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Abstract 

 The use of natural extracts may replace chemical sanitizers in washing fresh produce in order to enhance 
the microbiological safety in food.  The study of antimicrobial efficacy of crude extracts from 7 strains of lactic acid 
bacteria to eliminate Salmonella Typhimurium ATCC13311 was conducted.  The tested strains were Lactobacillus 
reuteri KUB-AC 5, KUB-AC 16, KUB-AC 20, Lactobacillus salivarius KUB-AC 21, Pediococcus acidilactici KUB-
L00026, KUB-FU 4-3 and Lactobacillus sp. KUB-FU 1-4.  All strains cultivated in MRS broth for 24 h resulting in the 
best antimicrobial activity, besides, at concentration of 70 % and 50 % crude extracts reduced Salmonellae cells 
4-5 log within 4-8 h and 4-24 h, respectively.  Among crude extracts from 7 strains, the KUB-AC 20 showed the 
best antimicrobial efficacy in killing Salmonellae, thus the concentration of each extract at 5, 10, 20 and 40% (v/v) 
was use to soak the contaminated lettuce  and shredded carrot ( initial load 5.6 log CFU/g).  At concentration of 
10% soaking for 15 min reduced Salmonella in lettuce by 1.2 log and at concentration of 5% soaking for 15 min 
reduced cells in shredded carrot by 1.4 log, without any appearance changes.  However survivors could grow on 
lettuce at 4°C during 20 days of storage, whilst the salmonella cells slightly reduced in shredded carrot during 
stored 12 days and found non- detectable number by conventional method at the end of storage.  But injured cells 
were recovered by enrichment technique.  Results concluded that combination of crude extract from lactic acid  
bacteria with low temperature could reduce and delay the growth of foodborne pathogens in ready-to-eat produce. 
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บทคัดยอ 

การใชสารสกัดจากธรรมชาติ อาจเปนทางเลือกหนึ่งแทนการใชสารเคมีฆาเชื้อลางผักสด  เพื่อเพิ่มความปลอดภัยของ
จุลินทรียในอาหาร   จากการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดัหยาบของแบคทีเรียกรดแลคติก  7 สายพันธุ คือ Lactobacillus 
reuteri KUB-AC 5, KUB-AC 16,KUB-AC 20, Lactobacillus salivarius KUB-AC 21, Pediococcus acidilactici KUB-
L00026, KUB-FU 4-3 and Lactobacillus sp. KUB-FU 1-4. ในการทําลาย  Salmonella Typhimurium ATCC 13311 
พบวา สารสกัดหยาบจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเหลานี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS เปนเวลา  24 ช.ม.ใหประสิทธิภาพดีที่สุดใน
การทําลายซัลโมเนลลา  ที่ความเขมขนของสารสกัด  70% และ  50 % ลดซัลโมเนลลาได 4-5 log ภายในเวลา 4-8 ช.ม.และ4-
24  ชม. ตามลําดับ  เมื่อใชความเขมขนของสารสกดัหยาบ  5 ,10 ,20 และ  40 % (V/V) ในการแชผักปนเปอนซัลโมเนลลา
จํานวน  5.6 log CFU/g  พบวาการแชผักกาดหอมในสารสกัดหยาบ  10%  15 นาทีลดซัลโมเนลลาได  1.2 log  ในขณะที่ความ
เขมขน 5% 15 นาทีลดซัลโมเนลลาในแครอทหั่นฝอยได  1.4 log โดยไมเปล่ียนแปลงลักษณะปรากฎของผักทั้งสอง อยางไรก็
ตาม  เซลลที่รอดชีวิตในผักกาดหอมเจริญไดขณะที่เก็บรักษาที่  4°C เปนเวลา  20 วัน สวนเซลลที่รอดชีวิตในแครอทหั่นฝอย
ลดลงและตรวจไมพบใน  12 วัน แตสามารถตรวจพบเซลลบาดเจ็บไดเมื่อเพาะเชื้อดวยวิธี enrichment อาจกลาวไดวาการ
ประยุกตใชสารสกัดหยาบจากกรดแลคติกควรใชควบคูกับอุณหภูมิต่ํา จะชวยลดและชะลอการเจริญของเชื้อโรคจากอาหารเปน
พาหะในผักพรอมบริโภคได 
คําสําคัญ   สารสกัดหยาบจากแลคติดแอซิคแบคทีเรีย  ซัลโมเนลลา  ผักพรอมบริโภค 
 

