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Antimicrobial Activity of Fermented fruit juices on Selected

Foodborne Pathogens

บทคัดยอ
งานวจิยันีศ้กึษาประสทิธภิาพในการเปนสารตานจลุนิทรยีของน้ำผลไมหมกั (fermented fruit juices : FF)

คอื มะนาว สม อะโวกาโด มะกรดู สบัปะรด มะเฟอง และออย โดยใชวธิี Paper disc diffusion ทดสอบกบัเชือ้
Campylobacter  jejuni ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32, C. jejuni FBRL-S08, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus  และ Escherichia coli O157:H7 ผลการทดลอง พบวา FF ทกุชนดิ
สามารถยบัยัง้เชือ้โรคได โดย FF หมกั จากอะโวกาโด ยบัยัง้เชือ้โรคไดดสีดุ  FF ม ีpH ในชวง 3.1-3.4  และเมือ่นำ
FF มาปรบั pH เปน 6.5-7.0 พบวา มบีรเิวณใสลดลง แสดงถงึประสทิธภิาพการยบัยัง้เชือ้โรคลดลง อยางไรกต็าม
FF 5 ชนดิ คอื มะนาว สม มะกรดู สบัปะรด และ ออย  ยงัใหบรเิวณใสกบัเชือ้โรคบางชนดิได  สวน FF หมกัจาก
อะโวกาโด และมะเฟอง  เมื่อปรับ pH แลวจะไมใหบริเวณใสกับเชื้อโรคทุกชนิด จากการวิเคราะหทางเคมี
ดวยวธิ ีHPLC พบวา FF ประกอบดวยกรดออกซาลกิ, กรดทารทารกิ, กรดมาลกิ, กรดแอสคอบกิ, กรดแลคตกิ,
กรดอะซติกิ, กรดซติรกิ และ กรดเบนโซอกิ

Abstact
The present study evaluate the antimicrobial activity of seven fermented fruit juices (FF), namely lime,

orange, kaffir lime, pineapple, avocado, star fruit and sugar cane.  The antimicrobial activity of these FF was
tested against seven foodborne pathogens, namely Campylobacter  jejuni ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32,
C. jejuni FBRL-S08, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus  and Escherichia coli
O157:H7 using paper disc diffusion method.  The results showed that seven FF inhibited all tested strains.
The FF made from avocado fruit yielded the greastest clear zones. After adjusting the pH from 3.1-3.4 to
6.5-7.0, antimicrobial activities of FF on all pathogens reduced.  However, FF made from lime, orange,
kaffir lime, pineapple and sugar cane still gave clear zone on some pathogens.  After adjusting pH, FF made
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from avocado and star fruit showed no clear zone on all pathogens. Chemical analysis by HPLC showed that FF
contained various organic acids including oxalic acid, tartaric acid, malic acid, ascorbic acid, lactic acid, acetic,
citric and benzoic

คำสำคญั:  การยบัยัง้  น้ำผลไมหมกั  เชือ้โรคทางอาหาร
Keywords:  Antimicrobial, Fermented fruit juices, Foodborne Pathogens

บทนำ
ในชวง 10 ปทีผ่านมาผบูรโิภคใหความสนใจตอ

การบริโภคผักและผลไมสดเพื่อสุขภาพ (Nthenge,
Chen and Gadwin, 2006) ผกัมสีารอาหารทีม่คีณุคา
ทางโภชนาการทีส่ำคญัตอมนษุย ไดแก แรธาต ุ วติามนิ
แอนติออกซิแดนท ไฟโตสเตอรอล และ ใยอาหาร
(Zhang, Liu and Hong, 2007) แตอยางไรกต็าม ผกั
และผลไมมโีอกาสสมัผสักบัสิง่สกปรกไดมาก เชน ฝนุ
เศษดนิ สารเคม ี โดยเฉพาะเชือ้จลุนิทรยี  การระบาด
ของเชื้อโรคทางอาหาร เชน Salmonella, Listeria
monocytogenes, Shigella spp. และ Escherichia coli
O157:H7 (Yaun, 2004) จงึมผีกัและผลไมทีป่นเปอน
เปนสาเหต ุ รายงานของ Buck, Walcott and Beuchat
ในป ค.ศ. 2003 พบวาเกดิโรคระบาดทางอาหารเนือ่ง
จากการบรโิภคผกัสด ผลไมสด และน้ำสมทีไ่มผานการ
พาสเจอไรส   กระบวนการหมกัอาหารและเครือ่งดืม่ดวย
แลคตกิแอซคิแบคทเีรยีทำใหเกดิผลติภณัฑ เชน กรด
อนิทรยี  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ไดอะเซตลิ  คารบอน
ไดออกไซด และ แบคเทอรโิอซนิ (Savadogo, 2004;
Zamfir et al.,1999) ซึง่มฤีทธิใ์นการตานเชือ้จลุนิทรยี
กอโรคทีป่นเปอนมากบัอาหาร โดยเฉพาะแบคเทอรโิอ
ซินซึ่งไดรับความสนใจเปนอยางมากในอุตสาหกรรม
อาหาร เพราะถอืวาเปนสารกนัเสยีจากธรรมชาตสิามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของเชือ้จลุนิทรยีทีก่อใหเกดิการเนาเสยี
ของอาหารและจลุนิทรยีกอโรค อาท ิ L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus  และ
Clostridium botulinum (Hernandez, Cardell and
Zarate, 2005) ปจจบุนัผผูลติและ ผบูรโิภคจงึใหความ

