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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารละลายเจือจางต่อการนับจ�ำนวนเช้ือรา
ที่ปนเป้ือนในเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ

Comparison of the efficiency of diluents on the enumeration of molds 
contaminated in spices and spice products 

บทคัดย่อ
	 การปนเป้ือนเชือ้ราในเครือ่งเทศและผลติภณัฑ์เครือ่งเทศเป็นปัญหาส�ำคญัของการพฒันาคณุภาพอาหารไทย เครือ่งเทศมสีมบตัยิบัยัง้การเจรญิของเชือ้ราท�ำให้
การทดสอบเชื้อราได้ผลที่ไม่ถูกต้อง จึงได้พัฒนาวิธีทดสอบหาปริมาณเชื้อราในตัวอย่างเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ โดยการเปรียบเทียบสูตรสารละลายเจือ
จางส�ำหรับเจือจางตัวอย่างที่สามารถท�ำให้สมบัติยับยั้งการเจริญของเชื้อราของเครื่องเทศเป็นกลางได้  จ�ำนวน 5 สูตร [F1 (Bacteriological peptone 1 g/l, 
Tween 80 30 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine : Lecithin 0.7 g/l) , F2 (Bacteriological peptone 1 g/l, Tween 80 5 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine: 
Lecithin 7 g/l, Sodium thiosulfate 6 g/l, Sodium bisulfate 2.5 g/l), F3 (Fluid casein digest soya lecithin medium เติม polysorbate 20 40 ml/l), 
F4 (L-Histidine 1 g/l, Tween 80 30 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine 3 g/l) and F5 (D/E Neutralizing broth (Himedia))] ที่มีต่อการเจริญของโคโลนี
เชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ dichloran rose-bengal chloramphenicol agar (DRBC) โดยใช้ตัวอย่างเครื่องเทศ 12 ตัวอย่าง คือ พริกแห้ง (2 ตัวอย่าง) พริกไทย 
(2 ตัวอย่าง) กานพลู (2 ตัวอย่าง) ขมิ้นชัน (1 ตัวอย่าง) โป๊ยกั๊ก (2 ตัวอย่าง)  ลูกผักชี(1 ตัวอย่าง)  และอบเชย (2 ตัวอย่าง) และผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ 5 ตัวอย่าง คือ 
พริกแกงเขียวหวาน พริกแกงมัสมั่น พริกแกงเผ็ด พริกแกงเหลือง และพริกแกงกะหรี่  รวม 17 ตัวอย่าง  พบว่าสารละลายเจือจางสูตร F4 หรือ F5 สามารถลด
ผลกระทบจากสมบตักิารยบัยัง้การเจรญิของเช้ือราในเครือ่งเทศและผลติภณัฑ์เครือ่งเทศได้ดทีีส่ดุ โดยให้ค่าเฉลีย่จ�ำนวนโคโลนเีชือ้ราสงูกว่าสารละลายเจือจาง 0.1% 
peptone (ตวัควบคมุ) อย่างมนียัส�ำคญั ดังนัน้การใช้สารละลายเจอืจางสตูร F4 หรอื F5 ร่วมกบัอาหารเลีย้งเชือ้ DRBC agar เป็นวธิทีดสอบทีเ่หมาะสมในการตรวจ
นับเชื้อราในเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ

