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บทคดัยอ่  
 
งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพื่อ 1) วิเคราะห์ปริมาณแอลคาลอยด์รวม ปริมาณฟีนอลิกรวม และ 

ฤทธ์ิตา้นอนมุูลอิสระของสมุนไพรที่มีรสขมบางชนิด และ 2) ศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างปริมาณแอลคาลอยด์
รวม และปรมิาณฟีนอลิกรวมกบัฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของพืชสมนุไพรท่ีมีรสขมบางชนิด ตวัอย่างพืชสมนุไพรท่ีมี
รสขม ไดแ้ก่ ขีเ้หลก็ ฟา้ทะลายโจร ยอ และสะเดา เก็บจากต าบลทา่เสน อ าเภอบา้นลาด จงัหวดัเพชรบรุ ีน าสว่น
ใบของพืชมาสกัดด้วยวิธีแช่หมักด้วยเอทานอลและน าสารสกัดมาหาปริมาณแอลคาลอยด์รวมด้วยวิธี 
Bromocresol Green หาปรมิาณฟีนอลกิรวมโดยวิธี Folin-Ciocalteu และหาฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี DPPH 
สถิติที่ใช ้ไดแ้ก่ ค่าเฉลี่ย สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน การเปรยีบเทียบทางสถิติวิเคราะหด์ว้ย one-way analysis of 
variance (ANOVA) ที่ระดบัความเช่ือมั่น p0.05 และคา่สมัประสทิธ์ิสหสมัพนัธ ์(R) 

ผลการวิจัย พบว่า สารสกัดของพืชที่มีรสขมมีปริมาณแอลคาลอยดร์วมในช่วง 1.333 – 6.494 mg 
AE/g crude extract  และสารสกดัฟา้ทะลายโจรมีปริมาณแอลคาลอยดร์วมมากที่สดุ 6.494 ± 0.187 mg AE/g 
crude extract  ส่วนปริมาณฟีนอลิกรวมพบว่าอยู่ในช่วง 242.61 - 794.89 µg GAE/g crude extract และ 
สารสกัดใบขีเ้หล็กมีปริมาณฟีนอลิกรวมมากที่สดุ (794.89 ± 15.03 µg GAE/g crude extract) และสารสกัด
ของพืชที่มีรสขมความเขม้ขน้ 1 mg/ml มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระระหวา่ง 24.05-58.17% และพบวา่สารสกดัใบฟ้า
ทะลายโจรมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระไดด้ีท่ีสุด 58.17% และพบว่าปริมาณแอลคาลอยดร์วมมีความสมัพันธ์สูง 
(0.6394) และไปในทิศทางเดียวกันกับฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ แต่ปริมาณฟีนอลิกรวมมีความสมัพันธ์อ่อนมาก  
(-0.1456) ในทิศทางตรงกนัขา้มกับฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ จากผลการวิจัยแสดงใหเ้ห็นว่าปริมาณแอลคาลอยด์
รวมอาจเป็นปัจจัยท่ีส่งผลต่อฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของพืชสมุนไพรที่มีรสขม แต่มีปัจจัยอื่น ๆ เช่น ประเภท 
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ของแอลคาลอยด ์โครงสรา้งสารฟีนอลิก และสารพฤกษเคมีอื่น ๆ มีบทบาทรว่มดว้ย ทัง้นีฤ้ทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ
ของพืชสมนุไพรขึน้อยูก่บัองคป์ระกอบทางเคมีที่หลากหลาย ดงันัน้จึงควรมีการศกึษาเพ่ือแยกสารออกฤทธ์ิและ 
ระบกุลไกที่ชดัเจนขึน้ตอ่ไป 

 

ค าส าคัญ: แอลคาลอยด ์ฟีนอลกิ ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ พืชสมนุไพรท่ีมีรสขม 
 

Abstract 
 

This research aimed to 1) analyze the total alkaloid content, total phenolic content, and 
antioxidant activity of selected bitter medicinal plants, and (2) examine the relationship between total 
alkaloid content, total phenolic content, and antioxidant activity in these plants. The selected bitter 
medicinal plants included Cassia siamea, Andrographis paniculata, Morinda citrifolia, and 
Azadirachta indica, collected from Tha Saen Subdistrict, Ban Lat District, Phetchaburi Province.  
The leaves of the plants were extracted using ethanol maceration. The total alkaloid content was 
determined by the Bromocresol Green method, the total phenolic content by the Folin-Ciocalteu 
method, and the antioxidant activity by the DPPH assay. Statistical analysis included mean, standard 
deviation, and one-way analysis of variance (ANOVA) at a significance level of p ≤ 0.05, as well as 
correlation coefficient (R). 

The results showed that the extracts from bitter plants contained total alkaloids in the range 
of 1.333–6.494 mg AE/g crude extract, with Andrographis paniculata extract having the highest 
alkaloid content (6.494 ± 0.187 mg AE/g crude extract). The total phenolic content ranged from 
242.61–794.89 µg GAE/g crude extract, with Cassia siamea leaf extract showing the highest phenolic 
content (794.89 ± 15.03 µg GAE/g crude extract). At a concentration of 1 mg/mL, the antioxidant 
activity of the bitter plant extracts ranged from 24.05% to 58.17%, with Andrographis paniculata 
extract exhibiting the highest antioxidant activity (58.17%). The total alkaloid content showed a 
moderate positive correlation (R = 0.6394) with antioxidant activity, while the total phenolic content 
showed a very weak negative correlation (R = -0.1456). These findings suggest that total alkaloid 
content may contribute to the antioxidant activity of bitter medicinal plants. However, other factors 
such as the type of alkaloids, phenolic compound structures, and other phytochemicals may also 
play a role. Since the antioxidant activity of medicinal plants depends on a complex mixture of 
chemical constituents, further studies are needed to isolate active compounds and clarify their 
mechanisms of action. 

 

Keywords: Alkaloid, Phenolic, Antioxidant activity, Bitter Herbs 
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บทน า 
สมุนไพรที่มีรสขมเป็นพืชที่มีการน ามาใช้ในทาง
การแพทย์แผนไทยและแผนโบราณ กันอย่าง
แพร่หลาย เน่ืองจากมีสารออกฤทธ์ิท่ีมีคุณสมบัติ
ต้านอนุมูลอิสระและมีฤท ธ์ิทางเภสัชวิทยาที่
หลากหลาย 1 โดยเฉพาะสารพฤกษ เคมี  เช่น  
สารแอลคาลอยด์ (alkaloids) และสารฟีนอลิก 
(phenolic compounds) ซึ่ ง เ ป็ น ส า รส า คั ญ ที่
เก่ียวข้องกับรสขมของพืชและมีบทบาทส าคัญ 
ต่อฤท ธ์ิต้านอนุมูล อิสระ 2 แอลคาลอยด์เป็น
สารพฤกษเคมีที่มีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบหลกั 
พบไดใ้นพืชหลายชนิดและมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา
หลายด้าน เช่น ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ต้านการ
อักเสบ ต้านจุลชีพ และกระตุ้นระบบประสาท3  
สาเหตุที่สารแอลคาลอยด์มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
เนื่องจากสามารถช่วยลดความเสียหายของเซลล์
จากปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งช่วยป้องกันโรคเรือ้รงั 
เช่น มะเร็ง เบาหวาน และโรคหวัใจ4 และช่วยป้องกนั
พืชจากแมลง เชือ้โรค และสตัวกิ์นพืช โดยมีฤทธ์ิ
เป็นสารขับไล่แมลงหรือยับยั้งการเจริญเติบโต 
ของจุลินทรีย์5 ส่วนสารประกอบฟีนอลิกเป็นกลุ่ม
ของสารพฤกษ เคมี ที่ พบได้ทั่ ว ไป ในพื ช  และ 
มีบทบาทส าคัญในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น 
ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ ฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ และฤทธ์ิ
ป้องกันโรคเรือ้รงัหลายชนิด6 การที่สารฟีนอลิกมี
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระเพราะสามารถจับและก าจัด
อนุมูลอิสระ ลดความเสียหายของเซลล์จาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งเป็นสาเหตุส  าคัญของ 
การเกิดโรคเรือ้รงั เช่น โรคหวัใจและมะเร็ง7 มีฤทธ์ิ
ตา้นการอกัเสบ ป้องกันเบาหวาน และตา้นจุลชีพ 
ซึง่มีงานวิจยัที่สนบัสนนุว่าฟีนอลิกจากพืชสามารถ

ช่วยปรบัสมดุลระบบภูมิคุม้กันและลดการอักเสบ
ได้8 อีกทัง้ยงัมีบทบาทส าคญัในการป้องกนัศตัรูพืช
และแมลง รวมถึงการตอบสนองต่อความเครียด
จากสิง่แวดลอ้ม เช่น รงัสี UV และเชือ้โรค9  ปัจจบุนั
ภาวะความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress)  
เป็นหนึ่งในปัจจัยหลักที่เก่ียวขอ้งกับการเกิดโรค
เรือ้รงัหลายชนิด เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด 
มะเร็ง เบาหวาน และโรคเก่ียวกับระบบประสาท10 
อนุมูลอิสระ (free radicals) ที่เกิดขึน้ในร่างกาย
สามารถท าลายเซลลแ์ละสารชีวโมเลกุลที่ส  าคัญ 
เช่น ดี เอ็นเอ โปรตีน และลิพิดในเยื่อหุ้มเซลล ์ 
ซึ่งน าไปสู่ความเสื่อมของเซลลแ์ละเป็นสาเหตุของ
โรคเรือ้รงั เช่น โรคหัวใจ มะเร็ง และโรคทางระบบ
ประสาท11 ดงันัน้การศึกษาสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระ (antioxidant activity) จึงเป็นแนวทางส าคญั
ในการป้องกันและลดผลกระทบจากอนุมูลอิสระ  
ซึ่งพืชสมุนไพรนับว่าเป็นแหล่งของสารออกฤทธ์ิ 
ที่มีศักยภาพในการต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะ
สารฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) แทนนิน 
( tannins) แ ล ะ แ ค โ ร ที น อ ย ด์  ( carotenoids)  
ซึง่สามารถใหอ้ิเลก็ตรอนหรือลดปฏิกิรยิาออกซิเดชนั
ในร่างกายได้12  การศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
ของพืชสมนุไพรจึงมีความส าคญัในการคดัเลอืกพืช
ที่มีศักยภาพสูง เพื่อน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ ์
เพื่อสขุภาพและเวชภณัฑท์างการแพทย ์

พืชสมุนไพรที่มีรสขม มักมีแอลคาลอยด์
และสารฟีนอลิกในปริมาณที่สงู ซึ่งอาจเป็นปัจจัย
ส าคญัที่สง่ผลต่อรสชาติและคณุสมบตัิทางชีวภาพ
ของพืชเหลา่นี ้13 14 ขอ้มูลของพืชสมุนไพรที่มีรสขม
บางชนิด ดงันี ้ขีเ้หล็ก (Cassia siamea หรือ Senna 
siamea) เป็นพืชสมุนไพรที่มีการใชป้ระโยชนใ์นทาง
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การแพทยแ์ผนไทยมาอย่างยาวนาน พบว่าใบขีเ้หล็ก
มีแอลคาลอยด์ และสารฟีนอลิก ซึ่งมีบทบาท
ส าคญัในการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ โดยเฉพาะฤทธ์ิ
ตา้นอนมุลูอิสระ15 สารแอลคาลอยดท์ี่พบในขีเ้หล็ก 
เช่น Cassiarin A มีฤทธ์ิตา้นมาลาเรีย (antimalarial) 
ที่ดีมากในหลอดทดลอง 16 และฟีนอลิก  ได้แก่ 
Kaempferol มีฤทธ์ิต้านมะเร็ง ต้านอนุมูลอิสระ 
และตา้นการอกัเสบ17 ฟา้ทลายโจร (Andrographis 
paniculata) เป็นพืชสมุนไพรที่ใชก้ันในทางการแพทย์
แผนโบราณเพื่อรักษาอาการหวัด ไข้ หลอดลม
อักเสบ และโรคติดเชื ้อต่าง ๆ หลายชนิด เช่น 
มาลาเรยีบิด และอจุจาระรว่งในประเทศจีน อินเดีย 
และประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้หลาย
ประเทศ และยงัมีรายงานวา่มีฤทธ์ิในการเสรมิสรา้ง
ภมูิคุม้กนั ตา้นแบคทีเรีย ตา้นการอกัเสบ ตา้นการ
เกิดลิ่มเลือด และปกป้องตับในประเทศมาเลเซีย 
นอกจากนีย้งัเป็นยาพืน้บา้นเพื่อรกัษาโรคเบาหวาน
และความดนัโลหิตสงู18 นอกจากนีย้งัพบว่ามีฤทธ์ิ
ลดความดันโลหิตและมีฤทธ์ิต้านเบาหวานได้19  
ยอ (Morinda citrifolia) เป็นพืชสมุนไพรที่มีการใช้
เป็นยาพืน้บา้นในหลายภมูิภาค มีสารส าคญัหลาย
ชนิด  เช่น  แอนทราควิ โนน  (anthraquinones)  
ฟลาโวนอยด ์และสารฟีนอลิก ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธ์ิ
ตา้นอนมุลูอิสระสงู และยงัพบวา่สารสกดัจากใบยอ
มีฤทธ์ิตา้นการอักเสบ ตา้นจุลชีพ และเสริมสรา้ง
ระบบภูมิคุ้มกัน20 สารแอลคาลอยด์ที่พบในยอ 
ไดแ้ก่ Morindine มีฤทธ์ิต้านจุลชีพ (Antimicrobial) 
ต้านการอัก เสบ 21 และพบสารฟีนอลิก  ได้แก่ 
Chlorogenic acid ที่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ป้องกัน
โรคหลอดเลือดหัวใจและควบคุมระดับกลูโคส 
ใน เลื อ ด 22 แ ล ะ ส ะ เด า  (Azadirachta indica)  

เป็นพืชสมุนไพรที่ได้รบัความสนใจอย่างมากใน
ดา้นเภสชัวิทยา เนื่องจากมีองคป์ระกอบทางเคมีที่
หลากหลาย โดยเฉพาะสารกลุ่มแอลคาลอยด ์และ
สารฟีนอลิก ซึ่งเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ี
ส าคัญ ตัวอย่างสารแอลคาลอยด์ เช่น Nimbine  
มีฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรียและไวรสั เสริมฤทธ์ิต้าน
การอกัเสบ และช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กัน23 และ
สารฟีนอลิกเช่น Quercetin ที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระสงู ตา้นอกัเสบ ตา้นมะเร็ง และปกป้องระบบ
หวัใจและหลอดเลอืด24 

สมุนไพรที่มีรสขมอย่าง ขีเ้หล็ก ฟ้าทลายโจร 
ยอ และสะเดา พบไดท้ั่วไปในประเทศไทยและนิยม
ใชใ้นต ารบัยาพืน้บา้นมาอย่างยาวนาน โดยเช่ือว่า
รสขมในสมุนไพรเหล่านีส้มัพันธ์กับองคป์ระกอบ
ทางเคมีที่มีคณุสมบตัิเป็นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
โดยเฉพาะกลุ่มแอลคาลอยด์ และสารฟีนอลิก  
ที่มีบทบาทส าคญัในการตา้นอนุมลูอิสระ ตา้นการ
อัก เสบ ต้าน เชื ้อจุล ชีพ  และเสริมสร้างระบบ
ภมูิคุม้กันของรา่งกาย แมว้่าจะมีงานวิจัยเก่ียวกับ
สารพฤกษเคมีในใบสมนุไพรที่มีรสขมอยูบ่า้ง แตย่งั
ขาดข้อมูลเชิงลึกเก่ียวกับความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณฟีนอลิกรวมและปรมิาณแอลคาลอยดร์วม
กับฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในสมุนไพรเหล่านี ้ดงันัน้
การศึกษาปรมิาณแอลคาลอยดร์วม ปริมาณฟีนอลิ
กรวม และความสมัพันธ์กับฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
ในใบสมุนไพรที่มีรสขมอย่างขีเ้หล็ก ฟ้าทลายโจร 
ยอ และสะเดา จะช่วยท าความเขา้ใจบทบาทของ
สารเหล่านี ้ในการออกฤท ธ์ิทางชีวภาพ  และ 
อาจน าไปสู่การพัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพและ 
เวชส าอางจากสมุนไพรเพื่อใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระจากธรรมชาติได ้ 
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วิธีการวจิัย 
1. เคร่ืองมือและสารเคมี เครื่องมือที่

ส  าคัญ ได้แก่  rotary evaporator (Buchi B-500, 
สวิตเซอรแ์ลนด)์ เครือ่ง UV-Visible spectrophotometer 
(Shimadza UV-1601, ญ่ีปุ่ น) สารเคมีที่ส  าคญั ไดแ้ก่ 
BCG (Bromocresol Green) DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) Folin & Ciocalteu’s phenol 
reagent กรดแกลลิก (gallic acid) และอะโทรพีน 
(atropine) ซื ้อจากบริษั ท  Sigma-Aldrich(USA) 
โซเดียมคารบ์อเนต (Na2CO3 ) โซเดียมไนไทรท ์
(NaNO2) ซื ้อจากบริษัท Univar (Australia) และ 
ตัวท าละลายทุกชนิดที่ใช้ในงานวิจัยนีเ้ป็นเกรด
ส าหรบัการวิเคราะห ์(AR grade) 