สนใจการลดจำนวนเชื้อจุลินทรียในผักสด โดยใช
ผลติภณัฑสารตานจลุนิทรยีจากธรรมชาต ิ (Allende et
al., 2007) ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึทำการทดสอบการยบัยัง้
เชือ้โรคทางอาหาร 7 ชนดิ คอื Campylobacter  jejuni
ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32, C. jejuni
FBRL-S08, L. monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157:H7 ของ
fermented fruit juices (FF) จาก มะนาว สม อะโวกาโด
มะกรดู สบัปะรด มะเฟอง และออย เพือ่เปนขอมลูใน
การนำไปประยุกตใชเปนสวนผสมสำคัญในผลิตภัณฑ
ทำความสะอาด

วธิกีารทดลอง
แหลงทีม่าของจลุนิทรยี

จุลินทรียที่ ใชในการทดสอบประกอบดวย
จลุนิทรยีกอโรค 7 ชนดิ ไดแก C. jejuni ATCC 29428,
C. jejuni FBRL-S32, C. jejuni FBRL-S08,
L. monocytogenes, P. aeruginosa, B. cereus  และ
E. coli O157:H7 โดย C. jejuni ATCC 29428
ไดมาจาก New  Zealand  Reference Culture Collection,
Institute of  Environmental Science and Research
Limited, New  Zealand  ซึง่แยกไดจากอจุจาระเดก็ที่
ปวยดวยอาการอจุจาระรวง  สวน C. jejuni FBRL-S32
C. jejuni FBRL-S08, L. monocytogenes,
P. aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157: H7
จากหองปฏบิตักิารวจิยัเชือ้โรคทางอาหารและแผนชวีะ
(Foodborne Pathogens and Biofilm Research
Laboratory : FBRL) ภาควชิาเทคโนโลยกีารอาหารและ
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โภชนศาสตร คณะเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัมหาสารคาม
เกบ็รกัษาเชือ้บรสิทุธิใ์น 15% glycerol-brucella broth
ที่อุณหภูมิ -35 oC และการทำแหงแบบเยือกแข็ง
อาหารเลีย้งเชือ้

C. jejuni ATCC 29428, C. jejuni FBRL-
S32, C. jejuni FBRL-S08 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
Brucella agar  ซึง่ประกอบดวย Brucella broth 28 กรมั/
ลติร (Criterion, U.S.A.); agar 15 กรมั/ลติร แลว
นำไปฆาเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ121 oC  ความดนั 15 ปอนด
ตอตร.นิ้ว เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติม ferrous
sulfate 0.5 กรมั/ลติร, sodium bisulfate 0.2 กรมั/ลติร,
pyruvic acid 0.5 กรมั/ลติร (FBP) ทีผ่านการกรอง
ดวยกระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.22 �m
ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Brucella agar ทีผ่านการฆาเชือ้แลว
ทำการบมทีอ่ณุหภมู ิ42 oC เปนเวลา 48 ชม. ภายใต
สภาพบรรยากาศ microaerobic ซึ่งประกอบดวย O2
5%, CO2 10%, N2 85% (Premixed gas) (Trachoo
and Brooks, 2005) สวน L. monocytogenes,
P. aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157:H7
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ tryptic soy agar (TSA)
(Criterion, U.S.A.) บมที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา
24 ชม. (Chang and Fang, 2007;  Shin et al., 2007)
การเตรยีม FF

