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บทคดัย่อ 

 

 จุลนิทรยีป์ฏปัิกษ์ทางการคา้ในรปูผงแหง้ (PICO ชนิดผง) มผีลในการยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรคที่

เป็นแบคทเีรยีแกรมลบ ไดแ้ก่ Salmonella Typhimurium , Vibrio parahaemolyticus และ Escherichia 

coli เมือ่ทดสอบแบคทเีรยีใน PICO ชนิดผงทีแ่ชน้ํ่า เป็นเวลา 1 คนื ทีค่วามเขม้ขน้ 1% และเจอืจาง

ต่อไปทีค่วามเขม้ขน้ 0.5% (1:1) และ 0.25% (1:3)  โดยยบัยัง้ทีเ่วลา 10, 30, 60 และ 90 นาท ี 

นอกจากน้ี PICO ชนิดผงยงัมผีลในการยบัยัง้แบคทเีรยีชนิดแกรมบวก คอื Listeria monocytogenes , 

Staphylococcus aureus , Bacillus cereus และ Clostridium perfringens  เมือ่ทดสอบแบคทเีรยีใน 

PICO ชนิดผงทีแ่ชใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ TSB เป็นเวลา 1 คนื ทีค่วามเขม้ขน้ 1% ที ่120 นาท ีและ 24 

ชัว่โมง และทีค่วามเขม้ขน้ 0.5% และ 0.25% ที ่24 ชัว่โมง  จงึอาจกล่าวไดว้า่ PICO ชนิดผง ทีค่วาม

เขม้ขน้ 1% จงึมแีนวโน้มทีจ่ะนําไปประยกุตใ์ชเ้พือ่ควบคุมและยบัยัง้จุลนิทรยีก่์อโรค โดยเฉพาะ

แบคทเีรยีก่อโรคชนิดแกรมลบและ แบคทเีรยีก่อโรคชนิดแกรมบวก ดงัทีไ่ดก้ล่าวมาขา้งตน้  เพือ่

เสรมิสรา้งความปลอดภยัในอาหารประเภทต่างๆ ต่อไป 
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บทนํา 

 แบคทเีรยีบางชนิดทีม่คีวามสาํคญัอยา่งมากในแงข่องความปลอดภยัของอาหาร  หากปนเป้ือน

ในอาหารและบรโิภค อาจก่อใหเ้กดิโรคระบบทางเดนิอาหารไดแ้ก่โรคทอ้งรว่ง อาเจยีน เป็นไข ้เป็นตน้  

แบคทเีรยีเหลา่น้ี ไดแ้ก่ Escherichia coli , Salmonella spp., Vibrio parahaemolyticus และ Listeria 

monocytogenes   แบคทเีรยีบางชนิดตวัเซลลม์ไิดก่้อใหเ้กดิโรคแตส่รา้งสารพษิในอาหารและเมือ่

รบัประทานนัน้เขา้ไปกท็าํใหเ้กดิอาการของโรคทางเดนิอาหารได ้แบคทเีรยีเหล่าน้ี  ไดแ้ก่ 

Staphylococcus aureus , Bacillus cereus และ Clostridium perfringens   

 ปัจจุบนัวธิกีารควบคุมและกาํจดัเชือ้โรคเหล่าน้ีในอาหารทีนิ่ยมมากทีส่ดุ คอื การใชค้วามรอ้น 

เชน่ การพาสเจอไรส ์การสเตอรไิรส ์เป็นตน้  แต่ในบางครัง้อาหารบางชนิด เชน่ ผกัสด ไมส่ามารถใช้

ความรอ้นในการฆา่เชือ้ได ้เน่ืองจากความนิยมในการรบัประทานสด  การใชส้ารเคม ีเป็นสารฆา่เชือ้ 

เชน่ สารประกอบคลอรนี ไดแ้ก่ สารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรทค์วามเขม้ขน้ 200 ppm สามารถลด

จาํนวน Salmonella Typhimurium ลงได ้1.6-3.3 log CFU/g แตท่าํใหเ้น้ือสมัผสัมะเขอืเทศหัน่แวน่นิ่ม

และแครอทหัน่ฝอยมสีซีดีลง (มนทกานต,์ 2545)  การใชส้ารเคมบีางครัง้อาจมปีระสทิธภิาพดใีนการฆา่

เชือ้แตอ่าจทาํใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของอาหารในลกัษณะทีไ่มต่อ้งการได ้อกีทัง้แบคทเีรยีทีส่รา้งสปอร์

และสารพษิได ้เชน่ Clostridium perfringens และ Bacillus cereus ทีป่นเป้ือนในอาหารมสีมบตัทินต่อ

