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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงคแ์ละที่มา : การศึกษานีไ้ดท้  าการตรวจสอบฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียของอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลแูละ
สะระแหนต่อ่ Salmonella Typhimurium ทัง้ในหลอดทดลองและบนใบโหระพา 
วิธีด าเนินการวิจัย : หาค่าความเข้มข้นต ่าสุดที่สามารถยับยั้งการเจริญ (MIC) และฆ่าเชือ้ได้ (MBC)  ด้วยวิธี broth 
macrodilution ทดสอบหาระยะเวลาในการฆา่เชือ้ (time-kill assay) เพื่อประเมินฤทธ์ิในการท าลาย ศึกษารูปรา่งของเซลลใ์น
สภาวะที่สมัผสักบัอิมลัชนัภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning electron microscopy, SEM) ท าการ
ใส่เชือ้ S. Typhimurium ลงบนใบโหระพา จากนัน้ลา้งใบโหระพาที่ใส่เชือ้ดว้ยอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูความ
เขม้ขน้ 1xMIC (0.125%) เป็นเวลา 5 นาที และอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.25%) เป็น
เวลา 10 นาที โดยใชน้ า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี Tween 80 เป็นชุดควบคมุ และท าการนบัจ านวนเชือ้ที่รอดชีวิตบนใบโหระพา 
นอกจากนีย้งัประเมินการเปลีย่นแปลงสขีองใบโหระพาหลงัการลา้งดว้ยสารทดสอบ 

ผลการวิจัย : ค่า MIC และ MBC ของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูมีค่าเท่ากนั  คือ 0.125% สว่นอิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยสะระแหน่ มีค่ากนั คือ 0.25% การหาระยะเวลาในการฆ่าเชือ้แสดงใหเ้ห็นวา่อิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลู
และสะระแหน่ ที่ความเขม้ขน้ 1xMIC สามารถลดจ านวนเชือ้ S. Typhimurium เริ่มตน้ลงได ้>3 log CFU/mL ที่เวลา 5 นาที 
และ 10 นาที ตามล าดบั ภาพจากกลอ้ง SEM พบวา่เซลลใ์นสภาวะที่สมัผสักบัอิมลัชนัมีรูปรา่งผิดปกติและเซลลแ์ตกเมื่อเทียบ
กับเซลลใ์นชุดควบคุม อิมัลชันของน า้มันหอมระเหยทั้งสองชนิดสามารถลดจ านวนเชือ้ที่ใส่ลงบนใบโหระพาได้อย่าง                  
มีนยัส  าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยไมม่ีผลตอ่สขีองใบโหระพา 
สรุปผลการวิจัย : อิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลูและสะระแหน่มีประสิทธิภาพตา้น S. Typhimurium ทัง้ในหลอด
ทดลองและบนใบโหระพา ซึง่อาจสามารถน ามาใชเ้ป็นอีกทางเลอืกหนึง่ในการเป็นสารท าความสะอาดผกัสดได้ 
ค าส าคัญ  : กานพล ู; ฤทธ์ิตา้นแบคทีเรยี ; สะระแหน ่; อิมลัชนั ; S. Typhimurium  
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Abstract 
Background and Objectives :  This study examined the antibacterial activity of clove and peppermint essential oil 
emulsions against Salmonella Typhimurium both in vitro and on basil leaves 

Methodology :  The minimum inhibitory concentration (MIC)  and the minimum bactericidal concentration (MBC) 
were determined using the broth microdilution method. A time-kill assay was performed to evaluate the bactericidal 
activity.  The morphology of the bacteria exposed to the essential oil emulsions  was examined with scanning 
electron microscopy (SEM) .  The basil leaves were artificially inoculated with S.  Typhimurium, the inoculated basil 
leaves were then washed in clove essential oil emulsions at 1xMIC (0.125%) concentration for 5 min and peppermint 
essential oil emulsion at 1xMIC (0.25%) concentration for 10 min.  Sterile distilled water containing Tween 80 was 
used as the control.  The population of S. Typhimurium on basil leaves was evaluated. In addition, the color changes 
in the treated basil leaves were determined. 
Main Results :  The MIC and MBC values for clove essential oil emulsion were both 0.125% , while those for 
peppermint essential oil emulsion were both 0.25%.  The time-kill assay indicated that the clove and peppermint 
essential oil emulsions at concentration of 1xMIC effectively decreased the initial bacterial population by >3 log 
CFU/mL within 5 and 10 min, respectively.  SEM showed that the treated cells had morphological changes and cell 
lysis when compared to control ones. Both essential oil emulsions significantly reduced (p<0.05) the population of 
S. Typhimurium on basil leaves without affecting the color of basil leaves. 
Conclusions  : The clove and peppermint emulsion has anti-S. Typhimurium activity both in vitro and on basil leaves 
which can be applied to be as an alternative as a sanitizer for fresh vegetables.  
Keywords :  clove ; antibacterial activity ; peppermint ; emulsion ; S. Typhimurium 
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บทน า   