FF เปนน้ำหมักจากผลไม ไดแก มะนาว สม
อะโวกาโด มะกรดู สบัปะรด มะเฟอง และออย เตรยีม
โดยนำผลไมดังกลาวมาหั่นเปนชิ้น แลวนำมาหมักใน
ภาชนะ เตมิกากน้ำตาล ทิง้ไว 6 เดอืน รอจนตกตะกอน
นำบรเิวณใสมาทำการวเิคราะห ซึง่ในงานวจิยันีไ้ดรบัมา
จากบรษิทัเอกชน การเตรยีมสำหรบัการทดสอบโดยนำ
FF มากรองผานกระดาษกรองขนาดเสนผานศนูยกลาง
0.22 �m แลวนำไปทดสอบดวยเชื้อจุลินทรียกอโรค
7 ชนิด ไดแก C. jejuni ATCC 29428, C. jejuni
FBRL-S32, C. jejuni FBRL-S08, L. monocytogenes,
P. aeruginosa,  B. cereus  และ E. coli O157:H7
และกรณทีีป่รบั pH โดยปรบัดวย 1 N NaOH ใหได
pH 6.5-7.0 แลวนำไปทดสอบดวยเชือ้จลุนิทรยีกอโรค
ทัง้ 7 ชนดิ ดงักลาวขางตน

การหาความเปนกรดโดยวธิกีารไตเตรต
ทำการทดสอบโดยใชวธิกีารไตเตรต (Tetteh et al.,

2004) โดยนำ FF ปรมิาตร 5 ml มาเตมิสารละลาย
1 % phenolphthalein 2-3 หยด แลวนำไปทำการไตเตรต
ดวย 0.1 N NaOH จนไดจดุยตุสิารละลายจะเปลีย่นเปน
สีชมพู
การวเิคราะหชนดิและปรมิาณกรดอนิทรยี  โดยใชวธิี
HPLC

ทำการวิ เคราะหกรดอินทรียตามวิ ธี ของ
Cen และคณะ (2007) ดังนี้ เตรียมสารมาตรฐาน
กรดอนิทรยี 8 ชนดิไดแก กรดออกซาลกิ กรดทารทารกิ
กรดมาลกิ กรดแอสคอบกิ กรดแลคตกิ  กรดอะซติกิ
กรดซติรกิ และ กรดเบนโซอกิ โดยละลายดวย 25 mM
potassium phosphate, pH 2.5  กรดทารทารกิ  กรดมาลกิ
กรดแลคติก  กรดอะซิตริก  กรดซิตริก และ กรด
เบนโซอกิ เตรยีมทีค่วามเขมขน 4 ระดบั คอื 1, 5, 10
และ 25 มลิลกิรมั/มลิลลิติร  สวนกรดออกซาลกิ เตรยีม
ที่ความเขมขน 4 ระดับ คือ 0.05, 0.1, 0.5 และ
1 มลิลกิรมั/มลิลลิติร  และ กรดแอสคอบกิ เตรยีมความ
เขมขน 4 ระดบั คอื 0.0025, 0.01, 0.05 และ 0.1
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นนำสารมาตรฐาน 20
ไมโครลิตร  ไปฉีดวิเคราะห โดยเครื่อง HPLC
(Shimadzu Coperation Analytical & Measuring
Instruments Division Kyoto, Japan ; LC-20AD
Series pumping system, SIL-10AD Series
Autoinjector system and SPD-M20A Series Diode
array detector) เพื่อทำกราฟมาตรฐาน  การเตรียม
ตัวอยาง FF ทําการแยกตะกอนออกจาก FF โดยการ
centrifuge ที ่10,000 rpm เปนเวลา 15 นาท ีจากนัน้
นําสารละลายสวนบนมากรองดวย membrane 0.45
ไมโครเมตร นาํสวนทีก่รองไดมาวเิคราะหโดยใชเครือ่ง
HPLC  ใช UV detector   คอลมัน Apollo C18 (250
x 4.6 มลิลเิมตร, 5 ไมโครเมตร) และ guard column
Inertsil ODS-3 (4.0 มิลลิเมตร, 10 มิลลิเมตร,
5 ไมโครเมตร)  mobile phase คอื 25mM potassium
phosphate, pH 2.5  อณุหภมูคิอลมัน 40 องศาเซลเซยีส
อตัราการไหลทีใ่ชเทากบั 0.8 มลิลลิติร/นาท ี  และใช
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ความยาวคลืน่ที ่210 นาโนเมตร ปรมิาณทีฉ่ดีวเิคราะห
เทากบั 20 ไมโครเมตร (Cen et al., 2007;  Eiteman
and Chastain.  1997;  Rodrigues et al., 2007;  Shui
and Leong, 2002)
การทดสอบการยบัยัง้เชือ้กอโรค

ทำการทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรคโดยวิธี
Paper disc diffusion (Sofia et al., 2007) โดยทำการ
ขดี C. jejuni ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32
และ C. jejuni FBRL-S08 ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
Brucella agar  ทีเ่ตมิ FBP จากนัน้นำไปบมทีอ่ณุหภมูิ
42oC เปนเวลา 48 ชม. ภายใตสภาพบรรยากาศ
microaerobic สวนเชือ้อืน่ทำการขดี L. monocytogenes,
P. aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157:H7 ลงบน
TSA นำไปบมทีอ่ณุหภมู ิ37oC เปนเวลา 24  ชม. เมือ่
บมครบเวลาแลว นำเชือ้มาเตมิ 0.1% peptone water
ปริมาตร 3 ml แลวใชแทงแกวกวาดเชื้อจะได cell
suspention ออกมา จากนัน้นำไปวดัคาการดดูกลนืแสง
ที่ 600 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer
(PU8625 UV/VIS Spectrophotometer, Philips,
England) (Valimaa et al., 2007) ใหไดประมาณ
0.75 –0.8 (เชือ้เริม่ตนประมาณ 107-108 CFU/ml)
แลวนำไป spread plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ โดย C. jejuni
ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32 และ C. jejuni
FBRL-S08 spread plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ Brucella

agar  ที่เติม FBP สวนเชื้อ L. monocytogenes, P.
aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157:H7  spread
plate บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA จากนัน้จมุ paper discs
(∅ 6 มม.) (Whatman Ltd, Maidstone, England)
ลงใน FF (ไมปรบั pH และ ปรบั pH เปน 6.5-7.0)
เปนเวลา 2 วินาที หรือเทากับ FF ปริมาตร 15 �l
(Ayhan et al., 1999;  Xianfei et al., 2007) แลว
วางลงบนอาหารที ่spread plate ไวขางตน นำไปบมโดย
อาหารเลีย้งเชือ้ Brucella agar ทีเ่ตมิ FBP บมทีอ่ณุหภมูิ
42oC เปนเวลา 48 ชม. ภายใตสภาพบรรยากาศ
microaerobic  สวนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA บมทีอ่ณุหภมูิ
37oC เปนเวลา 24-48 ชม. (Kotzekidou, Giannakidis
and Boulamatis, 2007 ) เทยีบกบัประสทิธภิาพของ
ชดุควบคมุ น้ำกลัน่ และ 0.7%  lactic acid

ผลการทดลองและวจิารณ
การทดสอบกจิกรรมการตานจลุนิทรยีของ FF 7

ชนดิ ไดแก มะนาว สม อะโวกาโด มะกรดู สบัปะรด
มะเฟอง และออย (รปูที ่1 ) ตอเชือ้ C.  jejuni ATCC
29428, C. jejuni FBRL-S32, C. jejuni FBRL-S08,
L. monocytogenes, P. aeruginosa, B. cereus  and E.
coli  O157:H7   แสดงผลการวดั pH และ equivalent
of NaOH normality /ml sample ดงัตารางที่ 1 และ 2
ตามลำดบั

ตารางที ่1 pH ของตวัอยางนำ้ผลไมหมกั

ผลไมที่ใชหมัก    pH � SD

มะนาว 3.12 �  0.06c

สม 3.28 � 0.14ab

อะโวกาโด 3.39 � 0.12a

มะกรดู 3.09  � 0.14c

สับปะรด 3.20 � 0.14bc

มะเฟอง 3.34 � 0.12a

ออย 3.38 � 0.06a

a,b,c,…ตวัเลขทีม่ตีวัอกัษรกำกบัทีแ่ตกตางกนัในแนวตัง้มคีวามแตกตางกนัทางสถติ ิ(p≤0.05)
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ตารางที ่2 equivalent of NaOH normality /ml sample ของตวัอยางน้ำผลไมหมกั

a,b,c,…ตวัเลขทีม่ตีวัอกัษรกำกบัทีแ่ตกตางกนัในแนวตัง้มคีวามแตกตางกนัทางสถติ ิ(p≤0.05)

รปูที ่1 ตวัอยาง FF 7 ชนดิ ไดแก (ก) มะกรดู  (ข) สม  (ค) มะนาว  (ง) สบัปะรด  (จ) อะโวกาโด  (ฉ) ออย
และ (ช) มะเฟอง

                                   equivalent of NaOH normality /ml sample ±±±±± SD

     ไมปรบั pH               ปรบั pH เปน 6.5-7.0
มะนาว 1.55x10-4 ± 0.07e 0.70x10-4 ± 0.17a