Abstract
	 Fungal contamination of spices and spice products was critical problem for quality assurance of Thai food. Antifungal activity of spices 
caused underestimation on mold contamination. This study was aimed to improve the efficiency of enumeration of mold in spices and 
spice products. A total of 17 samples including 12 spices: dried chilli (2), pepper(2), clove (2), turmeric (1), Chinese star (2), coriander seeds 
(1),  and cinnamon (2), and 5 spice products (green curry paste, mussaman curry paste, red curry paste, southern yellow curry paste, and 
Indian-style curry paste were subsequently examined on five diluents containing neutralizing agent : F1 (Bacteriological peptone 1 g/l, 
Tween 80 30 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine : Lecithin 0.7 g/l) , F2 (Bacteriological peptone 1 g/l, Tween 80 5 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine: 
Lecithin 7 g/l, Sodium thiosulfate 6 g/l, Sodium bisulfate 2.5 g/l), F3 (Fluid casein digest soya lecithin medium with polysorbate 20 40 ml/l), 
F4 (L-Histidine 1 g/l, Tween 80 30 ml/l, L-∞-Phosphatidylcholine 3 g/l) and F5 (D/E Neutralizing broth (Himedia)) The sample were cultured 
on plating culture media dichloran rose-bengal chloramphenicol agar (DRBC). The most effective diluents which inhibited antifungal 
properties of spices were F4 or F5, demonstrated by the average number of mold colonies of these formulas gave significantly higher than 
0.1% peptone (control).  In conclusion, the usage of F4 or F5 formulas as diluent incorporated with DRBC agar is an effective method for 
enumeration of mold in spices and spice products.
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1. บทน�ำ (Introduction)
	 อาหารไทยมีส่วนผสมที่หลากหลาย ทั้งเครื่องสมุนไพรนานาชนิด เครื่องเทศ รวมถึงเครื่องปรุงรสต่างๆ มีการผลิตปริมาณมาก ทั้งระดับสินค้าชุมชน (OTOP) 
หรือระดับอตุสาหกรรม แต่มกัมปัีญหาเรือ่งการปนเป้ือนเชือ้จลิุนทรย์ี โดยเฉพาะกลุม่เชือ้รา โดยมกัพบการปนเป้ือนในวตัถดุบิจ�ำพวกเครือ่งเทศ อย่างไรกต็ามเครือ่ง
เทศหลายชนิดในเครื่องแกงและอาหารไทยสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ [1, 2] แต่เชื้อรามีความทนทานสูง และมีสปอร์ ท�ำให้เชื้อเหล่านี้มีโอกาสรอดสูง
กว่าแบคทเีรยี ซึง่ในเวลาต่อมาหากสภาพแวดล้อมเปลีย่นไปในทางทีเ่อือ้ต่อการเจรญิของเชือ้รา หรอืเครือ่งเทศเก่าเกบ็ท�ำให้ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของ
จุลินทรีย์ลดลง เชื้อราที่เหลือรอดในอาหารก็จะเจริญ ท�ำให้อาหารเน่าเสีย และ/หรือสร้างสารพิษที่เป็นอันตรายต่อผู้บริโภคได้ [3, 4, 5] ดังนั้นการตรวจสอบ
การปนเปื้อนของเชื้อราในเครื่องเทศจึงมีความส�ำคัญมาก
	 ในปัจจุบันวิธีการทดสอบเชื้อราที่นิยมใช้กันทั่วไปอาจไม่เหมาะสม เพราะการทดสอบจะเป็นการเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง สารยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ที่ละลายออกจากเครื่องเทศและสมุนไพรในอาหารอาจไปละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อในระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ ท�ำให้การ
ตรวจสอบหาปริมาณเชื้อราดังกล่าวได้น้อยกว่าความเป็นจริงหรืออาจตรวจไม่พบ ทั้งที่เชื้อราอาจยังมีเหลือรอดอยู่ แต่ไม่มีการเจริญให้เห็นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ท�ำให้
การแปลผลการทดสอบผิดพลาด จากผลการทดสอบที่ได้ผู้ผลิตอาจประเมินว่ามีเชื้อราปริมาณน้อยหรือไม่มีในวัตถุดิบ จึงใช้กระบวนการแปรรูปอาหารที่ต�่ำเกินไป 
(under-processing) ท�ำให้เชื้อยังมีเหลือรอดในผลิตภัณฑ์สุดท้าย และอาจเจริญท�ำให้อาหารเน่าเสีย หรือสร้างสารพิษในเวลาต่อมาเมื่อสภาวะแวดล้อมเหมาะสม
ต่อการเจริญของเชื้อที่รอดชีวิต มาตรฐาน USP<61> Microbiological Examination of Nonsterile Products: Microbial Enumeration Tests [6] แนะน�ำ
ให้มกีารท�ำให้สมบตัต้ิานเช้ือจุลนิทรีย์หมดไปก่อนน�ำไปทดสอบหาเชือ้จลุนิทรย์ี ซึง่สามารถกระท�ำได้โดย การเพิม่ปรมิาณสารละลายเจอืจางหรอือาหารเลีย้งเชือ้ การ
เติมสาร neutralizing agents ในอาหารเลี้ยงเชื้อหรือสารละลายเจือจาง การกรอง และการใช้หลายวิธีข้างต้นร่วมกัน นอกจากนี้สารยับยั้งจุลินทรีย์ในเครื่องเทศ
บางชนิดยังเป็นสารกลุ่มท่ีใช้ในเครื่องส�ำอาง หรือผลิตภัณฑ์ท�ำความสะอาดมือ เช่น กลุ่ม phenolic compounds, aldehydes, alcohol, hydrocarbon, 
monoterpene เป็นต้น ซ่ึงการทดสอบทางจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์เหล่านี้มีการเติมสาร neutralizing agent เพื่อยับยั้งสมบัติการต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial 
activity) เช่นเดียวกัน
	 กรมวิทยาศาสตร์บริการโดยกลุ่มคุณภาพทางจุลชีววิทยาในอาหาร กองผลิตภัณฑ์อาหารและวัสดุสัมผัสอาหารจึงได้ศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการทดสอบเชื้อรา
ในเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์ เพื่อน�ำไปปรับปรุงวิธีทดสอบให้มีความแม่นย�ำถูกต้องเพิ่มขึ้น สามารถลดผลกระทบจากสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 
(antimicrobial activity) ของเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ ช่วยในการพัฒนาสินค้าชุมชน (OTOP) กลุ่มเครื่องแกงและน�้ำพริกส�ำเร็จรูป รวมถึงสินค้าอื่นๆที่
มีการน�ำพืชสมุนไพรมาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ ผลการตรวจสอบคุณภาพสินค้าที่ได้ยังสามารถใช้เป็นฐานข้อมูลเกี่ยวกับจุลชีววิทยาของอาหารในประเทศไทยที่
จะน�ำไปใช้ในการก�ำหนดมาตรฐานด้านความปลอดภัยของอาหารเพื่อก่อให้เกิดประโยชน์ต่อผู้บริโภค นอกจากนี้ข้อมูลจากผลการวิจัยใช้ประกอบการพิจารณา
ปรับปรุงและให้ข้อคิดเห็นร่างมาตรฐานของประเทศและระหว่างประเทศ 

