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บทคัดย่อ 

 

  ปัญหาการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์ ในผลิตภัณฑ์นมยังคงตรวจพบ ถึงแม้ว่าจะมีวิธีการฆ่า

เช ื ้อหลากหลายวิธ ี  โดยเฉพาะเช ื ้อ Geobacillus stearothermophilus ที ่สร ้างป ัญหากับ

อุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก งานวิจัยนี้จึงศึกษาเกี่ยวกับวิธีการยับยั้งเชื้อ G. stearothermophilus 

บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส ซึ่งรวมถึงการศึกษาการเจริญของเชื้อ G. stearothermophilus บนพื้นผิว

แผ่นสแตนเลส และการเกิดไบโอฟิล์มบนแผ่นสแตนเลส พบว่า ผลการเจริญของเชื้อเจริญได้ดีที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และการทดสอบการยับยั้งเช้ือ G. stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่น

สแตนเลส  ด้วยสารเคมีประกอบด้วย  Ethanol  70%, Acetic acid, Per-acetic acid  ที่ความ

เข้มข้นแตกต่างกันและใช้ระยะเวลาในการยับยั้งที่แตกต่างกัน เพื่อหาความเข้มข้นและระยะเวลาใน

การยับยั้งเชื ้อที่เหมาะสมที่สุด ผลการศึกษาชี้ให้เห็นว่า Per-acetic acid  ที่มีความเข้มข้น 1% 

สามารถที่จะยับยั้งเชื้อ G. stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส ได้ และใช้เวลาในการ

ยับยั้งเพียง 30 วินาที ก็สามารถทำการยับยั้งเช้ือได้อย่างสมบูรณ์   

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



II 
 

Special problem title Inactivation of Geobacillus stearothermophilus inoculated 

on stainless surfaces 

Student name Kanlayanin Srisiriratanakul  Student ID 59080060 

Jirawan Chotpraseart  Student ID 59080067 

Program          Bachelor of Science in Industrial Fermentation Technology 

Year            2020 

Advisor            Prof.Dr. warawut Krusong 

 

ABSTRACT 

 

Microbial contamination in milk is one of the major problems in dairy industries, 

both direct and indirect contamination, especially Geobacillus stearothermophilus, 

even though the dairy industries use various prevention treatments. The presence of 

G. stearothermophilus  in milk constitutes an important quality problem for the milk 

industry, therefore, this study aimed to inhibit  growth but also the biofilm formation 

of G. Stearothermophilus on stainless surfaces. The optimum temperature for growth 

of G. stearothermophilus was at 60 C. Using different concentration of chemical 

agents consisting of ethanol 70%, acetic acid and peracetic acid, the effective treat-

ment was found after high concentration used within a short duration. G.stearother-

mophilus was completely inhibition on stainless surface after 30 s by 1% peracetic 

acid. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

 ปัญหาพิเศษฉบับนีจ้ะสำเร็จลุล่วงมิได้ หากไม่ได้รับความกรณุาจาก ศาสตราจารย์ วราวุฒิ ครู

ส่ง ซึ่งเป็นอาจารย์ที่ปรึกษาในการให้คำแนะนำ ให้ความช่วยเหลือ ตลอดจนแก้ไขข้อผิดพลาดต่างๆ 

มาโดยตลอด จนเป็นผลให้ปญัหาพเิศษฉบับนีเ้สร็จสมบูรณ์ ข้าพเจ้าจงึกราบขอบพระคุณท่านอาจารย์

ที่ปรกึษาเป็นอย่างสงู และขอขอบคุณ คุณ อัสนี วิจิตระกะ ที่คอยให้คำแนะนำ และให้ความช่วยเหลือ 

ทำให้สามารถดำเนินงานจนเสร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

ขอขอบพระคุณ ดร.วิรามศรี ศรีพจนารถ ที่กรุณาให้เกียรติเป็นกรรมการในการประเมิน

ปัญหาพิเศษ เพื่อให้ปัญหาพิเศษนี้เสร็จสมบูรณ์ 

ขอขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม่ และทุกคนในครอบครัว สำหรับกำลังใจและการสนับสนุน 

ในการทำปัญหาพิเศษฉบับนี้มาโดยตลอด  

รวมถึงขอบคุณ คุณจิดาภา เตชาธาราทิพย์  พี่ปริญญาเอก และเพื่อนในคณะอุตสาหกรรม

เกษตร ที่คอยให้คำปรึกษา  และช่วยเหลือในการทำปัญหาพิเศษ ทำให้สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบพระคุณคณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบังในการสนันสนุนในการทำปัญหาพิเศษ ทั้งด้านการเอื้ออำนวยสถานที่ และอุปกรณ์เสมอ

มา  

ทั้งนี ้ผ ู ้วิจ ัย หวังว่างานวิจัยจะมีส่วนทำให้เกิดประโยชน์และคุณค่า ผู ้วิจัยจึงขอมอบ

คุณประโยชน์แก่คณาจารย์ และผู้มีพระคุณทุกท่าน 
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บทที่ 1  

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสำคญัของปัญหาพิเศษ 

          เช้ือ Geobacillus stearothermophilus เป็นที่ทนความร้อนและเจริญได้ดีทีอุ่ณหภูมิสงู และกำจัด
ได้ยาก ซึ่งถือว่าเป็นปัญหาทีส่ำคัญอย่างมาก ในกระบวนการผลิต โดยเฉพาะโรงงานอุตสาหกรรมนม 
เนื่องจากเช้ือ G. stearothermophilus สามารถเจรญิได้ดีที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และมี
ความสามารถในการสร้าง biofilm บนพื้นผิวของอปุกรณ์และเครือ่งมอืในกระบวนการผลิต ซึ่งจะ
ส่งผลทำให้เกิดการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์และเกิดปัญหาคุณภาพของผลิตภัณฑ์ดังนั้นในการศึกษาครัง้
นี้ เพื่อหาวิธีการยบัยั้งการเจรญิของเช้ือ G. stearothermophilus ที่เหมาะสม  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา  

1.2.1 ศึกษาการเจริญของเช้ือ Geobacillus stearothermophilus สภาพทีเ่หมาะสม 

1.2.2 ศึกษาการสร้าง biofilm ของเช้ือ G. stearothermophilus บนพื้นผิว 

1.2.3 ศึกษาวิธีการยับยั้งเช้ือ G. stearothermophilus ทีเ่หมาะสม 

 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั  

1.3.1 สามารถหาวิธีฆ่าเช้ือ G. stearothermophilus เป็นปัญหาในโรงงานอุตสาหกรรมได้ 

1.3.2 สามารถหาความเข้มข้นของสารเคมีและเวลาทีเ่หมาะสมในการฆ่าเช้ือ G. stearother-

mophilus เพือ่การประยกุต์ใช้ 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 

2.1 ความรู้เกี่ยวกับ Geobacillus stearothermophilus 

 G. stearothermophilus เป็นเช้ือที่ปนเปือ้นที่เกิดข้ึนในอุตสาหกรรมที่มอีุณหภูมสิูงใน

ระหว่างกระบวนการผลิตหรอืในระหว่างการเกบ็รกัษาผลิตภัณฑ์ เช่น การบรรจุกระป๋องและการพาส

เจอร์ไรซ์น้ำ  การกลั่นน้ำตาล การผลิตเจลาติน และการผลติผลิตภัณฑ์ทีท่ำมาจากนม เช่น นมผง นม

พาสเจอร์ไรซ์  buttermilk และ whey  เป็นต้น ในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ที่ทำมาจากนม   เช้ือ 

G. stearothermophilus เป็นปัญหาในกระบวนการผลิตเป็นอย่างมาก เนื่องมาจากเช้ือ  G. stea-

rothermophilus สามารถสร้าง biofilm บนพื้นผิวของเครือ่งมือในกระบวนผลิตได้  และ เป็น 65% 

ของสายพันธ์ุ thermophilic ที่พบในนมผง  เนือ่งจากสปอร์สามารถอยู่รอดได้ที่มีค่า aw ต่ำ  และมี

อุณหภูมิสงูของกระบวนการอบแห้ง และระบบทำความสะอาดในสถานที่ และการเกบ็รกัษาระยะยาว

ของผลิตภัณฑ์สุดท้าย นอกจากนี้ G. stearothermophilus ยังผลิตเอนไซม์โปรตีนเอสที่มีความ

เสถียร และไลเปสทีท่นความร้อนได้ในระหวา่งกระบวนการผลิตนมผง เอนไซม์ยังคงทำงานอยู่ในนม

ผง ในระหว่างการเกบ็รกัษาได ้   

 Timko (2010) กล่าวว่า G. stearothermophilus เป็นแบคทีเรียแกรมบวกทีท่นความร้อน

สูง โดยมเียื่อหุม้เซลล์ภายในและผนงัเซลล์ทีห่นา G. stearothermophilus มลีักษณะเป็นแท่ง เป็น

แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในกลุ่ม thermophilic anaerobes เช่น ช่องระบายความร้อน  เจริญได้ดีทีสุ่ดที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสหรือสงูกว่า และไม่ต้องการการใช้ออกซิเจน (O2) เป็นตัวรบัอิเล็กตรอนข้ัว

สำหรับการเจรญิ G.stearothermophilus มเีอนโดสปอร์ซึง่เป็นแบคทีเรียทีม่ีความต้านทานสูง ด้าน

นอกของสปอร์ประกอบด้วย peptidoglycan ทีเ่ช่ือมโยงอย่างอิสระซึ่งปอ้งกันไม่ให้ความชุ่มช้ืนและ

ทำหน้าทีเ่ป็นเกราะป้องกันการซึมผ่านของสารเคมี เช่น ไลโซไซม์ (lysozyme) (Isaac D Wag-

ner และ Juergen Wiegel (2008) 

 ซึ่งสอดคล้องกับ Wickham labs (2017)ที่กล่าวว่า G. stearothermophilus เป็นแบคทีเรีย

ที่มีภาพร่างแท่ง       แกรมบวก และเป็นสมาชิกของ Firmicutes อยู่ในกลุม่ของ thermophile ซึ่ง

เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมสิูง (thermophile) อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจรญิ (optimum 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wagner+ID&cauthor_id=18378585
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wagner+ID&cauthor_id=18378585
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wiegel+J&cauthor_id=18378585
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1523/thermophile-%E0%B8%8A%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%93%E0%B8%AB%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%87
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temperature) อยู่ในช่วงระหว่าง 45-80 องศาเซลเซียส ซึง่แบคทีเรีย G. stearothermophilus มี

อุณหภูมิการเจริญที่เหมาะสมทีสุ่ดที่ 55 องศาเซลเซียส และอาจจะมีความสามารถอยูร่อดได้ที่

อุณหภูมิสงูถึง 130 องศาเซลเซียส เช้ือมีความสามารถทนร้อน และมีการกระจายอย่างกว้างขวางใน

ดินน้ำพุร้อน ตะกอนทะเล และเป็นสาเหตุของการเน่าเสียในผลิตภัณฑ์อาหาร  ซึ่งการแปรรปูอาหาร

ด้วยความร้อน (thermal processing) ระดับการพาสเจอไรซ์อาจไม่เพียงพอทีจ่ะทำลายเช้ือกลุม่นี้ 

ดังนั้นจึงต้องเก็บอาหารที่ผ่านการพาสเจอไรซ ์เช่น น้ำนมพาสเจอร์ไรซ์ ไว้ที่อุณหภูมิต่ำ (cold stor-

age) เพื่อควบคุมไม่ให้แบคทเีรียกลุ่มนีเ้จริญได้ (พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ์  และ ดร.นิธิยา รัตนาปนนท์.

