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บทคัดย่อ 
แบคทีเรีย E. coli พบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมและส่วนล าไส้ของมนุษย์ ซึ่งเป็นเชื้อฉวยโอกาสและสาเหตุ

ของการติดเชื้อในทางเดินอาหารท าให้เกิดอาการท้องร่วง สามารถรอดชีวิตจากกระบวนการท าความสะอาดด้วย
วิธีต่าง ๆ จึงเป็นสาเหตุท าให้มีการปนเปื้อนบนวัสดุและเครื่องมือส าหรับกระบวนการผลิตอาหาร งานวิจัยนี้จึงได้
ศึกษาลักษณะการเจริญและการเกิดฟิล์มชีวภาพจากแบคทีเรีย E. coli บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสเกรด 316 
แบคทีเรีย E. coli มีลักษณะการเพิ่มปริมาณเซลล์อย่างรวดเร็วท าให้เข้าสู่ช่วงของการเจริญแบบทวีคูณ 
(Exponential phase) เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) ภายใน 2 ชั่วโมง บ่มที่อุณหภูมิ 

37 ◦C (9 log cfu/mL) และมีลักษณะการเจริญท านองเดียวกันเม่ือเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli ด้วยน้ านม UHT 

ในขณะที่การทดสอบเก็บรักษาน้ านมที่ปนเปื้อนด้วยแบคทีเรีย E. coli ไว้ที่อุณหภูมิ 4 ◦C ยังพบการเพิ่มปริมาณ
ภายใน 2 ชั่วโมง (8 log cfu/mL) เช่นเดียวกัน แต่มีปริมาณแบคทีเรียที่ต่ ากว่า การสร้างฟิล์มชีวภาพเกิดเป็น
ระยะโครงสร้างสมบูรณ์บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสที่มีแบคทีเรีย E. coli เจริญ ซึ่งเกิดขึ้นได้อย่างรวดเร็วภายใน 2 

ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 ◦C เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB และน้ านม UHT แต่การเก็บน้ านม UHT ที่

ปนเปื้อนด้วยแบคทีเรีย E. coli ไว้ที่อุณหภูมิ 4 ◦C มีการเกิดฟิล์มชีวภาพระยะโครงสร้างสมบูรณ์ช้ากว่า (4-6 
ชั่วโมง) ดังนั้น การเก็บรักษาน้ านมด้วยอุณหภูมิต่ าจึงช่วยชะลอการเจริญและการสร้างฟิล์มชีวภาพของแบคทีเรีย 

E. coli ในช่วงระยะแรก (2 ชั่วโมง) แต่ปริมาณแบคทีเรียไม่ลดปริมาณลงที่อุณหภูมิ 4 ◦C เนื่องจากมีโครงสร้าง
ของฟิล์มชีวภาพช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
ค้าส้าคัญ : ฟิล์มชีวภาพ, Escherichia coli, ผลิตภัณฑ์นม, สแตนเลส, การปนเปื้อน 
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ABSTRACT 
Bacteria strain E. coli is generally detected in the environment and intestine of human 

which is opportunistic pathogenic bacteria, causing gastrointestinal tract infection with diarrhea 
symptoms. It can survive after the cleaning process with different methods causing its 
contamination on materials and equipment for food production. This research contains the aim 
to investigate the growth characteristic and biofilm construction of E. coli on stainless steel 
grade 316 surface. Exponential growth phase of E. coli cultivated with Nutrient broth (NB) was 

discovered within 2 hours at 37 ◦C (9 log cfu/mL). Similarly, the bacteria population in UHT milk 

was also increased within 2 hours. While, storage the contaminated UHT milk at 4 ◦C can be 
detected the exponential growth phase within 2 hours (8 log cfu/mL), but bacteria amount was 
lower. Biofilm generation of E. coli in mature stage on stainless steel surface was rapidly found 

within 2 hours at 37 ◦C cultivated with NB and UHT milk. On the other hand, storage the 

contaminated UHT milk with E. coli at 4 ◦C was slowly found the mature stage (4-6 hours). Thus, 
storage contaminated milk at low temperature could reduce the growth and biofilm generation 
of E. coli at initial period (2 hours), but bacteria population did not decrease due to its biofilm 
protecting their cell from inappropriate environments. 
Key words : Biofilm, Escherichia coli, Dairy product, Stainless steel surface, Contamination 