2. วิธีการวิจัย (Experimental)
	 2.1 ตัวอย่าง
  		  2.1.1	เครื่องเทศชนิดเดี่ยวท้ังหมด 7 ชนิด ได้แก่ พริกแห้ง (2 ตัวอย่าง) พริกไทย (2 ตัวอย่าง) กานพลู (2 ตัวอย่าง) ขม้ินชัน (1 ตัวอย่าง) โป๊ยก๊ัก 
(2 ตัวอย่าง)  ลูกผักชี (1 ตัวอย่าง) อบเชย (2 ตัวอย่าง) รวม 12 ตัวอย่าง จากตลาดในเขตกรุงเทพมหานคร จังหวัดสมุทรสาคร และจังหวัดนครปฐม
		  2.1.2	ผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ 5 ตัวอย่าง ได้แก่ พริกแกงเขียวหวาน พริกแกงมัสมั่น พริกแกงเผ็ด พริกแกงเหลือง จากตลาดยิ่งเจริญ กรุงเทพมหานคร และ

พริกแกงกระหรี่ ตลาดบางเขน กรุงเทพมหานคร

	 2.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมี  สารละลาย  และวิธีเตรียม
		  2.2.1	อาหารเลี้ยงเชื้อ Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (Oxoid) 
		  2.2.2	สารละลายเจือจาง 0.1% Peptone (Oxoid) 
			   ละลาย Peptone Bacteriological 1 กรัม ในน�้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร ถ่ายใส่ขวดขนาด 1000 มิลลิลิตร ปริมาตร 470 มิลลิลิตร และขวดขนาด 
150 มิลลิลิตร ปริมาตร 95 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.1 ± 0.2 
		  2.2.3	สารละลายเจือจาง สูตร 1 (F1)
			   ละลาย Bacteriological peptone (Oxoid) 1 กรมั Tween 80 for synthesis (Merck) 30 มลิลลิติร และ L-α-Phosphatidylcholine (Sigma): 
Lecithin 0.7 กรัม ในน�้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.2 ± 0.2 
		  2.2.4	สารละลายเจือจาง สูตร 2 (F2)
			   ละลาย Bacteriological peptone (Oxoid) 1 กรัม Tween 80 for synthesis (Merck) 5  มิลลิลิตร L-α-Phosphatidylcholine (Sigma): 
Lecithin 7 กรัม Sodium thiosulfate 6 กรัม Sodium bisulfate 2.5 กรัมในน�้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.6 
± 0.2 
		  2.2.5	สารละลายเจือจาง สูตร 3 (Fluid Casein Digest Soya Lecithin Medium, Himedia)  (F3)
			   ละลาย Fluid Casein Digest Soya Lecithin Medium 25.0 กรมั ในน�ำ้กลัน่ ปรมิาตร 960 มลิลลิติร เตมิ Polysorbate 20 ปรมิาตร 40 มลิลลิติร 
ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.3 ± 0.2 
		  2.2.6	สารละลายเจือจาง สูตร 4 (F4)
			   ละลาย L-Histidine (Sigma) 1 กรัม Tween 80 for synthesis (Merck) 30 มิลลิลิตร L-α -Phosphatidylcholine (Sigma) 3 กรัม ในน�้ำกลั่น
ปริมาตร 970 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.2 ± 0.2 
		  2.2.7 สารละลายเจือจาง สูตร 5 (Dey-Engley Neutralizing broth, Himedia) (F5)
ละลาย D/E Neutralizing broth (Himedia) 39.02 กรัม ในน�้ำกลั่น ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ค่า pH 7.6 ± 0.2
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	 2.3	 การศกึษาสารละลายเจอืจางทีมี่สมบติัยับย้ังความสามารถในการต้านการเจริญของเช้ือราของเครือ่งเทศและผลติภณัฑ์เครือ่งเทศ