คํานํา 
ปจจุบันผูบริโภคไดหันมาสนใจและตองการอาหารที่เปนธรรมชาติ ผานขั้นตอนการแปรรูปนอย  รวมทั้งใชสารเคมีและ

วัตถุกันเสียในอาหารนอยที่สุด     ผักผลไมสดจึงเปนที่นิยมบริโภคกันมากขึ้น  แตในขณะเดียวกันในสหรัฐอเมริกามีรายงาน   
โรคระบาดจากผักผลไมสดเปนพาหะเพิ่มมากเปน  2 เทา สาเหตุเกิดจากจุลินทรียชนิดกอโรคหลายชนิด รวมทั้ง Salmonella 
spp. (Tauxe et al.,1997) จึงไดมีการรณรงคเรื่องความปลอดภัยของอาหารประเภทนี้ รวมทั้งเขมงวดการปฎิบัติในระหวางการ
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ผลิตใหถูกสุขลักษณะเพื่อลดการปนเปอนของเชื้อโรค  มีการแนะนําการใชสารฆาเชื้อหลายชนิดในขั้นตอนการลางเพื่อลดและ
ทําลายจุลินทรีย  เพื่อเพิ่มความปลอดภัยของอาหารและยืดอายุการเก็บรักษา  สารเคมีที่นิยมใชยังเปนกลุมของคลอรีน  
นอกจากนั้นยังไดแกสารออกซิไดซิ่งเอเจนท เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) และคลอรีนไดออกไซด (ClO2)  แตผูใชยงักงัวล
ปญหาบางประการไดแก  ความสะดวกในการใช  ราคาและประสิทธิภาพของสารฆาเชื้อนั้น  

วัตถุประสงคของการวิจัยเพื่อศึกษาประสิทธิภาพสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งเปนสารธรรมชาติจาก   
จุลินทรียชนิดไมกอโรค  เพื่อยับยั้งหรือทําลายจุลินทรียกอโรคโดยใช Salmonella spp. เปนตัวแทนในการศึกษา  ศึกษาความ
เขมขนและเวลาของสารสกัดหยาบที่เหมาะสมในการแชผักกาดหอมและแครอทหั่นฝอย และศึกษาการเจริญและการอยูรอด
ของ Salmonella ในผักที่ผานการลางนั้นในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ํา  เพื่อเปนทางเลือกทดแทนสารเคมีฆาเชื้อ 

 
อุปกรณและวิธีการ 

จุลินทรียที่ใชในการทดลองและทดสอบประสิทธิภาพในการทําลาย Salmonella 
เชื้อบริสุทธิ์ S. Typhimurium ATCC13311 จาก (MIRCEN, กรุงเทพ) และแบคทีเรียแลคติก     7 สายพันธุไดแก 

Lactobacillus reuteri KUB-AC 5, KUB-AC16, KUB-AC 20, Lactobacillus salivarius KUB-AC 21, Pediococcus 
acidilactici KUB-L00026, KUB-FU4-3 และ  Lactobacillus sp. KUB-FU1-4. (จากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร  ม.เกษตรศาสตร ) 

เชื้อแบคทีเรีย S. Typhimurium  เพาะเชื้อและถายเชื้อในอาหาร Trypticase Soy Broth (TSB)  และตรวจนับจํานวน
ดวยอาหาร Trypticase Soy Agar (TSA)  และอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดเฉพาะ  Xylose  Lysine  Desoxycholate  Agar (XLD)
เพาะเลี้ยงที่  37 °C  เปนเวลา   18 ชั่วโมง 