 
1. บทน้า 

แบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli มีลักษณะเซลล์
เป็นแกรมลบ (Gram negative) รูปร่างแท่ง (Rod 
shape) ไม่สร้างสปอร์  เจริญได้ทั้ งที่มีออกซิ เจน 
(Aerobe) แ ล ะ มี อ อ ก ซิ เ จ น เ พี ย ง เ ล็ ก น้ อ ย 
( Facultative anaerobe) จั ด อ ยู่ ใ น ก ลุ่ ม 
Enterobacteriaceae เป็ นแบคที เ รี ยที่ พบ ได้ ใน
ทางเดินอาหารของมนุษย์และมีปริมาณสูงในล าไส้
ใหญ่ โดยปกติแบคทีเรียสายพันธุ์นี้จะไม่ก่อให้เกิดโรค
ได้ โดยตรง เนื่ องจากเป็นแบคที เรียประจ าถิ่ น 
(Normal flora bacteria) ของล าไส้ แต่ในบางครั้ง
ส า ม า ร ถ ก ล า ย เ ป็ น แ บ ค ที เ รี ย ฉ ว ย โ อ ก า ส 
(Opportunistic pathogenic bacteria) ก่อให้ เกิด
ความผิดปกติในส่วนทาง เดินอาหารได้ เช่น อาการ

ท้องร่วง (Diarrhea) เป็นต้น ส่วนใหญ่แบคทีเรีย      
E. coli จะถูกปลดปล่อยปนเปื้อนออกมาพร้อมกับ
อุจจาระของมนุษย์และสามารถกระจายไป สู่
สิ่งแวดล้อมต่างๆ ได้ เช่น แหล่งน้ าทิ้งจากชุมชน ขยะ 
ของเสียจากเทศบาล เป็นต้น การกระจายของ
แบคทีเรียไปยังบริเวณต่างๆ ต้องการอาศัยพาหะ เช่น 
แมลงวัน วัตถุดิบ การสุขาภิบาลที่ไม่ดี เป็นต้น [1] 

โรคเต้านมอักเสบ (Mastitis) มีสาเหตุจาก
การติดเชื้อแบคทีเรียเป็นส่วนมาก บางครั้งอาจเกิด
จากเชื้อราหรือยีสต์ การติดเชื้อแบคทีเรียได้รับจาก 2 
แหล่งส าคัญ ได้แก่ การรับเชื้อจากวัวที่เป็นโรคเต้านม
อักเสบและจากสิ่งแวดล้อมโดยรอบ แบคทีเรียก่อโรค
ที่ ติ ด ต่ อ จ า ก เ ต้ า น ม สู่ เ ต้ า น ม  ( Contagious 
pathogen) ได้แก่ Staphylococcus aureus และ 
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Streptococcus agalactiae แหล่งแพร่เชื้อที่ส าคัญ
เป็นส่วนของเต้านมที่ติดเชื้อซึ่งแบคทีเรียเหล่านั้น
สามารถปะปนออกมาพร้อมกับน้ านมผ่านเครื่องรีด
นม ผ้าเช็ดเต้านม และมือของผู้รีดนม ท าให้ติดต่อ
ไปสู่ เต้านมวัวตัวอื่น ๆ ในขณะรีดนม การดูแล
สุขาภิบาลของสิ่งแวดล้อมรอบ ๆ (Environment 
pathogen) ไม่ดีท าให้เป็นแหล่งสะสมของแบคทีเรีย
สาเหตุเต้านมอักเสบเช่นกันในบริเวณคอก โรงเรือน 
พื้น นอกจากนี้ในอุจจาระวัว ดิน และพืชอาหารสัตว์ 
ซึ่งแบคทีเรียสามารถติดต่อเข้าสู่เต้านมและท าให้เกิด
อาการเต้านมอักเสบได้ เช่น Streptococcus spp., 
E. coli, Klebsiella pneumoniae แ ล ะ 
Enterobacter spp. นอกจากนี้ยังสามารถพบเชื้อที่
พบได้น้อยสาเหตุท าให้เกิดโรคเต้านมอักเสบที่รุนแรง 
( Rare cause pathogen) ไ ด้ แ ก่  Pseudomonas 
aeruginosa, Corynebacterium pyogenes, 
Mycoplasma spp. รวมถึงเชื้อรา และยีสต์ต่าง ๆ 
การรักษาอาการเต้านมอักเสบส่วนใหญ่จะใช้การ
รักษาด้วยสารปฏิชีวนะซึ่งอาจจะท าให้เกิดการตกค้าง
ของสารปฏิชีวนะในน้ านมดิบและส่งผลเสียต่อ
ผู้บริโภคได้  การลดปริมาณของแบคทีเรียสะสม
บริเวณเต้านมวัวจึงอีกวิธีที่ช่วยลดการอักเสบจาก
แบคทีเรียได้ [2, 3] 