2. การเตรียมสารสกัดจากพืชสมุนไพร 
เก็บตัวอย่างใบพืช ไดแ้ก่ ขีเ้หล็ก ฟ้าทลายโจร ยอ 
และสะเดา จากพืน้ที่ต  าบลท่าเสน อ าเภอบา้นแหลม 
จงัหวดัเพชรบรุี เมื่อเดือนกนัยายน พ.ศ.2565 และ
น าพืชตวัอย่างบดใหเ้ป็นชิน้เล็ก ๆ แลว้น าไปอบที่
อณุหภูมิ 60ºC จนแหง้ไดน้ า้หนกั 50 g และน ามา
แช่เอทานอล 95% เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อณุหภมูิหอ้ง 
กรองสารสกัดด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 น าไป
ระเหยตัวท าละลายออกให้แห้งดว้ยเครื่อง rotary 
evaporator และน าสารสกัดที่ ได้มาทดสอบใน
ขัน้ตอนตอ่ไป 

3. การหาปริมาณแอลคาลอยด์รวม 
ของสารสกัด ดว้ยวิธีท าปฏิกิรยิากบั Bromocresol 
Green25 โดยน าสารสกัด  1 mg มาละลายใน 
ก รด ไฮ โด รค ลอ ริก  (HCl) 2 N ป ริม าต ร  1 ml  
น าสารละลายที่ไดส้กัดดว้ยคลอโรฟอรม์ (CHCl3) 
10 ml จ านวน 3 ครัง้เพื่อแยกสารชนิดอื่นออกจาก
สารสกัด และน าสารสกัดส่วนที่เหลือมาปรบั pH 

ของสารละลายให้เป็นกลางด้วยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ (NaOH) 0.1 N และเติมสารละลาย 
โบรโมครีซอลกรีน (BCG) และสารละลายฟอสเฟต
บัพเฟอร ์(pH 4.7) อย่างละ 5 ml เขย่าสารผสม 
จนเกิดสารเชิงซ้อนสีเหลืองและน ามาสกัดด้วย
คลอโรฟอร์มปริมาตร 1 2 3 และ 4 ml จากนั้น 
รวมสารสกัดที่ได้ในชั้นคลอโรฟอรม์ใส่ในขวดวัด
ปริมาตรขนาด 10 ml และปรับปริมาตรด้วย
คลอโรฟอรม์ และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  
417 nm ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer 
โดยใชอ้ะโทรพีน (atropine) เป็นสารมาตรฐานที่ช่วง
ค วาม เข้ม ข้น ใน ช่ ว ง  2.00-10.00 mg/ml และ 
การวิเคราะห์สารตัวอย่างท าซ ้า 3 ครัง้ ปริมาณ 
แอลคาลอยด์รวมค านวณจากกราฟมาตรฐานของ 
อะโทรพีนและแสดงผลเป็นมิลลิกรัมสมมูลของ 
อะโทรพีนตอ่กรมัของสารสกดั (mg AE/g crude extract)  

4. การหาปริมาณพีนอลิกรวมของสาร
สกัด ดว้ยวิธี Folin-Ciocalteu26 โดยใชส้ารละลาย
มาตรฐานกรดแกลลกิความเขม้ขน้ในช่วง 200-800 
µg/ml เป็นสารมาตรฐานโดยผสมสารสกดัหรอืสาร
มาตรฐานปริมาตร 0.05 ml กับ Folin-Ciocalteu 
reagent ปริมาตร 0.25 ml และสารละลาย 20%w/v 
โซเดียมคารบ์อเนต ปริมาตร 0.25 ml เติมน า้กลั่น
จนปริมาตรครบ 5 ml ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้ง 
ทิง้ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้งในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที น าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 nm  
ดว้ยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer วิเคราะห์
สารสกดัซ า้ 3 ครัง้ ปรมิาณฟีนอลกิรวมค านวณจาก
กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกและแสดงผลเป็น
ไมโครกรมัสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรมัของสาร
สกดั (µgGAE/g crude extract)  
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5. การทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ
ของสารสกัดด้วยวิธี DPPH radical scavenging 
capacity assay27 ดว้ยการทดสอบกับสารละลาย 
DPPH ที่มีความเข้มข้น 0.1 mM โดยใช้สารสกัด
ของพืชที่ความเข้มข้น 1 mg/ml ปริมาตร 3 ml  
ผสมกับอนุมูล DPPH 3 ml ในสารละลาย เอทานอล 
และน าสารผสมบ่มในที่มืด อณุหภมูิหอ้ง เป็นเวลา 
30 นาที  และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  517 nm  
โด ย ใช้ เค รื่ อ ง  UV-Visible spectrophotometer  
โดยใชก้รดแกลลกิเป็นตวัควบคมุเชิงบวก (positive 
control) ฤทธ์ิการตา้นอนุมูลอิสระ DPPH ค านวณ
จากสตูร ดงันี ้

ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ DPPH  (%)  =     
[(A-B)/A] × 100  

เมื่อ A คือการดูดกลืนแสงของตัวควบคุม
เชิงลบ (DPPH ผสมกับเอทานอล) และ B คือ 
การดดูกลนืแสงของDPPH ผสมกบัสารตวัอยา่ง  

6. การวิเคราะหท์างสถติิ ผลการวิเคราะห์
เชิงปรมิาณไดจ้ากการท าซ า้ 3 ครัง้และน าเสนอเป็น

คา่เฉลีย่  สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน การเปรยีบเทียบ
ทางส ถิ ติ วิ เค ราะห์ด้ วย  one-way analysis of 
variance (ANOVA) ที่ระดบัความเช่ือมั่น p0.05 
และค่ า สัม ป ระสิ ท ธ์ิสหสัมพัน ธ์  (R) เพื่ อ ห า
ความสัมพันธ์ระหว่างฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกับ
ปริมาณแอลคาลอยด ์และฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระกบั
ปรมิาณฟีนอลกิรวมของสารสกดั 
 
 
 

ผลการวิจัย 
ผลการวิ เคราะห์ปริมาณแอลคาลอยด ์

รวมโดยใชว้ิธีท าปฏิกิรยิากบั Bromocresol Green 
โดยใช้อะโทรพีนเป็นสารมาตรฐานที่ช่วงความ
เขม้ขน้ในช่วง 2.00-10.00 mg/ml จากนัน้น าไปวดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 417 nm โดยเครื่องสเปกโทร
โฟโตมิเตอร ์จากค่าการดูดกลืนแสงน าไปสรา้ง
กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับ
ความเขม้ข้นของสารละลายมาตรฐานอะโทรพีน 
ได้สมการเส้นตรงดังนี ้  y = 0.0135x + 0.0005  
(R2 = 0.9953) และค านวณปริมาณแอลคาลอยด์
รวมแสดงผลเป็นมิลลิกรัมสมมูลของอะโทรพีน 
ต่อกรัมของสารสกัด (mg AE/g crude extract)  
ผลการวิเคราะห์ปริมาณฟีนอลิกรวม โดยวิธีของ 
Folin-Ciocalteu ใช้สารละลายมาตรฐานกรด 
แกลลิ กค วาม เข้ม ข้น ใน ช่ ว ง  200-800 µg/ml  
เป็นสารมาตรฐาน จากนัน้น าไปวัดค่าการดดูกลืน
แสงที่ 765 nm โดยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร ์
จากค่าการดดูกลืนแสงน าไปสรา้งกราฟมาตรฐาน
ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ
สารละลายมาตรฐานแกลลกิไดส้มการเสน้ตรงดงันี ้ 

y = 0.0012x-0.0132 (R² = 0.9992)  
ค านวณหาปริมาณฟีนอลิกรวมแสดงผล

เป็นไมโครกรมัสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรมัของ
สารสกัด (µgGAE/g crude extract) และผลการ
ทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดพืช
สมนุไพรที่มีรสขมแสดงผลเป็นรอ้ยละ ดงั Table 1   
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Table 1. Total Alkaloids Content, Total Phenolic Content, and Antioxidant Activity of Bitter Herb Extracts 
Plant extracts Total Alkaloid Content  

(mg AE/g crude 
extract) 

Total Phenolic Content  
(µg GAE/g crude 

extract) 

Antioxidant Activity (%) 
of the extract at a 

concentration  
of 1 mg/ml 

Cassia siamea 1.333± 0.148a  794.89± 15.03a 25.83± 0.03a 

Andrographis 
paniculata 

6.494± 0.187b  242.61± 11.57b 58.17± 0.02b 

Morinda citrifolia 1.481± 0.075a 312.11± 5.42c 24.05± 0.02c 

Azadirachta indica 1.778 ± 0.074c     705.17± 4.16d 57.71± 0.04d 

อกัษร a, b c และ d ที่แตกต่างกันภายในคอลมันเ์ดียวกันแสดงการเปรียบเทียบค่าระหว่างสารสกัดของพืช  
ที่แตกตา่งกนัโดย ANOVA ที่ระดบัความเช่ือมั่น p0.05 

 

จาก Table 1 พบว่า สารสกดัฟา้ทะลายโจร
มีปริมาณแอลคาลอยดร์วมมากที่สดุ 6.494± 0.187 mg 
AE/g crude extract รองลงมาเป็นสะเดา มีปริมาณ
แอลคาลอยดร์วมที่ 1.778 ± 0.074 mg AE/g crude 
extract และสารสกดัใบขีเ้หล็กและใบยอมีปริมาณ
แอลคาลอยดร์วมไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคัญ
ทางสถิติที่ .05 ปริมาณฟีนอลิกรวมของสารสกัด
จากพืชทั้ง 4 ชนิดมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่  .05 และพบว่าสารสกัด 
ใบ ขี ้ เห ล็ ก มี ป ริม าณ ฟี นอลิ ก รวม ม ากที่ สุ ด  
( 794.89±  15.03 µg GAE/g crude extract)  
ส่วนสารสกัดของใบฟ้าทะลายโจรมี ปริมาณ  
ฟีนอลิกรวมนอ้ยที่สดุ (242.61± 11.57 µg GAE/g 
crude extract) และพบว่าสารสกัดของพืชแต่ละ
ชนิดมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติที่ .05 ซึ่งสารสกัดใบฟ้าทะลาย
โจรที่ความเขม้ขน้ 1 mg/ml มีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ
ได้ดีที่สุด 58.17% และสารสกัดใบยอมีฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระต ่าที่สดุ 24.05% แต่มีฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระต ่ากว่ากรดแกลลิกที่ความเข้มข้นเดียวกัน  
ที่พบว่ามีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระสูงกว่ารอ้ยละ 95 
และมีค่า IC50 เป็น 0.0021 mg/ml (y=22.928x+ 
1.626 , R2=0.994)    

เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ
แอลคาลอยดร์วมและปริมาณฟีนอลิกรวมกบัฤทธ์ิ
ตา้นอนมุูลอิสระของพืชสมนุไพรที่มีรสขมบางชนิด 
ไดแ้ก่ ขีเ้หล็ก ฟ้าทะลายโจร ยอ และสะเดา พบว่า 
ค่าสหสมัพันธ์ (correlation) ระหว่างปริมาณแอล
คาลอยดร์วมกบัฤทธ์ิตา้นอนมุูลอิสระมีค่า 0.6394 
แสดงว่าปริมาณแอลคาลอยด์รวมและฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระมีความสมัพันธ์ไปในทิศทางเดียวกัน 
กล่าวคือ เมื่อปริมาณแอลคาลอยด์รวมเพิ่มขึน้  
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระก็มีแนวโนม้เพ่ิมขึน้ดว้ย และ
ค่าความสมัพันธ์อยู่ในช่วง 0.5 - 0.7 ซึ่งถือว่าเป็น
ความสัมพันธ์ระดับปานกลางถึงสูง (moderate  
to strong correlation) แต่ทัง้นีไ้ม่ไดห้มายความว่า
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แอลคาลอยดเ์ป็นสารหลกัที่ท  าใหม้ีฤทธ์ิตา้นอนมุลู
อิสระ อาจมีปัจจัยอื่นที่ เก่ียวข้อง เช่น สารต้าน
อนมุลูอิสระชนิดอื่น หรอืโครงสรา้งทางเคมีของแอล
คาลอยดท์ี่แตกตา่งกนัได ้ในขณะที่เมื่อพิจารณาค่า
สหสมัพนัธร์ะหวา่งปรมิาณฟีนอลกิรวมกบัฤทธ์ิตา้น
อนุมู ลอิ ส ระพบว่า  มี ค่ า  -0.1456 แสดงว่ามี
ความสมัพันธ์ในทิศทางตรงกันขา้ม เมื่อปริมาณ 
ฟีนอลกิรวมเพ่ิมขึน้ ฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระมีแนวโนม้
ลดลงเล็กนอ้ย อยา่งไรก็ตามคา่ความสมัพนัธท์ี่ใกล ้
0 แสดงว่า ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรทั้งสอง
อ่อนมาก (very weak correlation) หรืออาจเรียก
ได้ว่าแทบไม่มีความสัมพันธ์กันเลย  ทั้งนี ้อาจ
เนื่องมาจากหลายปัจจัย ปริมาณฟีนอลิกรวม 
อาจไม่ได้เป็นปัจจัยหลักของการแสดงฤทธ์ิต้าน
อนุมูลอิสระ อาจมีสารประกอบอื่น เช่น แอลคา
ลอยด์ ฟลาโวนอยด์ หรือแทนนิน  ที่มีบทบาท
มากกว่า ซึ่งโครงสรา้งฟีนอลิกแต่ละชนิดอาจมีฤทธ์ิ
ตา้นอนมุลูอิสระแตกตา่งกนัได ้
 
อภปิรายผล  

จากผลการวิ จั ยพบว่ า  สา รสกัด ของ 
ฟา้ทะลายโจรมีปริมาณแอลคาลอยดร์วมมากที่สดุ 
(6.494 ± 0.187 mg AE/g crude extract) ซึ่ ง ไม่
สอดคล้องกับงานวิจัยที่ระบุว่าฟ้าทะลายโจรมี
สารส าคญัหลกัไดแ้ก่ ไดเทอรพ์ีนอยด ์ฟลาโวนอยด ์
และโพลีฟีนอล โดยเฉพาะสารแอนโดรกราโฟไลด ์
(andrographolide) ซึ่งเป็นสารไดเทอร์พีนอยด ์
ที่พบในปริมาณมากที่สุดและมีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ที่หลากหลาย28 ส่วนแอลคาลอยดม์ีปริมาณนอ้ย 
แต่มีบทบาทสนับสนุนการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
ของสารสกัดรวม ได้แก่  ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  

ฤทธ์ิต้านการอักเสบ ฤทธ์ิต้านเชือ้แบคทีเรียและ
ไวรัส  ฤท ธ์ิกระตุ้นภูมิคุ้มกัน  ซึ่ งฤท ธ์ิ เหล่านี ้มี
แนวโนม้เกิดจากการท างานร่วมกันของสารหลาย
กลุ่ม เช่น ไดเทอรพ์ีนอยด ์ฟลาโวนอยด์ และแอล
คาลอยด์19  ทั้งนีอ้าจเกิดจากขอ้จ ากัดของวิธีการ
วิเคราะห์ที่จะหาปริมาณของแอลคาลอยด์ที่มี 
ฤทธ์ิเป็นเบสเท่านั้น  มีความจ าเพาะต ่ า  (Low 
specificity) ไม่สามารถแยกชนิดของแอลคาลอยด์
ที่แตกต่างกนัได ้ท าใหไ้มส่ามารถระบไุดว้า่ปริมาณ
ที่วัดได้มาจากสารใดเป็นหลัก มีโอกาสเกิดการ
รบกวนจากสารอื่น เช่น ฟลาโวนอยด ์แทนนินหรือ 
กรดอินทรียบ์างชนิดที่อาจท าปฏิกิริยาหรือรบกวน
การวดัคา่การดดูกลนืแสงของสารเชิงซอ้น ท าใหผ้ล
คลาดเคลื่อนได ้อีกทัง้วิธีการนีม้ีความไวต่อค่า pH 
และสภาวะตัวท าละลาย  หากควบคุมค่า pH  
ไมแ่ม่นย า อาจท าใหค้า่ที่ไดม้ีความคลาดเคลือ่นสงู25 
แต่ในทางกลบักันสารสกัดขีเ้หล็ก ยอ และสะเดา 
มีปรมิาณแอลคาลอยดร์วมนอ้ยกวา่ อาจเป็นเพราะ
โครงสรา้งที่แตกต่างกันของแอลคาลอยด์ในพืช
เหล่านี ้ หรืออาจขึน้อยู่กับสภาวะแวดล้อม เช่น 
แหล่งที่ปลูก ฤดูกาล และวิธีการสกัด ซึ่งส่งผลต่อ
ปริมาณสารออกฤทธ์ิท่ีสกัดได้29  และจากผลการ
วิเคราะหป์ริมาณฟีนอลิกรวมในพืชสมุนไพรที่มีรส
ขม พบว่าสารสกัดจากใบขีเ้หล็กมีปริมาณฟีนอลิก
สูงสุด (794.89 ± 15.03 µg GAE/g crude extract) 
ซึง่สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Chaisrisook (2016)30 