สําหรับเชื้อแบคทีเรียกลุมผลิตกรดแลคติก  เพาะเชื้อและถายเชื้อในอาหาร MRS Broth เพาะเชื้อที่   37 °C  ยกเวน
สายพันธุ KUB-FU4-3  และ KUB-FU1-4 เพาะเชื้อที่   45°C ตรวจนับจํานวนโดยเพาะเชื้อดวยอาหาร MRS Agar  24 ชั่วโมง 

การสกัดสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติก  เตรียมโดยวิธีการของ อรวรรณ ) 2546 ( สารสกัดหยาบที่ไดจากการ
เพาะเชื้อที่เวลา  8 ,16 และ  24 ชั่วโมง จะนํามาทดสอบการยับยั้งและทําลาย  S. Typhimurium  ( 104-105 CFU/ml) ในสัดสวน
สกัดหยาบรวมกับสารละลายเชื้อ  2 :1 (v/v) ที่  0 ,2 ,4 และ  6 ชั่วโมง ตรวจนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตดวยอาหาร  TSA 
การศึกษาความเขมขนของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการลดจํานวน  S. Typhimurium   

เตรียมความเขมขนของสารสกัดหยาบจากสายพันธุ KUB-AC20และ KUB-AC21 เพื่อรวมกับสารละลายเชื้อ (104-
105) CFU/ml ใหไดความเขมขนสุดทาย  30, 50  และ 70% (v/v) เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  37 °C เปนเวลา  24 ชั่วโมง 
การศึกษาผลของการสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการลด S. Typhimurium บนผักกาดหอมและแครอทหั่นฝอย 

ผักกาดหอม (Lactuca sativa Linn.) และแครอท (Dancus carota Linn. Sativa Thel ) ซื้อจากตลาดสด  ลางและ
เตรียมใบผักกาดหอมใหมีขนาดใกลเคียงกันและน้ําหนัก   8-12 กรัมตอใบ  ลางและหั่นฝอยแครอทโดยเครื่องหั่นไฟฟาใหได
ความหนาเฉลี่ย  0.5 เซนติเมตร ตรวจนับจุลินทรียทั้งหมดที่ปนเปอนตามธรรมชาติในผักทั้งสองกอนสรางการปนเปอนดวย S. 
Typhimurium นํามาแชในสารสกัดหยาบความเขมขน  5,10,20 และ  40 % (v/v) และน้ํากลั่น (ชุดควบคุม)  สัดสวนผักตอสาร
สกัดหยาบ  1:20  แชเปนเวลา  15 และ  30 นาที นําไปสะเด็ดน้ําบนตะแกรงปลอดเชื้อ กอนนําไปตรวจหาปริมาณจุลินทรีย
ทั้งหมดและปริมาณ S. Typhimurium ที่รอดชีวิต  ผักกาดหอมและแครอทหั่นฝอยที่ผานการลางดวยสารสกัดหยาบความ
เขมขนและเวลาที่เหมาะสมบรรจุในถุงโพลีเอทธิลีนแบบปดผนึกสําเร็จรูป (ถุงซิป) ขนาด  9 x12 นิ้ว เจาะรูขนาด  0.5 มิลลิเมตร  
8  รู เก็บรักษาที่   4 °C  สุมตัวอยางในระหวางการเก็บรักษาตลอดระยะเวลา   20  วัน  ทําการทดลองอยางละ   2  ซ้ํา 
 

ผลและวิจารณ 
1. ปจจัยของความเขมขนและเวลาของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการลดจํานวน Salmonella 

จากการทดลองเบื้องตนพบวา  สารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง  7 สายพันธุ ที่ผลิตเมื่ออายุ  24 ชม .
สามารถทําลาย Salmonella ไดดีที่สุด ทําลายเซลลไดหมด 4-5 log CFU/g ในเวลา  6 ชม. อรวรรณ ) 2546  ( พบวาสารละลาย
ใสปราศจากเซลลของ KUB-L00026 , KUB-FU4-3 และ  KUB-FU1-4  ที่เวลา   24 ชม. จะใหปริมาณกรดแลคติกสูงสุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเวลา   6 และ 12  ชม. ปริมาณกรดที่วัดไดมีคาตั้งแต 101-203 มิลลิโมลาร  สารมีฤทธิ์ในการยับยั้ง แบคทีเรียจาก
สารสกัดหยาบสวนใหญไดแก กรดแลคติก นอกจากนั้นไดแก เอทานอล คารบอนไดออกไซด และกรดอะซิติก (Nitisiprasert et 
al., 2000) และคาดวามีแบคเทอรีโอซิน (bacteriocin) รวมดวย จึงมีผลในการทําลายเซลลแบคทีเรียเปาหมาย คือ Salmonella 