สารเคมฆีา่เชือ้ไดด้กีวา่แบคทเีรยีก่อโรคชนิดแกรมลบ ไมส่ามารถกาํจดัไดง้า่ยโดยใชค้วามรอ้นหรอื

สารเคม ี การใชส้ารสกดัธรรมชาตทิีผ่ลติโดยจุลนิทรยีห์รอืการนําจุลนิทรยีช์นิดอื่นเจรญิแขง่ขนัจุลนิทรยี์

ก่อโรคอาจจะเป็นอกีวธิหีน่ึงทีจ่ะสามารถควบคุมและป้องกนัจุลนิทรยีก่์อโรคจากอาหารเป็นพาหะได ้ 

ดงันัน้ วตัถุประสงคใ์นการทดลองครัง้น้ี คอื ทดสอบหาประสทิธภิาพของจุลนิทรยีป์ฏปัิกษท์างการคา้ใน

รปูผงแหง้ (PICO ชนิดผง) ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารเหล่าน้ีเพือ่นําไปประยกุตใ์ชใ้น

อาหารต่อไป 

 

อปุกรณ์และวิธีการทดลอง 

1. จุลนิทรยีท์ีใ่ชใ้นการทดลอง 

- Salmonella Typhimurium S.13311 

 - Escherichia coli ATCC 8739 

 - Vibrio parahaemolyticus VP-293 

 - Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 - Bacillus cereus DMST 5040 

 - Listeria monocytogenes L-Scott A 

 - Clostridium perfringens DMST 16178 

2.  การเตรยีมสารละลายเชือ้แบคทเีรยี 

 เขีย่เชือ้ 1 ลปู จากอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic Soy Agar (TSA)  ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic 

Soy Broth (TSB) 10 มลิลลิติร (สาํหรบั V. parahaemolyticus เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด 
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TSB+3% NaCl และ L. monocytogenes เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB+0.6% yeast extract  สว่น 

C. perfringens เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด Brain Heart Infusion broth) บม่ทีอุ่ณหภมู ิ35 + 2 

องศาเซลเซยีส (ยกเวน้ B. cereus บ่มที ่30 องศาเซลเซยีส) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  และถ่ายเชือ้ลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้ TSB หรอือาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลวทีเ่หมาะสมขา้งตน้อกี 1 ครัง้  จากนัน้ปิเปตเชือ้ 1 

มลิลลิติร ลงใน TSB หรอือาหารเลีย้งเชือ้ชนิดเหลวทีเ่หมาะสมกบัเชือ้แต่ละชนิดดงัไดก้ล่าวมาแลว้ 50 

มลิลลิติร  บ่มทีอุ่ณหภมู ิ35 + 2 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง (ยกเวน้ B. cereus บ่มเป็นเวลา 

18 ชัว่โมง)  แลว้เจอืจางดว้ยสารละลาย 0.1% peptone water จนกระทัง่ไดส้ารละลายเชือ้เริม่ตน้ 5 log 

CFU/ml 

3.  การศกึษาประสทิธภิาพของ PICO ในการยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยี 

3.1  การเตรยีมละลายจากผง PICO 

เตรยีมสารละลายจากผง PICO ที ่3 ความเขม้ขน้ดงัน้ี   

3.1.1 แชผ่ง PICO จาํนวน 1 กรมัในน้ําประปาหรอืใน TSB (แลว้แต่การทดสอบแบคทเีรยี) 

100 มลิลลิติร 1 คนื ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง (30 + 2 องศาเซลเซยีส)  ไดส้ารละลาย PICO 

ความเขม้ขน้ 1% 

3.1.2 เจอืจางสารละลายในขอ้ 3.1.1 ดว้ย TSB ในอตัราสว่น 1 : 1 จะได ้0.5% PICO 

3.1.3 เจอืจางสารละลายในขอ้ 3.1.1 ดว้ย TSB ในอตัราสว่น 1 : 3 จะได ้0.25% PICO 

3.2  การทดสอบ PICO โดยวธิ ีPetri dish (Spiral plate)  

3.2.1 ผสมสารละลายของแบคทเีรยีในขอ้ 2 ปรมิาตร 10 มลิลลิติรกบัสารละลายจากผง 

PICO 90 มลิลลิติร (จากขอ้ 3.1.1 หรอื 3.1.2 หรอื 3.1.3) ใหม้คีวามเขม้ขน้สดุทา้ย

เป็น 4 log CFU/ml   

3.2.2 สุม่ตวัอยา่งจากขอ้ 3.2.1 ทีเ่วลา 10, 30, 60, 90 และ 120 นาท ีและที ่24 ชัว่โมง  

