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Abstract 

Vanillin is the most popular flavor in the world. Natural vanillin is obtained by curing of vanilla beans. The 
content of vanillin and its derivatives may be influenced by many factors: bean maturity, temperature during 
curing, sunlight intensity, and type and population of microorganisms on the surface of bean. Therefore, the aim of 
this experiment was to study the types and population of microorganisms on vanilla beans during curing process. 
Nine-month-old vanilla beans were dipped in hot water at 65oC for 3 min (killing step), and held in a closed 
wooden box for 24 h. Thereafter, the killed beans were exposed to sunlight (sweating step) 4 h/day for 10 days. 
The sweated beans were placed in the atmosphere to dry for 10-20 days (drying step) before being kept in the 
closed wooden box for 3 months (conditioning step). The results showed that almost all of the bacteria isolated 
from fresh bean was Bacillus spp. Immediately after the killing step was finished, the population of all yeasts and 
molds decreased more than 1 in 3 of the initial population of fresh beans but they were not detected in the killed 
beans kept in wooden box for 24 h, whereas the total bacteria increased. Total bacteria decreased significantly in 
sweating step and then increased to the same numbers as in fresh beans after conditioning step for 3 months. 
However, the results also showed that the population of total bacteria was correlated with the increase of vanillin 
content and the decrease of glucovanillin content. These results implied that bacteria may play a role for vanillin 
aroma developing during the curing process. 
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บทคัดยอ  
วานิลลินเปนสารใหกล่ินรสที่นิยมใชมากที่สุดในโลก การผลิตกล่ินรสวานิลลาธรรมชาติไดจากการบม (curing) ฝกวา

นิลลา ปจจัยที่อาจมีผลตอปริมาณวานิลลินและอนุพันธที่ไดในระหวางการบม ไดแก อายุของฝก อุณหภูมิระหวางการบม 
แสงแดด ตลอดจนชนิดและปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่ผิวของฝก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการ
เปล่ียนแปลงชนิดและปริมาณเช้ือจุลินทรียบนฝกวานิลลาในระหวางการบม โดยนําฝกวานิลลาที่มีอายุเก็บเก่ียว 9 เดือน มาทํา
ใหเหี่ยว (killing) ดวยน้ํารอน 65oC เปนเวลา 3 นาที แลวนําฝกไปเก็บในกลองไมที่มีฝาปดเปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนนําไปทําให
เกิดเหง่ือ (sweating) ดวยการตากแดดเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําทุกวันเปนเวลา 10 วัน จากนั้นนําฝกที่ไดไปผ่ึงที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 10-20 วัน เพื่อทําใหแหงอยางชา (slow drying) แลวจึงทําการปรับสภาพ (conditioning) ดวยการเก็บฝกในกลองไมเปน
เวลา 3 เดือน ผลการทดลองพบวาเช้ือแบคทีเรียที่แยกไดจากฝกวานิลลาสดสวนใหญคือ Bacillus และพบวาภายหลังการ ทํา
ใหเหี่ยวทันที จํานวนประชากรของเชื้อยีสตและเช้ือราลดลงมากกวา 1 ใน 3 ของประชากรเช้ือที่พบในฝกสด และภายหลังการ
ทําใหเหี่ยว เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไมพบยีสตและรา ในทางตรงขามพบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มมากขึ้น และลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติหลังจากผานขั้นตอนการทําใหเกิดเหงื่อแลว อยางไรก็ตามเม่ือเก็บฝกในสภาพปรับสภาพ เปนเวลา 3 
เดือน พบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มมากขึ้นเทากับฝกสด ซึ่งมีความสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณวานิลลิน
และการลดลงของกลูโควานิลลิน จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาเช้ือแบคทีเรียอาจมีบทบาทตอการพัฒนากล่ินวานิลลาใน
ระหวางกระบวนการบมได 
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คํานํา 
วานิลลา (Vanilla planifolia) เปนพืชเล้ือยในวงศกลวยไม เม่ือนําฝกไปบม (curing) จะทําใหเกิดการพัฒนาสารให