ผักที่ผ่านการแปรรูปเล็กนอ้ย เป็นที่นิยมในตลาดผักผลไมส้ด เนื่องจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูงและง่ายต่อ                  
การบรโิภค โหระพาเป็นผกัชนิดหนึง่ที่คนไทยนิยมรบัประทานสด เช่น ทานกบัก๋วยเตี๋ยวเรอื ลาบ และน า้ตก เป็นตน้ จึงมีความ
เสี่ยงต่อแบคทีเรียก่อโรคที่อาจปนเป้ือนอยู่ในอาหาร เช่น Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus รวมทัง้ 
Salmonella Typhimurium (Islam et al., 2004 ; Nou & Luo, 2010) ในปี ค.ศ. 2007 มีรายงานการเกิดโรคติดต่อผ่านทาง
อาหารจากการบริโภคใบโหระพาสดที่ปนเป้ือนเชือ้ Salmonella ในประเทศองักฤษและเวลส ์(Delbeke et al., 2015) ส  าหรบั
ในประเทศไทย มีรายงานจากส านกัมาตรฐานสินคา้เกษตรและอาหารแห่งชาติระบวุ่าผกัสวนครวั ไทยที่สง่ออกไปยงัสหภาพ
ยโุรปตรวจพบจุลินทรียป์นเป้ือนอยา่งต่อเนื่องและบอ่ยครัง้ โดยเฉพาะ Salmonella และ  E. coli (Chungsamanukoo et al., 
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2010) ซึ่งการปนเป้ือนเชือ้แบคทีเรียก่อโรคในผกัอาจมาจากแปลงเพาะปลกู กระบวนการผลิต ระหว่างหรือหลงัการเก็บเก่ียว 
การขนสง่ จนกระทั่งถึงระหว่างการจดัจ าหน่าย หรือการเตรียมอาหารในครวัเรือน ดงันัน้การลา้งดว้ยวิธีที่เหมาะสมจึงเป็นสิง่
ส  าคญัในการลดจ านวนจลุนิทรยีท์ี่ปนเป้ือนในผกัสด  
 การลา้งเป็นเทคนิคที่ใชก้ันทั่วไปในการลดเชือ้แบคทีเรียก่อโรคและสิ่งตกคา้งต่าง ๆ เช่น ดิน แมลง และยาก าจดั                
ศตัรูพืชบนผิวของผกัสด (Gil et al., 2009) โดยคลอรนีเป็นสารฆา่เชือ้ที่นิยมน ามาใชล้า้งผกัผลไมเ้นื่องจากมีตน้ทนุการผลิตต ่า 
(Chun et al., 2013) อย่างไรก็ตามการลา้งผกัและผลไมส้ดดว้ยคลอรีนอาจเป็นสาเหตทุี่ท  าใหเ้กิดสารก่อมะเร็งได ้(Ramose           
et al., 2013) จึงมีนกัวิจยัจ านวนมากสนใจทางเลือกจากธรรมชาติ โดยเฉพาะน า้มนัหอมระเหย ซึ่งมีคณุสมบตัิตา้นแบคทีเรยี 
ตา้นอนุมูลอิสระ และคุณสมบัติฆ่าเชือ้รา รวมทัง้ไดร้บัการยอมรบัโดยทั่วไปว่าปลอดภัย อย่างไรก็ตามน า้มนัหอมระเหย                
มีขอ้จ ากดัในการน าไปใชป้ระโยชนค์ือมีความสามารถของการละลายน า้ต ่า กลิ่นแรง และความคงตวัต ่า (Prakash & Kiran, 
2016) ดงันัน้การท าใหอ้ยู่ในรูปอิมลัชนัอาจเขา้มาช่วยแกปั้ญหาเหลา่นี ้และยงัช่วยใหน้ า้มนัหอมระเหยของพืชมีการกระจาย
ตวัไดด้ีขึน้ (Varona et al., 2009)  
 อิมัลชันเป็นคอลลอยด์ประเภทหนึ่ง ซึ่งเกิดจากของเหลว 2 ชนิดขึน้ไปที่ไม่ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน โดยใช้ตัว                  
ท าอิมัลชันหรืออิมัลซิฟายเออร ์(emulsifier) เป็นตัวผสานใหม้ีลกัษณะเป็นเนือ้เดียวกัน เมื่อเร็วๆ นีไ้ดม้ีการศึกษาโดยน า                
น า้มนัหอมระเหยในรูปอิมลัชนัไปประยุกตใ์ชเ้ป็นสารลา้งท าความสะอาดผกัสด พบว่าอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยอบเชย
สามารถลดจ านวน Listeria monocytogenes และ Escherichia coli O157:H7 บนใบคะน้าได้ 1.83 log CFU/กรัม และ               
1.54 log CFU/กรมั ตามล าดบั (Kang et al., 2019) ส่วนอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยเจอเรเนียม (Geranium) สามารถลด
จ านวน L. monocytogenes ที่ใส่ลงในผกัสด ได ้1.57–1.66 log CFU/กรมั และ E. coli O157:H7 ได ้1.45–1.56 log CFU/
กรมั (Park et al., 2018a) 
 กานพลู (Syzygium aromaticum Linn.) เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณหลายอย่าง เช่น ช่วยขับลม ขับระดู แก้เลือด               
ออกตามไรฟัน เป็นตน้ (Soonthornchareonnon & Ruangwiset, 2008) มีรายงานว่าน า้มันหอมระเหยกานพลูมีฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระ และฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์ก่อโรค ได้แก่  S.  aureus, E.  coli O157:H7, L.  monocytogenes, S.  Enteritidis,                  
S. Typhimurium, Porphyromonas gingivalis และ Panax notoginseng (Kang & Song, 2018 ; Ebani et al., 2019 ; Ma 
et al., 2019 ; Zhang et al., 2017 ; Budri et al., 2015) 
 สะระแหน่ (Mentha spp.) เป็นพืชสมนุไพรที่มีหลากหลายชนิด เช่น Mentha aquatica, Mentha piperita, Mentha 
spicata, Mentha pulegium รวมทัง้ Mentha cordifolia Opiz. ซึ่งเป็นชนิดที่พบในประเทศไทย (Chawla & Thakur, 2013) 
สะระแหน่มีคณุสมบตัิหลายประการ เช่น แกอ้าการปวดหวั ปวดฟัน หนา้มืดตาลาย ตา้นอนมุลูอิสระ และกระตุน้การหลั่งน า้ดี 
เป็นตน้ (Saensuk, 2010; Mkaddem et al., 2009) นอกจากนีม้ีรายงานว่าน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ชนิด M. cordifolia 
Opiz. มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้แบคทีเรยีหลายชนิด เช่น E. coli, S. aureus, L. monocytogenes รวมทัง้ S. Typhimurium 
(Pudpila et al., 2011)   
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 จากขอ้มูลขา้งตน้ จะเห็นไดว้่าน า้มนัหอมระเหยกานพลแูละสะระแหน่มีฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์แต่ยงัไม่มีการศึกษาที่                
น าน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่และกานพลใูนรูปอิมลัชนัมาลา้งผกั ดงันัน้คณะผูว้ิจยัจึงมีความสนใจที่จะน าอิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยกานพลูและสะระแหน่ มาใช้ในการลดการปนเป้ือนของเชือ้ S. Typhimurium ที่ใส่ลงบนใบโหระพา เพื่อเป็น
ทางเลอืกหนึง่ในการน าสารจากธรรมชาติมาใชแ้ทนสารเคมีในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค ซึง่อาจเป็นแนวทางในการน ามาประยกุตใ์ช้
เป็นสารลา้งท าความสะอาดผกัและผลไมส้ดในครวัเรือน รวมทัง้ในอตุสาหกรรมอาหาร เพื่อป้องกนัอบุตัิการของโรคระบาดที่
ติดตอ่ผา่นทางอาหาร และใชใ้นการเก็บรกัษาอาหารใหผ้ลติภณัฑม์ีอายกุารเก็บนานขึน้ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย   
1. การเตรยีมอมิลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลูและสะระแหน ่

น า้มนัหอมระเหยกานพล ู(S. aromaticum Linn.) และน า้มนัหอมระเหยสะระแหน ่(M. cordifolia Opiz.) ที่ใชใ้นการ
ทดลองเตรียมมาจากวิธีการกลั่นดว้ยน า้ (hydro distillation) โดยใชส้่วนดอกของกานพล ู(แหง้)  ซึ่งซือ้มาจากรา้นเวชพงศ์
โอสถ กรุงเทพมหานครฯ และส่วนใบและล าตน้ของสะระแหน่ (สด) ซึ่งซือ้มาจากตลาดหนองมน ต าบลแสนสขุ อ าเภอเมือง
ชลบรุ ี

เตรียมอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูความเขม้ขน้ 10% (w/w) โดยผสมน า้มนัหอมระเหยกานพลูบริสุทธ์ิ               
10 กรมั, Tween 80  4 กรมั  และน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 89 กรมั ท าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัดว้ยเครื่องป่ันผสมความเร็วสงู (High 
speed homogenizer) เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีเก็บรกัษาอิมลัชนัท่ีอณุหภมูิ 4 oC  

เตรียมอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ ความเขม้ขน้ 2% (w/w) โดยผสมน า้มนัหอมระเหยน า้มนัหอมระเหย
สะระแหน่บริสทุธ์ิ 3 กรมั, Tween 80 1.5 กรมั และน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 145.5 กรมั ใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัโดยเครื่องป่ันผสม
ความเร็วสงู (High speed homogenizer) เป็นเวลา 15 นาที ที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เก็บรกัษาอิมลัชนัที่อณุหภมูิ 4 oC 
(เตรยีม 1% Tween 80 เป็นชดุความคมุ) 
2. การหาค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุทีส่ามารถยบัยัง้เชือ้ได ้(Minimum inhibitory concentration, MIC) และทีส่ามารถท าลายเชือ้
ได ้(Minimum bactericidal concentration, MBC) ของอมิลัชนัต่อ S. Typhimurium ดว้ยวธีิ broth macrodilution (ดดัแปลง
จาก Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2012)  

ถ่ายโคโลนีเดี่ยวของเชือ้ S. Typhimurium (ATCC 14028) ลงในอาหาร Mueller-Hinton broth (MHB) ปริมาตร               
5 mL บ่มที่อณุหภมูิ 37 oC เป็นเวลา 4-5 ชั่วโมง ท าการปรบัปริมาณเชือ้ดว้ย 0.85% NaCl ใหม้ีความขุ่นเท่ากบั McFarland 
standard No. 0.5 ซึ่งมีจ านวนเชือ้ 1.5×108 CFU/mL จากนั้นถ่ายเชือ้ ปริมาตร 0.1 mL ใส่ลงในอาหาร MHB ปริมาตร                  
9.9 mL จะไดป้รมิาณเชือ้ 1×106 CFU/mL (ใชภ้ายใน 15 นาที) 