		  2.3.1 การเตรียมตัวอย่างเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ
			   ท�ำตัวอย่างให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยเครื่องปั่นผสม (blender) ชั่งตัวอย่าง 50.0 ± 0.1 กรัม ใส่ในขวดที่บรรจุ 0.1% peptone water (ตัวควบคุม) 
ปริมาตร 450 มิลลิลิตร และขวดที่บรรจุสารละลายเจือจางที่ใช้ในการทดลองทั้งหมด 5 สูตร คือ F1 F2 F3 F4 และ F5 ปริมาตร 450 มิลลิลิตร เขย่าตัวอย่างให้
กระจายทั่ว สารละลายตัวอย่างที่ได้ถือว่ามีระดับความเจือจาง 10-1 (ตัวอย่างถูกเจือจาง 10 เท่า) เตรียมสารละลายตัวอย่างให้มีระดับความเจือจางที่เหมาะสม โดย
ปิเปตตัวอย่างที่มีระดับความเจือจาง 10-1 จ�ำนวน 10 มิลลิลิตร ใส่ในขวดที่มีสารละลายเจือจางชนิดต่างๆ ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จะได้ระดับความเจือจาง 10-2 
เขย่าให้ตัวอย่างกระจายทั่วกันทั้งขวด สารละลายตัวอย่างที่ระดับความเจือจางอื่นๆ ท�ำเช่นเดียวกัน 
		  2.3.2 การศึกษาผลกระทบของสารละลายที่มีสาร neutralizing agents ชนิดต่างๆต่อการยับยั้งความสามารถในการต้านการเจริญของเช้ือราในเคร่ือง
เทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ
			   ตัวอย่างสารละลายเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศที่ระดับความเจือจางต่างๆ (ข้อ 2.3.1) ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบ
เวลาให้เพาะเชื้อโดยวิธี spread plate ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ Dichloran Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC agar) จ�ำนวน 3 เพลท เพลทละ 
0.3 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตร ตามล�ำดับ จากนั้นเกลี่ยให้สารละลายตัวอย่างกระจายทั่วผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช้แท่งแก้วงอ ทิ้งไว้จนกระทั่งสารละลายตัวอย่าง
ซึมผ่านอาหารเลี้ยงเชื้อ (ประมาณ 10 นาที) ในแต่ละระดับความเจือจางท�ำ 3 ซ�้ำ น�ำเพลทที่ได้วางซ้อนกันไม่เกิน 3 เพลท ไปบ่มที่อุณหภูมิ 25°C โดยไม่ต้องกลับ
เพลทนาน 5 วัน ถ้าไม่มีโคโลนีขึ้นบนเพลท ให้น�ำไปบ่มต่ออีก 48± 2 ชั่วโมง จึงน�ำมานับจ�ำนวน และค�ำนวณปริมาณเชื้อราที่พบในตัวอย่าง
		  2.3.3 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการทดสอบเชื้อราของ neutralizing agents ในเชิงสถิติ
			   น�ำค่าจ�ำนวนโคโลนีของเชื้อราที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ DRBC agar ร่วมกับสารละลายเจือจางทั้ง 5 สูตร มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
ทดสอบเชือ้รากบัสารละลายเจอืจางท่ีเป็นตวัควบคมุ โดยก�ำหนดให้ผลการทดสอบจะมคีวามแตกต่างอย่างมนียัส�ำคญัเมือ่จ�ำนวนโคโลนเีชือ้รามปีรมิาณต่างกนัมากกว่า
หรือเท่ากับ 0.5 log CFU/g