กล่ินขึ้น  ซึ่งเปนกล่ินที่ผูบริโภคนิยมมากที่สุดในโลก  องคประกอบหลักของสารใหกล่ินที่สกัดไดจากฝกวานิลลาคือวานิลลิน 
(vanillin; 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) ซึ่งปริมาณสารชนิดนี้เปนตัวกําหนดมาตรฐานคุณภาพฝกวานิลลาที่ใชในเชิง
การคา (Sreedhar et al., 2007) ปจจัยที่อาจมีผลตอปริมาณวานิลลินและอนุพันธที่ไดรับหลังการบม ไดแก อายุของฝก (ธิติมา 
และคณะ, 2552) อุณหภูมิในระหวางการบม แสงแดด ตลอดจนชนิดและปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่ผิวของฝก 
เนื่องจากการบมจัดวาเปนกระบวนการทางชีววิทยาท่ีตองผานกระบวนการใชความรอน ปฏิกิริยาของเอนไซมในพืชและ
กิจกรรมของจุลินทรีย (Ranadive, 1994) Röling et al. (2001) พบวาแบคทีเรีย Bacillus บางสายพันธุผลิตเอนไซมที่
เก่ียวของกับการยอยสลายผนังเซลล ไดแก protease, cellulase, hemicellulase, pectinase รวมทั้ง β-glucosidase ซึ่ง
เปนเอนไซมหลักในการสรางสารวานิลลิน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาชนิดและปริมาณเช้ือจุลินทรียในฝกวานิล
ลาในระหวางการบม ตลอดจนหาความสัมพันธระหวางปริมาณเช้ือจุลินทรียกับปริมาณสารวานิลลินในระหวางการบมฝกวา
นิลลา  

 
อุปกรณและวิธีการ 

เก็บเก่ียวฝกวานิลลา อายุ 9  เดือน หลังจากผสมเกสร  ความยาวฝก 10-15 ซม. (เกรด 2) จากแปลงปลูกศูนยพัฒนา
โครงการหลวงขุนวาง จ.เชียงใหม นําฝกวานิลลามาบมตามขั้นตอนท่ีตอเนื่องกัน ที่หองปฏิบัติการเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี และทําการสุมเก็บตัวอยางฝกวานิลลาเพื่อใชในการวิเคราะหชนิดและปริมาณ
เช้ือจุลินทรียที่พบ ตลอดจนวิเคราะหปริมาณ glucovanillin และ vanillin ในระหวางการบม โดยทําการเก็บตัวอยางในขั้นตอน
ตางๆ ดังนี้ 1. ตัวอยางฝกสด (fresh) กอนทําการบม 2. ฝกสดที่ผานการจุมในน้ํารอน 65oC เปนเวลา 3 นาที (after killing, 
AFkilling) หลังจากนั้นนําฝกวานิลลามาหอฝกดวยผาสักหลาดสีดํา เก็บในกลองไมสนที่มีฝาปด เปนเวลา 24 ชม. แลวสุมเก็บ 
4. ตัวอยางฝกกอนการทําใหเกิดเหงื่อ (before sweating, BFsweating) จากนั้นนําฝกทั้งหมดไปทําใหเกิดเหง่ือ ในตูอบลมรอน
ที่อุณหภูมิ 65oC ความช้ืน 70±10% เปนเวลา 3 ชม. หอฝกดวยผา แลวเก็บในกลองไม เปนเวลา 24 ชม. โดยในขั้นตอน การทํา
ใหเกิดเหง่ือ ทําติดตอกันเปนเวลา 7 วัน แลวจึงสุมเก็บ 5 ตัวอยางฝกหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (after sweating, 
AFsweating) จากนั้นนําฝกที่ไดมาเรียงในตะกราไมใหซอนทับกัน แลววางไวที่มีอากาศถายเทสะดวก เพื่อใหฝกแหงอยางชาๆ 
(slow drying) ที่อุณหภูมิหองปรับอากาศ (27±2oC) เปนเวลา 2-3 สัปดาห จนกระท่ังฝกมีความช้ืนประมาณ 30% จึงมัดฝก
รวมกันดวยเชือก จํานวน 30-40 ฝกตอมัด หอดวยกระดาษไข แลวนําไปเก็บในกลองไมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 เดือน และ 
6. สุมเก็บตัวอยางฝกวานิลลา (after conditioning 3 months, AFconditioning 3M)  

