทอร์ ขึ้นระหว่างหมู่แอลกอฮอล์ของลิ พิดและฟอสเฟต  
โดยจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวในกลุ่มนี้ได้ เช่น Aspergillus spp. 
Thiobacillusthiooxidans Arthrobacter sp. AK-19 โดยมีการสะสมไขมันในโครงสร้างร้อยละ  
40 ถึง 80   

2.6.2.4 สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอร์ริก (polymeric surfactant) เป็นสารที่เกิดขึ้น
จากการรวมตัวของหน่วย โพลีแซคคาไรด์กับโปรตีน (polysaccharide-protien) และหน่วยของกรด
ไขมันมีลักษณะเป็นพอลิเมอร์ในธรรมชาติ ตัวอย่างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี้ คือ  
อิมัลแซน (emulsan) อะลาแซน (alasan) และไบโอดิสเพอแซน (biodispersan) เป็นต้น 

2.6.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตได้จากเชื้อจุลินทรีย์   ได้แก่  แบคทีเรีย  ยีสต์ 

และเชื้อรา โดยเฉพาะแบคทีเรียจะเป็นจุลินทรีย์กลุ่มหลักที่น ามาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
รองลงมา คือ ยีสต์และเชื้อราบางสายพันธ์ุ โดยการผลิตจะใช้ความสามารถของจุลินทรีย์ ในการย่อย
องค์ประกอบของวัตถุดิบที่เป็นผักผลไม้ โดยวัตถุดิบที่เป็นผักผลไม้เหลือใช้จากอุตสาหกรรมหรือ
จากการเกษตรสามารถน ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตได้ เพื่อเป็นการลดต้นทุนในการผลิตให้ต่ าลง 
องค์ประกอบของวัตถุดิบผักผลไม้มีทั้งโปรตีน คาร์โบไฮเดรต เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส น้ าตาล และ
ส่วนประกอบอ่ืนๆ ซ่ึงจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายองค์ประกอบเหล่านี้ เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจนในกระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์เพื่อเจริญเติบโตและมีการสร้าง  
สารเมตาบอไลท์ขึ้นระหว่างกระบวนการเจริญนี้ สารที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์จะท าให้เกิดคุณสมบัติที่
เป็นสารลดแรงตึงผิวโดยจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารท าความสะอาดชีวภาพ กลุ่มของ
แบคทีเรีย ได้แก่ Bacillus sp. Lactobacillus sp. Streptococcus sp. Pseudomonas sp. Pseudozyma sp. 
และ Micrococus luteus กลุ่มของเชื้อรา ได้แก่ Aspergillus niger Penicillium และ Rhizopus และ
กลุ่มของยีสต์ ได้แก่ Candida sp. (Makkar, Cameotraand Banat, 2011) ในกลุ่มของแบคทีเรียจะมี
บทบาทในการย่อยสลายวัสดุที่ใช้ในการผลิต ท าให้สารประกอบโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่ให้เล็กลงได้
โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอส (Protease) ท าหน้าที่ย่อยโปรตีนให้มี
ขนาดโมเลกุลเล็กลง ส่วนแบคทีเรียกรดแลคติก มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
โดยแบคทีเรียจะมีการใช้น้ าตาลในผักผลไม้ หรือสารตั้งต้นโดยกระบวนการหมัก (fermentation) 
สภาพท่ีมีออกซิเจนเล็กน้อย (อานัฐ ตันโช, 2551) 
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 นอกจากนี้ยังมีการน าวัตถุดิบทางการเกษตร หรือส่วนประกอบในวัตถุดิบทาง
การเกษตรมาประยุกต์ใช้เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการผลิต (ตารางที่ 2.10) ได้แก่ เปลือกส้ม  
แครอทเหลือทิ้ง เปลือกมะนาว น้ ามันมะพร้อม และกล้วย เป็นต้น กระบวนการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพเกิดขึ้นด้วยกระบวนการหมักที่มี Pseudomonas aeruginosa MTCC 2297 เป็นจุลินทรีย์
เปล่ียนแปลงสารตั้งต้นเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ กลุ่มแรมโนลิพิด 

 
ตารางที่ 2.10 แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

 
 
  
 
 

 
 

ที่มา : George and Jayachandran (2009) 
 

2.7 การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน าไปประยุกต์ใช้เป็นสารยับยั้ง ท าลายจุลินทรีย์  สารลด
แรงตึงผิว สารเพิ่มความคงตัวในอาหาร เพิ่มการละลายในยาบางชนิด และสารฆ่าเชื้อส าหรับ
ผลิตภัณฑ์อาหาร (Nitschke and Costa, 2007) นอกจากนี้ยังมีการน าไปประยุกต์ใช้เป็นสารต่างๆ ทั้ง
ในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส าอาง อ่ืนๆ ดังตารางที่ 2.11 
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ตารางที่ 2.11 จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการน าไปใช้ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

หมายเหตุ : MEOR คือ microbial enhanced oil recovery 
ที่มา : Fakruddin (2012) 

ปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารฆ่าเชื้อ หรือที่เรียกว่า สารฆ่าเชื้อ
ชีวภาพ (biosanitizer) ในอุตสาหกรรมอาหาร แปลงเกษตร และฟาร์ม ส าหรับล้างวัตถุดิบทางการ
เกษตร เพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์สารก าจัดศัตรูพืช และสารเคมีที่เป็นพิษตกค้างในวัตถุดิบทาง
การเกษตร โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อลดการใช้สารเคมี และต้องการควบคุมความปลอดภัยในอาหาร 
เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่มีรายงานความเป็นพิษต่ า รายงานการน าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพทางการค้ามาใช้ในกระบวนการล้างผักกาดหอมเพื่อลดสารก าจัดศัตรูพืชไซเปอร์เมทริน 
(cypermethrin) เทียบกับการล้างด้วยเกลือ น้ าส้มสายชู และด่างทับทิม พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมีประสิทธิภาพในการลดไซเปอร์เมทรินโดยปริมาณที่ลดลงนั้นแปรผันตรงกับระยะเวลาที่
ใช้ในการล้าง (Cheowtirakuland and Nguyen, 2010) และมีการน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มาใช้ใน
การล้างเพื่อควบคุม Aspergillus parasiticus NCIM 898 พบว่าที่ความเข้มข้นร้อยละ10 สามารถ
ควบคุมสปอร์และการงอกของสปอร์ได้ (รูปที่ 2.12) 
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รูปที่ 2.12 ผลการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการควบคุมการงอกของสปอร์ 
                                  Aspergillus parasiticus NCIM 898 

    ที่มา : Mule and Bhathena (2012) 
 

นอกจากการน าไปใช้ล้างผักกาดและมันฝรั่งแล้วยังมีการน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
โซโฟโลลิพิด (sophorolipids) ที่ผ่านการวิเคราะห์แล้วว่าเป็นสารลดแรงตึงผิวประเภทไม่มีประจุ 
ผลิตจาก Candida bombicola ATCC 22214 ที่มีการประยุกต์ใช้แหล่งคาร์บอนจากน้ าตาลกลูโคส 
น าไปใชไ้ปใช้ล้างละมุด มะนาว มะเขือเทศ และแตงกวา โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อควบคุมการงอกของ
สปอร์ ซ่ึงผลการทดสอบพบว่า มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญและการงอกของสปอร์ 
รวมถึงแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร (Pulate, Joshi, Bhagwat and Prabhune, 2014) 

2.7.1 กลไกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อโลหะหนัก 
สารท าความสะอาดชีวภาพที่ผลิตจาก Streptomyces spp. มีความสามารถ 

ในการขัดขวางการปนเปื้อนของโลหะหนัก ชนิด ปรอท ตะกั่ว แคดเมี่ยม สังกะสี และเหล็ก 
(Deepika and Kannabiran, 2010) การปนเปื้อนของโลหะหนักในดินและธรรมชาติเป็นอันตรายต่อ
มนุษย์และส่ิงมีชีวิต สารท าความสะอาดชีวภาพมีความสามารถในการดูดซับการปนเปื้อนโลหะ
หนักในดินได้ คือ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จะไปเพิ่มกระบวนการละลายให้โลหะหนักที่ไม่ค่อย
ละลายน้ าถูกละลายอยู่ในส่วนของโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ าของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  คือ โลหะหนัก
จะเข้าไปแทรกอยู่ในส่วนของไฮโดรคาร์บอน จนกระทั่งถึงความเข้มข้น ณ จุดหนึ่ง สารลดแรงตึง
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ผิวชีวภาพจะเกิดการรวมตัวกันเป็นแบบไมเซลล์ ดังนั้นจึงเป็นกลไกการก าจัดหรือลดปริมาณโลหะ
หนักได้ ด้วยสารลดแรงตึงผิวจะท าให้โลหะหนักละลายได้ในสารละลายไฮโดรคาร์บอน และจะถูก
กักเก็บอยู่ภายในเซลล์ และส่วนที่มีขั้วของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะท าหน้าที่เพิ่มการละลายโลหะ
หนักเป็นเนื้อเดียวกับน้ า (Plociniczak, Plaza, Seget and Cameotra, 2011) ในกรณีของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพชนิดประจุลบ จะอาศัยการเกิดปฏิกิริยากับพันธะของโลหะหนัก ซ่ึงพันธะประเภท 
ไอออนิกที่ยึดเกาะระหว่างโลหะหนักกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแข็งแรงกว่าพันธะระหว่างโลหะ
หนักกับดินหรืออนุภาคอ่ืน เนื่องด้วยแรงพันธะที่แข็งแรงกว่าจึงท าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
ดึงโลหะหนักหลุดออกมาได้ (Juwarkar et al. 2007) ดังรูปที่ 2.13 กลไกการจับและท าปฏิกิริยาของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับโลหะหนัก 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

รูปที่ 2.13 กลไกการจับและท าปฏิกริิยาของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับโลหะหนกั 
ที่มา : Mulligan (2005) 
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 2.7.2 กลไกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อสารก าจดัศัตรูพชื 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Burkholderia cenocepacia BSP3 มีผลต่อสารก าจัด

ศัตรูพืชกล่าวคือ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเพิ่มการละลายในสารก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟส (organophosphate) ท าให้สามารถสลายได้  กลไกการลดสารก าจัดศัตรูพืชกลุ่มออร์กาโน
ฟอสเฟส ด้วยคุณสมบัติที่สามารถรวมตัวกันเป็นโครงสร้างแบบไมเซลล์ (micellar solubilization) 
คือ เมื่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเข้มข้นในระดับที่เกิดการจับรวมตัวเป็นโครงสร้างดังกล่าว 
โดยโครงสร้างนี้จะจับกับโครงสร้างของสารก าจัดศัตรูพืช กลายเป็นสารเอสเทอร์ (ester) ของ 
กรดฟอสฟอริค (phosphoric acid) ที่สามารถละลายได้ดีในไขมัน จากนั้นโครงสร้างแบบไมเซลล์จะ
เปล่ียนเป็นโครงสร้างแบบทรงกลม (spherical micelle) ซ่ึงสารประกอบกลุ่มออร์กาโนฟอสเฟต
เหล่านี้จะถูกละลายอยู่ในโครงสร้างแบบทรงกลมนี้ที่จับแบบหันด้านที่ไม่ชอบน้ าเข้าจับกันแล้ว
รวมตัวกัน ท าให้สามารถละลายน้ าได้ (Wattanaphon, Kerdsin, Thammacharoen, Sangvanich and 
Vangnai, 2008) 

2.7.3 กลไกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อเชื้อรา 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพผลิตจากแบคทีเรียสายพันธ์ุ  Bacillus  spp. สามารถผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทไลโปลิพิด ที่มีโครงสร้างไขมันจับอยู่บนสายเปปไทด์ โครงสร้างที่
เป็นไขมันอยู่บนสายท าให้สามารถจับกับผนังเซลล์ของเชื้อรา ซ่ึงมีผนังเซลล์เป็นพวกสารไคติน 
(chitin) จัดเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหนึ่ง ซ่ึงประกอบด้วยหน่วยย่อย คือ N-acetyl glucosamine  
มายึดเกาะกันด้วย -1,4 glycosidic bond ลักษณะดังกล่าวนี้ไม่ละลายน้ า แต่เมื่อสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพนี้ไปจับกับผนังเซลล์ของเชื้อราจะไปมีผลต่อกิจกรรมผนังเซลล์ ท าให้ผนังเซลล์ถูกท าลาย 
หรือหยุดชะงักท าสามารถยับยั้งเชื้อรา 

2.7.4 ความปลอดภัยของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 เพื่อให้เกิดความเชื่อมั่นใจต่อการน าไปใช้งานโดยเฉพาะน าไปใช้ร่วมกับ

กระบวนการล้างวัตถุดิบทางการเกษตรที่จะต้องสัมผัสกับอาหารโดยตรงจึงต้องตระหนักถึงระดับ
ความเข้มข้นที่สามารถใช้งานได้ โดยจะต้องมีประสิทธิภาพและความปลอดภัยทั้งต่อผู้ที่สัมผัสและ
ผู้บริโภค จ าเป็นจะต้องมีการศึกษาความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รายงานการทดสอบ
ความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ (lipopeptide biosurfactant) ที่ผลิตจาก 
Bacillus subtilis ATCC 6633 พบว่าผลต่อการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงที่ต่ ากว่าสารลดแรงตึงผิวเคมี
สังเคราะห์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้มีความเป็นพิษต่ า (low-toxicity) ต่อผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง 
(Noudeh, Housaindokht and Bazzaz, 2005) นอกจากนี้ยังมีการทดสอบความเป็นพิษของ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ แบบกึ่งเรื้อรัง (subacute) ในหนูแรท (rat) ทั้งเพศผู้และ
เพศเมีย เป็นเวลา 28 วัน ที่ความเข้มข้น 500 ถึง 2,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม พบว่าที่ความเข้มข้น 
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สูงไม่มีผลต่อน้ าหนักของหนู (Hwang, et al., 2009) ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะน าสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพประเภทไม่มีประจุไฟฟ้าไปประยุกต์ล้างวัตถุดิบทางการเกษตรเพื่อลดปริมาณเชื้อรา 
สารเคมีตกค้างท่ีเป็นความเส่ียงและอันตรายสูงสุดในข่า และจะต้องมีความปลอดภัย 
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บทที ่3 

