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บทคดัย่อ 

การศึกษาน้ีมีจุดประสงคเ์พ่ือพฒันาแผน่ฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
ใบกะเพราและน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก พบว่าเม่ือ
เพ่ิมความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราหรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนจะส่งผลใหฟิ้ลม์มี
ความสามารถในการตา้นทานแรงดึงลดลงอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) ความหนาของฟิลม์ การซึม
ผา่นไอน ้ า และการซึมผา่นออกซิเจนมีค่าเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัลกัษณะ
พ้ืนผิวของฟิลม์เม่ือใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) ท่ี
แสดงใหเ้ห็นพ้ืนผวิท่ีขรุขระและมีรูพรุนของฟิลม์ นอกจากน้ีฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบั
น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนสามารถตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้กว่าฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบั
น ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา โดยฟิลม์จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนสามารถ
ต้านเช้ือจุลินทรียแ์กรมบวก ได้แก่ Staphylococcus aureus และ Bacillus cereus ได้ดีกว่า
เช้ือจุลินทรียแ์กรมลบ ไดแ้ก่ Escherichia coli และ Salmonella Anatum ผลการทดสอบพบว่าฟิลม์
จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนัก มีความสามารถ
ในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุด จึงน าฟิลม์ชนิดน้ีไปประยุกต์ใชใ้นการห่อหุ้มผลิตภณัฑ์แหนม
โดยวิธีการดั้งเดิม และวิเคราะห์จ านวนจุลินทรียใ์นแหนมกลุ่มห่อหุ้มและไม่ห่อหุ้ม (กลุ่มควบคุม) 
ฟิลม์จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนกั พบว่าแหนม
ท่ีถูกห่อหุ้มด้วยฟิลม์จากแป้งกลว้ยร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนไม่พบ Salmonella spp., 
Clostridium perfringens, S. aureus และ E. coli ซ่ึงอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานแหนม (มผช. 145 - 2546) 
นอกจากน้ีปริมาณแบคทีเรียแลคติกในแหนมท่ีห่อหุ้มดว้ยฟิลม์จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีนมีจ  านวนมากกว่าในแหนมกลุ่มควบคุม ท่ีอายกุารเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั 
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ABSTRACT 
The study aimed to develop edible film from banana flour incorporated with holy basil 

essential oil (HBO) and cassia essential oil (CO) at the concentration of 1, 2, 3 and 4% (w/w). 
The results showed that the increase of HBO and CO concentrations in banana flour films caused 
a significant decrease (p≤0.05) in tensile strength. The thickness, water vapor permeability 
(WVP) and oxygen permeability (OP) of banana films containing HBO and CO increased as the 
concentration of oil increased (p≤0.05). The properties of the banana films were related to their 
microstructure observed by scanning electron microscopy (SEM). The SEM images showed the 
rough surfaces and porous structures of the banana films which were influenced by the inclusion 
of the essential oils. The CO in banana film showed a higher antimicrobial activity than the HBO. 
The films were generally more effective against gram-positive bacteria such as Staphylococcus 
aureus and Bacillus cereus than gram-negative bacteria such as Escherichia coli and Salmonella 
Anatum.The banana film incorporated with 4% of CO revealed the highest antimicrobial activity. 
Therefore, it was applied as the inner-layer packaging film for Nham, the traditional Thai 
fermented pork sausage. Microorganism profiles of Nham with and without the banana film 
incorporated with 4% of CO were evaluated. The results were found that the Salmonella spp. was 
not detected in Nham packed with the edible film and the amount of Salmonella spp., Clostridium 
perfringens, S. aureus and E. coli found in Nham with the edible film met the standard of Nham 
(Community Product Standards 145 - 2003). Lactic acid bacteria obtained from Nham with the 
edible film was higher than Nham without the edible film storaged 0, 3 and 7 days. 
 
KEYWORDS: Edible film, Banana flour film, Holy basil essential oil, Cassia essential oil 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
คนไทยในสมยัโบราณนิยมน าใบตองมาใชเ้ป็นบรรจุภณัฑห่์อหุ้มอาหารทั้งคาวและหวาน เช่น 

แหนม หมยูอ ห่อหมก บ๊ะจ่าง ขนมตาล ขนมกลว้ย ขา้วตม้มดั เป็นตน้ ซ่ึงนอกจากจะท าหน้าท่ีใน
การห่อหุม้แลว้ ใบตองยงัใหก้ล่ินรสต่ออาหารท่ีห่อหุม้อีกดว้ย อยา่งไรก็ตามใบตองนั้นเป็นวสัดุจาก
ธรรมชาติมีความเปราะ และแตกง่าย จึงท าให้อาหารท่ีถูกห่อหุ้มมีโอกาสสัมผสักับอากาศและ
จุลินทรียป์นเป้ือนจากส่ิงแวดลอ้มได ้

จุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในอาหารเป็นปัญหาส าคญัท่ีท าใหอ้าหารเกิดการเส่ือมเสียเร็ว อาหารมีอายุ
การเก็บรักษาสั้นและเพ่ิมความอนัตรายยิ่งข้ึนหากอาหารมีการปนเป้ือนของจุลินทรียก่์อโรคใน
อาหาร เพ่ือลดปัญหาการปนเป้ือนของจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์อาหารท่ีผลิตออกวางจ าหน่าย การ
บรรจุอาหารในบรรจุภณัฑจึ์งเป็นหน่ึงในวิธีป้องกนัผลิตภณัฑอ์าหารจากการปนเป้ือนของจุลินทรีย์
ในส่ิงแวดลอ้มได ้การผลิตบรรจุภณัฑ์ท่ีสามารถย่อยสลายไดง่้าย เช่น ฟิลม์บริโภคไดไ้ดรั้บความ
สนใจมาอยา่งชา้นาน เน่ืองจากบรรจุภัณฑ์ประเภทพลาสติกนั้นย่อยสลายยากและท าให้เกิดภาวะ
เรือนกระจก รวมทั้งมลภาวะเป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม โดยปัจจุบนัมีการศึกษาถึงบรรจุภณัฑ์บริโภค
ไดท่ี้เสริมฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรีย ์(Rooney, 2005) สามารถช่วยลดจุลินทรียป์นเป้ือนในอาหาร 
ช่วยยดือายกุารเก็บรักษาและเพ่ิมความปลอดภยัในการบริโภคอาหาร 

น ้ ามนัหอมระเหยจากใบกะเพราและน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งจุลินทรีย ์
เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเอนไซมใ์นกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย
ได ้โดยท าใหเ้อนไซมแ์ละโปรตีนอ่ืน ๆ ภายในเซลลเ์สียสภาพ เกิดการบาดเจ็บท่ีเยื่อหุ้มเซลล์ เป็น
ผลท าให้สารต่าง ๆ ภายในเซลล์ไหลออกสู่ภายนอก จึงเป็นผลให้น ้ ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิยบัย ั้ง
แบคทีเรียได ้โดยสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งจุลินทรียเ์มื่ออยู่ในฟิลม์สามารถแพร่ออกจากบรรจุภณัฑ์ไปสู่
ผวิหนา้ของอาหารท่ีสมัผสักบับรรจุภณัฑโ์ดยตรง และจะไปมีผลต่อจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนอยูท่ี่บริเวณ
ผวิอาหาร (Burt, 2004) ซ่ึงสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียจ์ะแพร่ออกจากบรรจุภณัฑท่ี์ห่ออาหาร
ตลอดระยะเวลาของการวางจ าหน่าย โดยจะส่งผลให้จุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนบริเวณผิวดา้นนอกของ
อาหารบาดเจ็บและตายได ้ท าใหป้ริมาณของจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนลดลง (Han, 2003) โดยกลว้ยน ้ าวา้ 
เป็นพืชพ้ืนบา้นของไทยท่ีมีการเพาะปลกูเป็นจ านวนมาก เพราะเป็นพืชท่ีปลกูง่ายและใชป้ระโยชน์
ไดอ้ยา่งหลากหลาย แต่มีขอ้เสียคือเป็นผลไมท่ี้เน่าเสียไดง่้ายและมกัมีปริมาณลน้ตลาดหรือมีต  าหนิ 
ไม่ไดม้าตรฐาน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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งานวิจยัน้ีจึงสนใจท่ีจะผลิตฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยและเติมน ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีฤทธ์ิใน
การตา้นเช้ือจุลินทรีย ์และน าไปประยกุต์ใชใ้นการห่อหุ้มอาหารเพ่ือเป็นบรรจุภณัฑ์ชั้นในส าหรับ
อาหารท่ีมกัมีการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย ์เพ่ือลดปริมาณจุลินทรียท่ี์ปนเป้ือนในอาหารและชะลอ
การเพ่ิมจ านวนในระหว่างการวางจ าหน่ายผลิตภณัฑอ์าหาร 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิยั 
       1.2.1  เพ่ือศึกษาสมบติัทางกายภาพของฟิลม์บริโภคจากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพราและฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 
       1.2.2  เพ่ือศึกษาความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียก่์อโรคของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ย
ร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราและฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีน 
       1.2.3  เพ่ือศึกษาการน าฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย ท่ีมีความสามารถ
ในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุดไปประยกุตใ์ชใ้นการห่อผลิตภณัฑแ์หนมดั้งเดิม 
 

1.3  ขอบเขตการวจิยั 
วิทยานิพนธ์น้ีศึกษาการเตรียมฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ

กะเพราและน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน ท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก โดยน าฟิลม์
บริโภคได้ท่ีเตรียมไปศึกษาเปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพของฟิล์ม ได้แก่ ความหนา ความ
ตา้นทานแรงดึง อตัราการซึมผา่นของไอน ้ า อตัราการซึมผา่นของออกซิเจน และลกัษณะพ้ืนผวิของ
ฟิล์ม และศึกษาเปรียบเทียบความสามารถในการต้าน เช้ือ Escherichia coli DMST 4212, 
Staphylococcus aureus subsp. aureus TISTR 1840, Bacillus cereus TISTR 1395 และ Salmonella 
Anatum DMST 7108 ระหว่างฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรากบัฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 
โดยวิธี Disk diffusion method หลงัจากทราบผลวิเคราะห์ทางสถิติไปศึกษาการประยุกต์ใชใ้นการ
ห่อผลิตภณัฑ์แหนมดั้งเดิม จากนั้นท าการทดสอบปริมาณ Total viable count (TVC), Salmonella 
spp., Clostridium perfringens, Lactic acid bacteria (LAB), S. aureus และ E. coli ในแหนมห่อ
ใบตองควบคุม และแหนมห่อใบตองทดสอบ อายกุารเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั  
 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.4.1  สามารถผลิตฟิล์มบริโภคจากแป้งกลว้ยร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหยจากใบกะเพราและ

น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน ท่ีมีความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียก่์อโรคในอาหารและมีสมบติั
ทางกายภาพท่ีดี  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.4.2  น าไปเป็นบรรจุภัณฑ์ชั้นในท่ีสามารถบริโภคได้ของผลิตภัณฑ์แหนม (ห่อทับด้วย
ใบตอง) ทดแทนการห่อดว้ยถุงพลาสติกใส 

1.4.3  เป็นขอ้มลูใหก้บัผูป้ระกอบการและนกัวิจยัท่ีตอ้งการยดือายกุารเก็บรักษาของผลิตภณัฑ์
โดยวิธีท่ีปราศจากอนัตรายทางเคมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 2 

ทฤษฎแีละผลงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 
 

2.1  ฟิล์มบริโภคได้ 
ฟิลม์บริโภคได ้หมายถึง วตัถุแผน่บางท่ีบริโภคไดแ้ละน ามาใชก้บัอาหาร โดยจะน ามาเคลือบ

ผวิของอาหารโดยตรง หรือเป็นเตรียมแผน่ฟิลม์ข้ึนมาก่อนแลว้จึงน ามาใชก้บัอาหาร มีวตัถุประสงค์
เพ่ือป้องกนัหรือชะลอการผา่นเขา้ออกของก๊าซ ไอน ้ า จุลินทรีย ์หรือสารอ่ืน ๆ จากส่ิงแวดลอ้ม โดย
ฟิลม์ท่ีเตรียมข้ึนอาจใชส้ารชนิดเดียวหรือหลายชนิดรวมกนั น าคุณลกัษณะเด่นของสารแต่ละชนิด
มาใชป้ระโยชน์ (Guilbert, 1986) 

สมบติัและลกัษณะของฟิลม์ท่ีท าการผลิต จะพิจารณาจากชนิดและสภาพของผลิตภณัฑ์อาหาร 
เช่น อาหารท่ีมีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูงมาก จ  าเป็นต้องใชฟิ้ล์มท่ีมีความตา้นทานการซึมผ่านของ
ออกซิเจนสูง เป็นตน้ ทั้งน้ีฟิลม์บริโภคไดจึ้งมีขอ้ดีเหนือกว่าฟิลม์พลาสติก ดงัน้ี 

2.1.1  บริโภคไดพ้ร้อมกบัผลิตภณัฑท่ี์บรรจุ ซ่ึงเป็นการช่วยลดปัญหามลพิษส่ิงแวดลอ้ม 
2.1.2  กรณีท่ีผูบ้ริโภคเลือกท่ีจะไม่บริโภคฟิลม์ ฟิลม์ท่ีท้ิงไปสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้

โดยง่าย เป็นการลดปัญหามลพิษส่ิงแวดลอ้มเช่นกนั 
2.1.3  เพ่ิมคุณภาพทางประสาทสัมผสั ชวนให้ผลิตภณัฑ์น่ารับประทานมากข้ึน และเขา้ไดดี้

กบัสารประกอบท่ีใหก้ล่ินรสและความหวาน เป็นตน้ 
2.1.4  เสริมคุณค่าอาหาร 
2.1.5  สามารถท าฟิลม์ให้เป็นเม็ดแคปซูล บรรจุสารให้กล่ินรส และสารท าให้ข้ึนฟูได ้เพ่ือ

ควบคุมการเติมสารท่ีใส่ในอาหารอยา่งมีประสิทธิภาพ 
 

2.2  การเกิดฟิล์ม 
ฟิลม์บริโภคไดห้รือท่ีย่อยสลายได ้เกิดข้ึนจากการละลายหรือกระจายตวัสารท่ีสามารถเกิด

ฟิลม์ได ้แลว้ใชว้ิธีต่าง ๆ ในการแยกสารนั้นออกจากตวัท าละลาย เช่น การท าใหต้วัท าละลายระเหย
ไป การเติมอิเล็กโทรไลต์เพื่อให้เกิดพนัธะข้าม การปรับกรด-ด่าง ซ่ึงเรียกว่า โคแอกเซอแวชั่น 
(Coacervation) หรือโดยการท าใหส้ารท่ีเกิดฟิลม์ซ่ึงหลอมเหลวเกิดการแข็งตวั (Solidification) โดย
ฟิลม์บริโภคไดมี้องค์ประกอบหลกัคือ พอลิเมอร์ท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลสูง ส่งผลให้มีสมบติัการเกิด
ฟิลม์ รวมทั้งตวัท าละลายและสารเจือปนซ่ึงอาจมีการเติมลงไปเพื่อปรับปรุงสมบติัของฟิลม์ (Kester 
และ Fennema, 1986)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในการเตรียมฟิลม์จะมีแรง 2 ชนิดท่ีเขา้มาเก่ียวขอ้ง ไดแ้ก่ แรงโคฮีชนั (Cohesion) ซ่ึงเป็นแรง
ระหว่างโมเลกุลพอลิเมอร์ด้วยกนัเอง ท่ีท าให้เกิดการเช่ือมต่อของผิววตัถุเดียวกนัสร้างพนัธะท่ี
แข็งแรง ซ่ึงจะช่วยป้องกนัหรือตา้นทานการแยกพอลิเมอร์ออกจากกนั ปัจจยัท่ีมีผลต่อแรงโคฮีชนั 
ไดแ้ก่ โครงสร้างและสมบติัทางเคมีของพอลิเมอร์ ระบบการละลาย และสภาวะในการเตรียมฟิลม์ 
โดยแรงโคฮีชนัมีความสัมพนัธ์กบัน ้ าหนักโมเลกุล ความสม ่าเสมอของโครงสร้างสายโซ่ การแผ่
ก่ิงกา้นสาขา และการกระจายของกลุ่มเคมีท่ีมีขั้วบนสายพอลิเมอร์ โดยสายพอลิเมอร์ท่ียาวจะท าให้
เกิดการยดึเกาะกนัไดดี้ การกระจายของกลุ่มขั้วอยา่งมีระเบียบในสายพอลิเมอร์จะช่วยใหเ้กิดพนัธะ
ไฮโดรเจนและพนัธะไอออนิกระหว่างสายโซ่ท่ีจะก่อให้เกิดฟิลม์มีความแข็งแรง นอกจากน้ีการ
ละลายของพอลิเมอร์ในการเตรียมฟิลม์ยงัมีผลต่อแรงโคฮีชนัคือ หากโมเลกุลของพอลิเมอร์ละลาย
หรือคลายตวัไดม้ากท่ีสุด จะท าใหเ้กิดโครงสร้างซ่ึงเช่ือมกนัดว้ยแรงโคฮีชนัท่ีมาก ส่งผลให้ฟิลม์ท่ี
ไดม้ีความแข็งแรง ส าหรับสภาวะในการเตรียมฟิลม์นั้น ควรเตรียมฟิลม์โดยใชส้ารละลายอุ่น และ
ท าใหฟิ้ลม์แหง้โดยใชค้วามร้อนท่ีเหมาะสม เพราะหากใชอุ้ณหภูมิสูงอาจท าให้อตัราการระเหยตวั
ท าละลายเร็วเกินไป ส่งผลใหโ้มเลกุลของพอลิเมอร์ถกูตรึงก่อนท่ีจะเช่ือมกนัอยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงจะท า
ใหเ้กิดรูเข็ม (Pinholes) หรือท าใหฟิ้ลม์มีความหนาแน่นไม่สม  ่าเสมอ ซ่ึงท าให้การซึมผ่านของฟิลม์
เพ่ิมข้ึน โดยระดบัของแรงโคฮีชนัมีผลต่อสมบติัต่าง ๆ ของฟิลม์ ไดแ้ก่ ความหนาแน่น ความอดั
แน่น (Compaciness) ความโปร่งเป็นรูพรุน (Porosity) ความสามารถในการซึมผ่าน (Permeability) 
ความยืนหยุ่น (Flexibility) และความเปราะ เป็นต้น ส่วนแรงอีกชนิดหน่ึงคือแรงแอดฮีชัน 
(Adhesion) ซ่ึงเป็นแรงระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์กบัสารอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเตรียมฟิลม์ท่ีท า
ให้เกิดโครงร่างของฟิล์มได้ เช่น แรงระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์กับพลาสติกไซเซอร์ 
(Plasticizer) ซ่ึงจะมีผลต่อสมบติัต่าง ๆ ของฟิลม์ไดเ้ช่นกนั (Banker, 1966) 

Graham (1977) อธิบายการเกิดฟิลม์ท่ีเตรียมจากเพคตินว่า เมื่อละลายเพคตินในตวัท าละลายจะ
เกิดขั้นตอนต่าง ๆ ไดแ้ก่ เกิดการพองตวั เน่ืองจากมีโมเลกุลของตวัท าละลายเขา้ไปแทรกอยู่ใน 
พอลิเมอร์ของเพคติน ในขณะเดียวกนัความหนืดของสารละลายจะเพ่ิมข้ึนเร่ือย ๆ ต่อมาพนัธะ
ระหว่างสายพอลิเมอร์จะถูกท าลาย ท าให้สายโซ่ของพอลิเมอร์เร่ิมกระจายตัว ความหนืดของ
สารละลายลดลง และคงท่ีเมื่อการกระจายของพอลิเมอร์เกิดอยา่งสมบูรณ์ระหว่างการระเหยของตวั
ท าละลาย สายโซ่ของพอลิเมอร์จะเช่ือมต่อกนัใหม่ไดเ้ป็นแผน่ฟิลม์ท่ีมีสมบติัในการยดืหยุน่ และยืด
ขยายดีข้ึน 

 

2.3  สมบัตขิองแป้งต่อการเกิดฟิล์ม 
2.3.1  การพองตวัและการละลาย (Swelling and solubility) 
แป้งไม่ละลายในน ้ าเยน็แต่จะดูดซึมน ้ าไวไ้ดป้ระมาณ 25 - 30 % และพองตวัน้อยมากจนไม่

สามารถสังเกตเห็นได้ เน่ืองจากการจัดเรียงตัวกันระหว่างโมเลกุลของอะไมโลส (Amylose)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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และอะไมโลเพคติน (Amylopectin) ภายในเมด็แป้งในส่วนจุลผลึก (Crystallite) โมเลกุลอยูก่นัอยา่ง
หนาแน่นและเป็นระเบียบช่วยป้องกันการกระจายตัวและท าให้ไม่ละลายในน ้ าเย็น ส่วนของ 
อสันฐาน (Amorphous) ซ่ึงเป็นส่วนท่ีเกาะเก่ียวกันอย่างหลวม ๆ ไม่เป็นระเบียบและมีหมู่  
ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) อิสระมาก จะสามารถเกิดปฏิกิริยาการรับน ้ า (Hydration) ไดบ้า้งแม้
ในน ้ าเยน็ เม่ือให้ความร้อนกบัน ้ าแป้งจนมีอุณหภูมิสูงข้ึนประมาณ 60 องศาเซลเซียสข้ึนไป ส่วน 
อสนัฐานจบักบัน ้ าไดม้ากข้ึนและการจบักนัของโมเลกุลในส่วนจุลผลึกเร่ิมคลายความหนาแน่นลง 
โมเลกุลส่วนท่ีเร่ิมคลายตวัออกจากกนัจะจบักบัน ้ าท าให้เม็ดแป้งพองตวัเพ่ิมข้ึน โมเลกุลในส่วน 
จุลผลึกท่ีเหลืออยู่เกิดสภาพคลา้ยร่างแหเรียกว่า Micelle network ท่ียึดเหน่ียวกนัไวท้ าให้เม็ดแป้ง
ยงัคงสภาพอยู่ได ้ แต่อาจมีโมเลกุลของอะไมโลสและอะไมโลเพคตินซ่ึงมีขนาดเล็กและอิสระ
กระจายตวัออกจากเมด็แป้ง เม่ือท าใหอุ้ณหภูมิน ้ าแป้งสูงข้ึนไปอีก ส่วนจุลผลึกท่ีเหลืออยู่น้ีจะคลาย
ตวัออกท าใหเ้มด็แป้งพองมากข้ึนและโมเลกุลแป้งอยู่ในสภาพสารละลายมากข้ึน (กลา้ณรงค์ และ
เก้ือกลู, 2543)  