เจือจางอิมลัชนัแตล่ะชนิดแบบสองเท่า (two-fold dilution) ในอาหาร MHB ปริมาตร 1 mL ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 
1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.065, 0.0313 และ 0.0156% จากนัน้เติมเซลลแ์ขวนลอยของเชือ้ที่เตรียมไว ้ปริมาตร 1 mL ลงไปใน             
แตล่ะหลอดที่มีสารทดสอบ ผสมใหเ้ขา้กนั จะไดป้รมิาณเชือ้สดุทา้ยในหลอดเทา่กบั 5×105 CFU/mL สว่นความเขม้ขน้สดุทา้ย
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ของสารทดสอบในหลอดเท่ากบั 0.5, 0.25, 0.125, 0.065, 0.0313, 0.0156 และ 0.0078% ตามล าดบั และไดน้ าน า้มนัหอม
ระเหยบริสุทธ์ิ (pure essential oil) มาหาค่า MIC โดยเตรียมให้ความเข้มข้น lสุดท้ายอยู่ในช่วง 1-0.0156% จากนั้นเติม 
resazurin (ความเขม้ขน้ 20 mg/mL) ปรมิาตร 5 µL ลงในทกุหลอด (ความเขม้ขน้สดุทา้ยของ resazurin เทา่กบั 0.05 mg/mL)                   
[ชุดควบคุมประกอบดว้ย negative control คืออาหารเลีย้งเชือ้ MHB ที่มี Tween 80 ความเขม้ขน้สดุทา้ย 0.25% และเชือ้
ทดสอบ  growth control คือ MHB และเชือ้ทดสอบ sterility control คือ อาหารเลีย้งเชือ้ MHB] น าหลอดทดลองไปบ่มที่
อณุหภมูิ 37 °C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อา่นคา่ MIC โดยสงัเกตจากสขีองอาหารเลีย้งเชือ้ ถา้สขีองอาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นจาก
สีน า้เงินเป็นสีชมพูแสดงว่ามีการเจริญของเชือ้ทดสอบ ซึ่งค่า MIC คือ ความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุของสารที่สามารถยบัยัง้การ
เจรญิของเชือ้ทดสอบได ้(อาหารเลีย้งสนี า้เงิน)  

ถ่ายสารละลายจากหลอดทดสอบที่อาหารเลีย้งเชือ้สีน า้เงิน จากการหาค่า MIC ปริมาตร 10 µL หยดลงบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ Muller-Hinton agar หลอดละ 3 หยด จากนัน้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อ่านค่า MBC โดย
สงัเกตจากการเจริญของโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งค่า MBC คือ ความเขม้ขน้ที่นอ้ยที่สดุของสารที่ไม่พบการเจริญของเชือ้
ทดสอบบนผิวหนา้อาหาร (ท าการทดลอง 3 ครัง้) 
3. การทดสอบหาระยะเวลาในการฆ่าเชือ้ (time-kill assay) (ดดัแปลงจาก Elcocks et al., 2019)  

เตรียมเซลลแ์ขวนลอยของเชือ้ S. Typhimurium โดยเขี่ยโคโลนีบนอาหาร Tryptic Soy agar (TSA) ใส่ลงใน 0.1% 
peptone water ปรบัปรมิาณเชือ้ใหเ้ทา่กบั McFarland standard No. 0.5 ซึง่มีจ านวนเชือ้ 1.5 x 108 CFU/mL แลว้ถ่ายเซลล์
แขวนลอยปริมาตร 0.1 mL ใส่ลงใน 0.1% peptone water ปริมาตร 9.9 mL จะไดป้ริมาณเชือ้ 1×106 CFU/mL จากนัน้เติม
อิมลัชนั ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x MIC สว่นชดุควบคมุ เติม 1% Tween 80 น าหลอดทดลองไปบม่ที่ 37 oC และท าการเก็บตวัอยา่ง 
ปริมาตร  0.1 mL ที่เวลา 0, 5, 10, 15, 20 และ 30 นาที ของการบม่ เจือจางตวัอยา่งแบบสิบเท่า (ten-fold dilution) ใน 0.1% 
peptone water ใหไ้ดค้วามเจือจางที่เหมาะสม จากนัน้ถ่ายตวัอยา่ง ปรมิาตร 0.1 mL ของแตล่ะความเจือจางลงบนจานอาหาร 
TSA (2 ซ า้) ท าการ spread plate น าจานอาหารเลีย้งเชือ้ไปบม่ที่ 37  oC เป็นเวลา 18.24 ชั่วโมง ท าการนบัจ านวนโคโลนี และ
ค านวณหาปรมิาณเชือ้ที่รอดชีวิต โดยแสดงในหนว่ย log CFU/mL (ท าการทดลอง 3 ครัง้) 
4. การศกึษารูปร่างของเซลล ์S. Typhimurium ในสภาวะทีส่มัผสักบัอมิลัชนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอ์เิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 
(Scanning electron microcopy, SEM) (ดดัแปลงจาก Park et al., 2018b) 
 เตรยีมเซลลแ์ขวนลอยของ S. Typhimurium ใน Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.0) ใหม้ีปรมิาณเชือ้เทา่กบั 
McFarland standard No. 0.5 (1.5 x 108 CFU/mL) แลว้ถ่ายเซลลแ์ขวนลอยปริมาตร 0.1 mL ใส่ลงใน PBS ปริมาตร                  
9.9 mL จะไดป้ริมาณเชือ้ 1×106 CFU/mL จากนัน้เติมอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยลงไปใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x MIC สว่นชุด
ควบคมุ เติม 1% Tween 80 ลงในเซลลแ์ขวนลอย น าหลอดไปบม่ที่ 37 oC เป็นเวลา 5 หรอื 10 นาที (จากผลการทดสอบ time-
kill assay) ท าการเก็บเซลลด์ว้ยการป่ันเหวี่ยงที่ 5,000 rpm อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 5 นาที  ลา้งตะกอนเซลลโ์ดยละลาย
ตะกอนเซลลด์ว้ย PBS ปริมาตร 10 mL และป่ันเหวี่ยงอีกรอบ (ท าเช่นนี ้2 ครัง้) หยดเซลลแ์ขวนลอยลงบนแผ่นกระจก            
(0.5x0.5 cm) ที่เคลอืบดว้ย alcian blue จากนัน้หยด 2.5% glutaraldehyde ใน PBS ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 15 นาที ทีอ่ณุหภมูิ 4 oC  
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แลว้ลา้งดว้ย PBS จากนัน้ fix ดว้ย 1% osmium tetroxide ใน PBS เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อณุหภมูิ 4 oC ลา้งดว้ย PBS ท าการ 
dehydrate ดว้ย ethanol ความเขม้ขน้ 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% ตามล าดับ ท าใหแ้หง้ ณ จุดวิกฤติดว้ยเครื่อง 
critical point dryer และเคลอืบทอง แลว้น าไปสอ่งภายใตก้ลอ้ง SEM ยี่หอ้ LEO รุน่ LEO1450VP ที ่10kV 

5. การทดสอบประสทิธิภาพของอมิลัชนัของน า้มนัหอมในการลดจ านวน S. Typhimurium ทีใ่สล่งบนใบโหระพา 
เตรียมสารทดสอบ ดงันี ้เติมอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ู(ความเขม้ขน้ 10%) ลงในน า้กลั่นปราศจากเชือ้ 