โรคเต้านมอักเสบของวัวนมที่เกิดจากการติด
เชื้อแบคทีเรีย E. coli (Escherichia coli mastitis) 
ท าให้น้ านมดิบจากแม่วัวนั้นเป็นแหล่งส าคัญของ                                       
การแพร่กระจายของแบคทีเรียต่าง ๆ ที่จะท าให้เกิด
ปนเปื้อนในวัตถุดิบการใช้น้ านมดิบเป็นวัตถุดิบหลัก
หรือส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์ อาหารต้องผ่าน
กระบวนก าจัดเชื้อตามมาตรฐานเพื่อลดการปนเปื้อน
ของจุลินทรีย์ต่าง ๆ ทีต่กค้างในผลิตภัณฑ์ซ่ึงเริ่มต้ังแต่
กระบวนการรับวัตถุดิบ น้ านมดิบจากฟาร์มอาจถูก

ป น เ ปื้ อ น ด้ ว ย แ บ ค ที เ รี ย ที่ จั ด อ ยู่ ก ลุ่ ม 
Enterobacteriaceae โดยเฉพาะ E. coli สามารถ
ตรวจพบได้ในมูลสัตว์ [4, 5] นอกจากนี้วัสดุและ
อุ ปกรณ์ ต่ า ง  ๆ  ในกระบวนกา รผลิ ต อ าหา ร                                                             
มีความส าคัญอย่างมาก ได้แก่ ส่วนของท่อ อุปกรณ์ 
และพื้นที่ท างาน ส่วนใหญ่จะท าจากสแตนเลสเกรด 
316 ซึ่ งพื้นผิวของวัสดุชนิดนี้จะง่ ายต่อการท า                    
ความสะอาดด้วยกรรมวิธีต่าง ๆ ที่ได้มาตรฐานและมี
ความคงทนต่อการกัดกร่อนด้วยการท าความสะอาด
แบบไม่ถอดชิ้นส่วน (Cleaning in place, CIP) เช่น 
การล้างด้วยกรดหรือด่าง และน้ าร้อนในกระบวนการ       
เป็นต้น  แบคที เ รี ย  E. coli ไม่ ควรตรวจพบใน
ผลิตภัณฑ์อาหารทุกประเภท ดังนั้นกระบวนการผลิต
ที่ประกอบด้วยวัตถุดิบ อุปกรณ์ต่ าง  ๆ ควรมี                                                            
การควบคุมสุขลักษณะและท าความสะอาดให้ถูกวิธี
เพื่ อลดการปนเปื้ อนของแบคที เ รี ยก่ อ โรค ใน               
ผลิตภัณฑ์อาหารที่จะเป็นสาเหตุท าให้เกิดการเสื่อมเสีย
และเป็นอันตรายต่อผู้บริโภค [6] 

ฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) เป็นโครงสร้างชีวภาพ
ที่ถูกปล่อยออกจากเซลล์ของแบคที เรีย โดยมี
ความส าคัญท าหน้าที่ช่วยให้แบคทีเรียอยู่รอดจาก
สิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้เป็นอย่างดี เช่น อุณหภูมิ 
สารเคมี ค่ากรด-ด่าง เป็นต้น [7] โดยทั่วไปฟิล์ม
ชีวภาพจากแบคทีเรียประกอบขึ้นด้วยหลายขั้นตอน 
เริ่มต้นจากแบคทีเรียเข้ายึดเกาะติด (Attachment) 
บนพื้นผิววัสดุชนิดต่าง ๆ เช่น สแตนเลส พลาสติก 
ย า ง  เ ป็ น ต้ น  แ ล้ ว จึ ง ป ลดปล่ อ ย ส า ร ในกลุ่ ม
คาร์ โบไฮเดรต (Carbohydrate) หรือสารเมือก
ออกมาเป็นโครงสร้างปกคลุมเซลล์ซึ่งมีปริมาณ     
ร้อยละ 10-25 ของเซลล์แบคทีเรียที่จะมีการปลดปล่อย
สารดังกล่าวร้อยละ 75-90 ท าให้มีโครงสร้างภายนอก
รูปร่างของคล้ายดอกเห็ด (Mushroom-like shape) 
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และภายในจะมีการแบ่งตัวของแบคทีเรียปริมาณ
เพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ (Maturation) จนมีปริมาณมากส่งผล
ให้ความแข็งแรงของการยึดติดของโครงสร้างบน
พื้นผิววัสดุลดลงจึงท าให้แบคทีเรียจ านวนมากถูก
ปลดปล่อยออกมาจากโครงสร้างฟิล์มชีวภาพ 
(Dispersion) เ กิ ด เ ป็ น เ ซลล์ อิ ส ร ะ  (Planktonic 
bacteria) โดยที่วงจรฟิล์มชีวภาพของแบคทีเรียจะ
เกิดขึ้นสลับไปมาในแต่ละขั้นตอนมีระยะเวลาการเกิด
ที่ยาวนานแตกต่างกัน [8]  

ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบ
การเจริญและการสร้างฟิล์มชีวภาพของแบคทีเรีย
สายพันธุ์ E. coli บนพื้นผิวแผ่นสแตนเลสเกรด 316 
เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อและน้ านม UHT 
รวมทั้งผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและสร้างฟิล์ม
ชีวภาพของแบคทีเรีย E. coli ในน้ านม 
 

2. วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 
2.1 การเตรียมแบคทีเรีย 
 แบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli ได้มาจากสาขา

ชีววิทยาประยุกต์ คณะวิทยาศาสตร์และศิลปศาสตร์  
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน นครราชสีมา 
น ามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร Nutrient agar (NA) ด้วย

การ Cross streak น าบ่มที่อุณหภูมิ 37 ◦C เป็นเวลา 
18-24 ชั่วโมง แล้วตรวจสอบความบริสุทธิ์จาก
ลักษณะโคโลนีที่เจริญบนผิวหน้าอาหารซึ่งมีสีขาว
นวล (Off-white) เป็นเมือกเล็กน้อย จากนั้นย้อมสี
เซลล์ (Gram straining) และตรวจสอบลักษณะเซลล์
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100x พบว่า
แบคทีเรียมีรูปร่างแบบแท่ง (Rod-shaped) ติดสีแดง
ของสาร Safranin O 

 
 

2.2 การเจริญของแบคทีเรีย E. coli 
2.2.1 การเตรียมกล้าเชื้อ 

น าแบคที เรีย E. coli ที่บริสุทธิ์มา
เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว NB บ่มแบบเขย่า 150 

rpm ที่อุณหภูมิ 37 ◦C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้น
ปรับความขุ่นของสารแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียด้วย
การวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 nm ให้มีปริมาณ
เซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 0.5 (108 cfu/mL) [9] 

 2.2.2 การตรวจวัดการเจริญของแบคทีเรีย 
 น ากล้าเชื้อแบคทีเรีย E. coli ที่เตรียม

ไว้ปริมาณร้อยละ 10 (v/v) มาเพาะเลี้ยงด้วยอาหาร
เหลว NB และน้ านม UHT บ่มแบบเขย่า 150 rpm                            

ที่อุณหภูมิ 37 ◦C เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ท าการทดลอง
จ านวน 3 ซ้ า เก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 
12, 24 และ 48 ชั่วโมง ศึกษาปริมาณแบคทีเรีย E. 
coli ด้วยการตรวจนับจ านวนโคโลนีบนอาหารเลี้ยง
เชื้อแข็ง NA และรายงานค่าในหน่วย log cfu/mL 

