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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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บทคัดยอ  
วานิลลินเปนสารใหกล่ินรสที่นิยมใชมากที่สุดในโลก การผลิตกล่ินรสวานิลลาธรรมชาติไดจากการบม (curing) ฝกวา

นิลลา ปจจัยที่อาจมีผลตอปริมาณวานิลลินและอนุพันธที่ไดในระหวางการบม ไดแก อายุของฝก อุณหภูมิระหวางการบม 
แสงแดด ตลอดจนชนิดและปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่ผิวของฝก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการ
เปล่ียนแปลงชนิดและปริมาณเช้ือจุลินทรียบนฝกวานิลลาในระหวางการบม โดยนําฝกวานิลลาที่มีอายุเก็บเก่ียว 9 เดือน มาทํา
ใหเหี่ยว (killing) ดวยน้ํารอน 65oC เปนเวลา 3 นาที แลวนําฝกไปเก็บในกลองไมที่มีฝาปดเปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนนําไปทําให
เกิดเหง่ือ (sweating) ดวยการตากแดดเปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําทุกวันเปนเวลา 10 วัน จากนั้นนําฝกที่ไดไปผ่ึงที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 10-20 วัน เพื่อทําใหแหงอยางชา (slow drying) แลวจึงทําการปรับสภาพ (conditioning) ดวยการเก็บฝกในกลองไมเปน
เวลา 3 เดือน ผลการทดลองพบวาเช้ือแบคทีเรียที่แยกไดจากฝกวานิลลาสดสวนใหญคือ Bacillus และพบวาภายหลังการ ทํา
ใหเหี่ยวทันที จํานวนประชากรของเชื้อยีสตและเช้ือราลดลงมากกวา 1 ใน 3 ของประชากรเช้ือที่พบในฝกสด และภายหลังการ
ทําใหเหี่ยว เปนเวลา 24 ชั่วโมง จะไมพบยีสตและรา ในทางตรงขามพบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มมากขึ้น และลดลง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติหลังจากผานขั้นตอนการทําใหเกิดเหงื่อแลว อยางไรก็ตามเม่ือเก็บฝกในสภาพปรับสภาพ เปนเวลา 3 
เดือน พบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มมากขึ้นเทากับฝกสด ซึ่งมีความสอดคลองกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณวานิลลิน
และการลดลงของกลูโควานิลลิน จากผลการทดลองน้ีแสดงใหเห็นวาเช้ือแบคทีเรียอาจมีบทบาทตอการพัฒนากล่ินวานิลลาใน
ระหวางกระบวนการบมได 
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คํานํา 
วานิลลา (Vanilla planifolia) เปนพืชเล้ือยในวงศกลวยไม เม่ือนําฝกไปบม (curing) จะทําใหเกิดการพัฒนาสารให

กล่ินขึ้น  ซึ่งเปนกล่ินที่ผูบริโภคนิยมมากที่สุดในโลก  องคประกอบหลักของสารใหกล่ินที่สกัดไดจากฝกวานิลลาคือวานิลลิน 
(vanillin; 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde) ซึ่งปริมาณสารชนิดนี้เปนตัวกําหนดมาตรฐานคุณภาพฝกวานิลลาที่ใชในเชิง
การคา (Sreedhar et al., 2007) ปจจัยที่อาจมีผลตอปริมาณวานิลลินและอนุพันธที่ไดรับหลังการบม ไดแก อายุของฝก (ธิติมา 
และคณะ, 2552) อุณหภูมิในระหวางการบม แสงแดด ตลอดจนชนิดและปริมาณของเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนที่ผิวของฝก 
เนื่องจากการบมจัดวาเปนกระบวนการทางชีววิทยาท่ีตองผานกระบวนการใชความรอน ปฏิกิริยาของเอนไซมในพืชและ
กิจกรรมของจุลินทรีย (Ranadive, 1994) Röling et al. (2001) พบวาแบคทีเรีย Bacillus บางสายพันธุผลิตเอนไซมที่
เก่ียวของกับการยอยสลายผนังเซลล ไดแก protease, cellulase, hemicellulase, pectinase รวมทั้ง β-glucosidase ซึ่ง
เปนเอนไซมหลักในการสรางสารวานิลลิน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาชนิดและปริมาณเช้ือจุลินทรียในฝกวานิล
ลาในระหวางการบม ตลอดจนหาความสัมพันธระหวางปริมาณเช้ือจุลินทรียกับปริมาณสารวานิลลินในระหวางการบมฝกวา
นิลลา  