2560)  อนึ่งลกัษณะเซลล์และสปอร์แสดงในภาพที่ 2.1.1 และ 2.1.2 ตามลำดับ 

   

 ภาพท่ี 2.1.1 ลกัษณะเช้ือ Geobacillus stearothermophilus                                                                      

ที่มา : Wickham Laboratories (2017) 

ภาพท่ี 2.1.2 ลกัษณะสปอร์ Geobacillus stearothermophilus โดยใช้กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
สแกนสี (SEM) 

     ที่มา : Dennis Kunkel Microoscopy (2020) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0528/thermal-processing-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%89%E0%B8%A7%E0%B8%A2%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0428/pasteurization-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%8B%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0428/pasteurization-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%8B%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0725/cold-storage-%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B9%87%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0725/cold-storage-%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B9%87%E0%B8%99
https://www.sciencephoto.com/contributor/dkn/
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2.2 หลักการพ้ืนฐานการเกิดไบโอฟิล์ม (biofilms formation) 

 ไบโอฟิลม์ (biofilms) เป็นกลุ่มของแบคทีเรียทีเ่กาะติดอยูก่ับพื้นผิวที่เปียกช้ืนซึ่งเกิดข้ึนตาม

ธรรมชาติจากเซลลอ์ิสระ (Planktonic cells)  ของแบคทีเรียที่อยู่ในส่วนผสม  เมื่อแบคทีเรียน้ีไป

เกาะอยู่กบัพื้นผิววัตถุ จะสร้างฟลิ์มบางๆ ที่มลีักษณะลื่นๆ มโีครงสร้างจากสารพอลเิมอร์ เช่น แคปซูล 

(capsule) สารเมือก (slime) ที่จลุินทรีย์สร้างขึ้นและปลอ่ยออกมานอกเซลล์ ยึดเกาะทีผ่ิวเพื่อทำ

หน้าที่เป็นช้ันปกป้องแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายใน รวมทัง้สร้างสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของ

แบคทีเรียที่อยู่ภายใน มีลกัษณะเป็นเมือกลื่น พบบริเวณพื้นผิวของภาชนะ เครื่องจักรและอุปกรณ์

แปรรปูอาหาร ความต้านทานต่อสารฆ่าเช้ือ (sanitizer) ได้ดี ทำล้างทำความสะอาด (cleaning) ได้

ยาก มักทำใหเ้กิดปญัหาการปนเปือ้นของจุลินทรีย์ในอุตสาหกรรมอาหาร (พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ์  

และนิธิยา รัตนาปนนท์.2559) ลกัษณะการสร้างไบโอฟลิ์มแสดงในภาพที่ 2.2.3 

ภาพท่ี 2.2.3 ลกัษณะของการเกิดไบโอฟลิม์ (biofilms)                                                                     

ที่มา: พิมพเ์พ็ญ พรเฉลิมพงศ์  และ ดร.นิธิยา รัตนาปนนท์.2559 

 

 ไบโอฟิลม์ คือโครงสร้างยึดเกาะกบัพื้นผิว เช่น เมือกหรอืคราบสกปรกทีเ่ช้ือแบคทเีรียสร้าง

ข้ึน ระบบน้ำในแทงค์น้ำ ท่อน้ำ หรือคลลูิ่งแพด ไบโอฟิลม์เกิดข้ึนเมื่อมเีช้ือแบคทเีรียเข้าไปเกาะพื้นผิว

ในระบบน้ำ และสร้างโครงสร้างซึง่ประกอบด้วยสารต่างๆหลายชนิด ทําหน้าทีเ่ป็นเกราะปกป้อง

แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ภายใน รวมทั้งสร้างสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทเีรียทีอ่ยู่ภายในไบ

โอฟิลม์  การเกาะยึดแน่นข้ึนเมือ่เวลานานข้ึน  ไบโอฟิล์มจะแบ่งเป็น 2 ช้ันคือ ช้ันที่ติดแน่นกับพื้นผิว

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1836/biofilms-%E0%B9%84%E0%B8%9A%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1836/biofilms-%E0%B9%84%E0%B8%9A%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3704/capsule-%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%9B%E0%B8%8B%E0%B8%B9%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2943/%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%93%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3-food-processing-equipment
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2943/%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%9B%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%93%E0%B9%8C%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3-food-processing-equipment
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0942/sanitizer-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%86%E0%B9%88%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8A%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0241/cleaning-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%97%E0%B8%B3%E0%B8%84%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AA%E0%B8%B0%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%94
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0259/contamination-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1836/biofilms-%E0%B9%84%E0%B8%9A%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%9F%E0%B8%B5%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%8C
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ซึ่งกำจัดออกยาก (Hard biofilm layer)  และช้ันเมือกอ่อนนุ่มชะล้างออกง่าย (Thin biofilm layer) 

เมื่อมีไบโอฟลิ์มเกิดข้ึนสิง่ที่ตามมาก็คือ ท่อน้ำสกปรก อุดตัน ที่สำคัญคือเป็นแหลง่สะสมของเช้ือ

แบคทีเรีย  ซึ่งมโีอกาสที่จะหลุดออกมากับน้ำ เมื่อไรก็ที่คนหรือสัตว์ดื่มน้ำนั้นเข้าไป กม็ีโอกาสป่วย

หรือได้รบัอันตรายจากเช้ือโรคนั้น (พมิพ์เพ็ญ พรเฉลมิพงศ์  และ ดร.นิธิยา รัตนาปนนท.์2559) 

 ไบโอฟิลม์ คือ คราบที่เกาะแน่นติดอยู่บนพื้นผิวของเครื่องมือและอปุกรณ์ที่ใช้ในการ ผลิต

อาหาร ซึ่งเป็นอปุสรรคต่อการล้างทำความสะอาดแบคทเีรยีและสารอินทรีย์ นำไปสู่ การปนเปื้อนของ

เช้ือจุลินทรีย์ในอาหารและการระบาดของโรคอาหารเป็นพษิ ในประเทศไทยองค์ความรูเ้กี่ยวกับการ

แพร่และความหลากหลายของเช้ือก่อโรคในโรงงานอาหารทีม่ีสาเหตุมาจากไบโอฟิลม์ยังมีนอ้ย ทำให้

ผู้ประกอบการโรงงานอุตสาหกรรมอาหารไม่มี ข้อมลูเพียงพอสำหรับนำไปใช้เพือ่ควบคุมและลด

ปริมาณเช้ือในอาหารที่มสีาเหตุมาจากไบโอฟลิ์มอย่างมปีระสิทธิภาพ (ปุณณาณ สัทภวะผล และดสุิดา 

ถิระวัฒน์, 2559) 

 

2.3 ความรู้เกี่ยวกับปัญหาในโรงงานอุตสาหกรรมนม 

 Geobacillus stearothermophilus มบีทบาทสำคัญในการเน่าเสียของอาหารโดยเฉพาะ

นม และผลิตภัณฑ์จากนม เนือ่งจากแบคทเีรียสามารถอยู่รอดในกระบวนการฆ่าเช้ือพาสเจอร์ไรซ ์

(pasteurization) และอาจจะอยู่รอดในกระบวนการฆ่าเช้ือสเตอริไลซ์ (Sterilization) เพราะ

แบคทีเรียมีการสร้างสปอร์ทีส่ามารถทนความร้อนสูงได้ (Wickham Laboratories, 2017) ซึ่ง

กระบวนการพาสเจอร์ไรส์ (pasteurization)  เป็นกระบวนการให้ความรอ้นที่ไมรุ่นแรง มักจะฆ่าเช้ือ

ที่อุณหภูมิต่ำกว่า 100 องศาเซลเซียส  เพื่อยืดอายุของผลิตภัณฑ์อาหารให้นาน เช่น นม ซึ่งวิธีนี้

สามารถใช้ในการถนอมอาหารได้โดยการยบัยั้งการทำงานของเอ็นไซม์ และทำลายเช้ือจลุินทรียท์ี่

ก่อให้เกิดโรค เช้ือจลุินทรีย์ไม่สร้างสปอร์ คุณภาพของอาหารจะแตกต่างจากวัตถุดิบไมม่าก แต่การฆ่า

เช้ือในระดับพาสเจอไรซจ์ะไม่สามารถทำลายสปอร์ของเช้ือจุลินทรีย์ทีเ่ป็นอันตรายต่อผู้บริโภค และ

ไม่สามารถทำลายเช้ือจลุินทรียท์ี่ทนความรอ้นสงูได้  เช่น เช้ือแบคที่เรียที่ไม่สร้างสปอร์ ยสีต์และรา 

ดังนั้นจะต้องเกบ็รกัษาผลิตภัณฑ์ที่ผ่านการพาสเจอไรซ์ที่อณุหภูมิ 5+2 องศาเซลเซียส หรอือุณหภูมิ

ตู้เย็น เพราะการเกบ็รักษาทีอุ่ณหภูมิต่ำสามารถยบัยั้งการงอกของสปอร์  ปรมิาณเช้ือที่ยงัคงมีอยู่ใน

อาหารจึงไมเ่ป็นอันตรายต่อผูบ้รโิภค (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2560) การฆ่าเช้ือจะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงด้านประสาทสมัผสัและคุณค่าของอาหารน้อยที่สุด ความรุนแรงของการให้ความรอ้นกับ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ผลการยืดอายุผลิตภัณฑ์กำหนดได้โดย pH ของอาหาร วัตถุประสงค์หลักสำหรับอาหารที่มีความเป็น

กรดต่ำ (pH > 4.6 คือการทำลายจลุินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค ส่วนวัตถุประสงค์หลักสำหรับอาหารที่มี

ความเป็นกรดสูง (pH < 4.6 คือการทำลายจุลินทรีย์ทีก่่อใหเ้กิดการเน่าเสีย และยบัยั้งการทำงานของ

เอ็นไซม์ (วาสิฎฐี เนียมสุวรรณ์ และคณะ, 2561) ส่วนกระบวนการสเตอริไลซ์ (Sterilization) เป็นการ

ใช้ความร้อนที่อุณหภูมสิูงกว่า 100 องศาเซลเซียส เพื่อทำลายจลุินทรีย์ รวมทัง้สปอร์ของจลุินทรีย์ที่

ทำให้อาหารเป็นอันตรายตอ่ผูบ้ริโภค และสปอร์ส่วนใหญ่ทีท่ำให้อาหารเน่าเสีย หลักการของการฆ่า

เช้ือ คือ การให้ความร้อนแกอ่าหารในปรมิาณเพียงพอทีจ่ะทำลายจลุินทรีย์ทีท่ำให้เกิดโรค และยบัยั้ง

ไม่ให้จลุินทรีย์ที่ทำให้อาหารเสื่อมเสียเจริญได้ภายใต้ความดัน ในกรณีของเครื่องฆ่าเช้ือภายใต้ความ

ดันที่ใช้ไอน้ำเป็นตัวกลางในการให้ความร้อนที่ 121.1 องศาเซลเซียส มีค่าความดันประมาณ 15 psi 

(ปอนด์ต่อตารางนิ้ว) โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อทำลายจลุินทรยี์ที่ทำให้เกิดโรค และ จลุินทรียท์ี่ทำให้

อาหารเสื่อมเสีย ซึ่งโดยทั่วไปการใช้อุณหภูมสิูง เป็นเวลานาน ย่อมสามารถทำลายจลุินทรีย์ได้มาก แต่

ถ้าอาหารนั้นไมส่ามารถผ่านความร้อนปรมิาณสูงมากได้ เนื่องจากจะทำให้สญูเสียคุณภาพของ

ผลิตภัณฑ์ได้  ในการฆ่าเช้ือแบบสเตอริไลซ์ (Sterilization) จะใช้เครือ่งฆ่าเช้ือภายใต้ความดัน 

(Retort) คืออปุกรณ์ปิดที่ใช้ฆ่าเช้ืออาหารทีบ่รรจุในภาชนะปิดสนิทโดยทำงานภายใต้ความดันเพื่อทำ