ปริมาตร 500 mL ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x MIC (0.125%) และเติมอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ (ความเขม้ขน้ 2%)        
ลงในน า้กลั่นปราศจากเชือ้ ปริมาตร 500 mL ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 1x MIC (0.25%) สว่นชุดควบคมุ ท าการเติม 1% Tween 80 
ลงในน า้กลั่นปราศจากเชือ้ (ความเขม้ขน้สดุทา้ยของ Tween 80 เท่ากบั 0.0125% ส าหรบัชุดควบคมุของอิมลัชันของน า้มนั
หอมระเหยกานพล/ู0.125% ส าหรบัชดุควบคมุของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน)่ แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

เตรียมใบโหระพาและใส่หัวเชือ้ ตามวิธีของ Park et al. (2018b) ซึ่งมีการดัดแปลงเล็กนอ้ย ดังนี ้น าใบโหระพา
จ านวน 50 กรมั มาลา้งใหส้ะอาดดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ ปรมิาตร 1000 mL แลว้น าใบโหระพามาผึง่ใหส้ะเด็ดน า้ น าไปฉาย
รงัสี UV-C ทัง้ดา้นหนา้และดา้นหลงัใบ เป็นเวลา 10 นาที เพื่อท าลายจุลินทรียป์ระจ าถ่ิน จากนัน้เตรียมเซลลแ์ขวนลอยของ             
S. Typhimurium โดยเขี่ยโคโลนีบนอาหาร TSA ใสล่งใน 0.1% peptone water ท าการปรบัปริมาณเชือ้ใหเ้ท่ากบั McFarland 
standard No. 0.5 ซึง่มีจ านวนเชือ้ 1.5 x 108 CFU/mL แลว้ถ่ายเชือ้ 0.1 mLใสล่งใน 0.1% peptone water ปรมิาตร 9.9 mL 
จะได้ปริมาณเชือ้ประมาณ 1×106 CFU/mL จากนั้นใส่เชือ้ปริมาตร 500 µL ลงบนใบโหระพาที่เตรียมไวจ้ านวน 5 กรมั 
(อตัราสว่นของผกัตอ่หวัเชือ้ คือ 1 กรมั:100 µL) โดยแบ่งหยดเป็นจุด และปลอ่ยใหแ้หง้ เป็นเวลา 40 นาที ภายในตู ้biosafety 
cabinet เพื่อใหเ้ชือ้เกาะบนใบโหระพา แลว้น าใบโหระพา จ านวน 5 กรมั (2 ซ า้) ที่ใสเ่ชือ้แลว้ใสถ่งุปราศจากเชือ้ (stomacher 
bag) เพื่อน าไปนบัจ านวน S. Typhimurium ที่เกาะบนใบโหระพาก่อนการลา้ง และแสดงจ านวนเซลลใ์นหน่วย log CFU/กรมั 
สว่นใบโหระพาที่เหลอืน าไปลา้งดว้ยสารทดสอบ 

การลา้งใบโหระพาที่ใสเ่ชือ้แลว้ ตามวิธีของ Park et al. (2018b) ซึง่มีการดดัแปลงเลก็นอ้ย ดงันี ้น าใบโหระพาที่ผา่น
การใส่เชือ้แลว้มาลา้งโดยแช่ในสารละลาย ไดแ้ก่ สารละลายอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลทูี่ความเขม้ขน้ 1x MIC 
สารละลายอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ที่ความเขม้ขน้ 1x MIC และน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่เติม 1% Tween 80                 
(ชดุควบคมุ) โดยใชใ้บโหระพาจ านวน 10 กรมั ตอ่สารละลาย ปรมิาตร 500 mL (อตัราสว่น 1:50 w/v) และลา้งเป็นเวลา 5 หรอื 
10 นาที (จากผลการทดสอบ time-kill assay) 

การนบัจ านวน S. Typhimurium ที่รอดชีวิตบนใบโหระพา ท าตามวิธีของ Karagözlü & Ergönül (2011) ซึ่งมีการ
ดดัแปลงเล็กนอ้ย ดงันี ้น าใบโหระพาที่ผ่านการลา้งดว้ยสารทดสอบจากแต่ละชุดการทดลอง จ านวน 5 กรมั (2 ซ  า้) ใสล่งใน 
stomacher bag ซึง่มี 0.1% peptone water ปรมิาตร 45 mL แลว้ผสมดว้ยเครือ่ง stomacher เป็นเวลา 1 นาที (ความเจือจาง 
10-1) ท าการเจือจางต่อแบบสิบเท่า ใหไ้ดค้วามเจือจางที่เหมาะสม ถ่ายสารละลาย ปริมาตร 0.1 mL ของแต่ละความเจือจาง 
ใส่บนจานอาหาร Brilliant Green Agar (Modified) (2 ซ า้) และท าการ spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC          

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713511001733#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713511001733#!
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เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง นบัจ านวนโคโลนเีฉพาะของ Salmonella โดยโคโลนมีีสชีมพ ูและสขีองอาหารรอบ ๆ โคโลนเีปลีย่นจาก
สแีดงเป็นใส ค านวณหาปรมิาณเชือ้ที่รอดชีวิตโดยแสดงในหนว่ย log CFU/กรมั 

การทดสอบประสิทธิภาพของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยในการลดจ านวน S. Typhimurium ที่ใสล่งบนใบโหระพา 
ท าการทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ ครัง้ละ 2 ซ  า้ วิเคราะหข์อ้มลูโดยใชแ้ผนการทดลองแบบสุม่สมบูรณ ์(Completely randomized 
design, CRD) ด้วยโปรแกรม  Minitab 17 statistical software และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Tukey’s 
studentized range test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05  
6. การวดัสขีองใบโหระพา 

น าใบโหระพาที่ไม่ผ่านการลา้ง (ชุดควบคุม) และผ่านการลา้งดว้ยสารทดสอบ (อตัราส่วนผกัต่อสารทดสอบ คือ                
1 กรมั : 50 mL) ซึ่งไดแ้ก่ ลา้งดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหย และลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ เป็นเวลา 5 หรือ 10 นาที 
ไปวดัสดีว้ยเครือ่ง Colorimeter โดยใชร้ะบบการวดัส ีCIE L*a*b* หรอื CIELAB เพื่อประเมินการเปลีย่นแปลงสขีองใบโหระพา 
โดยวดัค่า L* (ความสวา่งหรือมืด), a* (เขียวหรือแดง) และ b* (น า้เงินหรือเหลือง) รวมทัง้ค านวณค่า E จากสตูร ดงัต่อไปนี ้ 
[(L*sample-L*control)2+ (a*sample- a*control)2+(b*sample – b*control)2]1/2 (Park et al., 2018a) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
โดยใช ้Tukey’s studentized range test ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 
 
ผลการวิจัย  
ค่า MIC และ MBC ของอมิลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลูและสะระแหน ่
          จากการหาค่า MIC และ MBC ของอิมัลชันต่อ S. Typhimurium ด้วยวิธี broth microdilution ให้ผลดัง Table 1                 
ซึ่งพบว่า ค่า MIC และ MBC มีค่าเท่ากนั โดยค่า MIC และ MBC ของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูเท่ากบั 0.125% 
สว่นอิมลัชนัน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ เท่ากบั 0.25% นอกจากนีย้งัพบวา่คา่ MIC และ MBC ของน า้มนัหอมระเหยกานพลู
บริสทุธ์ิและน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่บริสทุธ์ิ มีค่าเท่ากนั โดยมีค่าเท่ากบั 0.25% และ 0.5% ตามล าดบั ซึ่งมีค่าสงูกวา่ของ
อิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยดงักลา่ว 2 เทา่ 
 

Table 1  MIC and MBC values of essential oil emulsions and pure essential oils against S. Typhimurium. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tested samples MIC (%) MBC (%) 
Clove essential oil emulsion 0.125 0.125 

Peppermint essential oil emulsion 0.25 0.25 
Pure clove essential oil 0.25 0.25 

Pure peppermint essential oil 0.5 0.5 
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การทดสอบหาระยะเวลาในการฆ่าเชือ้ (Time-kill assay) 