ที่ รายงานว่าใบขี ้เหล็กมีสารประกอบฟีนอลิก 
หลายชนิด เช่น ฟลาโวนอยด์ และแทนนินที่มี
บทบาทส าคญัในฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ทัง้นีย้งัพบว่าการใช้
เอทานอลเป็นตวัท าละลายที่เหมาะสมในการสกัด
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พืชสมนุไพรที่มีรสขมในงานวิจยัครัง้นีส้อดคลอ้งกบั
งานวิจยัที่รายงานว่าเอทานอลเป็นตวัท าละลายที่ดี
ในการสกดัสารส าคญัจากพืชสมนุไพรเพื่อใชใ้นการ
วิเคราะหป์ริมาณฟีนอลิกรวมและการทดสอบฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระ31 ขณะที่ฟ้าทะลายโจรมีปริมาณ 
ฟีนอลิกรวมต ่ากว่า ซึ่งอาจเป็นเพราะสารส าคัญ
หลักของฟ้าทะลายโจรเป็นแอลคาลอยด์และ 
ไตรเทอรพ์ีนอยด์มากกว่าฟีนอลิก32  ส  าหรบัฤทธ์ิ
ตา้นอนุมูลอิสระของสารสกัดจากพืชสมุนไพรที่มี 
รสขม พบว่า ฟ้าทะลายโจรแสดงฤทธ์ิตา้นอนุมูล
อิสระดีที่สดุ (58.17%) ซึง่อาจเนื่องมาจากปริมาณ
แอลคาลอยด์รวม ท่ีสูงและสารออกฤทธ์ิอย่าง 
แอนโดรกราโฟไลด์ที่สามารถก าจัดอนุมูลอิสระ 
ไดโ้ดยตรง หรอืกระตุน้ระบบป้องกนัสารตา้นอนมุลู
อิสระในรา่งกาย33 อย่างไรก็ตามขีเ้หล็กซึ่งมีฟีนอลิ
กสงูสดุกลบัมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระต ่ากว่า ซึ่งอาจ
เป็นเพราะชนิดของสารฟีนอลิกในขี ้เหล็กไม่ได้ 
มีความสามารถในการก าจดัอนมุลูอิสระไดด้ีเทา่กบั
สารในฟ้าทะลายโจร หรืออาจมีผลของปัจจัยเสริม 
เช่น โครงสรา้งเคมีและสภาพแวดลอ้มในการสกดั34 

น อ ก จ า ก นี ้ ผ ล ก า ร วิ จั ย เ ก่ี ย ว กั บ
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณแอลคาลอยด์รวม
และปริมาณฟีนอลิกรวมกับฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ 
พบว่า ปริมาณแอลคาลอยดร์วมมีความสมัพนัธส์งู 
(r = 0.6394) และไปในทิศทางเดียวกันกับฤทธ์ิ 
ตา้นอนุมูลอิสระ ซึ่งหมายความว่าแอลคาลอยด์
อาจมีบทบาทส าคัญในการก าจัดอนุมูลอิสระ 35 
เนื่องจากสารสกัดจากฟ้าทะลายโจร มีปริมาณ 
แอลคาลอยด์รวมสูงที่ สุด  (6.494 ± 0.187 mg 
AE/g crude extract) และแสดงฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระสูงที่สุด (58.17%) ขณะที่ใบยอมีปริมาณ 

แอลคาลอยดร์วมต ่าและแสดงฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ
ต ่าที่สดุ (24.05%) ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าแอลคาลอยด์
อาจมีบทบาทส าคัญต่อการต้านอนุมูลอิสระ 36 
อย่างไรก็ตามอาจมี ปัจจัยอื่น  เช่น โครงสร้าง 
ทางเคมีของแอลคาลอยด์แต่ละชนิด หรือสาร 
พฤกษเคมีอื่น ๆ ที่มีอิทธิพลร่วมดว้ย37 แต่ปริมาณ 
ฟีนอลกิรวมมีความสมัพนัธอ์อ่นมาก (r = -0.1456) 
และไปในทิศทางตรงกันข้ามกับฤทธ์ิต้านอนุมูล
อิสระ ซึ่งอาจเป็นเพราะสารฟีนอลิกบางชนิดในพืช
เหล่านี ้ไม่ ได้มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระหรืออาจมี
สารประกอบอื่นที่มีอิทธิพลมากกวา่ เช่น แอลคาลอยด์
และไตรเทอรพ์ีนอยด์38 
 
สรุปผลการวิจัย  

ผลการวิจยั พบว่า ฟ้าทะลายโจรมีปริมาณ
แอลคาลอยดร์วมสงูที่สดุและมีฤทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระ
ดีที่สดุ ซึ่งอาจเป็นผลมาจากปริมาณแอลคาลอยด์
รวมมีความสัมพันธ์สูงกับฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ 
ในขณะที่ ขีเ้หล็กมีปริมาณฟีนอลิกรวมสงูที่สดุและ
พบวา่ปรมิาณฟีนอลกิรวมมีความสมัพนัธอ์อ่นมาก
หรืออาจไม่มีผลต่อฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระในพืช
เหล่านี ้  ผลการวิจัยแสดงให้ เห็ น ว่า ป ริม าณ 
แอลคาลอยด์รวมอาจเป็นปัจจัยท่ีส่งผลต่อฤทธ์ิ 
ตา้นอนมุลูอิสระของพืชสมนุไพรท่ีมีรสขม แตปั่จจยั
อื่นๆ เช่น ประเภทของแอลคาลอยด์ โครงสรา้ง 
ฟีนอลิก และสารพฤกษเคมีอื่น  ๆ อาจมีบทบาท 
รว่มดว้ย ทัง้นีฤ้ทธ์ิตา้นอนมุลูอิสระของพืชสมนุไพร
ขึน้อยูก่บัองคป์ระกอบทางเคมีที่หลากหลาย ดงันัน้
จึงควรมีการศึกษาเพ่ือแยกสารออกฤทธ์ิและระบุ
กลไกที่ชดัเจนขึน้ตอ่ไป 
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Abstract 
 

Rhodotorula mucilaginosa is a carotenoid-producing yeast with high potential for biotechnological 
and industrial applications, particularly in the fields of pharmaceuticals, cosmetics, food additives, 
and animal feed, due to the antioxidant, immunomodulatory, and pigment properties of carotenoids. 
This yeast species is commonly found in diverse ecosystems, including both aquatic and terrestrial 
habitats. It is recognized for its ability to assimilate a wide range of carbon sources, making it an 
attractive candidate for cost-effective bioprocesses. Cultivation conditions are known to significantly 
influence carotenoid biosynthesis and overall productivity. This study aimed to optimize the 
cultivation parameters for carotenoid production by R. mucilaginosa SMY40, a strain isolated from 
mangrove sediments in Chonburi province, Thailand. Several factors were systematically varied, 
including glucose concentration, nitrogen source, initial pH, and incubation time. The optimal 
conditions identified were 15 g/L glucose as the carbon source, ammonium sulfate as the nitrogen 
source, an initial pH of 5.0, and incubation under shaking conditions at 150 rpm at room temperature 
for 120 hours. Under these optimized conditions, the highest biomass (dry cell weight) and 
carotenoid production were 4.26 ± 0.03 g/L and 41.98 ± 0.93 µg/g wet weight, respectively. 
Additionally, glucose consumption reached 13.36 ± 0.11 g/L. These results suggest that  
R. mucilaginosa SMY40 exhibits strong potential for industrial-scale carotenoid production under 
economically viable conditions. The high efficiency of conversion and stability of pigment synthesis 
under moderate culture conditions highlight its applicability for future development in microbial 
pigment biotechnology. 
 

Keywords: Rhodotorula mucilaginosa, Carotenoid, Optimization, Mangrove sediment 
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Introduction 
Carotenoids are pigments found in animals, 

plants, and microorganisms, exhibiting a color 
range from yellow to red. They are classified 
into two major groups: the carotene group, which 

includes β-carotene, α-carotene, and lycopene, 
and the xanthophyll group, which comprises 

astaxanthin, β-cryptoxanthin, canthaxanthin, 
capsanthin, fucoxanthin, lutein, and zeaxanthin1. 
Carotenoids possess antioxidant, anticancer, 
and therapeutic properties. Additionally, they 
serve as precursors for vitamin A (provitamin A)2. 
Due to these properties, carotenoids are widely 
utilized as food colorants and food additives in 
various industries, including food production, 
medicine, pharmaceuticals, cosmetics, and animal 
feed. Consequently, the industrial demand for 
carotenoids has significantly increased.  

Microorganisms have emerged as an 
important alternative source for carotenoid 
production, offering advantages such as lower 
space requirements for cultivation, scalable 
production capacity, rapid biosynthesis within 
a limited time frame, and ease of optimizing 
culture conditions to maximize yield compared 
to plant-derived carotenoids3. Carotenoid-
producing microorganisms include filamentous 
fungi, yeasts, certain bacterial species, algae, 
and lichens. Some microbial species have 
already been commercialized for carotenoid 

production, such as the alga Dunaliella sp. and 
the yeasts Phaffia rhodozyma and Rhodotorula 
glutinis2. 

Yeasts are promising microorganisms 
for carotenoid production. Carotenogenic 
yeasts, capable of synthesizing carotenoids, 
belong to various genera, including Rhodotorula, 
Sporobolomyces, Rhodosporium, and Cryptococcus. 
Among them, Rhodotorula sp. has been 

reported to produce β-carotene at levels 
reaching up to 70% of the total carotenoid 
content4. Gupta et al.5 highlighted that 

carotenoids such as β-carotene, lycopene, 
and astaxanthin derived from yeasts have been 
commercialized as dietary supplements. 

Rhodotorula mucilaginosa is classified 
as a highly carotenoid-producing yeast species, 
commonly found in both aquatic and terrestrial 
environments. The major carotenoids produced 

by R. mucilaginosa include β-carotene, 
torulene, and torularhodin6. The composition 
and yield of carotenoids synthesized by R. 
mucilaginosa are influenced by environmental 
and cultivation conditions7. Rodrigues et al.8 

reported that R. mucilaginosa can utilize 
diverse carbon sources, including agricultural 
and industrial waste such as rice-steaming 
wastewater, crude glycerol, sugarcane 
molasses, and corn molasses. Understanding 
the factors influencing carotenoid biosynthesis 
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in R. mucilaginosa is essential for optimizing 
large-scale production. Culture conditions such 
as carbon source, nitrogen source, pH, 
temperature, and oxygen availability significantly 
affect both the yield and composition of 
carotenoids7. Among these factors, the choice 
of carbon source plays a critical role, as it 
provides not only energy but also carbon 
skeletons for carotenoid synthesis9. Similarly, 
the nitrogen source influences primary 
metabolism and can act as a regulatory factor 
for secondary metabolite production. Inorganic 
nitrogen sources such as ammonium sulfate 
have been reported to support higher 
carotenoid yields compared to organic 
sources, likely due to their influence on 
intracellular C:N balance and the regulation of 
biosynthetic gene expression10. The initial pH 
of the culture medium also modulates enzyme 
activity and membrane transport systems. R. 
mucilaginosa typically exhibits optimal 
carotenoid production under mildly acidic 
conditions, particularly at pH 5.0, which 
supports favorable redox balance and precursor 
availability11. Furthermore, temperature and 
oxygen availability are essential for maintaining 
cellular respiration and redox balance. 
Carotenoid biosynthesis is an oxygen-
dependent process that involves several 
oxidative enzymes; thus, aerobic conditions 

are critical. Agitation and sufficient aeration 
enhance oxygen transfer and improve 
carotenoid yields12. Several studies have 
reported optimal conditions for carotenoid 
production by Rhodotorula mucilaginosa. For 
instance, Sharma and Ghoshal13 demonstrated 
that R. mucilaginosa (MTCC-1403) possesses 
high carotenoid-producing potential when 
cultivated on agro-industrial waste substrates 
such as onion peels, potato peels, green gram 
husks, and pea pods. The optimal cultivation 
conditions for growth and carotenoid synthesis 
were determined to be at pH 6.1, a temperature 
of 25.8 °C, and an agitation speed of 119.6 
rpm. Similarly, Rodríguez et al.14 identified that 
the highest carotenoid production by  
R. mucilaginosa was achieved when cultured 
on artichoke agro-industrial waste at pH 5.0, 
30 °C, 120 rpm, and an incubation time of  
72 hours. In another study, Elasanhoty et al.15 
reported that R. mucilaginosa exhibited 
efficient growth and carotenoid production 
when cultivated in a synthetic medium 
containing glucose as the carbon source and 
peptone as the nitrogen source, under 
conditions of pH 6.0 and a temperature of 
28 °C. Therefore, the findings from this study 
can be applied to the design of industrial-scale 
carotenoid production processes and may 
contribute to the development of environmentally 
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friendly bioprocesses using low-cost alternative 
raw materials, such as agricultural waste. This 
approach could help reduce production costs 
and enhance the competitiveness of bio-based 
carotenoids in the global market. Given the 
potential of R. mucilaginosa as a carotenoid 
producer, this study aimed to determine  
the optimal cultivation conditions for R. 
mucilaginosa isolated from mangrove sediment 
in Chonburi province, Thailand. This particular 
isolate was selected for investigation because 
it was previously obtained from sediment 
samples and preserved in the laboratory 
culture collection. Preliminary studies indicated 
that this strain exhibits notable potential for lipid 
accumulation, suggesting its applicability for 
carotenoid and bio-based compound production 
under optimized cultivation conditions.  
The results obtained from this research will 
serve as a fundamental basis for the 
development of alternative yeast-derived 
carotenoid production and the industrial-scale 
application of R. mucilaginosa in carotenoid 
biosynthesis. 
 
Methods 

1. Yeast and starter preparation 
The yeast Rhodotorula mucilaginosa 

SMY40 was isolated from mangrove sediment 
collected in Bang Sai subdistrict, Mueang 

Chonburi district, Chonburi province, Thailand. 
The isolate was maintained on slant YPD (Yeast 
extract–Peptone–Dextrose) agar at 4 °C.  
A single loopful of the yeast colony was 
inoculated into 50 mL of liquid YPD medium 
contained in a 250-mL Erlenmeyer flask and 
incubated at room temperature (approximately 
28–30 °C) for 48 hours in a rotary shaker at 
150 rpm16. 

2 . Optimization of growth and carotenoid 
production  

A 5-mL aliquot of the seed culture (10% 
v/v) was inoculated into 45 mL of production 
medium in a 250-mL Erlenmeyer flask. The 
medium contained the following components 
(per liter): glucose, 15 g; yeast extract, 2 g; 
malt extract, 1 g; ammonium sulfate [(NH4)2SO4], 
1 g; potassium phosphate (KH2PO4), 1 g; and 
magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O), 
0.25 g2. Subsequently, the carbon source was 
varied by replacing glucose with sucrose and 
xylose, and the concentration of each carbon 
source was adjusted to five levels: 10, 15, 20, 
25, and 30 g/L. The nitrogen source was also 
modified by replacing ammonium sulfate with 
alternative nitrogen sources including 
ammonium chloride (NH4Cl), urea (CH4N2O), 
and potassium nitrate (KNO3). The initial pH of 
the medium was adjusted to 3.0, 5.0, 7.0, and 
9.0. Additionally, the cultivation time was varied 
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at 96, 120, 144, and 168 hours. Cultivation was 
conducted under agitation at 150 rpm at room 
temperature. Yeast growth was monitored 
every 24 hours by measuring the optical 
density at 600 nm (OD600). The residual sugar 
concentration was analyzed, and the cells were 
harvested to determine dry biomass and 
carotenoid content produced by the yeast. The 

conversion factors determined as the amount 
of biomass produced per unit weight of 
substrate consumed (YX/S), the amount of 
carotenoids produced per unit of dry weight of 
cells (YP/X), and the amount of carotenoids 
produced per unit weight of substrate 
consumed (YP/S), were calculated using the 
following equations: 

 

   YX/S     =   ;  YP/X     =   ;  YP/S   =    
  

 
where: Y = conversion factor; X = biomass (g/L); S = substrate (glucose)(g/L); P = product 

(carotenoid)(µg/g). 
 