ให้อุณหภูมิขึ้นสงูกว่า 100 องศาเซลเซียส มีหลายระบบแต่มีคุณลักษณะร่วมกัน ดังนี้ 

1. ระบบทำงานภายใต้ความดันและมีอุณหภูมิสงูกว่าอุณหภูมิน้ำเดือดมาก 

2. ระบบใช้ตัวกลางเพื่อถ่ายเทความร้อนให้กบัผลิตภัณฑ์ ตัวกลางที่ใช้มีทั้งไอน้ำ น้ำร้อน (โดย

ให้บรรจุภัณฑ์อยู่ใต้น้ำร้อน หรือสเปรย์ด้วยน้ำร้อน เป็นต้น) และไอน้ำผสมกบัอากาศ 

3. ระบบใช้ความดันเพิ่ม (Overpressure) ระหว่างการฆ่าเช้ือและการหลอ่เย็น เพื่อคงความ

สมบรูณ์ของภาชนะบรรจุไว้ และเพื่อใหเ้กิดสมดุลกับความดนัที่เกิดข้ึนในภาชนะบรรจุ ระบบนีจ้ำเป็น

สาหรับภาชนะบรรจุบางประเภทที่มีความทนทานที่จำกัดตอ่ความดันที่เกิดข้ึนภายในภาชนะบรรจุ

ตัวอย่างเช่นบรรจุภัณฑ์ออ่นตัว บรรจุภัณฑ์กึง่แข็งตัว ถาดสแตนเลส  (Metal trays) กล่องกระดาษ 

(Paperboard containers) และขวดแก้ว (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2560) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.4 คุณภาพและความปลอดภัยในนมพาสเจอร์ไรซ์ และสเตอร์รีไรซ์ 

น้ำนมพาสเจอไรซ์ (pasteurized milk) คือ ผลิตภัณฑ์นม (dairy product) ชนิดหนึ่งที่ผ่านการ
ฆ่าเช้ือด้วยความร้อนระดับการพาสเจอร์ไรซ์ (pasteurization) ซึ่งเป็นความร้อนที่ใช้เพื่อทำลาย
จุลินทรีย์ทีก่่อใหเ้กิดโรคในคน (pathogen) ทำให้น้ำนมปลอดภัยในการบริโภคและยบัยั้งการทำงาน
ของเอนไซม์ที่ทำให้น้ำนมเสื่อมเสีย เช่น เอนไซม์ไลเพส (lipase) ซึง่ไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์ในไขมัน
นมได้เป็นกรดไขมันอิสระ เช่น กรดบิวทริิก ซึง่ทำใหเ้กิดกลิ่นหืน แต่ความร้อนที่ใช้ไมส่ามารถทำลาย
จุลินทรีย์ทีเ่ป็นสาเหตกุารเสื่อมเสียของน้ำนมทกุชนิด ดังนั้นภายหลังการพาสเจอร์ไรซ์ ต้องเก็บรักษา
ผลิตภัณฑ์ไว้ที่อุณหภูมิ 5+2 องศาเซลเซียส  (cold storage) เพื่อควบคุมการเพิม่จำนวนของจุลินทรีย์
ที่ยังเหลอืรอดอยู่ เช่น แบคทีเรียที่ทนความร้อน (thermophilic bacteria) สปอร์ของแบคทเีรีย 
(bacterial spore) น้ำนมพาสเจอร์ไรซ์ มีอายุการเก็บรักษาได้ไม่เกิน 10 วัน นับจากวันที่บรรจุใน
ภาชนะบรรจุพรอ้มจำหน่าย  คุณภาพและมาตรฐานของนมพาสเจอไรซ์ มีกลิ่น รส ตามลกัษณะเฉพาะ
ของผลิตภัณฑ์ของน้ำนมนั้น จะมีเนือ้ของแข็งทั้งหมดไม่นอ้ยกว่าร้อยละ 8 ของน้ำหนัก สำหรับ
ผลิตภัณฑ์นมชนิดเหลว เมื่อทำการฆ่าเช้ือแล้วจะไม่มจีุลินทรีย์ที่ทำให้เกิดโรค และไมม่ีสารที่อาจเป็น
พิษ เช่น สารพิษจากจลุินทรีย์ และสารปนเปื้อนในปริมาณที่อาจเป็นอันตรายตอ่สุขภาพ ได้แก่ สาร
ตกค้างจากยาฆ่าแมลง สารปฏิชีวนะ และอะฟลาทอกซนิ (aflatoxin) เป็นต้น จะต้องตรวจพบ
แบคทีเรียในผลิตภัณฑ์ของน้ำนมชนิดเหลวทีผ่่านกรรมวิธีการพาสเจอร์ไรซ์ 1 มลิลลิิตร ได้ไม่เกิน 
10,000 ณ แหล่งผลิต และไม่เกิน 50,000 ตลอดระยะเวลาเมื่อออกจากแหลง่ผลิตจนถึงวันหมดอายุ
การบริโภคที่ระบุบนฉลาก และตรวจพบแบคทีเรียชนิดโคลฟิอร์ม (coliform) ได้ไมเ่กิน 100 ใน
ผลิตภัณฑ์นมชนิดเหลวทีผ่่านกรรมวิธีการพาสเจอร์ไรซ์ 1 มลิลลิิตร ณ แหล่งผลิต (พมิพ์เพ็ญ พรเฉลิม
พงศ์  และนิธิยา รัตนาปนนท์.2559) 

น้ำนมสเตอริไรซ์ (Sterilized Milk) คือ นมสดทีผ่่านการฆ่าเช้ือด้วยความร้อนสูงเป็นเวลานาน  
ต้องผ่านกรรมวิธีฆ่าเช้ือด้วยความร้อนไม่ต่ำกว่า 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานเพียงพอ ซึ่งจาก
กระบวนการข้ันตอนการผลิตและการบรรจุของนมสเตอริไรซ์นี้ จะทำให้วิตามินที่สำคัญบาง
ตัวอย่างเช่น วิตามิน บี 1 วิตามินบี 2 และวิตามินซี สูญเสียไปด้วย ดังนั้นนมสเตอริไรซจ์ึงไมเ่หมาะกับ
เด็ก ๆ ที่กำลังเจริญเติบโต และห้ามใช้เลี้ยงเด็กทารก เพราะจะทำให้เดก็เป็นโรคขาดอาหารได้ 
โดยทั่วไปนมชนิดนี้มักบรรจุในกระปอ๋งสแตนเลส ทีป่ิดสนทิ จึงสามารถเก็บได้นาน 1-2 ปื ประเภทนม
ของนมสเตอริไรซม์ีหลักๆ 3 ชนิด ได้แก่ 

ชนิดที่ 1 ได้แก่ นมสดพรอ้มดื่ม ซึง่เป็นนมสด 100 % และที่ข้างกลอ่งหรือกระป๋องจะเขียน

ว่า “นมสดสเตอรร์ิไรซ”์ ดื่มได้ทันที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0270/dairy-product-%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A0%E0%B8%B1%E0%B8%93%E0%B8%91%E0%B9%8C%E0%B8%99%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0428/pasteurization-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%8B%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0429/pathogen-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0680/enzyme-%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/5339/lipase
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1053/rancidity-%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%B7%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2955/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0725/cold-storage-%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B9%87%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0993/thermophilic-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%8A%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%93%E0%B8%AB%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1430/bacterial-spore-%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0177/aflatoxin%20%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%20bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1127/coliform%20%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%A1
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ชนิดที่ 2 คือ นมข้นไม่หวาน ซึ่งเป็นนมสดที่ระเหยเอาน้ำออกไปบางส่วน จึงทำให้นมข้นข้ึน 

และไม่ได้เติมน้ำตาลลงไป นมชนิดนี้นิยมใช้สำหรบัเตมิใสเ่ครื่องดื่มพวกน้ำชาหรือกาแฟ ซึ่งหากผสม

น้ำลงไป 1 เท่าตัวก็จะได้นมสดที่ด่ืมได้ทันทเีช่นกัน ในบางยี่ห้อจะมีการเติมน้ำมันปาล์มลงไปเรียกว่า 

“นมข้นแปลงไขมันชนิดไม่หวาน” ดังนั้นก่อนเลอืกซื้อ อยา่ลืมดูที่ฉลากข้างกระปอ๋งด้วยนะคะ และ

แนะนำว่าท่านควรซื้อชนิดที่เติมไขมันจะดีกว่าค่ะ เพราะจะมีคุณค่าทางโภชนาการดีกว่านมที่ไมเ่ติม

ไขมัน 

ชนิดที่ 3 ได้แก่นมข้นหวาน ซึ่งจะมีรายละเอียดต่างหาก  

 เวลาซื้อควรสังเกตดูวันที่ผลิตและวันหมดอายุของนมที่ก้นกระป๋อง และหลังจากทีเ่ปิดใช้แล้ว 

ควรเก็บไว้ในตู้เย็น เพื่อนมจะได้ไม่เสื่อมคุณภาพเร็ว ปัจจบุันนมสเตอริไรซท์ี่ขายอยู่ในท้องตลาดจะมี

หลายชนิด ที่สำคัญไม่ว่าจะเป็นนมพาสเจอร์ไรซ์ นมยูเอชที หรือนมสเตอริไรซ์ ผู้บริโภคต้องตรวจสอบ

ฉลาก สังเกตวัน เดือน ปีที่ผลิต หรือวันหมดอายุ ช่ือ และที่ตั้งของผูผ้ลิต เลขสารบบอาหาร ในกรอบ

เครื่องหมาย อย. เป็นอันดบัต้นๆ กอ่นการตัดสินใจซื้อนม เพือ่ความปลอดภัยของผู้บริโภค การเน่าเสีย

ของนมพรอ้มดื่ม อาจเกิดไดห้ลายกรณี ทั้งทางด้านกระบวนการผลิต ที่อาจใช้ความร้อนสงูไม่เพียงพอ

หรือใช้เวลาฆ่าเช้ือน้อยเกินไป การบรรจุที่ไม่ถูกสุขลกัษณะ ทำให้มีการปนเปื้อนหรอืการบรรจุถุง ขวด 

ที่ไม่สะอาด เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ในอุณหภูมิที่ไมเ่หมาะสม รวมถึงลักษณะการขนสง่ที่ไม่ถูกต้อง

เหมาะสม ก็อาจเป็นสาเหตุให้ภาชนะบรรจุนมมีการรั่วซึม ทำให้จลุินทรีย์จากภายนอกปนเปื้อนเข้าไป 

เป็นสาเหตุให้นมเสียได้  

 

2.5 ความปลอดภัยของสารเคมีท่ีใช้และหลักเกณฑ์ท่ีใช้ในโรงงานอุตสาหกรรม 

สารฆ่าเช้ือ (sanitizer) อาจเรียกว่า sanitizing agent หรือ disinfectant หมายถึง สารที่ใช้

เพื่อลดปรมิาณจลุินทรีย์ เช่น รา ยสีต ์แบคทีเรีย โดยเฉพาะจุลินทรียก์่อโรค (pathogen) รวมถึง

สปอร์ของรา และสปอร์ของแบคทีเรียทีป่นเปื้อนที่พื้นผิว เช่น เครื่องจักรอุปกรณ์แปรรปูอาหาร และ

พื้นผิวสัมผสัอาหาร ให้อยู่ในระดบัที่ปลอดภัยต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค ปัจจัยที่มผีลตอ่ประสทิธิภาพ

ของ sanitizer ได้แก ่

1. ความเข้มข้นของสารเคมี โดยทั่วไปพบว่าทีส่ารเคมีทีม่ีความเข้มข้นสงูกว่าจะมีประสทิธิภาพใน