วิธีการทดลอง 
 

3.1 แหล่งที่มาของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการหมักผลเชอร์รี่ เปรี้ยว (ปิยะวรรณ กาสลัก , 2553) 
มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โดยให้ผลการทดลองคือ มีค่าความเข้มข้น
ต่่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ (Minimal Inhibitory Concentration; MIC) ของเชื้อ 
E. coli, Salmonella sp., S. aureus และ B. cereus เท่ากับ 25, 25, 6.25 และ 1.56 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรตามล่าดับ และค่าความเข้มข้นต่่า สุดที่สามารถท่าลายเชื้อจุ ลินทรีย์ได้ร้อยละ 99 
(Minimal Bactericidal Concentration; MBC) เท่ากับ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร การวิเคราะห์ประเภท
ขอ ง สา ร ลดแ ร ง ตึ ง ผิ วชี ว ภ า พ พ บว่ า มี ค ว า มเ ป็ น สา ร ลด แ ร ง ตึ ง ผิว ป ร ะ เ ภ ทไ ม่ มี ป ร ะ จุ 
(nonionic surfactant) 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่หมัก 
โดยผลเชอร์รี่จัดเป็นพวกที่ไม่มีประจุไฟฟ้า ตรงที่ เป็นโมเลกุลที่ไม่มีประจุ เป็นสารประเภท 
โพลีอีเทอร์ (polyether) หรือสารในกลุ่มโพลีไฮดอกซิล (polyhydroxyl) เป็นกลุ่มที่แสดงคุณสมบัติ
ในการชะล้างและผ่านการวิเคราะห์สารระเหยที่ให้กล่ินโดยแก๊สโครมาโทรกราฟี แมสสเปคโทร
เมทรี (Gas chromatography - mass spectrometry) พบว่า ให้สารประกอบในกลุ่ม ไฮโดรคาร์บอน 
(hydrocarbon) แอลกอฮอลล์ (alcohol) กรด (acid) เอสเทอร์ (esters) แอลดีไฮด์ (aldehyde) 
และไมเซลล์เลนัส (Miscellaneous) 

 
3.2 การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากผลเชอร์ร่ีเปรี้ยวหมัก 

น่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการหมักผลเชอร์รี่เปรี้ยว กรองหยาบผ่านส่าลีปลอดเชื้อ 
จากนั้นน่าส่วนใสไปกรองอีกครั้งด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 น่าส่วนใสของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพมาปั่นเหวี่ยง ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อ
ตกตะกอนและเก็บส่วนใสที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ซ่ึงส่วนใสที่ได้นี้เรียกว่า สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (biosurfactant; BSF) 

3.3 ทดสอบคุณสมบัติด้านเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 3.3.1 การวิเคราะห์หาปริมาณกรดทั้งหมด 

น่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมน้่ากล่ัน 20 มิลลิลิตร ไทเทรต 
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กับ สา รละ ลา ยโ ซเ ดี ยม ไฮ ดร อ กไ ซด์  0.1 นอ ร์ มอ ล  (Normality; N) โ ด ยใ ช้สา ร 
ฟีนอล์ฟทาลีน (phenolfthaline) เป็นอินดิเคเตอร์ไทเทรตจนสารเกิดเป็นสีชมพูอ่อน ๆ บันทึกผล 
และน่าปริมาตรที่ได้ไปค่านวณหาหาปริมาณกรดทั้งหมด (total acidity; %TA) โดยจะต้องมีการหา
ความเข้มข้นมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ในการไทเทรต (AOAC, 2000) 

3.3.2 การวิเคราะห์ค่าพีเอช 
เก็บตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร

(Erlenmeyer flask) จากนั้นน่าไปวัดค่าพีเอช (pH) ด้วยเครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH meter) 
3.3.3 การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด ์

การวิเคราะห์หาปริมาณฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ด้วยวิธีการอะลูมิเนียมคลอไรด์
(aluminum chloride method) น่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 2 มิลลิลิตร เติมน้่ากล่ัน 400 
ไมโครลิตร และอะลูมิเนียมคลอไรด์ 1 มิลลิลิตร จากนั้นน่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัด
การดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ทีค่วามยาวคล่ืนแสง 415 นาโนเมตร น่าไปค่านวณเทียบกับ
กราฟมาตรฐานสารมาตรฐานเควอร์ซิทิน (quercetin) เข้มข้น 1มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 3.3.4 การวิเคราะห์หาฤทธ์ิต้านออกซิเดชั่น 

การทดสอบฤทธ์ิต้านออกซิเดชัน ด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity  
น่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติม สารละลาย DPPH เข้มข้น 0.2 
มิลลิโมลลาร์ (mM )ปริมาตร 75 ไมโครลิตร บ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้อง นาน 20 นาที ปิเปตสาร
สารละลาย 100 ไมโครลิตร เติมเมทานอล (methanol)เขย่าให้เข้ากันน่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืนแสง 517 นาโนเมตร  และค่านวณหาร้อยละ 
การยับยั้ง (% inhibition)จากสมการ ดังนี้ 

 
% inhibition = (Absorbance blank – Absorbance sample/Absorbance blank) x 100 

 
3.3.5 การวิเคราะห์หาปริมาณซาโปนนิ 

การวิเคราะห์ปริมาณซาโปนิน (p-anisaldehyde colorimetric method) ละลาย 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเอทธิลอะซีเทตความเข้มข้นร้อยละ 95  (ethyl acetate 99.5%) และ 
ปิเปตสารข้างต้นปริมาตร 500 ไมโครลิตร  เติม p-anisaldehyde เข้มข้นร้อยละ 0.5 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  และกรดซัลฟิวริก เข้มข้นร้อยละ 50 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่าการเขย่าให้เข้ากันบ่ม 
ในอ่างควบคุมความร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แช่ในน้่าแข็ง ประมาณ 3 ถึง 4 
นาที  น่าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคล่ืนแสง 435  
นาโนเมตร แล้วน่าไปค่านวณเทียบกับกราฟมาตรฐานซาโปนินเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
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3.4 ทดสอบคุณสมบัติด้านจุลินทรีย์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
3.4.1 แหล่งท่ีมาและการเตรียมเชื้อรา  Sclerotium rolfsii DOAC 2312 

เชื้อรา Sclerotium rolfsii DOAC 2312 ได้จากส่านักงานวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตรเก็บรักษาในอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ผิวหน้าเอียง potato dextrose agar 
(PDA slant) เก็บท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส การเก็บเชื้อ (stock culture) ส่าหรับใช้ในการทดลอง
เล้ียงเชื้อราบนอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDAใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ที่ท่าการฆ่าเชื้อแล้วย้ายเม็ด 
สเคลอโรเทียวางบนบริ เวณจุดศูนย์ของ อาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA บ่มที่  อุณหภูมิ  25  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของเส้นใยด้วยเวอร์เนีย แคลลิเปอร์ 
(verniercallipera) จากนั้นท่าการเก็บเชื้อในอาหารเล้ียงเชื้อแข็งผิวหน้าเอียงPDA การน่าไปใช้ในการ
ทดสอบอ่ืนๆ ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ที่ท่าการฆ่าเชื้อย้ายเม็ดสเคลอโรเทียวางบนบริเวณจุดศูนย์ของ
อาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA บ่มที่ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน เชื้อราจะสร้างเส้นใย
สีขาวปกคลุมเต็มผิวหน้าอาหารสามารถน่าไปใช้ในการทดสอบกิจกรรมอ่ืนๆ ต่อไป 

3.4.2 การทดสอบคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อรา (antifungal activity) 
เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อแบบเข็ง PDA ใหม่ส่าหรับใช้ในการทดสอบ โดยในขั้นตอน

การเทอาหารเล้ียงลงในจานเพาะเล้ียงปลอดเชื้อแต่ละจาน มีปริมาตรอาหารเล้ียงเชื้อ PDA คือ 20 
มิลลิลิตร รอจนอาหารแข็งตัว จากนั้นใช้ที่ เจาะจุกคอร์ก (cork borer) ที่ท่าการฆ่าเชื้อแล้ว
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตรเจาะหลุมโดยให้มีระยะห่างจากเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 มิลลิเมตร แล้ว 
ปิเปตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงในหลุมปริมาตร 30 ไมโครลิตร จากนั้นเชื้อรา Sclerotium rolfsii ที่
เจริญบนเล้ียงเชื้อแบบแข็ง  PDA เป็นเวลา 7 วัน ใช้ที่ เจาะจุกคอร์กที่ท่าการฆ่าเชื้อแล้ว
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ย้ายชิ้นวุ้นที่มีเส้นใยไปยังจานอาหารเล้ียงเชื้อแบบเข็ง PDA วางชิ้น 
วุ้นห่างจาก หลุมที่เจาะบนอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA ระยะห่างจากเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 
มิลลิเมตรบ่มที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ติดตามผลโดยการวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของ
การเจริญของเส้นใย และบริเวณที่ยับยั้งการเจริญของเส้นใยด้วยเวอร์เนียแคลลิเปอร์ 

3.4.3 การศึกษาการเปล่ียนแปลงของเหลวในเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane fluidity) 
เล้ียงเชื้อรา Sclerotium rolfsii ด้วยอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA บ่มที่  25  

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน ย้ายเส้นใย (mycelium) ด้วยที่เจาะจุกคอร์กที่ท่าการฆ่าเชื้อแล้ว
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร (เพื่อให้ได้เส้นใยปริมาณเท่ากันมากที่สุด) เติมในอาหารเล้ียงเชื้อ 
แบบเหลว PDB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่  ขนาด 125 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่ 25  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 125 รอบต่อนาที จากนั้นเติมสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเข้มข้น 50 100 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน บ่มที่ 25 องศาเซลเซียสและเขย่าที่ความเร็ว



  
45 

รอบ 125 รอบต่อนาทนีาน 48 ชั่วโมง จากนั้นท่าการล้างเส้นใยของเชื้อราด้วยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline) ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลลาร์ (mM) ท่าการล้างด้วยสาร
ดังกล่าวจ่านวน 2 ครั้ง น่าไปป่ันเหวี่ยงที่ 2,700xg นาน 5 นาที จากนั้นละลายเส้นใยของเชื้อราด้วย 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลลาร์ และเติมสาร DPH (1,6-
Diphenyl-1,3,5-hexatriene, Sigma) โดยสารมีความเข้มข้น 1 มิลลิโมลลาร์ปรับความเข้มข้นสุดท้าย 
ของสารละลายเส้นใยที่มี DPH ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ DPH 0.004 มิลลิโมลลาร์ น่าไปบ่มใน
ที่มืดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นล้างเส้นใยด้วย 10 มิลลิโมลลาร์ 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ที่ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลลาร์ จ่านวน 2 ครั้ง และน่าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 2,700xg นาน 5 นาทีปิเปตสารแขวนลอยน่าไปวัดค่าการเรืองแสงโดยใช้ DPH probe 
fluorescence ด้วยเครื่องสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์ (spectrofluorometer) ที่ความยาวคล่ืนที่ใช้ใน
สภาวะกระตุ้นที่ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร และความยาวคล่ืนที่ปล่อยออกมา 425 นาโนเมตร 

3.4.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Sclerotium rolfsii ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ

ส่องกราด 

เล้ียงเชื้อรา Sclerotium rolfsii ด้วยอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA บ่มที่  25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ย้ายเส้นใย (mycelium) ด้วยที่เจาะจุกคอร์กที่ท่าการฆ่าเชื้อแล้ว
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร (เพื่อให้ได้เส้นใยปริมาณเท่ากันมากที่สุด) เติมในอาหารเล้ียงเชื้อแบบ
เหลว PDB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่ 25  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ125 รอบต่อนาที จากนั้นเติมสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเข้มข้น 50 100 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน บ่มที่ 25 องศาเซลเซียสและเขย่าที่ความเร็ว
รอบ 125 รอบต่อนาทนีาน 48 ชั่วโมงท่าการล้างเซลล์เส้นใยของ Sclerotium rolfsii และเม็ดสเคลอ
โรเทียด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline) ที่ความเข้มข้น 0.05 มิลลิ
โมลลาร์ 2 ครั้ง แล้วท่าการตรึงเซลล์ด้วยสารละลายกลูตาราลดีไฮด์ (glutaraldehyde) เข้มข้นร้อยละ 
2 โดยน้่าหนักต่อปริมาตร (w/v) เป็นเวลา 18 ชั่วโมง หลังจากนั้นท่าการล้างเซลล์ที่ถูกตรึงด้วย 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ ที่ความเข้มข้น  0.05 มิลลิโมลลาร์  และท่าการไล่น้่า 
ออกจากเส้นใยด้วย absolute ethanol ความเข้มข้นร้อยละ  50  70  80  90  95 และ 100 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร (v/v) ตามล่าดับ และน่าไปอบให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ข้ามคืนจะได้ตัวอย่างที่เป็นผง (powder specimen) น่าไปติดบนฐานสะตัฟส่าหรับติดตัวอย่าง  
แล้วฉาบด้วยทอง น่าไปส่องด้วย SEM รุ่น SNE-4500M เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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3.5 การทดสอบความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
3.5.1 การเตรียมเซลล์และการเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ 

เซลล์เพาะเล้ียง (cell culture) ที่ใช้ในการทดสอดความเป็นพิษ ได้แก่ เซลล์ผิวหนัง
ปกติ (Normal Dermal Fibroblast cell ATCC PCS-201-012) ส่าหรับทดสอบความเป็นพิษต่อ
ผิวหนังผู้สัมผัส และเซลล์มะเร็งตับ (SK-HEP-1cell ATCC HTB-52) ส่าหรับทดสอบสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพว่ามีผลต่อการกระตุ้นการเจริญและการแบ่งตัวในเซลล์ที่ผิดปกติหรือเซลล์มะเร็งตับ  
การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ทั้ง 2 ชนิด โดยใช้อาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
เติม กลูโคส (glucose) 3.5 กรัม และโซเดียมไบคาร์บอเนต (sodium bicarbonate; NaHCO3) 3.7 กรัม 
เติมน้่ากล่ันปลอดเชื้อ 900 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ด้วยกรดไฮโดรคลอริกประมาณ 7.15 ถึง 7.20 
จากนั้นเติม fetal bovine serum ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเติม penicillin 
streptomycin ความเข้มข้นร้อยละ 1 น่าไปกรองผ่านเมมเบรนที่มีขนาดรูเมมเบรน 0.2 ไมครอน 
ในตู้ปลอดเชื้อ การเตรียมเซลล์น่าเซลล์ทั้งสองชนิดออกจากถังไนโตรเจนเหลว ท่าการละลายเซลล์
ในอ่างน้่าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสน่าเซลล์ไปปั่นเหวี่ยงด้วย 
เครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge) 3,000xg นาน 5 นาท ีแล้วท่าการเพาะเล้ียงเซลล์ด้วยอาหาร
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ที่ตู้เพาะเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ที่มีความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 เซลล์ที่ใช้ในการทดลองจะใช้เมื่อเซลล์ 
มีการเจริญเติบโตประมาณร้อยละ 80 

3.5.2 การทดสอบการอยู่รอดของเซลล์ (cell viability) 