น าอิมลัชนั ความเขม้ขน้เท่ากบัค่า MIC (1xMIC) มาทดสอบ time-kill assay เพื่อหาเวลาที่นอ้ยที่สดุในการท าลาย             
S. Typhimurium ใหผ้ลดงั figure 1  โดยจ านวนเชือ้เริ่มตน้ที่เวลา 0 นาที ในสภาวะที่มีอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลู 
และสะระแหน่ รวมทัง้ชุดควบคุม เท่ากับ 5.77 ± 0.039, 5.85 ± 0.05 และ 5.83 ± 0.1 log CFU/mL ตามล าดบั ส่วนที่เวลา               
5 นาที ในสภาวะที่มีอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ พบว่าจ านวนเชือ้เริ่มตน้ลดลงเหลือเท่ากับ 2.93 ± 0.16 log 
CFU/mL ในขณะที่เวลา 10, 15, 20 และ 30 นาที จ านวนเชือ้ลดลงจากเริ่มตน้ต ่ากว่าระดบัที่สามารถตรวจนบัได ้(< 2 log 
CFU/mL, limit detection of spread plate method) จะเห็นไดว้า่เวลา 10 นาที เป็นเวลาที่สัน้ท่ีสดุของอิมลัชนัของน า้มนัหอม
ระเหยสะระแหน ่(1xMIC, 0.25%) ที่สามารถท าลายเชือ้เริม่ตน้ได ้>99.9% (>3 log reduction) 

เมื่อพิจารณาสภาวะที่มีอิมัลชันของน ้ามันหอมระเหยกานพลู พบว่าตั้งแต่ที่เวลา 5 นาที เป็นต้นไป จ านวน                 
S. Typhimurium ลดลงจากจ านวนเชือ้เริ่มตน้ต ่ากว่าระดบัที่สามารถตรวจนบัได ้(< 2 log CFU/mL) แสดงใหเ้ห็นว่าที่เวลา                 
5 นาที เป็นเวลาที่นอ้ยที่สดุของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูที่ท  าใหเ้ชือ้เริ่มตน้ลดลง >99.9% นอกจากนีย้งัพบว่า
จ านวนเชือ้ในหลอดควบคมุที่เวลา 5, 10, 15, 20 และ 30 นาที ใกลเ้คียงกบัเชือ้เริม่ตน้ที่เวลา 0 นาที (5.8 log CFU/mL) 

       Figure 1   Time-kill of S. Typhimurium in the presence of clove and peppermint essential oil emulsions 
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ศกึษารูปร่างของเซลล ์S. Typhimurium ในสภาวะทีส่มัผสักบัอมิลัชนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอ์เิลก็ตรอนแบบสอ่งกราด 
(SEM)  

จากการศกึษารูปรา่งของเซลลแ์บคทีเรยีทดสอบภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเลก็ตรอนแบบสอ่งกราดใหผ้ลดงั Figure 2 
ซึง่พบวา่เซลลท์ี่อยูใ่นสภาวะที่สมัผสักบัอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ูความเขม้ขน้ 1xMIC (0.125%) (Figure 2C) เป็น
เวลา 5 นาที และอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยสะระแหน่ ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.25%) (Figure 2D) เป็นเวลา 10 นาที                   
มีรูปรา่งผิดปกติ เนื่องจากเซลลแ์ตกสลาย (lysis) สว่นเซลลใ์นชุดควบคมุ ซึ่งอยู่ใน PBS ที่มี tween 80 (0.0125%) เป็นเวลา                  
5 นาที (Figure 2A) และ tween 80 (0.125%) เป็นเวลา 10 นาที (Figure 2B) มีรูปรา่งปกติ คือเป็นรูปทอ่น และเซลลไ์มแ่ตก  
 

(A)                                                 (B) 
 
 
 
 
 
 
 
                 
             (C)                                                                                      (D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2  Scanning electron photograph of S. Typhimurium. (A) = bacteria in PBS (control) containing tween 80 for  
                5 min; (B) = bacteria in PBS (control) containing tween 80 for 10 min; (C) = bacteria treated with clove  
                essential oil emulsion at 0.125% for 5 min; (D) = bacteria treated with peppermint essential oil emulsion  
                at 0.25% for 10 min. 

→ 

 

 

→ 

 

 

→ 
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ประสทิธิภาพของอมิลัชนัของน า้มนัหอมในการลดจ านวน S. Typhimurium ทีใ่สล่งบนใบโหระพา 
การศกึษานีไ้ดน้  าใบโหระพามาก าจดัจุลนิทรยีป์ระจ าถ่ิน ก่อนที่จะใส่ S. Typhimurium ลงบนใบโหระพา ซึง่หลงัจาก

ใสเ่ชือ้ทดสอบลงบนใบผกัแลว้ ไดท้ าการตรวจนบัจ านวน S. Typhimurium ที่เกาะบนใบโหระพา พบวา่มีจ านวน 5 log CFU/
กรมั (Table 2, 3) จากนัน้น าใบโหระพาที่ผ่านการใสเ่ชือ้แลว้มาลา้งดว้ยการแช่ในสารละลายทดสอบไดแ้ก่ อิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยกานพลทูี่ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.125%) เป็นเวลา 5 นาที อิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ที่ความเขม้ขน้ 
1xMIC (0.25%) เป็นเวลา 10 นาที และน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี Tween 80 (ชดุควบคมุ) เป็นเวลา 5 และ 10 นาที พบวา่ การ
ลา้งดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลทูี่ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.125%) และลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี Tween 
80 (0.0125%) เป็นเวลา 5 นาที มีจ านวน S. Typhimurium ลดลงเฉลีย่จากเชือ้เริม่ตน้ เทา่กบั 2.88 ± 0.08 log CFU/กรมั และ 
0.70 ± 0.33 log CFU/กรมั  โดยจ านวน S. Typhimurium ที่ลดลงจากจ านวนเชือ้เริ่มตน้บนใบโหระพาหลงัจากการลา้งดว้ย
อิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลทูี่ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.125%) เป็นเวลา 5 นาที มีความแตกกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) กับการลา้งด้วยชุดควบคุม ดังแสดงใน Table 2 นอกจากนีย้ังพบว่าการลา้งด้วยอิมัลชันของน า้มัน                 
หอมระเหยสะระแหน่ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.25%) เป็นเวลา 10 นาที สามารถลดจ านวนเชือ้เริ่มตน้ลงได้ 1.70 ± 0.25                  
log CFU/กรมั สว่นชุดควบคมุซึ่งลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี Tween 80 (ความเขม้ขน้ 0.125%) สามารถลดจ านวนเชือ้
ได ้0.74 ± 0.28 log CFU/กรมั ซึง่การลา้งดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน ่ความเขม้ขน้ 0.25% (คา่ MIC) สามารถ
ลดจ านวนเชือ้ไดแ้ตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กับการลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี  Tween 80 ความ
เขม้ขน้ 0.125% (ชดุควบคมุ) ดงัแสดงใน Table  3 
 

Table 2  Survival populations of S. Typhimurium on basil leaves after washing with clove essential oil emulsion and  
              reduction populations from the initial bacterial populations 

Treatments  Survival populations on 
basil leaves 

(log CFU/g ± SD) 

Reduction populations 
(log CFU/g ± SD) 

Before washing 5.16 ± 0.03 - 

Washing with sterile distilled water containing 
Tween 80 (0.0125%) (control) for 5 min 

4.36 ± 0.41 0.70 ± 0.33A 

Washing with clove essential oil emulsion at 
1xMIC (0.125%) for 5 min 

2.27 ± 0.07 2.88 ± 0.08B 

      A-B Any means in the same column followed by different letters are significantly different (p<0.05) 
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Table 3  Survival populations of S. Typhimurium on basil leaves after washing with peppermint essential oil  
              emulsion and reduction populations from the initial bacterial populations       

Treatments  Survival populations on 
basil leaves 

(log CFU/g ± SD) 