3. Analysis  
The supernatant obtained after yeast 

cell separation was analyzed for residual 
sugar content using the 3,5-dinitrosalicylic 
acid (DNS) method17. The absorbance was 
measured at a wavelength of 540 nm (OD540)   
(U-2900, Hitachi) and the residual reducing 
sugar concentration was calculated by 
comparing the absorbance values to a standard 
glucose calibration curve10. A 10-mL aliquot of 
yeast cell suspension was centrifuged 
(Centrifuge 5804 R, Eppendorf) at 6,000 rpm 
for 20 minutes at 4 °C. The resulting cell pellet 
was washed three times with sterile distilled 
water. The washed cell pellet was resuspended 

in sterile distilled water and transferred to a pre-
weighed evaporation dish. The dish was dried 
(UNE – Memmert) at 80 °C until a constant 
weight was achieved. The dry weight of the 
yeast biomass was recorded and used to 
calculate the dry biomass yield18. A 30-mL 
sample of yeast cell suspension was 
centrifuged at 6,000 rpm for 20 minutes at 
4 °C. The supernatant was discarded, and the 
cell pellet was washed three times with sterile 
distilled water. The wet weight of the yeast cell 
pellet was recorded prior to carotenoid 
extraction. Carotenoids were extracted using 
a slightly modified method of Passorn et al.19 
The extraction was carried out by mixing 
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(Vortex Mixer Gienie, Scientific Industries) the 
cell pellet with a solution consisting of 
petroleum ether, 1 M sodium chloride, and 
acetone in a 1:1:1 (v/v/v) ratio in an amber 
bottle. Cell disruption was performed using a 
sonicator bath (Elmasnic S60/H, Elma) 
operating at 50/60 Hz for 30 minutes. The 
mixture was subsequently centrifuged at 
4,000 rpm for 5 minutes. The upper orange- 
 

colored layer (petroleum ether phase) was 
collected, and its absorbance was measured 
at 474 nm. Carotenoid content was quantified 
using an extinction coefficient (E₁%/1 cm) of 
2,100, corresponding to astaxanthin in 
petroleum ether at a concentration of  
1% (w/v). The results were recorded and used 
to calculate the total carotenoid content as 
equation; 

 

                   Carotenoid (ug/g)  =        (Volume of Petroleum ether)(A474)(10,000) 
                                                                                        (2100)(dry biomass) 
 

All experiments were performed in 
three replicates, and all data were analyzed 
statistically using the mean, standard deviation 
(SD), one-way ANOVA, and Tukey HSD tests 
by Minitab for Windows, version 18. 
 
Results and Discussion 

1. Optimal carbon sources for growth 
and carotenoid production of R. mucilaginosa 
SMY40 

R. mucilaginosa SMY40 exhibited the 
highest biomass production and carotenoid 
accumulation when cultivated with glucose as 
the sole carbon source (Table 1). The biomass 
yield and carotenoid content obtained were 
4.21 ± 0.12 g/L and 40.24 ± 0.81 µg/g wet weight, 
respectively. These values were significantly 

higher (P < 0.05) than those obtained with 
maltose (2.87 ± 0.15 g/L; 28.13 ± 0.78 µg/g  
wet weight) and xylose (1.39 ± 0.13 g/L; 
11.48 ± 0.96 µg/g wet weight). Glucose 
consumption was also the highest at 
13.33 ± 0.26 g/L, followed by maltose 
(9.52 ± 0.56 g/L) and xylose (5.12 ± 0.69 g/L). 
Regarding conversion efficiencies, the 
maximum biomass yield per gram of sugar 
consumed (YX/S) was observed in the glucose-
treated group (0.32 g/g sugar), while maltose 
and xylose yielded 0.30 and 0.27 g/g sugar, 
respectively. Similarly, glucose supported the 
highest carotenoid yield per biomass (YP/X) 
and per sugar consumed (YP/S), with values of 
9.56 µg/g biomass and 3.02 µg/g sugar, 
respectively. 
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Table 1. Biomass yield, carotenoid production, sugar consumption and effect of medium composition 
on the conversion factors (YX/S, YP/X, and YP/S), biomass and carotenoids productivities of R. 
mucilagonosa SM40 cultivated with different carbon sources. 

Carbon 
source 

Biomass 
(g/L) 

Carotenoid 
(g/g wet 
weight) 

Sugar 
consumed 

(g/L) 

YX/S 

(g/g sugar) 
YP/X 

(ug/g 
biomass) 

YP/S 

(ug/g sugar) 

Glucose 4.21 + 0.12a 40.24 + 0.81a 13.33 + 0.26a 0.32  9.56  3.02  
Maltose 2.87 + 0.15b 28.13 + 0.78b 9.52 + 0.56b 0.30  9.80  2.96  
Xylose 1.39 + 0.13c 11.48 + 0.96c 5.12 + 0.69c 0.27  8.29  2.26  

Data presented as mean value + standard deviation (n = 3). 
Values followed by the different letters in the same column indicated significant differences (P < 0.05, 
Turkey’s HSD).   
 

The results clearly demonstrate that  
R. mucilaginosa SMY40 responds differentially to 
various carbon sources in terms of both 
growth performance and carotenoid 
biosynthesis. Glucose was the most efficient 
carbon source, promoting the highest 
biomass and carotenoid production. These 
findings are in agreement with previous 
studies indicating that glucose is readily 
assimilated by yeasts through facilitated 
diffusion and is directly channeled into 
glycolysis, enabling rapid energy generation 
and precursor supply for biomass formation 
and secondary metabolite synthesis9 . In 
contrast, maltose must first be hydrolyzed by 
maltase, and xylose requires metabolic 
conversion via the pentose phosphate 
pathway, both of which are relatively less 
efficient and energy-intensive processes1 6 . 
This may account for the comparatively lower 
biomass and pigment production observed 

with these carbon sources. The highest 
conversion efficiencies (YX/S, YP/X, and YP/S) 
recorded in the glucose condition reflect 
superior metabolic efficiency in converting 
available substrate into cellular biomass and 
carotenoids. A high YP/S value specifically 
suggests that glucose was effectively utilized 
for carotenoid biosynthesis, which proceeds 
via the mevalonate pathway requiring acetyl-
CoA and NADPH as key intermediates 
generated through glycolysis and the pentose 
phosphate pathway16. These results align with 
Maldonade et al.10  reported enhanced 
carotenoid production in Rhodotorula species 
grown on simple sugar as glucose. The 
findings highlight the potential of R. 
mucilaginosa SMY40 for efficient carotenoid 
production using glucose-based media, offering 
promising implications for biotechnological 
and industrial applications. 
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2. Optimal carbon source 
concentrations for growth and carotenoid 
production of R. mucilaginosa SMY40 

The influence of varying carbon source 
concentrations on biomass production, 
carotenoid production, and conversion 
efficiencies by R. mucilaginosa SMY40 is 
summarized in Table 2. The results indicate 
that increasing carbon concentrations from 10 
to 25 g/L led to a corresponding increase in 
biomass yield, peaking at 25 g/L with a value 
of 4.41 ± 0.14 g/L. However, no statistically 
significant difference (P > 0.05) was observed 
between biomass levels at 15, 20, 25, and 
30 g/L concentrations. The highest carotenoid 
content was obtained at 15, 20 and 25 g/L, 

with values of 42.51 + 0.46 42.50 ± 1.11 and 
42.91 ± 1.03 µg/g wet weight, respectively, 
which were not significantly different 
(P > 0.05). Sugar consumption increased with 
higher initial carbon concentrations, reaching 
a maximum of 14.46 ± 0.46 g/L at 20 g/L 
substrate. However, the biomass yield per 
sugar consumed (YX/S) decreased from 
0.39 g/g at 10 g/L to 0.30 g/g at 30 g/L, 
indicating reduced conversion efficiency at 
higher substrate concentrations. Similarly, the 
carotenoid yield per sugar consumed (YP/S) 
decreased from 3.88 to 3.01 µg/g sugar, 
although the carotenoid yield per biomass 
(YP/X) remained relatively stable, with a slightly 
increased at 15 g/L glucose as 10.03. 

 

Table 2. Biomass yield, carotenoid production, sugar consumption and effect of medium composition 
on the conversion factors (YX/S, YP/X and YP/S), biomass and carotenoids productivities of R. 
mucilagonosa SM40 cultivated with different carbon source concentrations. 

Carbon 
source 

concentration 

Biomass 
(g/L) 

Carotenoid 
(g/g wet 
weight) 

Sugar 
consumed 

(g/L) 

YX/S 

(g/g sugar) 
YP/X 

(ug/g 
biomass) 

YP/S 

(ug/g sugar) 

10 3.65 + 0.11c 36.24 + 0.82c 9.35 + 0.26b 0.39 9.93 3.88 
15 4.24 + 0.10a 42.51 + 0.46a 13.51 + 0.16a 0.31 10.03 3.15 
20 4.29 + 0.14a 42.50 + 1.11a 13.90 + 0.15a 0.31 9.91 3.06 
25 4.30 + 0.14a 42.30 + 1.03a 13.48 + 0.25a 0.32 9.83 3.14 
30 4.10 + 0.06b 40.80 + 0.98b 13.55 + 0.38a 0.30 9.95 3.02 

Data presented as mean value + standard deviation (n = 3). 
Values followed by the different letters in the same column indicated significant differences (P < 0.05, 
Turkey’s HSD).   
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The data suggest that moderate carbon 
concentrations enhance both biomass 
production and carotenoid biosynthesis in R. 
mucilaginosa SMY40, with optimal values 
observed at 15–25 g/L. At lower concentrations 
(10 g/L), limited substrate availability may have 
constrained growth and metabolite synthesis, 
while excessive sugar levels (30 g/L) appeared 
to inhibit growth and reduce conversion 
efficiency. While Machado et al. (2019)20 
reported the optimum glucose concentration 
for carotenoid production by R. mucilaginosa 
URM 7409 was 30 g/L. This phenomenon is 
commonly attributed to substrate inhibition, 
osmotic stress, or repression of metabolic 
pathways at high sugar concentrations9 . The 
decline in YX/S and YP/S values at elevated 
carbon concentrations indicates that not all 
available sugar was effectively converted into 
biomass or pigments. These findings are 
consistent with previous studies that reported 
reduced metabolic efficiency in yeast cultures 
under high substrate conditions2 1,2 2. It is also 
plausible that carbon overflow metabolism or 
the accumulation of inhibitory by-products may 
have played a role, as observed in other 
oleaginous and pigment-producing yeasts2 3. 
Interestingly, the carotenoid content per unit 
biomass (YP/X) remained stable across most 
concentrations, suggesting that once a 
threshold level of biomass is achieved, 
carotenoid biosynthesis proceeds at a 
relatively consistent rate, possibly due to 

constitutive or carbon-responsive regulation of 
carotenogenic genes2 2. This supports the 
suitability of glucose concentrations as 15 g/L 
for maximizing both pigment yield and process 
efficiency.  

3. Optimal nitrogen sources on the growth 
and carotenoid production of R. mucilaginosa 
SMY40  

The effect of different nitrogen sources 
on biomass yield, carotenoid production, sugar 
consumption, and conversion efficiencies of  
R. mucilaginosa SMY40 is presented in Table 
3. Among the nitrogen sources tested, 
(NH4)2SO4 resulted in the highest biomass 
concentration (4.28 ± 0.13 g/L), followed by 
KNO3, urea, and NH4Cl. However, statistical 
analysis revealed no significant difference 
(P > 0.05) between the biomass yields from 
(NH4)2SO4, KNO3, and urea. Carotenoid 
production was also highest with (NH4)2SO4 
(42.36 ± 0.89 µg/g wet weight), whereas urea 
yielded the lowest value (39.75 ± 0.90 µg/g wet 
weight). The highest carotenoid yield per 
biomass (YP/X) was observed in the (NH4)2SO4 
treatment (9.90 µg/g), while YP/S was highest for 
NH4Cl as well (3.34 µg/g sugar consumed), despite 
its lower sugar consumption (11.68 ± 0.63 g/L) 
compared to (NH4)2SO4. Interestingly, the 
sugar-to-biomass conversion efficiency (YX/S) 
was comparable among all nitrogen sources, 
ranging from 0.32 to 0.34 g/g sugar, with 
NH4Cl yielding the highest efficiency. 
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Table 3. Biomass yield, carotenoid production, sugar consumption and effect of medium composition 
on the conversion factors (YX/S, YP/X and YP/S), biomass and carotenoids productivities of  
R. mucilagonosa SM40 cultivated with different nitrogen sources. 

Nitrogen 
source  

Biomass 
(g/L) 

Carotenoid 
(g/g wet 
weight) 

Sugar 
consumed 

(g/L) 

YX/S 

(g/g 
sugar) 

YP/X 

(ug/g 
biomass) 

YP/S 

(ug/g sugar) 

(NH4)2SO4 4.28 + 0.13a 42.36 + 0.89a 13.35 + 0.32a 0.32 9.90 3.18 
NH4Cl 3.96 + 0.10b 38.95 + 0.76ab 11.68 + 0.63b 0.34 9.84 3.34 
KNO3 4.15 + 0.08ab 41.04 + 0.64ab 13.08 + 0.29a 0.32 9.89 3.14 
Urea 4.04 + 0.05ab 39.75 + 0.90b 12.25 + 0.30ab 0.33 9.83 3.25 

Data presented as mean value + standard deviation (n = 3). 
Values followed by the different letters in the same column indicated significant differences (P < 0.05, 
Turkey’s HSD).   
 

The findings indicate that nitrogen 
source type significantly influences both 
biomass production and carotenoid 
production in R. mucilaginosa SMY40. 
(NH4)2SO4 promoted the highest biomass and 
carotenoid content, consistent with previous 
studies reporting enhanced growth of 
oleaginous yeasts when utilizing inorganic 
ammonium salts2 2. This is likely due to the 
rapid assimilation of ammonium ions via the 
glutamine synthetase–glutamate synthase 
pathway, supporting both primary metabolism 
and secondary metabolite synthesis. Although 
NH4Cl produced lower biomass compared to 
(NH4)2SO4, it exhibited the highest carotenoid 
yield per biomass and per sugar consumed, 
suggesting an elevated flux towards 
carotenoid biosynthesis under this nitrogen 
condition. Similar nitrogen-dependent 

metabolic shifts have been observed in 
Rhodotorula species, where nitrogen limitation 
or specific nitrogen types can trigger 
oxidative stress or alter carbon flux 
distribution, thereby enhancing pigment 
production9 . The use of KNO3 and urea also 
supported moderate biomass and carotenoid 
production. Nitrate assimilation requires 
energy and reductants, which may reduce the 
resources available for pigment synthesis. 
Meanwhile, urea, despite being a cost-
effective nitrogen source, resulted in the 
lowest carotenoid content, possibly due to 
delayed urease activity or suboptimal nitrogen 
release kinetics24. Overall, the results suggest 
that ammonium-based nitrogen sources, 
particularly (NH4)2SO4 and NH4Cl, are more 
favorable for both biomass growth and 
carotenoid production. However, the choice 
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between them should consider the intended 
application, (NH4)2SO4 for maximizing 
biomass or NH4Cl for maximizing pigment yield 
efficiency. Based on the findings of this study, 
(NH4)2SO4 was identified as the optimal nitrogen 
source and was therefore employed in 
subsequent experimental phases to further 
enhance carotenoid biosynthesis by R. 
mucilaginosa SMY40. 

4. Optimal initial pH of the culture medium 
on the growth and carotenoid production of R. 
mucilaginosa SMY40  

The effect of initial pH on the growth, 
carotenoid production, sugar utilization, and 
conversion efficiencies of R. mucilaginosa 
SMY40 is presented in Table 4. Among the 
tested pH values, an initial pH of 5.0 supported 
the highest biomass concentration  
 

(4.28 ± 0.85 g/L) and carotenoid content  
(42.20 ± 0.19 µg/g wet weight), which were 
significantly higher than those obtained at more 
acidic (pH 3.0) or more alkaline (pH 7.0 and 9.0) 
conditions (P < 0.05). The yeast cultivated at pH 
5.0 also exhibited the highest sugar 
consumption (13.40 ± 0.42 g/L), while the lowest 
sugar consumption and biomass were observed 
at pH 9.0 (7.93 ± 0.64 g/L and 2.23 ± 0.24 g/L, 
respectively). Although the carotenoid content 
(µg/g wet weight) was highest at pH 5.0, the 
highest carotenoid yield per biomass 
(YP/X =9.86 µg/g) was recorded at pH 5.0, 
followed closely by pH 3.0 (9.86 µg/g).  
The carotenoid yield per sugar consumed 
(YP/S) was highest at both pH 3.0 and 7.0 
(3.38 µg/g sugar), despite their lower absolute 
carotenoid content. 

 

Table 4. Biomass yield, carotenoid production, sugar consumption and effect of medium composition 
on the conversion factors (YX/S, YP/X and YP/S), biomass and carotenoids productivities of R. 
mucilagonosa SM40 cultivated with different initial pH of the culture medium. 