โดยเทคนิค spiral plate จากเครือ่งจา่ยสารละลายอตัโนมตัลิงเพลต (Autoplate 

4000, Advance Instruments, USA)  โดยเพาะเลีย้งแบคทเีรยีก่อโรคแต่ละชนิดบน 

selective media (ภาคผนวก) แลว้นบัจาํนวนเป็นโคโลนีต่อมลิลลิติร 

3.3 การทดสอบ PICO โดยวธิ ีAgar diffusion (Parish and Davidson, 1993) 

เน่ืองจากในการทดสอบการเจรญิและอยูร่อดของจุลนิทรยีก่์อโรคแกรมลบ เมือ่ผสม

จุลนิทรยีก่์อโรคกบัสารละลาย PICO ที ่24 ชัว่โมง พบวา่ ไมย่บัยัง้การเจรญิของเชือ้ก่อโรค จงึ

ไดท้ดสอบยนืยนัโดยวธิ ีagar dilution 

3.3.1 เตรยีมสารละลายผง PICO เชน่เดยีวกบัขอ้ 3.1.1 จากนัน้นําสารละลายผง PICO 

เหวีย่งดว้ยเครือ่งเหวีย่ง (Biofuge primo, Heraeus Instrments, Germany) ที ่7,000 

rpm เพือ่แยกเซลลอ์อกเป็นเวลา 8 นาท ีสว่นใส (supernatant) ทีไ่ด ้เรยีกวา่ สาร

สกดั PICO 1% หลงัจากนัน้นํา supernatant มาเจอืจางดว้ย 0.85% NaCl (NSS) ใน

อตัราสว่น  1 : 1 และ 1 : 3  ไดส้ารสกดั PICO 0.5% และ 0.25%  ตามลาํดบั  

 



 

 5 

3.3.2 เจอืจางสารละลายเชือ้ในขอ้ 2 ดว้ยสารละลาย 0.1% peptone water ใหไ้ดร้ะดบั

ความเจอืจางทีต่อ้งการ spread plate ใหม้ปีรมิาณเชือ้เริม่ตน้ 3 log CFU บนอาหาร

เลีย้งเชือ้ TSA บนจานเพาะเชือ้ ทิง้ไวส้กัครู ่ จากนัน้เจาะหลุมดว้ย cork border 

หมายเลข 2 ดว้ยวธิปีลอดเชือ้  แลว้จงึหยดสารสกดั PICO จากขอ้ 3.3.1 ปรมิาตร 30 

ไมโครลติร ลงไปในหลุม  บม่ทีอุ่ณหภมู ิ35 + 2 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

แลว้สงัเกตบรเิวณใส (clear zone) ทีเ่กดิขึน้รอบๆ หลมุ 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ตารางที ่1 ประสทิธภิาพ PICO ชนิดผงในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร โดยวธิ ีSpiral 

plate 

ชนิดของแบคทเีรยีทีท่ดสอบ เวลา 

(นาท)ี 

จาํนวนจุลนิทรยี ์(log CFU/ml) 

Control 

(TSB) 

ความเขม้ขน้ของ PICO 

1% 0.5% 0.25% 

S. Typhimurium* 10 

30 

60 

90 

24 ช.ม. 

2.62 

3.64 

4.48 

5.00 

7.75 

0 

0 

0 

0 

ND 

0 

0 

0 

0 

7.15 

0 

0 

0 

0 

7.50 

V. parahaemolyticus* 10 

30 

60 

90 

24 ช.ม. 

3.30 

6.63 

ND 

ND 

6.95 

0 

0 

0 

0 

ND 

0 

0 

0 

0 

5.49 

0 

0 

0 

0 

6.12 

E. coli* 10 

20 

40 

60 

24 ช.ม. 

3.72 

3.95 

3.80 

3.80 

7.33 

0 

0 

0 

0 

ND 

0 

0 

0 

0 

6.30 

0 

0 

0 

0 

7.43 

S. aureus** 10 

30 

60 

90 

120 

3.32 

3.18 

3.18 

3.30 

3.19 

3.00 

3.41 

3.13 

0 

0 

3.21 

3.41 

3.13 

3.51 

0 

4.00 

3.41 

3.51 

3.42 

0 
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B. cereus** 10 

30 

60 

90 

120 

3.25 

3.08 

3.10 

3.27 

3.16 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

TNTC 

 

ตารางที ่1 ประสทิธภิาพ PICO ชนิดผงในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหาร โดยวธิ ี

Spiral plate  (ต่อ) 

ชนิดของแบคทเีรยีทีท่ดสอบ เวลา 

(นาท)ี 

จาํนวนจุลนิทรยี ์(log CFU/ml) 

Control 

(TSB) 

ความเขม้ขน้ของ PICO 

1% 0.5% 0.25% 

L. monocytogenes** 10 

30 

60 

120 

24 ช.ม. 