2.3.2  การเกดิเจลาตไินเซชัน (Gelatinization) 
เมื่อน าแป้งใส่ในน ้ าเยน็ เมด็แป้งดูดซบัน ้ าไดใ้นปริมาณจ ากดัปริมาณหน่ึง แต่จะยงัไม่พองตวั

หรือพองตวัไดจ้  ากดัมากและสงัเกตไดย้าก (Collison, 1968) จากการสงัเกตการพองตวัของเม็ดแป้ง
สาลีในน ้ าท่ีอุณหภูมิห้องพบว่าแป้งท่ีพองตวัมีเส้นผ่าศูนยก์ลางเพ่ิมข้ึน 10 % และปรากฎการณ์น้ี
สามารถผนักลบัได้ โดยเมื่อน าไปอบแห้งก็จะได้แป้งท่ีมีลกัษณะและคุณสมบัติดังเดิม  ทั้งน้ี
เน่ืองจากโมเลกุลของอะไมโลสและอะไมโลเพคตินในส่วนท่ีเป็นจุลผลึก ซ่ึงจับตัวกันอย่าง
หนาแน่นแข็งแรง แต่น ้ าอาจจะซึมเขา้ไปในส่วนของเม็ดแป้งท่ีมีโมเลกุลจดัเรียงตัวแบบไม่เป็น
ระเบียบและมีกลุ่มไฮดรอกซิลอิสระได้บ้าง แต่เมื่อให้ความร้อนจนถึงอุณหภูมิหน่ึงประมาณ  
60-75 องศาเซลเซียส หรือใชส้ารเคมี เช่นใหค้วามร้อน 60 องศาเซลเซียส แก่แป้งสาลีจะมีผลท าให้
การจบัยดึกนัระหว่างโมเลกุลของแป้งในส่วนจุลผลึกลดลง เกิดปฏิกิริยาการรับน ้ าและการพองตวั
ของเม็ดแป้งซ่ึงไม่สามารถผนักลบัได้ และท าให้สารละลายแป้งมีความหนืดและความใสเพ่ิมข้ึน 
กระบวนการน้ีเรียกว่า “เจลาติไนเซชัน” ซ่ึงเมื่อตรวจสอบด้วยกลอ้งจุลทรรศน์จะพบการ
เปล่ียนแปลงทางกายภาพท่ีส าคัญข้ึนคือ มีการพองตัวของเม็ดแป้งและเคร่ืองหมายกากบาท 
(Maltese cross) ภายในเมด็แป้งหายไป อุณหภูมิท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงในลกัษณะน้ีจะเปล่ียนแปลง
ไปตามชนิดของแป้ง เน่ืองจากแป้งแต่ละชนิดมีโครงสร้างส่วนจุลผลึกท่ีแตกต่างกนั ทั้งระดบัการ
จบักนั (Degree of association) และความสม ่าเสมอของการเกิดเจลาติไนซ์ไม่พร้อมกนัทุกเม็ด 
แมแ้ต่ในแป้งชนิดเดียวกนัจากแหล่งเดียวกนั ก็อาจมีช่วงอุณหภูมิในการเกิดเจลาติไนเซชนัท่ีห่างกนั
ถึง 8-10 องศาเซลเซียส โดยทัว่ไปเมด็แป้งขนาดใหญ่จะเกิดเจลาติไนซไ์ดก่้อนขนาดเล็ก (Morrison 
และ Laignelet, 1983 : Collison, 1968) ทั้งน้ีแป้งอาจเกิดเจลาติไนซ์ไดท่ี้อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
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โดยการละลายในตัวท าละลาย เช่น อลัคาไลน์ แอมโมเนียเหลว DMSO สารละลายแคลเซียม 
คลอไรด ์เป็นตน้ โดยเมด็แป้งมีล  าดบัการแตกตวัดงัน้ี 

2.3.2.1  เร่ิมมีการพองตวัในส่วนท่ีเป็นระเบียบนอ้ยท่ีสุดคือในส่วนอสนัฐาน โดยการพอง
ตวัจะท าใหเ้กิดแรงตึง (Tension) ต่อจุลผลึกท่ีอยูข่า้งเคียงท าใหโ้ครงสร้างเสียหาย 

2.3.2.2 การใหค้วามร้อนต่อไปจะท าใหเ้กิดการคลายเกลียว (Uncoiling) หรือการแตกตวั
ของโครงสร้างสายโซ่ท่ีพนักนัอยูข่องโมเลกุลแป้ง (Double helical region) เกิดการแตกตวั (Break 
up) ของโครงสร้างผลึกโซ่ก่ิง (Side chain) ของอะไมโลเพคตินท่ีแยกตัวออกมารับน ้ า (Hydrate) 
และมีการพองตวัไปในแนวรอบๆ ดงันั้นจะเกิดความตึง (Stress) ต่อโครงสร้างผลึกท่ียงัเหลืออยู ่

2.3.2.3 การรับน ้ าต่อไปจะเพ่ิมการเคล่ือนท่ี (Mobility) ของโมเลกุลท าให้เกิดการกระจาย
ตวัของโมเลกุล 

2.3.2.4 โมเลกุลของอะไมโลสซ่ึงมีขนาดเล็กจะแพร่ออกมาจากเม็ดแป้งท่ีพองตัว 
(Swollen granule) 

2.3.2.5 การใหค้วามร้อนต่อไปจะท าใหเ้มด็แป้ง (Granule) แตกออกมากข้ึนจนในท่ีสุดได้
เป็นสารละลาย 

2.3.3  การคนืตวัของแป้งสุก (Retrogradation) 
การคืนตวัของแป้งสุกเป็นปรากฎการณ์ท่ีเกิดข้ึนเม่ือน ้ าแป้งสุกท่ีร้อนมีอุณหภูมิลดต ่าลง โดย

ในขณะท่ีอุณหภูมิลดลง โมเลกุลอิสระของอะไมโลสซ่ึงอยูใ่กลก้นัจะเคล่ือนท่ีเขา้หากนั และจบัตวั
กนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนท าให้เกิดสภาพการจดัเรียงตัวของโมเลกุลข้ึนมาใหม่ โดยเปล่ียนจาก
ลกัษณะโมเลกุลท่ีกระจายตัวมาเป็นส่วนท่ีเป็นจุลผลึก ซ่ึงสามารถตรวจสอบไดโ้ดยใช้เคร่ือง  
X - ray diffraction (Collison, 1968) ถา้น ้ าแป้งสุกมีความเขม้ขน้ต ่า การจดัเรียงตวัของโมเลกุล
เหล่าน้ีจะท าให้เกิดลกัษณะตะกอนขุ่นขาว แต่ถา้น ้ าแป้งสุกมีความเขม้ขน้สูง เช่น แป้งขา้วโพด
ความเข้มข้น 7 % โดยน ้ าหนัก จ  านวนโมเลกุลท่ีมาจดัเรียงตวักันใหม่มีมาก และระหว่างการ
เคล่ือนท่ีเขา้มาจบักนัโมเลกุลจะสามารถเก็บกกัน ้ าไวไ้ด ้ท าใหส้ารละลายมีความหนืดเพ่ิมข้ึน จนใน
ท่ีสุดเกิดลกัษณะเจลท่ีอ่อนนุ่ม การคืนตวัของน ้ าแป้งโดยทัว่ไปจะเกิดไดดี้เม่ือน ้ าแป้งมีความเขม้ขน้
สูง และท้ิงไวใ้ห้เย็นท่ีอุณหภูมิต  ่า แป้งแต่ละชนิดมีอตัราการคืนตัวของน ้ าแป้งสุกแตกต่างกัน 
โดยทัว่ไปแป้งจากราก หวั มีอตัราการคืนตวัชา้กว่าแป้งจากธญัพืช ทั้งน้ีเป็นเพราะแป้งจากราก หรือ
หัว เม่ือไดรั้บความร้อนจะพองตวัมากและเร็ว และเม็ดแป้งแตกง่าย ท าให้โมเลกุลแป้งทั้งหมด
กระจายอยู่ทัว่ไปในน ้ าแป้ง โมเลกุลอะไมโลสจะมาจดัเรียงตวักนัไดใ้หม่ยาก แต่แป้งจากธญัพืช 
เมื่อได้รับความร้อนจะพองตวัน้อยกว่า เม็ดแป้งแตกน้อย โมเลกุลท่ีคลายตวัยงัอยู่ใกลชิ้ดกันจึง
เคล่ือนท่ีจับกนัใหม่ไดง่้าย ซ่ึงอาจจบัตัวกนัระหว่างเม็ดแป้งท่ีพองตัวซ่ึงอยู่ใกลก้นั หรือระหว่าง
ช้ินส่วนของเมด็แป้งหรือโมเลกุลอะไมโลสอิสระท่ีหลุดออกมา ท าให้เกิดสภาพเป็น Matrix ซ่ึงยึด
อยู่ดว้ยกนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจนและสามารถเก็บกกัน ้ าไวไ้ด ้การมีอะไมโลเพคตินอยู่ดว้ยท าให้
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อตัราการคืนตัวของน ้ าแป้งสุกช้าลง เน่ืองจากโมเลกุลของอะไมโลเพคตินมีก่ิงกา้นสาขาท าให้
เกะกะ ยากท่ีโมเลกุลจะเคล่ือนท่ีเขา้มาจบักนัใหม่ได ้จึงพบว่าแป้งประเภทเหนียวหนืดเน่ืองจากไม่
มีอะไมโลส (Waxy) มีอตัราการคืนตัวของน ้ าแป้งสุกน้อยกว่าแป้งชนิดอ่ืน ขนาดโมเลกุลของ 
อะไมโลสในแป้งแต่ละชนิดมีผลในการเกิดการคืนตวัของน ้ าแป้งสุกดว้ย โมเลกุลอะไมโลสท่ีมี
ขนาดพอเหมาะในการเคล่ือนท่ีมาจบักนั คือ ในช่วง 100-200 หน่วยกลูโคส ถา้โมเลกุลใหญ่ เช่น 
แป้งมนัฝร่ังมีอะไมโลสขนาดใหญ่ประมาณ 1,000-6,000 หน่วยกลโูคส จะเคล่ือนท่ีเขา้มาจบักนัได้
ยาก และถา้โมเลกุลสั้นเกินไปจะเคล่ือนไหวอยูต่ลอดเวลา (Brownian movement) ท าให้จบักนัยาก
เช่นกนั 

 

2.4  แป้งกล้วย 
แป้งกลว้ยมีคุณสมบัติในการเกิดฟิลม์ เน่ืองจากกลว้ยดิบมีปริมาณสตาร์ช (Starch) สูงถึง  

70 - 80 % โดยโมเลกุลสตาร์ชแบ่งออก เป็น 2 ชนิด คืออะไมโลสท่ีมีโครงสร้างป็นกลูโคสต่อกนั
เป็นโซ่ตรงและอะไมโลเพคตินท่ีมีกลูโคสต่อกนัเป็นโซ่ก่ิง โดยแป้งกลว้ยมีปริมาณอะไมโลสสูง
กว่ามนัฝร่ัง ขา้วโพด และขา้วสาลี จึงท าใหม้ีคุณสมบติัในการเกิดฟิลม์ท่ีดีเน่ืองจากโครงสร้างของ 
อะไมโลสท าใหเ้กิดลกัษณะของแป้งเมื่อน าไปตม้จนเกิดเจลาตินไนเซชนั แลว้ท้ิงไวจ้ะจบัตวัเป็นวุน้
และแผน่แข็งได ้(Espinosa-solis และคณะ, 2009)  

แป้งจากกลว้ยดิบมีอุณหภูมิการเกิดเจลาตินไนเซชนัอยูใ่นช่วง 75 - 80 องศาเซลเซียส เน่ืองจาก
มีปริมาณอะไมโลสจากแป้งกลว้ยแต่ละสายพนัธุ์มีค่าเฉล่ียอยู่ท่ี 11.73 % (Eggleston และคณะ, 
1992) 

Zhang และ Hamaker (2012) ศึกษาสมบติัของโครงสร้างและความสามารถดา้นการย่อยของ
แป้งกลว้ย พบว่าแป้งจากกลว้ยมีอุณหภูมิท่ีท าใหเ้กิดเจลาติไนเซชนัสูงสุด และมีค่า Enthalpy สูงสุด
เท่ากบั 17.5 J/g เมื่อเทียบกบัแป้งมนัฝร่ังและแป้งขา้วโพด ซ่ึงผลดา้นความร้อนจากเคร่ือง DSC 
แสดงใหเ้ห็นว่าเกิดการฟอร์มตวัของผลึกในช่วงรอใหเ้กิดเจลาติไนเซชนัของแป้งกลว้ย โดยในช่วง
น้ีแป้งกลว้ยมีความคงทนต่อความร้อนสูงมากจึงเกิดการแยกตวัท่ีอุณหภูมิสูง ดงันั้นจึงสรุปไดว้่า
แป้งจากกลว้ยตอ้งใชค้วามร้อนและพลงังานสูงในการท าใหเ้กิดเจลาติไนเซชนั 

จากการศึกษาการคืนตัวของแป้งสุก พบว่าแป้งกล้วยมีค่า Enthalpy หรือพลังงานท่ี
เปล่ียนแปลงในการเกิดการคืนตวัของแป้งสุกสูงเมื่อเทียบกับแป้งจากข้าวโพดและแป้งมนัฝร่ัง 
แสดงให้เห็นว่าแป้งกลว้ยมีสมบัติการเกิดการคืนตัวของแป้งสุกได้เน่ืองจากการมีโครงสร้าง  
อะไมโลเพคตินสายยาว การศึกษาการกระจายของสายโซ่อะไมโลเพคตินท่ีถูกท าลายพนัธะก่ิงของ
แป้งกลว้ย พบว่าเม่ือพิจารณาแป้งกลว้ยท่ีเป็นอะไมโลเพคตินสายสั้น (DP 6-12) มีปริมาณของ 
อะไมโลเพคตินต ่า แต่ในทางกลบักนัเมื่อพิจารณาท่ีอะไมโลเพคตินสายยาว (DP >36) พบว่าแป้ง
จากกลว้ยมีปริมาณของอะไมโลเพคตินสูง ดงันั้นแป้งกลว้ยมีอะไมโลเพคตินสายยาวปริมาณมาก เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ส่งผลใหม้ีอุณหภูมิท่ีท าใหเ้กิดเจลาติไนเซชนัสูง เกิดการคืนตวัไดเ้ร็ว เจลท่ีไดม้ีความคงตวั และมี
สมบติัถกูยอ่ยไดช้า้ ซ่ึงเป็นคุณลกัษณะท่ีดีส าหรับการน าไปท าฟิลม์ 
 

2.5  น ้ามันหอมระเหย (Essential oil) 
น ้ามนัหอมระเหยไดถ้กูน ามาใชป้ระโยชน์เป็นเวลานานแลว้ ตั้งแต่สมยัอียิปต์ก็ไดม้ีการน าพืช

หอม เช่น อบเชย เทียนขา้วเปลือก โหระพา และลูกผกัชี มาใชใ้นการเก็บรักษามมัมี่ เน่ืองจากพืช
หอมเหล่าน้ีมีน ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีคุณสมบติัในการฆ่าเช้ือโรคไดดี้ท าให้ร่างกายเน่าเป่ือยช้าลง 
จากนั้นชาวกรีกและโรมนัไดรู้้จกัวิธีการน าน ้ ามนัหอมระเหยมาใชใ้นการรักษาโรค และบ ารุงความ
งาม จนกระทัง่ปลายศตวรรษท่ี 10 นายแพทยช์าวอาหรับ ช่ือ อวิเซนนา ไดค้น้พบวิธีการกลัน่น ้ ามนั
หอมระเหยเป็นคร้ังแรก ต่อมาชาวกรีกช่ือ พาราเซลซีส (ค.ศ. 1493-1541) เป็นผูน้  าค  าว่า Essential 
oil มาใชเ้ป็นคนแรก โดยหมายถึงสารหอมท่ีมีคุณสมบติัเป็นตวัยาหลกัในการปรุงยา  น ้ ามนัหอม
ระเหยในส่วนต่าง ๆ ของพืชมีผลในการป้องกันตนเองจากศตัรูภายนอกท่ีจะมาท าลายพืชนั้น ๆ  
เช่น ป้องกนัแมลง ป้องกนัเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราท่ีก่อโรค เป็นตน้ (ศิริเพ็ญ และคณะ, 2548) ซ่ึง
การใชส้ารสกดัจากพืชสมุนไพรเพ่ือยบัย ั้งการเจริญจุลิทรียเ์ป็นส่ิงใหม่ท่ีก  าลงัไดรั้บความสนใจใน
การศึกษาพฒันา เน่ืองจากสามารถควบคุมกระบวนการผลิตไดง่้าย และผูบ้ริโภคให้การยอมรับ
มากกว่า เมื่อเปรียบเทียบกบัสารต่อตา้นจุลินทรียส์งัเคราะห์ 

 องคป์ระกอบทางเคมีของน ้ ามนัหอมระเหยส่วนใหญ่จะเป็นสารประกอบจ าพวกเทอร์พีนส์ 
(Terpenes) ท่ีมีสูตรโครงสร้างทัว่ไปคือ (C5H8)n ซ่ึงประเภทท่ีพบเป็นพวกท่ีมีน ้ าหนักโมเลกุลต ่า 
เช่น สาร limonene พบมากในน ้ ามนัมะนาวและน ้ ามนัผิวส้ม สาร Zingiberene พบมากในน ้ ามนั
สกดัจากพืชตระกลูขิง สาร Menthol พบมากในน ้ ามนัมินต์และเปปเปอร์มินต์ สาร Eugenol ท่ีเป็น
องคป์ระกอบหลกัในน ้ ามนักานพล ูและสาร Methyl chavicol ในน ้ ามนัโหระพา ซ่ึงทั้งหมดเป็นสาร
กลุ่มเทอร์พีนอยด ์(Terpenoids) ท่ีมีฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือจุลินทรีย ์ 

 

2.6  น ้ามันหอมระเหยใบกะเพรา 
กะเพรา (Holy basil) มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Ocimum sanctum Linn. อยูใ่นตระกลู Lamiaceae 

เป็นตน้ไมพ้ื้นเมืองบริเวณเขตร้อนของเอเชียและอเมริกา มีการเพาะปลกูในประเทศอินเดีย มาเลเซีย 
ออสเตรเลีย อเมริกากลางและใต ้เอเชียตะวนัตก กะเพราท่ีเพาะปลูกในประเทศไทยมี 3 สายพนัธุ ์
คือ กะเพราแดง กะเพราขาว และกะเพราลกูผสมระหว่างกะเพราแดงและกะเพราขาว ล  าตน้และใบ
ของกะเพรามีขนอ่อน ใบมีกล่ินหอมฉุน กะเพราแดงจะมีใบสีเขียวเขม้ ล  าตน้สีม่วงแดง บริเวณขอบ
ของใบอ่อนมีสีม่วง ขณะท่ีกะเพราขาวมีใบและล าตน้สีเขียวอ่อน กล่ินของกะเพราแต่ละสายพนัธุ์
จะไม่เหมือนกนั บางสายพนัธุ์มีกล่ินและรสชาติของเปปเปอร์ม้ินท์ กล่ินกานพลู ลิโคริค หรือ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



10 

 

กล่ินเลมอน กล่ินท่ีคลา้ยกล่ินกานพลมูาจากปริมาณของ Eugenol ท่ีมีอยูสู่งในกะเพรา มีรายงานวิจยั
มากมายท่ีอา้งอิงถึงประโยชน์ของน ้ ามนัหอมระเหยกะเพราในการตา้นอนุมูลอิสระ และการยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรค 

องค์ประกอบหลกัทางเคมีท่ีพบในกะเพราคือ Methyl eugenol เป็นสารกลุ่ม Terpenoids ท่ีมี
ฤทธ์ิในการฆ่าเช้ือ โดยน ้ ามนัหอมระเหยจะเขา้ไปยบัย ั้งการสังเคราะห์และจะเขา้ไปรบกวนการ
ท างานของเยือ่หุม้เซลลเ์ช้ือแบคทีเรียท าใหเ้กิดการแตกของผนงัเซลล ์นอกจากน้ียงัพบว่าน ้ ามนัหอม
ระเหยใบกะเพรายงัมีฤทธ์ิในการต้านเช้ือแบคทีเรีย ต้านเช้ือรา ต้านการอกัเสบ และขับพยาธิ 
(Trombetta และคณะ, 2005) 

จากการศึกษาวิจยัในโครงการวิจยัพืชหอม เพ่ือจดัท าระบบฐานขอ้มูลน ้ ามนัหอมระเหยไทย 
(ศิริเพญ็ และคณะ, 2548) พบว่าใบกะเพราขาวเม่ือน ามาสกดัน ้ ามนัหอมระเหยโดยวิธีการกลัน่ดว้ย
น ้ าไดน้ ้ ามนัหอมระเหยร้อยละ 0.08-0.10 มีองค์ประกอบทางเคมีดงัน้ี Methyl eugenol 73.41 %, 
Caryophyllene 10.89 %, Beta-elemene 5.41 %, Germacrene D 2.97 % และ Alfa-humulene 1.29 
%  ส่วนใบกะเพราแดงเม่ือน ามาสกดัน ้ ามนัหอมระเหยโดยวิธีการกลัน่ดว้ยน ้ าไดน้ ้ ามนัหอมระเหย
ร้อยละ 0.08-0.10 มีองค์ประกอบทางเคมีดงัน้ี Methyl eugenol 81.72 %, Beta-elemene 5.24 %, 
Germacrene D 4.40 % และ Alfa-humulene 1.32 %   