ทดสอบโดย MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 
bromide) ซ่ึงเรียกว่า tetrazole เป็นสีย้อมสีเหลืองที่ละลายน้่าได้ และจะถูกเปล่ียนเป็นตะกอนสีฟ้า
ของ formazanโดย mitochondria reductase enzyme จากเซลล์ที่มีชีวิต จากนั้น formazan  
จะถูกละลายใน DMSO (dimethyl sulfoxide) เพื่อวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วง 500 ถึง 600  
นาโนเมตร ทั้งนี้ เป็นการทดสอบความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์จะวัดจ่านวนเซลล์ 
ที่รอดหลังการบ่มกับสารทดสอบด้วยการดูการลดลงของ MTT ที่ เปล่ียนเป็น formazan  
เทียบกับสภาวะที่ไม่มีสารทดสอบ ในการทดสอบมีขั้นตอน ดังต่อไปนี้น่าเซลล์ผิวหนังปกติและ
เซลล์มะเร็งตับ มาเพาะเล้ียงใน 96-well plate ที่มีอาหารเล้ียงเซลล์ โดยให้มีความเข้มข้น 4,000 เซลล์
ต่อหลุม แล้วบ่มในตู้ เพาะเล้ียงเซลล์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเปล่ียนอาหารใหม่แล้วเติม 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงในหลุม ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ที่มีความเข้มสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ที่คิดจากสารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุไฟฟ้า ความเข้มข้นสุดท้าย 75 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 75  
ส่วนในล้านส่วนท่าการทดสอบความเป็นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปจนถึงที่ความเข้มข้น
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สุดท้าย 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมลงไปให้รับสัมผัสกับเซลล์ในหลุม แล้วบ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนั้นเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์ ก่อนเติมสาร MTT ที่มีความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ดูดเอาสาร MTT และ
อาหารเล้ียงเซลล์ออก แล้วเติมสาร DMSO เพื่อละลาย formazan product ในการทดสอบความเป็น
พิษนี้มีการควบคุมการทดลองด้วย blank control (ภายในหลุมทดสอบประกอบด้วย อาหาร DMEM 
สาร MTT และสาร DMSO) MTT control (ภายในหลุมทดสอบประกอบด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์
ซาไลน์สาร MTT และสาร DMSO) ตัวควบคุมเชิงลบ (เซลล์ผิวหนังปกติและเซลล์มะเร็งตับ 4000 
เซลล์ อาหาร DMEM สาร MTT และสาร DMSO) ตัวควบคุมเชิงบวก  (ภายในหลุมทดสอบ
ประกอบด้วยเซลล์ผิวหนังปกติและเซลล์มะเร็งตับ 4000 เซลล์ ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์ สาร MTT และสาร DMSO) และตัวควบคุมที่ท่าให้เซลล์ตาย (ประกอบด้วย
ภายในหลุมทดสอบประกอบด้วยเซลล์ผิวหนังปกติและเซลล์มะเร็งตับ 4000 เซลล์  ที่รับสัมผัสด้วย
สารTriton X- 100 ทีค่วามเข้มข้นร้อยละ 1 เติมสาร MTTและสาร DMSO) น่าไปอ่านค่าการดูกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Microplate reader TECAN ซ่ึงร้อยละการอยู่รอด
ของเซลล์สามารถค่านวณได้จากสมการ  

 
% Cell Viability = (Absorbance of test group/ Absorbance of control group) x 100 

 

3.5.3 ทดสอบอัตราการเจริญของเซลล์ (cell growth) 

น่า เซลล์ผิวหนังปกติและเซลล์มะเร็งตับมาเพาะเ ล้ียงใน 12-well plate  
ที่มีอาหารเล้ียงเซลล์ โดยให้มีความเข้มข้น 1,000 เซลล์ต่อหลุมแล้วบ่มในตู้ เพาะเล้ียงเซลล์ 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น
สุดท้าย 150 300 และ 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ลงไปในแต่ละหลุม แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ติดตามการเจริญของเซลล์ ณ วันที่ 3 5 7 10 และ 14 โดยการนับเซลล์ในแต่ละจุดที่ติดตาม ท่าได้โดย
ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออก ล้างเซลล์ด้วย  phosphate buffer saline ปริมาตร1 มิลลิลิตร 
แล้วเติม Trypsin/EDTA0.5 มิลลิลิตร trypsin/EDTA ให้เซลล์ที่เกาะก้นหลุมหลุดออกดูดเซลล์ 
ในแต่ละหลุมปริมาตร 1 มิลลิลิตรออกมาใส่ถ้วยนับเซลล์ที่มีสารละลาย isotonic ปริมาตร 
9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน่าไปนับด้วยเครื่องนับเซลล์ โดยรวมค่าที่นับได้จากเครื่องจ่านวน  
2 ครั้ง คูณกับ dilution factor 10 เท่า จะได้จ่านวนเซลล์ต่อ 1 มิลลิลิตร แล้วสร้างกราฟการเจริญ 
ของเซลล์ที่เวลาต่างๆ 
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3.6 การทดสอบการเติม  Sclerotium  rolfsii  DOAC 2312  ไดเมโธเอท  และตะกั่วใน 
ปริมาณที่มากเกินพอ (challenge test) 
 3.6.1 แหล่งข่า (galangals) และการเตรียม 

ข่าที่น่ามาใช้ในการทดสอบจะต้องมีอายุช่วง 5 ถึง 6 เดือน รับซ้ือจากตลาดสุรนคร 
โดยมีแหล่งเพาะปลูกที่อ่าเภอเสิงสาง จังหวัดนครราชสีมา ตัดใบทิ้งให้เหลือแค่ส่วนที่เป็นล่าต้น  
ใต้ดิน คัดเฉพาะเหง้าที่สมบูรณ์  ก่าจัดเศษกรวด ดิน ทราย ชั่งน้่าหนักให้มีปริมาณใกล้เคียงกัน   
125 ถึง 135 กรัม แล้วน่ามาท่าความสะอาดด้วยน้่าไหลผ่านปราศจากคลอรีน 2 นาที พักให้ข่า 
สะเด็ดน้่าและแช่ในน้่าปราศจากคลอรีน 5 นาที  

3.6.2 การเตรียมเส้นใยของเชื้อรา  Sclerotium rolfsii DOAC 2312 และการเติมเส้นใยในข่า

ที่มีปริมาณที่มากเกินพอ 

เตรียมเส้นใย  Sclerotium rolfsii ในรูปของสารละลายแขวนลอย 30  กรัม 
ของน้่าหนัก เส้นใยเปียกต่อสารละลายโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้นร้อยละ 0.85 โดยน้่าหนัก 
ต่อปริมาตร  3 ลิตร  (ต่อปริมาตร 1 ลิตร คิด เป็นปริมาณเส้นใย  10 กรัม ) จากนั้น 
จุ่ม (dipping method) ข่าจ่านวน 1 กิโลกรัมลงในสารละลายแขวนลอยเป็นเวลา 20 วินาที ตลอดการ
ทดสอบจะปฏิบัติให้อยู่ในสภาพปลอดเชื้อ (aseptic techniques) จะได้ข่าที่มีเส้นใยคิดเป็นปริมาณ
สุดท้าย คือ 10 กรัมของเส้นใยต่อข่าหนัก 1 กิโลกรัม น่าขึ้นมาพักแล้วน่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมงเพื่อให้เส้นใยของเชื้อรามีการเจริญและงอก ก่อนน่าไปทดสอบ
การล้าง 

3.6.3 การเติมไดเมโธเอททีค่วามเข้มขน้ที่มากเกินพอในข่า 
เตรียมสารละลายไดเมโธเอทเข้มข้น 0.6 มิลลิกรัม ในน้่ากล่ันปลอดเชื้อ ปริมาตร  

3 ลิตร (ต่อปริมาตร 1 ลิตร คิดเป็น คิดเป็นความเข้มสารละลายไดเมโธเอท 0.2) จากนั้นน่าข่าจุ่ม 
(dipping method) ในสารละลายไดเมโธเอทข่าจ่านวน 1 กิโลกรัมลงในสารละลาย 
เป็นเวลา 60 วินาที น่าขึ้นมาพักให้สะเด็ดน้่า (จะได้ข่าที่มีสารไดเมโธเอทความเข้มข้นสุดท้าย  
0.2 มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม) 
 3.6.4 การเติมตะกั่วทีค่วามเข้มข้นที่มากเกนิพอในข่า 

เตรียมโดยละลาย Lead (II) acetate trihydrate เข้มข้น 3.0 มิลลิกรัม ในน้่ากล่ัน
ปลอดเชื้อ ปริมาตร 3 ลิตร (ต่อปริมาตร 1 ลิตร คิดเป็นความเข้มข้นของสารละลายตะกั่ว 1.0 
มิลลิกรัม) จุ่มข่าจ่านวน 1 กิโลกรัมลงในสารละลายตะกั่วเป็นเวลา 60 วินาที น่าขึ้นมาพักให้ 
สะเด็ดน้่า (จะได้ข่าท่ีมีสารตะกั่วความเข้มข้นสุดท้าย 1.0 มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม) 
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3.7 ทดสอบประสิทธิภาพการล้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
3.7.1 การเตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพและสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ส่าหรับล้างข่า 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้จากข้อ 3.2 ข้างต้นมีความเข้มข้นของสารละแรงตึงผิว
ประเภทไม่มีประจุไฟฟ้า 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากความ
เข้มข้น 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตรให้มีความเข้มข้นของสารไม่มีประจุไฟฟ้าสุดท้าย 50 100 150 และ 
200  มิลลิกรัมต่อน้่าปริมาตร 5 ลิตร ส่าหรับการเตรียมสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ (chlorine 
dioxide; ClO2) เตรียมจากคลอรีนไดออกไซด์ในรูปแบบเม็ด (บริษัท Thai Bio Oxzing) ปริมาณ  
1 กรัม (1 เม็ด) ละลายด้วยน้่ากล่ันปลอดเชื้อ ปริมาตร 1 ลิตร จะได้สารละลายคลอรีนไดออกไซด์
เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (100 ppm) เก็บในขวดพลาสติกทึบ (stock solution) จากนั้นเตรียม
สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ เข้มข้น 8 มิลลิกรัมต่อลิตร (8 ppm) จากสารละลายคลอรีน  
ไดออกไซด์เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตรให้มีความเข้มข้นสารละลายคลอรีนไดออกไซด์สุดท้าย  
8 มิลลิกรัมต่อน้่า 5 ลิตร 

3.7.2 วิธีการล้างข่า 

น่าข่าท่ีผ่านการเติมเส้นใยของ Sclerotium rolfsii ไดเมโธเอท และตะกั่วในปริมาณ
และความเข้มข้นที่มากเกินพอ (ข้อ 3.6) มาทดสอบประสิทธิภาพการล้างเพื่อลดปริมาณดังกล่าว ด้วย
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีขั้นตอนการล้างโดยอ้างอิงตามมาตรฐาน  (Food and Agriculture 
Organization of the United Nations Regional Office for Asia and the Pacific Bangkok)  
ดังนี้ในการทดสอบจะท่าการล้างครั้งละ 1 กิโลกรัม เพื่อสะดวกต่อการควบคุมปริมาณและความ
เข้มข้นของสารฆ่าเชื้อ น่าข่าล้างด้วยน้่าไหลผ่าน (rinsing) ที่ปราศจากคลอรีนเป็นเวลา 2 นาที  
พักให้สะเด็ดน้่า 2 นาที จากนั้นน่าข่าแช่ (soaking) ด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีความเข้มข้น
สุดท้ายของสารไม่มีประจุไฟฟ้า 50 100 150 และ 200  มิลลิกรัมต่อน้่าปริมาตร 5 ลิตรสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์เข้มข้นสุดท้าย 8 มิลลิกรัมต่อน้่า 5 ลิตร และน้่าปราศจากคลอรีน เป็นเวลา  
5 นาที พักให้สะเด็ดน้่า กรณีข่าที่มีการเติมเส้นใยของ Sclerotium rolfsii กระบวนการล้าง 
ด้วยสารชนิดต่างๆ น่าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 และ 4 องศาเซลเซียส เนื่องจากเชื้อราจะต้องให้ระยะเวลา
ในการงอกของเส้นใย 

 

3.8 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยการล้าง เพื่อลดอันตราย
ทางจุลินทรีย์ในข่า 

3.8.1 การตรวจนับจ่านวนของเชื้อรา Sclerotium rolfsii 
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 ชั่งตัวอย่างข่า 125 กรัมเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 0.85
โดยน้่าหนักต่อปริมาตร (w/v) ที่ระดับ 10 เท่า จากนั้นเจือจางเป็นล่าดับเลือกความเจือจาง 
ที่เหมาะสม 3 ระดับ ถ่ายลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง PDA ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ท่าการเกล่ียให้ทั่ว บ่มที่ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5 ถึง 7 วันจากนั้นตรวจนับเฉพาะโคโลนี 
ที่มีเส้นใยสีขาว หรือเป็นแฉก รอบโคโลนีแล้วน่าไปยืนยันศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ 
เชื้อราสไลด์ (slide culture) ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

3.8.2 การตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด 
ใช้วิธีการ spread plate technique ชั่งตัวอย่างข่า 125 กรัมเจือจางด้วยสารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ เข้มข้นร้อยละ 0.85 โดยน้่ าหนักต่อปริมาตร  ที่ระดับ 10 เท่า จากนั้น 
เจือจางเป็นล่าดับเลือกความเจือจางที่ เหมาะสม 3 ระดับ ถ่ายลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อ 
แบบแข็ง plate count agar (PCA) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ท่าการเกล่ียให้ทั่ว บ่มจานเพาะเชื้อน่าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง แล้วคัดเลือกจานเพาะเชื้อที่มีจ่านวนโคโลนีอยู่
ระหว่าง 30 ถึง 300 โคโลนีนับจ่านวนโคโลนีที่ปรากฏ รายงานผลจ่านวนจุลินทรีย์เป็นโคโลนีต่อ
กรัม (CFU/g)  

 

3.9 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยการล้าง เพื่อลดอันตราย
ทางเคมีในข่า 

3.9.1 การวิเคราะห์ปริมาณไดเมโธเอทด้วย Gas Chromatograph-Flame Photometric 

Detector (GC-FPD) 