Initial pH  Biomass 
(g/L) 

Carotenoid 
(g/g wet 
weight) 

Sugar 
consumed 

(g/L) 

YX/S 

(g/g sugar) 
YP/X 

(ug/g 
biomass) 

YP/S 

(ug/g sugar) 

pH 3.0 3.92 + 0.05ab 38.36 + 1.01b 11.33 + 0.65b 0.37 9.80 3.38 
pH 5.0 4.28 + 0.85a 42.20 + 0.19a 13.40 + 0.42a 0.32 9.86 3.15 
pH 7.0 3.52 + 0.10b 35.37 + 1.35b 10.50 + 0.41b 0.35 9.76 3.38 
pH 9.0 2.23 + 0.24c 20.37 + 1.18c 7.93 + 0.64c 0.28 9.21 2.81 

Data presented as mean value + standard deviation (n = 3). 
Values followed by the different letters in the same column indicated significant differences (P < 0.05, 
Turkey’s HSD).   
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The initial pH of the culture medium 
exhibited a significant influence on both 
biomass yield and carotenoid production by 
R. mucilaginosa SMY40. Among the tested 
pH values (3.0, 5.0, 7.0, and 9.0), pH 5.0 was 
found to be optimal for cell growth and 
pigment biosynthesis, yielding the highest 
biomass (4.28 ± 0.85 g/L) and carotenoid 
content (42.20 ± 0.19 µg/g wet weight). This 
observation is in agreement with previous 
studies that demonstrated the favorable 
impact of slightly acidic conditions on 
carotenoid biosynthesis in Rhodotorula 
species22. The efficient sugar utilization at pH 
5.0 (13.40 ± 0.42 g/L) also suggests that this 
condition supports enhanced metabolic 
activity and carbon flux toward biomass and 
carotenoid biosynthesis pathways. At lower 
and neutral pH values (3.0 and 7.0), although 
moderate biomass (3.92 ± 0.05 and 3.52 ± 
0.10 g/L, respectively) and carotenoid levels 
(38.36 ± 1.01 and 35.37 ± 1.35 µg/g, 
respectively) were observed, these were 
significantly lower than those achieved at pH 
5.0. Interestingly, pH 3.0 and 7.0 both 
resulted in a similar carotenoid yield per gram 
of sugar consumed (YP/S = 3.38 µg/g sugar), 
indicating relatively stable pigment 
productivity despite varying growth levels. 
These results may reflect cellular mechanisms 

aimed at maintaining carotenoid levels under 
moderate stress conditions induced by 
suboptimal pH. At alkaline pH (9.0), a marked 
decrease in both biomass (2.23 ± 0.24 g/L) 
and carotenoid production (22.07 ± 1.67 
µg/g) was evident, indicating that such basic 
conditions likely imposed stress on the cells, 
impairing metabolic activity and pigment 
biosynthesis. This finding is consistent with 
previous reports showing that extreme pH 
levels negatively affect membrane integrity 
and enzyme function in yeasts, thereby 
reducing growth and metabolite production25. 
Overall, the findings from this study reinforce 
the importance of pH optimization in 
enhancing microbial pigment production. The 
results confirm that an initial pH of 5.0 
provides the most favorable environment for 
R. mucilaginosa SMY40, supporting both 
efficient biomass accumulation and 
carotenoid biosynthesis. This finding is 
consistent with the study by Rodríguez et 
al.14, who reported that pH 5.0 was optimal for 
carotenoid production by R. mucilaginosa 
when cultivated on artichoke agro-industrial 
waste, serving as a cost-effective carbon 
source. 

5. Optimal cultivation time on the 
growth and carotenoid production of  
R. mucilaginosa SMY40  
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The influence of cultivation time on 
biomass yield, carotenoid production, sugar 
consumption, and associated conversion 
efficiencies of R. mucilaginosa SMY40 is 
summarized in Table 5. The biomass 
concentration reached its peak at 120 hours 
of cultivation (4.29 ± 0.02 g/L), which was 
statistically higher than that observed at 96 
hours (3.90 ± 0.14 g/L) and comparable to 
values obtained at 144 hours (4.22 ± 0.12 g/L) 
and 168 hours (4.10 ± 0.06 g/L). Carotenoid 
content also increased with time, reaching a 
maximum at 144 hours (42.62 ± 0.41 µg/g wet 
weight), although this value was not 
significantly different from those obtained at 
120 hours (42.58 ± 0.74 µg/g) and 168 hours 
(42.42 ± 0.95 µg/g). The shortest cultivation 
period (96 hours) resulted in significantly 

lower carotenoid content (40.02 ± 0.51 µg/g; 
P < 0.05). Sugar consumption showed a 
gradual increase with cultivation time, from 
11.98 ± 0.80 g/L at 96 hours to 
13.57 ± 0.19 g/L at 168 hours. Conversion 
efficiency values revealed that the biomass 
yield per gram of sugar consumed (YX/S) was 
highest and identical at 96 and 120 hours 
(0.33 g/g), then slightly decreased at 144 
hours (0.32 g/g) and drastically dropped at 
168 hours (0.20 g/g). Although the carotenoid 
yield per biomass (YP/X) remained relatively 
stable across all time points, peaking slightly 
at 96 hours (10.38 µg/g), the carotenoid yield 
per sugar consumed (YP/S) was also highest at 
96 hours (3.39 µg/g), with a gradual decrease 
observed in later time points. 

 

Table 5. Biomass yield, carotenoid production, sugar consumption and effect of medium composition 
on the conversion factors (YX/S, YP/X and YP/S), biomass and carotenoids productivities of  
R. mucilagonosa SM40 cultivated with different times. 

Time  Biomass 
(g/L) 

Carotenoid 
(g/g wet 
weight) 

Sugar 
consumed 

(g/L) 

YX/S 

(g/g sugar) 
YP/X 

(ug/g 
biomass) 

YP/S 

(ug/g sugar) 

96 3.90 + 0.14b 40.02 + 0.51b 11.98 + 0.80b 0.33 10.38 3.39 
120 4.29 + 0.02a 42.58 + 0.74a 13.20 + 0.22a 0.33 9.93 3.23 
144 4.22 + 0.12a 42.62 + 0.41a 13.34 + 0.71a 0.32 10.11 3.20 
168 4.10 + 0.06ab 42.42 + 0.95a 13.57 + 0.19a 0.20 10.35 3.13 

Data presented as mean value + standard deviation (n = 3). 
Values followed by the different letters in the same column indicated significant differences (P < 0.05, 
Turkey’s HSD).   



PBRU SCIENCE JOURNAL 
ปีที่ 22 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม-ธันวาคม 2568 

26 

PBRU Science Journal 

Volume 22 Number 2 July-December 2025 

The duration of fermentation plays a 
crucial role in determining the balance 
between microbial growth, substrate 
consumption, and secondary metabolite 
accumulation, including carotenoids. The 
present findings indicate that R. mucilaginosa 
SMY40 achieved maximum biomass and 
carotenoid content at approximately 120–144 
hours of cultivation, which is consistent with the 
typical stationary phase onset reported in other 
studies of carotenoid-producing yeasts22. The 
significant increase in carotenoid content from 
96 to 120 hours suggests active pigment 
biosynthesis during the late exponential phase, 
which then plateaued through 144 and 168 
hours. This stabilization phase is commonly 
observed in yeast fermentation systems where 
secondary metabolite production continues 
even after biomass accumulation slows9. 
Interestingly, the highest carotenoid yield per 
sugar consumed (YP/S = 3.39 µg/g) and per 
biomass (YP/X = 10.38 µg/g) were obtained at 
96 hours. This suggests that shorter fermentation 
periods may favor efficient conversion of 
carbon sources into carotenoids, possibly due 
to metabolic prioritization toward secondary 
metabolism under limited biomass expansion. 
However, the total carotenoid productivity was 
lower at 96 hours due to reduced biomass 
formation, making longer cultivation durations 

more favorable for maximizing volumetric yield. 
The drastic decline in YX/S to 0.20 g/g at 168 
hours indicates a decoupling between sugar 
consumption and biomass formation, potentially 
due to increased maintenance energy 
requirements, nutrient depletion, or cellular 
aging, as noted in prolonged yeast cultivations. 
Therefore, although extended fermentation 
may sustain carotenoid levels, it is not 
economically favorable due to reduced 
conversion efficiencies24. A cultivation period 
between 120 and 144 hours appears optimal 
for achieving a balance between biomass 
yield, carotenoid concentration, and conversion 
efficiency of R. mucilaginosa13,14. Beyond this 
period, the benefits in pigment accumulation 
diminish, and process efficiency declines.  
 
Conclusions 

This study identified the optimal 
cultivation conditions for maximizing the 
biomass and total carotenoid yield of R. 
mucilaginosa SMY40, a promising carotenoid-
producing yeast. Among the tested 
conditions, the highest productivity was 
observed when the yeast was cultured in a 
synthetic medium containing 15 g/L glucose 
as the carbon source and ammonium sulfate 
as the nitrogen source, at an initial pH of 5.0. 
The cultivation was conducted at room 
temperature under shaking conditions  
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(150 rpm) for 120 hours. Under these 
optimized parameters, the maximum dry cell 
weight reached 4.26 ± 0.03 g/L, with a total 
carotenoid content of 41.98 ± 0.93 µg/g  
wet weight and glucose consumption of  
13.36 ± 0.11 g/L. These findings suggest that 
a slightly acidic pH environment facilitates 
optimal metabolic activity and carotenoid 
biosynthesis in R. mucilaginosa SMY40, likely 
by enhancing the enzymatic efficiency within 
the mevalonate pathway. The high yield 
achieved under relatively simple and cost-
effective culture conditions highlights the 
potential of this strain for biotechnological 
applications, particularly in the production of 
natural pigments for use in the food, cosmetic, 
and pharmaceutical industries. 
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Abstract 
 

The experiment on organophosphate and carbamate has been conducted since 2022, 
therefore the yearly experiment has been done to observe the situation of pesticide residue in 
vegetables. Vegetables around Thailand have been used the organophosphate and carbamate as 
pesticides.  Organophosphate and carbamate are inhibitors of acetylcholinesterase, an enzyme 
critical to the control of nerve impulse transmission from one cell to another.  The LD50  
of organophosphate and carbamate is 5 – 500 mg/kg. This investigation was performed on 10 kinds 
of vegetables found mostly in markets such as parsley, Chinese kale, cabbage, Chinese cabbage, 
water morning glory, carrot, lettuce, cowpea, tomato, and cucumber which were purchased in 2022, 
2023 and 2024.  They all were tested using the GT-Test Kit.  The study found the combination  
of organophosphate and carbamate in morning glory was still over the maximum residue limits 
(MRLs) issued by the Thai Food and Drug Administration, issue number 288 (year 2005).  
 

Keywords: Vegetables, Pesticide, Organophosphate, Carbamate, testkit 
 
Introduction 

The number of poisonings from 
pesticides in Thailand is increasing1. A recent 
study has revealed that organophosphate and 
carbamate insecticides are the primary 
culprits behind poisoning cases in Thailand2. 
Pesticide use in agriculture plays a crucial 

role in boosting crop yields. However, the 
overuse of these chemicals can cause 
significant harm to the environment and 
human health. One major concern is the 
impact on the enzyme acetylcholinesterase 
(AChE), which is vital for breaking down the 
neurotransmitter acetylcholine in our nervous 
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system. The inhibition of AChE can lead to 
serious health issues, underscoring the need 
for careful management of pesticide 
applications 3. Organophosphate and 
carbamate pesticides enter the body through 
ingestion, inhalation, and through the skin. 
Toxic will be in the same direction which is the 
toxicity depends on the rate of transformation 
of toxins in the body by liver hydrolysis.  
Both groups of pesticides were highly  
acutely toxic by inhibiting the activity of 
acetylcholinesterase.  The enzyme AChE is 
responsible for the breakdown of the 
neurotransmitter acetylcholine. The function of 
controlling nerve impulses is choline and 
acetic acid, causing the accumulation of 
acetyl.  Colin on nerve endings resulting in 
acute poisoning. This can cause severe nerve 
endings and death 4.  The initial symptoms 
found were Nausea, vomiting, golden streaks, 
lacrimation, sweating, iris constriction, urinary 
incontinence, urinary incontinence, 
bronchospasm muscle spasms and have a lot 
of phlegm 4.  

Organophosphate pesticides are 
classified as esters of phosphoric acid. 
Examples of substances in this group include 
monocrotophos, mevinphos, chlorpyrifos, 
dimethoate, dicrotophos, parathion-methyl 
and parathion 5.  Carbamates are a synthetic 

group of organic compounds represented by 
the -O-CO-NH- functional group and the 
variations of carbamates are classified by the 
differences in substituent groups on the  
O terminal and N terminal. The variation of 
carbamates can significantly influence their 
biological activity and toxicity. Some common 
examples of carbamates include carbaryl, 
methomyl, and propoxur, each exhibiting 
different effects on target organisms and 
varying degrees of environmental persistence. 
Its application is used as an ingredient in 
various products for both domestic and 
industrial use and insecticides such as 
methomyl, carbofuran, carbaryl and 
methiocarb.  for the decomposition of both 
pesticides, they have different period. 
Organophosphate pesticides decompose 
rapidly within a few weeks.  Carbamate 
decomposes up to 50 weeks in the soil4. 
However, if pesticides are used more than 
needs and use in conditions where the soil 
nature is not balanced will result in a more 
stable group of pesticides and a higher  
half-life than used. These result in the excess 
formation of residues.  Eliminate pests that 
exceed the acceptable Maximum Residue 
Limits (MRLs).  

The determination of organophosphates 
and carbamate can be done using GT test 
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kits for quick, easy, and fast results. There are 
reports that the test kits had been used and 
the results showed that the test kits gave 
different results depending on the 
organophosphate and carbamate.  However, 
no significant difference was found.  But the 
sensitivity and accuracy of each test set 
 were significantly different 7.  In Thailand, the 
detection of organophosphates and carbamates 
had been conducted using the GT test kit 8,9. 
The principle of this test is that inhibition  
of the enzyme cholinesterase (cholinesterase 
inhibition technique) by organophosphate and 
carbamates groups will inhibit the activity of 
the enzyme choline esterase. These prevents 
the enzyme from hydrolyzing acetylcholine. 
The remaining acetylcholine is indicated  
by the intensity of the resulting color.  In the 
assay, when the sample contains large 
amounts of organophosphate and carbamate 
residues, the test will result in inhibition of the 
enzyme choline esterase as well, therefore, 
the residual amount of acetylcholine and the 
resulting color are dark accordingly 10.  

In a previous study 8,9, samples of 10 
vegetables sold at large wet markets and 
department stores in 2014 and 2021 found 
that the contamination of organophosphate 
and carbamate pesticides in coriander, kale, 
and cucumber. The amount of contamination 
is at a safe level. In addition, it was found that 

in the dry season, the amount of pesticide 
contaminants was higher than in other 
seasons9. In 2019, it was reported that roughly 
41.3% of fresh fruits and vegetables available 
in supermarkets and markets contained 
pesticide residues exceeding permissible 
levels 10. According to the information of the 
pesticide warning network, it was found that 
the results of the fruit and vegetable 
inspection for the year 2020 were from 
samples.  Samples of 509 in total across the 
country found 58. 7%  contain pesticide 
residues beyond the standard and the types 
of vegetables found to have excess residues 
are small tomatoes, chili, celery, and kale 11. 
Based on the pesticide’s contamination 
problem, the researchers realize the 
importance of monitoring the contamination of 
the disposal agent.  

Leading to the experiments in this 
study that surveyed the residues of this group 
of pesticides from market Y in September of 
the years 2021-2024.  The objective of this 
research was to update the determination of 
organophosphate and carbamate pesticides 
in vegetables commonly consumed from local 
store and to compared with previous studies 
using the test kits. 
 
Materials and Methods 
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To monitor and compare contamination 
data of organophosphate and carbamate 
pesticides in popular vegetables, therefore, 
the same vegetables were randomly sampled 
as the previous experiment 8. Based on  
the research in 2014 9, the results found  
that the contamination of organo-carbamate 
and organo-phosphate was mostly found in 
September of the year, so the samples were 
collected in September 2021 8, September 
2022 (this report), September 2023 (this 
report) and September 2024 (this report). 
They were from the same source at each 
market which is Market Y in Bangkan Province 
of Bangkok, Thailand. The 10 vegetables  
that were randomly sampled from market  
Y were cilantro, lettuce, morning glory, 
Chinese cabbage, kale, cucumber, tomato, 
carrot, cabbage, and long beans.  

The samples were purchased 
randomly from market Y and divided into three 
samples of each vegetable. Each sample had 
been done in triplicate. Then, samples are 
extracted immediately in the laboratory  
by grinding. A random sample that has been 
crushed and weighs 5 g in each test gives the 

total of each vegetable at 9 tests (total of 
n=90 tests/year). Then, vegetable samples 
were extracted with dichloromethane and 5% 
ethanol then the dichloromethane were 
evaporated using a nitrogen evaporator until 
approximately 1 mL of sample extract 
remained. The extracts were subsequently 
tested with the GT test kit. Perform the 
experiments as described in the test kit 
document with positive and negative control 
(Table 1, Figure 1). The temperature of the 
water bath has been monitored using a Fluke 
Thermocouple thermometer at 36 ± 2 °C. After 
adding all the test chemicals, read the results 
by comparing the color of the sample with the 
color of the control tubes. Colors more intense 
than or equal to the positive tube will interpret 
that residues were found at unsafe levels 
using the symbol (++). If the color intensity  
is less than the positive control, but less than 
the negative control interpreted as the residue 
was found to be at a safe level using  
the symbol (+). If the color intensity is less 
than or equal to the negative control means 
no organophosphate and carbamate residues 
were detected using the symbol (-). 
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Table 1. Direction in adding each solution for the GT test kit. 
 Negative control Positive control sample Post adding reagent 

5% ethanol 0.25 ml 0.25 ml - - 

Sample extract - - 0.25 ml - 

GT-1 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml In a water bath 5-10 mins 

GT-2 - 0.25 ml 0.25 ml In a water bath 30 mins 

GT-3 1 ml 1 ml 1 ml Perform in a water bath  

GT-4 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml Perform in a water bath 

GT-5 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml Read the result 

 

 

 
Figure 1. Method in determination using test kit from left to right, top to bottom, the sample were 
extracted using the solvent, the evaporation of solvent using nitrogen purge, the solution after 
evaporation, adding reagents as directed in Table 1 in each test, and the results after adding every 
reagent (GT1-GT5) both the indicators (positive and negative control), and sample tests. 
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Results and Discussion 
The results from the test kit were 

shown as the example for the positive tests 
(Figure 2(b))  and the example that found the  
 

residue under the limit ( Figure 2(a)) .  For the 
negative results, the color of the sample 
turned to the same color as the negative 
control or even faded. 