การทดสอบพิษเฉียบพลนัของสารสกดัใบกะเพราดว้ยเอทานอล 50 % โดยให้หนูกินในขนาด 
10 กรัมต่อน ้ าหนักตวั 1 กิโลกรัม (คิดเป็น 35,714 เท่า เปรียบเทียบกบัขนาดรักษาในคน) และให้
โดยการฉีดเขา้ใตผ้วิหนงัหนู ในขนาด 10 กรัมต่อน ้ าหนกัตวั 1 กิโลกรัม ตรวจไม่พบอาการเป็นพิษ 
(กรมวิทยาศาสตร์การแพทย,์ 2546) 

การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลนั และพิษก่ึงเฉียบพลนั ของสารสกดั 50 % เอทานอลของใบ
กะเพรา โดยการศึกษาพิษเฉียบพลนั ใหห้นูไดรั้บสารสกดักะเพราขนาด 200, 600 และ 2000  mg/kg 
เพียงคร้ังเดียว แลว้ประเมินพฤติกรรม ปฏิกิริยาไม่พึงประสงค ์และอตัราการตาย ดูผลเป็นเวลานาน 
14 วนั  การศึกษาพิษก่ึงเฉียบพลนั หนูไดรั้บสารสกดักะเพราขนาด 200, 400 และ 800 mg/kg เป็น
เวลา 28 วนั ประเมินค่าชีวเคมีของเลือด เน้ือเยื่อของตบั ไต มา้ม หัวใจ และระบบสืบพนัธุ์ ผล
การศึกษาท่ีได ้พบว่าไม่เกิดพิษใด ๆ  (Gautamn และ Goel, 2014) 

การศึกษาความเป็นพิษเร้ือรัง (Chronic toxicity) ท าการทดลองในหนูแรทสายพนัธุ์วิสตาร์ ให้
สารสกดัน ้ าจากใบกะเพราขนาด 100, 500 และ 1000 mg/kg เพียงคร้ังเดียว และติดตามผลต่ออีก 30 
วนั  บนัทึกผลดว้ยการวดัน ้ าหนกัตวัท่ีเปล่ียนไป  วดัระดบัของ Protein, Urea, Creatinine, Uric acid, 
Lactate Dehydrogenase (LDH) วดัระดบัเอนไซม์ตบั ได้แก่ Aspartate Transaminase (AST), 
Alanine Transaminase (ALT) ซ่ึงพบว่าไม่มีการเปล่ียนแปลง ยงัคงอยู่ในระดบัปกติ (Uma  และ
คณะ, 2013) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จิราภรณ์ และเรือนแกว้ (2555) ศึกษาผลของสารสกดัสมุนไพรพ้ืนบา้นไทยจ านวน 7 ชนิด 
ได้แก่ ผกัชีฝร่ัง ชะพลู สะระแหน่ ฟักแมว้ โหระพา กะเพรา และเตย น ามาสกดัสารโดยใช้น ้ า 
เมทานอล และเอทานอลเป็นตวัท าละลาย พบว่าน ้ ามนัหอมระเหยกะเพราท่ีใชเ้มทานอลเป็นตวัท า
ละลายมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคจ านวน 3 สายพนัธุ์ไดแ้ก่ E. coli ATCC 25922 มี
ค่าเฉล่ียเส้นผ่านศูนยก์ลางฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือ 19.76 ± 1.06 mm.  S. aureus ATCC 6538  มีค่าเฉล่ีย
เสน้ผา่นศูนยก์ลางฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือ 21.23 ± 1.59 mm. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
มีค่าเฉล่ียเสน้ผา่นศนูยก์ลางฤทธ์ิการยบัย ั้งเช้ือ 30.39 ± 2.84 mm. ดว้ยวิธี Disk diffusion method 

ปทุม และคณะ (2550) ท าการศึกษาประสิทธิภาพการเป็นสารต้านจุลินทรียข์องน ้ ามนัหอม
ระเหยจากสมุนไพรท่ีนิยมใชใ้นครัวเรือนไทย ไดแ้ก่กะเพรา ตะไคร้ ตะไคร้หอม ผลมะกรูด ใบ
มะกรูด พริกไทยด า และโหระพา โดยการเปรียบเทียบค่าความเขม้ขน้ท่ีน้อยท่ีสุดท่ียบัย ั้งดว้ยวิธี 
Agar dilution จุลินทรียก่์อโรคในอาหารท่ีใช้ทดสอบไดแ้ก่ Sal. typhimurium, E. coli, Listeria 
monocytogenes, B. cereus และ S. aureus พบว่าน ้ ามนัหอมระเหยจากตะไคร้มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
จุลินทรียก่์อโรคในกลุ่มแกรมบวกซ่ึงไดแ้ก่ B. cereus, L. monocytogenes และ S. aureus ไดดี้ท่ีสุด 
โดยมีค่า MIC 0.1% ส่วนน ้ ามนัหอมระเหยจากกะเพรา ตะไคร้หอม ผลมะกรูด ใบมะกรูด โหระพา 
และพริกไทยด ามีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรคในอาหารไดดี้  
       วชิรญา และคณะ (2557) ท าการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมีคุณสมบติัการยบัย ั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียก่อโรคในไก่ ความคงตัวต่อความร้อนของกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระและ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของน ้ ามนัหอมระเหยกะเพรา พบว่าองค์ประกอบหลกัของน ้ ามนัคือ
อนุพนัธข์องฟีนอลและเทอร์พีน ซ่ึงไดแ้ก่ Methyl eugenol (42.58%), Beta-caryophyllene (26.88%) 
และ Eugenol (10.66%) ดา้นคุณสมบติัการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในไก่ซ่ึงทดสอบดว้ย
วิธี Disk diffusion method พบว่าค่าความเข้มข้นต ่าสุดในการยบัย ั้ง S. typhimurium S003,  
Sal. typhimurium TISTR 292 และ S. aureus 029 ในปริมาณ 105 CFU/ml คือ 6.06, 6.06 และ 3.03 
mg/ml ตามล าดบั 

 

2.7  น ้ามันหอมระเหยอบเชยจนี 
อบเชยจีน (Cassia oil) มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Cinnamomum Cassia Presl. เป็นหน่ึงใน

เคร่ืองเทศสกุล Cinnamomum ซ่ึงอยู่ในสกุลเดียวกนักบัเคร่ืองเทศซินนามอน (Cinnamon) หรือ 
อบเชยท่ีนิยมใส่ในเคร่ืองด่ืม และขนมอบ โดยอบเชย หรือซินนามอนมีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า 
Cinnamomum Zeylanicum ซ่ึงในต่างประเทศมีการเรียกอบเชยจีนว่า Cinnamon มากกว่าใชค้  าว่า 
Cassia (Nguyen, 2003) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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องค์ประกอบหลกัทางเคมีท่ีพบในอบเชยจีนคือ Cinnamaldehyde 60-75 %, ρ–Cymene 0.6- 
1.2 %, α–Pinene 0.2-0.6 %, Eugenol 0.8 %, Cinnamyl acetate 5.0 %, Caryophyllene 1.4-3.3 %, 
Benzyl benzoate 0.7-1.0 % 

อบเชยจีนจดัเป็นสมุนไพรท่ีค่อนข้างปลอดภยั หากรับประทานในปริมาณท่ีใช้ในอาหาร 
อาหารเสริม หรือยาสมุนไพร แต่หากรับประทานในปริมาณมากๆ อาจก่อให้เกิดผลข้างเคียง 
โดยเฉพาะคนท่ีเป็นโรคเก่ียวกบัตบั เน่ืองจากในอบเชยจีนมีสารคูมาริน (Coumarin) ซ่ึงเป็นสารท่ี
ก่อใหเ้กิดผลเสียต่อตบั 

เปลือกอบเชยจีนมีคูมาริน 0.03-0.26 % หากค านวณท่ีปริมาณการใช้คูมารินเป็นยาท่ี 50 
มิลลิกรัม จะเทียบเท่ากบัอบเชยจีนปริมาณ 19-170 กรัม องค์การความปลอดภยัของอาหารยุโรป 
(European Food Safety Authority) ก  าหนดปริมาณท่ีร่างกายสามารถรับคูมารินไดต่้อวนั (Tolerable 
Daily Intake : TDI) คือคูมาริน 0.1 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนักตวั 1 กิโลกรัม ค่า LD50 ในการให้สาร
ซินนามิกอลัดีไฮดท์างปากหนูคือ 2,225 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัตวั 1 กิโลกรัม ค่า LD50 ในการให้สาร
สกดัดว้ยน ้ าทางปากหนูถีบจกัรคือ 120 กรัมต่อน ้ าหนักตวั 1 กิโลกรัม (กรมพฒันาการแพทยแ์ผน
ไทย และแพทยท์างเลือก, 2551) 

วชัรินทร์ และคณะ (2559) ท าการศึกษาฤทธ์ิของสารสกดัสมุนไพรไทย 10 ชนิด ต่อการยบัย ั้ง
เช้ือแบคทีเรีย S. aureus ATCC 25923, B. cereus และ E. coli ATCC 25922 พบว่าสารสกดัอบเชย
สามารถยบัย ั้ง S. aureus ATCC 25923 (18.5 ± 1.4 mm.), B. cereus (11.5 ± 0.7 mm.), E. coli 
ATCC 25922 (11.5 ± 0.7 mm.) โดยวิธี Disk diffusion วดัเสน้ผา่นศนูยก์ลางของ Inhibition zone  
       Prabuseenivasan และคณะ (2006) ศึกษาประสิทธิภาพของน ้ ามนัหอมระเหย 21 ชนิด ในการ
ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 6 ชนิด คือ S. aureus, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Proteus 
aeruginosa, E. coli และ Klebsiella pneumonia โดยวิธี Agar disc diffusion พบว่าน ้ ามนัหอมระเหย 
19 ชนิดแสดงฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีท าการทดสอบ โดยน ้ ามันหอมระเหยอบเชย กานพล ู 
เจอราเนียม เลมอน มะนาว สม้ และโรสแมร่ี มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือมากท่ีสุด มีค่า MIC อยู่
ในช่วง 0.8-12.8 mg/ml 
       Oussalah และคณะ (2007) ศึกษาประสิทธิภาพของน ้ ามนัหอมระเหยจากพืชสมุนไพร 28 ชนิด 
ในการยบัย ั้งเช้ือ E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium และ S. aureus พบว่าน ้ ามนัหอมระเหย
ไธมจ์ากสเปน อบเชยจีน ออริกาโน วินเทอร์ ซาโวร่ี และส่วนเปลือกของอบเชยมีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ท าการทดสอบไดดี้ 

Gupta และคณะ (2008) ศึกษาประสิทธิภาพของน ้ ามนัหอมระเหย 10 ชนิด ในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย ์ซ่ึงเป็นสาเหตุท าให้อาหารเน่าเสีย โดยวิธี Agar well diffusion พบว่า น ้ ามนั
หอมระเหยอบเชยและกานพลมีูประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือดีท่ีสุด รองลงมาคือ สะระแหน่ และ 
ยคูาลิปตสั และไดท้ าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอบเชยในรูปน ้ ามนัหอมระเหยและสารสกดั

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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หยาบ โดยพบว่าอบเชยท่ีอยูใ่นรูปน ้ ามนัหอมระเหยมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือทดสอบสูงว่าอบเชยท่ีอยู่
ในรูปสารสกดัหยาบ โดยปริมาณต ่าสุดของน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยท่ีใชใ้นการยบัย ั้งเช้ือเท่ากบั 
1.25 % ซ่ึงสารออกฤทธ์ิท่ีส าคญัคือ Cinnamaldehyde โดยจะไปจบักบัโปรตีนป้องกนัการเกิด 
Amino acid decarboxylation ของเช้ือจุลินทรียใ์นอาหาร 

Lopez และคณะ (2005) ทดสอบฤทธ์ิการตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ เช้ือยีสต์ และ
เช้ือรา ของไอน ้ ามนัหอมระเหย 6 ชนิด คือ โหระพา ขิง อบเชย กานพลู โรสแมร่ี และผกัชีลาว 
พบว่าไอน ้ ามนัหอมระเหยของอบเชยและกานพลมีูฤทธ์ิท่ีดีในทุกเช้ือจุลินทรียท่ี์ท าการทดสอบ  

นงนุช (2555) น ้ ามนัหอมระเหยจากเปลือกอบเชยจีนมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือ Candida albicans ไดดี้ท่ีสุด และสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli และ Pseudomonas 
aeruginosa)ไดม้ากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก(S. aureus) ซ่ึงโดยส่วนใหญ่แลว้แบคทีเรียแกรมบวกจะ
ถูกยบัย ั้งโดยสารต้านจุลินทรียไ์ด้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ แต่เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยเป็น
สารประกอบท่ีไม่มีขั้ว ดงันั้นอาจท าใหส้ารดงักล่าวสามารถละลายไดดี้ในชั้นไขมนัของผนังเซลล์
แบคทีเรียแกรมลบ จึงสามารถแพร่ผา่นและเขา้ไปท าลายผนงัเซลลจุ์ลินทรีย ์หรือท าให้เยื่อหุ้มเซลล์
ของจุลินทรียเ์กิดเป็นรู จึงเกิดการสูญเสียความสามารถในการเข้าออกของสารอาหาร เอนไซม์
ส าคญัต่าง ๆ และยงัท าใหอ้งคป์ระกอบต่างๆ ภายในเซลลมี์การร่ัวไหลออกมา จุลินทรียจึ์งตายได ้

 

2.8  กลไกการยับยั้งจุลินทรีย์ของน ้ามันหอมระเหย 
สารประกอบน ้ ามนัหอมระเหยมีผลต่อเซลลแ์บคทีเรีย เน่ืองจากสารประกอบจากน ้ ามนัหอม

ระเหยน้ีมีสมบติัไม่ชอบน ้ า (Hydrophobicity) ซ่ึงสามารถเขา้ไปร่วมอยู่กบัส่วนไขมนัในเยื่อหุ้ม
เซลลแ์ละไมโตคอนเดรียของเซลลแ์บคทีเรียได ้มีผลใหก้ารผา่นเขา้ออกของสารจากเซลลเ์พ่ิมข้ึนท า
ใหเ้กิดการร่ัวของไอออน และสารประกอบท่ีจ  าเป็นต่อการด ารงชีวิตของเซลล ์การรบกวนระบบ 
Proton motive force ท าใหเ้กิดการตกตะกอนของสารต่างๆในเซลลจ์นท าใหเ้ซลลต์าย สารประกอบ
จากน ้ ามนัหอมระเหยสามารถท าปฏิกิริยากับโปรตีนท่ีอยู่ภายในไซโตพลาสมิกเมมเบรน เช่น 
ATPases ซ่ึงอยู่ในไซโตพลาสมิกเมมเบรน และอยู่ติดกับโมเลกุลไขมนั โดยส่วนวงแหวน
ไฮโดรคาร์บอน (Cyclic hydrocarbon) ของสารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยมีสมบติัชอบไขมนั 
(Lipophilic) จะไปท าปฏิกิริยากบั ATPases และเมื่อสะสมอยูม่าก ๆ มีผลท าใหโ้ครงสร้างของไขมนั 
- โปรตีนของเซลล์เสียรูป สารประกอบจากน ้ ามันหอมระเหยสามารถเร่งการเจริญของ 
Pseudomycelia ในยีสต์เป็นผลให้เซลล์ท่ีสร้างใหม่ไม่สามารถแยกออกจากกันไดอ้ย่างสมบูรณ์ 
นอกจากน้ีสารประกอบจากน ้ ามนัหอมระเหยยงัสามารถท าปฏิกิริยากบัเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการ
สร้างพลงังานหรือการสงัเคราะห์โครงสร้างเซลล ์(Burt, 2004)  
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ภาพที่ 2.1  กลไกการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องน ้ ามนัหอมระเหย 
ท่ีมา : Burt (2004) 

 
นงลกัษณ์ และ ปรีชา (2550) อธิบายปฏิกิริยาของสารต่อตา้นแบคทีเรียท่ีเกิดข้ึนท่ีผนังเซลล์

หรือเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรีย โดยสารดงักล่าวจะท าให้ความสามารถในการยอมให้สารต่าง ๆ ท่ี
แทรกซึมผา่นผนงัเซลลเ์ปล่ียนแปลงไป ท าใหเ้สน้ทางของอาหารจากภายนอกเขา้สู่ภายในเซลลข์อง
แบคทีเรียเกิดการขดัขอ้ง การเจริญของแบคทีเรียจึงหยดุชะงกัและตายในท่ีสุด การท าลายผนังเซลล์
ของแบคทีเรียเพียงอย่างเดียวไม่สามารถท าให้แบคทีเรียตายได ้เมื่อสารต่อต้านแบคทีเรียเข้าสู่
ภายในเซลลจ์ะท าใหไ้ซโทพลาซึม (Cytoplasm) เกิดการตกตะกอน (Coagulate) หรือท าให้เยื่อหุ้ม
เซลล์แตกเน่ืองจากสารดังกล่าวท าลายไขมนัท่ีอยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้ผนังเซลล์ฉีกขาดและ
ส่วนประกอบต่างๆ เช่น โซเดียมหรือโปแตสเซียมร่ัวไหลออกจากเซลลท์ าใหแ้บคทีเรียตายได ้

 
2.9  งานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 
       Ehivet และคณะ (2011) ศึกษาการผลิตฟิลม์ท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียจ์ากแป้งมนัเทศ โดยเติม 
Origanum oil (OG) ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 % (v/v) ต่อความสามารถในการ
ยบัย ั้งการเจริญของ Salmonella Enteritidis, E. coli O157:H7 และ L. monocytogenes พบว่าฟิลม์
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แป้งมนัเทศท่ีเติม OG สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือไดท้ั้ง 3 สายพนัธุ์ โดยการเพ่ิมความเขม้ขน้
ของ OG ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียเ์พ่ิมข้ึน 

Suput และคณะ (2016) ศึกษาสมบติัของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งขา้วโพดร่วมกบัน ้ ามนัหอม
ระเหยออริกาโน่ และน ้ ามนัหอมระเหยเทียนด า พบว่าการเติมน ้ ามนัหอมระเหยลงในฟิลม์ช่วยลด
สมบติัการละลายน ้ าของฟิลม์ และลดความตา้นทานแรงดึงของฟิล์ม โดยฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหย 
ออริกาโน่ 2% สามารถตา้นเช้ือ Sal. typhimurium (Inhibition zone 33 mm), E. coli (Inhibition zone 
37 mm) และ L. monocytogenes (Inhibition zone 39 mm) ไดดี้ท่ีสุด เมื่อศึกษาดว้ยวิธี Disk 
diffusion method  

Veena และคณะ (2015) ศึกษาสมบติัทางกายภาพของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งขา้วโพดร่วมกบั
น ้ ามนัหอมระเหยกานพล ูและน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยท่ีความเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 % พบว่าเม่ือเพ่ิม
ความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยในฟิลม์ท าให้ความหนาของฟิล์มเพ่ิมมากข้ึน แต่สมบติัการ
ละลายน ้ าและความช้ืนของฟิลม์ลดลง  

Song และคณะ (2017) ศึกษาสมบติัทางกายภาพและการตา้นเช้ือของฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหย
เปลือกมะนาวท่ี 1 และ 2 % ในแป้งขา้วโพดและแป้งขา้วสาลี พบว่าน ้ ามนัหอมระเหยเปลือกมะนาว
ช่วยลดอตัราการผา่นของออกซิเจนและความช้ืนในฟิลม์ โดยฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยเปลือกมะนาว 
2 % สามารถตา้นเช้ือ S. aureus (Inhibition zone 66.34±5.65 mm2) และ E. coli (Inhibition zone 
60.57±6.12  mm2) ไดดี้ท่ีสุด เมื่อศึกษาดว้ยวิธี Disk diffusion method  

Ghasemlou และคณะ (2013) ศึกษาสมบติัทางกายภาพและสมบติัการต้านเช้ือจุลินทรียข์อง
ฟิลม์จากแป้งขา้วโพดร่วมกบั Zataria multiflora boiss essential (ZEO) หรือ Mentha pulegium 
essential (MEO) ท่ีความเขม้ขน้ 1, 2 และ 3 % พบว่า ZEO หรือ MEO ไม่มีผลต่อความสามารถใน
การตา้นทานแรงดึงออกของฟิลม์ แต่มีผลท าใหก้ารซึมผา่นของไอน ้ าในฟิลม์ลดลง การซึมผ่านของ
ออกซิเจนเพ่ิมสูงข้ึน โดย ZEO สามารถตา้นเช้ือจุลิทรีย ์S. aureus และ E. coli ไดดี้กว่า MEO เมื่อ
ศึกษาดว้ยวิธี Disk diffusion method 

Jouki และคณะ (2014) ศึกษาสมบติัทางกายภาพและสมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์จาก 
Quince seed ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยออริกาโน่ ท่ีความเขม้ขน้ 1, 1.5 และ 2 % พบว่าน ้ ามนัหอม
ระเหยออริกาโน่ท าใหค้วามสามารถในการตา้นทานแรงดึงของฟิลม์ลดลง แต่ท าให้สมบติัการซึม
ผ่านไอน ้ า และสมบัติการซึมผ่านออกซิเจนเพ่ิมข้ึน สามารถต้านเช้ือจุลินทรีย์ S. aureus,  
L. monocytogenes, E. coli, E.  coli O157 : H7, Sal. typhimurium, B. cereus, Yersinia 
enterocolitica, Vibrio enterocolitica และ Shewanella putrefaciens เมื่อศึกษาดว้ยวิธี Disk diffusion 
method 

Jamro’z, Juszczak และ Kucharek (2018) ศึกษาสมบัติทางกายภาพและสมบัติการต้าน
เช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์จากแป้งมนัฝร่ังร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยลาเวนเดอร์ 2 ,4 และ 6 % พบว่า