น่าตัวอย่างข่าสดมาท่าแห้งให้ได้น้่าหนัก 1 กิโลกรัม ชักตัวอย่างปริมาณ  
25±0.05 กรัม ลงในขวดเตรียมตัวอย่าง แล้วเติม acetone 50 มิลลิลิตร dichloromethane 40 มิลลิลิตร 
และ sodium chloride 10 กรัม สกัดตัวอย่างโดย homogenizer ที่ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที  
นาน 2 นาที ตั้งทิ้งไว้จนสารละลายใส เติมสารละลายส่วนใสลงในขวดที่มี sodium sulfate 
anhydrous 15 กรัม ปิดฝา ตั้งทิ้งไว้ 1 นาที เขย่าแบบแกว่งเบาๆเพื่อให้ sodium sulfate ดูดน้่า 
ในตัวอย่าง แล้วกรองสารละลายผ่าน sodium sulfate anhydrous ที่บรรจุในกรวยแก้วที่มีส่าลีรองอยู่ 
เทสารละลายท่ีได้ลงในขวดรูปชมพู่แล้วชะด้วย acetone น่าไปลดปริมาตรด้วย rotary evaporator จน
เกือบแห้งแล้วปรับปริมาตรด้วย ethyl acetate ท่าให้เป็นเนื้อเดียวกัน ถ่ายสารละลายที่ได้ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงใน vial ขนาด 2 มิลลิลิตร น่าไปทดสอบด้วยเครื่อง gas chromatograph ที่มีตัวตรวจวัด
ชนิด flame photometric detector (GC-FPD) 
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3.9.2 วิธีการวิเคราะห์ปริมาณตะกั่วด้วย Inductive Coupled Plasma Spectrometer - Mass  
Spectrometer (ICP-MS) 

น่าตัวอย่างข่าไปปั้นให้เป็นผงละเอียดชักตัวอย่าง 1 กิโลกรัม และชั่ง 1 กรัม 
ใส่ในครู ซิเบิล น่ าไปเผาที่ อุณหภูมิ  450 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  4 ชั่วโมงจากนั้น 
น่าเถ้าที่ได้มาชั่งน้่าหนักหลังจากนั้นนาเถ้าที่เผาได้ไปท่าการย่อย  (digest) ด้วยกรดไนตริกเข้มข้น
ปริมาตร 7 มิลลิลิตรและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ทิ้งไว้นาน 2 ชั่วโมง ในอ่างน้่าควบคุมอุณหภูมิ 
95±5 องศาเซลเซียส จากนั้นน่าไปปรับปริมาตรให้ได้ 25 มิลลิลิตร ด้วยน้่าปราศจากไอออน 
น่าสารละลายของมากรองด้วยชุดกรอง buchner funnel ใช้กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 42 และ
น่าไปวิเคราะห์ต่อด้วยเครื่อง inductive coupled plasma spectrometer-mass  spectrometer (ICP-MS) 

 

3.10 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้ ANOVA และหาความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
New Multiple Range Test (DMRT) โดยใช้โปรแกรม SPSS version 23 (SPSS Inc., Illinois, 
U.S.A.) 
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บทที ่4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
4.1 คุณสมบัติทางด้านเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารลดแรงตึงผิวประเภท  
นอนไอออนิก (nonionic surfactant) 0.30 กรัมต่อ 100 กรัม (3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร) จัดเป็นพวกที่
ไม่มีประจุไฟฟ้า ตรงที่เป็นโมเลกุลที่ไม่มีประจุมี  polyether หรือ polyhydroxyl เป็นกลุ่มสาร 
ที่แสดงคุณสมบัติในการชะล้าง (ปิยะวรรณ กาสลัก, 2553) ในผลิตภัณฑ์หรือน ้ายาส้าหรับล้าง 
ผักผลไม้โดยส่วนใหญ่จะมีสารลดแรงตึงผิวประเภทนี เป็นส่วนประกอบสูงถึงร้อยละ 40 ได้แก่ alky 
polyglycoside lauryl glucoside glycerol monostearate และ triton X-100 เป็นต้น จึงท้าให้สามารถ
น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (BSF) ที่ได้จากการการหมักเชอร์รี่ เปรี ยวมาประยุกต์ร่วมกับ 
การล้าง คุณสมบัติที่ส้าคัญได้ท้าการศึกษา คือ ปริมาณกรดทั งหมด (% total acidity) และ 
สารพฤกษเคมี (phytochemical) ที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ให้ผลดังตารางที่ 4.1 สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมีปริมาณกรดทั งหมดคิดเป็นร้อยละ 1.30   และมีค่าพีเอช 3.22 ซ่ึงแสดงถึงความเป็นกรดสูง 
เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี ผลิตจากกระบวนการหมักด้วยผลเชอร์รี่ ซ่ึงเป็นผลไม้รสเปรี ยวมี
ความเป็นกรดและมีค่าพีเอช 3  โดยประมาณ ท้าให้จุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกมีบทบาท
ส้าคัญ กระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี เกิดจากการหมักภายใต้สภาวะที่มีอากาศเล็กน้อย 
(facultative condition) อุณหภูมิ 28 ถึง 33 องศาเซลเซียส นาน 12 สัปดาห์ ซ่ึงเป็นสภาวะ 
ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกรดแลคติก และเชื อรา โดยเฉพาะแบคทีเรีย  
กรดแลคติก ที่จะสามารถผลิต กรดแลคติก แอลกอฮอลล์  และคาร์บอนไดออไซด์ (primary 
metabolite) รวมถึงสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั งจุลินทรีย์ เช่น สารในกลุ่มแบคเทอริโอซิน  
ด้วยการหมักกลูโคส (Makarova et al., 2006) สารเมตาบอไลท์ ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียกรดแลคติก 
จะถูกน้าไปใช้เป็นสารตั งต้นในการผลิตเมตาบอไลท์อ่ืน ๆ โดยจุลินทรีย์อีกกลุ่ม ได้แก่ เชื อรา และ
กลุ่ม Acetobacter sp. หรือ Gluconobacter sp. ที่พบในในผลไม้ส่วนใหญ่ร้อยละ 70 และ 
Acetobacter sp. ร้อยละ 8 แบคทีเรียนี จะสามารถผลิตกรดอะซีติกโดยการใช้แอลกอฮอล์เป็น  
สารตั งต้น (วันเชิญ โพธาเจริญ และคณะ 2550) นอกจากนั นมีรายงานสนับสนุนการนา้กรดแลคตกิที่
ผลิตจาก  Pediococcus, Acidilactici และ Lactobacillus ไปประยุกต์ในผลไม้เพื่อป้องกัน 
การยึดเกาะของ Listeria monocytogenes (Ndahetuye et al., 2012)  
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ตารางที่ 4.1 คุณสมบัติทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

รายการตรวจวิเคราะห์ ผลการวเิคราะห์ 
ปริมาณกรดทั งหมด (% total acidity) 1.30 ± 0.11 
ค่าความเปน็กรด – ด่าง (pH) 3.22 ± 0.03 
ปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมด (total flavonoids, µg/ml) 5.25 ± 0.20 
ปริมาณซาโปนินทั งหมด (total saponin, µg/ml) 194.31 ± 6.52  

 

หมายเหตุ : ±  หมายถึง ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของแต่ละผลการวิเคราะห์จ้านวน 3 ซ ้า    
ปริมาณฟลาโวนอยด์ได้จากการค้านวณจากกราฟมาตรฐานเควอซิทิน 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และปริมาณซาโปนินได้จากการค้านวณจากกราฟมาตรฐานซาโปนิน 1  
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
ผลการศึกษาสารพฤกษเคมีที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น  

1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (ตารางที่ 4.1) พบว่ามีปริมาณฟลาโวนอยด์ทั งหมด (total flavonoid)  
5.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีปริมาณซาโปนินทั งหมด (total saponin) 194.31 ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร ส้าหรับกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (รูปที่ 4.1) การตรวจวัดคุณสมบัติการเป็น 
สารต้านอนุมูลอิสระโดย DPPH radical scavenging activity (%) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
มีกิจกรรมแสดงการยับยั งอนุมูลอิสระ (% inhibition) ร้อยละ 68.30  โดยแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง
ทางสถิติ (p < 0.01) เมื่อเทียบกับสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน gallic acid  และ trolox อย่างไร 
ก็ตามคุณสมบัติดังกล่าวนี ส่งผลต่อประสิทธิภาพและความปลอดภัย  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพผลิต
จากสารตั งต้น คือ ผลเชอร์รี่เปรี ยว ที่มีสีส้มอมเหลือง เมื่อผ่านกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ 
ในธรรมชาติ จะได้สารประกอบหลายชนิดที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ ชนิด เช่น สารประกอบฟีนอลลิค 
(phenolic compounds) สารประกอบไนโตรเจน (nitrogen compounds) แคโรทีนอยด์ (carotenoid) 
รวมถึงฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ซ่ึงเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่ทนต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
ในเซลล์ (Chattopadhyay et al., 2010) เนื่องจากอนุมูลอิสระสามารถท้าลายองค์ประกอบหลัก 
ของเซลล์ ท้าลายหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์จนอาจท้าให้เซลล์ตาย โดยดีเอ็นเอไปจับกับหมู่ฟอสเฟต
และน ้าตาลดีออกซีไรโบส อนุมูลอิสระยังสามารถแตกพันธะเปปไทด์ของโปรตีน ท้าให้โปรตีน  
ไม่สามารถท้างานได้ตามปกติ เป็นสาเหตุก่อให้เกิดการกลายพันธ์ุและการเกิดมะเร็ง จากผล
การศึกษาดังกล่าวท้าให้ทราบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารที่สามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพมี
คุณสมบัติการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถป้องกันการถูกท้าลายของเซลล์และการเจริญที่
ผิดปกติ นอกจากนี สารซาโปนินที่ตรวจพบ มีการศึกษาพบว่าสามารถน้าไปผลิตสารลดแรงตึงผิว
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ชีวภาพจากผลไม้ชนิดเบอร์รี่ (Sapindus mukorossi) ได้สารประเภทซาโปนินที่มีความเป็นสาร 
ลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุไฟฟ้า สามารถน้าไปล้างเพื่อลดการปนเปื้อนสารประกอบฟีแนนทรีน 
(phenanthrene) (Zhou, Wang, Chen and Zhu, 2013) 
 
 

 
 

 

 

 

 
 

รูปที่ 4.1 กิจกรรมการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging activity) 
                           ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 หมายเหตุ : สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ galliic acid และ trolox เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ค่าเฉล่ียท่ีก  ากบัดว้ยตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนั แสดงว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมี 
นยัส าคญัยิง่ทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.01) 

 

4.2 การศึกษาคุณสมบัติทางด้านจุลินทรีย์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 4.2.1 คุณสมบัติการยับยั งเชื อราก่อโรคในพืช 

 การทดสอบประสิท ธิภาพของสารลดแรงตึ งผิ วชี ว ภาพต่ อก ารยับยั ง  
การเจริญเติบโตของเซลล์เส้นใยของ Sclerotium rolfsii DOAC 2312 ที่อายุการทดลอง 5 วัน ท้าการ
ตรวจสอบผลการทดลองโดยการวัดการเจริญของเส้นใย ที่เจริญบนอาหารเลี ยงเชื อแบบแข็ง PDA  
ที่มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ พบว่าช่วงความเข้มท่ีสามารถยับยั งการเจริญเติบโต
และการแผ่เส้นใย Sclerotium rolfsii คือ ท่ีความเข้มข้น 50 ถึง 200 ส่วนในล้านส่วน (ppm) แสดงผล
การทดสอบดังตารางท่ี 4.2 บริเวณเส้นผ่าศูนย์กลางการเจริญของเส้นใย และบริเวณยับยั งการเจริญ
ของเส้นใยของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทียบกับสารละลายคลอรีนไดออกไซด์เขม้ข้น 8 ส่วนในล้าน
ส่วน ซ่ึงเป็นสารที่ใช้ในการล้างผักผลไม้ในอุตสาหกรรม (FDA แนะน้าการน้าให้สามารถใช้
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สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วนไปใช้ล้างผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สดตัด
แต่ง ส้าหรับพืชล้าต้นใต้ดิน เหง้า รวมถึงสมุนไพร) โดยที่สารละลายคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 8 
ส่วนในล้านส่วน มีเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของเส้นใย 73.18 มิลลิเมตร ซ่ึงคิดเป็นความสามารถ
ในการยับยั งการเจริญของเส้นใยร้อยละ 5.18 (5.18 % inhibition) แต่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีความ
เข้มข้น 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน  สามารถยับยั งการเจริญของเส้นใยได้อย่างมีประสิทธิภาพ
กว่า สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของเส้นใย 56.43 และ 52.76 
มิลลิเมตร ตามล้าดับ คิดเป็นความสามารถในการยับยั งการเจริญของเส้นใยร้อยละ 26.89 และ 31.64 
ตามล้าดับ 

 

ตารางที่ 4.2  ผลการยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อรา Sclerotium rolfsii DOAC 2312 ที่มีสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

Concentration 

Dimeter  

of colonies 

(millimeter) 

Inhibition zone 

(millimeter) 
Characteristic 

Control 

 
77.18±2.72 0.00±0.00 

 

Chlorine dioxide 

8 ppm 
73.18±2.04 0.00±0.00 

 

BSF 50 ppm 76.15±0.82 0.00±0.00 

 

BSF 100 ppm 75.55±1.49 0.00±0.00 
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ตารางที่ 4.2  ผลการยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อรา Sclerotium rolfsii DOAC 2312 ที่มีสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ต่อ) 

 

Concentration 

Dimeter  

of colonies 

(millimeter) 

Inhibition zone 

(millimeter) 
Characteristic 

BSF 150 ppm 56.43±0.56 4.83±0.29 

 

BSF 200 ppm 52.76±2.23 6.23±0.25 

 

 

หมายเหตุ : Inhibition zone คือ บริเวณที่วัดจากปลายนอกสุดของเส้นใยไปยังหลุมท่ีมีสารต่างๆ  
     ผลการวิเคราะห์ท้าการวิเคราะห์จ้านวน 3 ซ ้า 
 
4.2.2 ผลการศึกษา Membrane fluidity  ของ Sclerotium rolfsii DOAC 2312 ที่รับสัมผัสด้วย

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  รูปท่ี 4.2 เป็นการติดตามและตรวจวัดสภาพของความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ที่มี

ส่วนประกอบของ ไคติน ไขมัน และโปรตีนเพื่อรักษาสภาพการเป็นของไหล (membrane fluidity) 
ของเซลล์ Sclerotium rolfsii ที่มีลักษณะเป็นเส้นใยด้วย DPH probe fluorescence (1,6-Diphenyl-
1,3,5-hexatriene) ที่อาศัยหลักการตรวจวัดการเรื่องแสงของ DPH พบว่าเส้นใยที่ผ่านการรับสัมผัส
ด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน เส้นใยไม่ผ่านการรับสัมผัส 
(untreated) และเส้นใยที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้นข้น 50 100 150 
และ 200 ส่วนในล้านส่วน มีค่า fluorescence intensity แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ 
(P<0.01) โดยที่ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 100 ส่วนในล้านส่วนมีค่า fluorescence 
intensity ที่ไม่แตกต่างหรืออยู่ในระดับเดียวกับเส้นใยที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารละลายคลอรีน  
ไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน ในขณะที่เซลล์หรือเส้นใยที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ เข้มข้น 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วนนั นมีค่า fluorescence intensity สูงกว่า
สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ คือ 61.49 และ 68.79  ตามล้าดับ ซ่ึงบ่งบอกถึงเยื่อหุ้มเซลล์ที่ได้รับ
การท้าลายหรือรบกวน จนท้าให้ผนังเซลล์เสียสภาพ เมื่อผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์เสียสภาพ  
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จะท้าให้เกิดการผ่านเข้าออกของสารภายในเซลล์เสียไปจนท้าให้ DPH probe ที่มีคุณสมบัติเป็นสาร
ชนิด hydrophobic สามารถจับกับโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์ (cell membrane) ที่ประกอบด้วยสาร
ประเภท ไขมัน ไคติน และโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบของ membrane protein  จึงท้าให้เกิดการเรื่อง
แสงมากเมื่อเทียบกับเซลล์ที่สมบูรณ์ หรือไม่ได้ผ่านการรับสัมผัสด้วยสาร ท้าให้มีผลต่อความหนืดที่
สูงขึ นและมีค่า fluorescence intensity สูง (Liu, Duan, Wang  and Li, 2010) ดังนั นเม่ือสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพมีความเข้มข้นสูงขึ นจะส่งผลต่อประสิทธิภาพในการท้าลายผนังเซลล์เส้นใยของเชื อรา  
Sclerotium rolfsii  เพิ่มมากขึ น เช่นเดียวกันกับผลการทดสอบผลการยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อ
รา Sclerotium rolfsii บนอาหารเลี ยงเชื อแบบแข็ง PDA  