 

 

Figure 2. (a) results from the determining of morning glory as found in the safety level (+) (b) results 
from the determining of Chinese kale as found the unsafe level (++). 
 

From the results of 10 vegetables that 
were randomly sampled from commercial 
sources that were tested using the insecticide 
“GT” test kit organophosphate and carbamate 
yielded the results shown in Table 2,3,4 and 
5.  From the experimental results, it was 
revealed that parsley from yearly sources 
where pesticide residues have been detected 
at unsafe levels.  However, other vegetables 
mostly were found to have some residues but 
at safe levels. In some types of the vegetable, 
the carbamate and organophosphate 
residues were not found, for example, kale 
from the four markets had residues found at a 
safe level, and no residue was found in the 
samples from the department store.  

The reason could be the regulation in the 
department store to promote the sale. 

The results show parsley, Chinese 
kale, carrots, and cowpeas contaminated with 
carbamate and organophosphate over the 
limit by Thai regulations as shown the symbol 
(++). The samples of Chinese cabbage, 
morning glory and tomato were found in the 
safety amount as shown in the symbol (+). 
However, cabbage and cucumber were not 
shown to be contaminated as shown in 
negative results (-). These were summarized 
in Table 2, Table 3, Table 4, and Table 5  
for years 20218, 2022, 2023 and 2024, 
respectively. 

(a)  (b)  

Positive control 

negative control 
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In 2022, the pesticide contamination in 
vegetables was compared to 2021. On the 
other hand, the pesticide residues are not 
detected in cucumber; this might because of 

pesticide is leached into the soil by water from 
the rainy season. Residues are detected on 
tomatoes and lettuce which means that the 
pesticide is used in higher concentrations. 

 

Table 2. Test of pesticide residues in samples of each vegetable from market Y in 20218 (n=90) 

Vegetable 

Number not detected 
(-)(%) 

Number of detected 

 
Number detected in safe 

amount(+) (%)  
Number detected in unsafe 

amount (++)(%) 
Parsley  3(33.33) 0(0.00) 6(66.67) 
Chinese kale 3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Cabbage  9(100.00) 6(66.67) 0(0.00) 
Chinese cabbage 3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Morning glory 6(66.67) 3(33.33) 0(0.00) 
Carrot  6(66.67) 3(33.33) 0(0.00) 
Lettuce  9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Cowpea  3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Tomato 9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Cucumber 6(66.67) 3(33.33) 0(0.00) 
 

Table 3. Test of pesticide residues in samples of each vegetable from market Y in 2022 (n=90) 

Vegetable 

Number not detected 
(-)(%) 

Number of detected 

 
Number detected in safe 

amount (+)(%)  
Number detected in unsafe 

amount (++)(%) 
Parsley  0(0.00) 0(0.00) 9(100.00) 
Chinese kale 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Cabbage  9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Chinese cabbage 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Morning glory 3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Carrot  3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Lettuce  9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Cowpea  0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Tomato 9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Cucumber 3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
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The comparison percentages of pesticide 
residues found in tests of each vegetable from 
Market Y between the years 20149, 20218, 
2022, 2023, and 2024 are shown in Figure 3 
and Figure 4. It was found that carbamate and 

organophosphate were not found in cabbage 
since 2021. The lettuce and cowpea are the 
vegetables in which the contaminate in some 
tests, but still in an amount that is not over the 
limit by Thai regulations.  

 

Table 4. Test of pesticide residues in samples of each vegetable from market Y in 2023 (n=90) 

Vegetable 

Number not detected 
(-)(%) 

Number of detected 

 
Number detected in safe 

amount (+)(%)  
Number detected in unsafe 

amount (++)(%) 
Parsley  0(0.00) 0(0.00) 9(100.00) 
Chinese kale 0(0.00) 0(0.00) 9(100.00) 
Cabbage  9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Chinese cabbage 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Morning glory 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Carrot  0(0.00) 0(0.00) 9(100.00) 
Lettuce  0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Cowpea  0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Tomato 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Cucumber 9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
 

Table 5.  Test of pesticide residues in samples of each vegetable from market Y in 2024 (n=90) 

Vegetable 

Number not detected 
(-)(%) 

Number of detected 

 
Number detected in safe 

amount (+)(%)  
Number detected in unsafe 

amount (++)(%) 
Parsley  0(0.00) 0(0.00) 9(100.00) 
Chinese kale 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Cabbage  9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
Chinese cabbage 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Morning glory 0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Carrot  0(0.00) 9(100.00) 0(0.00) 
Lettuce  3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Cowpea  6(66.67) 3(33.33) 0(0.00) 
Tomato 3(33.33) 6(66.67) 0(0.00) 
Cucumber 9(100.00) 0(0.00) 0(0.00) 
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Figure 3. The comparison test of pesticide residues in samples found the contamination of 
organophosphate and carbamate on each vegetable from Market Y between 20149, 20218, 2022, 
2023 and 2024 
 

 

Figure 4. The comparison test of pesticide residues in samples found unsafe amount of the 
contaminated of organophosphate and carbamate on each vegetable from Market Y between 20149, 
20218, 2022, 2023 and 2024 
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Conclusion 
The problem of residues that are 

harmful to human health and safety. It has 
been studied about the health problems from 
poisoning of carbamate and organophosphate 
such as cardiac complication 12,13. Therefore, 
the consumer should be concerned about 
these contaminants or choose to buy organic 
vegetables that have agricultural product 
quality certification marks. 

There are reports about the analytical 
process of carbamate and organophosphate 
in humans and the environment 14. Those 
experiment need expertise and time 
consumed. However, the simplest way to test 
before consumption is such a test kit, which is 
important for screening those compounds 
contaminated in food 15. The GT test kit has 
reported to be precise compared with 
standard methods16. The standard method 
found the contaminants 27.5% from  
528 samples and GT test kit found the 
contaminants 33.7% from the same 
samples16. The test kit company has reported 
the sensitivity, the specificity, and accuracy 
as 92.3%, 85.1%, and 87.1%, respectively16. 

The experiments showed the 
contamination of organophosphate and 
carbamate on various vegetables collected in 
the Market Y, Bangkan County, Bangkok, 

Thailand. From Figure 3, it was found that the 
contaminated from organophosphate and 
carbamates was slightly lower in recent years. 
It should be noticed that the contaminated 
always found in parsley. From Figure 4, it was 
found that the contamination is reduced from 
a harmful amount to a non-harmful amount. 
However, the contamination in parsley is still 
found in harmful amounts in every experiment 
year. However, the research should be 
conducted in other areas of Thailand to be 
more precise and could lead to the main 
response by the government. As a results, 
consumers should consider how to protect 
themselves by rinsing with detergent such as 
baking soda or hydrogen peroxide 8.  
The season has some factor on the amount of 
residue found since the not-safe number of 
residues was found in the late summer 
compared to yearly8.  
 
Sugguestion 

This study examined vegetable 
samples collected from one area in Bangkok 
and studied only some types of vegetables. 
The results of this study may not be able  
to be used to conclude about organic 
contaminations in vegetables at the national 
level. 
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บทคดัยอ่ 

 
งานวิจัยนีไ้ด้น าเสนอการวิเคราะหค์วามคิดเห็นของผู้เขา้พักโรงแรมในจังหวัดสุรินทรด์้วยเทคนิค 

การวิเคราะห์หัวขอ้แฝงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ 1) วิเคราะหห์ัวขอ้แฝงของความคิดเห็นของผูเ้ขา้พักโรงแรม และ  
2) ศึกษาความสมัพันธ์ระหว่างประเด็นที่พบกับระดับความคิดเห็นของผูเ้ขา้พักผ่านมุมมองของผูใ้ช้บริการ  
มีขัน้ตอนด าเนินการวิจยัตามกระบวนการวิทยาศาสตรข์อ้มลูแบ่งเป็น 5 ขัน้ตอน ไดแ้ก่ (1) การรวบรวมขอ้มูล  
(2) การเตรียมขอ้มูลก่อนประมวลผล (3) การสรา้งชุดขอ้มูลกลุ่มระดบัความคิดเห็น (4) การสรา้งแบบจ าลอง
หวัขอ้แฝง และ (5) การศกึษาหาความสมัพนัธร์ะหวา่งหวัขอ้แฝงกบัระดบัความคิดเห็น  

การวิจัยครัง้นีใ้ช้ขอ้มูลความคิดเห็นจากผูใ้ช้บริการโรงแรมจังหวัดสุรินทรจ์ านวน 15 แห่งโดยการ
รวบรวมจาก Google Map จ านวน 2,042 ความคิดเห็น ผลการวิจัย พบว่า 1) ความคิดเห็นทัง้หมดสามารถ
จ าแนกหวัขอ้แฝงเป็น 7 หวัขอ้ มีความเหมาะสมที่สดุ โดยมีคา่คะแนนความสอดคลอ้งเทา่กบั 0.449 หวัขอ้ความ
คิดเห็น ไดแ้ก่ (1) การพักผ่อนและสิ่งแวดลอ้ม (1) คุณภาพบริการและความสะอาด (3) ประสบการณ์หรูหรา  
(4) เสน่หข์องการตกแต่งโรงแรม 5) ความเงียบสงบและเหมาะสมของโรงแรม (6) ลกัษณะของโรงแรมและ
สถานที่จัดงาน และ (7) ความคุม้ค่าและใชง้านไดจ้ริง 2) ผลการวิเคราะหค์วามสมัพันธร์ะหว่างหวัขอ้แฝงกับ
ระดบัความคิดเห็นพบว่า ผูเ้ขา้พักส่วนใหญ่มีความรูส้ึกเชิงบวกถึงรอ้ยละ 23.60 โดยเฉพาะในดา้นคุณภาพ
บรกิารและความสะอาด และสว่นใหญ่มีความรูส้กึเชิงลบรอ้ยละ 30.89 ในดา้นเสนห่ข์องการตกแตง่โรงแรม 
 
ค าส าคัญ: การเรยีนรูข้องเครือ่ง การวิเคราะหห์วัขอ้แฝง ระดบัความคิดเห็น รวีิวผูเ้ขา้พกัโรงแรม 
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Abstract 
 

This research presents a latent topic analysis of hotel guest reviews in Surin Province using 
data science techniques. The study aims to: (1) analyze latent topics in hotel guest reviews and  
(2) examine the relationship between identified topics and guest sentiment levels from a user 
perspective. The research followed a five-step data science methodology: (1) data collection,  
(2) data pre-processing, (3) sentiment level dataset creation, (4) latent topic modeling, and  
(5) analyzing relationships between latent topics and sentiment levels. 

The research utilized guest reviews from 15 hotels in Surin Province, collected from Google 
Map, comprising 2,042 reviews. Key findings reveal: 1) Reviews were categorized into 7 optimal 
latent topics with a coherence score of 0.449, including: (a) Leisure & Environment, (b) Service 
Quality and Cleanliness, (c) Luxurious Experience, (d) Hotel Renovation Charm, (e) Peaceful and 
Suitable, (f) Hotel Character and Venue, and (g) Affordable and Practical. 2) Sentiment analysis 
showed that guests expressed 23.60% positive sentiments, particularly regarding service quality and 
cleanliness, while 30.89% of reviews contained negative sentiments, primarily concerning hotel 
renovation charm. 
 

Keywords: Machine Learning, Latent Topics Analysis, Review Score, Hotel Reviews 
 
บทน า 

ในปัจจุบัน อุตสาหกรรมการท่องเที่ยวมี
บทบาทส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศไทย 
โดยเฉพาะจังหวัดที่มีการท่องเที่ยวเชิงวฒันธรรม
และประเพณี  จังหวัดสุรินทร์เป็นหนึ่งในแหล่ง
ท่องเที่ยวส าคัญของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือที่มี
วฒันธรรมและประเพณีอนัเป็นเอกลกัษณโ์ดดเด่น 
เช่น งานช้างสุรินทร ์ผา้ไหมพืน้เมือง และวิถีชีวิต
ชาวชนบทที่ดึงดูดนักท่องเที่ยวทั้งชาวไทยและ
ต่างชาติ ในปี 2565 ถึง 2566 มีนักท่องเที่ยวชาว
ไทยจ านวน 865,250 คน และ 1,097,197 คน 
นักท่องเที่ยวชาวต่างประเทศจ านวน 10,733 คน 

และ 27,592 คน ตามล าดบั และในปี 2566 มีอตัรา
การพกัคา้งแรมในจงัหวดัสรุนิทรจ์ านวน 812,653 คน1 

การท่องเที่ยวที่ เติบโตอย่างต่อเนื่องในจังหวัด
สรุินทรส์ง่ผลใหธุ้รกิจโรงแรมในพืน้ที่มีความส าคัญ
มากยิ่งขึน้ โดยมีบทบาทส าคัญในการสรา้งความ
ประทบัใจและประสบการณท์ี่ดีใหแ้ก่นกัทอ่งเที่ยว 

การรวบรวมความคิดเห็นของผู้เข้าพัก
โรงแรมผ่านรีวิวออนไลน์เป็นแหล่งข้อมูลส าคัญ
ส าหรบัการท าความเขา้ใจมุมมองและประสบการณ์
ของลูกค้า 2 การวิ เคราะห์ความคิดเห็นช่วยให้
ผู้ประกอบการสามารถรับรู ้ถึงข้อดีข้อเสียและ
พัฒนากลยุทธ์การตลาดได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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อย่างไรก็ตาม ความหลากหลายและความซบัซอ้น
ของข้อมูลท าให้การวิเคราะห์ด้วยวิธีดั้งเดิมเป็น 
เรื่องที่ทา้ทาย นอกจากนี ้การศึกษาส่วนใหญ่ใน
อดีตมักใช้ข้อมูลจากแพลตฟอรม์เดียว ซึ่งอาจ 
ไม่สะท้อนภาพรวมของความคิดเห็นผู้เข้าพักได้
อย่างครบถ้วน การใช้ข้อมูลจาก Google Map  
ที่รวบรวมความคิดเห็นจากหลายแพลตฟอรม์ เช่น 
TripAdvisor, Booking.com, Agoda.com จึงเป็น
แนวทางที่มีศกัยภาพในการใหข้อ้มลูที่หลากหลาย
และครอบคลมุมากกวา่ 

เทคนิคการวิเคราะหห์วัขอ้แฝง (Latent Topic 
Analysis) ไดร้บัการยอมรบัว่าเป็นเครือ่งมือส าคญั
ในการจัดการกับข้อมูลข้อความจ านวนมาก 3  
เทคนิคนีช้่วยในการคน้หาและจดักลุม่ประเด็นหรือ
หวัขอ้ที่ซ่อนอยู่ในขอ้ความ รีวิวออนไลนข์องผูเ้ขา้
พักโรงแรมมักมีประเด็นที่หลากหลาย ตั้งแต่การ 
ช่ืนชมสิ่งอ านวยความสะดวกจนถึงการรอ้งเรียน
ปัญหาต่าง  ๆ  การใช้เทคนิคการจัดสรรแบบ 
ดิ ริชเลต์แฝง (Latent Dirichlet Allocation หรือ LDA)  
ซึ่งเป็นหนึ่งในเทคนิคของการวิเคราะห์หัวขอ้แฝง 
ช่วยให้สามารถระบุหัวข้อที่ส  าคัญและเช่ือมโยง
ขอ้ความแต่ละข้อความกับหัวข้อเหล่านั้นได้โดย
อัตโนมัติ นอกจากการระบุหัวข้อแลว้ การศึกษา
ความสมัพนัธร์ะหว่างหวัขอ้กับระดบัความคิดเห็น 
เช่น ความคิดเห็นเชิงบวก เชิงลบ หรือเป็นกลาง  
มีความส าคัญต่อการท าความเข้าใจประเด็น 
ที่มีผลกระทบต่อความพึงพอใจของผู้เข้าพัก 
ตวัอย่างเช่น การวิเคราะหอ์าจพบว่าความคิดเห็น
เชิงบวกเก่ียวข้องกับหัวข้อด้านบริการที่เป็นมิตร
หรือสิ่งอ านวยความสะดวกที่ทันสมัย ในขณะที่ 
 