 
อุปกรณและวิธีการ 

เก็บเก่ียวฝกวานิลลา อายุ 9  เดือน หลังจากผสมเกสร  ความยาวฝก 10-15 ซม. (เกรด 2) จากแปลงปลูกศูนยพัฒนา
โครงการหลวงขุนวาง จ.เชียงใหม นําฝกวานิลลามาบมตามขั้นตอนท่ีตอเนื่องกัน ที่หองปฏิบัติการเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี และทําการสุมเก็บตัวอยางฝกวานิลลาเพื่อใชในการวิเคราะหชนิดและปริมาณ
เช้ือจุลินทรียที่พบ ตลอดจนวิเคราะหปริมาณ glucovanillin และ vanillin ในระหวางการบม โดยทําการเก็บตัวอยางในขั้นตอน
ตางๆ ดังนี้ 1. ตัวอยางฝกสด (fresh) กอนทําการบม 2. ฝกสดที่ผานการจุมในน้ํารอน 65oC เปนเวลา 3 นาที (after killing, 
AFkilling) หลังจากนั้นนําฝกวานิลลามาหอฝกดวยผาสักหลาดสีดํา เก็บในกลองไมสนที่มีฝาปด เปนเวลา 24 ชม. แลวสุมเก็บ 
4. ตัวอยางฝกกอนการทําใหเกิดเหงื่อ (before sweating, BFsweating) จากนั้นนําฝกทั้งหมดไปทําใหเกิดเหง่ือ ในตูอบลมรอน
ที่อุณหภูมิ 65oC ความช้ืน 70±10% เปนเวลา 3 ชม. หอฝกดวยผา แลวเก็บในกลองไม เปนเวลา 24 ชม. โดยในขั้นตอน การทํา
ใหเกิดเหง่ือ ทําติดตอกันเปนเวลา 7 วัน แลวจึงสุมเก็บ 5 ตัวอยางฝกหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (after sweating, 
AFsweating) จากนั้นนําฝกที่ไดมาเรียงในตะกราไมใหซอนทับกัน แลววางไวที่มีอากาศถายเทสะดวก เพื่อใหฝกแหงอยางชาๆ 
(slow drying) ที่อุณหภูมิหองปรับอากาศ (27±2oC) เปนเวลา 2-3 สัปดาห จนกระท่ังฝกมีความช้ืนประมาณ 30% จึงมัดฝก
รวมกันดวยเชือก จํานวน 30-40 ฝกตอมัด หอดวยกระดาษไข แลวนําไปเก็บในกลองไมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 เดือน และ 
6. สุมเก็บตัวอยางฝกวานิลลา (after conditioning 3 months, AFconditioning 3M)  

 
1.  ชนิดของจุลินทรียในฝกสดและการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางการบมฝก  

ตัดเนื้อเย่ือฝกวานิลาตามขวางดวยมีดที่ผานการฆาเช้ือแลวจํานวน 25 กรัม นําไปใสในถุงตีปน (stomacher)  แลว
เติม 0.1% peptone water จํานวน 225 มล. จากนั้นนําไปตีปนดวยเคร่ืองตีปนตัวอยาง นาน 1 นาที ดูดสารแขวนลอยที่ได
ปริมาตร 1.0 มล. ไปทําการเจือจางที่ความเขมขน 10-2, 10-4 และ 10-6 เทา จากนั้นใชปเปตดูดสารแขวนลอยที่เจือจางแลว
ปริมาตร 0.1 มล. หยดลงหนาอาหาร potato dextrose agar (PDA) และ plate count agar (PCA) เพื่อตรวจนับจํานวนเชื้อรา
และยีตส และปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด ตามลําดับ และรายงานผลในหนวย log10CFU/g สําหรับการจําแนกชนิดของเชื้อ
เบคทีเรีย ทําโดยการวิเคราะหดวยวิธีทางชีวเคมี  
2.  การเปล่ียนแปลงปริมาณสารตั้งตนและสารระเหยใหกล่ินรสวานิลลาในระหวางการบมฝก 

นําฝกวานิลามาหั่นตามขวางมีความยาวประมาณ 1 ซม. ชั่งตัวอยางจํานวน 5 กรัม แลวแชตัวอยางในไนโตรเจนเหลว
และเก็บตัวอยางในตูแชแข็งที่ -20oC จนกวาไดตัวอยางครบทุกขั้นตอน จึงทําการสกัดตัวอยางดวยการบดตัวอยางใน
ไนโตรเจนเหลว นําตัวอยางที่บดแลวจํานวน 1 กรัม มาเติมดวยเอทานอลความเขมขน 44% ปริมาตร 10 มล. บมที่อุณหภูมิ 45 

oC เปนเวลา 48 ชม. กรองสารผานกระดาษกรอง (Whatman no.1) กรองสารอีกคร้ังดวย filter membrane (Millipore, 
0.45μm)  ทําการวิเคราะหสารที่สกัดไดดวยเคร่ือง HPLC (Shimadzu model LC-20AT, Japan) โดยใช diode array 
detector คอลัมม Inertsil รุน ODS-3 ขนาด 5 ไมครอน ขนาด 4.6x250 มม. สารละลาย mobile phase คือ เมทานอล กับ
1.25% acetic acid (1:10) ใชอัตราการไหล 1.5 มล.ตอนาที นาน 40 นาที ความยาวคล่ืน 254 nm ฉีดสารตัวอยางปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงในเคร่ือง HPLC เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของวานิลลินมาตรฐาน (Sigma) ความเขมขน 1-100 mg/L  
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ผลการทดลอง 
1. ชนิดของจุลินทรียและการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางการบมฝก  