 
1.  ชนิดของจุลินทรียในฝกสดและการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางการบมฝก  

ตัดเนื้อเย่ือฝกวานิลาตามขวางดวยมีดที่ผานการฆาเช้ือแลวจํานวน 25 กรัม นําไปใสในถุงตีปน (stomacher)  แลว
เติม 0.1% peptone water จํานวน 225 มล. จากนั้นนําไปตีปนดวยเคร่ืองตีปนตัวอยาง นาน 1 นาที ดูดสารแขวนลอยที่ได
ปริมาตร 1.0 มล. ไปทําการเจือจางที่ความเขมขน 10-2, 10-4 และ 10-6 เทา จากนั้นใชปเปตดูดสารแขวนลอยที่เจือจางแลว
ปริมาตร 0.1 มล. หยดลงหนาอาหาร potato dextrose agar (PDA) และ plate count agar (PCA) เพื่อตรวจนับจํานวนเชื้อรา
และยีตส และปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด ตามลําดับ และรายงานผลในหนวย log10CFU/g สําหรับการจําแนกชนิดของเชื้อ
เบคทีเรีย ทําโดยการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวเคมี  
2.  การเปล่ียนแปลงปริมาณสารตั้งตนและสารระเหยใหกล่ินรสวานิลลาในระหวางการบมฝก 

นําฝกวานิลามาหั่นตามขวางมีความยาวประมาณ 1 ซม. ชั่งตัวอยางจํานวน 5 กรัม แลวแชตัวอยางในไนโตรเจนเหลว
และเก็บตัวอยางในตูแชแข็งที่ -20oC จนกวาไดตัวอยางครบทุกขั้นตอน จึงทําการสกัดตัวอยางดวยการบดตัวอยางใน
ไนโตรเจนเหลว นําตัวอยางที่บดแลวจํานวน 1 กรัม มาเติมดวยเอทานอลความเขมขน 44% ปริมาตร 10 มล. บมที่อุณหภูมิ 45 

oC เปนเวลา 48 ชม. กรองสารผานกระดาษกรอง (Whatman no.1) กรองสารอีกคร้ังดวย filter membrane (Millipore, 
0.45μm)  ทําการวิเคราะหสารที่สกัดไดดวยเคร่ือง HPLC (Shimadzu model LC-20AT, Japan) โดยใช diode array 
detector คอลัมม Inertsil รุน ODS-3 ขนาด 5 ไมครอน ขนาด 4.6x250 มม. สารละลาย mobile phase คือ เมทานอล กับ
1.25% acetic acid (1:10) ใชอัตราการไหล 1.5 มล.ตอนาที นาน 40 นาที ความยาวคล่ืน 254 nm ฉีดสารตัวอยางปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงในเคร่ือง HPLC เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของวานิลลินมาตรฐาน (Sigma) ความเขมขน 1-100 mg/L  
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ผลการทดลอง 
1. ชนิดของจุลินทรียและการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางการบมฝก  

จุลินทรียที่แยกไดจากฝกวานิลลาสดสวนใหญเปนเช้ือแบคทีเรียมากกวายีสตและรา แบคทีเรียสวนใหญอยูในสกุล 
Bacillus ไดแก B. thuringiensis, B. megaterrium, B. subtilis และ B. cereus แบคทีเรียในสกุลอื่นๆ ที่พบคือ 
Stenotrophomonas maltophilia และ Klebsiella pneunoniae ซึ่งมีลักษณะทางกายภาพของโคโลนีที่แตกตางกันเล็กนอย 
(ไมแสดงขอมูล) สําหรับการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางขั้นตอนการบมพบวา ภายหลังจากการทําใหเหี่ยว 
ฝกวานิลลาดวยการจุมในน้ํารอน (AFkilling) ประชากรของยีสตและราลดลงมากกวา 1 ใน 3 ของประชากรเช้ือที่พบในฝกสด 
(fresh) แตภายหลังจากนําฝกที่ผานขั้นตอนการทําใหเหี่ยวมาหอในผาสักหลาดสีดําและเก็บในกลองไมที่มีฝาปด นาน 24 ชม. 
(BFsweating) ผลปรากฏวาไมพบยีสตและรา แตกลับพบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นสูงสุดและมีปริมาณเทากับที่
พบในฝกสด  และปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดจะลดลงภายหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (AFsweating) จากน้ันปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มขึ้นอีกคร้ังภายหลังจากปรับสภาพนาน 3 เดือน (AFconditioning 3M) (Figure 1)  