2.3 การสร้างฟิล์มชีวภาพของแบคทีเรีย E. coli 
 2.3.1 การเตรียมแบคทีเรีย 
 น าแบคที เรีย E. coli ที่บริสุทธิ์มา

เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว NB น าบ่มแบบเขย่า 150 

rpm ที่อุณหภูมิ 37 ◦C เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้ว
ปรับค่าความขุ่นของแบคทีเรียด้วยการวัดค่าดูดกลืน
แสงที่  600 nm ให้มีค่ าความเข้มข้นของเซลล์
แบคทีเรียเริ่มต้นเท่ากับ 108 cfu/mL [9]  

 2.3.2 การเตรียมแผ่นวัสดุสเตนเลส  
 ตัดแผ่นสแตนเลสเกรด 316 ให้มี

ขนาด 1.5 x 1.5 เซนติเมตร น ามาแช่ในสารละลาย 
Acetone เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างแผ่นสแตนเลส                                             
ด้วยน้ ากลั่น จากนั้นท าให้ปลอดเชื้อด้วยการนึ่งด้วย

ไอน้ าความดันสูงที่อุณหภูมิ 121 ◦C ความดัน 15 
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ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที และอบที่

อุณหภูมิ 80 ◦C ก่อนน ามาใช้งาน [10, 11] 
2.3.3 การตรวจวัดปริมาณฟิล์มชีวภาพ 

ย้ายกล้าเชื้อแบคทีเรียปริมาตรร้อยละ 
10 (v/v) มาเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว NB และ
น้ านม UHT ที่มีแผ่นสเตนเลสเกรด 316 น าบ่มแบบ

เขย่าที5่0 rpm อุณหภูมิ 37 และ 4 ◦C เป็นเวลา 18-
24 ชั่วโมง ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า แล้วตรวจวัด
ปริมาณฟิล์มชีวภาพของแบคที เรี ย E. coli บน
แผ่นสเตนเลสที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 และ 
48 ชั่ ว โมง  ด้ วยการย้อมสี  Crystal violet และ
ตรวจวัดปริมาณฟิล์มชีวภาพจากความเข้มของสีด้วย
การวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 530 nm [11] 

2.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ท าการทดลอง 3 ซ้ า แล้วน าค่าที่ได้จาก

ผลการทดลองวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมทางสถิติด้วย
วิธี Duncan test 

 

3. ผลการทดลองและอภิปรายผล 
3.1 การเจริญของแบคทีเรีย E. coli  

แบคทีเรีย E. coli มีการเพิ่มจ านวนใน
อาหารเหลว NB ได้อย่างรวดเร็วเมื่อเพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ  37 ◦C ซึ่งพบระยะการเพิ่มจ านวนแบบ
ทวี คู ณ  ( Exponential phase) ใ น ชั่ ว โ ม งที่  2-4                                              
(9 log cfu/mL) และหลั งจากนั้ นมีปริ มาณของ
แบคทีเรียเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยอย่างช้า ๆ จนถึง 48 
ชั่ ว โมง (9.5 log cfu/mL) ส าหรับการเจริญของ
แบคทีเรีย E. coli ในน้ านมพบการเจริญแบบทวีคูณ
ใน 2 ชั่วโมงเช่นเดียวกัน (8.5 log cfu/mL) แต่มี                                                  
การเจริญที่ช้ากว่าการเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเหลว NB 
ที่อุณหภูมิ เดียวกัน (ภาพที่  1A และ 1B) ในทาง
ตรงกันข้าม การเจริญของแบคทีเรีย E. coli เมื่อ

เพาะเลี้ยงด้วยน้ านม UHT และถูกเก็บรักษาไว้ที่

อุณหภูมิ 4 ◦C จะพบปริมาณแบคทีเรียสูงสุด 8.5 log 
cfu/mL ที่ 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 2) ซึ่งมีการเพิ่มปริมาณ

ด้วยอัตราที่ช้าและคงที่กว่าเจริญในอุณหภูมิ 37 ◦C 

ดังนั้น ทีอุ่ณหภูมิ 4 ◦C จึงเหมาะสมส าหรับการใช้เก็บ
รักษาผลิตภัณฑ์นมและอาหารทั่วไป ซึ่งสามารถช่วย
ชะลอการเจริญของแบคทีเรียที่ปนเปื้อนมากับ
ผลิตภัณฑส์าเหตุของการเน่าเสียได้ [12]  