3 ผลและวิจารณ์ (Results and Discussion)
	 3.1	 การศกึษาสารละลายเจอืจางทีมี่สมบติั neutralizing agents ในการยบัยัง้ความสามารถในการต้านการเจรญิของเช้ือราของเครือ่งเทศและผลติภณัฑ์
เครือ่งเทศผลการศึกษาการใช้สารละลายเจือจางที่เติมสาร neutralizing agents ที่แตกต่างกัน ทั้งหมด 6 สูตร คือ 0.1% peptone water (ตัวควบคุม) F1  F2  
F3  F4 และ F5 เพื่อยับยั้งสมบัติต้านการเจริญของเชื้อรา (antifungal activity) ของเครื่องเทศ 7 ชนิด ได้แก่ อบเชย โป๊ยกั๊ก กานพลู ลูกผักชี ขมิ้นชัน พริก และ
พริกไทย ดังแสดงในตารางที่ 1 พบว่าเครื่องเทศในกลุ่ม อบเชย กานพลู ขมิ้นชัน และพริกแห้ง สารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 สามารถยับยั้งสมบัติ antifungal 
activity ของเครื่องเทศได้ เนื่องจากพบจ�ำนวนโคโลนีเชื้อราสูงกว่าสารละลายเจือจางมาตรฐาน 0.1% peptone บนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกัน โดยจะเห็นผล
ชัดเจนในตัวอย่างอบเชยทั้ง 2 แหล่ง (จังหวัดสมุทรสาครและนครปฐม) และพริกแห้งเม็ดเล็ก ตลาดอมรพันธ์ กรุงเทพมหานคร ที่ให้ค่าจ�ำนวนโคโลนีเชื้อราที่นับได้
แตกต่างจากสารละลายเจือจาง 0.1% peptone มากกว่า 0.5 log CFU/g ซึ่งถือว่าแตกต่างกันทางสถิติ
		  เครื่องเทศในกลุ่ม โป๊ยกั๊ก ลูกผักชี พริกไทย พบว่าสารละลายเจือจางสูตร F3 F4 และ F5 ในการยับยั้งสมบัติ antifungal activity ของพริกไทยได้ดีกว่า
สูตรอื่น ในเครื่องเทศโป๊ยกั๊กพบว่าสารละลายเจือจางสูตร F1 F4 และ F5 ให้ค่าเฉลี่ยจ�ำนวนโคโลนีเชื้อราที่นับได้แตกต่างจากสารละลายเจือจาง 0.1% peptone 
ถึง 0.5 log CFU/g ซึ่งถือว่าแตกต่างกันทางสถิติ ในลูกผักชีสารละลายเจือจางสูตร F2 F3 และ F5 ยับยั้งสมบัติ antifungal activity ของเครื่องเทศได้ดีกว่าสูตร
อื่น	 นอกจากนี้ยังพบว่าสารละลายเจือจางสูตร F1 ให้ผลในการยับยั้งสมบัติ antifungal activity ของเครื่องเทศได้เช่นกันในตัวอย่างกานพลูจากจังหวัดนครปฐม 
โป๊ยกั๊กจากจังหวัดสมุทรสาคร และพริกแห้งเม็ดใหญ่ แสดงว่าสามารถยับยั้งสมบัติ antifungal activity ของเครื่องเทศได้เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายเจือจาง
มาตรฐาน (0.1% peptone) แม้ว่าจะมีปริมาณสาร lecithin ต�่ำกว่าสูตรอื่น ซึ่งมีปริมาณเพียง 0.7 กรัมต่อลิตร อาจเป็นเพราะมีปริมาณสาร polysorbate 80 ใน
สูตรสูงถึง 30 มิลลิลิตร จึงท�ำหน้าที่ทดแทนสาร lecithin ในการยับยั้งสมบัติ antifungal activity ได้ จากผลการทดลองข้างต้นในตัวอย่างเครื่องเทศแต่ละชนิด 
จ�ำนวนทั้งหมด 12 ตัวอย่าง พบว่าสารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 นั้น สามารถใช้เป็นสาร neutralizer ในการทดสอบเชื้อราในเครื่องเทศได้เกือบทุกชนิดที่ใช้
ในการทดสอบ
		  ตัวอย่างเครื่องแกงที่มีส่วนประกอบหลักเป็นเครื่องเทศหลายชนิดและมีสาร antifungal activity หลายกลุ่มออกฤทธิ์ร่วมกัน จากการทดลองใช้ตัวอย่าง
เครื่องแกงทั้งหมด 5 ตัวอย่าง ได้แก่ พริกแกงเขียวหวาน พริกแกงมัสมั่น พริกแกงเผ็ด พริกแกงเหลือง และพริกแกงกระหรี่ ดังแสดงในตารางที่ 2 พบว่าในพริกแกง
มัสมั่น พริกแกงเผ็ด พริกแกงเหลือง และพริกแกงกระหรี่ สามารถใช้สารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 ส่วนพริกแกงเขียวหวาน ใช้สารละลายเจือจางสูตร F1 F2 
และ F5 เป็นสารยับยั้งสมบัติ antifungal activity ของเครื่องแกงได้ เนื่องจากสามารถนับจ�ำนวนโคโลนีเชื้อราได้สูงกว่าสารละลายเจือจาง 0.1 % peptone บน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกัน 
		  เครื่องเทศที่น�ำมาทดสอบมีส่วนประกอบของสาร antifungal activity ที่แตกต่างกัน ซึ่งระดับความรุนแรงของการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์
ก็แตกต่างกันตามชนิดของสารที่เป็นส่วนประกอบ เครื่องเทศในกลุ่ม อบเชย กานพลู ขมิ้นชัน และพริกแห้ง มีสาร antifungal activity กลุ่มหลัก คือ phenolic 
compounds และ aldehydes เครื่องเทศในกลุ่ม โป๊ยกั๊ก ลูกผักชี พริกไทย ประกอบด้วยสาร antifungal activity ในกลุ่ม hydrocarbon และ terpenes ออก