การยับยัง้หรือทำลายจลุินทรีย์ได้ดีกว่าและประสิทธิภาพของสารเคมจีะมีความแตกต่างกันไปตาม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0831/mold-%E0%B8%A3%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0555/yeast-%E0%B8%A2%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0429/pathogen-%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C%E0%B8%81%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%84
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1430/bacterial-spore-%E0%B8%AA%E0%B8%9B%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2
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กลุ่มของจลุินทรีย์ เช่น คลอรีนจะมีผลในการยับยั้งหรือทำลายไวรัสแ ละสปอร์ของแบคทีเรียเมื่อใช้ที่

ความเข้มข้นสูงเท่านั้น 

2. เวลาทีส่ารเคมสีัมผัสกับจุลินทรีย์ (contact time) เมื่อปลอ่ยให้เวลาทีส่ารเคมีสมัผสักบั

จุลินทรีย์นานข้ึน จะทำให้จลุินทรีย์ถูกยับยัง้หรือถูกทำลายมากข้ึนไปด้วย 

3. ค่า pH ของ sanitizer ของสภาพแวดล้อมจะมีผลต่อประสิทธิภาพของ sanitizer เช่น 

ประสิทธิภาพของไฮโพคลอไรต์ (hypochlorites) จะข้ึนอยู่กับปริมาณของสัดส่วนในรปูทีเ่ป็นกรดไฮ

โพคลอรัส (hypochlorous) ที่ไม่แตกตัวในสารละลาย ซึ่งจะข้ึนอยู่กบัค่า pH ของสารละลายกรดไฮ

โพคลอรัสในรูปที่ไม่แตกตัว จะเข้าสู่ภายในเซลล์ทำลายเมแทบอลิซึมของเซลล์ โดยการออกซิไดส์สาร

ต่างๆ ถ้าความเป็นกรด (acidity) ของสารละลายเพิม่ขึ้น ปรมิาณของกรดในรูปที่ไม่แตกตัวจะสูงข้ึนไป

ด้วย ตัวอย่างเช่น ค่า D ของสปอร ์Bacillus cereus ในสารละลายคลอรีนความเข้มข้น 25 ส่วนใน

ล้านส่วน คือ 2.5 นาที ที่ pH 6.0 แตจ่ะเพิ่มข้ึนเป็น 20 นาที ที่ pH 9.0 เป็นต้น                     

4. ความกระด้างของน้ำ (hardness of water) มีผลต่อ sanitizer บางชนิด เนือ่งจากผลของ

แคลเซียมและแมกนีเซียมไอออนอาจช่วยป้องกันไม่ใหส้ารประกอบควอเตอร์นารีแอมโมเนียมไป

ทำลายเซลล์เมมเบรนของแบคทเีรีย เป็นต้น 

5. ปริมาณของจลุินทรีย์ ถ้ามปีรมิาณจลุินทรีย์มากจะทำใหก้ารฆ่าเช้ือยากขึ้น ถ้าใช้ sanitizer ที่

ความเข้มข้นเดียวกันพบว่า ถ้ามีจลุินทรีย์มากกว่าจะใช้เวลาในการสมัผสัจลุินทรีย์ เพื่อทำลายเช้ือนาน

มากขึ้น 

6. ชนิดของจลุินทรีย์ ความทนต่อ sanitizer ของจลุินทรีย์ชนิดต่างๆ จะแตกต่างกัน เช่น 

สารประกอบควอเตอร์นารีแอมโมเนียม ซึ่งมปีระสทิธิภาพสงูในการทำลายแบคทเีรียแกรมบวก แต่ไม่

มีผลทำลายสปอร์แบคทีเรีย ส่วนคลอรีนมปีระสิทธิภาพในการทำลายแบคทีเรียและสปอร์ ยสีต์ เช้ือรา

และไวรัส โดยจะข้ึนอยู่กับความเข้มข้นที่ใช้ 

7. ปริมาณของสารอินทรียท์ี่มีอยู่ ซึง่อาจมีผลปกป้องจลุินทรีย์จาก sanitizer สารเคมีทีม่ีสมบัติ

เป็นตัวออกซิไดส์ทีรุ่นแรงจะสามารถทำปฏิกริิยากับสารอินทรีย์ได้หลายชนิดและมผีลทำให้

ประสิทธิภาพในการยบัยั้งจุลินทรียล์ดลง ตัวอย่างเช่น คลอรีน ซึ่งสามารถออกซิไดส์สารอินทรีย์ต่างๆ 

ในน้ำได้ แต่ปริมาณที่เติมลงไปในน้ำจะต้องมีการคำนวณเพื่อให้มปีรมิาณของคลอรีนในรปูคลอรีนที่

เหลืออยู่ (residual chlorine) ทีส่ามารถให้ผลในการทำลายจุลินทรีย์ได้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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8. อุณหภูมิขณะที่ใช้สาร sanitizer จากการที่อัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีจะเพิ่มข้ึนเมื่ออุณหภูมิ

สูงข้ึน ดังนั้นเมือ่อุณหภูมสิูงข้ึน sanitizer (ทีม่ีประสทิธิภาพเฉพาะในช่วงอุณหภูมิหนึ่งๆ) จะมี

ประสิทธิภาพสงูข้ึนในการทำลายหรือยบัยั้งจุลินทรีย์ 

การฆ่าเช้ือโรค (disinfectant หรือ sanitizing) เป็นการทำลายหรือลดจำนวนจลุินทรีย์ให้อยู่ 

ในระดับที่ยอมรบัได้ ซึ่งไมจ่ำเป็นต้องกำจัดหรือทำลายสปอร์ของจุลินทรีย์ก็ได้ ต่างจากการฆ่าเช้ือ 

แบบสเตอริไลส์ (sterilization) ที่เป็นการกำจัดหรือทำลายจุลินทรียร์วมทั้งสปอร์ของจลุินทรีย์อย่าง 

สมบรูณ์ ในการทำความสะอาดอปุกรณ์เครื่องมือเครื่องใช้ในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารนั้นมีการใช้ 

ความร้อนในการฆ่าเช้ือทั้งชนิดความร้อนช้ืน ที่ช่วยทำให้เซลล์ของจุลินทรียส์ูญเสียสภาพหรือจบัตัว 

กันเป็นกอ้น ส่วนความร้อนแหง้ทำให้เซลล์ของจุลินทรีย์แห้งตายและเกิดปฏิกิริยาออกซเิดชัน 

สารชะล้างหรือสารทำความสะอาดในโรงงานอุตสาหกรรมอาหารมกัเป็น สารผสมของสารที่

มีคุณสมบัติต่างๆกัน เพื่อให้ใช้ได้หลากหลาย ดังนั้นควรพิจารณาเลอืกใช้ให้ เหมาะสมกับประเภทของ

สิ่งสกปรก ลกัษณะพื้นผิวของเครื่องมือ เครื่องจักร อปุกรณ์และวิธีการทำความสะอาด ควรศึกษา

ข้อมูลและข้อควรระวังในการใช้สารเหล่าน้ี โดยมีข้อมูลความปลอดภัยในการใช้สารเหล่าน้ี  

ดังนั้น สารประกอบประเภทกรด (acid sanitizers) กรดอินทรีย์และกรดอนินทรีย์ เช่น กรด

น้ำส้ม (acetic acid) กรดแลคติก (lactic acid) กรดโพรพิโอนิก (propionic acid) กรดเปอร์อะซิติก 

(peracetic acid) รวมกับสารลดแรงตึงผิวประจลุบ (anionic surfactant) ช่วยในการฆ่าเช้ือพื้นผิวที่

ทำด้วยเหล็กปลอดสนิมมปีระสิทธิภาพในการทำลายซัลโมเนลล่า และลสิทีเรียได้ดี  

เอทานอล (Ethanol) เป็นสารประกอบอินทรีย์ทีม่ีหมูฟ่ังก์ชันไฮดรอกซลิ Hydroxyl (-OH) 

ทำพันธะกับอะตอมคารบ์อนของหมู่แอลคิล (R-) โดยโครงสร้างของแอลกอฮอลท์ั่วไปนั้น มีสูตรทั่วไป

อย่างง่ายคือ CnH2n+1OH เป็นสารประกอบไฮโดรคารบ์อนที่เป็นสายตรง เมื่อทำปฏิกริิยากับโลหะ 

เช่น โซเดียม (Na) จะเกิดปฏิกิริยาแทนที่และให้ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ออกมา ซึ่งถือเป็นคุณสมบัตทิาง

เคมีที่ใช้บ่งบอกความเป็นแอลกอฮอล์ได้ 

ตัวอย่างสมการเคมเีมื่อทำปฏิกริิยากับโลหะ 

2CH3OH + 2Na -----> 2CH3ONa + H2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ลักษณะทั่วไปทีส่ำคัญของแอลกอฮอล์ คือ เป็นสารที่ไมม่ีสี ไม่มีกลิ่น ติดไฟได้ และสามารถละลายน้ำ

ได้ดีเพราะแรงยึดเหนี่ยวระหว่างโมเลกุลแบบมีขั้ว (Dipole Interactions) ซึง่ทำให้แอลกอฮอล์

สามารถละลายน้ำได้ดีเนื่องจากเป็นสารละลายมีขั้วเหมอืนกนักับน้ำ 
 

ภาพท่ี 2.5.1 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของเอทานอล (Ethanol) 
ที่มา : สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา(2551) 

  

กรดอะซิติก ( Acetic Acid ) หรอื กรดน้ำส้ม คือ กรดอินทรีย์หรือสารประกอบเคมีอินทรีย์ที่

พบได้ในธรรมชาติมีฤทธ์ิเป็นกรดอ่อน มลีักษณใส ไม่มสีี มีกลิ่นฉุนที่เป็นเอกลกัษณ์ มีรสเปรี้ยว ระเหย

ง่าย ละลายได้ในน้ำ แอลกอฮอล์ กลเีซอรีน มีความเสถียร มสีูตรทางเคมี CH3COOH ใน

อุตสาหกรรมจะใช้กรดอะซิติกที่สังเคราะห์ได้จากกระบวนการทางวิทยาศาสตร์ได้เป็นกรดอะซิติกซึ่งมี

ความบริสทุธ์ิต่ำ มีการเจือป่นของโลหะหนัก กรดอะซิตกิกแบบนี้จะมรีาคาถูกจึงนิยมนำมาใช้ใน

อุตสาหกรรม เช่น การผลิตพลาสติก การผลิตสีย้อมผ้า การผลิตเส้นใยโพลเิมอร์ ผลิตกาว 

อุตสาหกรรมสิ่งพิมพ์และใช้ในอุตสาหกรรมฟอกหนัง เป็นต้น 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.5.2 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของกรดน้ำส้ม (Acetic acid) 
ที่มา : สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา(2551) 

 

กรดน้ำสม้ (Acetic acid) 

เอทานอล (Ethanol) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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กรดเปอรอ์ะซิติก (Peracetic acid) คือสารเคมทีี่มีความสามารถทำลายสปอร์อย่าง

สมบรูณ์  เช่นเดียวกับรปูแบบการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์  หรือไม่สมบรูณ์ทำลายเพียงรูปแบบการ

เจริญเตบิโตของสิ่งมีชีวิต พวกเขามีความแตกต่าง  ไปจากการฆ่าเช้ือ  ซึง่เป็นสารต้านการติดเช้ือ ใช้

กับมนุษย์และสัตว์อื่น ๆ ควรใช้งานได้ทันที  กอ่นที่จะปิดฝาและเริ่มต้นใช้งาน    ต้องผสมกรดเปอร์

อะซิติกเข้มข้นเจอืจาง 0.2% กับน้ำกรอง (0.2 ไมครอน) เจอืจางกรดเปอร์อะซิตกิ  และผสมใหเ้ข้า

กันเป็นเวลา 12 นาที  กลไกการออกฤทธ์ิของกรดเปอรอ์ะซติิก  เป็นสารออกซิไดซ์   ซึ่งโปรตีน de-

natures จะรบกวนเซลล ์ ซึมผ่านผนัง  (สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2551) 

  