ความคิด เห็นเชิงลบอาจเก่ียวข้องกับหัวข้อที่
เก่ียวกบัความสะอาดหรอืการจดัการปัญหา การท า
ความเข้าใจลักษณะนีจ้ะช่วยให้ผู้ประกอบการ
โรงแรมสามารถระบุจุดแข็งและจุดที่ตอ้งปรบัปรุง
ไดอ้ยา่งชดัเจน 

ในบริบทของจังหวัดสุรินทร ์การศึกษา
โรงแรมที่ เป็นมิตรกับสุขภาพและสิ่งแวดล้อม 
(Green Health Hotel) ยังเป็นอีกหนึ่งประเด็นที่มี
การศึกษาอย่างจ ากดั แมว้่าแนวโนม้การท่องเที่ยว
เชิงยั่ งยืนจะเป็นที่สนใจมากขึ ้น  การใช้ข้อมูล 
จากโรงแรมประเภทนีจ้ะช่วยใหเ้ขา้ใจมุมมองของ 
ผูเ้ข้าพักที่มีต่อการบริการที่ค  านึงถึงสุขภาพและ
สิ่งแวดล้อม ซึ่งอาจมีความต้องการและความ
คาดหวงัที่แตกตา่งจากโรงแรมทั่วไป 

การวิจยันีมุ้ง่เนน้การวิเคราะหค์วามคิดเห็น
จากรีวิวผู้เข้าพักโรงแรมในจังหวัดสุรินทร ์โดยมี
วตัถปุระสงคเ์พื่อ (1) วิเคราะหห์วัขอ้แฝงของความ
คิด เห็ นของผู้ เข้าพัก โรงแรม  และ (2) ศึ กษ า
ความสมัพนัธร์ะหว่างประเด็นที่พบกบัระดบัความ
คิดเห็นของผู้เข้าพัก การวิเคราะห์นีจ้ะใช้เทคนิค 
การจัดสรรแบบดิริชเลต์แฝงในการจัดกลุ่มความ
คิดเห็นและระบุหัวข้อหลัก  โดยใช้ข้อมูลจาก 
Google Map ที่รวบรวมความคิดเห็นจากหลาย
แพลตฟอรม์ และมุ่งเนน้ไปที่โรงแรมที่เป็นมิตรกับ
สขุภาพและสิ่งแวดลอ้ม การคน้พบจากการวิจัยนี ้
ไมเ่พียงช่วยใหเ้ขา้ใจในมมุมองของผูเ้ขา้พกัโรงแรม
ในเชิงลกึ แตย่งัสามารถน าผลลพัธไ์ปประยกุตใ์ชใ้น
การพฒันาคณุภาพการบริการ วางแผนการตลาด 
และเสริมสรา้งประสบการณ์ของนักท่องเที่ยวใน
จงัหวดัสรุนิทรต์อ่ไป 
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ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
1. คุณภาพการบริการ (Service Quality หรือ ServQual)  

คุณภาพการบริการถือเป็นหัวใจส าคัญที่
ช่วยใหธุ้รกิจสามารถสรา้งความพึงพอใจแก่ลกูคา้
และความแตกต่างจากคู่แข่งได ้แนวคิด ServQual 
ที่พัฒนาโดย Parasuraman และคณะ4  ไดร้บัการ
ยอมรบัอยา่งกวา้งขวางในดา้นการวดัและวิเคราะห์
คุณภาพการบริการ โดยเน้นไปที่ความคาดหวัง 
และการรบัรูข้องลกูคา้เก่ียวกับการบริการ ระบุว่า
คณุภาพการบรกิารเป็นการรบัรูข้องลกูคา้ที่เกิดจาก
การเปรยีบเทียบระหวา่ง ความคาดหวงั (Expectations) 
และ การบริการที่ได้รบัจริง (Perceived Service) 
การบริการที่มีคุณภาพเกิดขึน้เมื่อการให้บริการ
สามารถตอบสนองหรือเกินกว่าความคาดหวงัของ
ลูกค้าอย่างสม ่าเสมอ แนวคิดนีชี้ใ้ห้เห็นว่าความ 
พึงพอใจของลูกคา้ไม่ไดเ้กิดจากการบริการเพียง
ครัง้เดียว แต่เป็นผลจากการสรา้งมาตรฐานการ
ใหบ้ริการอย่างต่อเนื่อง ServQual แบ่งองคป์ระกอบ
ของคุณภาพการบริการออกเป็น 5 ดา้นหลกั ดังนี ้
1) ความนา่เช่ือถือในการบรกิาร(Reliability) 2) การสรา้ง
ความมั่นใจใหผู้ร้บับริการ (Assurance) 3) การตอบสนอง
ต่อผูร้บับรกิาร (Responsiveness) 4) ความเอาใจใส่
ผูร้บับรกิาร (Empathy) 5) การบรกิารท่ีเป็นรูปธรรม 
(Tangibles)  

แนวคิด ServQual เป็นมมุมองธุรกิจที่จะสรา้ง
การน าเสนอบริการให้แก่ลูกค้า มุ่งเน้นให้ธุรกิจ
บริการตระหนกัถึง ช่องวา่งระหวา่งความคาดหวงัและ
การรบัรู ้ซึ่งเป็นหวัใจส าคญัในการพัฒนาคุณภาพ
การบริการ การยกระดับคุณภาพบริการที่ สามารถ
ตอบสนองหรือเกินกว่าความคาดหวงัของลกูคา้จะ
ช่วยสรา้งความพึงพอใจ เสริมสรา้งความเช่ือมั่น 
และน าไปสูค่วามส าเรจ็ที่ยั่งยืนในธุรกิจบรกิาร5 

2. การวิเคราะหห์ัวข้อแฝง 
การวิเคราะหห์ัวขอ้แฝง (Latent Topic Analysis) 

เป็นเทคนิคที่ใช้เพื่อสกัดหัวขอ้หรือประเด็นส าคัญ
จากข้อความจ านวนมาก วิธีนี ้ได้รับความนิยม 
ในงานวิจยัและการประยกุตใ์ชง้านดา้นการวิเคราะห์
ขอ้ความ เช่น การจดัหมวดหมู่เอกสาร การท าเหมือง
ข้อความ และการท าความเข้าใจความคิดเห็น 
ของผูใ้ช้จากขอ้มูลออนไลน์ หนึ่งในวิธีการที่ไดร้บั
ความนิยมสูงสุดส าหรับการวิเคราะห์หัวข้อแฝง 
คื อ  Latent Dirichlet Allocation (LDA) ซึ่ ง เ ป็ น
แบบจ าลองทางสถิติแบบ Bayesian ที่พัฒนาขึน้
เพื่อคน้หาโครงสรา้งหวัขอ้แฝงในชดุขอ้มลูขอ้ความ
ขนาดใหญ่ LDA ท างานบนพืน้ฐานของสมมติฐาน
ที่ว่าเอกสารแต่ละฉบบัประกอบดว้ยการผสมผสาน
ของหัวข้อต่าง ๆ และแต่ละหัวข้อประกอบด้วย 
การกระจายตวัของค าศพัทต์่าง ๆ โดยแบบจ าลอง 
LDA สามารถระบุความสัมพันธ์ระหว่างเอกสาร 
ค าศพัท ์และหวัขอ้แฝงไดโ้ดยอตัโนมตัิ โดยใชค้ลงั
ขอ้ความ (Corpus) และพจนานุกรม (Dictionary) 
เป็นพืน้ฐาน ท าใหเ้หมาะส าหรบัการวิเคราะหข์อ้มลู
ข้อความที่ มี ความซับซ้อนและหลากหลาย 6  
ดงังานวิจัยของ Sultana และคณะ2 ไดป้ระยุกตใ์ช้
เทคนิค LDA ในการวิเคราะหค์วามคิดเห็นจากรีวิว
ออนไลนข์องโรงแรมเครือข่ายระดบัโลกในภูมิภาค
เอเชียใต้ โดยรวบรวมรีวิวจ านวนมาก เพื่อสกัด
หวัขอ้ส าคญัที่ลกูคา้ใหค้วามสนใจ เช่น ความสะอาด 
อาหาร พนักงาน และการบริการ ผลการวิเคราะห์
ช่วยให้โรงแรมสามารถเขา้ใจความต้องการและ
ปัญหาของลกูคา้ไดอ้ย่างชดัเจนและน าไปปรบัปรุง
บรกิารไดต้รงจดุ 

 



PBRU SCIENCE JOURNAL 
ปีที่ 22 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม-ธันวาคม 2568 

46 

PBRU Science Journal 

Volume 22 Number 2 July-December 2025 

คลังข้อความคือข้อมูลที่ ใช้เป็นพื ้นฐาน
ส าหรบัการฝึกโมเดล LDA โดยอยู่ในรูปแบบของ 
Bag of Words (BoW) ซึ่งแสดงถึงการนับจ านวน
ครัง้ที่ค  าแต่ละค าปรากฏในเอกสาร ตวัอย่างขอ้มูล
ในรูปแบบ corpus เช่น [[(0, 1), (1, 2)], [(0, 3), 
(1, 5)]] ในที่นี  ้ตัวเลขในวงเล็บคู่แรก เช่น (0, 1) 
หมายถึง 0 คือ ID ของค าในเอกสาร และ 1 คือ 
จ านวนครัง้ที่ค  านีป้รากฏในเอกสาร การแปลงขอ้ความ
เป็น corpus ช่วยให้โมเดล LDA สามารถท างาน 
ไดอ้ยา่งมีประสทิธิภาพ เนื่องจากขอ้มลูขอ้ความดิบ
จะถูกประมวลผลให้อยู่ ใน รูปแบบเชิงตัวเลข 
ที่เหมาะสมกบัการวิเคราะหท์างคณิตศาสตร ์ 

ส  าหรบัพจนานกุรม เป็นองคป์ระกอบส าคญั
ในกระบวนการเตรียมขอ้มูล ส าหรบั LDA โดยท า
หนา้ที่เก็บขอ้มลูความสมัพนัธร์ะหวา่งค าในขอ้ความ
และ ID ของค า ตัวอย่างเช่น {'apple': 0, 'banana': 1, 
'cherry': 2} ในตัวอย่างนี ้ค  าว่า “apple” ถูกแทน
ดว้ย ID ที่ 0 และค าว่า “banana” ถูกแทนดว้ย ID 
ที่ 1 การสรา้งพจนานกุรมช่วยใหเ้ราสามารถแปลง
ขอ้ความใหอ้ยู่ในรูปแบบที่เครื่องสามารถเขา้ใจได ้
และน าไปสรา้ง corpus ส าหรบัการฝึกโมเดล LDA 
พจนานุกรมยังช่วยลดขนาดของข้อมูลด้วยการ
ก าจดัค าซ า้หรือค าที่ไม่เก่ียวขอ้ง7 เช่น ค าที่มีความถ่ี
ต ่าหรอืค าที่ไมม่ีความส าคญัในเนือ้หา 

กระบวนการวิเคราะหห์ัวขอ้แฝงดว้ย LDA 
ประกอบดว้ย 4 ขัน้ตอน8 ดงันี ้

1) เตรียมขอ้มูลขอ้ความ เป็นขัน้ตอนการ
รวบรวมขอ้มูลข้อความดิบ และท าความสะอาด
ขอ้มูล เช่น การลบค าหยดุ (Stop words) และการ
แปลงขอ้ความใหอ้ยูใ่นรูปแบบค า (Word Tokenization) 

2) สร้างพจนานุกรมและคลังข้อความ  
เป็นขัน้ตอนการสรา้งพจนานุกรมที่ระบุค าและ ID 
และแปลงขอ้ความเป็น corpus ในรูปแบบ BoW 

3) ฝึกโมเดล LDA เป็นขัน้ตอนการใช ้corpus 
และพจนานุกรมเพื่ อ ฝึกโมเดล LDA และระบุ
จ านวนหวัขอ้แฝงที่ตอ้งการคน้หา 

4) วิเคราะหผ์ลลพัธ ์เป็นขัน้ตอนการตรวจสอบ
ค าส าคญัที่เก่ียวขอ้งกับแต่ละหวัขอ้ และน าหวัขอ้
ไปตีความและปรบัใชต้ามความเหมาะสม 
 
3. หัวข้อการแสดงความคิดเห็นจากแพลตฟอรม์
ผู้ให้บริการจองโรงแรม 

การแสดงความคิด เห็ นของลูกค้าบน
แพลตฟอรม์จองโรงแรมเป็นแหล่งขอ้มูลที่มีคุณค่า
ในการวิเคราะหป์ระสบการณ์และความพึงพอใจ
ของผู้ใช้บริการ เนื ้อหาในความคิดเห็นเหล่านี ้
สะทอ้นถึงความคาดหวงัและการรบัรูเ้ก่ียวกับการ
บรกิารของโรงแรมในมิติต่าง ๆ ซึ่งแพลตฟอรม์จอง
โรงแรมแต่ละแห่งมีการออกแบบหวัขอ้ส าหรับการ
แสดงความคิด เห็นที่ แตกต่างกัน  เพื่ อช่วยให้
นักท่องเที่ยวและผู้ประกอบการโรงแรมสามารถ 
น าขอ้มูลเหลา่นีไ้ปใชพ้ฒันาและปรบัปรุงบริการได้
อยา่งตรงจดุ  

หวัขอ้การแสดงความคิดเห็นของแพลตฟอรม์
จองโรงแรมมีความหลากหลายและเนน้ประเด็นที่
ส  า คัญ ต่ อป ระสบ การณ์ ขอ งผู้ เข้าพั ก  ก า ร
เปรียบเทียบหัวขอ้ระหว่างแพลตฟอรม์ช่วยใหเ้รา
เข้าใจมุมมองของลูกค้าและแนวทาง ในการ
ปรบัปรุงบริการเพื่อใหส้อดคลอ้งกับความตอ้งการ
ของตลาด ทัง้นีก้ารใชข้อ้มูลเหลา่นีอ้ย่างเหมาะสม
สามารถเพิ่มความพึงพอใจและความภักดีของ
ลกูคา้ไดใ้นระยะยาว 
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ผูว้ิจยัไดส้  ารวจและรวบรวมหวัขอ้การแสดง
ความคิดเห็นจากแพลตฟอรม์จองโรงแรมยอดนิยม 
แพลตฟอรม์มีการก าหนดกรอบหัวขอ้ให้ลกูคา้ได้
แสดงความคิดเห็นแสดงดงั Table 1. โดยงานวิจัย

นีจ้ะรวบรวมขอ้มูลจากบริการ Google เป็นหลัก  
ซึ่งข้อมูลจาก Google นั้นมาจากรวบรวมความ
คิดเห็นจากหลายแพลตฟอรม์ 

 
Table 1. Topics of comments from hotel booking service platforms 

Agoda.com Booking.com TripAdvisor.com Trip.com Google.com 
ท าเลท่ีตัง้ ท  าเลท่ีตัง้ ท  าเลท่ีตัง้ ท  าเลท่ีตัง้ ท  าเลท่ีตัง้ 

ความสะอาด ความสะอาด ความสะอาด ความสะอาด - 

สิ่งอ  านวยความสะดวก สิ่งอ  านวยความ
สะดวก 

สิ่งอ  านวยความ
สะดวก 

สิ่งอ  านวยความ
สะดวก 

- 

การใหบ้รกิารของพนกังาน พนกังาน บรรยากาศ การใหบ้รกิารของ
พนกังาน 

การใหบ้รกิาร 

ความสะดวกสบายและคณุภาพ
ของหอ้งพกั 

ความสบาย คณุภาพของ
หอ้งพกั 

- คณุภาพของ
หอ้งพกั 

คุม้คา่กบัเงินท่ีจ่าย คุม้คา่เงิน ราคา - - 

 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

การวิจัยนีเ้ป็นการศึกษาแบบการวิเคราะห์
ข้ อ มู ล ทุ ติ ย ภู มิ  ( Secondary Data Analysis)  
โดยใชข้อ้มลูรวีิวออนไลนข์องผูเ้ขา้พกัโรงแรมที่มีอยู่
แล้วใน  Google Map ซึ่ ง เป็นข้อมูลที่ ผู้ เข้าพัก 
ได้แสดงความคิดเห็นเพื่อแบ่งปันประสบการณ์ 
การใช้บริการ ไดก้ าหนดกรอบแนวคิดงานวิจัยที่
สอดคล้องกับวัตถุประสงค์การวิจัยด าเนินการ 
ตามกระบวนการวิทยาศาสตรข์อ้มูลดังนี  ้ข้อมูล 
ที่ไดร้บัการรวบรวมมาจากอินเทอรเ์น็ตจะไดร้บัการ
ปรบัปรุงใหม้ีความพรอ้มก่อนการน าไปประมวลผล 
(Data Preprocessing) ขอ้มูลชุดนีจ้ะถูกประมวลผล
เป็นขอ้มูล 2 ชุด ไดแ้ก่ แบบจ าลองหัวขอ้แฝงและ
ขอ้มลูการแบ่งกลุม่ระดบัความคิดเห็นของผูเ้ขา้พกั