 

 
 

รูปที่ 4.2  ค่า Fluorescence intensity ที่เปล่ียนแปลงไปของเซลล์ Sclerotium rolfsii ที่ผ่านการ
รับสัมผัสด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีก  ากบัท่ีแตกต่างกนั แสดงว่ามีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทาง 
สถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 (p<0.01) 

 
4.2.3 ผลการศึกษาโครงสร้างภายนอกที่เปล่ียนแปลงของ Sclerotia ที่ผ่านการรับสัมผัสด้วย

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
เชื อรา Sclerotium rolfsii ไม่สร้างสปอร์ในการสืบพันธ์ุ (asexual spore)  

แต่จะสร้างโครงสร้างชนิด  resistance structure เรียกว่า “sclerotia” หรือ “เม็ดสเคลอโรเทีย”  
ที่มีลักษณะเป็นเม็ดกลมมีสีตั งแต่สีขาวไปจนถึงสีน ้าตาลเข้ม โครงสร้างดังกล่าวเกิดจากเส้นใย  
มาเรียงตัวขนานกันเป็นกลุ่ม (hyphal strand) ลักษณะโครงสร้างลักษณะนี ท้าให้ sclerotia ทนต่อ
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สภาพแห้งแล้งได้เป็นเวลาอยู่ข้ามฤดูกาล สามารถอยู่ได้ในสภาวะที่ไม่มีสารอาหารหรือแร่ธาตุ
ส้าหรับการเจริญเติบโต  สามารถงอกเป็นเส้นใยใหม่ได้ (germ tube)  โดยภายในสเคลอโรเทีย 
จะมีการสะสมของวิต ามินไทอะมิน  จึ งท้ า ใ ห้สามารถเจริญในอาหารที่ ไม่มี วิต ามิน  
ชนิดนี ได้ ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อโครงสร้างของสเคลอโรเทียภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Scanning Electron Microscope; SEM) ดังรูปที่ 4.3 พบว่า (a)  คือ รูปร่าง
ของเม็ดสเคลอโรเทีย  (control) ที่มี ลักษณะเป็นกึ่ งทรงกลมรูปไข่  ซ่ึงเป็นโครงสร้างที่มี 
ความสมบูรณ์  (b) คือ รูปร่างของเม็ดสเคลอโรเทียเมื่อผ่านการรับสัมผัสด้วยสารละลายคลอรีน 
ไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน ที่มีผลท้าให้โครงสร้างรูปร่างของ เม็ดสเคลอโรเทีย 
เกิดการบิดเบี ยวไปจากเดิม สาเหตุที่เป็นเช่นนี เนื่องจากสารละลายคลอรีนไดออกไซด์มีผลต่อผนัง
เซลล์ (hypha wall) ของสเคลอโรเทียโดยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์จะไปท้าปฏิกิริยากับ  
ส่วนที่เป็นเยื่อหุ้มเซลล์ท้าให้เซลล์เกิด permeabilized คือ เกิดการสูญเสียไอออน (potassium K+ 

leakage) และพลัง ATPในระดับที่เล็กน้อย  ท้าให้ membrane protein ที่เยื่อหุ้มเซลล์เกิดการ
เปล่ียนแปลงและเสียสภาพ เซลล์เกิดการหยุดชะงักชั่วคราวแต่ไม่ท้าให้เซลล์ตายในทันที (Wei et al., 
2008) (c) คือ รูปร่างของเม็ดสเคลอโรเทียเมื่อผ่านการรับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 
50 ส่วนในล้าน ส่วน  (d) คือ  รูปร่ า งของ เม็ดสเคลอโรเทีย เมื่ อผ่ านการรับสัมผัส 
ด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 100 ส่วนในล้านส่วน สามารถสังเกตลักษณะโครงสร้างที่
เปล่ียนแปลงไปได้ชัดกว่าที่ 50 ส่วนในล้านส่วน พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่งผลต่อลักษณะ
รูปร่างของเม็ดสเคลอโรเทีย โดยท้าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างผนังเซลล์ เช่นเดียวกับกับ 
(e) และ (f) คือรูปร่างของเม็ดสเคลอโรเทียเมื่อผ่านการรับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 
150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน ตามล้าดับ ได้มีการรายงาน (Tanuja, Hemalatha, Karuna and 

Sashidhar Rao,  2010) สารลดแรงตึงผิวชนิดไม่มีประจุไฟฟ้า (nonionic) มีผลต่อการงอก  
 (germ tube) ของสปอร์ โดยท้าให้ช้าลง จะเห็นได้ว่าโครงสร้างแบบเม็ดสเคลอโรเทีย ที่เชื อรา 
Sclerotium rolfsii สร้างขึ นนี ยากต่อการท้าลายเนื่องจาก เม็ดสเคลอโรเทีย ประกอบด้วย 
ชั นโครงสร้างทั งหมด 4 ชั น ได้แก่ cuticle เป็นชั นที่อยู่รอบนอกสุดท้าหน้าที่คล้ายผนังเซลล์ 
rind เป็นชั นที่อยู่ถัดเข้ามามีการไหลเวียนของสารที่จ้าเป็นต่อการมีชีวิตของเชื อรา cortex ชั นที่มี 
การจัดเรียงตัวของเส้นใยอย่างหนาแน่นจึงท้าหน้าที่ เปรียบเสมือนเยื่อหุ้มเซลล์ และ medulla  
เป็นส่วนที่อยู่ภายในสุดเป็นเส้นใยที่มีชีวิตสามารถงอกและเจริญกลายเป็นเส้นใยใหม่ได้ 
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รูปที่ 4.3  ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อโครงสร้างและรูปร่างของเม็ดสเคลอโรเทีย (sclerotia) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Scanning Electron Microscope; SEM) 

หมายเหตุ : (a) Untreated (control), (b) ClO2 8 ppm, (c) BSF 50 ppm, (d) BSF 100 ppm,  
 (e) BSF 150 ppm และ (f) BSF 200 ppm 

ภาพ (a) – (f) ถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดที่  20Kv (กิโลโวลท์)  
ด้วยก้าลังขยาย x10K (10,000 เท่า) สเกล 0.3µm (ไมโครเมตร) 

 
 
 

(a) 

(a) 

(c) 

20Kv Mini SEM      x10k    0.3 m (e) (f) 
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4.3 ผลการศึกษาความเป็นพิษ (cytotoxicity test) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 4.3.1 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวชวีภาพท่ีเป็นพษิต่อเซลล์ผิวหนังปกติ 

 ผลการทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อประเมินความปลอดภัยต่อการน้าไปใช้
งานในเซลล์ผิวหนังปกติ (Normal Dermal Fibroblast cells) ด้วยวิธี MTT (3-(4,5- Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) ซ่ึงเรียกว่า tetrazole เป็นสีย้อมสีเหลืองท่ีละลายน ้าได้ และ
จะถูกเปล่ียนเป็นตะกอนสีฟ้าของ formazan โดย mitochondria reductase enzyme จากเซลล์ที่มีชีวิต
จากนั น formazan จะถูกละลายใน DMSO (Dimethyl Sulfoxide) เพื่อวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 570 นา
โนเมตร ดังนั นจึงเป็นการทดสอบความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อเซลล์ผิวหนังปกติที่
จะตรวจวัดจากจ้านวนเซลล์ที่รอด (cell viability) หลังการรับสัมผัสกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ที่ความเข้มข้นสุดท้าย  75, 150, 300, 450, 600, 750, 900, 1500, 2250 และ 3000 มิลลิกรัมต่อลิตร  
(ส่วนในล้านส่วน) ซ่ึงความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบเป็นความเข้มข้นของสารที่แสดงความไม่มี
ประจุไฟฟ้า (nonionic surfactant) ที่อยู่ในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังรูปที่ 4.4 พบว่าเซลล์ผิวหนัง
ปกติที่มีชีวิตมีแนวโน้มจ้านวนเซลล์ลดลงตามความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เพิ่มขึ น 
อย่างไรก็ตามท่ีความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการทดสอบคือ 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ยังมีเซลล์อยู่รอด
คิดเป็นร้อยละ 70.96 และเมื่อค้านวณหาค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ท้าให้เซลล์
ลดลงร้อยละ 50 (inhibitory concentration; IC50) ได้จากโปรแกรม GraphPad Prism 5 พบว่าเซลล์
ผิวหนังปกติมีค่า IC50 เท่ากับ 7,272 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือกล่าวโดยสรุปได้ว่า ที่ความเข้มข้น 
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มากกว่า 3,000  มิลลิกรัมต่อลิตร จึงจะท้าให้เซลล์ลดลงร้อยละ 50  
และเมื่อเทียบกับตัวควบคุมที่ใช้ในการทดสอบนี  ได้แก่ ตัวควบคุมเชิงบวก คือเซลล์ผิวหนังปกติที่
ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 8 มิลลิกรัมต่อลิตร และตัวควบคุมที่ท้า
ให้เซลล์ตาย คือ เซลล์ผิวหนังปกติที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารละลาย Triton-X100 (nonionic 
surfactant) เข้มข้นร้อยละ 1 ที่มีเซลล์อยู่รอดคิดเป็นร้อยละ 85.14 และ 25.68  ตามล้าดับดังนั นสรุป
ได้ว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี ไม่มีความเป็นพิษ (non-toxicity) ต่อเซลล์ผิวหนังปกติ 
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รูปที่ 4.4  ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อร้อยละการอยู่รอด (cell viability, %) ของเซลล์
ผิวหนังปกติ (Normal Dermal Fibroblast cells) 

หมายเหตุ : แกน x คือ ความเข้มข้นในหนว่ยมิลลิกรัมต่อลิตร (ppm) ของสารลดแรงตึงผิว  
ชีวภาพในฐาน 10  

 
 4.3.2 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวชวีภาพท่ีเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งตับ 

การทดสอบความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อเซลล์มะเร็งตับ 
(SK-HEP-1 cells) โดยตรวจวัดจากจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต (cell viability) หลังการรับสัมผัสกับสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นสุดท้าย  75 150 300 450 600 750 900 1,500 2,500 และ 3,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร (รูปที่ 4.5) พบว่าเซลล์มะเร็งตับที่มีชีวิตมีแนวโน้มจ้านวนเซลล์ลดลงตามความ
เข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีเพิ่มขึ น และที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการทดสอบคือ 3,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร ยังมีเซลล์มะเร็งตับอยู่รอดสูงถึงร้อยละ 75.55 ในขณะที่เมื่อเทียบกับตัวควบคุมเชิง
บวก และตัวควบคุมที่ท้าให้เซลล์ตาย มีเซลล์มะเร็งตับอยู่รอดร้อยละ 76.01 และ 33.15 ตามล้าดับ 
เมื่อพิจารณาค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ท้าให้เซลล์มะเร็งตับลดลงร้อยละ 50 
(inhibitory concentration, IC50) มีค่า IC50  เท่ากับ 9,235 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถสรุปได้ว่าสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ 
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 รูปที่ 4.5 ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อร้อยละการอยู่รอด (cell viability, %) ของ 
เซลล์มะเร็งตับ (SK-HEP-1cells) 

 หมายเหตุ :  แกน x คือ ความเข้มข้นในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร (ppm) ของสารลดแรงตึงผิว  
ชีวภาพในฐาน 10  

 

4.3.3 การศึกษาอัตราการเจริญ (cell growth) ของเซลล์ผิวหนังปกติที่รับสัมผัสด้วย 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

เซลล์ผิวหนังปกติ (Normal Dermal Fibroblast cells)  ที่เพาะเลี ยงในถาดหลุมเลี ยง
เซลล์ชนิด 12 หลุม (12-well plate) จ้านวน 1,000 เซลล์ที่มีอาหารเลี ยงเซลล์และสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพท่ีมีความเข้มข้นสุดท้าย 0, 150, 300 และ 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ตรวจวัดจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต 
วันที่ 3, 5, 7, 10 และ 14 วัน (รูปท่ี 4.6) จ้านวนเซลล์จากวันที่ 0 จนถึงวันที่ 3 เพิ่มขึ นจาก 1,000 เซลล์
เป็น 2,500 ถึง 3,200 เซลล์โดยประมาณในทุกความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซ่ึงสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพไม่ได้มีผลต่อการยับยั งการเจริญเติบโตของเซลล์ ท้าให้อัตราการเจริญ  
(cell growth) ในเซลล์ผิวหนังปกติมีอัตราการเจริญที่เพิ่มมากขึ นในแต่ละวันอย่างปกติเช่นกัน  
โดยที่เซลล์ผิวหนังปกติที่ได้รับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีอัตราการเจริญที่ต่้ากว่าเซลล์ที่
ไม่ได้รับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และเมื่อความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิ วชีวภาพ 
เพิ่มสูงขึ น จะส่งผลต่ออัตราการเจริญของเซลล์ที่น้อยลง  
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รูปที่ 4.6  ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการเจริญ (cell growth) ในเซลล์ผิวหนังปกติ  
                         (Normal Dermal Fibroblast cells) 
         หมายเหตุ : cell untreat           , BSF 150 ppm            , BSF 300 ppm            , 
                            BSF 600 ppm 
 