ภาพท่ี 2.5.3 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของกรดเปอร์อะซิติก(Peracetic acid) 
ที่มา : สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา(2551) 

 

2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 การทดลองของ (Altenhofen และคณะ, 2015) กล่าวว่า ระบบทัง้หมดต้องได้รบัการฆ่าเช้ือ 

โดยการหมุนเวียน สารละลายเอทานอลที่มีความเข้มข้น 70%  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา

ประมาณ 30 นาที จากนั้นแผ่น สแตนเลส จะถูกส่งไปยงัที่ sterile support และเลื่อนเข้าไปใน ster-

ilization chamber อย่างระมัดระวัง หมุนปิด ฝาครอบ ภายใต้สภาวะปลอดเช้ือและการตั้งค่าทัง้หมด 

ทำให้ร้อนโดยความต้านทานไฟฟ้าจนถึงค่าที่ตัง้ไว้ เมื่ออุณหภูมิถึงค่าที่กำหนดแล้วเปิดปัม๊ CO2 แล้ว

จะทำให้วาล์วท่อทางเข้าและวาล์วท่อของ ทางออกปิด เพื่อปล่อย CO2  ลงในท่อ  เมื่อสิ้นสุดระยะเวลา

การฆ่าเช้ือวาล์วท่อของทางออกจะเปิดข้ึน เพื่อให้สามารถทำการปรบัระบบได้เก็บแผ่น สแตนเลส 

สำหรับการวิเคราะห์ทางจลุชีววิทยา  

กรดเปอรอ์ะซิติก(Peracetic acid) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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Altenhofen และคณะ (2015) ได้ศึกษาการฆ่าเช้ือ ด้วยวิเคราะหผ์ลของอุณหภูมิ 30 และ 

60 องศาเซลเซียส และเวลาในการฆ่าเช้ือ (1, 2 และ 3 ช่ัวโมง) ทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือ 

G. stearothermophilus ที่ความดันคงที่ ที่ 30 MPa พบว่า การลดจำนวนสปอร์ของ G. stea-

rothermophilus หลังจากการฆ่าเช้ือลดลง เพียงเล็กน้อย (น้อยกว่า 1 log cycle)  ซึง่แสดงให้เห็น

ว่า สปอร์ของเช้ือมีความต้านทานสูงต่อการฆ่าเช้ือ  อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพการยบัยั้งเช้ือเพิม่ขึ้น 

เมื่อเพิ่มอุณหภูมิและเวลาในการฆ่าเช้ือ  ผลการทดลองมคีวามสอดคล้องกับ การทดลองที่เกี่ยวกับ

กลไกการยับยัง้สปอร์ของแบคทเีรีย ปจัจัยทีส่่งผลต่อการยับยั้งของแบคทเีรีย และการฆ่าเช้ือด้วย SC-

CO2 ที่ความดัน 30 MPa และอุณหภูมปิานกลาง สามารถยบัยั้งเซลล์แบคทเีรียได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

แต่การฆ่าเช้ือ SC-CO2 เพียงอย่างเดียว ไม่เพียงพอที่จะยบัยัง้สปอร์ของแบคทเีรีย เนื่องจากโครงสร้าง

ที่ซับซ้อน แสดงให้เห็นว่า  อุณหภูมิ มีบทบาทสำคัญในกระบวนการยับยัง้สปอร์  อย่างไรก็ตาม ฤทธ์ิ

ยับยั้งสปอร์ โดยการทำงานร่วมกันของ SC - CO2 และ nisin สามารถนำมาประกอบกับกลไก หลาย

อย่างที่เกิดข้ึนพร้อมกันผ่านข้ันตอนที่ซบัซ้อนและสัมพันธ์กนั จึงให้เพิม่ประสทิธิภาพการยับยัง้ของ

แบคทีเรีย 

 Maria และคณะ (2019) ไดร้ายงานว่า สารเคมีจะช่วยลดแรงตึงผิว และสามารถทำลาย

องค์ประกอบของนม (ไขมัน โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต) ได ้ในขณะเดียวกันสารเคมี จำพวกกรดยังมี

ความสามารถในการฆ่าเช้ือองค์ประกอบที่เกี่ยวข้องกับปฏิกริิยายาระหว่างไบโอฟิล์มกับผนังเซลล์ได้   

Dlugokenski และคณะ (1997) ได้รายงานว่า TSA ไดร้ับการพิจารณาว่าเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่เหมาะกบัการเจริญที่ดีที่สุด ซึง่ใหผ้ลการตรวจนับโคโลนีที่ชัดเจนและนบัได้ง่ายต่อเจรญิของสาย

พันธ์ุที่ใช้ทดสอบ นอกจากแคลเซียม ซึ่งได้รบัการรายงาน ว่าจะเพิ่มการฟื้นตัวของเช้ือ G. stea-

rothermophilus  สรปุได้ว่าจากการศึกษาครั้งนี้จะให้ข้อมลูในการปรบัปรุงการเปลี่ยนแปลงของ G. 

stearothermophilus โดยการเลือกใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ TSA สำหรับการเพาะเลี้ยงเช้ือ บ่มที่ 55 องศา

เซลเซียส G. stearothermophilus เป็นแบคทเีรียชอบอุณหภูมิสงู (thermophilic bacteria) 

ต้องการออกซเิจนในการเจริญ (aerobic bacteria ) และอณุหภูมิที่สงูสุดในการเจรญิ   65 - 75 องศา

เซลเซียส  และ อุณหภูมิที่ต่ำทีสุ่ดทีเ่ช้ือสามารถเจรญิได้ 40 องศาเซลเซียส  และทนต่อกรดได้เล็กน้อย 

แบคทีเรียไม่สามารถเจรญิที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียสได ้แต่อุณหภูมิที่เหมาะสมแก่การเจริญที่สุด 

คือ 55 องศาเซลเซียส  ด้วยอัตราการเจริญทีร่วดเร็ว (เวลาในการแบ่งตัวแบบทวิภาค (binary fission) 

15-20 นาที )  ค่า pH ต่ำสุดสำหรบัการเจรญิของ G.cstearothermophilus คือ 5.2   และค่า aw 

ต่ำสุดสำหรบัการเจริญที่อุณหภูมิทีเ่หมาะสมคือ  0.93 %   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง  

 

3.1  อาหารเลีย้งเชื้อและสารเคมี  

3.1.1 อาหารเลี้ยงเช้ือ          

Plate count agar (PCA)    HIMEDIA, India 

Trypticase soy agar (TSA)  HIMEDIA, India 

Trypticase soy broth (TSB)  HIMEDIA, India 

3.1.2 สารเคมี  

Acetic acid 99.8%  Merck K GaA, Germany 

Ethanol 95%   Excise Department, Thailand 

Peptone    (Himedia,India) 

Peracetic acid     

สีครสิตัลไวโอเลต Gram Crystal violet  

 สซีาฟรานิน  (Gram safranin o)  

 สารละลายไอโอดีน  (Gram iodine)  

 สีย้อมสปอร์ มาลาไคท์ กรีน (Malachite green) 

 

3.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

3.2.1 อุปกรณ์  

กระบอกตวง (Cylinder) 

กระจกสไลด์ (Microscope slide) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ขวดดูเรน (Laboratory bottle) 

ขวดแยมและฝาเจาะรู  

ไม้พันสำลกี้าวยาว   

จานเพาะเช้ือ (Petri dish) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 มลิลเิมตร  

จานเพาะเช้ือพลาสติก (Plastic petri dish)  

ซ้อนตักสาร (Spatula) 

ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 

ถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ (Steriled plastic bag) 

แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) 

บีกเกอร์ (Beaker) 

ปากคีบ (Forcep) 

ปิเปต (Graduated pipette) 

ปิเปตทิป (Pipette tips) 

แผ่นสแตนเลส  (Metal) 

ลูกยางดูดปิเปต (Rubber bulb)  

หลอดทดลอง (Test tube) 

หลอดหยด (Dropper) 

ห่วงเข่ียเช้ือ (Loop) 

3.2.2 เครือ่งมอื   

กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (Bright field Microscope)   

หม้อนึ่งฆ่าเช้ือความดันไอน้ำ (Autoclave)    Tommy, Japan 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ไมโครปเิปต (Micropipette)               Eppendorf, Germany  

เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง (Analytical balance)      Ohaus Corp.Pine Brock, U.S.A 

เครื่องเขย่าหลอดทดลอง (Vortex Mixer)  Scientific Industries , U.S.A 

ตู้บ่มเช้ือ  (Incubator)      Eppendorf, Germany  

ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator Shaker)    Eppendorf, Germany  

ตูล้ามิน่า (Lamina air flow cabinet) 

อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)    

 

3.3 ขั้นตอนและวิธีการทดลอง           

        3.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) 

3.3.1.1 การศึกษาลักษณะโคโลนีของเช้ือ  

                ทำการสังเกตลักษณะโคโลนีเดี่ยวทีเ่จริญบนอาหาร TSA   โดยทำการสงัเกตลักษณะของ

โคโลนี ต่อไปนี้ ขนาด (Size)  รปูร่าง (Form) ลกัษณะการนูน (Elevation)  ขอบโคโลนี (Margin)  

และผิวโคโลนี  

3.3.1.2  การศึกษาลกัษณะโครงสร้างของเช้ือ โดยการย้อมสีแบบแกรม   

นำเช้ือ G. stearothermophilus ทีท่ำการเลี้ยงเช้ือใน TSA slant บ่มทีอุ่ณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ในการศึกษาลักษณะโครงสร้างของเช้ือ โดยการยอ้มสีแบบแกรม 

(นารีรัตน์ คงเพชร, 2557) 

3.3.1.3 การศึกษาลักษณะสปอร์และการสร้างสปอร์ของเช้ือ  Geobacillus stearother-

mophilus                     

นำเช้ือ G. stearothermophilus ทีท่ำการเลี้ยงเช้ือใน TSA slant บ่มที่อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นำมาทำการศึกษาลกัษณะสปอร์และการสร้างสปอร์ของเช้ือ   

โดยการย้อมสปอร์ (Spore Stain) (นารีรัตน์ คงเพชร, 2557) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3.3.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรบัการเพาะเลี้ยงเช้ือ  Geobacillus stearother-

mophilus      

ทำการเตรียมอาหาร TSA ที่ปราศจากเช้ือลงในเพลตที่ใช้บ่มเช้ือ แล้วทำการฆ่าเช้ือโดย

การนำเข้าเครื่องยูวี ในตู้ปลอดเช้ือ (Laminar Air Flow) จากนั้นนำห่วงเข่ียเช้ือ (loop) ลนไฟใหร้้อน

แดง ถ่ายเช้ือจากหลอดอาหารเอียงที่มเีช้ือ G. stearothermophilus ลงบนเพลตอาหาร TSA 1 ลูป 

โดยใช้วิธี Streak plate แล้วนำไปบม่ที่อุณหภูมิ 35 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ทำ

การวิเคราะห์และเปรียบเทียบปริมาณเช้ือที่เจรญิทั้งหมด    

 

3.3.3  การฆ่าเช้ือปนเปือ้นบนพื้นแผ่นสแตนเลส  

                     ทำการล้างแผ่นสแตนเลส  เพื่อให้แผ่นสแตนเลส ทุกแผน่มีสภาวะที่ใกล้เคียงกัน 

ก่อนนำมาทำการศึกษาในการฆ่าเช้ือปนเปื้อน  โดยการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส นั่น  

จะใช้วิธีทางเคมี (Chemical means)   ใช้สารเคมีในการฆ่าเช้ือ  โดยการนำแผ่นสแตนเลส แช่ใน

สารเคมี ซึ่งสารเคมีที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี้ มี 3 ชนิด สารเคมีแต่ละชนิดจะที่มีความเข้มข้นและเวลาใน