3.2 การสร้างฟิล์มชีวภาพจากแบคทีเรีย E. coli 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli ด้วย

อาหารเหลว NB ที่มีแผ่นสแตนเลส ในระยะแรกตรวจ
ไม่พบฟิล์มชีวภาพในชั่วโมงที่ 0 (ระยะที่ 1) บนพื้นผิว
แผ่นสแตนเลสด้วยการย้อมสีม่วงจากสาร Crystal 
violet หลังจากนั้นเมื่อแบคทีเรียเริ่มเจริญจึงสามารถ
ตรวจพบฟิล์มชีวภาพบนพื้นผิวสแตนเลสปริมาณสูง 
(ระยะที่ 2) จากการติดสีม่วงของสาร Crystal violet 
ในชั่วโมงที่ 2 หลังจากเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ      

37 ◦C (ภาพที่  3A) ฟิล์มชีวภาพที่พบในระยะนี้  
Maturation เกิดการหลุดออกจากพื้นผิววัสดุได้ง่าย
ท าให้มีปริมาณฟิล์มชีวภาพบนพื้นผิวแตนเลสลดลง
อย่างรวดเร็ว (ระยะที่ 3) ซึ่งพบในชั่วโมงที่ 4-6 ต่อมา
ในชั่วโมงที่  6 เป็นการเริ่มวัฏจักรการสร้างฟิล์ม
ชีวภาพของระยะที่ 1 อีกครั้ง หลังจากนั้นแบคทีเรีย
จะเกิดเป็นโครงสร้างที่สมบูรณ์ในชั่วโมงที่ 8 ท านอง
เดียวกันการเกิดฟิล์มชีวภาพบนพื้นผิววัสดุ เมื่อ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli ด้วยน้ านม UHT สามารถ
ตรวจพบโครงสร้างที่สมบูรณ์ได้ใน 2 ชั่วโมงแรกเป็น
ต้นไป และพบปริมาณฟิล์มชีวภาพบนพื้นผิววัสดุ
สูงสุดในชั่วโมงที่ 8 ของวัฏจักร (ภาพที่ 3B) แต่มี
ปริมาณของความเข้มสีม่วงทีติ่ดน้อยกว่า
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A B 

ภาพที่ 1 การเจริญของแบคทีเรีย E. coli ในอาหารเหลว NB (A) และน้ านม UHT (B) ที่อุณหภูมิ 37 ◦C เป็น
ระยะเวลาต่าง ๆ 
 

 
ภาพที่ 2 การเจริญของแบคทีเรีย E. coli ในน้ านม 

UHT ทีอุ่ณหภูมิ 4 ◦C เป็นระยะเวลาต่าง ๆ  
 

การเกิดฟิล์มชีวภาพของแบคทีเรีย E. coli 
บนพื้นผิวสแตนเลสเมื่อเพาะเลี้ยงด้วยน้ านม UHT 

เก็บที่อุณหภูมิ 4 ◦C สามารถเริ่มตรวจพบได้ใน 2 
ชั่วโมงแรกหลังจากใส่เชื้อ แต่พบในปริมาณที่ต่ ากว่า

การเพาะเลี้ยงด้วยน้ านม UHT ในอุณหภูมิ 37 ◦C 
(ภาพที่ 4) แต่อย่างไรก็ตามการสร้างฟิล์มชีวภาพจาก
แบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นอย่างช้าๆ จนมีโครงสร้างสมบูรณ์
และปริมาณมากที่สุดในชั่วโมงที่ 10  