จุลินทรียที่แยกไดจากฝกวานิลลาสดสวนใหญเปนเช้ือแบคทีเรียมากกวายีสตและรา แบคทีเรียสวนใหญอยูในสกุล 
Bacillus ไดแก B. thuringiensis, B. megaterrium, B. subtilis และ B. cereus แบคทีเรียในสกุลอื่นๆ ที่พบคือ 
Stenotrophomonas maltophilia และ Klebsiella pneunoniae ซึ่งมีลักษณะทางกายภาพของโคโลนีที่แตกตางกันเล็กนอย 
(ไมแสดงขอมูล) สําหรับการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือจุลินทรียในระหวางขั้นตอนการบมพบวา ภายหลังจากการทําใหเหี่ยว 
ฝกวานิลลาดวยการจุมในน้ํารอน (AFkilling) ประชากรของยีสตและราลดลงมากกวา 1 ใน 3 ของประชากรเช้ือที่พบในฝกสด 
(fresh) แตภายหลังจากนําฝกที่ผานขั้นตอนการทําใหเหี่ยวมาหอในผาสักหลาดสีดําและเก็บในกลองไมที่มีฝาปด นาน 24 ชม. 
(BFsweating) ผลปรากฏวาไมพบยีสตและรา แตกลับพบวาปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นสูงสุดและมีปริมาณเทากับที่
พบในฝกสด  และปริมาณเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดจะลดลงภายหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (AFsweating) จากน้ันปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียทั้งหมดจะเพิ่มขึ้นอีกคร้ังภายหลังจากปรับสภาพนาน 3 เดือน (AFconditioning 3M) (Figure 1)  

 
2. การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารตั้งตนและสารระเหยใหกล่ินรสวานิลลาในระหวางการบมฝก 

ในระหวางขั้นตอนการบมฝกวานิลลาพบวาปริมาณสารต้ังตน glucovanillin มีแนวโนมลดลงคอยๆ ลดลงตามลําดับ 
โดยมีปริมาณตํ่าสุดภายหลังจากการปรับสภาพ นาน 3 เดือน (AFconditioning 3M) สําหรับการเปล่ียนแปลงปริมาณ vanillin 
ในชวงแรก (fresh, AFkilling และ BFsweating) มีปริมาณคอนขางคงท่ี  แตภายหลังจากการทําใหเกิดเหง่ือ (AFsweating) 
พบวาปริมาณสารวานิลลินมีคาสูงสุด (p<0.05%) หรือมีปริมาณเพิ่มขึ้นประมาณ 2 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณวานิลลิน
ในฝกสด ซึ่งมีความสอดคลองกับการลดลงของสาร glucovanillin ซึ่งเปนสารต้ันตนของการผลิตวานิลลิน โดยปริมาณ 
glucovanillin ลดลงประมาณ 4 เทาเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณที่พบในฝกสด (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.   

 
วิจารณผล 

การลดลงของประชากรของเชื้อแบคทีเรีย ยีสตและรา ภายหลังจากการทําใหเหี่ยว อาจเนื่องจากความรอนที่อุณหภูมิ 
65oC สามารถฆาเช้ือจุลินทรียบางชนิดที่ผิวของฝกวานิลลาได แตความรอนระดับนี้อาจไมเพียงพอตอการฆาเช้ือ Bacillus 
spp. ซึ่งสามารถสรางสปอรที่ทนตอความรอนไดดี ดังนั้นในผลการทดลองจึงพบเชื้อ Bacillus spp. มากกวาเช้ือแบคทีเรียชนิด
อื่นๆ  ในขั้นตอนกอนการทําใหเกิดเหง่ือ (BFsweating) คือหลังจากที่นําฝกที่ผานการจุมน้ํารอนแลวบมในกลองไมที่มีฝาปด 
เปนเวลา 24 ชม. พบวาประชากรของเช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้น แตกลับตรวจไมพบยีสตและรา Röling et al. (2001) 
อธิบายวาการเปล่ียนแปลงประชากรเช้ือในระหวางการบมฝก อาจเปนผลมาจากความรอนและปริมาณความช้ืนของฝกวานิล
ลาที่เปล่ียนแปลงไปในระหวางการบม   จากการทดลองภายหลังจาก killing ดวยน้ํารอน แลวนําไปเก็บในกลองไมพบวา
อุณหภูมิภายในฝกวานิลลาเพิ่มขึ้นเปน 55oC และฝกมีความช้ืนสูงมากกวา 90% (ไมแสดงขอมูล) ซึ่งเปนสภาวะที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทนรอน (thermophylic bacteria) รวมทั้งแบคทีเรียในสกุล Bacillus ดวย แตในสภาพดังกลาว
ยีสตและราไมสามารถเจริญเติบโตได นอกจากนี้พบวาขั้นตอนหลังการปรับสภาพ 3 เดือน (AFsweating 3 M) ประชากรของ
เช้ือแบคทีเรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นเทากับฝกสด ในขณะท่ีมีปริมาณกลูโควานิลลินลดลงและปริมาณวานิลลินเพิ่มขึ้นอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ แสดงวาเช้ือแบคทีเรียอาจมีบทบาทตอการพัฒนากล่ินวานิลลาในระหวางกระบวนการบม 
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