การฆ่าเช้ือแผ่นสแตนเลส ที่แตกต่างกัน ดังนี้  

1. Acetic acid ความเข้นข้นที่ใช้ในการฆ่าเช้ือ 10%, 20%, 30% ทีเ่วลา 30, 60 นาที 

2. Ethanol 70% ที่เวลา 1, 2, 3, 4, 5, 15, 30 และ 60 นาที  

3. Peracetic acid ความเข้นข้นที่ใช้ในการฆ่าเช้ือ 1%, 2%, 3%, 5% ที่เวลา0.5, 1, 

2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, และ 60 นาที  

     แผ่นสแตนเลส ที่ผ่านการฆ่าเช้ือปนเปื้อนแล้ว นำไปวางบนอาหาร TSA และทำการ

บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   แล้วทำการนบัจำนวนโคโลนีและทำการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการยบัยั้งเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส  

 

3.3.4 การหาเช้ือเริม่ต้น  

     ในการศึกษาครั้งนี้ ต้องการเช้ือเริ่มต้นของเช้ือ G. stearothermophilus  ที่ 10-3   - 10-6  

ก่อนทำการเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวสแตนเลส  ทำการถ่ายเช้ือ G. stearothermophilus  โดยการเข่ียเช้ือ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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จาก TSA slant ด้วยห่วงเข่ียเช้ือ (Loop)  ลงในหลอดอาหาร TSB แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง  แล้วทำการ Swab test เจอืจางตัวอย่างเช้ือเริ่มต้นตามลำดับ (Serial 

dilution) ) โดยการเข่ียเช้ือจาก TSA slant ด้วยห่วงเข่ียเช้ือ (Loop)  ลงในหลอด Peptone water 

0.1 %  9 มิลลิลิตร เขย่าเพื่อทำให้ผสมเข้ากัน ด้วยวิธีการใช้เครื่องเขย่าหลอดทดลอง (Vortex Mixer) 

จะได้ตัวอย่างที่มรีะดับเจอืจางที่ 10-1  แล้วใช้ไมโครปเิปตดูดระดับเจือจางที่ 10-1  1 มิลลลิิตร  ใส่ลง

ในหลอด Peptone water 0.1 %  9 มิลลิลิตร เขย่าเพื่อทำให้ผสมเข้ากัน ด้วยใช้เครื่องเขย่าหลอด

ทดลอง (Vortex Mixer) จะได้ตัวอย่างตัวอย่างที่มรีะดับเจอืจางที่ 10-2  แล้วนำการเจอืจางตอ่ที่ 10-3  

, 10-4  ,  10-5  , 10-6  จนไดร้ะดับการเจือจางที่ตอ้งการ  10-1  ถึง  10-6  แล้วทำการวิเคราะห์ปริมาณ

เช้ือที่เจรญิทั้งหมดโดยวิธี Spread plate บน TSA แล้วนำไปบ่มทีอุ่ณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง   แล้วทำการนับจำนวนโคโลนี ซึ่งช่วงโคโลนีอยู่ระหว่าง 30- 300 โคโลนี แล้วคำนวณ

ปริมาณเช้ือที่เจรญิใน TSA  โดยใช้วิธีการคำนวณเป็น CFU/ml     

 

3.3.5 การเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส 

     ก่อนทำการเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส ต้องทำการถ่ายเช้ือจาก TSA slant ลงใน

หลอดอาหาร TSB  ด้วยห่วงเข่ียเช้ือ (Loop) 1 ลปู บ่มทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง เช้ือต้องมีเช้ือเริม่ต้น อยู่ระหว่าง 103 - 106และทำการฆ่าเช้ือทีป่นเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตน

เลส ข้อ 3.3.3)  ก่อนทำการเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส โดยการเลี้ยงเช้ือจะแบ่งออกเป็น  2 วิธี 

ดังนี้ 

3.3.5.1 การเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวสแตนเลส ด้วยตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator Shaker)  

      ทำการถ่ายเช้ือจากหลอดอาหาร TSB 5 มลิลิลิตร และนำแผ่นสแตนเลส ปลอดเช้ือ ใส่

ลงในขวดแยมที่มีอาหาร TSB  50 มลิลิลิตร แล้วทำการบ่มด้วยตู้บม่เช้ือแบบเขย่า (Incubator 

Shaker) ที่ควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 วัน ทำการเกบ็รวบรวมข้อมลูอย่างนอ้ย 5 

วัน  เพื่อหาปรมิาณเช้ือเริ่มต้นบนหน้าพื้นผิวแผ่นสแตนเลส 

3.3.5.2  การเลี้ยงเช้ือบนพื้นผิวสแตนเลส ด้วยอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

และมีการให้อากาศ ด้วยตัวปั้มอากาศ 

              ทำการถ่ายเช้ือจากหลอดอาหาร TSB 10 มลิลลิิตร และนำแผ่นสแตนเลส ปลอดเช้ือ 

ใส่ลงในขวดที่มอีาหาร TSB  100 มิลลลิิตร แล้วทำการบ่มในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ทำการเก็บรวบรวมข้อมลูอย่างนอ้ย 5 วัน  เพื่อหา

ปริมาณเช้ือเริม่ต้นบนหน้าพื้นผิวแผ่นสแตนเลส 

 

3.3.6 การหาปริมาณเช้ือเริม่ต้นบนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส 

                 ในการหาปรมิาณเช้ือเริ่มต้นบนพื้นผิวหน้าแผน่สแตนเลส ใช้วิธีการ Swab test บนพื้น

ผิวหน้าแผ่นสแตนเลส  โดยนำไมพ้ันสำลีทีผ่่านการฆ่าเช้ือแล้ว มาชุบกับ Peptone water 0.1 %  ใน

หลอด ก่อนทำการ Swab บนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส ใหท้ั่ว แล้วทำการหักไม้พันสำล ีลงในหลอด 

Peptone water 0.1 % แล้วทำเขย่าด้วยใช้เครื่องเขย่าหลอดทดลอง (Vortex Mixer) จะได้ตัวอย่าง

ที่มีระดบัเจือจางที่ 10-1  แล้วทำการเจือจางตัวอย่างเช้ือเริ่มต้นตามลำดับ (Serial dilution) ระดบัการ

เจือจางที่  10-1   ถึง  10-6  แล้วทำการวิเคราะหป์ริมาณเช้ือที่เจริญทั้งหมดโดยวิธี Spread plate บน 

TSA แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมทิี่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   แล้วทำการนบัจำนวนโคโลนี

และคำนวณปริมาณเช้ือเริม่ต้นบนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส 

 

3.3.7 การยับยั้งเช้ือ Geobacillus stearothermophilus   บนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส 

        ในการยับยั้งเช้ือ G. stearothermophilus    จะใช้วิธีทางเคมี (Chemical means) 

โดยการแช่สารเคมีตาม ข้อ 3.3.3 การฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส แล้วใช้วิธีหาปรมิาณ

เช้ือเริม่ต้นบนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส (ข้อ 3.3.6)  แล้วทำการบม่ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง แล้วทำการนับจำนวนโคโลนีและคำนวณปริมาณเช้ือที่เจรญิได้ เพื่อดูประสิทธิภาพ

ของสารเคมีที่ใช้ในการยับยั้งเช้ือ G. stearothermophilus     
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์  

 การศึกษางานวิจัยเรื่องการยบัยั้งเช้ือ Geobacillus stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่น

สแตนเลส เนื่องจาก เช้ือ G.stearothermophilus  เป็นเช้ือสร้างปัญหาให้กบัโรงงานอุตสาหกรรม

อาหาร เช่น โรงงานงานนม ซึ่งเช้ือจะก่อตัวเป็นไบโอฟลิ์มในท่อสแตนเลส ที่ใช้ในการขนสง่นมพาส

เจอร์ไรซ์ และเช้ือจะมีการสร้างสปอร์ ทำใหเ้ช้ือมสีามารถทนความร้อนในอุณหภูมิพาสเจอร์ไรส์ได้   

 

4.1 ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) ของเชื้อ Geo-

bacillus stearothermophilus  

จาการศึกษาลักษณะโครงสร้างของเช้ือ G. stearothermophilus  โดยการย้อมสีแบบแกรม 

(gram staining) (ภาพที่ 4.1 a)  พบว่า เช้ือ G. stearothermophilus เป็นแบคทเีรียแกรมบวก ( 

Gram positive bacteria ) และเป็นแบคทีเรียแกรมลบ ( Gram negative bacteria ) โดยมี

ความสามารถติดสียอ้มแกรมทัง้สองสี เรียกว่า Gram variable ซึ่งเกี่ยวข้องกบัผนังเซลล์ของเช้ือ

แบคทีเรีย รปูทรงของเช้ือแบคทเีรียเป็นแทง่   ( rod shape)   และ ลักษณะโคโลนีเดี่ยวของเช้ือ โดย

การสงัเกตลักษณะโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร TSA (ภาพที่ 4.1 c)  พบว่า ลักษณะของเช้ือเป็นโคโลนีเดี่ยว 

สีขาวขุ่น รูปร่างกลม (Circular)  ขอบของโคโลนเีป็นขอบเรยีบไม่มีรอยหักเว้า (Entire) ลักษณะความ

นูนของโคโลนีค่อนข้างหนา ส่วนบนเรียบ มีขอบทำมุมลาดเอียงกับผิวอาหาร (Raised)  ผิวโคโลนี เป็น

ผิวหน้าเรียบและเยิม้คล้ายเมือก (mucoid)  ในการศึกษาลักษณะสปอร์และการสร้างสปอร์ของเช้ือ 

โดยทำการศึกษาด้วยวิธีการย้อมสปอร์ (Spore Stain)  (ภาพที่ 4.1b)  พบว่า เช้ือมีการสร้างสปอร์ได้

ดี ในช่วง 24-48 ช่ัวโมง ซึ่งอยู่ในช่วง Stationery phase  ของช่วงการเจรญิเช้ือ 
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https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9C%E0%B8%99%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C


21 
 

 

 

 

  

 

(a)                                      (b) 

(c) 

      ภาพท่ี 4.1 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) ของเช้ือ Geobacillus  
       stearothermophilus: (a) ลกัษณะโครงสร้างของเช้ือ G.stearothermophilus  โดยการยอ้มสี  แบบ

แกรม (gram staining); (b) ลกัษณะสปอร์และการสร้างสปอร์ของเช้ือ โดยการย้อมสปอร์ (Spore 
Stain); (C) ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ G.stearothermophilus  บนอาหาร TSA 

 

4.2  ผลการเจริญของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus ในอุณหภูมิท่ี 35 และ 60  

องศาเซลเซียส    

 จากการศึกษาอุณหภูมิทีเ่หมาะสมกับการเจริญของเช้ือ G. stearothermophilus  ทั้งสอง

อุณหภูมิ ทำการทดสอบโดยการถ่ายหัวเช้ือ G. stearothermophilus ลงบนหลอดอาหารเอียง TSA 

Slant และทำการแยกเช้ือบรสิุทธ์ิโดยวิธี Streak plate ซึง่อาศัยหลกัการของ Aseptic technique 

แล้วนำไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทำการ

เปรียบเทียบปรมิาณเช้ือที่เจริญ พบว่า เช้ือ G. stearothermophilus มีอัตราการเจรญิมากที่สุด ที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 4.1C) จากอุณหภูมทิีไ่ด้ทำการทดลองไว้ข้างต้น จะเห็นได้ว่าการ

ทดลองสอดคล้องกับงานวิจัยของ Timko (2010) และ Wickhamlab (2017) ได้ทำการวิจัยหาอุณหภูมิ

ที่เหมาะสมในการเจริญของเช้ือ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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4.3  ผลการหาความเข้มข้นของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus เริ่มต้น 