 

  คาพีเอชที่วัดไดของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่เพาะเชื้อ  24 ชม. มีคา  3.7 -3.9 
ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติก   7 สายพันธุ พบวาสายพันธุ  KUB-AC 21, AC 20, KUB-

AC 16 และ KUB-FU4-3 มีประสิทธิภาพในการทําลาย  Salmonella  ดีที่สุด  ที่ความเขมขน  30, 50  และ  70% (v/v)  ในเวลา 
4-8 ชม. ( Fig. 1) รองลงมาไดแก KUB-AC 5, KUB-FU1-4 และ KUB–L00026 (Fig 1) จึงไดเลือกใชสารสกัดหยาบจาก KUB-
AC 20 และ KUB-AC 21  เพื่อทดสอบการลดแบคทีเรียกอโรคในผักสดปนเปอนตอไป 
2. ประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการลดปริมาณ S. Typhimurium บนผักกาดหอมและแครอท
หั่นฝอย 

ผักกาดหอมและแครอทหั่นฝอยมีจุลินทรียตามธรรมชาติ  7.4 และ  5.2 log CFU/g ตรวจไมพบ Salmonella spp .
ปนเปอนตามธรรมชาติ เมื่อสรางการปนเปอนพบ S.  Typhimurium 5.7 log CFU/g  ในผักทั้งสอง  ผักที่แชสารสกัดหยาบ 
KUB-AC 20 และ  KUB-AC 21 ที่ความเขมขน 40% 30 นาที ลดซัลโมเนลลาไดสูงสุด (4.1 log CFU/g) แตเนื้อสัมผัส
ผักกาดหอมเปอยยุย   บริเวณรอยตัดและขอบใบมีสีน้ําตาล  แครอทมีสีเขม เนื้อสัมผัสออนยุยไมแข็งกรอบ สวนชุดควบคุมที่ใช
น้ํากลั่นแชลดเซลลไดเพียง  0.1 – 0.2 log (Table 1.)  ในกรณีของผักกาดหอม  ความเขมขนของสารสกัดหยาบที่  10 และ 20% 
พบวามีประสิทธิภาพในการลด S. Typhimurium ไมแตกตางกัน  จึงเลือกใชความเขมขน 10% เปนเวลา 15 นาที ในการลาง
ผักกาดหอม  ในทํานองเดียวกันไดเลือกใชความเขมขน 5% เปนเวลา   15  นาทีสําหรับแครอทเพื่อทดสอบการเจริญและการ
รอดชีวิตของ Salmonella ในผักที่ผานการแชสารสกัดหยาบและเก็บรักษาผักที่อุณหภูมิ  4 °C ตอไป 

เมื่อเปรียบเทียบระหวางสายพันธุ  พบวา  KUB-AC 21 มีแนวโนมในการยับยั้งเชื้อไดดีกวา KUB-AC 20 แตอยางไรก็
ตามเมื่อเพิ่มเวลาในการสัมผัสระหวางสารฆาเชื้อ และจุลินทรียกลับพบวาไมเพิ่มประสิทธิภาพในการฆาเชื้อตามที่คาดหมาย  
ซึ่งสอดคลองกับการใชสารเคมีฆาเชื้อ (วชิราภรณ , 2545)  มีผูรายงานวาแบคทีเรียบางชนิดสามารถแทรกตัวเขาไปในรอยแยก
หรือรอยแตกของผัก  ทําใหสารฆาเชื้อไมสามารถเขาไปทําลายได  แมเพิ่มเวลาในการสัมผัสสารฆาเชื้อ (Singh et al, 2002) 