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ต�่ำกว่าสารในกลุ่ม phenolic compounds  ซึ่งจากผลการทดลองสารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 สามารถยับยั้งสมบัติ 
antifungal activity ของเครื่องเทศได้ดี เป็นผลมาจากสาร neutralizer ทั้ง 2 สูตรที่ใช้ในการทดลอง ประกอบด้วย lecithin polysorbate 80 และ L-histidine 
มีสมบัติยับยั้งความเป็น antimicrobial activity หรือ antifungal activity ของสารในกลุ่ม phenolic compounds และ aldehydes  ส่วนผลิตภัณฑ์เครื่องเทศ 
สาร antifungal ส่วนใหญ่มาจากน�้ำมันหอมระเหย (essential oil) ในเครื่องเทศ เช่น พริกแห้งมีสาร capsaicin ข่ามีสาร D, L-10-acetoxychavicol acetate 
และ eugenol [7] ตะไคร้/มะกรูดมีสาร monoterpenes compounds และ citral [8] กระเทียมมีสาร allicin ลูกผักชีมีสารกลุ่ม camphor cyclohexanol 
acetate (cis-2-tert.butyl-) limonene alpha-pinene [9] ยี่หร่ามีสาร eugenol [10] พริกไทยมีสาร piperine [11] กานพลูมีสาร eugenol [12] อบเชยมีสาร 
cinnamic aldehyde และ eugenol ขมิ้นมีสาร curcuminoids [13] หัวหอมแดงมีสารหลักในกลุ่ม diallyl sulfide [14] และใบกระวานมีสาร cineole [15] ซึ่ง
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สารเหล่านี้เป็นสารในกลุ่ม phenolic compounds aldehyde oxide และ hydrocarbon เป็นหลัก และสามารถลดสมบัติความเป็น antifungal activity ได้โดย
การเติมสาร lecithin polysorbate 80 polysorbate 20 histidine และ sodium thiosulfate ในสารละลายเจือจางทั้ง 5 สูตร นอกจากนี้เครื่องเทศชนิดต่าง ๆ 
ที่เป็นส่วนผสมในเครื่องแกง ออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ โดยเฉพาะเชื้อราในกลุ่ม Aspergillus spp. ที่สร้างสาร alflatoxin (A. flavus, A. fumigatus, 
A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus), Alternaria alternata, Penicillium (P. chrysogenum, P. verrucosum, P. expansum), Fusarium (F. verticillioides, 
F. proliferatum, F. oxysporum, F. gramenearum, F. culmorum เป็นต้น) และเชื้อราที่ก่อโรคในพืช Botrytis cinerea, Cladosporium cladosporioides, 
Sclerotinia sclerotiorum เป็นต้น [16] 
		  นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยหรือวิธีมาตรฐานที่ใช้สารในกลุ่ม tween 80, sodium thiosulfate, lecithin, L-histidine หรือสารละลายเจือจางสูตร F5 (D/E 
Neutralizing Broth: Dey-Engley Neutralizing Broth) เป็นสาร neutralizing agents ในการทดสอบหาจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์ที่มีสารยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอาง ผลิตภัณฑ์ท�ำความสะอาด หรือ non-sterile products โดย Scott และคณะ [17] ได้ทดสอบความใช้ได้ของวิธีฟื้นฟู
จุลินทรีย์จากสารฆ่าเชื้อ (Validation of microbial recovery from disinfectants) โดยใช้ diluting broth (AOAC), Dey-Engley Neutralizing Broth (DEB), 
Letheen (LET), NIH Thioglycollate Broth (NIH), Trypticase with Tween (TAT), and Trypticase Soy Broth with Polysorbate 80 and Lecithin (TPL) 
เป็นสาร neutralizing agents พบว่าสามารถฟื้นฟูเซลล์แบคทีเรียได้ถึงร้อยละ 75 และ Dey-Engley Neutralizing Broth เป็น neutralizing broth ที่ดีที่สุด
ส�ำหรับสารฆ่าเชื้อทุกประเภท วิธีมาตรฐาน ISO 21149: 2006 Cosmetics- Microbiology-Enumeration and detection of aerobic mesophilic bacteria 
[18] หรือ ISO 16212: 2008 Cosmetics-Microbiology-Enumeration of yeast and mould [19] ใช้สาร neutralizers ในกลุ่ม lecithin, L-histidine, 
polysorbate 80, saponin glycine, L-cysteine และ D/E Neutralizing Broth เป็นสารละลายเจือจางและ rinsing liquid ในเทคนิค membrane filtration 
เพื่อลดความรุนแรงของสารฆ่าเชื้อในเครื่องส�ำอาง