สม 1.25x10-4  ± 0.07f 0.13x10-4 ± 0.06e

อะโวกาโด 6.95x10-4 ± 0.07a 0.37x10-4 ± 0.06b

มะกรดู 4.70x10-4  ± 0.14b 0.27x10-4 ± 0.06be

สับปะรด 2.27x10-4  ± 0c 0.57x10-4 ± 0.12a

มะเฟอง 0.80x10-4  ± 0g 0.10x10-4 ± 0e

ออย 2.20x10-4  ± 0d 0.27x10-4 ± 0.06be
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FF ม ีpH ในชวง 3.1-3.4  (ตารางที่1) และ
FF  ทุกชนิดมี equivalent of normality NaOH/ml
sample  แตกตางกนั (p≤0.05) ซึง่ FF ทีม่ ีequivalent
of normality NaOH/ml sample สงูสดุ คอื FF ทีห่มกั
จากอะโวกาโด  รองลงมาคอื มะกรดู  สบัปะรด  ออย
มะนาว สม และนอยทีส่ดุ คอื มะเฟอง (ตารางที่ 2)
แสดงวาใน FF มปีรมิาณกรดอนิทรยีแตกตางกนั และ
เมือ่ทำการวเิคราะหปรมิาณกรดอนิทรยี 8 ชนดิ ไดแก
กรดออกซาลกิ กรดทารทารกิ กรดมาลกิ กรดแอสคอบกิ
กรดแลคตกิ กรดอะซติกิ  กรดซติรกิ และกรดเบนโซอกิ
โดยใชวธิ ีHPLC เปนวธิมีาตรฐานในการตรวจวเิคราะห
พบวา FF มปีรมิาณ กรดออกซาลกิอยใูนชวง 1,000-
1,300 ไมโครกรมั/มลิลลิติร กรดทารทาริกอยูในชวง
850-865 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร กรดมาลิกอยูในชวง
900-950 ไมโครกรมั/มลิลิลติร กรดแอสคอบกิอยใูน
ชวง 1,000-2,800 ไมโครกรมั/มลิลิลติร กรดแลคตกิ
อยูในชวง 1,000 – 4,600 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
กรดอะซิตริกอยูในชวง 1,000- 7,000 ไมโครกรัม/
มลิลลิติร กรดซติรกิ อยใูนชวง  880-920ไมโครกรมั/
มิลลิลิตรและกรดเบนโซอิกอยูในชวง 1,000-2,590
ไมโครกรมั/มลิลลิติร (ตารางที ่3) เมือ่ทำการวเิคราะห
โดยตามชนดิของ FF พบวา FF จะพบกรดอนิทรยีใน
ปริมาณแตกตางกัน (p≤0.05) โดย FF หมักจาก
อะโวกาโด จะมีปริมาณกรดมาลิก กรดแลคติก กรด
อะซิตริกสูงสุด และกรดออกซาลิก กรดเบนโซอิก
พบปริมาณสูงสุดใน FF ที่หมักจากมะเฟอง กรด
แอสคอบกิ กรดซติรกิ พบปรมิาณสงูสดุใน FF หมกัจาก
มะกรดู สวนกรดทารทารกิ พบปรมิาณสงูสดุใน FF หมกั
จากสับปะรด ซึ่งโดยสรุปสวนใหญ FF พบปริมาณ
กรดแลคติก และกรดอะซิตริก เปนปริมาณมากและมี
ปรมิาณกรดแลคตกิในปรมิาณมากกวากรดอะซติกิ ซึง่
สอดคลองกบัรายงานการวจิยัของ ดวงพร คนัธโชติ และ
คณะ(2548)พบวา น้ำหมกัชวีภาพจากพชืจะประกอบ
ดวยกรดแลคติกและอะซิติก เนื่องจากในกระบวนการ
หมักผลไมจะเกิดกรดอินทรีย ทั้งนี้เนื่องมาจากการ
กระทำของเอนไซมซึ่งอาจจะเปนเอนไซมที่มีในผลไม