 
Table 1  Log reduction of S. Typhimurium  found on produce after soaking in crude extracts from  lactic  acid   

bacteria 
Log  Reduction ( log CFU/g) 

KUB – AC 20 KUB – AC 21 
Condition 
%), min)   

Lettuce Shredded carrot Lettuce Shredded carrot 
Before soaking 

5 - 15 
5 – 30 

0 
0.78ab 

0.89ab 

0 
1.29b 

1.23b 

0 
0.84ab 

0.86ab 

0 
1.55b 

1.56b 

10 – 15 
10 – 30 

          1.05b 

          1.09b 
1.18b 

1.39b 
1.38bc 

1.39bc 
1.11b 

1.24b 

20 – 15 
20 – 30 

1.14bc 

  1.48bcd 
1.12b 

1.52b 
2.04c 

1.86c 
1.10b 

1.74b 

40 – 15 
40 – 30 

1.86cd 

1.95d 
1.38b 

2.67c 
1.92c 

2.10c 
2.44c 

4.12d 

Water –15 
Water - 30 

0.13a 

0.20a 
0.13a 

0.20a 
0.13a 

0.20a 
0.31a 

0.40a 

Values within the same column with the different superscript are significantly different (p<0.05). 

 
ผักกาดหอมที่เติมเชื้อ Salmonellae ลางในสารสกัดหยาบ 10%  15 นาทีลดจํานวนเซลลที่ปนเปอนได  1.2 log CFU/g 

สวนในแครอทแชที่  5 % 15 นาทีลดได  1. 4 log CFU/g  โดยไมเปล่ียนแปลงลักษณะปรากฏของผักทั้งสอง อยางไรก็ตาม  เซลล
รอดชีวิตในผักกาดหอมเจริญไดขณะที่เก็บรักษาที่  4°C เปนเวลา  20 วัน สวนเซลลที่รอดชีวิตในแครอทหั่นฝอยลดลงและบาง
ตัวอยางตรวจไมพบใน  12 วัน แตสามารถตรวจพบเซลลบาดเจ็บไดเมื่อเพาะเชื้อดวยวิธี enrichment (Fig 2 ) 

 

 



 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1  Reduction of S. Typhimurium cells in MRS Broth added crude extracts from lactic acid bacteria (A) KUB-  

AC5; (B) KUB-AC16; (C) KUB-AC20; (D) KUB-AC21; (E) KUB-L0026; (F) KUB-FV4; (G) KUB-FV1-4  
  at concentration  of  30%   50%   and 70% . 
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Fig 2   Survival and growth of total aerobic count (  ) and S. Typhimurium  (  )  on lettuce after  soaking with 
crude extracts from KUB–AC20 (A) and KUB–AC21 (B)  on shredded carrot soaking with crude extracts from KUB-
AC20 (C) and KUB-AC21(D) 

 
สรุปผลการทดลอง 

การใชสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียกรดแลกติกสามารถทําลาย Salmonella ไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตในผักสดไดแก
ผักกาดหอมและแครอทหั่นฝอย พบวาการใชสารสกัดหยาบที่ความเขมขนสูงเกินไป (40%) แมวาสามารถยับยั้งแบคทีเรียได
มากกวา 4 log CFU/g แตทําใหลักษณะปรากฏของผักไมเปนที่ยอมรับ การใชสารสกัดหยาบ 10% 15 นาที ชวยลด 
Salmonella ในผักกาดหอมได 1.2 log ในขณะเดียวกันความเขมขนที่ 5% 15 นาที ชวยลดเชื้อกอโรคชนิดนี้ในแครอทได 1.4 
log โดยไมทําใหผักเปล่ียนแปลง จึงอาจเปนทางเลือกหนึ่งในการใชสารสกัดจากธรรมชาติทดแทนการใชสารเคมีฆาเชื้อ แตทั้งนี้
ตองศึกษาปจจัยของความเขมขน ชนิดและปริมาณของเชื้อโรคปนเปอน ชนิดของผัก และเวลาที่ใชแชใหเหมาะสม 
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