Reduction populations 
(log CFU/g ± SD) 

Before washing 5.24 ± 0.06 - 

Washing with sterile distilled water containing 
Tween 80 (0.125%) (control) for 10 min 

4.50 ± 0.30 0.74 ± 0.28A 

Washing with peppermint essential oil emulsion 
at 1xMIC (0.25%) for 10 min 

3.54 ± 0.23 1.70 ± 0.25B 

             A-B Any means in the same column followed by different letters are significantly different (p<0.05) 
 
วดัสขีองใบโหระพา 

จากการวดัส ี(คา่ L* a* b*) ของใบโหระพาที่ยงัไม่ผา่นการลา้ง (ชดุควบคมุ) และผา่นการลา้งดว้ยสารทดสอบ ใหผ้ล
ดัง Table 4  ซึ่งพบว่าสีใบโหระพาที่ไม่ผ่านและผ่านการลา้งด้วยสารทดสอบไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05)             
นอกจากนี ้ยงัพบวา่ความแตกตา่งของสโีดยรวมเทียบกบัชดุควบคมุ (คา่ E) ของใบโหระพาที่ผา่นการลา้งดว้ยอิมลัชนัและน า้
กลั่นปราศจากเชือ้ไมม่ีความแตกตา่งทางสถิติ (p>0.05) 

 
วิจารณผ์ลการวิจัย  

เป็นท่ีทราบกนัดีวา่น า้มนัหอมระเหยจากพืชชนิดตา่งๆ มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจรญิของจลุนิทรยีไ์ดห้ลายชนิด รวมทัง้
น า้มนัหอมระเหยกานพลแูละสะระแหน ่แตอ่ยา่งไรก็ตามดว้ยความสามารถในการละลายน า้ต ่าของน า้มนัหอมระเหยท าใหก้าร
น าไปประยุกตใ์ชใ้นการป้องกันเชือ้ก่อโรคผ่านทางอาหารจึงมีขอ้จ ากัด (Donsi & Ferrari, 2016) การศึกษานีจ้ึงแกปั้ญหา
ดงักล่าวดว้ยการน าน า้มนัหอมระเหยมาจัดท าในรูปแบบของอิมัลชัน โดยใช้ Tween 80 เป็น emulsifier ซึ่งเป็นสารลดแรง             
ตึงผิวที่สามารถใชใ้นอาหารได ้(food-grade emulsifier) รวมทัง้ไดร้บัการยอมรบัโดยทั่วไปว่าปลอดภยัในอาหาร โดยจะช่วย
เพิ่มความสามารถในการละลายน า้ เพิ่มพืน้ที่ผิวของน า้มนัหอมระเหย และอาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพตา้นการเจริญของ
จุลินทรีย ์(Bhargava et al., 2015) นอกจากนี ้Tween 80 ยงัเป็นสารลดแรงตงึผิวที่มีประสิทธิภาพสงูในการใชเ้ป็นสารลา้งท า
ความสะอาด (detergent) ซึง่มีคา่ hydrophilic lipophilic balance (HLB) เทา่กบั 15 ซึง่เป็นคา่ที่เหมาะสมในการเป็นสารลา้ง
ท าความสะอาด (Ghosh et al., 2013)  

ผลการศึกษานีแ้สดงใหเ้ห็นว่า อิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพล ู(MIC เท่ากับ 0.125%) มีประสิทธิภาพตา้น               
S. Typhimurium สงูกว่าอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ (MIC เท่ากับ 0.25%) และยงัพบว่าอิมลัชนัของน า้มนัหอม
ระเหยทัง้สองชนิดมีประสิทธิตา้น S. Typhimurium สงูกว่าน า้มนัหอมระเหยบริสทุธ์ิชนิดดงักล่าว (MIC เท่ากับ 0.25% และ 
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0.5% ตามล าดบั)  แสดงใหเ้ห็นว่าการน าน า้มนัหอมระเหยมาท าใหอ้ยู่ในรูปอิมลัชนัจะเพิ่มประสิทธิภาพในการตา้นจุลินทรยี ์ 
ซึ่งสอด คลอ้งกับงานวิจยัก่อนหนา้นี ้ซึ่งพบว่าอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยไธม ์(MIC เท่ากับ 0.4  mg/mL) มีประสิทธิภาพ              
ในการตา้น E. coli สงูกว่าน า้มนัหอมระเหยไธมบ์ริสทุธ์ิ (MIC เท่ากบั 4 mg/mL) (Moghimi et al., 2016) อย่างไรก็ตามมีบาง
รายงานวิจยัพบวา่การน าน า้มนัหอมระเหยมาท าใหอ้ยูใ่นรูปอิมลัชนัจะท าใหป้ระสทิธิภาพตา้นจลุนิทรยีล์ดลง โดยพบวา่อิมลัชนั
ของน า้มันหอมระเหยออริกาโน (MIC เท่ากับ 12.5 µL/mL) มีประสิทธิภาพในการตา้น E. coli  ต ่ากว่าน า้มันหอมระเหย                  
ออรกิาโนบรสิทุธ์ิ (MIC เทา่กบั 0.152 µL/mL) (Zhou et al., 2018) และบางการศกึษารายงานวา่การเปลีย่นน า้มนัหอมระเหย
ใหไ้ปอยู่ในรูปอิมลัชนัจะไม่สง่ผลตอ่ประสิทธิภาพการในการยบัยัง้จลุินทรีย ์(Niu et al., 2016 ; Shahabi et al., 2017) ดงันัน้
ความสามารถในการตา้นจุลินทรียข์องอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยอาจจะขึน้อยู่ปัจจยัหลายอย่าง ไดแ้ก่ แหลง่ที่มาของพืช              
ที่ใช้ในการเตรียมน า้มนัหอมระเหย สูตรและวิธีในการเตรียมอิมลัชันของน า้มันหอมระเหย ขนาดอนุภาคของหยดน า้มนั                   
ความหนืด องคป์ระกอบทางเคมีของน า้มนัหอมระเหย และสายพนัธุจ์ลุนิทรยีท์ี่น  ามาท าการทดสอบ (Dosin & Ferrari, 2016)   