            จากการศึกษาข้างต้น ในการหาอุณภูมิทีเ่หมาะสมต่อการเจริญได้ จึงได้มีการหาความ

เข้มข้นของเช้ือ G. stearothermophilus เริม่ต้น โดยนำเช้ือที่หลอดทดลองอาหารเอียงถ่ายลงอาหาร

เหลว TSB 1 ลูป เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทำการวิเคราะห์ปริมาณเช้ือเจริญทัง้หมดโดยวิธี Spread 

plate โดยการทำเจือจางตามลำดับ (serial dilution)  ซึ่งมีระดับการเจือจางที่ 10-4   ถึง 10-5  เพื่อ

หาความเข้มข้นของเช้ือเริม่ต้น (ภาพที่ 4.2) และนบัจำนวนโคโลนีทีเ่จริญบนอาหารแข็ง TSA เพื่อใช้

ในการตรวจวิเคราะห์และคำนวณความเข้มข้นของเช้ือจะพบว่า เช้ือมีความเข้มข้นในระดับการเจือ

จางอยูร่ะหว่าง 10-6  ถึง 10-7 ซึง่ได้จากการนับโคโลนีทีม่ีการเจริญอยู่ในช่วง 30 – 300 โคโลนี อนึ่ง

แสดงผลดังภาพที่ 4.2 ที่จะแสดงโคโลนีของเช้ือ Geobacillus stearothermophilus แต่ละความ

เข้มข้ม 

 

ภาพท่ี 4.2 โคโลนเีริ่มต้นของเช้ือ Geobacillus stearothermophilus โดยวิธี Spread plate 
  

4.4   ผลการฆ่าเชื้อปนเปื้อนบนพื้นแผน่สแตนเลส ด้วยวิธีทางเคมี (Chemical means)    

        จากการศึกษาการฆ่าเช้ือปนเปือ้นแผ่นสแตนเลสด้วยวิธีทางเคมี โดยการใช้สารเคมีในการฆ่า

เช้ือบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสด้วยการนำแผ่นสแตนเลสแช่ในสารเคมี  ตามเวลาทีก่ำหนดของแตล่ะ

ชนิดของสารเคมีและความเข้มข้นที่แตกต่างกันของแต่ละชนิดของสารเคมี เพื่อทำการเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส (ตารางที่ 4.1)  พบว่า เอทานอล (Etha-

nol) ที่มีความเข้มข้น 70 % สามารถฆ่าเช้ือปนเปือ้นได้เพยีงเลก็น้อยและใช้เวลา 30 นาทีขึ้น ถึงจะ

สามารถฆ่าเช้ือปนเปื้อนได้   กรดแอซีติก (Acetic acid) ทีม่ีความเข้มข้น 20% และ 30%  สามารถ

ฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสได้ดี    แต่ต้องใช้ระยะเวลาที่ 30 นาทีขึ้น จึงจะสามารถยบัยั้ง

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 
>300 >300 

>300 >300 

>300 

>300 17 

21 100 

201 
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เช้ือปนเปื้อนได้  กรดเปอร์อะซิติก (Peracetic Acid) ที่มีความเข้มข้น 1 % ข้ึนไป สามารถยับยั้งเช้ือ

ปนเปือ้นได้ดีที่สุดและใช้ระยะเวลาในการฆ่าเช้ือได้เร็วทีสุ่ด  ถือได้ว่า กรดเปอร์อะซิติกมีประสทิธิภาพ

ในการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสได้มากทีสุ่ด  

 

ตาราง 4.1 การเปรียบเทียบการฆ่าเช้ือแผ่นสแตนเลส โดยใช้วิธีการใช้สารเคมี หาจำนวนรอดชีวิต

และเปอรเ์ซ็นการยับยัง้เช้ือปนเปื้อนบนแผ่นสแตนเลส 

สารเคม ี
ระยะเวลาในการฆ่าเชื้อ  

(นาที) 
การรอดชีวิต 

(%) 
การยับยั้ง 

(%) 

Ethanol 70% 

1 100 0 
2 100 0 
3 100 0 
4 100 0 
5 100 0 
15 100 0 
30 100 50 
60 100 50 

Acetic acid 10% 

5 100 0 
15 100 0 
30 100 50 
60 100 75 

Acetic acid 20% 

5 100 75 
15 100 75 
30 100 100 
60 100 100 

Acetic acid 30% 

5 100 75 
15 100 75 
30 100 100 
60 100 100 

Peracetic acid 1% 0.5 100 100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1 100 100 
2 100 100 
3 100 100 
4 100 100 
5 100 100 
10 100 100 
30 100 100 
60 100 100 

Peracetic acid 2% 

0.5 100 100 
1 100 100 
2 100 100 
3 100 100 
4 100 100 
5 100 100 
10 100 100 
20 100 100 
30 100 100 

Peracetic acid 3% 

0.5 100 100 
1 100 100 
2 100 100 
3 100 100 
4 100 100 
5 100 100 
10 100 100 
30 100 100 
60 100 100 
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4.5 ผลการเจริญของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus บนแผ่นสแตนเลส ท่ีอุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส  

             จากการศึกษาการเจรญิของเช้ือ G. stearothermophilus บนแผ่นสแตนเลส  ด้วยการ

หาปรมิาณของเช้ือเริม่ต้น โดยใช้วิธีการ Swab test บนพื้นผิวหน้าแผ่นสแตนเลส  แล้วทำการเจือ

จางตามลำดับ (serial dilution)  ระดบัการเจือจางที่ต้องการ  10-1 ถึง  10-6 แล้วทำการวิเคราะห์

ปริมาณเช้ือที่เจรญิทั้งหมดโดยวิธี Spread plate บน TSA แล้วนำไปบ่มทีอุ่ณหภูมิที่ 60 องศา

เซลเซียส  เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   บ่ม 2 วิธี ได้แก่  บ่มในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (Incubator Shaker) 

และบ่มในอ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) และมีการให้อากาศ   ใช้ปริมาณเช้ือเริม่ต้นอยู่

ระหว่าง 10-4 ถึง 10-5 ซึง่ถือว่า ปริมาณเช้ือเริม่ต้นที่ต้องการในข้ันตอนการยับยั้งเช้ือ บนพื้นผิวแผ่น

สแตนเลส  อนึ่งแสดงผลดังภาพ 4.3 ที่จะแสดงผลการเจริญของเช้ือ G. stearothermophilus บน

แผ่นสแตนเลส  

 

ภาพท่ี 4.3 ที่จะแสดงผลการเจรญิของเช้ือ G. stearothermophilus บนแผ่นสแตนเลส 
 

4.6 ผลการยับยั้งเชื้อ Geobacillus stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส   

     จากการศึกษาการยบัยั้งเช้ือ G. stearothermophilus ที่มีความเข้มข้นของเช้ือเริ่มต้น

ประมาณ 105 บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสด้วยวิธีทางเคมี  โดยมีการใช้สารเคมีในการฆ่าเช้ือบนพื้นผิว

แผ่นสแตนเลส   ด้วยการนำแผ่นสแตนเลสแช่ในสารเคมีในระยะเวลาทีก่ำหนด  แล้วนำแผ่นสแตนเลส

ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ไปวางบนอาหาร TSA แล้วทำการบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ช่ัวโมง ทำการนับจำนวนโคโลนีเช้ือ  เพื่อดูประสิทธิภาพของสารเคมทีี่ใช้ในการยับยัง้เช้ือ (ตารางที่ 

>300 100 

>300 >300 

>300 

>300 

>300 >300 

61 7 

10-1 10-2 10-4 10-3 
49 8 
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4.2) พบว่า  กรดเปอร์อะซิตกิ (Peracetic Acid) ทีม่ีความเข้มข้นที่ 1 % สามารถฆ่าเช้ือ G. stea-

rothermophilus ได้อย่างมปีระสิทธิภาพ  อนึง่แสดงผลดังภาพ 4.4 ที่แสดงผลการยับยัง้เช้ือ G. 

Stearothermophilus บริเวณพื้นผิวแผ่นสแตนเลส 

 

ภาพท่ี 4.4 ผลการยับยัง้เช้ือ G. Stearothermophilus บริเวณพื้นผิวแผ่นสแตนเลส บนอาหาร TSA 

 

ตารางท่ี 4.2 การยบัยั้งเช้ือ Geobacillus stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส  โดยใช้

สารเคมี Peracetic acid 1% 
ปริมาณเชื้อ

เริ่มต้น  
(CFU/ml) 

วิธีการฆ่า
เชื้อ 

ความเข้มข้นของ 
Peracetic acid 

(%) 

ระยะเวลาในการ
ฆ่าเชื้อ  

(วินาที) 

จำนวนการรอด
ชีวิต  

(CFU/ml) 

การยับย้ัง 

(%) 

 
 

105 

 
 

สารเคมี 

1 30 0 100 
1 60 0 100 
1 90 0 100 
1 120 0 100 

 

 

 

 

 

 

100 
0 

10-1 10-2 10-3 10-4 
0 0 0 0 

0 0 0 0 0 
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บทที่ 5 

 สรุปผลการทดลองและขอ้เสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

              สามารถสรุปผลการทดลองตามหัวข้อดังนี้  

5.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) และอุณหภูมิที่

เหมาะสมตอ่การเจริญ ของเช้ือ Geobacillus tearothermophilus    

           เช้ือ G. stearothermophilus เป็นแบคทเีรียแกรมบวก ( Gram positive bacteria )  

รูปทรงเป็นแทง่     ( rod  shape)   และ ลักษณะของเช้ือเป็นโคโลนเีดี่ยว สีขาวขุ่น รูปร่างกลม 

(Circular)  ขอบของโคโลนีเป็นขอบเรียบไม่มรีอยหกัเว้า (Entire) ลกัษณะความนูนของโคโลนี

ค่อนข้างหนา ส่วนบนเรียบ มีขอบทำมมุลาดเอียงกับผิวอาหาร (Raised)  ผิวโคโลนี เป็นผิวหน้าเรียบ

และเยิ้มคล้ายเมือก (mucoid)  เช้ือมีการสร้างสปอร์ได้ดี ในช่วง 24-48 ช่ัวโมง ซึ่งอยู่ในช่วง Station-

ery phase  ของช่วงการเจริญเช้ือ  เช้ือนั่นจะเจริญได้ดีทีส่ดุในอุณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส  

5.1.2 การฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นแผ่นสแตนเลส  ด้วยวิธีทางเคมี (Chemical means)    

       สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง  โดยการนำแผ่นสแตนเลสแช่ในสารเคมี  ตามเวลาที่กำหนดของ

แต่ละชนิดของสารเคมีและความเข้มข้นที่แตกต่างกันของแต่ละชนิดของสารเคมี  เพื่อทำการ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส  

ทำให้ทราบว่า กรดเปอร์อะซิตกิ (Peracetic Acid) ทีม่ีความเข้มข้นที่ 1 % ข้ึนไป ใช้เวลา

อย่างน้อย 30 วินาที สามารถยับยั้งเช้ือปนเปื้อนได้ดีทีส่ดุและใช้ระยะเวลาในการฆ่าเช้ือได้เร็วทีสุ่ด  

ถือได้ว่า กรดเปอร์อะซิติก (Peracetic Acid) มีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพืน้ผิวแผ่น

สแตนเลสได้มากที่สุด 

 

5.1.3 การยับยัง้เช้ือ Geobacillus stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส 

      ในการยับยั้งเช้ือ จะใช้วิธีทางเคมีในการยบัยั้ง โดยจะใช้กรดเปอร์อะซิติก (Peracetic 

Acid)  ซึ่งเป็นสารเคมีชนิดเดียวกับการฆ่าเช้ือปนเปื้อนบนพืน้แผ่นสแตนเลส ทำให้พบว่า กรดเปอร์อะ

ซิติก ที่มีความเข้มข้น 1% สามารถทีจ่ะยับยัง้เช้ือ G.stearothermophilus บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลส

ได้ และใช้เวลาในการยับยัง้ เพียง 30 วินาที ก็ทำการยบัยั้งเช้ือได้  
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5.2   ข้อเสนอแนะ  

5.2.1 ควรศึกษา หาข้อมูลเกี่ยวข้องกบัอาหารเลี้ยงเช้ือใหส้อดคล้อง และเหมาะสมกบัเช้ือที่

ทำการศึกษา และควรทำการเปรียบเทียบสารอาหารทีเ่หมาะสมต่อการเจริญ เพื่อลดข้อผิดพลาดใน

การทำการวิจัย 

5.2.2 ก่อนทำงานวิจัยต้องทำความเข้าใจ และวางแผนงานก่อนทำการวิจัย เพื่อลด

ข้อผิดพลาดในระหว่างการทำงานวิจัย  

5.2.3 ข้ันตอนการเตรียมสารเคมี ต้องมีความเข้าใจเกี่ยวกบัการใช้สารเคมี และอันตรายใน

การใช้สารเคมี ก่อนทำงานวิจัย เนื่องจากสารเคมีบางชนิดมีความสามารถในการกัดกร่อนค่อนข้าง

รุนแรง ส่งผลต่อผิวหนงัมนุษย์ได้ และข้ันตอนการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ ควรทำใหป้ลอดเช้ือทุกครั้ง 

เพื่อลดการปนเปื้อน โดยการยึดหลกัการ  Aseptic technique    

5.2.4 มีการทดสอบประสิทธิภาพการทำงาน ของเครื่องมือที่ใช้ในการทำงานวิจัย ก่อนใช้งาน

ทุกครั้ง และเครื่องมือที่ใช้ในการควบคุมอุณหภูมิต้องมีการตรวจสอบ และทดสอบอุณหภูมิให้คงที่

อย่างน้อย 1 ช้ัวโมง   

5.2.5 งานวิจัยส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับการเจริญของเช้ือแบคทเีรีย และบางครั้งเป็นข้ันตอนการ

แยกเช้ือบริสุทธ์ิอาจทำใหป้นเปื้อนได้ง่าย ดังนั้นต้องใช้หลกัการ  Aseptic technique   ทุกข้ันตอน  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

ก.1.Plate Count Agar (PCA) 

Tryptone            5  g 

Yeast extract       2.5   g 

Dextrose              1   g 

Agar                 15   g 

Final pH                     7.3 + 0.2 

ต้มละลายส่วนผสมทั้งหมด ถ่ายใส่ขวดที่มฝีาปิด นำเข้าฆ่าเช้ือใน autoclave ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.2.Trypticase(Tryptic) Soy Broth  

Trypticase peptone      17  g 

Phytone peptone        3    g 

NaCl                                    5    g 

K2HPO4                          2.5  g 

Glucose                          2.5  g 

น้ำกลั่น                            1   L 

Final pH                       7.3 + 0.2 

ละลายส่วนผสมทั้งหมด ลงในฟลาสก์หรือขวดที่มจีุกสำลหีรอืฝาปิด  นำเข้าฆ่าเช้ือใน autoclave ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ก.3.Trypticase(Tryptic) Soy Agar  

Trypticase peptone(Tryptone)     15  g 

Phytone peptone(Soytone)        5    g 

NaCl                                 5    g 

Agar                                15  g 

น้ำกลั่น                         1 L 

Final pH                           7.3 + 0.2 

ผสมองค์ประกอบทัง้หมดแล้วต้มจนวุ้นละลาย ปรบัพีเอช ถ่ายอาหารเลี้ยงเช้ือใส่ในหลอดที่มจีุกสำลี

หรือฝาปิด เข้าฆ่าเช้ือใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

  

ก.4.Peptone water 0.1%  

Peptone             1  g 

น้ำกลั่น.              1      L 

ละลายให้เข้ากัน และเข้าฆ่าเช้ือใน autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสีย้อม 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสีย้อม 

 

ข.1.Gram Crystal violet  

Solution A (Stock) 

Crystal violet (90% day content)    2    g 

 95 % Ethanol                             20  g 

Solution B 

Ammonium oxalate                     0.8  g 

เจือจาง Solution A ลง 10 เท่าด้วยน้ำกลั่นแล้วผสมกบัสาร Solution B ตั้งไว้ 24 ชม. แล้วกรอง

ก่อนใช้ 

 

ข.2.Gram iodine 

Iodine.                                 2   g 

Potassium iodide (KI)            4   g 

น้ำกลั่น                                    300 ml 

ละลาย KI ในน้ำกลั่น บด iodine แล้วละลายในสารละลาย KI กวนจนละลายหมด เก็บในขวดสีชา 

 

ข.3.Gram Safranin o       

Safranin o         0.25  g 

95 % Ethanol      10  g 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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น้ำกลั่น                   90  ml 

ละลายสีใน ethanol (กวนด้วยแท่งแก้วหรือ magnetic bar )แล้วเติมน้ำกลั่น กรองกอ่นใช้ 

 

สารเคมีสำหรบัการย้อมสปอร์ Spore stain 

ข.1.Malachite green  

Malachite green          0.5 g 

น้ำกลั่น                                  30    ml 

ข.2. 0.5% Safranin O spore stain (counter stain) 

Safranin O                    0.5  g 

น้ำกลั่น                           30   ml 
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ภาคผนวก ค 

ผลการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย 
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ภาคผนวก ค 

ผลการวิเคราะห์เชื้อแบคทีเรีย 

 

ค.1 ลักษณะและรปูร่างของเชื้อแบคทีเรีย (Colony characteristics) 

ที่มา : Acharya (2013) 

https://images.app.goo.gl/QyPifd15xw4brMRa8 

 

ค.2 ลักษณะของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus ท่ีเจริญในหลอดอาหารเหลว TSB  

 

 

ภาพท่ี ค.2 การเจรญิของเช้ือ G. stearothermophilus ในอาหารเหลว TSB 
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ค.3 ลักษณะของเชื้อ Geobacillus stearothermophilus ท่ีเจริญบนแผ่นสแตนเลส ในอาหาร

เหลว TSB 

 

ภาพท่ี ค.3 การเจรญิของเช้ือ G. Stearothermophilus บนแผ่นสแตนเลส  
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ภาคผนวก ง 

ผลการวิเคราะห์แผ่นสแตนเลส  
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ภาคผนวก ง 

ผลการวิเคราะห์แผ่นสแตนเลส  

 

ง.1 ชุดทำความสะอาดท่ีใช้ฆ่าเชื้อแผ่นสแตนเลส  

 

ภาพท่ี ง.1 อุปกรณ์ใช้ฆ่าเช้ือแผ่นสแตนเลส  

 

ง.2 ผลการตรวจวิเคราะห์การฆ่าเชื้อแผ่นสแตนเลส โดยใช้สารเคม ี

 

ภาพท่ี ง.2 การตรวจวิเคราะห์แผ่นสแตนเลส บนอาหาร PCA 
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ภาคผนวก จ 

วิธีการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างของเชื้อ โดยการย้อมส ี 
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ภาคผนวก จ 

วิธีการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างของเชื้อ โดยการย้อมสแีบบแกรม 

 

จ.1 ขั้นตอนการศึกษาลักษณะโครงสรา้งของเชื้อ โดยการย้อมสีแบบแกรม   

1) หยดสี crystal violet ลงบนสไลด์ให้ท่วมรอยสเมียร์ของเช้ือ ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 นาที  

2) ล้างสีออกด้วยน้ำ จากกระบอกฉีดน้ำ ที่เปิดให้ไหลเบาๆ  แล้วหยดน้ำยาแกรมไอโอดีนใหท้ั่ว

รอยสเมียร์ของเช้ือ ทิ้งไว้เป็นเวลา 1 นาที 

3) ล้างน้ำยาแกรมไอโอดีนออกด้วยน้ำและล้างอีกครั้งด้วย 95 % Ethanol ซึ่งทำได้โดยการจับ

สไลด์ในลกัษณะทำมุม 45 องศา หยด 95 % Ethanol ที่ปลายด้านบนสไลด์ โดยให้  Etha-

nol ไหลผ่านผิวหน้ารอยสเมียร์ จนกระทั่ง Ethanol ที่ไหลลงมาไม่มสีี ไม่ควรใช้เวลานาน

เกิน 2 วินาที แล้วล้างออกด้วยน้ำทันที  

4) ย้อมทับด้วยสีซาฟรานิน  ซึ่งทำได้โดยหยดสี ลงบนสไลด์ใหท้่วมรอยสเมียร์ ทิ้งไว้ 1 นาที  

  จ.2 ขั้นตอนการศึกษาลักษณะโครงสรา้งของเชื้อ โดยการย้อมสีสปอร์   

1) หยดสี มาลาไคท์ กรีน (Malachite green)  ลงบนสไลด์ให้ทว่มรอยสเมียร์ของเช้ือ แล้วนำไป

วางเหนือไอน้ำเดือด เป็นเวลา 5-10 นาที หากสีมาลาไคท์ กรีน (Malachite green) แหง้

ต้องเติมให้ท่วม 

2) ล้างสีออกด้วยน้ำ จากกระบอกฉีดน้ำ ทีเ่ปิดให้ไหลเบาๆ  แล้วปล่อยให้สไลด์แหง้ในอากาศ 

หรือซับให้แห้งด้วยกระดาษซบั  

3) ย้อมทับด้วยสีซาฟรานิน  ซึ่งทำได้โดยหยดสี ลงบนสไลด์ใหท้่วมรอยสเมียร์ ทิ้งไว้ 30 วินาที  

4) ล้างสีออกด้วยน้ำ จากกระบอกฉีดน้ำ ทีเ่ปิดให้ไหลเบาๆ  แล้วปล่อยให้สไลด์แหง้ในอากาศ 

หรือซับให้แห้งด้วยกระดาษซบั 

5) ตรวจผลโดยนำมาส่องดูด้วยกล้องจลุทรรศน์กำลังขยาย 100 เท่า  
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ประวัติผู้เขยีน 

 

ช่ือ-นามสกุล   นางสาวกัลยาณิน  ศรีสริิรัตนกุล  

วัน เดือน ปี เกิด   15 มกราคม พ.ศ.2540  

ประวัติการศึกษา  ระดับประถมศึกษา    โรงเรียนบ้านบางกะป ิ

ระดับมัธยมปลาย โรงเรียนนวมินทราชินูทิศ บดินทรเดชา (วิทย์-คณิต)  

ระดับปรญิญาตรี  คณะอุตสาหกรรมอาหาร (วิทยาศาสตร์บัณฑิต)  

สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบัง 

ประสบการณ์ทำงาน นักศึกษาฝึกงานที่ สถาบันรับรองมาตรฐาน ไอ.เอส.โอ (MASCI) 

นักศึกษาทำงานวิจัย เรื่องการศึกษาการยบัยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 

Geobacillus stearothermophilus  บนพื้นสแตนเลส 

 

ช่ือ-นามสกุล   นางสาวจริาวรรณ  โชติประเสริฐ 

วัน เดือน ปี เกิด   23 ธันวาคม พ.ศ.2540  

ประวัติการศึกษา  ระดับประถมศึกษา    โรงเรียนสวนรัฐวิทยา 

ระดับมัธยมปลาย โรงเรียนศรีพฤฒา (วิทย์-คณิต)  

ระดับปรญิญาตรี  คณะอุตสาหกรรมอาหาร (วิทยาศาสตร์บัณฑิต)  

สถาบันเทคโนโลยพีระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบัง 

ประสบการณ์ทำงาน นักศึกษาฝึกงานที่ บริษัท ปทุมธานี บริวเวอรี่ จำกัด  

นักศึกษาทำงานวิจัย เรื่องการศึกษาการยบัยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 

Geobacillus stearothermophilus  บนพื้นผิวสแตนเลส

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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