ตารางที่ 1 ค่าเฉลี่ยจ�ำนวนโคโลนีเชื้อราในเครื่องเทศ ทดสอบบนอาหารเล้ียงเชื้อ DRBC agar ร่วมกับสารละลายเจือจางสูตร F1 F2 F3 F4 และ F5 เทียบกับ
สารละลายเจือจาง 0.1% peptone

ตัวอย่าง

ค่าเฉลี่ยจ�ำนวนโคโลนีเชื้อรา (log CFU/g)

0.1% 

peptone
F1 F2 F3 F4 F5

อบเชย จังหวัดสมุทรสาคร 2.54 2.97 2.98 3.27 3.90 3.45

อบเชย จังหวัดนครปฐม 2.56 2.14 2.05 2.93 2.86 3.01

โป๊ยกั๊ก จังหวัดสมุทรสาคร 1.43 1.48 1.10 0.33 1.63 1.49

โป๊ยกั๊ก จังหวัดนครปฐม 2.63 2.64 0 2.82 3.06 2.99

กานพลู จังหวัดสมุทรสาคร 3.26 2.85 0 2.96 3.20 3.23

กานพลู จังหวัดนครปฐม 2.81 3.12 2.30 3.11 2.97 2.92

ลูกผักชี จังหวัดสมุทรสาคร 4.05 4.23 4.59 4.32 4.14 4.29

ขมิ้นชัน ตลาดอมรพันธ์ กรุงเทพมหานคร 3.66 3.38 3.25 3.56 3.65 3.68

พริกแห้งเม็ดเล็ก ตลาดอมรพันธ์ กรุงเทพมหานคร 4.51 4.50 3.83 5.54 5.97 5.87

พริกแห้งเม็ดใหญ่ ตลาดบางเขน กรุงเทพมหานคร 4.89 4.83 3.25 4.88 4.88 4.58

พริกไทยด�ำแบบเม็ด ตลาดอมรพันธ์ กรุงเทพมหานคร 2.15 2.08 2.33 2.27 2.75 2.44

พริกไทยขาวแบบบดละเอียด ตลาดบางเขน กรุงเทพมหานคร 3.28 3.25 3.00 3.38 3.42 3.40
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ตารางท่ี 2 ค่าเฉลีย่จ�ำนวนโคโลนเีชือ้ราในพริกแกง ทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้ DRBC agar ร่วมกับสารละลายเจอืจางสตูร F1 F2 F3 F4 และ F5 เทียบกบัสารละลาย
เจือจาง 0.1% peptone