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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น ้ ามนัหอมระเหยลาเวนเดอร์ส่งผลต่อให้ความหนาของฟิล์มเพ่ิมข้ึน แต่ความสามารถในการ
ตา้นทานแรงดึงของฟิลม์ลดลง สามารถตา้นเช้ือ S. aureus และ E. coli ได ้เมื่อศึกษาดว้ยวิธี Disk 
diffusion method 

Li และคณะ (2018) ศึกษาสมบติัทางกายภาพและสมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์จากแป้ง
มนัฝร่ังหวานร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยออริกาโน่ท่ีความเขม้ขน้ 0.5, 1.0 และ 1.5 % พบว่าสามารถ
ตา้นเช้ือ S. aureus และ E. coli ได ้เมื่อศึกษาดว้ยวิธี Disk diffusion method และน ้ ามนัหอมระเหย
ออริกาโน่ส่งผลให้ความสามารถในการตา้นทานแรงดึงและการซึมผ่านของไอน ้ าในฟิล์มลดลง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



 
 

บทที่ 3 

วธิีการด าเนินงานวจิัย 
 

3.1  เคร่ืองมืออุปกรณ์ 

3.1.1  หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร  
3.1.2  บีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร  
3.1.3  จานเพาะเล้ียงเช้ือ ขนาด 90 x 15 มิลลิเมตร 
3.1.4  ตูบ่้มเช้ือ, Memmert, Germany 
3.1.5  เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex Mixer), BEC Thai, Thailand 
3.1.6  เคร่ืองวดัความหนา (Micrometer), Mitutoyo m110 - 50, Japan  
3.1.7  เคร่ือง homogenizer, IKA MS 7, Germany 
3.1.8  เคร่ืองวดัความขุ่นเช้ือจุลินทรีย ์McFarland, Grant-bio รุ่น DEN – 1,UK  
3.1.9  หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave), Tommy รุ่น ss-325, Japan 
3.1.10  ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven), Thermo Scientific, USA 
3.1.11  โถป่ัน (Blender), National, Thailand 
3.1.12  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหน่ง, Tanita, Japan 
3.1.13  เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง, Mettler Toledo, Germany 
3.1.14  เคร่ือง Texture analyser, Stable Micro System, UK 
3.1.15  เคร่ือง Gas permeablility tester, Illinois, USA  
3.1.16  Desiccator 
3.1.17  ตะแกรงร่อนขนาด 120 mesh 
3.1.18  Hot plate, Thermo Fisher Scientific, USA 
3.1.19  กลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM), 
Carl zeiss EVO MA 10, Germany 
3.1.20  ตูถ่้ายเช้ือ (Laminar air flow), Boss Tech, Thailand 
3.1.21  Anaerobic jar, Merck, Germany 
3.1.22  อ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath), Memmert, German 
3.1.23  Magnetic bar 
3.1.24  มีด

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.25  เขียง 
3.1.26  กะละมงั 
 

3.2  วตัถุดิบ สารเคมีและอาหารเลีย้งเช้ือ 

3.2.1  กลว้ยดิบสีเขียวทัว่ทั้งผล, สวนวดัสวนแกว้, นนทบุรี 
3.2.2  หมเูน้ือแดงบด 
3.2.3  หนงัหมตูม้ 
3.2.4  กระเทียมโขลกละเอียด 
3.2.5  เกลือป่น 
3.2.6  ขา้วสุก 
3.2.7  ผงชูรส 
3.2.8  ใบตอง 
3.2.9  ถุง Stomacher 
3.2.10  น ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา, อุตสาหกรรมเคร่ืองหอมไทย – จีน จ  ากดั, กรุงเทพฯ 
3.2.11  น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน, อุตสาหกรรมเคร่ืองหอมไทย – จีน จ  ากดั, กรุงเทพฯ 
3.2.12  กลีเซอรอล, วิทยาศรม จ ากดั, กรุงเทพมหานคร 
3.2.13  เพคติน, วิทยาศรม จ ากดั, กรุงเทพมหานคร 
3.2.14  เปปโตน, Rajasthan, India 
3.2.15  EDTA, Rajasthan, India 
3.2.16  Butterfield’s phosphate – buffered dilution water (BF) 
3.2.17  Mueller Hinton Agar (MHA), Himedia, India 
3.2.18  Tryptic soy broth (TSB), Difco, USA 
3.2.19  Agar, Difco, USA 
3.2.20  MRS Agar, Difco, USA 
3.2.21  Baird – parker medium (BP), Difco, USA 
3.2.22  Brain heart infusion broth (BHI), Difco, USA 
3.2.23  Lauryl sulphate trptose broth (LST), Difco, USA 
3.2.24  Levine’s Eosin – Methylene Blue (L-EMB) agar, Difco, USA  
3.2.25  Plate count agar (PCA), Difco, USA  
3.2.26  Lactose broth (LB), Difco, USA 
3.2.27  Tetrathionate broth (TT), Difco, USA 
3.2.28  Rappaport – vassiliadis broth (RV), Difco, USA เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.29  Hektoen enteric agar (HE), Difco, USA 
3.2.30  Xylose lysine desoxycholate agar (XLD), Difco, USA 
3.2.31  Bismuth sulfite agar (BS), Difco, USA 
3.2.32  Triple sugar iron agar (TSI), Difco, USA 
3.2.33  Lysine iron agar (Lysine iron agar), Difco, USA 
3.2.34  Mac Conkey agar, Difco, USA 
3.2.35  SFP without egg yolk agar, Difco, USA 
3.2.36  Lactose – gelatin media, Difco, USA 
3.2.37  Thioglycollate broth, Difco, USA 
3.2.38  Rapid diagnostic Kits API ID 32 A, Biomerieux, France 

 

3.3  เช้ือจุลินทรีย์ 
3.3.1  แบคทีเรีย E. coli DMST 4212 ไดรั้บจากศนูยเ์ก็บรักษาสายพนัธุจุ์ลินทรียท์างการแพทย์

แห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข  
3.3.2  แบคทีเรีย S. aureus subsp. aureus TISTR 1840 ไดรั้บจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย กระทรวงวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลย ี
3.3.3  แบคทีเรีย Sal, Anatum DMST 7108 ไดรั้บจากศูนยเ์ก็บรักษาสายพนัธุ์จุลินทรียท์าง

การแพทยแ์ห่งชาติ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข  
3.3.4  แบคทีเรีย B. cereus TI STR 1395 ไดรั้บจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี

แห่งประเทศไทย กระทรวงวิทยาศาสตร์ และเทคโนโลย ี
 

3.4  วธีิการทดสอบ และวเิคราะห์ผล 

3.4.1  เตรียมแป้งกล้วยเพือ่น ามาเตรียมฟิล์มบริโภคได้ 
ลา้งท าความสะอาดและปอกเปลือกกลว้ยน ้ าวา้ดิบท่ีมีสีเขียวทัว่ทั้งผล ตดัเน้ือกลว้ยตามแนว

ขวางใหมี้ความหนาช้ินละ 2 มิลลิเมตร จากนั้นน าไปอบลมร้อนใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง น าเขา้เคร่ืองลดขนาดและร่อนผ่านตะแกรงขนาด 120 mesh จะไดแ้ป้งกลว้ยสี
ขาวอมเหลืองนวล  

3.4.2  เตรียมฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกบัน า้มนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน า้มนัหอม
ระเหยอบเชยจนี (Sothornvit และ Pitak, 2007) 

น าสารละลายแป้งกลว้ย 4 % โดยน ้ าหนกั ใส่ลงในบีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้ความร้อน
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีให้สารละลายเป็นเน้ือเดียวกัน โดยใช้ Hot plate 
จากนั้นวางสารละลายให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้องจนสารละลายมีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ใส่ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กลีเซอรอล 30 % โดยน ้ าหนกัแป้งกลว้ย (กลีเซอรอล 30 กรัมต่อแป้งกลว้ย 100 กรัม) เพคติน 1 % 
โดยน ้ าหนกั ใหค้วามร้อนจนสารละลายอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที วางสารละลาย
ใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จนสารละลายมีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เติมน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา 
หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก ลงในสารละลาย ใช ้
Homogenizer ก  าหนดความเร็วรอบ 13,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที คนสารละลายให้เป็น
เน้ือเดียวกนั จากนั้นวางสารละลายให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้องและตกัฟองอากาศบนผิวหน้าสารละลาย
ออก เทสารละลายหนกั 14 กรัม ลงบนแผน่อะคีลิคขนาด 14 x 14 ตารางเซนติเมตร จากนั้นน าแผ่น 
อะคีลิคไปผึ่งใหฟิ้ลม์แหง้ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ลอกแผ่นฟิลม์ออกโดย
ใชป้ากคีบช่วย การเก็บรักษาแผน่ฟิลม์ใชก้ระดาษไขห่อฟิลม์ และเก็บไวใ้นโหลควบคุมความช้ืน 

3.4.3  ศึกษาสมบัตทิางกายภาพของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกับน ้ามันหอมระเหยใบ
กะเพรา หรือน า้มนัหอมระเหยอบเชยจนี 

3.4.3.1  วดัความหนาของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั ท าการวดัโดยใช้
วิธีมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม ฟิลม์ยดืหุม้ห่ออาหาร พ.ศ.2536 

ตดัตวัอย่างฟิลม์บริโภคให้ตั้ งฉากกับความยาวท าเป็นช้ินทดสอบท่ีมีความกวา้ง 200 
มิลลิเมตร จ  านวน 5 ช้ิน แลว้วดัความหนาของช้ินทดสอบท่ีต าแหน่งต่าง ๆ กนั ในแนวขนานกบั
หนา้กวา้งของมว้น ช้ินละ 10 ต าแหน่ง โดยใชไ้มโครมิเตอร์  

3.4.3.2  ทดสอบค่าความตา้นทานแรงดึง (Tensile strength; TS) ของฟิลม์บริโภคไดจ้าก
แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 
และ 4 % โดยน ้ าหนกั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน ASTM D 882-97 

ตดัตวัอย่างฟิล์มขนาด 2.54 x 12.00 ตารางเซนติเมตร ท าการทดสอบโดยใชเ้คร่ือง
วิเคราะห์เน้ือสัมผสัอาหาร (Texture analyser) น าช้ินตวัอย่างท่ีเตรียมไวส้อดเขา้ไปในตวัหนีบ 
(Tensile grip) ทั้งดา้นบนและดา้นล่าง แลว้หมุนตัวหนีบให้มีการยึดจบักบัช้ินตวัอย่างให้แน่น 
ก  าหนดระยะห่างระหว่างหัวหนีบเท่ากับ 50 มิลลิเมตร ก  าหนดความเร็วในการทดสอบ 50 
มิลลิเมตรต่อนาที เร่ิมท าการทดสอบโดยการใหห้วัหนีบดา้นบนเคล่ือนท่ี และบนัทึกแรงท่ีมากท่ีสุด
ท่ีท าใหช้ิ้นตวัอยา่งขาดออกจากกนั 

Tensile strength (เมกกะพาสคาล)      =     Fmax  
A                            

เมื่อก  าหนดให ้: 
Fmax คือ แรงท่ีมากท่ีสุดท่ีท าใหต้วัอยา่งฟิลม์ท่ีท าการทดสอบขาดออกจากกนั (นิวตนั) 
A คือ พ้ืนท่ีของตวัอยา่งฟิลม์ท่ีท าการทดสอบ (ตารางเมตร) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.4.3  ทดสอบความสามารถในการซึมผ่านของไอน ้ า (Water vapor permeability; 
WVP) ของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน ASTM E 96-95 

ตดัตวัอย่างฟิลม์ขนาด 7.5 x 7.5 ตารางเซนติเมตร เติมน ้ ากลัน่ 18 มิลลิลิตร ลงในถว้ย
อะลมูิเนียมเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 5.2 เซนติเมตร สูง 4.2 เซนติเมตร น าฟิลม์หุ้มปากถว้ยพร้อมปิดผนึก
ดว้ยพาราฟิน ชัง่น ้ าหนักถว้ยท่ีปิดผนึกฟิลม์แลว้ วางในห้องท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส
ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 50 บนัทึกการเปล่ียนแปลงของน ้ าหนักถว้ยทุก ๆ 1 ชัว่โมง เป็นเวลา 8 
ชัว่โมง ค  านวณดงัสูตร 

WVTR (กรัมต่อตารางเมตรต่อวนั)      =      ΔW  
AΔt 

เมื่อก  าหนดให ้: 
ΔW คือ น ้ าหนกัของความช้ืนท่ีถกูดูดเขา้ไปในถว้ย (กรัม)  
A คือ พ้ืนท่ีของตวัอยา่งฟิลม์ท่ีท าการทดสอบ (ตารางเมตรต่อวนั) 
Δt คือ จ  านวนเวลาท่ีใชใ้นการทดสอบ (วนั) 
WVP            =       (WVTR x L)  

(Pw1 - Pw2)  
เมื่อก  าหนดให ้: 

Pw1 – Pw2 คือ ผลต่างความดนัไอน ้ าท่ีใชใ้นการทดสอบ (พาสคาล)  
L คือ ความหนาของฟิลม์ท่ีท าการทดสอบ (มิลลิเมตร) 
3.4.3.4  ทดสอบความสามารถในการซึมผ่านของออกซิเจน (Oxygen permeability; OP) 

ของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชย
จีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน ASTM D3985-92 

ตดัตวัอย่างฟิลม์ขนาด 10 x 10 ตารางเซนติเมตร ใส่ลงใน Oxygen test cell ท าการ
ทดสอบท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 50 โดยใชเ้คร่ือง Gas permeablility 
tester เม่ือเร่ิมท าการทดสอบออกซิเจนบริสุทธ์ิจะพ่นจากดา้นบน ส่วนดา้นล่างมีไนโตรเจนบริสุทธ์ิ 
โดยออกซิเจนอยูใ่นดา้นท่ีความดนัสูงกว่าจึงสามารถดนัออกซิเจนผา่นฟิลม์ไปยงัอีกดา้นหน่ึงได ้ 

OTR (ลกูบาศกเ์ซนติเมตรต่อตารางเมตรต่อวนั)     =     ปริมาณของออกซิเจนท่ีซึมผ่าน      
                                                                                                      (เวลา x พ้ืนท่ี) 

OP               =     (OTR x L)  
 (Po1 - Po2) 
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เมื่อก  าหนดให ้: 
Po1 - Po2 คือ ผลต่างความดนัท่ีใชใ้นการทดสอบ (พาสคาล)  
L คือ ความหนาของฟิลม์ท่ีท าการทดสอบ (มิลลิเมตร) 
3.4.3.5  ทดสอบพ้ืนผิวของฟิล์มบริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ

กะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก โดยใชก้ลอ้ง
จุลทรรศน์อิเลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM)  

ตดัตวัอยา่งฟิลม์ขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร วางแผ่นฟิลม์ท่ีตอ้งการทดสอบลงบน
แท่งอลูมิเนียม จากนั้นน าไปเคลือบดว้ยทองค าเพ่ือช่วยให้ส่องตวัอย่างฟิลม์ผ่านกลอ้งจุลทรรศน์
แบบส่องกราด เห็นพ้ืนผวิฟิลม์ไดช้ดัเจนข้ึน 

3.4.4  ศึกษาสมบัตกิารต้านเช้ือจุลนิทรีย์ โดยใช้วธิี Disk diffusion test  (Hua และคณะ) 
3.4.4.1 การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์
ชัง่ Mueller-Hinton agar (MHA) 38 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปริมาตร 1 ลิตร ตม้ให้เดือด 

จากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 
นาที เทอาหารเล้ียงเช้ือลงในจานเพาะเช้ือ ให้ความสูงของอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 4 ± 0.5 มิลลิเมตร 
รอใหอ้าหารเล้ียงเช้ือแข็งตวัท่ีสภาวะ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยผิวหน้าของอาหาร
เล้ียงเช้ือก่อนน าไปใชจ้ะตอ้งแห้งไม่มีหยดน ้ าเกาะ เก็บรักษาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 4-8 องศา
เซลเซียส 

3.4.4.2  การเตรียมเช้ือจุลินทรีย ์
เพาะเช้ือแบคทีเรีย E. coli DMST 4212, S. aureus subsp. aureus TISTR 1840,  

Sal. Anatum DMST 7108 และ B. cereus TI STR 1395 ดว้ยวิธี Growth method โดยใชลู้ปเลือกเข่ีย
เช้ือท่ีโคโลนีเด่ียว ๆ ลงในหลอดท่ีบรรจุ Tryptic soy broth (TSB) ปริมาตร 4-5 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง ปรับเทียบความขุ่นให้เท่ากบั 0.5 McFarland 
standard โดยใช้เคร่ือง McFarland ปรับเทียบความขุ่นภายในระยะเวลา 15 นาที ใช้สารละลาย
น ้ าเกลือเป็นสารละลายส าหรับเจือจาง จะไดป้ริมาณจุลินทรีย ์1.5 x 108 CFU/ml จากนั้นท าการเจือ
จางตวัอยา่งจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ โดยปิเปตจุลินทรีย ์1.5 x 108 CFU/ml จ  านวน 1 มิลลิลิตร เติมน ้ าเกลือ
จ านวน 9 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงใหเ้ขา้กนั จะไดป้ริมาณจุลินทรีย ์1.5 x 107 CFU/ml จากนั้นท าการเจือ
จางตวัอยา่งจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ โดยปิเปตจุลินทรีย ์1.5 x 107 CFU/ml จ  านวน 1 มิลลิลิตร เติมน ้ าเกลือ
จ านวน 9 มิลลิลิตร ป่ันเหวี่ยงให้เขา้กนั จะไดป้ริมาณจุลินทรีย ์1.5 x 106 CFU/ml ซ่ึงเป็นปริมาณ
จุลินทรียท่ี์ใชท้ดสอบความสามารถในการตา้นเช้ือของฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหย 

3.4.4.3  การศึกษาสมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์โดยใชว้ิธี Disk diffusion method 
ปิเปตจุลินทรีย ์1.5 x 106 CFU/ml ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ MHA ท า

การ Spread plate จนทัว่ผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ ใชป้ากคีบคีบฟิลม์บริโภคจากแป้งกลว้ยร่วมกบั
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น ้ ามนัหอมระเหยกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 %  โดย
น ้ าหนกั ขนาดเสน้ผ่าศูนยก์ลาง 6 มิลลิเมตร ลงบน MHA และกดเบา ๆ ภายในระยะเวลา 15 นาที
หลงัปรับเทียบความขุ่น จากนั้นน าไปบ่มภายในระยะเวลา 15 นาทีหลงัจากวางแผ่นฟิลม์ลงบน 
MHA ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัขนาด Inhibitory zone โดยไมบ้รรทดัวดั 
ในหน่วย มิลลิเมตร  

3.4.5  ศึกษาการน าฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกบัน า้มนัหอมระเหย ที่มคีวามสามารถใน
การต้านเช้ือจุลนิทรีย์ได้ดีที่สุดไปประยุกต์ใช้ในผลติภัณฑ์แหนมดั้งเดิม 

3.4.5.1  ขั้นตอนการผลิตแหนมห่อใบตอง แสดงดงัภาพท่ี 3.1 
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ภาพที่ 3.1  ขั้นตอนการผลิตแหนมห่อใบตองควบคุม (แหนมสูตรดั้งเดิม) และแหนมห่อใบตอง
ทดสอบ 

 

แหนมห่อใบตอง
ทดสอบ 

แหนมห่อใบตองอาย ุ3 วนั 

แหนมห่อใบตองอาย ุ7 วนั 

แหนมห่อใบตองควบคุม 

หมเูน้ือแดงบด 1 กิโลกรัม 

หนงัหมตูม้ 300 กรัม 

กระเทียมโขลกละเอียด 100 กรัม 

เกลือป่น 50 กรัม 

ขา้วสุก 40 กรัม 

ผงชูรส 10 กรัม 

คลุกเคลา้ส่วนผสมทั้งหมดใหเ้ขา้กนั 

ชัง่น ้ าหนกัแบ่งกอ้นละ 50 กรัม 

ห่อดว้ยฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้ง
กลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยท่ี

มีความสามารถในการตา้น
เช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุดเป็นบรรจุ

ภณัฑช์ั้นใน 

ห่อดว้ยใบตอง 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3.4.5.2  ทดสอบปริมาณจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑแ์หนมห่อใบตองซ่ึงห่อดว้ยฟิลม์บริโภคได้
จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุดเป็นบรรจุ
ภณัฑช์ั้นใน (จากผลการทดสอบฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยท่ีมีสมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้
ท่ีสุดคือฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 4 %) เปรียบเทียบกบัแหนมห่อใบตอง
สูตรดั้งเดิม 
ก  าหนดให ้: 

แหนมห่อใบตองควบคุมคือ แหนมห่อใบตองสูตรดั้งเดิม  
แหนมห่อใบตองทดสอบคือ แหนมห่อใบตองซ่ึงห่อด้วยฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ย

ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุดเป็นบรรจุภณัฑช์ั้นใน 
3.4.5.2.1  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ LAB ในแหนมห่อใบตองควบคุม และแหนมห่อ

ใบตองทดสอบ อาย ุ0, 3 และ 7 วนั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน ISO 15214 : 1998 
       ชัง่ตวัอยา่งแหนม 25 กรัม ละลายใน 225 มิลลิลิตรของสารละลาย 0.1% peptone ท า

serial 10-fold dilution แยกเช้ือ LAB ดว้ยวิธี pour plate ในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar ดดัแปลงดว้ย
การเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 0.3 (น ้ าหนัก/ปริมาตร) น าเขา้บ่มในสภาวะ anaerobic ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจนับจ านวนโคโลนีท่ีสร้างกรดโดยเกิดวงใส
รอบโคโลนีในจานเพาะเช้ือท่ีมีเช้ือ 30-300 โคโลนี ค  านวณปริมาณของเช้ือโดยน าจ  านวนโคโลนี
คูณกบั dilution factor ต่อหน่วยน ้ าหนกั (colony forming unit per gram (CFU/g)) 