3.02 

3.27 

3.38 

3.34 

9.07 

4.03 

3.74 

3.60 

0 

0 

4.25 

4.41 

4.28 

4.33 

0 

4.14 

4.26 

4.23 

4.34 

0 

C. perfringens** 120 

24 ช.ม. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ND 

ND 

หมายเหตุ  TNTC = ไมส่ามารถนบัโคโลนีของ B. cereus ไดเ้น่ืองจากเชือ้จาก PICO เจรญิ 

     เตม็จานเพาะเชือ้ 

     ND    = ไมไ่ดท้าํการทดลอง 

      +   = นบัจาํนวน C. perfringens ไมไ่ดแ้ต่เขีย่เชือ้บนจากเพาะเชือ้ปรากฏวา่ม ี

     เชือ้เจรญิ 

*     = PICO ชนิดผงแชใ่นน้ํา 1 คนื 

**   = PICO ชนิดผงแชใ่น TSB 1 คนื 

ตารางที ่2  ประสทิธภิาพของสารสกดั PICO ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารแกรมลบ โดย

วธิ ีAgar diffusion โดยวดัความสามารถในการยบัยัง้เป็นเสน้ผา่ศนูยก์ลางของวงใส (มลิลเิมตร) 

ชนิดของแบคทเีรยีทีท่ดสอบ เสน้ผา่ศนูยก์ลาง (มลิลเิมตร) 

ความเขม้ขน้ของ PICO 

 1%  0.5%  0.25% 

E.coli 10 7 3 

Vibrio parahaemolyticus 16 10 8 

Salmonella Typhimurium 14 10 6 

หมายเหตุ    0 คอื ไมม่ ีclear zone หรอืไมส่ามารถยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีทีท่ดสอบได ้
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ตารางที ่3 สรุปประสทิธภิาพของ PICO ชนิดผงที ่1% ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค 

ชนิดของจุลนิทรยีท์ีท่ดสอบ Agar 

diffusion 

Spiral plate 

24 ชัว่โมง 10 

นาท ี

30 

นาท ี

60 

นาท ี

90 

นาท ี

120 

นาท ี

24 

ชัว่โมง 

S. Typhimurium - - - - - ND ND 

E. coli - - - - - ND ND 

V. parahaemolyticus - - - - - ND ND 

S. aureus ND + + + + - - 

B. cereus ND + + + + - - 

L. monocytogenes ND + + + + - - 

C. perfringens ND + + + + - - 

หมายเหตุ +    =   จุลนิทรยีเ์จรญิ 

  -     =   จุลนิทรยีไ์มเ่จรญิ 

         ND   =   ไมไ่ดท้าํการทดลอง 

 

ตารางท่ี 1 การทดสอบประสทิธภิาพของผง PICO ความเขม้ขน้ 1%, 0.5% และ 0.25% ในการ

ยบัยัง้และทาํลายแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารชนิดแกรมลบ ไดแ้ก่ S. Typhimurium, E. coli และ V. 

parahaemolyticus พบวา่สารละลายทีเ่ตรยีมจากผง PICO ทีค่วามเขม้ขน้ทัง้ 3 ระดบัสามารถยบัยัง้

จุลนิทรยีก่์อโรคเหล่าน้ีได ้ที ่10, 30, 60 และ 90 นาท ีและการทดสอบประสทิธภิาพของผง PICO ความ

เขม้ขน้ 1%, 0.5% และ 0.25% ในการยบัยัง้และทาํลายแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารชนิดแกรมบวก 

ไดแ้ก่ S. aureus, B. cereus, C. perfringens และ L. monocytogenes พบวา่ สารละลายทีเ่ตรยีมจาก

ผง PICO ความเขม้ขน้ 1% สามารถยบัยัง้ S. aureus, C. perfringens และ L. monocytogenes ไดท้ี่

เวลา 120 นาท ีและ 24 ชัว่โมง นอกจากน้ีผง PICO ความเขม้ขน้ 0.5 และ 0.25% ยงัยบัยัง้ S. aureus, 

C. perfringens และ L. monocytogenes ไดท้ี ่24 ชัว่โมงอกีดว้ย  

 ตารางท่ี 2 แสดงผลการทดสอบประสทิธภิาพของสารละลายทีเ่ตรยีมจากผง PICO ความ

เขม้ขน้ 1%, 0.5% และ 0.25% ในการยบัยัง้และทาํลายแบคทเีรยีก่อโรคทางเดนิอาหารชนิดแกรมลบ 3 