หลังจากแบคทีเรียเริ่มเกาะติดบนพื้นผิววัสดุ
จะยังไม่มีการหลั่งสารประเภทคาร์โบไฮเดรตของฟิล์ม
ชีวภาพออกมาจากเซลล์ เช่น เซลลูโลส (Cellulose) 
เมื่ออายุของแบคทีเรียมากขึ้นท าให้เกิดการเพิ่ม
จ านวนและปลดปล่อยสารที่ใช้สร้างฟิล์มชีวภาพ
ออกมาสะสมบนพื้นผิววัสดุท าให้สามารถตรวจพบ
คราบสีม่วงที่ เกิดจากการย้อมด้วยสาร Crystal 
violet ได้ภายใน 2 ชั่ ว โมงหลั งจากเพาะเลี้ ยง
แบคทีเรีย โดยในระยะนี้จะเกิดเป็นโครงสร้างที่
สมบูรณ์ (Mature stage) ที่ภายในมีการเพิ่มปริมาณ
ของแบคที เ รี ย  E. coli อย่ า งมาก  [8] แต่ ด้ ว ย                           
โครงสร้างมีขนาดใหญ่และมีการเกาะกันอย่างหลวม ๆ  
จึงท าให้ฟิล์มชีวภาพในระยะนี้หลุดออกจากพื้นผิว
วัสดุได้ง่ายท าให้มีปริมาณฟิล์มชีวภาพบนพื้นผิว  
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สแตนเลสลดต่ าลงซึ่ งพบในเวลาต่อมา  วัฏจักร                                                     
การสร้างฟิล์มชีวภาพจะเริ่มต้นขึ้นอีกครั้งด้วยเซลล์
แบคทีเรียอิสระที่ถูกปลดปล่อยออกจากโครงสร้าง
ฟิล์มชีวภาพเข้ายึดเกาะบนพื้นผิววัสดุบริเวณใหม่แล้ว
สร้างเป็นอาณานิคมของฟิล์มชีวภาพอีกครั้ง [13] 
กระบวนการสื่อสารที่เกิดจากแบคทีเรียสร้างสาร
โมเลกุลขนาดเล็ก (Autoinducer) ทีแ่ตกต่างกันไปใน

แบคทีเรียแต่ละชนิด การสื่อสารที่เกิดขึ้นระหว่าง
แบคที เรีย  (Quorum sensing) เป็นกลไกส าคัญ
อันหนึ่งที่แบคทีเรียใช้ควบคุมการตอบสนองต่อ
สิ่งแวดล้อมและควบคุมการแสดงออกของยีนหลาย
ชนิด รวมทั้งยีนที่ เกี่ยวข้องกับปัจจัยการก่อโรค 
(Virulence gene) ในแบคทีเรียก่อโรค [14] 

 

  
A B 

ภาพที่ 3 ฟิล์มชีวภาพที่สร้างจากแบคทีเรีย E. coli ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB (A) และน้ านม UHT (B) ที่อุณหภูมิ 

37 ◦C เป็นระยะเวลาต่างๆ 
 

จากความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแบคทีเรีย 
E. coli และฟิล์มชีวภาพ การเพิ่มขึ้นของแบคทีเรีย
อย่างอย่างรวดเร็วภายใน 2-4 ชั่วโมง จะมีการสร้าง
ฟิล์มชีวภาพที่เป็นระยะโครงสร้างสมบูรณ์ได้รวดเร็ว
เช่นเดียวกัน หลังจากนั้นฟิล์มชีวภาพจะมีปริมาณ
ลดลงเนื่องจากโครงสร้างมีแรงการยึดกันแบบหลวม ๆ 
จึงหลุดออกจากพื้นผิววัสดุได้ง่ายพร้อมกับการ
ปลดปล่อยแบคทีเรีย E. coli ที่เจริญในโครงสร้าง
ฟิล์มชีวภาพเป็นเซลล์อิสระจ านวนมากออกมาสู่

อาหารเลี้ยงเชื้อ NB หรือน้ านม UHT จึงส่งผลให้มี
การเพิ่มขึ้นของแบคทีเรียอย่างต่อเนื่องในระหว่าง                   
การเพาะเลี้ยงเชื้อซึ่งพบเป็นระยะการเจริญแบบ
ทวีคูณหรือมีการปนเปื้อนในผลิตภัณฑ์อาหารต่าง ๆ 
โดยเฉพาะอาหารประเภทนมและเนื้อสัตว์เป็นแหล่ง
ของสารอาหารที่เหมาะสมต่อการสร้างฟิล์มชีวภาพ
ของแบคทีเรีย E. coli [15] การคัดเลือกวัตถุดิบมี
คุณภาพและการท าความสะอาดวัสดุ อุปกรณ์รวมทั้ง
ในระบบท่อต่ า ง  ๆ  (CIP) ในอุตสาหกรรมจึ งมี
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ความส าคัญอย่างมาก ต้องมีการก าหนดระยะหรือ
รอบง านของการท า ค ว ามสะอาด ให้ ถู ก ต้ อ ง                       
ตามลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิดเพื่อ
ช่วยลดการปนเปื้อนของแบคที เรียเข้าสู่ ระบบ                 
การผลิตได้อย่างมีประสิทธิภาพ [16, 17] 