       3.4.5.2.2  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ S. aureus ในแหนมห่อใบตองควบคุม และแหนม
ห่อใบตองทดสอบ อาย ุ0, 3 และ 7 วนั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน FDA BAM Online, 2016 (Chapter 12) 

3.4.5.2.2.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
ชัง่ตวัอย่างแหนม 50 กรัม ใส่ในถุง stomacher เติม Butterfield’s phosphate-

buffered dilution water (BF) 450 มิลลิลิตร ตีใหต้วัอยา่งกระจายทัว่สารละลายดว้ยเคร่ืองตีตวัอย่าง 
เป็นเวลา 1 นาที สารละลายตวัอยา่งท่ีไดถื้อว่ามีระดบัความเจือจาง 10-1 (ตวัอย่างถูกเจือจาง 10 เท่า) 
เตรียมสารละลายตวัอยา่งใหมี้ระดบัความเจือจางเพ่ิมข้ึน 100 และ 1,000 เท่า (นัน่คือตวัอยา่งมีระดบั
ความเจือจาง 10-2 และ 10-3 ตามล าดบั) หรือระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม โดยปิเปตตวัอย่างท่ีมี
ระดบัความเจือจาง 10-1 จ  านวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดท่ีมี BF 90 มิลลิลิตร จะไดร้ะดบัความเจือ
จาง 10-2 น าไปเขย่าดว้ยเคร่ืองเขย่าให้เช้ือกระจายทัว่กนัทั้งขวด ส่วนท่ีระดบัความเจือจาง 10-3 ก็
เตรียมไดใ้นลกัษณะเดียวกนั 

   3.4.5.2.2.2  การตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธี Direct Plate Count 
               ปิเปตสารละลายตวัอย่างในแต่ละระดบัความเจือจางมา 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงบน

ผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ Baird-parker medium (BP) จ  านวน 3 ถาดเล้ียงเช้ือ ถาดเล้ียงเช้ือละ 0.3, 0.3 
และ 0.4 มิลลิลิตร จากนั้นเกล่ียให้เช้ือกระจายโดยใชแ้ท่งแกว้ ท้ิงให้สารละลายของเช้ือซึมผ่าน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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อาหารเล้ียงเช้ือ (ประมาณ 10 นาที) น าถาดเล้ียงเช้ือไปบ่มโดยกลบัถาดเล้ียงเช้ือ บ่มท่ี 35 ± 1 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 45-48 ชัว่โมง (แต่ถา้สารละลายยงัไม่ซึมผา่นอาหารเล้ียงเช้ือให้น าไปบ่มในตูบ่้ม
เช้ือโดยไม่ตอ้งกลบัถาดเล้ียงเช้ือ เป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนกลบัถาดเล้ียงเช้ือ) เลือกถาดเล้ียงเช้ือท่ีมี
จ  านวนโคโลนี 20-200 โคโลนี มาตรวจนบัโคโลนีลกัษณะโคโลนีของ S. aureus โคโลนีกลม เรียบ 
โคง้นูน มีความชุ่มช้ืน ไม่แหง้ มีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางประมาณ 2-3 มิลลิเมตร โคโลนีมีสีเทาถึง
ด า อาจมีขอบใสหรือไม่ก็ได้ มีโซนทึบ (Opaqne zone) รอบๆ โคโลนี และมีโซนใส (Clear zone) 
รอบนอกโคโลนี หรือไม่ก็ได ้เมื่อใช ้needle เข่ียจะยดืเหนียว (ในบางคร้ังอาจพบโคโลนีในลกัษณะ
คลา้ยกนัแต่ไม่พบ Opaqne zone และ Clear zone รอบโคโลนีแสดงว่าไม่ใช่ S. aureus) ถา้ตวัอยา่งท่ี
น ามาตรวจวิเคราะห์เก็บไวน้าน หรือตวัอย่างแห้ง อาจพบว่าเช้ือน้ีอาจให้ลกัษณะโคโลนีสีด าจาง 
และโคโลนีมีลกัษณะแหง้ การนบัจ านวนโคโลนี ถา้มีโคโลนีหลายๆ ลกัษณะ นบัจ านวนโคโลนีแต่
ละลกัษณะและบันทึกจ านวนแยกแต่ละลกัษณะ ค านวณปริมาณของเช้ือโดยน าจ  านวนของ  
S. aureus ท่ีนบัไดคู้ณระดบัความเจือจาง รายงานผลในหน่วย CFU/g ตวัอยา่ง กรณีท่ีในระดบัความ
เจือจางต ่าสุดจ านวนโคโลนีท่ีนับได้มีน้อยกว่า  20 โคโลนี ให้ใชค่้าท่ีนับไดน้ี้ น าไปทดสอบ 
Coagulase test และรายงานผลได ้แต่ถา้ในถาดเล้ียงเช้ือมีจ  านวนโคโลนีมากกว่า 200 โคโลนี และ
ไม่มีลกัษณะเด่นของ S.aureus ในระดบัความเจือจางสูงกว่าน้ี ใหน้บัจ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะเด่น
ของ S.aureus จากนั้นเลือกโคโลนีในแต่ละลกัษณะมามากกว่า 1 โคโลนีต่อความเขม้ขน้ เพื่อ
ทดสอบ Coagulase Test ต่อไป 

3.4.5.2.2.3  Coagulase test 
               เลือกโคโลนีมากกว่า 1 โคโลนี ในแต่ลกัษณะจากจานอาหารเล้ียงเช้ือ BP ถ่าย

เช้ือลงใน Brain heart infusion broth (BHI) ปิเปตเช้ือจากหลอด BHI broth ปริมาตร 0.2 - 0.3 
มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเปล่าท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้นเติม coagulase plasma ท่ีมีส่วนผสมของ 
EDTA ลงไป 0.5 มิลลิลิตร เขย่าหลอดให้เขา้กนั น าไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส สังเกต การจบัตวั
ทุกๆ ชัว่โมงในระยะเวลา 4 ชัว่โมงแรก หากไม่เกิดการจบัตวัภายในระยะเวลาดงักล่าวใหท้ าการบ่ม
ต่ออีกจนครบ 24 ชัว่โมง แลว้ท าการอ่านผล (BD BBL Coagulase Plasma)ระดบัของการจบัตวักนั
ของเช้ือและ Coagulase Plasma ระดบัของการจบัตวั ลกัษณะท่ีปรากฏ 

0 ไม่เกิดการจบัตวั 
1+ จบัตวัเป็นกอ้นนอ้ย ไม่รวมกลุ่ม 
2+ จบัตวัเป็นกอ้นนอ้ย รวมกลุ่ม 
3+ จบัตวัเป็นกอ้นใหญ่ 
4+ จบัตวัเป็นกอ้นหมดทั้งหลอด และไม่ขยบัเมื่อคว  ่าหลอด 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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การรายงานผล Coagulase test นับจ านวนหลอดท่ีให้ผลเป็นบวกของแต่ละ
ระดับความเจือจาง บนัทึกผลเป็นบวกเมื่อลกัษณะการจับตวัอยู่ในระดบั 4+ ในกรณีท่ีผลการ
ทดสอบ Coagulase test ใหผ้ลการทดสอบนอ้ยกว่าระดบั 4+ ใหน้ าไปทดสอบ Ancillary test 

   3.4.5.2.2.4  Ancillary test โดยวิธี Catalase test 
               ถ่ายเช้ือจากใน BHI ลงใน Tryptic soy agar (TSA) slant ใช ้loop แตะเช้ือจาก 

TSA slant ลงบนสไลดจ์ากนั้นหยดสารทดสอบ 3 % H2O2 ลงบนโคโลนี สังเกตการสร้างฟองแก๊ส 
O2 โดย S.aureus จะใหผ้ล Catalase test เป็นบวก คือมีการสร้างฟองแก๊ส O2 

        3.4.5.2.3  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ E. coli ในแหนมห่อใบตองควบคุม และแหนมห่อ
ใบตองทดสอบ อาย ุ0, 3 และ 7 วนั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน FDA BAM Online, 2017 (Chapter 4) 

   3.4.5.2.3.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
                ชัง่ตวัอย่างแหนม 50.0 ± 0.1 กรัม ใส่ในถุง stomacher เติม Butterfield’s 

phosphate - buffered dilution water (BF) 450 มิลลิลิตร ตีให้ตวัอย่างกระจายทัว่สารละลายดว้ย
เคร่ืองตีตวัอยา่ง เป็นเวลา 2 นาที (สารละลายท่ีไดม้ีความเจือจาง 10-1) เจือจางสารละลายตวัอย่างให้
มีความเจือจาง 10-2 และ 10-3 จากนั้นใหท้ า 3-tube MPN โดยใช ้series 3:3:3 

                 3.4.5.2.3.2  MPN - Presumptive test for coliforms, fecal coliforms and 
Escherichia coli 

               ปิเปตสารละลายตวัอยา่ง ในแต่ละระดบัความเจือจางของ 3 tube MPN อย่างละ 
1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดอาหารเล้ียงเช้ือ Lauryl sulphate trptose broth (LST) ท่ีมีหลอดดกัแก๊สคว  ่า
อยู ่ความเจือจางละ 3 หลอด รวม 9 หลอด (ให้สังเกตดว้ยว่าไม่มีฟองอากาศอยู่ในหลอดดกัแก๊ส) 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เร่ิมคดัหลอดท่ีเกิดแก๊สท่ีเวลา 24ชัว่โมง ส าหรับหลอดท่ีไม่
เกิดแก๊สให้บ่มต่อไปอีก ให้ครบเวลา 48 ชัว่โมง คดัเลือกหลอดท่ีเกิดแก๊สน าไปอ่านค่าจากตาราง 
MPN ค่าท่ีไดเ้ป็น Presumptive coliforms รายงานผลเป็น MPN/g ตวัอยา่ง 

   3.4.5.2.3.3  MPN - Completed test for Escherichia coli 
                ถ่ายเช้ือหลอดท่ีเกิดแก๊สใน LST ลงใน EC broth ใช ้loop ถ่ายเช้ือจาก EC broth 

ท่ีเกิดแก๊สมา Streak บนผิวหน้าอาหารเล้ียงเช้ือ Levine’s Eosin – Methylene Blue (L-EMB) agar 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ E. coli บน 
L-EMB agar จะมีลกัษณะสีม่วงหรือด า ตรงกลางโคโลนีมีสีด  า อาจมีหรือไม่มีลกัษณะมนัวาวคลา้ย
โลหะ ( Metallic sheen ) เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะดงักล่าวมา Streak บน Plate count agar (PCA) 
Slant จ  านวน 5 โคโลนี น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชัว่โมง เพื่อน าไป
ทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีต่อไป (Lactose test) 

   3.4.5.2.3.4  การทดสอบการสร้างแก๊สจากน ้ าตาล Lactose (Lactose test) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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                ถ่ายเช้ือจาก PCA Slant ลงในหลอด LST น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ถา้เกิดแก๊สในหลอดดกัแก๊สอ่านผลเป็นบวกคือคุณสมบติัทางชีวเคมีของเช้ือ  
E. coli 

        3.4.5.2.4  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Salmonella spp. ในแหนมห่อใบตองควบคุม และ
แหนมห่อใบตองทดสอบ อายุ 0, 3 และ 7 วนั โดยใช้วิธีมาตรฐาน FDA BAM Online, 2016 
(Chapter 5) 

3.4.5.2.4.1  Pre-enrichment 
       ชัง่ตวัอยา่งแหนม 125 กรัม ใส่ในถุง Stomacher เติม Lactose broth (LB) 1,125 
มิลลิลิตร ตีใหต้วัอยา่งกระจายทัว่สารละลายดว้ยเคร่ืองตีตวัอย่าง เป็นเวลา 2 นาที มดัปากถุงหลวม 
ๆแลว้ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 60 นาที เขย่าถุงเบาๆ ให้ตวัอย่างเป็นเน้ือเดียวกนั แลว้วดัค่าpH ให้อยู่
ในช่วง 6.8 หากค่า pH ไม่อยู่ในช่วงท่ีก  าหนดให้ปรับดว้ย กรดหรือด่างท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ 
จากนั้นน าไปบ่มต่อในตูบ่้มเช้ืออุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  3.4.5.2.4.2  Selective Enrichment 
        น าถุงตวัอยา่งท่ีบ่มครบตามเวลาท่ีก  าหนดเขย่าถุงเบาๆ ก่อนปิเปตตวัอย่างมา 1 

มิลลิลิตร ถ่ายเช้ือลงใน Tetrathionate broth (TT) 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 
43 องศาเซลเซียส และดูดมา 0.1 มิลลิลิตร ถ่ายเช้ือลงใน Rappaport – vassiliadis broth (RV) 10 
มิลลิลิตร น าไปบ่มใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.4.5.2.4.3  Selective plating 
                                 3.4.5.2.4.3.1  เมื่อบ่มครบตามก าหนดแลว้ ให้เขย่าเช้ือก่อนจะ streak เช้ือ
จากหลอด TT และ RV ลงบนจานอาหารเล้ียงเช้ือของอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด ไดแ้ก่ Hektoen enteric 
agar (HE), Bismuth sulfite agar (BS) และ Xylose lysine desoxycholate agar (XLD) (BS ตอ้ง
เตรียมก่อนการ streak 1 วนั โดยเก็บไวใ้นท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้องจนกว่าจะ streak) น าไปบ่มในตูบ่้ม
เช้ืออุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พลิกให้จานอาหารเล้ียงเช้ือดา้นท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ืออยู่ดา้นบน บ่ม
นาน 24 ชัว่โมง ในกรณีท่ีไม่มีเช้ือข้ึนในอาหารเล้ียงเช้ือ BS ใหบ่้มต่อไปจนครบ 48 ชัว่โมง 
                                    3.4.5.2.4.3.2  ลกัษณะ Typical colony ของ Salmonella spp. บนอาหาร
เล้ียงเช้ือแต่ละชนิดมีดงัน้ี 
                                    - HE  : โคโลนีกลม สีเขียวน ้ าเงิน จนถึงสีน ้ าเงิน อาจมีหรือไม่มีจุดด า
ตรงกลางอาหารเล้ียงเช้ือยงัคงมีสีเขียว แต่อาจพบโคโลนีขนาดใหญ่ท่ีมีจุดด าแวววาวตรงกลาง หรือ
อาจด าทั้งโคโลนี 
                                    - XLD  : โคโลนีกลม สีชมพใูส อาจมีหรือไม่มีจุดด าตรงกลาง อาหาร
เล้ียงเช้ือเป็นสีชมพ ูแต่อาจพบโคโลนีขนาดใหญ่ท่ีมีจุดด าแวววาวตรงกลางหรืออาจด าทั้งโคโลนี 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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                                    - BS  : โคโลนีกลม สีน ้ าตาล , เทาหรือด า อาจมี Metallic sheen 
หรือไม่มีก็ไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ รอบ ๆโคโลนีเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลในช่วงแรกและเปล่ียนเป็นสีด า เมื่อ
บ่มนานข้ึน และอาจจะมีลกัษณะบุ๋มตรงกลางท่ีเรียกว่า Halo effect 
                                   3.4.5.2.4.3.3  ลกัษณะ Atypical colony ของ Salmonella spp. บนอาหาร
เล้ียงเช้ือแต่ละชนิดมีดงัน้ี 
                                  - HE และ XLD  : โคโลนีกลม สีเหลือง อาจมีหรือไม่มีจุดด าตรง
กลางโคโลนี 
                                  - BS  : โคโลนีกลม สีเขียว อาหารเล้ียงเช้ือรอบ ๆ โคโลนีอาจ
เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลหรือไม่เปล่ียนก็ได ้
                                   3.4.5.2.4.3.4  เมื่อบ่มครบ 24 ชัว่โมง หากมีเช้ือท่ีให้ลกัษณะ Typical 
colony บน HE หรือ XLD ให้ท าการเลือกมา 2 โคโลนี หรือมากกว่า กรณีท่ีไม่มี Typical ให้เลือก 
Atypical colony มา 2โคโลนี หรือมากกว่า จากอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดมาทดสอบทาง Biochem 
ต่อไป ส่วน BS เมื่อบ่มครบ 24 ชัว่โมง ถา้ยงัไม่ไดล้กัษณะของ Typical colony ให้บ่มเช้ือต่อไปอีก 
24 ชัว่โมงก่อนเลือก Typical colony โดยเลือกมาจ านวน 2 โคโลนีหรือมากกว่า กรณีท่ีไม่มี Typical 
ใหเ้ลือก Atypical colony มา 2 โคโลนี หรือมากกว่า น ามาทดสอบทาง Biochem ต่อไป 

              3.4.5.2.4.4  Biochemical Screening โดย การทดสอบการใชน้ ้ าตาลใน Triple 
sugar iron agar (TSI) 

              น าเช้ือท่ีใหล้กัษณะ Typical colony หรือลกัษณะ Atypical colony ตามตอ้งการ
มาทดสอบคุณสมบติัทาง Biochem โดยเข่ียเช้ือจากจุดตรงกลางโคโลนีเดียวกนั และจะตอ้งเข่ียเช้ือ
เพียงคร้ังเดียวแลว้ถ่ายลงอาหารทดสอบใหค้รบชุด โดยใช ้Needle ถ่ายเช้ือลงใน TSI ท าการ Streak 
บน Slant และแทงลงในส่วนของ Butt ในลกัษณะแนวด่ิงตรง ปิดฝาหลวม ๆ น าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือ
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา24 ชัว่โมง เช้ือ Typical colony ของ Salmonella spp. สามารถ
ใช ้Glucose ไดเ้พียงอยา่งเดียวจึงใหผ้ลใน TSI มีลกัษณะเกิดแก๊ส และอาจจะสร้างหรือไม่สร้าง H2S 

3.4.5.2.4.5  การแยกเช้ือ Salmonella โดยใช ้Mac Conkey agar 
ใช ้Needle เข่ียเช้ือท่ีทดสอบคุณสมบติัทาง Biochem จาก TSI ว่ามีลกัษณะของ

เช้ือ Salmonella spp มาทดสอบบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ Mac Conkey agar 1 เสน้จากนั้นใช ้Loop 
ท าการ Streak เช้ือบนผวิหนา้อาหารท่ีใช ้Needle ขีดไว ้แลว้น าไปบ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง อ่านผลโดยพิจารณาโคโลนี Mac Conkey agar จะมีลกัษณะของโคโลนีใสไม่มีสี สามารถ
มองทะลุผา่นได ้แสดงว่าพบเช้ือ Salmonella spp.ในตวัอยา่งอาหาร 125 กรัม 

3.4.5.2.5  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ Clostridium perfringens ในแหนมห่อใบตอง
ควบคุม และแหนมห่อใบตองทดสอบ อาย ุ0, 3 และ 7 วนั โดยใชว้ิธีมาตรฐาน FDA BAM Online, 
2001 (Chapter 16) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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                            3.4.5.2.5.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
               ชัง่ตวัอยา่ง 25 กรัม เติม Peptone dilution fluid (PDF) จ  านวน 225 มิลลิลิตรป่ัน

ตวัอยา่งดวัยเคร่ืองตีป่ัน ความเร็วรอบต ่า เวลา 1 - 2 นาที จากนั้นท าการเจือจางให้ไดร้ะดบัการเจือ
จาง 10-1 ถึง 10-6 โดยปิเปตตวัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1 จ  านวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวด PDF 90 
มิลลิลิตร จะไดค้วามเจือจาง 10-2 เขยา่ให้เช้ือกระจายทัว่ทั้งขวด เขย่า 90 มิลลิลิตร ส่วนท่ีความเจือ
จาง10-3,10-4,10-5 และ 10-6 ใหเ้ตรียมในลกัษณะเดียวกนั แต่ใชต้วัอยา่งท่ีมีความเจือจางจากขวด 
10-2,10-3,10-4 และ 10-5 ตามล าดบั 

3.4.5.2.5.2  การทดสอบโดยวิธี Pour plate 
              เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ SFP without egg yolk agar โดยเทลงในจานอาหารเล้ียง

เช้ือปริมาณ 6 มิลลิลิตร ตั้งไวใ้หแ้ข็งตวั ปิเปตสารละลายตวัอย่าง จ  านวน 1 มิลลิลิตรต่อจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ (ระดบัความเจือจางละ 2 จานอาหารเล้ียงเช้ือ) เทอาหาร SFP without egg yolk (ซ่ึงอุ่นไว้
ใน Water bath อุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส) ปริมาณ 15 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการหมุน
จานอาหารเล่ียงเช้ือเบา ๆ ตั้งท้ิงไวใ้ห้แข็งตวั หงายจานอาหารเล้ียงเช้ือแลว้น าไปใส่ใน Anaerobic 
jar บ่มท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นับจ านวนโคโลนีท่ีมีลกัษณะโคโลนี สีด า ขนาด  
2 -4 มิลลิเมตร มีโซนใสขาวรอบโคโลนี ช่วง 20-200 โคโลนี  

3.4.5.2.5.3  Complete confirmation 
               Stap เช้ือบริสุทธ์ิจาก Fluid thioglycollate medium culture ดว้ย Loop ขนาด 2 

มิลลิลิตร ปริมาณ 1 Loop ลงใน Lactose - gelatin media (ท าการลา้ง Loop ลง beaker น ้ าอุ่น ก่อน
เผา Loop เพื่อป้องกนัการกระเด็น) บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง เมื่ออาหารเล้ียง
เช้ือเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลืองเน่ืองจากเกิดแก๊ส ให้น าอาหารเล้ียงเช้ือไปแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้น ามาอ่านผลการย่อย Gelatin หากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว อ่าน
ผลการยอ่ย Gelatin เป็นบวก หากอาหารเล้ียงเช้ือแข็งเป็น Gel ให้บ่มต่อท่ี 35 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง แลว้ตรวจสอบ Gelatin liquefaction หากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว ผลการย่อย Gelatin เป็น
บวก แสดงว่ามีเช้ือ C. perfringens น าเช้ือมาทดสอบดว้ย Rapid Diagnostic Kits API ID32A โดย
น าเช้ือจาก Thioglycollate broth มา Streak บนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ SFP โดยไม่ตอ้งเททบั น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน (ใน 
Anaerobic jar) ก่อนน ามาทดสอบดว้ย API ID 32A รายงานผลปริมาณเช้ือ C. perfringens ในหน่วย 
CFU/g 