ชนิด ไดแ้ก่ E. coli, S. Typhimurium และ V. parahaemolyticus โดยวธิ ีAgar dilution ที ่24 ชัว่โมง 

พบวา่สารละลายทีเ่ตรยีมจากผง PICO ความเขม้ขน้ 1% สามารถยบัยัง้ S. Typhimurium, E. coli และ 

V. parahaemolyticus ไดม้ปีระสทิธภิาพสงูกวา่ การใชส้ารละลายทีเ่ตรยีมจากผง PICO ความเขม้ขน้ 

0.5% และ 0.25%  แต่ในกรณีของแบคทเีรยีก่อโรคชนิดแกรมบวก ไมไ่ดท้าํการทดลองโดยวธิน้ีีต่อ

เพราะเซลลจุ์ลนิทรยีท์ีห่ลงเหลอืในสารสกดั PICO (หลงัจากการเหวีย่งเซลล)์ เจรญิแขง่ขนักบัเชือ้ก่อ

โรคปรากฏเป็นโคโลนีเจรญิรอบ ๆ หลุมทีห่ยดสารสกดั จงึไมส่ามารถสงัเกตเหน็การยบัยัง้รอบๆ หลุม

ไดช้ดัเจน  
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 ตารางที ่3 สรุปประสทิธภิาพของ PICO ชนิดผงที ่1% ในการยบัยัง้แบคทเีรยีก่อโรค 

โดยสารละลายทีเ่ตรยีมจากผง PICO ความเขม้ขน้น้ีจากการทดสอบดว้ยเทคนิค spiral plate สามารถ

ยบัยัง้ S. Typhimurium, E. coli และ V. parahaemolyticus ที ่10, 30, 60 และ 90 นาท ีและยบัยัง้ S. 

aureus, B. cereus, C. perfringens และ L. monocytogenes ไดท้ี ่120 นาทแีละ 24 ชัว่โมง  สว่นการ

ทดสอบวธิ ีAgar diffusion พบวา่สารสกดั PICO 1% สามารถยบัยัง้ S. Typhimurium, E. coli และ V. 

parahaemolyticus ที ่24 ชัว่โมงได ้

 

สรปุผลการทดลอง 

 

ผลการยบัยัง้แบคทเีรยีทีก่่อใหเ้กดิโรคทางเดนิอาหารทัง้ 7 ชนิด ไดแ้ก่ Salmonella 

Typhimurium, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,  Bacillus 

cereus, Listeria monocytogenes และ Clostridium perfringens ของ PICO ชนิดผง ปรากฏวา่ผง 

PICO ทีแ่ชใ่นน้ํา 1 คนืก่อนนํามาทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ 1%, 0.5% และ 0.25% สามารถยบัยัง้ S. 

Typhimurium, E. coli และ V. parahaemolyticus ในเวลา 90 นาท ีและผง PICO ทีแ่ช ่TSB 1 คนืก่อน

นํามาทดสอบทีค่วามเขม้ขน้ทัง้ 3 ระดบัน้ีสามารถยบัยัง้ S. aureus, C. perfringens และ L. 

monocytogenes ไดเ้มือ่เชือ้ปฏปัิกษ์น้ีเจรญิแขง่ขนักบัจุลนิทรยีก่์อโรค 24 ชัว่โมง นอกจากน้ีผง PICO 

ทีค่วามเขม้ขน้ 1% ยงัสามารถยบัยัง้ S. aureus, B. cereus, C. perfringens และ L. monocytogenes 

ที ่120 นาทไีดอ้กีดว้ย จงึเป็นไปไดท้ีจ่ะนํา PICO ความเขม้ขน้ 1 % มาประยกุตใ์ช ้เน่ืองจากมี

ประสทิธภิาพในการยบัยัง้จุลนิทรยีไ์ดด้ทีีส่ดุ  
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ภาคผนวก 

อาหารเลีย้งเชือ้เฉพาะ (selective media) ของจุลนิทรยีแ์ต่ละชนิด 

จุลนิทรยี ์ Selective media 

S. Typhimurium Xylose Lysine Deoxycholase agar (XLD) 

E. coli Chromocult Coliform agar 

V. parahaemolyticus Thiosulfate Citrate Bile Salt agar (TCBS) 
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S. aureus Baird-Parker medium (BP) 

B. cereus B. cereus agar (BC) 

L. monocytogenes Modified Oxford Listeria Selective agar (MOX) 

C. perfringens SFP agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