 
2. การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารตั้งตนและสารระเหยใหกล่ินรสวานิลลาในระหวางการบมฝก 

ในระหวางขั้นตอนการบมฝกวานิลลาพบวาปริมาณสารต้ังตน glucovanillin มีแนวโนมลดลงคอยๆ ลดลงตามลําดับ 
โดยมีปริมาณตํ่าสุดภายหลังจากการปรับสภาพ นาน 3 เดือน (AFconditioning 3M) สําหรับการเปล่ียนแปลงปริมาณ vanillin 
ในชวงแรก (fresh, AFkilling และ BFsweating) มีปริมาณคอนขางคงท่ี  แตภายหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (AFsweating) 
พบวาปริมาณสารวานิลลินมีคาสูงสุด (p<0.05%) หรือมีปริมาณเพิ่มขึ้นประมาณ 2 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณวานิลลิน
ในฝกสด ซึ่งมีความสอดคลองกับการลดลงของสาร glucovanillin ซึ่งเปนสารต้ันตนของการผลิตวานิลลิน โดยปริมาณ 
glucovanillin ลดลงประมาณ 4 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณที่พบในฝกสด (Figure 2)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Population of total bacteria (gray column) and yeasts and molds (black column) on vanilla beans during 

different curing steps. AF and BF mean after and before. 
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Figure 2  Glucovanillin (gray column) and vanillin (black column) levels of vanilla beans in different curing steps. 
AF and BF mean after and before.   

 
วิจารณผล 

การลดลงของประชากรของเชื้อแบคทีเรีย ยีสตและรา ภายหลังจากการทําใหเหี่ยว อาจเนื่องจากความรอนที่อุณหภูมิ 
65oC สามารถฆาเช้ือจุลินทรียบางชนิดที่ผิวของฝกวานิลลาได แตความรอนระดับนี้อาจไมเพียงพอตอการฆาเช้ือ Bacillus 
spp. ซึ่งสามารถสรางสปอรที่ทนตอความรอนไดดี ดังนั้นในผลการทดลองจึงพบเชื้อ Bacillus spp. มากกวาเช้ือแบคทีเรียชนิด
อื่นๆ  ในขั้นตอนกอนการทําใหเกิดเหง่ือ (BFsweating) คือหลังจากที่นําฝกที่ผานการจุมน้ํารอนแลวบมในกลองไมที่มีฝาปด 
เปนเวลา 24 ชม. พบวาประชากรของเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้น แตกลับตรวจไมพบยีสตและรา Röling et al. (2001) 
อธิบายวาการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือในระหวางการบมฝก อาจเปนผลมาจากความรอนและปริมาณความช้ืนของฝกวานิล
ลาที่เปล่ียนแปลงไปในระหวางการบม   จากการทดลองภายหลังจาก killing ดวยน้ํารอน แลวนําไปเก็บในกลองไมพบวา
อุณหภูมิภายในฝกวานิลลาเพิ่มขึ้นเปน 55oC และฝกมีความช้ืนสูงมากกวา 90% (ไมแสดงขอมูล) ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทนรอน (thermophylic bacteria) รวมทั้งแบคทีเรียในสกุล Bacillus ดวย แตในสภาพดังกลาว
ยีสตและราไมสามารถเจริญเติบโตได นอกจากนี้พบวาขั้นตอนหลังการปรับสภาพ 3 เดือน (AFsweating 3 M) ประชากรของ
เช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นเทากับฝกสด ในขณะท่ีมีปริมาณกลูโควานิลลินลดลงและปริมาณวานิลลินเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาเช้ือแบคทีเรียอาจมีบทบาทตอการพัฒนากล่ินวานิลลาในระหวางกระบวนการบม 
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