หรือเอนไซมจากจุลินทรียทำการยอยน้ำตาลใหกลาย
เปนกรดอินทรีย ซึ่งกรดอินทรียที่เกิด คือ กรดมาลิก
กรดแลคตกิ  กรดอะซติรกิ กรดซติรกิ (ศริกิญัญา และ
พมิพใจ, 2549; Savadogo et al., 2004) นอกจากนี้
กรดอินทรียที่พบจากการวิเคราะหยังอาจจะมาจาก
กรดอินทรียที่มีในผลไมที่หมัก เชน กรดทารทาริก
(Savadogo et al., 2004) กรดแอสคอบิก และ
กรดซิตริก (Ocana-Morgner and Dankert, 2001)
กรดออกซาลิก สำหรับกรดแลคติกที่พบมากใน FF
มีกระบวนการเกิด คือ กรดแลคติกเกิดจากแบคทีเรีย
แลคติกพวก homofermentative หรือ homolactic
fermentation เชน Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus  เปนตน โดยแบคทีเรียจะหมักน้ำตาล
กลูโคสโดยผานกระบวนการที่ เรียกวา Emden-
Meyerhof-Pamas (EMP) หรอื glycolytic pathway
ซึง่สามารถผลติกรดแลคตกิไดประมาณ 95% จากการ
หมกักลโูคสหรอืกาแลคโตส 1โมเลกลุ เมือ่เขาส ูEMP
จะไดไพรเูวทจะถกูเปลีย่นไปเปนผลติภณัฑสดุทาย คอื
กรดแลคตกิ กลไกฆาเชือ้ของกรดแลคตกิ กรดแลคตกิ
ที่ pH 4 จะซึมผาน outer membrane ของ E. coli
O157:H7 (Alakomi et al., 2000; Ocana-Morgner
and Dankert, 2001) สวนกรดอะซติกิและกรดอืน่ๆ ที่
พบเกดิจากแบคทเีรยีในกลมุ heterofermentative หรอื
heterolactic fermentation เชน  Lactobacillus  บาง
สปชีส และ Leuconostoc ซึ่งหมักน้ำตาลกลูโคสและ
แลคโตสเปนผลิตภัณฑหลายชนิด เชน กรดแลคติก
กรดอะซิติก กรดโพพิโอนิค ฟอรมิค เอทานอท และ
คารบอนไดออกไซด (ศริกิญัญา และ พมิพใจ, 2549)
แบคทเีรยีกลมุ acetobacter ซึง่เปนกลมุทีผ่ลติ อะซติรกิ
ไดสูง และยังสามารถออกซิไดสเอทานอลใหเปน
acetaldehyde โดย alcohol dehydrogenase enzyme
ตอจากนั้น acetaldehyde จะรวมตัวกับน้ำไดเปน
acetaldehyde hydrate ซึง่จะถกูออกซไิดสตอไปเปนกรด
อะซิติก ซึ่งแสดงรูปโครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน
กรดอนิทรยี และ ตวัอยางน้ำหมกัจากอะโวกาโด ดงัรปู
ที ่2 และ 3  ตามลำดบั
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รปูที ่2 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐานกรดอนิทรยี (a = กรดออกซาลกิ, b = กรดทารทารกิ, c = กรดมาลกิ,
d =  กรดแอสคอบกิ, e = กรดแลกตกิ, f = กรดอะซติกิ, g = กรดซติรกิ, h =  กรดเบนโซอกิ

รปูที ่3 โครมาโทแกรมของ FF ทีห่มกัจากอะโวกาโด
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ตารางที ่4  กจิกรรมการตานจลุนิทรยีของน้ำผลไมหมกัจาก มะนาว สม อะโวกาโด มะกรดู สบัปะรด มะเฟอง และ
ออยตอจลุนิทรยีกอโรค Campylobacter  jejuni ATCC 29428, C.  jejuni FBRL-S32, C. jejuni
FBRL-S08, Listeria monocytogenes,  Pseudomonas aeruginosa,  Bacillus cereus  และ Escherichia
coli O157:H7

ผลไมทีใ่ชหมกั  C. jejuni C.  jejuni  C.  jejuni  L. monocytogenes P. aeruginosa B. cereus  E. coli
ATCC 29428 FBRL-S32 FBRL-S08 O157:H7

                                                                       เสนผานศนูยกลางของบรเิวณใส (มม.)
มะนาว 35 � 1.00cd 26 � 1.00c 23 � 2.52cde 8 �  0b 10 � 0.58bc  23 �  2.08a 10 � 1.0bc

ปรบั pH  6.85  NC NC 20 � 0.58de  NC NC 7 � 4.62e NC
สม 43 � 2.30b 30 � 1.00b 24 � 3.61cd 9 � 1.73b 9 � 1.0d 13 � 1.53bc 9 � 0.58bc

ปรบั pH 6.58 NC NC 29 � 0.58c NC  8 � 0.58e 8 � 0.58de NC
 อะโวกาโด 65 � 7.02a 48 � 2.89a 43 � 4.93a  19 � 3.21a 16 � 1.0a 18 � 0.58b 18 � 2.0a

ปรบั pH 6.87 NC NC  NC NC      NC NC NC
 มะกรดู 39 � 2.60bc 25 � 2.65c 35 � 7.0b 7 � 6.08b 9 � 0.58cd 27 � 2.0a 11 � 0.58b

    ปรบั pH 6.98 9 � 0.58f  NC NC    NC NC NC NC
 สบัปะรด 31 � 8.08d 24 � 1.53c 17 � 3.51fe 7 � 0b 10 � 0.58cd 10 � 1.53cde 11 � 0b