3.4.5.2.6  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์มีชีวิตทั้งหมด (Total viable count; 
TVC)ในแหนมห่อใบตองควบคุม และแหนมห่อใบตองทดสอบ อายุ 0, 3 และ 7 วนั โดยใชว้ิธี
มาตรฐาน FDA BAM Online, 2001 (Chapter 3) 

3.4.5.2.6.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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              ชัง่ตวัอย่างแหนม 50 กรัม ใส่ในถุงใส่ตวัอย่าง เติม Butterfield,s phosphate -
buffered dilution water (BF) 450 มิลลิลิตร ตีป่ันให้ตวัอย่างกระจายทัว่โดยใชเ้คร่ือง Stomacher 
เป็นเวลา 1นาที สารละลายตวัอยา่งท่ีไดถื้อว่ามีความเจือจาง 10-1 (ตวัอยา่งถกูเจือจาง 10 เท่า) เตรียม
สารละลายตวัอย่างให้มีความเจือจางเพ่ิมข้ึน 100, 1,000 และ 10,000 เท่า (นั่นคือตวัอย่างมีความ
เขม้ขน้ 10-2, 10-3 และ 10-4 ตามล าดบั) หรือระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม โดยปิเปตตวัอย่างท่ีความ
เจือจาง 10-1 จ  านวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดท่ีมี BF 90 มิลลิลิตร จะไดค้วามเจือจาง 10-2 เขย่าให้เช้ือ
กระจายทัว่กนัทั้งขวด เขยา่ 25 คร้ัง เป็นวงกลม เส้นรอบวง 30 เซนติเมตร ภายในเวลา 7 วินาที ถา้
ตั้งท้ิงไวเ้กิน 3 นาที ให้เขย่าใหม่ในลกัษณะเดิม ส่วนท่ีความเจือจาง 10-3 และ 10-4 ก็เตรียมไดใ้น
ลกัษณะเดียวกนั แต่ใชต้วัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 10-2 และ 10-3 ตามล าดบั 

3.4.5.2.6.2  การทดสอบ 
              ปิเปตตวัอย่างความเขม้ขน้ละ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ ความ

เขม้ขน้ละ 2 จานอาหารเล้ียงเช้ือ เทอาหารเล้ียงเช้ือ Plate Count Agar (PCA) ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 
45 องศาเซลเซียส จ  านวน 15 มิลลิลิตรต่อจานอาหารเล้ียงเช้ือโดยท าใน Laminar Flow วนจาน
อาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือให้ตัวอย่างกระจายทัว่จานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยวนไปด้านขวา ด้านซา้ย ไป
ขา้งหนา้ และขา้งหลงั ทิศทางละ 5 คร้ัง ระยะเวลาตั้งแต่ถ่ายตวัอย่าง จนกระทัง่เทจานอาหารเล้ียง
เช้ือดว้ย PCA ไม่ควรเกิน 15 นาที ตั้งไวใ้ห้อาหารเล้ียงเช้ือแข็งตวัท่ีอุณหภูมิห้อง กลบัจานอาหาร
เล้ียงเช้ือให้อาหารเล้ียงเช้ืออยู่ดา้นบนน าไปบ่มในตูบ่้มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 
ชัว่โมง 

3.4.5.2.6.3  การนบัจ านวนโคโลนีและการรายงานผล 
              น าจานอาหารเล้ียงเช้ือออกจากตูบ่้มเช้ือเม่ือครบก าหนดเวลา นบัจ านวนโคโลนี

ของเช้ือท่ีเจริญบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ โดยเลือกจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีจ  านวนโคโลนีระหว่าง  
25-250 โคโลนี บนัทึกจ านวนโคโลนีท่ีนับไดท้ั้งหมด และ Dilution ท่ีนับ ค  านวณและรายงานผล
เป็นจ านวนโคโลนีต่อตวัอยา่ง 1 กรัม (CFU/g) วิธีค  านวณดงัรายละเอียดดงัน้ี 

3.4.5.2.6.3.1  ในกรณีท่ีทุกจานอาหารเล้ียงเช้ือมีจ  านวนโคโลนีนอ้ยกว่า 25 
โคโลนี ให้นับจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนจานอาหารล้ียงเช้ือท่ีมีระดับการเจือจางน้อยท่ีสุดแลว้ 
บนัทึกจ านวนโคโลนี และรายงานผลเป็น < 25 คูณระดบัการเจือจางนอ้ยท่ีสุด 

                       3.4.5.2.6.3.2  กรณีท่ีทุกจานอาหารเล้ียงเช้ือมีจ  านวนโคโลนีเกินกว่า 250 
โคโลนีในทุก Dilution ใหบ้นัทึกเป็น Too numerous to count (TNTC) หากนบัได ้ใหน้ า Dilution ท่ี
เจือจางมากท่ีสุดท่ีพอจะนับไดม้านับ โดยแบ่งจานอาหารเล้ียงเช้ือออกเป็นหลายส่วน เลือกนับ
โคโลนีจาก 1 ส่วน จากนั้นคูณดว้ยจ านวนส่วนท่ีแบ่ง จะไดเ้ป็นจ านวนโคโลนีทั้งหมดบนจาน
อาหารเล้ียงเช้ือนั้น การรายงานใหน้ าจ  านวนโคโลนีท่ีนบัไดคู้ณระดบัการเจือจางน้อยท่ีสุด และให้
น าตวัอยา่งท่ีตดัส ารองไวม้าท าซ ้าเพ่ือยนืยนัผลอีกคร้ังหน่ึงโดยเพ่ิมระดบัการเจือจางใหเ้หมาะสม 
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                       3.4.5.2.6.3.3  กรณีท่ีไม่มีการเจริญของเช้ือบนจานอาหารเล้ียงเช้ือในทุก 
Dilution ใหร้ายงานเป็นนอ้ยกว่า 25 คณูจ านวน Dilution ต ่าสุด 

                     3.4.5.2.6.3.4  กรณีท่ีการเจริญของเช้ือจุลินทรียมี์ลกัษณะ Spread ซ่ึงมี 3 
ลกัษณะ ไดแ้ก่ ลกัษณะแรกโคโลนีอยูติ่ดกนัเป็นสายไม่สามารถแยกนบัเป็นโคโลนีได้ ลกัษณะท่ี 2 
เป็นแผน่ฟิลม์บาง ๆ เจริญอยูร่ะหว่างวุน้และกน้จานอาหารเล้ียงเช้ือ และลกัษณะท่ี 3 เป็นแผ่นฟิลม์
เจริญท่ีขอบหรือผวิหนา้วุน้ ถา้พบว่าการ Spread เกิดข้ึนมาก (ไม่ว่าจะเป็นการ Spread ลกัษณะใดก็
ตาม) จนท าใหเ้กิดกรณีดงัน้ี 

                       A)  การ Spread นั้นครอบคลุมพ้ืนท่ีมากกว่า 50% ของพ้ืนท่ีจาน
อาหารเล้ียงเช้ือ (ซ่ึงรวมถึงพ้ืนท่ีทั้งหมดท่ีไม่ปรากฏการเจริญของเช้ือดว้ย) 

                     B)  พ้ืนท่ีท่ีไม่ปรากฏการเจริญของเช้ือ (เช้ือถูกยบัย ั้งการเจริญ) มี
มากกว่า 25% ของพ้ืนท่ีจานอาหารเล้ียงเช้ือให้รายงานว่าเป็น Spreader ถา้จ  าเป็นตอ้งนับโคโลนีท่ี
เจริญบนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการ Spread โดยท่ีการ Spread นั้นไม่ไดท้ าให้เกิดกรณี A หรือ B 
ดงักล่าวขา้งตน้ ให้นับแต่ละลกัษณะของการ Spread ทั้ง 3 เป็น 1 แหล่ง ส าหรับการ Spread 
ลกัษณะท่ี 1 ถา้พบเพียง 1 สาย ให้นับสายนั้นเป็น 1 โคโลนี ถา้พบว่าแต่ละสายเกิดข้ึนจาก
แหล่งก าเนิดท่ีแยกจากกนั ใหน้บัแต่ละแหล่งก าเนิดเป็น 1 โคโลนีโดยห้ามนับแต่ละโคโลนีในสาย
เป็น 1 โคโลนี ส าหรับการ Spread ลกัษณะท่ี 2 และ 3 โคโลนีมกัจะแยกเป็นแต่ละโคโลนีอยูแ่ลว้ ซ่ึง
สามารถนบัไดต้ามปกติ น าผลการนบัโคโลนีท่ีมีการ Spread และโคโลนีปกติมารวมกนัเพื่อค  านวณ
ปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์มีชีวิตทั้งหมด 

                     3.4.5.2.6.3.5  หลงัจากบ่มตามระยะเวลาท่ีก  าหนด ถา้ไม่สามารถนับ
จ านวนโคโลนีไดภ้ายในเวลาท่ีก  าหนด ควรเก็บจานอาหารเล้ียงเช้ือไวใ้นตูเ้ยน็ (อุณหภูมิ 1-4 องศา
เซลเซียส) แต่ไม่ควรเกิน 24 ชัว่โมง ในการรายงานผลของตวัอย่าง จะตอ้งตรวจสอบผลการท า 
Control ควบคู่กนัไปดว้ย 

        3.4.5.2.6.3.6  การค านวณ 
                       -  กรณีทัว่ ๆ ไป พบโคโลนีบนเพลท อยู่ในช่วง 25 - 250 โคโลนี 

เลือกระดบัการเจือจางติดกนัเพียง 2 ระดบั ใหค้  านวณตามสูตร 
          TVC     =     ΣC / [ [ ( 1 x n1 ) + ( 0.1 x n2 ) ] x d ] 

เมื่อก  าหนดให ้: 
         ΣC คือ ผลรวมจ านวนโคโลนีทั้งหมดจากทุกจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ี

สามารถนบัจ านวนได ้
                        n1 คือ จ  านวนเพลทท่ีสามารถนบัโคโลนีไดเ้มื่อใชส้ารละลายตวัอย่าง

ท่ีมีการเจือจางนอ้ย 
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                        n2 คือ จ  านวนเพลทท่ีสามารถนบัโคโลนีไดเ้มื่อใชส้ารละลายตวัอย่าง
ท่ีมีการเจือจางมากข้ึน 

                        d คือ ระดบัการเจือจางของสารละลายตวัแรก (n1) 
                        -  กรณีท่ีพบว่าโคโลนีบนเพลทอยู่ในช่วง 25 - 250 โคโลนี เพียง 1 

ระดบัการเจือจาง ใหค้  านวณตามสูตร 
          TVC     =     ΣC / ( n x d ) 

เมื่อก  าหนดให ้: 
         ΣC คือ ผลรวมจ านวนโคโลนีทั้งหมดจากท่ีสามารถนบัจ านวนได ้
                        n คือ จ  านวนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีนบัจ านวนโคโลนีได ้

          d คือ ระดบัการเจือจางของสารละลายท่ีนบัจ านวนโคโลนีได ้(n) 
         3.4.5.2.6.3.6  การรายงานผล 
        ใหร้ายงานเฉพาะตวัเลข 2 ล  าดบัแรก ดงัน้ี 

                       -  ถา้ตวัเลขในล าดบัท่ี 3 เป็นเลข 6, 7, 8 หรือ 9 ใหเ้พ่ิมตวัเลขในล าดบั
ท่ี 2 ข้ึน 

         -  ถา้ตวัเลขในล าดบัท่ี 3 เป็นเลข 1, 2, 3 หรือ 4 ให้ตดัตวัเลขในล าดบั
ท่ี 3 ออก 

                       -  ถา้ตวัเลขในล าดบัท่ี 3 เป็นเลข 5 ให้พิจารณาดงัน้ี ถา้ตวัเลขใน
ล าดบัท่ี 2 เป็นเลขค่ี ให้เพ่ิมตวัเลขในล าดบัท่ี 2 ข้ึน ถา้หากตวัเลขในล าดบัท่ี 2 เป็นเลขคู่ ให้ตดั
ตวัเลขในล าดบัท่ี 2 ออก 
 

3.4.6  วเิคราะห์ผลเชิงสถิต ิ 
ใชโ้ปรแกรม SPSS Version 17 วิเคราะห์ผลการทดสอบสมบติัทางกายภาพ และสมบติัการ

ตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิล์ม ตัวอย่างละ 3 ซ ้ า มาค านวณหาค่าเฉล่ีย และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
วิเคราะห์ผลการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD; Completely Randomized Design) โดยใช ้One-way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s 
Multiple Range Test  
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง และอภปิรายผล 
 

ผลการศึกษาของงานวิจัยน้ีแสดงถึงสมบัติทางกายภาพ และความสามารถในการต้าน
เช้ือจุลินทรียก่์อโรค ระหว่างฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา และ
ฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน รวมไปถึงการน าฟิลม์บริโภคได้
จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย ท่ีคดัเลือกจากชนิดและระดบัความเขม้ขน้ท่ีมีความสามารถ
ในการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้ท่ีสุดไปประยกุตใ์ชก้ารห่อผลิตภณัฑแ์หนม 

 

4.1  สมบัตทิางกายภาพของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกับน ้ามันหอมระเหย
ใบกะเพรา และฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกับน ้ามันหอมระเหยอบเชยจนี 

เตรียมฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีนท่ีความเข้มข้น 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก จากนั้นน าฟิล์มบริโภคได้ไปศึกษา
เปรียบเทียบสมบติัทางกายภาพของฟิลม์ ไดแ้ก่ ความหนา ความตา้นทานแรงดึง อตัราการซึมผ่าน
ของไอน ้ า อตัราการซึมผา่นของออกซิเจน และลกัษณะพ้ืนผวิของฟิลม์ 

4.1.1  ความหนาของฟิลม์ 
ผลการทดสอบความหนาของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ

กะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน แสดงดงัตารางท่ี 4.1 และ 4.2 ผลจากการทดลองพบว่า 
เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยมีค่าเพ่ิมข้ึน แผ่นฟิลม์ท่ีผลิตไดจ้ะมีความหนาเพ่ิมข้ึน โดย
พบว่าค่าความหนาของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความ
เขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 %  โดยน ้ าหนัก มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) โดยฟิลม์แป้ง
กลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนัก มีความหนามากท่ีสุด 
รองลงมาคือฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเขม้ขน้ 2 และ 3 % โดย
น ้ าหนกั และฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเขม้ขน้ 1 % โดยน ้ าหนัก มี
ความหนานอ้ยท่ีสุด โดยฟิลม์ควบคุมท่ีไม่มีการเติมน ้ ามนัหอมระเหยมีความหนาเพ่ิมข้ึน ส าหรับค่า
ความหนาของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนจะเพ่ิมข้ึนท่ีความ
เขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหย 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิลม์ควบคุม (ตารางท่ี 
4.2)  จะเห็นไดว้่าความหนาของฟิลม์แปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหย นัน่คือความ
หนาของฟิลม์เพ่ิมข้ึนในตัวอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยเพ่ิมข้ึน เน่ืองจากปริมาณ
ของแข็งท่ีละลายไดใ้นสารละลาย Film formimg solution (Cuq และคณะ, 1997) อีกทั้งสารละลายท่ี
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มีความขน้หนืดมาก หรือปริมาณสารมากเป็นผลใหฟิ้ลม์ท่ีไดมี้ความหนามากข้ึน (Norziah 
และคณะ, 2001) เช่นเดียวกบั Han และ Krochta (1999) ระบุว่า ความหนาของฟิลม์ข้ึนอยู่ก ับ
ปริมาณของแข็งในสารละลายฟิลม์ ซ่ึงน ้ ามนัหอมระเหยท าให้โครงสร้างของฟิลม์เกาะกันอย่าง
หลวม ๆ ส่งผลให้ความหนาของฟิล์มเพ่ิมมากข้ึน นอกจากน้ีความหนาของฟิล์มยงัสัมพนัธ์
ความสามารถในการต้านทานแรงดึง เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยท าให้แรงยึดเหนียวระหว่าง 
พอลิเมอร์ลดลง (Du และคณะ, 2011) 

4.1.2  ค่าความตา้นทานแรงดึง (Tensile strength; TS) ของฟิลม์ 
ผลการทดสอบค่าความตา้นทานแรงดึงของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนั

หอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน แสดงดงัตารางท่ี 4.1 และ 4.2 โดยค่าความ
ตา้นทานแรงดึงของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยผสมน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ี 1, 2, 3 และ 4 
% โดยน ้ าหนัก แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05) โดยฟิลม์ท่ีเตรียมจากน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพราท่ีความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนกั มีค่าความตา้นทานแรงดึงต ่าท่ีสุด และท่ีความเขม้ขน้ของ
น ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา  1 % โดยน ้ าหนัก มีค่าความตา้นทานแรงดึงสูงท่ีสุด เช่นเดียวกบัค่า
ความต้านทานแรงดึงของฟิล์มบริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยผสมน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (p≤0.05) โดยฟิลม์ท่ี
เตรียมจากน ้ ามนัหอมอบเชยจีนท่ีระดบัความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนกั มีค่าความตา้นทานแรงดึงต ่า
ท่ีสุด และท่ีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 1 % โดยน ้ าหนกั มีค่าความตา้นทานแรงดึง
สูงท่ีสุด  จะเห็นได้ว่าค่าความตา้นทานแรงดึงของฟิลม์จะแปรผกผนักบัระดบัความเข้มขน้ของ
น ้ ามนัหอมระเหย เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยเป็นของเหลวท่ีอุณหภูมิหอ้ง และปรากฏในโครงสร้าง
ของฟิลม์เป็นหยดน ้ ามนั ท าใหฟิ้ลม์ตวัอยา่งมีโครงสร้างท่ีไม่เป็นเน้ือเดียวกนั หรือท าให้เกิดความ
ไม่สม  ่าเสมอในโครงสร้างร่างแหของพอลิเมอร์แสดงใหเ้ห็นดงัภาพท่ี 4.1 ความไม่ต่อเน่ืองกนัของ
พอลิเมอร์ ท าใหแ้รงยดึเหนียวระหว่างพอลิเมอร์ลดลง หรือเกิดจุดแตกหักมากข้ึน จึงท าให้ค่าความ
ตา้นทานแรงดึงลดลง (Fabra และคณะ, 2008; Jim’nez และคณะ, 2012; Bravin และคณะ, 2004) 

4.1.3  ความสามารถในการซึมผา่นไอน ้ า (Water vapor permeability; WVP) ของฟิลม์ 
ผลการทดสอบความสามารถในการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ย

ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน แสดงดงัตารางท่ี 4.1 และ 4.2 
ความสามารถในการซึมผา่นของไอน ้ าของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยผสมน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพราท่ี 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคญั (p>0.05) แต่เมื่อ
เปรียบเทียบกบัฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยท่ีไม่ผสมน ้ ามนัหอมระเหย (ฟิลม์ควบคุม) พบว่าฟิลม์
บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยในทุกระดบัความเขม้ขน้มีค่าความสามารถในการ
ซึมผา่นไอน ้ าสูงกว่าฟิลม์ควบคุม (ตารางท่ี 4.1) มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั (p≤0.05)  จะเห็น
ได้การเติมน ้ ามนัหอมระเหยจะท าให้ค่าการซึมผ่านไอน ้ าของฟิล์มแป้งกลว้ยเปล่ียนแปลงไป 
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เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยท าใหโ้ครงสร้างฟิลม์ไม่สม ่าเสมอ และเกิดเป็นรู(ภาพท่ี 4.1) จึงส่งผลให้
ความสามารถในการซึมผ่านไอน ้ าเพ่ิมมากข้ึน (Atares และ Chiralt, 2016) ดงันั้นเม่ือพิจารณาค่า
ความสามารถในการซึมผา่นไอน ้ าร่วมกบัพ้ืนผวิของฟิลม์ท่ีไดจ้ากกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) ดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 พบว่าบริเวณพ้ืนผิวของ
ฟิลม์ท่ีมีการเติมน ้ ามนัหอมระเหยท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ มีความขรุขระ ไม่สม  ่าเสมอ และมีรู
คลา้ยฟองน ้ าจากหยดน ้ ามนัหอมระเหยท่ีสูญหายไปในขณะท าแห้งเพ่ือข้ึนรูปฟิลม์ โดย Krochta 
และคณะ (1994) ระบุว่าโมเลกุลของน ้ ามนัหอมระเหยอยู่ในสถานะของเหลวสามารถเคล่ือนท่ีได ้
ท าให้สมบัติในการป้องกันการแพร่ผ่านของฟิลม์ลดลง นอกจากน้ีน ้ ามนัหอมระเหยยงัลดแรง
ระหว่างโมเลกุลของสารละลายฟิลม์ ส่งผลให้โครงสร้างของฟิลม์หลวม จึงเพ่ิมความสามารถใน
การไหลผา่นไดใ้นฟิลม์ (Shellhammer และ Krochta, 1997)  

4.1.4  ความสามารถในการซึมผา่นออกซิเจน (Oxygen permeability; OP) ในฟิลม์ 
ผลการทดสอบความสามารถในการซึมผ่านออกซิเจนของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ย

ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน แสดงดงัตารางท่ี 4.1 และ 4.2 
ผลจากการทดลองพบว่าการเติมน ้ ามนัหอมระเหยลงในฟิลม์แป้งกลว้ย จะท าใหค่้าความสามารถใน
การซึมผา่นออกซิเจนของฟิลม์เกิดการเปล่ียนแปลง โดยความสามารถในการซึมผา่นออกซิเจนของ
ฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % 
โดยน ้ าหนัก เม่ือพิจารณาร่วมกบัฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยท่ีไม่ผสมน ้ ามนัหอมระเหย (ฟิลม์
ควบคุม) พบว่ามีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั (p≤ 0.05) เน่ืองจากฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้ง
กลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา 4 % โดยน ้ าหนัก มีค่าความสามารถในการซึมผ่าน
ออกซิเจนสูงสุด ซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างกบัฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพราท่ีความเขม้ขน้ของ 2 และ 3 % โดยน ้ าหนัก เม่ือเปรียบเทียบฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ย
ร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเข้มขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก พบว่ามีค่า
ความสามารถในการซึมผา่นออกซิเจนสูงกว่าฟิลม์ควบคุม ในทางเดียวกบัค่าความสามารถในการ
ซึมผา่นของออกซิเจนของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยผสมน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ี 2, 3 และ 
4 % โดยน ้ าหนัก มีค่าสูงกว่าฟิลม์ควบคุม แต่ฟิลม์ควบคุมมีค่าความสามารถในการซึมผ่าน
ออกซิเจนไม่แตกต่างกบัฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความ
เขม้ขน้ 1 % โดยน ้ าหนกั ฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความ
เขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนกั มีค่าความสามารถในการซึมผา่นออกซิเจนสูงสุด รองลงมาคือฟิลม์บริโภค
ไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 3 และ 2 % โดยน ้ าหนัก จะเห็น
ไดว้่าค่าความสามารถในการซึมผ่านออกซิเจนของฟิลม์จะแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของน ้ ามนั
หอมระเหย เน่ืองจากโครงสร้างของฟิลม์มีพนัธะไฮโดรเจนจ านวนมาก ซ่ึงแสดงถึงส่วนท่ีชอบน ้ า
ในฟิลม์ โดยส่วนท่ีชอบน ้ าจะเป็นตวักีดขวางส่วนท่ีไม่มีขั้ว เช่น ออกซิเจน จึงท าให้เม่ือเพ่ิมความ
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เข้มข้นของน ้ ามนัหอมระเหยท่ีความเขม้ขน้ระดับต่าง ๆ ส่งผลให้ความสามารถในการซึมผ่าน
ออกซิเจนในฟิลม์เพ่ิมข้ึน ซ่ึงเป็นโมเลกุลท่ีไม่ชอบน ้ า หรือไม่มีขั้ว (Miller และ Krochta, 1997) 
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Kester และ Fenneme (1986) และ MCHugh และ Krochta (1994) ท่ีระบุว่า 
เมื่อเติมน ้ ามนัหอมระเหยเพ่ิมข้ึนท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ ส่งผลให้ความสามารถในการซึมผ่าน
ออกซิเจนในฟิลม์เพ่ิมข้ึน เน่ืองจากออกซิเจนจะซึมผา่นส่วนท่ีไม่มีขั้วของฟิลม์ 
 
ตารางที่ 4.1  สมบัติทางกายภาพของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหย 
ใบกะเพรา 
น ้ ามนัหอม
ระเหย 

ใบกะเพรา 
(%โดย
น ้ าหนกั) 

ความหนา 
 (mm) 

ความสามารถ
ในการ
ตา้นทาน 
แรงดึง  
(MPa) 

การซึมผา่นไอน ้ า
(g.mm/m2.hkPa) 

การซึมผา่นออกซิเจน 
(cm3.µm/m2.day.kPa) 

0 0.1012 ± 0.0098c 2.21 ± 0.07a 1.334 ± 0.098b 1.51 ± 0.03c 
1 0.1044 ± 0.0254c 2.20 ± 0.22a 1.862 ± 0.263a 1.78 ± 0.01b 
2 0.1163 ± 0.0226b 1.29 ± 0.0b 2.007 ± 0.156a 1.84 ± 0.03ab 
3 0.1224 ± 0.0193b 0.78 ± 0.02c 1.763 ± 0.202a 1.86 ± 0.00a 
4 0.1328 ± 0.0195a 0.56 ± 0.06d 1.633 ± 0.149a 1.87 ± 0.05a 

หมายเหตุ : ค่าท่ีแสดงในตารางเป็น ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์
เลก็ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างของสมบติัทางกายภาพนั้น ๆ ของฟิลม์บริโภค
ได้จากแป้งกล้วยร่วมกับน ้ ามันหอมระเหยใบกะเพราอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น  
95 % (p≤0.05) 
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ตารางที่ 4.2  สมบัติทางกายภาพของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกับน ้ ามนัหอมระเหย 
อบเชยจีน  
น ้ ามนัหอม
ระเหย 

อบเชยจีน  
(% โดย
น ้ าหนกั) 

ความหนา  
(mm) 

ความสามารถ
ในการ
ตา้นทาน 
แรงดึง  
(MPa) 

การซึมผา่นไอน ้ า
(g.mm/m2.hkPa) 

การซึมผา่นออกซิเจน 
(cm3.µm/m2.day.kPa) 

0  0.1012 ± 0.0098b 2.21 ± 0.07a 1.334 ± 0.098d 1.51 ± 0.03c 
1  0.1054 ± 0.0172b 1.68 ± 0.08b 2.063 ± 0.000c 1.61 ± 0.07c 
2  0.1142 ± 0.0160a 1.08 ± 0.07c 2.308 ± 0.012ab 1.70 ± 0.01b 
3  0.1166 ± 0.0161a 0.81 ± 0.11d 2.380 ± 0.050a 1.75 ± 0.01b 
4  0.1204 ± 0.0202a 0.52 ± 0.02e 2.219 ± 0.086b 2.73 ± 0.00a 

หมายเหตุ : ค่าท่ีแสดงในตารางเป็น ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์
เลก็ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างของสมบติัทางกายภาพนั้น ๆ ของฟิลม์บริโภค
ไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % 
(p≤0.05) 
 

4.1.5  ลกัษณะพ้ืนผวิของฟิลม์  
โครงสร้างพ้ืนผวิของฟิลม์มีผลต่อสมบติัการซึมผ่าน และสมบติัเชิงกลโดยองค์ประกอบ

ภายในฟิล์มมีการจัดเรียงตัวท่ีแตกต่างกันในระหว่างการท าแห้ง ซ่ึงข้ึนกับธรรมชาติของ 
ไฮโดรคอลลอยดแ์ละความสมัพนัธร์ะหว่างองค์ประกอบภายในฟิลม์ (Jim’nez และคณะ, 2010) 

ลกัษณะพ้ืนผิวฟิล์มบริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือ
น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน และฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยท่ีไม่ผสมน ้ ามนัหอมระเหย (ฟิล์ม
ควบคุม)  เมื่อส่องโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) 
แสดงดงัภาพท่ี 4.1 พบว่าพ้ืนผวิฟิลม์มีความขรุขระ ไม่เรียบ อาจเน่ืองมาจากในระหว่างขั้นตอนการ
เตรียมฟิลม์มีการท าใหส้ตาร์ชผ่านกระบวนการเจลาติไนเซชัน ส่งผลให้เม็ดสตาร์ชแตกออก สาย
โมเลกุลของอะไมโลสและอะไมโลเพกตินแพร่ออกจากเม็ดสตาร์ช จากนั้ นเมื่อมีการผ่าน
กระบวนการโฮโมจิไนเซชนั ซ่ึงการใชค้วามดนั และแรงเฉือนสูงจะท าลายพนัธะโคเวเลนต์ภายใน
สายพอลิเมอร์ (Floury และคณะ, 2002) พนัธะไกลโคซิดิก ซ่ึงเป็นพนัธะโคเวเลนต์ท่ีเช่ือมระหว่าง
โมเลกุลของกลูโคสของอะไมโลสและอะไมโลเพกติน จึงถูกท าลายท าให้สายโมเลกุลของ 
อะไมโลส และอะไมโลเพกตินสั้นลง ท าให้เกิดปรากฏการณ์รีโทรกราเดชนัไดเ้ร็วข้ึน เกิดการตก
ผลึกใหม่ของอะไมโลสในระหว่างการท าแห้งฟิลม์ โดยการพนัเกลียวของอะไมโลสจะเกิดข้ึนท่ีเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บริเวณผวิหนา้ของฟิลม์ในขณะท่ีมีการระเหยและเยน็ตวัอย่างรวดเร็ว เกลียวอะไมโลสน้ีจะท าให้
เกิดผลึกท่ีผวิหน้าของฟิลม์มากกว่าภายในฟิลม์ ซ่ึงมีการลดลงของอุณหภูมิและปริมาณน ้ าชา้กว่า
พ้ืนผวิฟิลม์ (Jime’nez และคณะ, 2012) จะเห็นว่าเม่ือเพ่ิมน ้ ามนัหอมระเหยในฟิลม์บริโภค จ  านวนรู
พรุนบนพ้ืนผวิฟิลม์จะเพ่ิมมากข้ึนดว้ย โดยรูพรุนน้ีเกิดจากหยดน ้ ามนัท่ีถกูกกัอยูภ่ายในเน้ือเมทริกซ ์
เมือ่เพ่ิมปริมาณน ้ ามนัหอมระเหย พบว่าปริมาณรูพรุนท่ีกระจายอยูใ่นเน้ือเมทริกซ์เพ่ิมสูงข้ึน ส่งผล
ให้เมทริกซ์มีความต่อเน่ืองลดลง (Shen และ Kamdem, 2015) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Taqi และ
คณะ (2014) ระบุว่าเมือ่เติมน ้ ามนัหอมระเหยปริมาณมากข้ึน ส่งผลใหโ้ครงสร้างของเมทริกซ์เกิดรู
พรุนท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนและมีจ านวนมากข้ึน ท าให้เกิดจุดรวมแรงเคน้เพ่ิมข้ึน นอกจากน้ีการศึกษา
ของ McClements (2005) ระบุว่าสารละลายฟิลม์อยูใ่นรูปอิมลัชัน่ชนิดน ้ ามนัในน ้ า (Oil – in – water 
emulsion) จ  านวนหยดน ้ ามนัเพ่ิมข้ึน เม่ือความเขม้ขน้เพ่ิมข้ึน เม่ือเขา้สู่กระบวนการท าแหง้ฟิลม์เพ่ือ
ข้ึนรูป น ้ ามนัหอมระเหยจะระเหยออก เกิดเป็นรูพรุนข้ึนบริเวณผวิหนา้ของฟิลม์ ซ่ึงในงานวิจยัของ 
Ahmad และคณะ (2012) และ Sanchez – Gonzalez และคณะ (2011) ก็ใหเ้หตุผลไวเ้ช่นเดียวกนั 
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ภาพที่ 4.1  พ้ืนผวิฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอม   
ระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบ
ส่องกราด ท่ีก  าลงัขยาย 500X  

1% HBO 

2% HBO 

3% HBO 

4% HBO 

1% CO 

2% CO 

3% CO 

4% CO 

Control ควบคุม 1 % ใบกะเพรา 

2 % ใบกะเพรา 

3 % ใบกะเพรา 

4 % ใบกะเพรา 

1 % อบเชยจนี 

2 % อบเชยจนี 

3 % อบเชยจนี 

4 % อบเชยจนี 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.2  ความสามารถในการต้านเช้ือจุลินทรีย์ของฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกับ
น ้ามันหอมระเหย 

เตรียมฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย 2 ชนิด ไดแ้ก่ น ้ ามนัหอมระเหย
ใบกะเพรา และน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน ท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 % โดยน ้ าหนัก น าไป
ทดสอบความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์4 ชนิด ไดแ้ก่ S. aureus, B. cereus, E. coli และ  
Sal. Anatum ไดผ้ลทดลองดงัตารางท่ี 4.3 และ 4.4 โดย Ponce และคณะ (2003) ไดก้  าหนดความไว
ต่อสารละลายยาตา้นจุลินทรียจ์  าแนกตามเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใส ไดแ้ก่ สารไม่มีฤทธ์ิในการ
ตา้นเช้ือจุลินทรีย ์(Not sensitive) จะมีขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลางน้อยกว่า 8 มิลลิเมตร สารมีความไว 
(Sensitive) ในการตา้นเช้ือจุลินทรียม์ีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 9-14 มิลลิเมตร สารมีความไวสูง 
(Very sensitive) ในการตา้นเช้ือจุลินทรียมี์ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 15-19 มิลลิเมตร และเส้นผ่าน
ศนูยก์ลางท่ีมีความไวสูงมาก (Extremely sensitive) ในการตา้นเช้ือจุลินทรียจ์ะมขีนาด 20 มิลลิเมตร
ข้ึนไป 
  
ตารางที่ 4.3  สมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
ใบกะเพรา 

หมายเหตุ : ค่าท่ีแสดงในตารางเป็น ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์
เลก็ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างของค่าความยาวเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใสของการ
ตา้นเช้ือจุลินทรีย ์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % (p≤0.05) 
 

จากตารางท่ี 4.3 พบว่าฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ี
ความเขม้ขน้ 3 % และ 4 % โดยน ้ าหนกั ท่ีสามารถตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดเ้ฉพาะ S. aureus ท่ีระดบัไว
ต่อการตา้นจุลินทรีย ์โดยมีค่าความยาววงใสของการตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ม่แตกต่างกนั ซ่ึงมีขนาดเสน้
ผ่านศูนยก์ลางวงใสเฉล่ีย 10.3  และ 10.7 มิลลิเมตร ตามล าดบั แต่ไม่สามารถต้านเช้ือจุลินทรีย ์ 

น ้ามนัหอมระเหย 
ใบกะเพรา  

(% โดยน ้ าหนกั) 

ความยาวเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใสของการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์(มิลลิลิตร) 

S. aureus B. cereus E. coli Sal. Anatum 

0  ไม่พบวงใส  ไม่พบวงใส  ไม่พบวงใส  ไม่พบวงใส  
1   ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส 
2  ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส 
3  10.3 ± 0.6a ไม่พบวงใส  ไม่พบวงใส  ไม่พบวงใส  
4   10.7 ± 0.6a ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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B. cereus, E. coli และ Sal. Anatum ได ้ส่วนฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ี
ความเขม้ขน้ 1 และ 2 % โดยน ้ าหนกั ของน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา ไม่สามารถตา้นเช้ือจุลินทรีย์
ทั้ง 4 ชนิดได ้

 
ตารางที่ 4.4  สมบติัการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีน  

หมายเหตุ : ค่าท่ีแสดงในตารางเป็น ค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์
เลก็ท่ีแตกต่างกนัในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างของค่าความยาวเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใสของการ
ตา้นเช้ือจุลินทรีย ์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % (p≤0.05) 
 

ผลการตา้นเช้ือจุลินทรียข์องฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนแสดงดงัตาราง
ท่ี 4.4 พบว่าฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 1 % โดยน ้ าหนกั ก็ไม่
สามารถต้านเช้ือจุลินทรียท์ั้ ง 4 ชนิดได้เช่นกัน เน่ืองจากฟิล์มบริโภคได้ท่ีผสมสารสกัดจาก
ธรรมชาติซ่ึงไม่ผ่านการเอนแคปซูเลชัน่มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือจุลินทรียน์้อยกว่าเมื่อผสมลงไปใน
ฟิลม์ ท าใหเ้กิดการสูญเสียของสารดงักล่าวในระหว่างกระบวนการข้ึนรูปฟิลม์ หรือกระบวนการท า
แหง้ (Zivanovic และคณะ, 2005) โดยเฉพาะในกลุ่มของน ้ ามนัหอมระเหยท่ีผสมลงในฟิลม์ มกัเกิด
การระเหยระหว่างกระบวนการอบแห้ง เน่ืองจากอุณหภูมิในการอบแห้ง (Ponce และคณะ, 2003) 
ซ่ึงแกไ้ขได ้2 วิธี คือการเพ่ิมความเขม้ขน้สารตา้นจุลินทรียใ์นแผ่นฟิลม์ หรือเพ่ิมความหนาของ
ฟิลม์เพื่อให้มีความเขม้ขน้สารตา้นจุลินทรียใ์นฟิลม์ทดสอบมากข้ึน (Kim และคณะ, 2002) ส่วน
ฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 2, 3 และ 4 % โดย
น ้ าหนัก สามารถตา้นเช้ือจุลินทรียท์ั้ง 4 ชนิดได ้โดยฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนั
หอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 2, 3 และ 4% โดยน ้ าหนัก มีความยาวเส้นผ่านศูนยก์ลางวงใส
ในการตา้นเช้ือ S. aureus และ E. coli แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p≤0.05) โดยท่ีความ

น ้ ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีน 
 (% โดยน ้ าหนกั) 

ความยาวเสน้ผา่นศนูยก์ลางวงใสของการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์(มิลลิลิตร) 

S. aureus B. cereus E. coli Sal. Anatum 

0  ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส 
1  ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส ไม่พบวงใส 
2  19.3 ± 0.6c 22.3 ± 1.5b 11.0 ± 1.0c 15.7 ± 0.6b 
3  27.3 ± 1.2b 20.0 ± 2.0b 23.3 ± 0.6b 20.7 ± 1.2a 
4  35.3 ± 0.6a 37.7 ± 1.2a 26.0 ± 1.7a 21.7 ± 0.6a 
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เขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 3 และ 4 % โดยน ้ าหนกั สามารถตา้นเช้ือจุลินทรีย ์S. aureus 
และ E. coli ท่ีระดบัไวสูงมาก รองลงมาคือฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 2 %
โดยน ้ าหนัก สามารถตา้นเช้ือจุลินทรีย ์ S. aureus และ E. coli ได้ท่ีระดบัไวสูง  ส าหรับค่า
ความสามารถในการตา้นเช้ือ B. cereus พบว่าฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ี
ความเขม้ขน้ 2 และ 3 % โดยน ้ าหนกั มีค่าวงใสในการตา้นเช้ือ B. cereus ไม่แตกต่างกนั ซ่ึงสามารถ
ตา้นเช้ือจุลินทรีย ์B. cereus ไดท่ี้ระดบัไวสูง ส่วนท่ีความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 
 4 % โดยน ้ าหนกั สามารถตา้นเช้ือจุลินทรีย ์B. cereus ไดท่ี้ระดบัไวสูงมาก ส่วนค่าความสามารถใน
การตา้นเช้ือ Sal. Anatum พบว่าฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 3 
และ 4 % โดยน ้ าหนกั มีความสามารถในการตา้นเช้ือ Sal. Anatum ไม่แตกต่างกนั โดยสามารถตา้น
เช้ือจุลินทรีย ์Sal. Anatum ไดท่ี้ระดบัไวสูงมาก รองลงมาคือฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีนความเขม้ขน้ 2 % โดยน ้ าหนกั สามารถตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Sal. Anatum ไดใ้นระดบั
ไวสูง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีนความเขม้ขน้ 4 % โดยน ้ าหนกั สามารถตา้นเช้ือจุลินทรียท์ั้ง 4 ชนิดไดดี้ท่ีสุด เน่ืองจากมี
ความสารมารถตา้นเช้ือจุลินทรียท์ั้ง 4 ตวัไดใ้นระดบัไวสูงมาก โดยจะเห็นไดว้่าท่ีชนิดจุลินทรีย์
เดียวกนั ความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีเพ่ิมข้ึนแปรผนัตรงกบัค่าความยาวของเส้น
ผา่นศนูยก์ลางวงใสในการตา้นเช้ือ ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรียท่ี์เพ่ิมข้ึน ตาม
ระดบัความเข้มขน้ท่ีเพ่ิมข้ึน โดยสารตา้นจุลินทรียท่ี์เพ่ิมมากข้ึน ย่อมส่งผลให้ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
เช้ือจุลินทรียไ์ดดี้มากข้ึน แสดงถึงการเพ่ิมสารตา้นจุลินทรีย ์หรือมีการกระจายตัวของสารตา้น
จุลินทรียท่ี์ดี (Seydim และ Sarikus, 2006) โดย Pranoto และคณะ (2005) และ Cooksey (2001) ได้
อธิบายการท างานร่วมกันของสารต้านจุลินทรียใ์นฟิล์มว่า  เมื่อสารต้านจุลินทรียผ์สมร่วมกับ
สารละลายพอลิเมอร์ โดยสายพอลิเมอร์เกิดการปฎิสัมพนัธ์ิกันจนเกิด cross-link ระหว่างสาย 
พอลิเมอร์ จากนั้นสารตา้นจุลินทรียถ์กูตรึงอยูใ่นช่องว่างระหว่างโครงร่างแห จึงค่อย ๆ ปลดปล่อย
ออกมายงัผวิหนา้อาหาร สารตา้นจุลินทรียจึ์งยงัคงความเขม้ขน้อยู่ไดท่ี้ผิวหน้าอาหาร แมเ้วลาผ่าน
ไป เป็นผลใหส้ามารถยดือายกุารเก็บรักษาของอาหารไดน้านข้ึน และเมื่อพิจารณาเพ่ิมเติมจะเห็นได้
ว่าฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนมีความสามารถในการต้าน
เช้ือจุลินทรียแ์กรมบวกไดแ้ก่ S. aureus และ B. cereus ดีกว่าเช้ือจุลินทรียแ์กรมลบไดแ้ก่ E. coli 
และ Sal. Anatum เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียแกรมลบมีโครงสร้างของผนังเซลล์ซับซ้อนกว่าเช้ือ
แบคทีเรียแกรมบวก ถึงแมแ้กรมบวกมี Peptidoglycan ท่ีหนากว่า แต่ไม่มี Lipopolysaccharide ท่ี
เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของ Outer membrane ท่ีลอ้มรอบชั้น Peptidoglycan เหมือนกบัแบคทีเรีย
แกรมลบ ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์สามารถสัมผสัโดยตรงกับน ้ ามันหอมระเหยหรือสารสกัดท่ีมี
ส่วนประกอบเป็น Hydrophobic ไดโ้ดยตรง ส่งผลใหถ้กูน ้ ามนัหอมระเหยยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรม
บวกไดม้ากกว่า (Kalemba และ Kunicka, 2003) เช่นเดียวกับ Hossein และคณะ (2009) และ 
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Abdollahi และคณะ (2012) ระบุว่า เกิดจากความแตกต่างของผนงัเซลลแ์บคทีเรีย โดยแบคทีเรียแก
รมบวกผนงัเซลลม์ีโครงสร้างหลกัคือ Peptidoglycan และกรด Teichoic ซ่ึงผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย
แกรมบวกไม่สามารถเลือกการผ่านเข้าออกของสารได้ ส่วนแบคทีเรียแกรมลบผนังเซลล์จะมี
โครงสร้างของ Peptidoglycan บางกว่าแกรมบวกแต่มีความซับซ้อนมาก และยงัมีชั้นของ 
Lipopolysaccharide ท าหน้าท่ี เ พ่ิมความแข็งแรงและพบโปรตีนอีกหลายชนิดอยู่บนชั้ น 
Peptidoglycan โดยโครงสร้างท่ีมีความซับซ้อนของแบคทีเรียแกรมลบ น าไปสู่การลดลงของ
ประสิทธิภาพการต้านเช้ือแบคทีเรียของสารต้านเช้ือแบคทีเรีย ต้านเช้ือแบคทีเรียแกรมบวกได้
มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ เน่ืองจากว่าผนังเซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบมีความซับซ้อนและ
ทนทานต่อสารเคมีมากกว่าแบคทีเรียแกรมบวก  