ตัวอย่าง

ค่าเฉลี่ยจ�ำนวนโคโลนีเชื้อรา (log CFU/g)

0.1% 

peptone
F1 F2 F3 F4 F5

พริกแกงเขียวหวาน ตลาดยิ่งเจริญ กรุงเทพมหานคร 1.66 1.66 1.78 0.97 1.03 1.89

พริกแกงมัสมั่น ตลาดยิ่งเจริญ กรุงเทพมหานคร 0.97 1.40 1.62 1.07 1.79 1.23

พริกแกงเผ็ด ตลาดยิ่งเจริญ กรุงเทพมหานคร 2.79 2.59 2.68 2.68 2.90 2.76

พริกแกงเหลือง ตลาดยิ่งเจริญ กรุงเทพมหานคร 2.70 2.66 2.76 2.72 2.73 2.77

พริกแกงกระหรี่ ตลาดบางเขน กรุงเทพมหานคร 1.26 0.67 0.77 1.30 1.56 1.40

	 การทดสอบเชื้อราในเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศนอกจากการเลือกใช้สารละลายเจือจางที่เหมาะสมแล้ว ก็ควรเลือกใช้อาหารเลี้ยงเช้ือที่ออกฤทธ์ิ
ส่งเสริมกันในการทดสอบเชื้อรา และยังต้องอาศัยลักษณะโคโลนีเป็นปัจจัยหนึ่งในการตัดสินใจเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม อาหารเลี้ยงเชื้อที่ให้ค่าเฉลี่ยจ�ำนวน
โคโลนีเชื้อราสูงที่สุดในตัวอย่างเครื่องเทศบางชนิด แต่โคโลนีเชื้อรามีขนาดเล็ก จนสังเกตเห็นได้ยาก ท�ำให้ยากต่อการนับจ�ำนวนเชื้อรา และต้องอาศัยความช�ำนาญ
และความรอบคอบในการตรวจนับมากยิ่งขึ้นเพื่อลดความผิดพลาด นอกจากนี้ควรศึกษาเครื่องเทศและผลิตภัณฑ์เครื่องเทศอื่นๆ อีก เพื่อให้ได้วิธีการทดสอบเชื้อรา
ที่เหมาะสมกับเคร่ืองเทศและอาหารไทยชนิดอื่นๆ นอกจากนี้ควรศึกษาจุลินทรีย์ที่ท�ำให้เกิดโรคที่สามารถพบได้ในผลิตภัณฑ์อาหารที่มีการใช้เครื่องเทศ เช่น 
แซลโมเนลลา คลอสทริเดียม เพอร์ฟริงเจนส์, สแตฟิโลค็อกคัส ออเรียส และแบซิลลัส ซีเรียส เป็นต้น

4. สรุป (Conclusion)
	 การศึกษาประสิทธิภาพของสารละลายเจือจางที่มี neutralizing agents ยับย้ังสมบัติ antifungal activity ของเครื่องเทศ ในการทดสอบเช้ือรา จ�ำนวน 
5 สูตร คือ F1 F2 F3 F4 และ F5 จากตัวอย่างเครื่องเทศ 7 ชนิด จ�ำนวน 12 ตัวอย่าง คือ อบเชย (2) โป๊ยกั๊ก (2) กานพลู (2) ลูกผักชี (1) ขมิ้นชั้น (1) พริกแห้ง (2) 
และพริกไทย (2) และเครื่องแกงท่ีประกอบด้วยเครื่องเทศหลากหลายชนิด จ�ำนวน 5 ตัวอย่าง คือ พริกแกงมัสมั่น พริกแกงเหลือง พริกแกงเผ็ด และพริกแกง
กระหรี่ พบว่าการใช้สารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 ให้จ�ำนวนโคโลนีเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อสูงที่สุด ดังนั้นสารละลายเจือจางสูตร F4 และ F5 มีความเหมาะ
สมทีจ่ะใช้เป็นสารละลายเจอืจางในการทดสอบเชือ้ราในเครือ่งเทศและผลติภณัฑ์เครือ่งเทศทีใ่ช้ในการทดสอบได้เกอืบทกุชนดิ เนือ่งจากมีองค์ประกอบหลกัเป็นสาร 
L-histidine polysorbate 80 (Tween 80) และ lecithin, sodium thioglycollate, sodium thiosulfate และ sodium bisulfite ซึ่งมีสมบัติยับยั้งความเป็น 
antifungal activity 
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