เมื่อพิจารณาค่า MIC และ MBC ของอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยทัง้สองชนิดและน า้มนัหอมระเหยบริสุทธ์ิต่อ           
S. Typhimurium พบว่ามีคา่เท่ากนัแสดงวา่มีฤทธ์ิแบบท าลาย (bactericidal activity) ต่อ S. Typhimurium ซึ่งถา้สารทดสอบ
มีคา่ MBC/MIC ตอ่แบคทีเรยีทดสอบนอ้ยกวา่ 4 เทา่ แสดงวา่สารทดสอบออกฤทธ์ิแบบท าลาย (bactericidal activity) แตห่าก
ค่า MBC/MIC ต่อแบคทีเรียทดสอบมากกว่า 4 เท่า แสดงว่าสารออกฤทธ์ิแบบยบัยัง้ (bacteriostatic activity) (Pankey & 
Sabath, 2004)  ซึ่งการออกฤทธ์ิแบบท าลาย S. Typhimurium ของอิมลัชนัทัง้สองชนิดนีไ้ดร้บัการยืนยนัจากผลการทดสอบ 
time-kill assay โดยสารที่ออกฤทธ์ิแบบท าลาย (bactericidal activity)  ต้องสามารถลดจ านวนเชื ้อเริ่มต้น 99.9%                   
(3 log reduction) (CLSI, 1999) นอกจากนีย้ังมีรายงานพบว่าอิมลัชันของน า้มันหอมระเหยจากพืชชนิดอื่น เช่น อิมัลชัน              
ของน า้มนัหอมระเหยออริกาโน ออกฤทธ์ิแบบท าลาย (bactericidal activity) ต่อ S. Typhimurium อีกดว้ย (Bhargava et al., 
2015)  สาเหตุที่อิมัลชันของน ้ามันหอมระเหยกานพลูและสะระแหน่สามารถต้าน S. Typhimurium ที่น ามาทดสอบ                  
ในการศึกษาครัง้นี ้เน่ืองมาจากสารออกฤทธ์ิตา้นจุลินทรียท์ี่มีอยูใ่นน า้มนัหอมระเหยของพืชดงักลา่ว ซึ่งมีรายงานก่อนหนา้นี ้
พบว่าน า้มนัหอมระเหยสะระแหน่ชนิด M. cordifolia Opiz. ที่สกดัดว้ยน า้และไอน า้ (water and stream distillation) มีสารที่
เป็นองคป์ระกอบหลกั ไดแ้ก่ carveol (13.76 %), benzenemethanol (8.11 %), -bourbonene (5.74 %), phytol (4.92 %), 
eugenol (3.55 %) และ piperitenone (3.54 %) (Pudpila, 2011) สว่นองคป์ระกอบหลกัทางพฤกษเคมีของน า้มนัหอมระเหย
กานพลู (ส่วนดอก) ประกอบด้วย eugenol (89%), eugenol acetate  และ β-cariofileno (5-15%), α-humulen (2.1%) 
(Jirovetz et al., 2006) มีรายงานว่า eugenol ที่พบในน า้มันหอมระเหยจากพืชหลายชนิด รวมทัง้กานพลูและสะระแหน่             
มีคุณสมบัติเป็นสารออกฤทธ์ิตา้นจุลินทรีย ์โดยมีกลไกการออกฤทธ์ิดว้ยการเขา้ไปท าลายเยื่อหุม้เซลล ์และเปลี่ยนแปลง
ความสามารถในการเป็นเยื่อเลอืกผา่นของเยื่อหุม้เซลล ์(cell membrane permeability) ท าใหเ้กิดการรั่วไหลของกรดนิวคลอิกิ 
และโปรตีนภายในเซลล ์ ส่งผลใหเ้ซลลไ์ม่สามารถรกัษาสมดุลออสโมซีสได้ จึงท ำให้เซลล์แตก นอกจากนี ้eugenol ยังมี
ประสทิธิภาพในการขดัขวางการสรา้งพลงังานของเซลลแ์บคทีเรยีอีกดว้ย ท าใหเ้ซลลต์ายในท่ีสดุ (Kong et al., 2014 ; Zhang 
et al., 2017) ส่วน carveol มีกลไกการออกฤทธ์ิดว้ยการไปเปลี่ยนแปลงความไม่ชอบน า้  (hydrophobicity) และประจุที่ผิว
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เซลล ์และท าลายเยื่อหุม้เซลลข์องแบคทีเรยี (López Romero et al., 2015) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่น า้มนัหอมระเหยที่อยูใ่น
รูปอิมลัชนัสามารถเขา้ไปในเยื่อหุม้เซลลข์องแบคทีเรียแกรมลบโดยผ่านทาง porins ที่อยู่บริเวณ outer membrane ไดง้่ายขึน้ 
(Donsi & Ferrari, 2016) จากผลการศึกษานีภ้ายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอ์ิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด จะเห็นไดว้่าอิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยกานพลแูละสะระแหน่ไปท าใหเ้ซลล์ของ S. Typhimurium แตกสลาย  ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากกลไกการออกฤทธ์ิ 
ของ carveol และ eugenol ต่อเยื่อหุม้เซลล ์ตามที่อธิบายไวข้า้งตน้ รวมทัง้สารอ่ืนๆ ท่ีเป็นสารออกฤทธ์ิตา้นจลุินทรยีท์ี่มีอยูใ่น
น า้มนัหอมระเหยดงักล่าว จึงท าใหเ้ซลลแ์ตกในที่สดุ  และพบว่าใหผ้ลสอดคลอ้งกับการทดสอบอิมัลชันน า้มนัหอมระเหย
อบเชย (Park et al., 2018b) และไทม ์(Moghimi et al., 2016) ที่สามารถท าใหเ้ซลลแ์บคทีเรยีแตกสลายเช่นเดียวกนั  

จากผลการทดสอบหาเวลาในการท าลายเชือ้ (time-kill assay) จะเห็นไดว้่าอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลู 
(1xMIC, 0.125%) ออกฤทธ์ิในการท าลาย S. Typhimurium ได้เร็วกว่าอิมัลชันของน า้มันหอมระเหยสะระแหน่ (1xMIC, 
0.25%) ที่เป็นเช่นนีอ้าจเนื่องมากจากความแตกต่างของสารที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของน า้มนัหอมระเหย ซึ่งส่งผลต่อ
ประสทิธิภาพตา้นจลุนิทรยี ์ เมื่อเปรยีบเทียบประสทิธิภาพในการท าลาย S. Typhimurium ในบฟัเฟอร ์(0.1% peptone water) 
จากขัน้ตอนการหาเวลาในการท าลายเชือ้ (time-kill assay) กบัการทดสอบบนใบโหระพา จะเห็นไดว้า่อิมลัชนัของน า้มนัหอม
ระเหยทัง้สองชนิดมีประสิทธิภาพในการท าลาย S. Typhimurium ในบฟัเฟอร ์(ลดเชือ้เริ่มตน้ลงได ้> 3log CFU/mL) สงูกว่า
การทดสอบบนใบโหระพา (ลดเชือ้เริ่มตน้ลงได ้ 1.7-2.8 log CFU/กรมั) เมื่อใชค้วามเขม้ขน้ของสารทดสอบ และเวลาเท่ากนั             
ที่เป็นเช่นนีอ้าจเนื่องมาจากพืน้ผิวที่ขรุขระของใบผกัมีผลท าใหอ้ิมลัชนัไมส่ามารถเขา้ไปสมัผสักบัทกุพืน้ท่ีของใบผกัทีเ่ชือ้ตดิอยู ่
(Kang & Song, 2019 ; Kang & Kang, 2017)  นอกจากนีผ้ลการทดลองนีย้งัพบวา่การลา้งใบโหระพาดว้ยอิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยไมม่ีผลตอ่สีของใบโหระพา ซึ่งสอดคลอ้งกบัการศกึษาก่อนหนา้นีท้ี่พบวา่ใบโหระพาที่ผ่านการลา้งดว้ยอิมลัชนัของ
น า้มันหอมระเหยอบเชย ความเขม้ขน้ 0.25 % เป็นเวลา 3 นาที ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสี และปริมาณกรดแอสคอรบ์ิก 
(ascorbic acid) หรอืวิตามินซี (เป็นวิตามินชนิดละลายน า้ได)้ ในใบโหระพาเมื่อเทียบกบัใบโหระพาที่ไมไ่ดล้า้งดว้ยสารทดสอบ 
(Park et al., 2018b) แสดงใหเ้ห็นวา่การลา้งใบผกัดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยไมม่ีผลตอ่สแีละสารอาหารในผกั 

การศึกษานีพ้บว่าอิมลัชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลูและสะระแหน่ที่ความเขม้ขน้ 1xMIC สามารถลดจ านวน              
S. Typhimurium ที่ใส่ลงบนใบโหระพาไดแ้ตกต่างกบัชุดควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยอิมลัชนัของน า้มนั
หอมระเหยกานพลู (1xMIC, 5 นาที) สามารถลดจ านวนเชือ้ไดม้ากกว่าอิมลัชันของน า้มันหอมระเหยสะระแหน่ (1xMIC,                
10 นาที)  การศึกษานีย้งัไดท้  าการพิสจูนว์่าอิมลัชันสามารถท าลายเชือ้บนใบโหระพาหรือท าใหเ้ชือ้หลดุออกจากใบโหระพา
และมีชีวิตรอดอยู่ในสารละลายที่ใชล้า้งผกั โดยน าสารละลายทดสอบไปตรวจนบัจ านวนเชือ้หลงัจากลา้งใบโหระพาที่ใสเ่ชือ้
แลว้ พบวา่ไมม่ีเชือ้รอดชีวิตในสารละลายที่ใชล้า้ง (แช่) ใบโหระพา  ในขณะที่ชดุควบคมุ (น า้กลัน้ปราศจากเชือ้ที่มี tween 80) 
มีเชือ้ที่รอดชีวิต (ไม่ไดแ้สดงขอ้มลู) แสดงใหเ้ห็นว่าอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยทัง้สองชนิด มีฤทธ์ิท าลาย S. Typhimurium              
ที่ใสล่งบนใบโหระพา ซึง่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะหค์า่ MBC/MIC และผลการทดสอบ time-kill assay 
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A Any means in the same column followed by the same letters are not significantly different (p>0.05) 
 
เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของอิมัลชันของน า้มนัหอมระเหยกานพลูของการศึกษานี ้ที่ความเขม้ขน้ 0.125% ซึ่ง

สามารถลดจ านวน S. Typhimurium เริ่มตน้ (5.16 log CFU/กรมั) ท่ีใส่ลงบนใบโหระพาลงได ้2.88 log CFU/กรมั หลงัจาก
ลา้งเป็นเวลา 5 นาที กับอิมัลชันของน า้มนัหอมระเหยจากใบที่อบเชย (ใช้สาร cetylpyridinium chloride เป็น emulsifier) 
ความเขม้ขน้ 0.25% ซึ่งสามารถลดจ านวน S. Typhimurium เริ่มตน้ (7 log CFU/กรมั) ที่ใสล่งบนใบโหระพาลงได ้2.82 log 
CFU/กรมั หลงัจากลา้งเป็นเวลา 3 นาที (Park et al., 2018b) จะเห็นไดว้่าประสิทธิภาพตา้นเชือ้แบคทีเรียดังกล่าวบนใบ
โหระพาใกลเ้คียงกนั มีงานวิจยัก่อนหนา้นีไ้ดน้  าอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยจากพืชชนิดตา่ง ๆ มาประยกุตใ์ชเ้ป็นสารลา้งท า
ความสะอาดผกัและผลไมส้ดที่ใสเ่ชือ้ก่อโรคผา่นทางอาหาร โดยพบวา่อิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยเจอเรเนียม (0.1%) ที่มีสาร
ลดแรงตึงผิวประจุบวก (benzalkonium chloride) เป็น emulsifier สามารถลดจ านวนเชือ้ E. coli O157:H7 บนผกัสด (คะนา้
ใบหยิกสมีว่ง (Redbor kale), ผกักาดขาวจีน (Chinese cabbage), มสัตารด์เขียว (green mustard)) ได ้1.45-1.56 log CFU/
กรัม เมื่อลา้งเป็นเวลา 3 นาที (Park et al., 2018a) และนาโนอิมัลชันของน า้มันอบเชย (0.5%) สามารถลดจ านวนเชือ้                 
S. Typhimurium และ  L. monocytogenes ที่ใส่ลงบนผลเมล่อนได้ เท่ากับ 5.5 log CFU/กรัม และ 7.7 log CFU/กรัม 
ตามล าดบั เมื่อทดสอบเป็นเวลา 1 นาที (Paudel et al., 2019) จากขอ้มูลขา้งตน้จะเห็นไดว้่าอิมลัชนัจากน า้มนัหอมระเหย        
ของพืชหลายชนิดมีประสิทธิภาพใกลเ้คียงกนัหรือแตกตา่งกนั  ในการลดจ านวนเชือ้ก่อโรคผ่านทางอาหารบนผกัและผลไมส้ด 
ซึ่งอาจขึน้อยู่กบัชนิดของสารทดสอบ สารลดแรงตึงผิว ความเขม้ขน้ของสารทดสอบที่ใช ้ชนิดของจุลินทรียป์นเป้ือน พืน้ผิว                  
ทางกายภาพผกัและผลไมท้ี่ใชท้ดสอบ รวมถึงระยะเวลาในการลา้ง (Kang & Song, 2019 ; Kang & Kang, 2017) 

Treatments Color parameter 
L* a* b* E 

Control (No treatment)  36.91 ± 0.06A -11.43 ± 0.42A 12.17 ± 0.78A - 
Washing with distilled water for 5 min  37.52 ± 0.27A -11.82 ± 0.04A 12.84 ± 0.10A 1.01 ± 0.17A 

Washing with clove essential oil 
emulsion at 1xMIC (0.125%) for 5 min 

37.47 ± 0.41A -11.87 ± 0.07A 12.78 ± 0.11A 1.04 ± 0.25A 

Washing with distilled water for 10 min 37.52 ± 0.38A -11.52 ± 0.42A 12.85 ± 0.09A 1.20 ± 0.16A 

Washing with peppermint essential oil 
emulsion at 1xMIC (0.25%) for 10 min 

37.48 ± 0.45A -11.83 ± 0.36A 12.90 ± 0.10A 1.14 ± 0.44A 

Table 4  Color of basil leaves after washing with tested solution 
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สรุปผลการวิจัย  
ค่า MIC และ MBC ของอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลแูละสะระแหน่ต่อ S. Typhimurium มีค่าเท่ากนั โดยมี

คา่เทา่กบั 0.125% และ 0.25% ตามล าดบั เวลาที่สัน้ท่ีสดุที่ท  าใหเ้ชือ้เริม่ตน้ลดลง > 3 log CFU/ml ของอิมลัชนัของน า้มนัหอม
ระเหยกานพล ู(0.125%) และสะระแหน่ (0.25%) ต่อ S. Typhimurium คือ 5 และ10 นาที ตามล าดบั การลา้งใบโหระพาที่ใส่
เชือ้ S. Typhimurium ดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพล ู(0.125%, 5 นาที) และสะระแหน ่(0.25%, 10 นาที) สามารถ
ลดจ านวน S. Typhimurium บนใบโหระพา ไดแ้ตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) กับน า้กลั่นปราศจากเชือ้ที่มี  
Tween 80 (ชดุควบคมุ) นอกจากนีย้งัพบวา่การลา้งใบโหระพาดว้ยอิมลัชนัของน า้มนัหอมระเหยกานพลแูละสะระแหนไ่ม่มีผล
ต่อการเปลี่ยนแปลงสีของใบโหระพาเมื่อเทียบกบัชุดควบคุม (p>0.05) ผลการศึกษานีแ้สดงใหเ้ห็น อิมลัชันของน า้มนัหอม
ระเหยกานพลแูละสะระแหน่มีฤทธ์ิตา้น S. Typhimurium ทัง้ในหลอดทดลองและบนใบโหระพา ดงันัน้การลา้งผกัดว้ยอิมลัชนั
ของน า้มนัหอมระเหยซึ่งเป็นสารจากธรรมชาติ จึงถือว่าเป็นทางเลือกใหม่ที่ดีแทนการใชส้ารเคมี และมีประโยชนต์่อการลด
จ านวนเชือ้ที่ปนเป้ือนในผกัและผลไมส้ด ซึง่จะท าใหผู้บ้รโิภคปลอดภยัและยอมรบัไดม้ากขึน้ อีกทัง้ยงัเป็นผลติภณัฑท์ี่เป็นมิตร
ต่อสิ่งแวดลอ้ม อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยท าการทดสอบกบัเชือ้ก่อโรคอื่น ๆ เช่น  E. coli และ Listeria ที่มกั
ปนเป้ือนบนผกัและผลไมส้ด ศึกษาระยะเวลาในการยืดอายกุารเก็บรกัษาและคณุภาพทางโภชนการของผกัและผลไมส้ดหลงั
ลา้งดว้ยอิมลัชนั และทดสอบความคงตวัของอิมลัชนั เพื่อน าขอ้มลูที่ไดไ้ปพฒันาใหเ้ป็นผลติภณัฑล์า้งผกัเชิงพาณิชยใ์นอนาคต 
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