4.3.4 การศึกษาอัตราการเจริญ (cell growth) ของเซลล์มะเร็งตับที่รับสัมผัสด้วยสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  เซลล์มะเร็งตับ (SK-HEP-1 cells)  ที่เพาะเลี ยงในถาดหลุมเลี ยงเซลล์ชนิด 12 หลุม 
(12-well plate) จ้านวน 1,000 เซลล์ที่มีอาหารเลี ยงเซลล์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีความเข้มข้น
สุดท้าย 0, 150, 300 และ 600 มิลลิกรัมต่อลิตร ตรวจวัดจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิต วันที่ 3,  7,  10 และ 14 
วัน (รูปที่ 4.7) พบว่าเซลล์มีอัตราการเจริญหรือการแบ่งเซลล์ที่มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ นทุกๆ วัน 
สังเกตได้จาก จ้านวนเซลล์จากวันที่ 0 จนถึงวันที่ 3 เพิ่มขึ นจาก 1,000 เซลล์เป็น 30,000 เซลล์
โดยประมาณ โดยที่เซลล์มะเร็งตับจะมีอัตราการเจริญเติบโตที่มากกว่าเซลล์ผิวหนังปกติ ทั งนี 
เนื่องจากเซลล์ผิวหนังปกติและเซลล์มะเร็งตับจะต้องเจริญเติบโตผ่านขั นตอนทางชีวเคมีที่เป็นวงจร
ที่เรียกว่า วงจรชีวิตของเซลล์ หรือ cell cycle โดยเซลล์ปกติจะมีกลไกที่ซับซ้อนที่ควบคุมให้มี
จ้านวนเซลล์อยู่ในระดับที่เหมาะสม ในขณะที่เซลล์มะเร็งตับนั นเป็นเซลล์ที่มีสภาพสูญเสียการ
ควบคุมกิจกรรมและวงจรชีวิตของเซลล์ จึงท้าให้เซลล์มะเร็งสามารถเจริญเติบโต หรือ สร้าง DNA 
เพื่อแบ่งเซลล์ไปเรื่อย ๆ โดยไม่สามารถควบคุม cell cycle ที่ท้าหน้าสร้าง DNA ได้ เช่นเดียวกันกับ
ผลการทดลองนี ที่พบว่าเซลล์มะเร็งตับที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีแนวโน้ม
อัตราการเจริญของเซลล์ที่ลดลง โดยที่เซลล์มะเร็งตับก็ยังสามารถเจริญและแบ่งเซลล์ไปได้อย่าง
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ปกติ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี ไม่มีผลต่อการกระตุ้นการเจริญของเซลล์มะเร็งตับสังเกตได้จาก
อัตราการเจริญของเซลล์ที่ไม่ได้ผ่านการรับสัมผัสมีแนวโน้มอัตราการเจริญและแบ่งเซลล์สูงกว่า
เซลล์ที่ผ่านการรับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.7  ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการเจริญ (cell growth) ในเซลล์มะเร็งตับ 
                            (SK-HEP-1 cells) 
          หมายเหตุ  :  cell untreat           , BSF 150 ppm          , BSF 300 ppm          , BSF 600 ppm 
 

4.4 การศึกษาประสิทธิภาพการล้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดอันตราย
ทางด้านจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์ข่าสดตัดแต่ง  
 4.4.1 การศึกษาประสิทธิภาพการลดลงของเชื อราหลังกระบวนการล้าง 

การทดสอบน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใช้เป็นสารฆ่าเชื อในกระบวนการล้างข่า 
เป็นพืชท่ีมีเหง้าอยู่ใต้ดิน ต้องมีขั นตอนในการตัดแต่งก่อนกระบวนการล้าง ซ่ึงสารท้าความสะอาดที่
ใช้ในอุตสาหกรรมการล้างผักผลไม้ หรือ sanitizer ที่อนุญาตให้ใช้ได้โดยองค์การอาหารและ 
ยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) คือสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน 
เป็นความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในการล้างเพื่อลดจุลินทรีย์ในพืชที่มีลักษณะล้าต้น  
รากที่อยู่ใต้ดิน เช่นเดียวกับข่า ดังนั นการทดสอบประสิทธิภาพในกระบวนการล้างด้วย  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี จึงเลือกใช้สารละลายคลอรีนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น  8 ส่วนในล้าน
ส่วน เป็นตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) และตัวอย่างข่าที่มีการเติมเส้นใยและไม่ได้ผ่าน 
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การล้าง (No wash)เป็นตัวควบคุมเชิงลบ วิ ธีด้าเดินการทดสอบเพื่อติดตามประสิทธิภาพ  
การลดจ้านวนจุลินทรีย์ในข่าที่น้ามาล้าง มีการเติมเส้นใยปริมาณที่มากเกินพอ (challenge test)  
ของเชื อรา Sclerotium rolfsii 10 กรัม ลงในข่าจ้านวน 1 กิโลกรัม แล้วท้าการบ่มที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง เพื่อให้เส้นใยที่เติมมีการเจริญและงอกของเส้นใยใหม่ดังรูปที่ 4.8 
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดลงของเชื อราในข่าที่ด้วยกระบวนการล้างและ
บ่มที่สภาวะ 25 องศาเซลเซียส มีเชื อราเริ่มต้น (No wash) เท่ากับ 5.05± 0.10 log CFU/g  เมื่อน้าข่า
ไปผ่านกระบวนการล้างด้วย น ้าที่ไม่มีคลอรีน (water free chlorine; WFC) สารละลายละลายคลอรีน
ไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 
ส่วนในล้านส่วน พบว่าข่าหลังล้าง (วันที่ 0) ด้วยสารต่าง ๆ และที่ความเข้มข้นแตกต่างกันมีปริมาณ
เชื อราหลงเหลือแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยที่ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ความเข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน สามารถควบคุมเชื อราหลงเหลือในข่า 
ให้อยู่ในระดับเดียวกันกับสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ คือ ตรวจไม่พบ (ND) จากผลการทดสอบ
ดังกล่าวได้ข้อสรุปว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน
สามารถลดปริมาณเชื อราลงได้ 5 log  

และเพื่อเป็นการยืนยันความปลอดภัยและประสิทธิภาพของการล้าง จึงท้าการบ่ม
ข่าหลังล้างที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซ่ึงสภาวะที่เหมาะต่อการเจริญของ S. rolfsii เนื่องจาก 
เชื อราดังกล่าวจะต้องอาศัยระยะเวลาในการเจริญ หรือการงอกของ mycelium (germ tube)   
อย่างน้อย 3 ถึง 7 วัน เมื่อครบระยะเวลาอย่างน้อย 1 สัปดาห์ (วันที่ 8)  พบว่าในชุดควบคุม 
การทดลองเชิงลบ (No wash) มีปริมาณเชื อรา 9.56 log CFU/g เพิ่มขึ นจากเริ่มต้น 4 log 
โดยประมาณ ในขณะที่การล้างด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์พบปริมาณเชื อรา 7.31 log CFU/g  
ซ่ึงเพิ่มขึ นจากการตรวจวิเคราะห์ในวันที่ 0  (หลังการล้าง) ที่มีผลการทดสอบว่าไม่พบเชื อรา 
เนื่องจากเชื อราจะต้องอาศัยระยะเวลาในเจริญจึงท้าให้ปริมาณเชื อราที่ตรวจพบค่อย ๆ เพิ่มจ้านวน
ขึ นตามระยะเวลาการบ่มซ่ึงเป็นสภาวะที่ เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตการเพิ่มขึ นของ hypha  
 (เส้นใยเดียวๆ) และเมื่อเทียบกับชุดควบคุม (No wash) ในวันเดียวกันพบว่าสารละลายคลอรีน 
ไดออกไซด์ยังคงมีประสิทธิภาพในการควบคุมปริมาณเชื อราให้อยู่ในระดับที่น้อยกว่า 2 log 
โดยประมาณ ส่วนข่าที่ล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วน  
มีปริมาณเชื อราในวันที่ 8 เท่ากับ  7.97, 7.30 และ 7.22 log CFU/g ตามล้าดับ  เมื่อเทียบกับชุด
ควบคุมเชิงลบ (No wash) พบว่ามีเชื อราในระดับที่น้อยกว่า 2 log โดยประมาณ ดังนั นผลของ 
การบ่มข่าหลังล้างท่ีสภาวะ 25 องศาเซลเซียส นาน 8 วัน มีปริมาณเชื อราที่ตรวจพบในข่าที่ล้างด้วย
สารต่าง ๆ และที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) 
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โดยข่าท่ีล้างด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ มีปริมาณเชื อราอยู่ในระดับเดี่ยวกันกับสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพ 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ 4.8 ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชวีภาพต่อการลดลงของเชื อราในข่า ด้วยกระบวนการล้าง 
                 และบ่มที่สภาวะ 25 องศาเซลเซียส 
  หมายเหตุ : No wash         , WFC (water free chlorine)            , ClO2 8ppm          , 
                     BSF 50 ppm            , BSF 100 ppm           , BSF 150 ppm          , BSF 200 ppm  

 

รูปที่ 4.9 แสดงถึงผลของการสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น้าไปใช้ในการล้างข่า  
และบ่มข่ าหลังล้างไว้ที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ซ่ึง เป็นสภาวะที่ ใช้ ในการขนส่ง 
เ ก็ บรั กษ าข่ าสด  ร วม ถึง เป็ นสภ าว ะที่ ช่ ว ยชะ ลอกา ร เ จ ริญและก าร งอกของ เ ส้น ใ ย 
พบว่ าจ้ านวนเชื อราที่หลงเหลือในข่ าหลังการล้างและน้ าไปบ่มที่  4 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 8 ข่าที่ผ่านการล้างด้วยสารต่าง ๆ และที่ความเข้มข้นแตกต่างกัน มีปริมาณเชื อรา
หลงเหลือที่ตรวจพบแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (P< 0.01) โดยที่สารละลายคลอรีน 
ไดออกไซด์ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 100 และ 150 ส่วนในล้านส่วน  มีปริมาณเชื อราอยู่
ในระดับเดียวกัน คือ 5.06, 5.09 และ 4.83 log CFU/g ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามเมื่อเทียบกับ 
ตัวควบคุมเชิงลบ (No wash) ยังคงมีปริมาณเชื อราน้อยกว่าชุดควบคุม 3 log โดยประมาณ ในขณะที่
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เข้มข้น 200 ส่วนในล้านส่วน มีปริมาณเชื อรา 4.10 log CFU/g ซ่ึงด้วยกว่า
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ชุดควบคุม 4 log โดยประมาณ และเป็นความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการควบคุมเชื อรา 
และที่ความเข้มข้น 150 ส่วนในล้านส่วนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังคงประสิทธิภาพในการ
ควบคุมปริมาณเชื อราได้ดีเช่นเดียวกันกับการใช้สารเคมี  

 

 
 

รูปที่ 4.9 ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชวีภาพต่อการลดลงของเชื อราในข่า ด้วยกระบวนการล้าง 
                 และบ่มที่สภาวะ 4 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ : No wash         , WFC (water free chlorine)         , ClO2 8ppm       , BSF 50 ppm         , 
                     BSF 100 ppm           , BSF 150 ppm          , BSF 200 ppm 
 

4.4.2 การศึกษาประสิทธิภาพการลดลงของดัชนีคุณภาพทางด้านจุ ลินทรีย์ห ลัง 
กระบวนการล้าง 

เพื่อเป็นการประเมินความปลอดภัยของการใช้งานสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
จึงท้าการวิเคราะห์และตรวจวัดดัชนีคุณภาพทางด้านความปลอดภัยและสุขอนามัย ได้แก่  
การตรวจวัดปริมาณแบคทีเรียทั งหมดที่หลงเหลือหลังกระบวนการล้าง  (รูปที่ 4.10)  มีปริมาณ
แบคทีเรียทั งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 7.27± 0.08 log CFU/g เมื่อผ่านการล้างด้วยสารละลายคลอรีน 
ไดออกไซด์ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เข้มข้น 50 และ 100 ส่วนในล้านส่วน มีปริมาณแบคทีเรีย
ทั งหมดลดลงอย่างน้อย 1 log ในขณะที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 150 และ 200 ส่วน 
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ในล้านส่วน ปริมาณแบคทีเรียทั งหมดลดลงอย่างน้อย 2 log  ในขณะที่การล้างด้วยน ้าปราศจาก
คลอรีน (WFC) มีปริมาณแบคทีเรียทั งหมดอยู่ในระดับเดียวกันกับชุดควบคุมเชิงลบ (No wash)  
ท้าให้ปริมาณแบคทีเรียทั งหมดหลังกระบวนการล้าง (วันที่ 0) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง
ทางสถิติ (P<0.01) เมื่อบ่มที่สภาวะ 25 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 8 วัน มีปริมาณแบคทีเรียทั งหมดมี
แนวโน้มเพิ่มสูงขึ นและแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ  (P<0.01) อย่างไรก็ตาม 
สารลดแรงตึ งผิวชีวภาพเข้ มข้น  200 ส่วนในล้านส่วน  มีปริ มาณแบคที เรี ยทั งหมด 
อยู่ในระดับเดียวกับสารละลายคลอรีนไดออกไซด์ 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่  4.10 ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดปริมาณแบคทีเรียทั งหมดในข่า  

ด้วยกระบวนการล้างและบ่มที่สภาวะ 25 องศาเซลเซียส 
หมายเหตุ : No wash          , WFC (water free chlorine)         , ClO2 8 ppm         , BSF 50 ppm           
                  BSF 100 ppm           , BSF 150 ppm          , BSF 200 ppm 
 

รูปท่ี 4.11 พบว่าปริมาณแบคทีเรียทั งหมดที่หลงเหลือหลังการล้างและบ่มที่ 4 องศา
เซลเซียส ซ่ึงเป็นสภาวะที่ชะลอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ในวันที่ 8 มีปริมาณแบคทีเรียทั งหมด
แตกต่ างกันอย่ างมีนั ย ส้าคัญยิ่งทางสถิติ  (P<0.01) โดยที่ชุดควบคุม เชิ งลบ (No wash)  
มีปริมาณแบคทีเรียทั งหมด 10.99 log CFU/g อย่างไรก็ตามข่าที่ล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน มีปริมาณแบคทีเรียทั งหมดน้อยกว่าชุดควบคุม 1 log 
โดยประมาณ   
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รูปที่ 4.11 ประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชวีภาพต่อการลดปริมาณแบคทีเรียทั งหมดในข่าดว้ย 
                      กระบวนการล้างและบ่มที่สภาวะ 4 องศาเซลเซียส 
     หมายเหตุ :  No wash          , WFC (water free chlorine)           , ClO2 8 ppm        , BSF 50 ppm 
                                  , BSF 100 ppm          , BSF 150 ppm          , BSF 200 ppm 
 

4.5 การศึกษาประสิทธิภาพการล้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการลดอันตราย
ทางด้านเคมีในผลิตภัณฑ์ข่าสดตัดแต่ง  

4.5.1 การศึกษาการลดลงของไดเมโธเอท (dimethoate) ด้วยกระบวนการล้าง 
ข่าท่ีน้ามาล้างได้ท้าการเติมสารไดเมโธเอท (challenge test) ในปริมาณที่มากเกิน 