นอกจากน้ีฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนสามารถตา้นเช้ือจุลินทรียท์ั้ง 4 
ชนิดไดดี้กว่าฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ Dhara และ Tripathi (2013) พบว่า Cinnamaldehyde ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกัของ
น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนสามารถตา้นเช้ือจุลินทรียไ์ดดี้กว่า Eugenol ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกั
ของน ้ ามนัหอมระเหยกะเพรา เน่ืองจากความเข้มขน้น้อยสุดท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียไ์ด้ (MIC; 
Minimal inhibitory concentration) ของ Cinnamaldehyde มีค่าอยูใ่นช่วง 122-245 µg/ml ส่วนความ
เข้มข้นน้อยสุดท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรีย์ได้ของ Eugenol มีค่าอยู่ในช่วง 249-999 µg/ml โดย 
Cinnamaldehyde ท่ีความเข้มข้น 100 % มีความยาวเส้นผ่านศูนย์กลางวงใสของการต้าน
เช้ือจุลินทรียใ์นช่วง 41-50 mm แต่ Eugenol ท่ีความเขม้ขน้ 100 % มีความยาวเส้นผ่านศูนยก์ลางวง
ใสของการตา้นเช้ือจุลินทรียใ์นช่วง 11-20 mm เน่ืองจากโครงสร้างของ Cinnamaldehyde มีส่วนท่ี
ไม่ชอบน ้ ามากกว่า Eugenol 
 

       4.3  การน าฟิล์มบริโภคได้จากแป้งกล้วยร่วมกับน ้ามันหอมระเหย ที่ชนิดและความ
เข้มข้นซ่ึงมีความสามารถในการต้านเช้ือจุลินทรีย์ได้ดีที่สุดไปประยุกต์ใช้ในการผลิต
แหนมโดยวธีิการดั้งเดิม  

จากผลการศึกษาความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์พบว่าฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนั
หอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเข้มข้น 4 % โดยน ้ าหนัก สามารถต้านเช้ือจุลินทรีย  ์ S. aureus,  
B. cereus, E. coli และ Sal. Anatum ได ้จึงเลือกมาประยุกต์ใชเ้ป็นบรรจุภณัฑ์ชั้นในของแหนมห่อ
ใบตอง โดยผลิตแหนมแลว้ห่อดว้ยฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 
4 % โดยน ้ าหนกั (แหนมห่อใบตองทดสอบ) จากนั้นห่อทบัดว้ยใบตอง โดยทดสอบปริมาณ Total 
viable count (TVC), Salmonella spp., C. perfringens, LAB, S. aureus และ E. coli ท่ีอายุการเก็บ
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รักษา 0, 3 และ 7 วนั ในแหนมห่อใบตองควบคุม (แหนมสูตรดั้งเดิม) และแหนมห่อใบตองทดสอบ 
แสดงดงัตารางท่ี 4.5  

 
ตารางที่ 4.5  ผลการวิเคราะห์จุลินทรียใ์นแหนมห่อใบตองควบคุม และแหนมห่อใบตองทดสอบ  
ท่ีอายกุารเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั 

จุลินทรียท่ี์ท า
การตรวจ
วิเคราะห์ 

อายแุหนมห่อใบตองควบคุม อายแุหนมห่อใบตองทดสอบ มาตรฐาน
ผลิตภณัฑ์
แหนม  

(มผช. 145-
2546) 

0 วนั 3 วนั 7 วนั 0 วนั 3 วนั 7 วนั 

TVC  
(CFU/g) 

1.2 x 107 1.4 x 109 6.6 x 108 1.1 x 106 3.9 x 109 2.8 x 108 - 

Salmonella spp. 
(Per 25 g) 

พบ พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ ไม่พบ 
ไม่พบใน

ตวัอยา่ง 25 g. 

C. perfringens 
(CFU/g) 

< 10 < 10 25 < 10 < 10 < 10 
ไม่พบใน

ตวัอยา่ง 0.1 g. 

LAB 
 (CFU/g) 

2.3 x 106 7.2 x 109 2.8 x 108 1.8 x 107 6.4 x 1010 7.5 x 109 - 

S. aureus 
(CFU/g) 

< 10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 
ไม่พบใน

ตวัอยา่ง 0.1 g. 

E. coli  
(MPN/g) 

< 3 < 3 < 3 < 3 < 3 < 3 
พบนอ้ยกว่า 3 

MPN/g 

 
จากตารางท่ี 4.5 พบว่าปริมาณ LAB ในแหนมห่อใบตองทดสอบมีค่ามากกว่าในแหนมห่อ

ใบตองควบคุมถึง 1 log cycle ท่ีอายกุารเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั อาจเน่ืองมาจากแหนมห่อใบตองท่ี
หุม้ดว้ยฟิลม์จากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 4 % เป็นบรรจุภณัฑ์
ชั้นใน ไดรั้บการป้องกนัการซึมผา่นของออกซิเจนมากกว่าแหนมห่อใบตองสูตรตน้ต ารับ จึงท าให้  
LAB เจริญเติบโตไดดี้กว่า เน่ืองจาก LAB เป็นจุลินทรียท่ี์เจริญไดดี้ในสภาวะปราศจากออกซิเจน 
ปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด (Total viable count; TVC) ในแหนมห่อใบตองทดสอบและแหนมห่อ
ใบตองควบคุมมีปริมาณสูงกว่าเกณฑ์คุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหารและภาชนะสัมผสัอาหาร ท่ี
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ก าหนดใหจ้ านวนจุลินทรียท์ ั้งหมดท่ีพบไดใ้นอาหารปรุงส าเร็จตอ้งนอ้ยกว่า 1x106 CFU/g ทั้งน้ีผลการ
ตรวจวิเคราะห์ปริมาณ TVC มีค่าไปในทางเดียวกบั LAB ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Visessanguan 
และคณะ (2006) อาจเน่ืองจาก TVC เป็นการตรวจวิเคราะห์จุลินทรียท่ี์มีชีวิต ทั้งแบคทีเรีย รา และยสีต ์
ซ่ึง LAB จดัเป็นแบคทีเรียท่ีตรวจพบไดใ้น TVC ส าหรับมาตรฐานผลิตภณัฑ์แหนม (มผช. 145-2546) 
พบว่า Salmonella spp. ถูกตรวจพบในแหนมห่อใบตองควบคุมอาย ุ0 และ 3 วนั อาจเกิดการปนเป้ือน
จากวตัถุดิบเน้ือหมดิูบท่ีน ามาผลิตแหนม และมีปริมาณ C. perfringens  ในแหนมห่อใบตองควบคุม
อาย ุ7 วนัเกินเกณฑม์าตรฐานท่ีก  าหนด อาจเน่ืองมาจาก C. perfringens  เจริญเติบโตไดดี้ในสภาวะ
ท่ีใชใ้นการผลิตแหนม กล่าวคือสภาวะปราศจากออกซิเจน ส่วนแหนมห่อใบตองทดสอบมีผลการ
ตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย ์Salmonella spp., C. perfringens, S. aureus และ E. coli อยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานแหนม (มผช. 145-2546) เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์เช้ือ Salmonella spp. ไม่พบใน
ตวัอยา่ง 25 กรัม, E. coli พบนอ้ยกว่า 3 MPN/g, C. perfringens และ S. aurues ไม่พบในตวัอยา่ง 0.1  
กรัม ท่ีอายกุารเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
การศึกษาการพฒันาแผ่นฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา 

หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน โดยการทดสอบสมบติัทางกายภาพของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้ง
กลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน พบว่าความหนา ค่า
ความสามารถในการซึมผา่นของไอน ้ า และค่าความสามารถในการซึมผ่านของออกซิเจนของฟิลม์
บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยแปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหย
ใบกะเพรา หรือน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน แต่ค่าความตา้นทานแรงดึงของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้ง
กลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยแปรผกผนักบัความเขม้ขน้ของน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพรา หรือ
น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน ซ่ึงสอดคลอ้งกับลกัษณะพ้ืนผิวของฟิล์มท่ีใช้ Scanning electron 
microscope (SEM) ในการทดสอบ ซ่ึงพบว่าพ้ืนผิวของฟิลม์ท่ีผลิตไดม้ีลกัษณะขรุขระ และเป็นรู
พรุนคลา้ยฟองน ้ า อาจเน่ืองจากการเติมน ้ ามนัหอมระเหยเขา้ไปในสารละลายฟิลม์ในลกัษณะ
อิมลัชนัน ้ ามนัในน ้ า เม่ือท าการข้ึนรูปฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยบางส่วนระเหยกลายเป็นไอ ระหว่าง
การข้ึนรูปฟิลม์เกิดพ้ืนผวิคลา้ยฟองน ้ าข้ึนในฟิลม์ และส่งผลต่อสมบติัทางกายภาพไดแ้ก่ ค่าความ
ตา้นทานแรงดึง ค่าความสามารถในการซึมผา่นของไอน ้ า และค่าความสามารถในการซึมผ่านของ
ออกซิเจนท่ีเพ่ิมข้ึน แต่มีค่าความตา้นทานแรงดึงท่ีลดลง ผลจากการทดสอบความสามารถในการ
ตา้นเช้ือจุลินทรีย ์4 ชนิด ไดแ้ก่ S. aureus, B. cereus, E. coli และ Sal. Anatum พบว่าฟิลม์บริโภค
ไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 4 % มีความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรีย์
ทั้ง 4 ชนิดได้ดีท่ีสุด มีความสามารถในการต้านเช้ือจุลินทรียอ์ยู่ในระดับไวสูงมาก (Extremely 
sensitive) นอกจากน้ียงัพบว่าฟิลม์บริโภคไดร่้วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนมีความสามารถใน
การตา้นเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus และ B. cereus) ไดดี้กว่าแบคทีเรียแกรมลบ (E. coli 
และ Sal. Anatum) จึงน าฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน 4 % ซ่ึง
เป็นสูตรท่ีดีท่ีสุดในดา้นการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์ไปประยุกต์ใชเ้ป็นบรรจุภณัฑ์ชั้นในของผลิตภณัฑ์
แหนมห่อใบตอง พบว่ามีปริมาณ LAB สูงกว่าแหนมห่อใบตองสูตรต้นต ารับถึง 1 log cycle 
เน่ืองจากมีการซึมผา่นของออกซิเจนต ่ากว่า และมีผลการตรวจวิเคราะห์จุลินทรีย ์Salmonella spp., 
Clostridium perfringens, S. aureus และ E. coli อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานแหนม (มผช. 145 - 2546) 
เน่ืองจากเช้ือ Salmonella spp. ไม่พบในตัวอย่าง 25 กรัม  E. coli พบน้อยกว่า 3 MPN/g  
C. perfringens และ S. aurues ไม่พบในตวัอย่าง 0.1 กรัม ท่ีอายุการเก็บรักษา 0, 3 และ 7 วนั
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5.2  ข้อเสนอแนะ 
5.2.1  จุดเด่นของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราและน ้ ามนั

หอมระเหยอบเชยจีน ไดแ้ก่  
5.2.1.1  ความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค เน่ืองจากน ้ ามนัหอมระเหยเป็นสารตา้นเช้ือจุลินทรีย์

จากธรรมชาติ จึงมัน่ใจไดว้่าฟิลม์บริโภคไดท่ี้ผลิตข้ึนปราศจากอนัตรายทางเคมี 
5.2.1.2  ตน้ทุนท่ีใชใ้นการผลิตฟิลม์ต ่า 
5.2.1.3  เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม เน่ืองจากบริโภคได ้หรือหากเลือกท่ีจะไม่บริโภคก็

สามารถยอ่ยสลายไดง่้าย 
 5.2.2  ขอ้จ  ากดัในการใชง้านของฟิลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหยใบ
กะเพราและน ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีน ไดแ้ก่ 
  5.2.2.1  ลกัษณะพ้ืนผวิท่ีขรุขระของฟิลม์ ซ่ึงสามารถแกไ้ขโดยใชเ้ทคโนโลยีเขา้ช่วย เช่น
ใชเ้คร่ืองโฮโมจิไนเซอร์แบบสุญญากาศ เพื่อลดขนาดโมโลกุลของสารละลายฟิลม์ 
  5.2.2.2  กล่ินรสเฉพาะของฟิลม์ ซ่ึงเกิดจากน ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราและน ้ ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีนท าใหใ้ชไ้ดใ้นผลิตภณัฑจ์  ากดัเฉพาะอาหารคาว เช่น แหนม หมูยอ ไส้กรอกอีสาน 
เน้ือสตัวต่์าง ๆ เป็นตน้ 
 5.2.3  ผลิตภณัฑฟิ์ลม์บริโภคไดจ้ากแป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย สามารถน าไปต่อยอด
ใชก้บัน ้ ามนัหอมระเหยชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีความสามารถในการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์และช่วยส่งเสริมกล่ิน
รสท่ีดีในผลิตภณัฑ์อาหารได ้เช่น น ้ ามนัหอมเมล็ดพริกไทยน าไปใชก้บัผลิตภณัฑ์หมูยอ เป็นตน้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก  
ภาพฟิล์มน า้มนัหอมระเหยที่ชนดิและความเข้มข้นต่าง ๆ 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.1  ฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยใบกะเพราท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 %  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.2  ฟิลม์น ้ ามนัหอมระเหยอบเชยจีนท่ีความเขม้ขน้ 1, 2, 3 และ 4 %  
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ภาคผนวก ข  
การค านวณสมบัตทิางกายภาพของฟิล์ม 

 
ข.1  การค านวณความสามารถในการต้านทานแรงดึงของฟิล์ม (Tensile strength; TS) 
 

น ้ามนัหอม
ระเหยใบกะเพรา 
(% โดยน ้ าหนกั) 

ค่าเฉล่ีย Fmax  
ท่ีวดัได ้(kg force) 

ค่าเฉล่ีย Fmax  
ท่ีตอ้งการ (N) 

พ้ืนท่ีฟิลม์ (m2) ความสามารถในการ
ตา้นทานแรงดึง (MPa) 

0  687.3 6740.684 0.0030 2.21 
1  684.3 6711.260 0.0030 2.20 
2  400.7 3929.340 0.0030 1.29 
3  242.0 2373.299 0.0030 0.78 
4  174.0 1706.425 0.0030 0.56 

 

น ้ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีน 
(% โดยน ้ าหนกั) 

ค่าเฉล่ีย Fmax  
ท่ีวดัได ้(kg force) 

ค่าเฉล่ีย Fmax  
ท่ีตอ้งการ (N) 

พ้ืนท่ีฟิลม์ (m2) ความสามารถในการ
ตา้นทานแรงดึง (MPa) 

0  687.3 6740.684 0.0030 2.21 
1  521.3 5112.719269 0.0030 1.68 
2  334.7 3282.077635 0.0030 1.08 
3  251.3 2464.829596 0.0030 0.81 
4  162.7 1595.272654 0.0030 0.52 

 
หมายเหตุ :  
ค่าเฉล่ีย Fmax ท่ีตอ้งการ (N) = ค่าเฉล่ีย Fmax ท่ีวดัได ้(kg force)     x     9.807 
พ้ืนท่ีฟิลม์(m2)    = 0.0245     x     0.12 
ความสามารถในการตา้นทานแรงดึง (MPa)     =     [(ค่าเฉล่ีย Fmax ท่ีตอ้งการ(N) / พ้ืนท่ีฟิลม์(m2))]  
                   106 
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ข.2  การค านวณการซึมผ่านไอน า้ของฟิล์ม (Water vapor permeability; WVP) 
 

น ้ามนั
หอม

ระเหยใบ
กะเพรา 
(% โดย
น ้ าหนกั) 

ค่าเฉล่ีย 
WVTR 

(g/m2.day) 

ความหนา
ฟิลม์ 

(mm.) 

S-ค่าความดนั
ไอน ้ าอ่ิมตวั 
ท่ี 38 องศา
เซลเซียส 
(mmHg) 

R1-ค่าความช้ืน
สมัพทัธภ์ายใน
โถทดสอบ  

(%) 

R2-ค่าความช้ืน
สมัพทัธภ์ายใน
ขวดทดสอบ 

(%) 

การซึมผา่น 
ไอน ้ า 

(g.mm/m2.hkPa) 

0  1500.0 0.101 52.66 90 0 1.334 
1  2029 0.1044 52.66 90 0 1.862 
2  1963 0.1163 52.66 90 0 2.007 
3  1638.5 0.1224 52.66 90 0 1.763 
4  1398.5 0.1328 52.66 90 0 1.633 

 

น ้ามนั
หอม
ระเหย

อบเชยจีน 
(% โดย
น ้ าหนกั) 

ค่าเฉล่ีย 
WVTR 

(g/m2.day) 

ความหนา
ฟิลม์ 

(mm.) 

S-ค่าความดนั
ไอน ้ าอ่ิมตวั 
ท่ี 38 องศา
เซลเซียส 
(mmHg) 

R1-ค่าความช้ืน
สมัพทัธภ์ายใน
โถทดสอบ 

 (%) 

R2-ค่าความช้ืน
สมัพทัธภ์ายใน
ขวดทดสอบ 

(%) 

การซึมผา่น 
ไอน ้ า 

(g.mm/m2.hkPa) 

0 1500.0 0.101 52.66 90 0 1.334 
1 2226 0.1054 52.66 90 0 2.063 
2 2298.5 0.1142 52.66 90 0 2.308 
3 2321.5 0.1166 52.66 90 0 2.380 
4 2096.5 0.1204 52.66 90 0 2.219 

 
หมายเหตุ :  
การซึมผา่นไอน ้ า  =              (ค่าเฉล่ีย WVTR (g/m2.day) x ความหนาฟิลม์(mm.)) x 103 
(g.mm/m2.hkPa)          S-ค่าความดนัไอน ้ าอ่ิมตวัท่ี 38 องศาเซลเซียส (mmHg) x (R1 – R2) 
           24 
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ข.3  การค านวณการซึมผ่านออกซิเจนของฟิล์ม (Oxygen permeability; OP) 
 

น ้ามนัหอมระเหย
ใบกะเพรา 

 (%) 

ค่าเฉล่ีย OTR 
(cm3/m2.day) 

ความหนา
ฟิลม์  

(mm.) 

ความดนั 
(kPa) 

การซึมผา่นออกซิเจน
(cm3.µm/m2.day.kPa) 

0 % 1.27 0.101 101.325 1.51 
1 % 1.73 0.1044 101.325 1.78 
2 % 1.53 0.1163 101.325 1.84 
3 % 1.42 0.1224 101.325 1.86 
4 % 1.63 0.1328 101.325 1.87 

 

น ้ามนัหอมระเหย
อบเชยจีน  

(%) 

ค่าเฉล่ีย OTR 
(cm3/m2.day) 

ความหนา
ฟิลม์  

(mm.) 

ความดนั 
(kPa) 

การซึมผา่นออกซิเจน
(cm3.µm/m2.day.kPa) 

0% 1.27 0.101 101.325 1.51 
1% 1.40 0.1054 101.325 1.61 
2% 1.64 0.1142 101.325 1.70 
3% 1.56 0.1166 101.325 1.75 
4% 2.73 0.1204 101.325 2.73 

 
หมายเหตุ :  
การซึมผา่นออกซิเจน (cm3.µm/m2.day.kPa)     =     ค่าเฉล่ีย OTR x ความหนาฟิลม์ x 103 
                                                                                  (cm3/m2.day)          (mm.) 
                 ความดนั (kPa) 
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ภาคผนวก ค  
ภาพวงใสการต้านเช้ือจุลนิทรีย์ของฟิล์ม 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ ค.1 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Escherichia coli ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม

ระเหยใบกะเพรา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ ค.2 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Escherichia coli ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม

ระเหยอบเชยจีน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ ค.3 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Salmonella anatum ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม
ระเหยใบกะเพรา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.4 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Salmonella anatum ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอม
ระเหยอบเชยจีน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที่ ค.5 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Staphylococcus aureus ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนั
หอมระเหยใบกะเพรา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.6 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Staphylococcus aureus ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนั
หอมระเหยอบเชยจีน 
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ภาพที่ ค.7 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus cereus ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
ใบกะเพรา 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ค.8 วงใสการตา้นเช้ือจุลินทรีย ์Bacillus cereus ของฟิลม์แป้งกลว้ยร่วมกบัน ้ ามนัหอมระเหย
อบเชยจีน 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ง 
ภาพขั้นตอนการห่อแหนมห่อใบตองทดสอบและแหนมห่อใบตองควบคุม 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ง.1 ขั้นตอนการห่อแหนมห่อใบตองทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ง.2 ขั้นตอนการห่อแหนมห่อใบตองควบคุม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก จ 

ภาพแหนมห่อใบตองควบคุมและแหนมห่อใบตองทดสอบที่อายกุารเกบ็รักษา 3 และ 7 วนั 
 
 
 

 
 

 

 

 

ภาพที่ จ.1 แหนมห่อใบตองควบคุมและแหนมห่อใบตองทดสอบท่ีอายกุารเก็บรักษา 3 วนั 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ จ.2 แหนมห่อใบตองควบคุมและแหนมห่อใบตองทดสอบท่ีอายกุารเก็บรักษา 7 วนั 
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