ปรบั pH 6.79 NC NC 21 � 1.0de  NC  NC 8 � 0.58de 8 � 1.53cd

 มะเฟอง 21 � 0.58e  17 � 1.15d 13 � 3.46fg 7 � 4.04b 7 � 0e 7 � 5.50e 7 � 0d

ปรบั pH 6.76 NC NC NC  NC NC NC NC
  ออย 34 � 2.00cd 24 � 3.46c 29 � 2.52c 10 � 1.15b     11 � 1.0b 11 � 1.53cd 10 � 2.0bc

ปรบั pH 6.72 NC 9 � 1.15f NC NC NC  NC NC
  0.7% lactic acid 9 � 0f 3 � 1.16e 9 � 0.29g 9 � 0.58b      7 � 0.29e NC NC

a,b,c,…ตัวเลขที่มีตัวอักษรกำกับที่แตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันทางสถิติ (p0.05)
NC : No clear zone
น้ำกลั่น คือ negative control  ซึ่งแสดงผล No clear zone  ตอเชื้อทั้ง 7 ชนิด ที่ทำการทดสอบ
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FF ทัง้ 7 ชนดิ ทีย่งัไมปรบั pH สามารถยบัยัง้
เชือ้กอโรคไดทัง้ 7 ชนดิ ไดแก C. jejuni ATCC29428,
C. jejuni FBRL-S32 , C. jejuni FBRL-S08,
L. monocytogenes, P.  aeruginosa, B. cereus  และ
E. coli O157:H7 และใหผลในการยับยั้งเชื้อโรคได
ดกีวา FF ทีป่รบั pH ใหเปน 6.5-7.0  ซึง่ FF ทีห่มกั
จากอะโวกาโด สามารถยบัยัง้เชือ้โรคโดยเฉลีย่ไดดทีีส่ดุ
รองลงมาคอื มะกรดู สม มะนาว  ออย สบัปะรด  และ
นอยทีส่ดุคอื มะเฟอง  FF ทกุชนดิม ีpH ต่ำกวา 4.0
เชือ้จลุนิทรยีกอโรคตายไดที ่pH ต่ำกวา 4.0 (Stopforth
et al., 2003)  FF จงึสามารถยบัยัง้จลุนิทรยีกอโรคที่
ใชทดลอง  เมือ่ปรบั pH ใหได 6.5-7.0 พบวามบีรเิวณ
ใสลดลงอยางเหน็ไดชดั แสดงถงึประสทิธภิาพการยบัยัง้
เชือ้โรคลดลง ความสามารถในการแตกตวัของกรดและ
ชนิดของกรดยังมีผลตอการยับยั้งจุลินทรียกอโรค
กรดอินทรียจะยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดดีที่สุดในสภาวะที่
เปนกรดมากกวาในสภาวะที่เปนกลาง  เนื่องจาก
กรดอนิทรยีทีอ่ยใูนสภาวะทีเ่ปนกรดสงูจะไมแตกตวัและ
จะสามารถเคลื่อนที่ผานเซลลเมมเบรนของจุลินทรีย
ขณะทีภ่ายในเซลลกรดทีไ่มแตกตวัเหลานีจ้ะแตกตวัใน
สภาวะที่เปนกลางหรือเปนกรดเล็กนอย จากนั้นเซลล
จะขบั H+ ทีเ่กนิออกมาแตกจิกรรมนีจ้ะทำใหเซลลสญู
เสยีพลงังานในรปูของ ATP เมือ่  ม ีH+ มากเกนิทีจ่ะขบั
ออกมาไดจะสงผลใหคา pH ภาย ในเซลลจะลดลง
(Ross, Morgam and Hill, 2002) ทำใหมผีลในการ
ยับยั้งการทำงานของเอนไซม การทำงานของเยื่อหุม
เซลล  การลำเลยีงสารอาหาร  กจิกรรมเมแทบอลซิมึ
ทั้งหมด และ เซลลตายในที่สุด (Chang and Fang,
2007; Bjornsdottir, Breidt and McFeeters, 2006)
เมือ่ปรบั pH ใหเปน 6.5-7.0 จงึทำใหประสทิธภิาพ
ในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยีลดลง เนือ่งจากกรดจะเกดิการ
แตกตวัและออิอนทีแ่ตกตวัจะไมสามารถผานเขาสเูซลล
ของจุลินทรียได นอกจากนี้ FF ยังประกอบดวยกรด
อนิทรยีแตละชนดิแตกตางกนั ซึง่กรดแตละชนดิมฤีทธิ์
ในการยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยีไดตางกนั เชน กรดอะซติกิจะมี
การออกฤทธิท์ีด่กีวากรดแลคตกิและมชีวงของการยบัยัง้