 

 
ภาพที่ 4 ฟิล์มชีวภาพที่สร้างจากแบคทีเรีย E. coli 

เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยน้ านม UHT ที่อุณหภูมิ  4 ◦C เป็น
ระยะเวลาต่าง ๆ 

 
ลักษณะของน้ านม UHT จะมีคุณค่าทางสาร

บางชนิดหายไปเมื่ อ เปรียบเทียบกับน้ านมดิบ 
เนื่องจากน้ านมดิบนั้นได้ผ่านกระบวนการให้ความ

ร้อนสูงถึง 130-160 ◦C แล้วท าให้เย็นลงทันที จะมี
การเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายภาพของไขมัน     
เคซีน (Casein) และเวย์โปรตีน (Whey proteins) 
แต่วิธีนี้สามารถลดปริมาณแบคทีเรียและเอนไซม์บาง
ชนิดลงอย่างมากโดยสามารถเก็บรักษาน้ านมที่ผ่าน
กระบวนการ UHT แบบไม่ต้องแช่เย็นได้นานหลาย
เดือน ถ้าหากภาชนะบรรจุหรืออุปกรณ์การผลิตหลัง
กระบวนการให้ความร้อนมีการท าความสะอาดที่ไม่มี                                

ประสิทธิภาพอาจจะมีฟิล์มชีวภาพสะสมอยู่ซึ่งเป็น
แหล่งที่อยู่ของแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ที่เป็นอันตราย
หรือสาเหตุของการเน่าเสียของผลิตภัณฑ์สามารถส่ง
ต่อยังผู้บริโภค [18] 

 

4. สรุปผลการทดลอง 
ฟิล์มชีวภาพเกิดจากแบคทีเรีย E. coli ที่

ปนเปื้อนในอาหารต่าง ๆ เป็นโครงสร้างส าคัญที่ช่วย
ปกป้องเซลล์แบคทีเรียจากจากสภาวะแวดล้อมไม่
เหมาะสมได้อย่างมากท าให้แบคทีเรียมีชีวิตรอดได้ใน
ที่อุณหภูมิต่ า น้ านมที่ผ่านกระบวนการ UHT คุณค่า
ทางสารอาหารบางชนิดลดลงอย่างมากแต่แบคทีเรีย      
E. coli ยังสามารถเจริญได้แม้เก็บในอุณหภูมิต่ า จาก
การทดลองท าให้ทราบถึงข้อมูลพื้นฐานถึงลักษณะ
การเจริญของเซลล์แบคทีเรียที่สอดคล้องกับปริมาณ
ฟิล์มชีวภาพที่ถูกสร้างขึ้นมาบนพื้นผิวสแตนเลสเกรด 
316 ดังนั้น การท าลายวัฏจักรการเกิดฟิล์มชีวภาพใน
ระยะเริ่มต้นของการเจริญด้วยกรรมวิธีต่าง ๆ เช่น 
กรด หรือ ด่าง จึงเหมาะสมต่อการท าความสะอาด
เพื่อก าจัดแบคทีเรียให้หมดไปอย่างมีประสิทธิภาพ 
แต่อย่างไรก็ตามการคัดเลือกวัตถุดิบ การท าความ
สะอาดวัสดุ และอุปกรณ์ส าหรับการผลิตอาหารเป็น
กระบวนการที่ส าคัญที่จะช่วยรักษาคุณภาพของ
ผลิตภัณฑ์ไม่ให้ปนเปื้อนและเน่าเสียระหว่างการเก็บ
รักษาและขนส่ง  

 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากโครงการ 
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