(safety factor) คือ 0.2 มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม  ด้วยวิธีการ dipping จากนั นตรวจวิเคราะห์ปริมาณ
สารตกค้างยาก้าจัดศัตรูพืชไดเมโธเอท (จัดอยู่ในกลุ่ม organophosphate )ด้วยวิธีการเชิงปริมาณ คือ 
GC-FPD และเป็นวิธีการที่ได้มาตรฐาน โดยคอลัมน์ที่เลือกใช้เป็นคอลัมน์ส้าหรับวิเคราะห์หาสาร
กลุ่ม organophosphate โดยเฉพาะซ่ึงเครื่องมือวิเคราะห์มีค่าปริมาณต่้าสุดที่เครื่องตรวจวัดได้  
 (limit of detection; LOD) คือ 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงหากค่าท่ีวิเคราะห์ได้จากตัวอย่างมีค่าต่้า
กว่านี  จะมีการรายงานผลเป็นตรวจไม่พบ (ND) และเครื่องมือที่ใช้มีปริมาณต่้าสุดที่สามารถรายงาน
ค่าเป็นตัวเลขได้ (limit of quantitation; LOQ) คือ 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงหากค่าท่ีวิเคราะห์ได้
จากตัวอย่างมีค่าต่้ากว่านี จะต้องรายงานผลเป็น < LOQ  การพิจารณาค่า LOD และ LOQ เนื่องจาก
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ให้เกิดความแม่นย่้าในการวิเคราะห์ผล และการส่งออกผักผลไม้สดไปยังต่างประเทศจ้าเป็น  
ที่จะต้องมีการรายงานผลค่าความเที่ยงของเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

แสดงดังตารางที่ 4.3 ปริมาณไดเมโธเอทหลังกระบวนเติมสารไดเมโธเอทในข่า 
ในปริมาณที่มากเกินพอ  และเมื่อท้าการวิเคราะห์ด้วย GC-FPD พบว่าในข่าที่ไม่ได้ผ่านการล้าง  
 (ตัวควบคุมการทดลอง หรือ No wash) มีปริมาณสารไดเมโธเอท 0.02 มิลลิกรัมต่อหนึ่งกิโลกรัม 
เมื่อน้าข่าไปผ่านกระบวนการล้างด้วย น ้าที่ไม่มีคลอรีน (water free chlorine; WFC) สารละลาย
สารละลายคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น  
50 100 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทุกความเข้มข้น  
สามารถลดปริมาณสารตกค้างไดเมโธเอทในข่าให้อยู่ในระดับที่ไม่ เกินมาตรฐานก้าหนด   
คือ ต่้ากว่า 0.02 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  
 
ตารางที่ 4.3 ปริมาณสารไดเมโธเอทตกค้างในข่าหลังกระบวนการล้าง 
 

Challenge 

dimethoate 

test 

Treatment 

Dimethoate in 

galangal after 

washing (mg/kg) 

Standard (Maximum 

residue limit) 

EC No. 

1097/2009
1
 

TAS 9002-

2008
2
 

0.2 mg/kg 

No wash 0.02 

0.02 mg/kg 0.10 mg/kg 

WFC <0.02 

ClO2 8 ppm ND 

BSF 50 ppm <0.02 

BSF 100 ppm <0.02 

BSF 150 ppm <0.02 

BSF 200 ppm <0.02 

 

หมายเหตุ :  ท้าการวิเคราะห์จ้านวน 3 ซ ้าทุกการ ทดลองเพื่อหาค่าเฉล่ียที่มีความน่าเชื่อถือของผล  
การทดสอบโดยอาศัยค่าความแม่นย้าของเครื่องมือ (LOD, LOQ) ในการรายงานผล 
ND = Not Detection, 1 = Pesticide residues and maximum residue levels in tropical  
root and tuber Commission Regulation, (2009), 2 = Pesticide residues and maximum 
residue limits Thai agricultural standard, (2008) 

 
4.5.2 การศึกษาการลดลงของตะกั่ว (lead, pb) ด้วยกระบวนการล้าง 

ข่าที่น้ามาล้างได้ท้าการเติมตะกั่วในปริมาณที่มากเกิน (safety factor) คือ 1.00 
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มิลลิกรัมต่อข่า 1 กิโลกรัม  ด้วยวิธีการ dipping จากนั นตรวจวิเคราะห์ปริมาณตะกั่ว ด้วยวิธีการ 
เชิงปริมาณ คือ ICP-MS แสดงดังตารางท่ี 4.4 ปริมาณตะกั่วหลังกระบวน challenge test ที่ตรวจพบ
คือ 0.57 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม   เมื่อน้าข่าไปผ่านกระบวนการล้างด้วยน ้าที่ไม่มีคลอรีน 
(water free chlorine; WFC) สารละลายคลอรีนไดออกไซด์เข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน และ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 50, 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน  พบปริมาณตะกั่ว 0.29  
0.23,  0.26,  0.20,  0.19 และ 0.16 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ปริมาณที่พบนี มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) อย่างไรก็ตามตัวอย่างข่าที่ผ่านการล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ความเข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน มีปริมาณตะกั่วที่ตรวจพบต่้ากว่าสารละลาย
คลอรีนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน 

เมื่อพิจารณาปริมาณตะกั่วที่ตรวจพบในข่าหลังล้างเทียบกับมาตรฐานที่ก้าหนดให้
ไม่เกิน 0.10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม  เนื่องจากในการทดลองนี เป็นการทดสอบประสิทธิภาพ 
การลดลงของตะกั่วด้วยกระบวนการล้างท่ีมีการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและข่าท่ีน้ามาล้างไดผ้่าน
การเติมตะกั่วในระดับที่สูงเกินมาตรฐานก้าหนดถึง 10 เท่า จึงท้าให้ปริมาณตะกั่วที่ตรวจพบ 
ในข่าหลังล้างยังสูงกว่ามาตรฐานก้าหนดอย่างไรก็ตามจากผลการทดสอบนี สามารถสรุปได้ว่า 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วนสามารถลดปริมาณตะกั่วได้ 
และอยู่ในระดับเดียวกับการใช้คลอรีนไดออกไซด์ที่ความเข้มข้น 8 ส่วนในล้านส่วน 

 
ตารางที่ 4.4 ปริมาณตะกัว่ที่ตกค้างในข่าหลังกระบวนการล้าง 

 

หมายเหตุ : ค่าเฉล่ียที่ก้ากับด้วยตัวอักษรที่แตกต่างกันในตาราง แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี 
นัยส้าคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (P<0.01) 

         1 = ปริมาณโลหะหนักตกค้างไม่เกินข้อก้าหนด (maximum levels) ในอาหารตาม 
มาตรฐานยุโรป, Official  Journal of the European Union, (2008) 

Challenge 

Lead 

Treatment Lead in galangal 

after washing 

(mg/kg) 

Standard 

(Maximum 

residue limit)
1 

1 mg/kg 

No wash 0.57
a 

0.10 mg/kg 

WFC 0.29
b 

ClO2 8 ppm 0.23
bcd

 

BSF 50 ppm 0.26
bc 

BSF 100 ppm 0.20
cd 

BSF 150 ppm 0.19
cd 

BSF 200 ppm 0.16
d 



 

 
บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 บทสรุป 
 การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ประเภทไม่มีประจุไฟฟ้า ส าหรับสารฆ่าเชื้อชีวภาพ 
หรือ biosanitizer ในกระบวนการล้างข่า ปัจจุบันรัฐบาลให้ความสนใจสนับสนุนอุตสาหกรรม
เครื่องเทศและการส่งออกสู่ตลาดสากลให้ได้คุณภาพ สะอาด ปลอดภัย โดยมุ่งเน้นขยายตลาดและ
ก ร ะ ตุ้ น ส ร้ า ง มู ล ค่ า เ พิ่ ม สิ น ค้ า เ ค รื่ อ ง เ ท ศ  ส มุ น ไ พ ร   ด้ ว ย ก า ร ส ร้ า ง ต ร า สิ น ค้ า 
ให้เป็นที่รู้จักทั่วโลก (ส านักข่าวกรมประชาสัมพันธ์ ส านักเลขาธิการนายกรัฐมนตรี ท าเนียบรัฐบาล, 
2556) ส่วนที่เป็นล าต้นใต้ดิน หรือที่เรียกว่า เหง้า ที่เส่ียงต่อการปนเปื้อนทั้งทางด้านกายภาพ 
เคมี และจุลินทรีย์  โดยเมื่อพิจารณาจากดัชนีความเส่ียงสูงสุดและความเป็นไปได้ในการปนเปื้อน 
พบว่า Sclerotium rolfsii ไดเมโธเอท และตะกั่ว เป็นดัชนีความเส่ียงสูงสุดที่พบการปนเปื้อน 
และมาตรฐานก าหนด  MRL ต่ าที่สุดเมื่อเทียบกับสารเคมีในกลุ่มการตกค้าง จึงน าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมาประยุกต์ใช้ในกระบวนการล้าง (a technical guide, food and agriculture organization of 
the United Nations Regional Office for Asia and the Pacific Bangkok, 2010) ที่มีวิธีการล้าง
มาตรฐาน คือ (1) ขั้นตอนการตัดแต่ง และคัดขนาด (2) ล้างด้วยวิธีการน้ าไหลผ่าน นาน 2 นาท ี
(3) ขั้นตอนการล้างด้วยวิธีการแช่ในน้ าที่มีสารฆ่าเชื้อ (sanitizer) นาน 5 นาที โดยให้ข้อสังเกต
กระบวนการในข้อที่  (3) จะต้อง เป็นขั้ นตอนที่ ใ ห้คว ามส าคัญและจะต้ องป้องกัน 
ไม่ให้มีการปนเปื้อนข้าม (cross contamination) และในขั้นตอนดังกล่าวนี้ เป็นขั้นตอน 
ที่มีการน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใช้  ได้ข้อสรุป ดังตารางสรุปผลที่ 5.1 การใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่สามารถลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์  ความเข้มข้นที่สามารถใช้ได้อย่างน้อย 150 
ส่วนในล้านส่วน โดยความเข้มข้นที่ 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน ได้ผ่านการทดสอบแล้วว่ามี
ประสิทธิภาพที่ส่งผลต่อเซลล์ Sclerotium rolfsii โดยสามารถท าลายผนังเซลล์ของเชื้อรา 
(hypha wall) ได้ท าให้เกิดการสูญเสียสมดุลภายในเซลล์ และที่ความเข้มข้นดังกล่าว  
ส่งผลต่อเม็ดสเคลอโรเทีย (sclerotia) ที่เชื้อราชนิดนี้สร้างขึ้นมา มีความแข็งแรงและสามารถ 
อยู่ข้ามฤดูกาลได้ โดยจะส่งผลต่อโครงสร้างภายนอกชั้น cuticle เป็นชั้นที่มีการขดเรียงตัวพันกัน
ของเส้นใย (mycelium) ด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะอาศัยโครงสร้างที่เป็น hydrophobic จับกับ
ผนังเซลล์ที่มีชั้นไขใน ไคติด ท าให้เกิดการเสียสภาพ ส่งผลให้เม็ดสเคลอโรเทีย ชะลอการงอกใหม่
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ของเส้นใย  นอกจากนั้นสารนี้ยังพบว่ามีสารที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ  คือ ซาโปนิน 194.31 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ออกฤทธ์ิเป็นสารยับยั้งเชื้อราและแบคทีเรีย  ส าหรับการลดปริมาณ
สารเคมีตกค้าง พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทุกความเข้มข้น (50 100 150 และ 200 ส่วนในล้าน
ส่วน) สามารถลดปริมาณไดเมโธเอท ที่ตกค้างในข่าให้อยู่ในระดับท่ีไม่สูงกว่ามาตรฐานก าหนดได้ 
(0.02  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม)  ส าหรับปริมาณตะกั่วเมื่อค านวณเพื่อเปรียบเทียบเป็นร้อยละ 
ที่สามารถลดปริมาณตะกั่วในข่าได้ จะได้ว่าข่าท่ีล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น  50 
100, 150 และ 200 ส่วนในล้านส่วน มีประสิทธิภาพในการลดปริมาณตะกั่วในข่าคิดเป็นร้อยละ 
54.39,  64.91,  66.67 และ 71.93 ซ่ึงสามารถลดปริมาณตะกั่วในข่าได้มากกว่าร้อยละ 50  
ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าหากปริมาณตะกั่วในข่าที่มีอยู่ต่ ากว่าที่ท าการทดสอบเติมเข้าไปใน
ปริมาณที่มากเกินพอ ก็จะสามารถลดตะกั่วอยู่ในระดับที่มาตรฐานก าหนดได้ ซ่ึงจะต้องอาศัย
กระบวนการล้างและกรรมวิธีที่ได้ท าการทดสอบข้างต้น 

เพื่อให้เกิดความมั่นใจในการน าไปใช้งาน ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ผิวหนังปกติ
และเซลล์มะเร็งตับพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่ความเข้มของสารประเภทไม่มีประจุไฟฟ้า 
3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ยังคงมีเซลล์ที่รอดชีวิตหลังการรับสัมผัสด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงถึง
ร้อยละ  70  โดยประมาณ และต้องใช้ความเข้มข้นที่สูงถึง 7,000 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยประมาณถึง
จะท าให้เซลล์ผิวหนังปกติลดลงร้อยละ 50  ( IC50 )  และสารดังกล่าวนี้ไม่มีผลต่อการกระตุ้น 
การเจริญ หรือแบ่งเซลล์ในเซลล์มะเร็งตับ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้จึงไม่มีความเป็นพิษ  
ที่สามารถใช้ในความเข้มข้น 50 ถึง 200 ส่วนในล้านส่วน ในการล้างผักสดตัดแต่งได้ หรือสามารถ
ใช้ในระดับท่ีมากกว่า 200 แต่ไม่เกิน 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตรในการล้างผักสดได้เช่นกัน 
 ดังนั้นวิทยานิพนธ์นี้จึงเป็นการศึกษาเพื่อประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการลด
ความเส่ียงสูงสุดของการปนเปื้อนทางด้านจุลินทรีย์และเคมี  ในวัตถุดิบทางการเกษตร ส าหรับล้าง
ในผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สดตัดแต่ง (Fresh-Cut products)  ที่เป็นต้นแบบการน าไปล้างเฉพาะพืชที่มีล า
ต้นใต้ติด เหง้า ราก หรือมีกระบวนการล้าง ระยะเวลา ที่เหมือนกับการทดลองในวิทยานิพนธ์นี้ จึง
จะให้ผลการทดสอบท่ีมีประสิทธิภาพ และมีความปลอดภัยในอาหาร 
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ตารางที่ 5.1  สรุปผลการทดสอบประสิทธิภาพการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อลดการ    
ปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์ข่าสดตัดแต่ง 

  

Hazard risk 

contamination 

Standard / Law Biosurfactant concentrations (ppm) 