ที่กวางกวาเพราะสามารถยับยั้งไดทั้ง ยีสต รา และ
แบคทเีรยี เนือ่งจากกรดอะซติกิมคีา pKa หรอืคาทีค่รึง่
หนึง่ของกรดมกีารแตกตวัสงูกวา  กรดแลคตกิ (4.75
และ 3.08 ตามลำดบั) กรดแลคตกิที ่pH 4 อยใูนรปู
ไมแตกตัวมี เพียง  11 เปอร เซ็นต  ในขณะที่
กรดอะซิติกอยูในรูปไมแตกตัวถึง 85 เปอรเซ็นต
(ศริกิญัญา และ พมิพใจ, 2549) ดงันัน้ชนดิของกรด
ใน FF ที่แตกตางกัน จึงอาจเปนอีกปจจัยหนึ่งที่ทำให
ประสทิธภิาพในการยบัยัง้เชือ้โรคแตกตางกนั  อยางไร
กต็าม FF ที ่pH สงูขึน้ บางชนดิยงัสามารถยบัยัง้เชือ้ได
คือ น้ำหมักจากมะนาวใหบริเวณใสกับเชื้อ C. jejuni
FBRL-S08 (20 มม.) และ B. cereus (7 มม.)
น้ำหมกัจากสมใหบรเิวณใสกบัเชือ้  C. jejuni FBRL-
S08 (29 มม.), P. aeruginosa (8 มม.)  และ B. cereus
(8 มม.) น้ำหมักจากมะกรูดใหบริเวณใสกับเชื้อ
C. jejuni ATCC 29428 (9 มม.)  น้ำหมกัจากสบัปะรด
ใหบรเิวณใสกบัเชือ้ C. jejuni FBRL-S08 (21 มม.),
B. cereus (8 มม.) และ E. coli O157:H7 (8 มม.)
น้ำหมกัจากออยใหบรเิวณใสกบัเชือ้ C. jejuni FBRL-
S32 (9 มม.) (ตารางที่ 3) ทั้งนี้อาจเปนเพราะ
กระบวนการ หมกัดวยแบคทเีรยีกรดแลคตกิยงัใหสาร
ประกอบอืน่ เชน ไดอะเซตลิ  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
เอทานอล และ แบคเทอริโอซิน (Savadogo et al.,
2004) ที่มีฤทธิ์ในการตานเชื้อจุลินทรียกอโรคได
(Osmanagoglu, 2007) แสดงวานอกจากกรดอนิทรยี
แลว FF เหลานีอ้าจประกอบดวยผลติภณัฑอืน่ทีม่ฤีทธิ์
ในการยบัยัง้เชือ้โรค แบคเทอรโิอซนิ ซึง่เปนสายเปปไทด
ขนาดเล็กซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค
ถูกสรางโดยแบคทีเรียกรดแลคติก โดยแบคเทอริโอ
ซินจะทำใหเกิดรูที่บริเวณเยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิด
การเสียสมดุลขององคประกอบภายในเซลลแบคทีเรีย
เปาหมายทำใหเซลลตายได (Deraz et al., 2005)

ดังนั้นจะเห็นไดวา FF แตละชนิดมีปริมาณ
กรดอนิทรยีแตกตางกนั ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากหมกัดวย
วตัถดุบิทีแ่ตกตางกนั จงึทำใหประสทิธภิาพในการยบัยัง้
แตกตางกนั โดย FF หมกัจากอะโวกาโด มี equivalent
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of normality NaOH/ml sample สงูสดุ และมปีรมิาณ
กรดแลคตกิและกรดอะซติกิสงูสดุ จงึเปนผลให FF หมกั
จากอะโวกาโดยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยีกอโรคไดดสีดุ

สรปุผล
จากการศึกษาประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ

C. jejuni ATCC 29428, C. jejuni FBRL-S32,
C. jejuni FBRL-S08, L. monocytogenes,
P. aeruginosa, B. cereus  และ E. coli O157:H7 ของ
FF พบวา FF ทุกชนิดสามารถยับยั้ ง เชื้อโรคที่
นำมาทดสอบในงานวิจัยนี้ได  FF ประกอบดวยกรด
อินทรีย 8 ชนิด ไดแก กรดออกซาลิก กรดทารทาริก
กรดมาลกิ กรดแอสคอบกิ กรดแลคตกิ  กรดอะซติกิ
กรดซติรกิ และ กรดเบนโซอกิ ภายหลงันำมาปรบั pH
ใหเปน 6.5-7.0 ทำใหความสามารถของ FF ลดลงไปมาก
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