50 100 150 200 

Mold 4.0 log CFU/g X X X  

Total bacterial 6.0 log CFU/g     

Dimethoate 0.02 mg/kg     

Lead 0.10 mg/kg X X X X 

Toxicity Non-toxicity (<3,000 mg/L) 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
ผลงานวิจัยนี้สามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นกระบวนการล้างผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้สดตดัแต่ง 

(Fresh-Cut products) ชนิดที่มีความใกล้เคยีงกับข่า ดว้ยวธีิการล้างด้วยการไหลผ่านของน้ า และการ
แช่ในสารท าความสะอาด  
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1.  อาหารเลี้ยงเช้ือและการเตรียม 
 1.1 อาหารเลีย้งเชื้อแบบแขง็ Plate Count Agar (PCA) 
  Tryptone      5.0 กรัม 
  Yeast extract      2.5 กรัม 
  Dextrose      1.0 กรัม 
  Agar       15.0 กรัม 
  Distilled water     1 ลิตร 
  ละลายอาหารส้าเร็จรูปต่อน ้ากล่ัน 1 ลิตร ปรับ pH ครั งสุดท้าย 7.0 ± 0.2 ถ่ายใส่ขวดนึ่ง
ฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ีเทใส่จานเพาะเชื อจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร 
 1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

 Potato        200 กรัม 
   D (+) Glucose     20 กรัม 

 Agar        15  กรัม 
 Distilled water     1 ลิตร 

  ละลายอาหารส้าเร็จรูปต่อน ้ากล่ัน  1 ลิตร ใส่ขวด นึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที เทใส่จานเพาะเชื อจานละประมาณ 20 มิลลิลิตร 
 1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งลาดเอียง Potato dextrose Agar Slant  (PDA slant) 

 Potato        200 กรัม 
 D (+) Glucose     20 กรัม 
 Agar        15  กรัม 
 Distilled water     1 ลิตร 

  ดูดแบ่งใส่หลอดทดลอง หลอดละ 10 มิลลิลิตร ปิดจุกน้าไปฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที วางหลอดให้เอียงจนอาหารเลี ยงเชื อแข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง 
 1.4 อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว Potato dextrose Broth (PDB) 
  Potato        200 กรัม 
  D (+) Glucose     20 กรัม 
  Distilled water     1 ลิตร 
  ดูดแบ่งใส่ขวดรูปชมพู่ ขวดล่ะ 50 มิลลิลิตร ปิดฝา น้าไปฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที 
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2.  สารเคมีและการเตรียมสารเคมี 
 2.1 สารละลาย Sodium chloride ความเข้มข้น 0.85 % (w/v) 
  NaCl       8.50  กรัม 
  Distilled water     1 ลิตร 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด์ในน ้ากล่ัน 1 ลิตร ถ่ายใส่ขวดหรือหลอดทดลอง และนึ่งฆ่า
เชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
 2.2 Sodium hydroxide 0.1 N 

  NaOH       4.0 กรัม        
  Distilled water     1 ลิตร 
2.3  Phosphate buffer saline 10 mM 

  NaCl       8.00  กรัม 
  KCl       0.20 กรัม 
  Na2HPO4      1.44 กรัม 
  KH2PO4      0.24 กรัม 
  Distilled water     1 ลิตร 
 2.4 DPH (1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene  ) 1 mM 
  DPH (232.33 g/mol)     23.23 มิลลิกรัม 
  Methanol      100 มิลลิลิตร 
 2.5 Phosphate buffer saline (pH 7.4) 
  NaCl       8.00  กรัม 
  KCl       0.20 กรัม 
  K2HPO4      1.25 กรัม 
  KH2PO4      0.20 กรัม 
  Distilled water     1 ลิตร 
 2.6 สารละลาย Glutaraldehyde 2% 
  Glutaraldehyde 50%     4 มิลลิลิตร 
  Phosphate buffer saline pH 7.4   100 มิลลิลิตร 
 2.7 สารละลาย chlorine dioxide 
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  เตรียมสารละลายคลอรีนไดออกไซด์จาก chlorine dioxide tablet 1 กรัม ละลายในน ้า
กล่ัน 1 ลิตร ได้สารละลาย chlorine dioxide เข้มข้น 100 ppm เก็บในขวดทึบแสงที่เป็นพลาสติก
เท่านั น  
 2.8 สารละลาย dimethoate 0.2 ppm (mg/L) 
  เตรียมสารละลาย dimethoate จาก  dimethoate 99.5%  (MW 229.26 g/mol) ปริมาณ 0.2 
มิลลิกรัม ละลายในน ้ากล่ัน 1 ลิตร  
 2.9 สารละลาย lead (II) acetate trihydrate 1.00 ppm (mg/L) 
  เตรียมสารละลายตะกั่ว จาก   lead (II) acetate trihydrate (MW 379.33 g/mol) ปริมาณ 
1.00 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากล่ัน 1 ลิตร  
 

3.  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน quercetin (calibration curve) 
 การสร้างกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐาน quercetin  (Aluminum chloride method 
was used for flavonoid determination) ส้าหรับสร้างกราฟเพื่อหาปริมาณสารฟลาโวนอยด์ ดังนี  
 3.1  สารเคมีส าหรับกราฟมาตรฐาน quercetin   
  3.1.1  Quercetin stock solotion เตรียมจากสาร quercetin ปริมาณ 10  มิลลิกรัม 
ละลายใน 80% ethanol  (Final concentration 1mg/ml) 
  3.1.2  AlCl3 (Aluminum chloride) เตรียมจากสาร AlCl3 ความเข้มข้นร้อยละ 10 
เตรียมในน ้าปราศจากไอออน 
  3.1.3  KCH3COO (Potassium acetate) เตรียมจาก 1M potassium acetate (93.14g/mol) 
ปริมาณ 4.91 กรัม ละลายในน ้าปราศจากไอออน 50 มิลลิลิตร 
 3.2  เตรียมสารละลายมาตรฐาน quercetin ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน 
ตาราง ก 1  ปริมาตรและความเข้มข้นส้าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน quercetin 
 

Take stock 0 40 80 120 160 200 µl 

95% ethanol 2000 1960 1920 1880 1840 1800 µl 

Final conc. 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 mg/ml 

แปลงหน่วย 0 20 40 60 80 100 µg/ml 
   

  สารที่เตรียมแต่ละความเข้มข้นจากตารางภาคผนวก ก 1 น้ามาเติม 10% aluminum 
chloride ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ 1M potassium acetate ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั นเติม
น ้าปราศจากไอออน ปริมาตร 2.8 มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 30 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 415 นาโนเมตร 
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รูปที่ ก 1 กราฟมาตรฐาน quercetin 
 

4.  กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน saponin (calibration curve) 
 การสร้างกราฟมาตรฐานจากสารละลายมาตรฐาน saponin (p-anisaldehyde colorimetric 
method) ส้าหรับสร้างกราฟเพื่อหาปริมาณสารซาโปนิน ดังนี  
 4.1  สารเคมีส าหรับกราฟมาตรฐาน Saponin  
 4.1.1  7% Ethyl acetate. เตรียมจากสาร ethyl acetate 99.5% เตรียมในน ้าปราศจาก
ไออน ปริมาตร 93 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา  
  4.1.2  0.5% P-anisaldehyde.  โดยละลายใน ethyl acetate  (99.5%) 
  4.1.3  50% Sulfuric acid. เตรียมจาก sulfuric acid เข้มข้น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ละลายใน ethyl acetate (99.5%) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  4.1.4  Saponin stock solution เตรียมจากสารซาโปนิน ปริมาณ 10 มิลลิกรัม ละลาย
ใน ml 7% ethyl acetate ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  (Final concentration 1 mg/ml) 
 4.2  เตรียมสารละลายมาตรฐาน saponin ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน 
ตาราง ก 2  ปริมาตรและความเข้มข้นส้าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน saponin 
 

Take 

stock 

0 100 125 150 200 225 500 750 1000 µl 

99.5% 
ethyl 

acetate 

1000 900 875 850 800 775 500 250 0 µl 

Final 

conc. 

0 0.10 0.125 0.15 0.20 0.225 0.50 0.75 1.00 mg/ml 

แปลง
หน่วย 

0 100 125 150 200 225 500 750 1,000 µg/ml 

 

y = 0.0281x + 0.1775 
R² = 0.9708 
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 สารที่ เตรียมแต่ละความเข้มข้นจากตารางภาคผนวก ก 2 น้ามาเติม  0.5%                       
p-anisaldehyde l มิลลิลิตร จากนั นเติม 50% sulfuric acid ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยจะต้องเติมอย่าง
ช้าๆ จากนั นผสมให้เข้ากัน น้าไปต้มที่อ่านน ้าควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 10 นาท ี      
แล้วน้ามาท้าให้เย็นทันทีในอ่างน ้าแข็งนาน 4 นาที จากนั นน้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 
435 นาโนเมตร  
 

  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก 2  กราฟมาตรฐาน saponin 
 

5.  สภาวะส าหรับ Gas Chromatograph ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณไดเมโธเอท 
ตาราง ก 3  Gas Chromatograph ชนิด FPD Detector ผู้ผลิต Agilent technologies รุ่น 6890N Network 

GC System 
 

Column DB 1701 ยี่ห้อ J&W  30 mx 0.25 mm x 250 μm  

Carrier gas Helium  ชนิด high purity (HP) Flow rate 1.5 ML/min 

Make up gas Nitrogen  ชนิด high purity (HP) Flow rate 60 ML/min 

Detector type Flame Photometric Detector (FPD) 

Detector temperator 250๐C 

Injection volume 2 µl  

 

y = 0.0006x + 0.019 
R² = 0.9879 
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ตาราง ก 3  Gas Chromatograph ชนิด FPD Detector ผู้ผลิต Agilent technologies รุ่น 6890N Network 

GC System (ต่อ) 
 

Column DB 1701 ยี่ห้อ J&W  30 mx 0.25 mm x 250 μm  

Oven temperature: 

 

initial temp 80๐C  
rate 10๐C /min to 180๐C 
rate 4๐C /min to 205๐C hold 7 min 
rate 30๐C /min to 260๐C hold 5 min 

 

6.  สภาวะส าหรับ ICP-MS ที่ใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณตะกั่ว 
ตาราง ก 4  Inductive Coupled Plasma Spectrometer- Mass Spectrometer (ICP-MS) ยี่ห้อ Agilent   

Technologies รุ่น 7,500 series  
 

Plasma Condition  
Reword  power 1,500 W 
RF matching 1.66 V 
Smpl Depth 7 mm 
Torch-H 0.7 mm 
Plasma Condition  
Torch-V -1.1 mm 
Carrier Gas 0.9 L/ min 
Make up gas 0.2 L/min 
Auxiliary gas flow 1.0 L min–1 
Nebulizer pump 0.10 rps 
Make up gas flow 0.2 L min–1 
Spray chamber temperature 2๐C 
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ภาคผนวก ข 

ผลการทดลอง 
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1.  ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการควบคุมปริมาณเช้ือราและเส้นใยในข่า          
ด้วยวิธีการล้าง 

ตาราง ข 1  แสดงลักษณะเส้นใยของเชื อราในข่าหลังล้างท่ีบ่มเป็นเวลา 8 วัน 
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2.  ผลการวิเคราะห์หาปริมาณไดเมโธเอทในข่า ด้วย GC-FPD 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ ข 1  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณ dimethoate  ในข่าท่ีไม่ได้ล้าง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ ข 2  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณ dimethoate ในข่าท่ีล้างดว้ยน ้าปราศจากคลอรีน 
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ประวัติผู้เขียน 
 

 
 รูปที่ ข 3  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณ dimethoate ในข่าท่ีล้าง 

ด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด ์
 
 
 
 

 

 

  

 
 รูปที่ ข 4  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณ dimethoate ในข่าท่ีล้าง 

ด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเข้มข้น 50 ppm 
 

 

 

 

 

 
 รูปที่ ข 5  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณสา dimethoate ในข่าท่ีล้าง 

ด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเข้มข้น 100 ppm 
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 รูปที่ ข 6  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณ dimethoate ในข่าท่ีล้าง 
ด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเข้มข้น 150 ppm 

 
 
 
 

 

 

 
 

รูปที่ ข 7  โครมาโตแกรมการวิเคราะห์หาปริมาณสาร dimethoate ในข่าท่ีล้าง 
ด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพเข้มข้น 200 ppm 
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3.  ผลการวิเคราะห์หาปริมาณตะกั่วในข่า ด้วย ICP-MS 
 

 

 
รูปที่ ข 8  Spectrum  ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีไม่ไดล้้าง 

  



 
95 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ ข 9  Spectrum  ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างดว้ยน ้าปราศจากคลอรีน 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ ข 10  Spectrum ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างด้วยสารละลายคลอรีนไดออกไซด์  
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รูปที่ ข 11  Spectrum ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 50 ppm 
 

 
 
 

ภาพผนวก ค 13 Spectrum  BSF 100 treatment 
 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ ข 12  Spectrum ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 100 ppm  
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รูปที่ ข 13  Spectrum ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 150 ppm 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ ข 14  Spectrum ของการหาปริมาณตะกั่วในข่าท่ีล้างด้วยสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 200 ppm 



 

ประวัติผู้เขียน 

นางสาวปริยดา  สิทธิศาสตร์ เกิดเมื่อวันที่ 27 กันยายน 2531 ที่จังหวัดยโสธร ส าเร็จการศึกษา
ระดับมัธยมศึกษาตอนต้น โรงเรียนอัสสัมชัญอุบลราชธานี ระดับมัธยมศึกษาตอนปลาย โรงเรียน
ยโสธรพิทยาคม ในปีการศึกษา 2549 จากนั้นส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีหลักสูตรวิทยาศาสตร
บัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปีการศึกษา 2553 และเข้า
ศึกษาต่อในระดับปริญญาโทหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในปีการศึกษา 2555 
 
ประสบการณ์ท างาน 
 ผู้ช่วยสอนผู้ช่วยนักวิจัย สาขาวิชาเทคโนโลยีอาหาร ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 2554 - 2555 
 
ผลงานที่ได้รับระหว่างการศึกษา 
 1.  ได้รับรางวัล Young Investigator Award ในการน าเสนอผลงานด้วยวาจา ในหัวข้อเรื่อง 
“Cleaning effectiveness of biosurfactant for Sclerotium rolfsii contamination level controlling of 
fresh cut Alpinia product”  ปี 2558 ในงานThe 6th International Conference on Food Factors  
(ICoFF 2015) ที่จัดขึ้นในระหว่างวันที่ 20 - 25 พฤศจิกายน 2558 ที่ประเทศเกาหลี 

2.  ยื่นจดสิทธิบัตร เรื่อง กรรมวิธีการผลิตสารท าความสะอาดจากการหมักผลไม้ไทยรส
เปรี้ยวเลขที่ค าขอ 14001004175  

3.  ยื่นจดสิทธิบัตร เรื่อง ถังหมักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวัตถุดิบทางการเกษตรเหลือใช้              
เลขที่ค าขอ 1501005215 