โรงแรม น ามาวิเคราะหห์าความสมัพนัธร์ะหว่างกนั
เพื่ อวิเคราะห์หาปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพของ
โรงแรมในมมุมองของผูเ้ขา้พกัโรงแรม 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจัยเก็บรวบรวมขอ้มูลความคิดเห็น 
ผู้เข้าพักโรงแรมในจังหวัดสุรินทรเ์ฉพาะโรงแรม 
ที่ขึน้ทะเบียนในฐานข้อมูลโรงแรมที่เป็นมิตรกับ
สุขภาพและสิ่งแวดล้อม (GREEN Health Hotel) 
เนื่ องจากเป็นแหล่งข้อมูลที่มี การรับรองและ 
มีมาตรฐานชัดเจนจากหน่วยงานราชการ จ านวน  
15 แห่ง9 ไดแ้ก่ โรงแรมมณีสงัขะ ศรีประทีปรีสอรท์ 
โรงแรมมาลินี  สุรินทรารีสอรท์ บ้านนาพฤกษารี
สอรท์ สวนป่ารีสอรท์ โรงแรมทองเพกา วนัฟูโฮเทล 
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โรงแรมมาติน่า โรงแรมสวนปาลม์รีสอรท์ โรงแรม
อารีน่า โรงแรมมณีโรจน ์โรงแรมสรุินทรม์าเจสติก 
โรงแรมโซรินบทูีค และโรงแรมทองธารินทร ์อย่างไร
ก็ตาม การจ ากัดขอบเขตนีอ้าจท าให้ผลการวิจัย 
ไม่สามารถขยายผลไปยังโรงแรมประเภทอื่น 
ไดอ้ยา่งครบถว้น 

 

 
Figure 1. Research conceptual framework 

 
เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

1. Google Maps Platform Web service 
เป็นบริการของ Google ส าหรับเรียกใช้ข้อมูล 
ของ Google ไดเ้ช่น ขอ้มลูรายละเอียดของสถานที่
จาก Google Map เป็นตน้ 

2. โปรแกรม Postman ส าหรบัเรียกใช้เว็บ
เซอรว์ิส (Web Service) รวบรวมขอ้มูลจากบริการ
ของ Google 

3. โป รแกรม  Google Colab ใช้ส  าห รับ 
การพฒันาแบบจ าลองดว้ยภาษาไพธอน (Python) 

4. ชุดค าสั่งภาษาไพธอนที่ส  าคัญ ได้แก่ 
ชุดค าสั่ง NLTK ส าหรบัการจัดเตรียมขอ้มูลก่อน
การประมวลผล ชุดค าสั่ง sklearn ส าหรับเรียก
ป ระม วลผล  และ  ชุ ด ค าสั่ ง  gensim ส าห รับ 
การสรา้งและประเมินแบบจ าลอง 

 
การรวบรวมข้อมูล 

การรวบรวมข้อมูลความคิดเห็นผู้เข้าพัก
โรงแรมในจังหวดัสรุินทรจ์ านวน 15 แห่ง ท่ีปรากฏ
อยู่บน Google Map ซึ่ง Google Map นัน้ไดร้วบรวม
มาจากความคิดเห็นของผูเ้ขา้พักที่ใช้บริการจอง
ผา่นแพลตฟอรม์ตา่ง ๆ  เช่น Google.com TripAdvisor 
Booking.com Agoda.com เป็นต้น ผู้วิจัยท าการ
รวบ รวมระหว่า ง เดื อนมกราคม  พ .ศ . 2556  
ถึง เดือนสงิหาคม พ.ศ.2567 โดยการใชบ้รกิารจาก 
Google Maps Platform10 ท างานรว่มกบัโปรแกรม 
Postman จึงสามารถดึงความคิดเห็นผู้เข้าพัก
โรงแรมตามที่ เง่ือนไขที่ก าหนดได้ ดัง Figure 2 
แสดงตวัอยา่งรวีิวผูเ้ขา้พกัโรงแรมบน Google Map 
ได้ให้ข้อมูลความคิดเห็นและคะแนนต่อโรงแรม 
และใช้เครื่องมือ Google Translator ในการแปล
ความคิดเห็นจากภาษาไทยใหเ้ป็นภาษาอังกฤษ 
ดงันัน้ขอ้มลูที่รวบรวมจึงประกอบดว้ย ขอ้มลูความ
คิดเห็นภาษาตน้ฉบบั ความคิดเห็นแบบแปลภาษา
อังกฤษ คะแนนความคิดเห็น และช่ือโรงแรม 
รวบรวมขอ้มลูไดจ้ านวน 4,980 รายการ 
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Figure 2. Examples of hotel guest reviews on Google Map 
 

การเตรียมข้อมูลก่อนประมวลผล 
ขอ้มลูที่รวบรวมไดจ้ านวน 4,980 รายการ 

ข้อความทั้งหมดจะได้รับการตรวจสอบและ
ปรบัแต่งให้เหมาะสมก่อนน าไปประมวลผลด้วย
โปรแกรม Google Colab โดยมีด าเนินการท่ีส าคญั
ดังนี ้ (1) เลือกเฉพาะรายการที่มีข้อความแสดง
ความคิ ด เห็ น  (2) ตัด เค รื่อ งหมายวรรคตอน 
(Punctuation) แ ล ะ ค า เ ช่ื อ ม  (Stop words)  

ด้วยชุดค าสั่ ง  NLTK (3) ตัดอักขระพิ เศษออก  
(4) ตดัตวัเลขออก (5) แปลงขอ้ความใหอ้ยูใ่นรูปแบบ
ขอ้ความเป็นกลุ่มของโทเค็น (Tokens) ที่คั่นดว้ย
เครื่องหมายคอมม่า  ภายหลังการจัด เตรียม 
ข้อมูลเรียบรอ้ยแล้วจะมีข้อมูลพรอ้มใช้จ านวน 
2,042 รายการ คิดเป็นรอ้ยละ 41 ของจ านวนขอ้มลู
ทัง้หมด 

 

 Table 2. Examples of comment data preparation 
ความคดิเหน็ ความคดิเหน็ภาษาอังกฤษ กลุ่มโทเคน็ 

สะอาด สงบ เดินทางสะดวก มีท่ี 
จอดรถ แตแ่อรเ์สียงดงัเกินไป 
นอนไมห่ลบั 

Clean, quiet, convenient to travel, 
has parking, but the air conditioner 
is too loud and can't sleep well. 

clean,quiet,convenient,travel, 
parking,air,conditioner,loud, 
sleep,well 

สถานท่ีสงบ หอ้งพกัระดบัปานกลาง 
จอดรถหนา้หอ้ง พืน้หอ้งยงัถไูมค่อ่ย
สะอาดเท่าท่ีควร 

Calm location, average rooms 
Parking in front of the room The 
floor of the room was not mopped 
as clean as it should have been. 

calm,location,average,rooms, 
parking,front,room,floor,room, 
mopped,clean 

สะดวกสบายสะอาด Fresh comfortable clean  fresh,comfortable,clean, 
บรรยากาศดีเงียบสงบเขตเมือง 
ใกลห้า้งสรรพสินคา้ 

Good atmosphere, quiet in the city 
area, near shopping malls. 

good,atmosphere,quiet,city, 
area,near,shopping,malls 
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การสร้างชุดข้อมูลกลุ่มระดับความคิดเห็น 
การใหค้ะแนนของผูเ้ขา้พกัโรงแรมมีคา่อยู่

ระหวา่ง 1 ถึง 5 จะถกูน ามาสรา้งเป็น 3 กลุม่ (Classes)  
 

ได้แก่ ความคิดเห็นเชิงบวก ความคิดเห็นเชิงลบ 
และความคิดเห็นปกติ ขอ้มลูความคิดเห็นทกุรายการ
จะไดร้บัการจดักลุม่ใหมม่ีเง่ือนไขดงันี ้

Table 3. Conditions for review score grouping 
Review score Review score group Description 

1 to 2 Negative group Low satisfaction 
3 Neutral group Moderate satisfaction 

4 to 5 Positive group High satisfaction 
 

การสร้างแบบจ าลองหัวข้อแฝง 
ขอ้มูลความคิดเห็นจ านวน 2,042 รายการ 

จะถูกแปลงให้เป็นข้อมูลแบบพจนานุกรม หรือ 
Dictionary และแต่ละรายการความคิดเห็นถูกแปลง
ให้เป็นคลังข้อความ หรือ Corpus ด้วยชุดค าสั่ ง 
corpora ของ genism ขอ้มูลชุดพจนานุกรม และ
คลงัขอ้ความนีจ้ะไดร้บัการน ามาคน้หาหัวขอ้แฝง
ดว้ยชุดค าสั่ง LdaModel ของ genism ตามล าดับ
ขัน้ตอนดงันี ้ 

1) ก า รทด ลอ งแบ่ งหั ว ข้ อ จ าก ข้ อมู ล 
ความคิดเห็นเป็นจ านวน 3 ถึง 15 หวัขอ้ โดยก าหนด

คา่พารามิเตอรท์ี่ใชส้รา้งแบบจ าลองใชค้า่แบบปริยาย 
(Default Value) ไดแ้ก่ คา่ random_state เทา่กบั 42 

2) การคดัเลือกหาจ านวนหวัขอ้ที่เหมาะสม
กับการแปลความหมายและมีค่าคะแนนความ
สอดคลอ้ง (Coherence score) อยูใ่นระดบัสงู  

3) การตัง้ช่ือหวัขอ้จากการแปลความหมาย
ของค าที่มีอิทธิพล (Weight) ต่อหวัขอ้แฝงจ านวน 
10 ค า  

4) การหาความน่าจะเป็นของรายการ
ความคิดเห็นเทียบกบัหวัขอ้  

5) การแปลผลสรุปรายการความคิดเห็นที่มี
คา่ความนา่จะเป็นตามหวัขอ้แฝงอนัดบัสงูที่สดุ 

 

 
 

Figure 3. Steps in creating latent topic models 
 

Table 4. Examples of comment interpretation according to the model 
Review no Topic 1 Topic 2 … Topic n แปลผล 

1 0.11 0.22 … 0.33 Topic n 
2 0.66 0.55 … 0.44 Topic 1 
3 0.77 0.88 … 0.99 Topic n 
… … … … … … 

2042 0.22 0.66 … 0.33 Topic 2 
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การหาความสัมพันธ์ระหว่างหัวข้อแฝงกับ
ระดับความคิดเห็น 

ในขั้นตอนนี ้จะมีข้อมูล 2 ชุดที่มีจ านวน 
2,042 รายการที่น  ามาประมวผล ไดแ้ก่ ชุดขอ้มูล
รีวิวที่ แบ่ งตามกลุ่ม ระดับความคิด เห็น  และ 
ชดุขอ้มลูที่แบง่ตามหวัขอ้แฝง การหาความสมัพนัธ์
ระหว่างชุดข้อมูลจะน าเสนอเชิงสถิติและแบบ 
ทศันภาพ (Visualization) เพือ่การศึกษาถึงปัจจยัที่
สง่อิทธิพลตอ่กนั 

 

ผลการวิจัยและวิจารณผ์ล 
1. ผลวิเคราะห์หัวข้อแฝงของความคิดเห็น 
ของผู้เข้าพักโรงแรม 

การเลือกจ านวนหัวข้อที่เหมาะสมผู้วิจัย 
ได้ทดสอบจ านวนหัวข้อระหว่าง 3 ถึง 15 หัวข้อ 

เพื่อพิจารณาการเปรียบเทียบค่าคะแนนความ
สอดคลอ้งกับจ านวนหัวข้อจาก Figure 4 พบว่า  
3 อนัดบัแรกที่มีค่าคะแนนความสอดคลอ้งสงูที่สดุ 
ได้แก่  1) ก รณี แบ่ ง  7 หัวข้อ  มี คะแนน  0.449  
2) กรณีแบ่ง 12 หัวข้อ มีคะแนน 0.473 3) กรณี
แบ่ง 15 หัวข้อ มีคะแนน 0.467 ถึงแม้การแบ่ง
จ านวนหวัขอ้ 12 และ 15 หวัขอ้ จะใหค้ะแนนความ
สอดคลอ้งสงู แตก่ารแบ่งจ านวนหวัขอ้ที่มากเกินไป
จะเกิดจ านวนค าซ า้ในแตล่ะหวัขอ้ในปรมิาณมีมาก
และเกิดความยากในการตัง้ช่ือแตล่ะหวัขอ้11  ดงันัน้
การแบ่งจ านวน 7 หัวข้อจึงเป็นจ านวนหัวข้อที่
เหมาะสมมากที่สดุ 

 

 
 

Figure 4. Comparison of coherence scores 
 
ผลลพัธ์การจดัหวัขอ้และค า 10 อนัดบัแรกที่มีค่าถ่วงน า้หนกัมากที่สดุและพิจารณาความหมายโดยรวม

ของแตล่ะหวัขอ้ก าหนดเป็นช่ือหวัขอ้ใหมใ่นแตล่ะกลุม่ แสดงดงั Table 5 และ 6 ตามล าดบั 
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Table 5. Words used in each topic 
ล าดบัหวัขอ้ กลุ่มค  า 

1 pool, good, simply, silent, program, voice, service, luckily, without, relaxing 
2 good, service, rooms, clean, meeting, atmosphere, tourists, food, training, accommodation 
3 water, luxurious, probably, considering, best, jasmine, city, near, deliciousness, mini 
4 hotel, room, renovated, service, rooms, good, clean, charm, like, city 
5 clean, good, service, best, quiet, atmosphere, rooms, suitable, hotels, relaxation 
6 hotel, old, good, room, needs, entertainment, large, rooms, venues, bathroom 
7 room, price, service, good, use, easy, girls, storage, usable, little 

 
Table 6. Assigning new topic names 

ล าดบัหวัขอ้ ช่ือหวัขอ้ภาษาองักฤษ ช่ือหวัขอ้ภาษาไทย 

1 Leisure & Environment การพกัผ่อนและสภาพแวดลอ้ม 
2 Service Quality & Cleanliness คณุภาพบรกิารและความสะอาด 
3 Luxurious Experience ประสบการณค์วามหรูหรา 
4 Hotel Renovation Charm เสน่หข์องการตกแตง่โรงแรม 
5 Peaceful and Suitable ความเงียบสงบและความลงตวั 
6 Hotel Character & Venues เอกลกัษณแ์ละสิ่งอ  านวยความสะดวกภายในโรงแรม 
7 Affordable and Practical ความคุม้คา่และตอบโจทยก์ารใชง้าน 

 
ภายหลงัจากการไดช่ื้อหัวขอ้แล้วสามารถ

น ามาแสดงความน่าจะเป็นของแต่ละความคิดเห็น
แลว้คดัเลือกความน่าจะเป็นที่สงูที่สุดเพื่อก าหนด
หัวขอ้ในแต่ละความคิดเห็นได ้เช่น ความคิดเห็น
ล าดบัท่ี 4 “สะดวกสบายหอ้งสะอาด” จดัอยูใ่นกลุม่
หัวข้อคุณภาพบริการและความสะอาด  หรือ  
ความคิดเห็นล าดบัท่ี 2041 “โรงแรมระดบั 3-4 ดาว
ในสรุินทรม์ีหอ้งประชุมเยอะ” จัดอยู่ในกลุ่มหวัขอ้
เอกลักษณ์และสิ่งอ านวยความสะดวกภายใน

โรงแรม เป็นตน้ และในกระบวนการวิเคราะหห์วัขอ้
แฝงด้วย LDA อาจพบค่า NaN (Not a Number) 
ในบางหัวข้อของบางความคิดเห็น ซึ่งเกิดจาก 
ความคิดเห็นนัน้ไม่มีค  าศัพทท์ี่เก่ียวข้องกับหัวขอ้
ดงักล่าวภายหลงัการประมวลผลขอ้ความ ในการ
วิเคราะห์นี ้ ค่า NaN จะถูกจัดการโดยไม่น ามา
ค านวณในสถิติเฉลี่ย และไม่ส่งผลกระทบต่อการ
ระบหุวัขอ้หลกัของแตล่ะรวีิว ดงัแสดงใน Table 7 
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Table 7. Probability of each comment 

ล าดบั
รีววิ 

Topic 1 Topic 2 Topic 3 Topic 4 Topic 5 Topic 6 Topic 7 
Dominant 

Topic 
Leisure & 

Environment 
Service 

Quality & 
Cleanliness 

Luxurious 
Experience 

Hotel 
Renovation 

Charm 

Peaceful and 
Suitable 

Hotel 
Character & 

Venues 

Affordable 
and Practical 

1 0.011935 0.011944 0.011927 0.666237 0.274046 0.011951 0.011960 Topic 4 
2 NaN 0.284114 NaN 0.023153 NaN NaN 0.685962 Topic 7 
3 0.047688 0.047699 0.047803 0.047696 0.047741 0.047768 0.713604 Topic 7 
4 0.028739 0.528680 0.028655 0.028820 0.028756 0.028635 0.327715 Topic 2 
… … … … … … … … … 

2041 0.020413 0. 020466 0.020416 0.020544 0.020466 0. 877295 0.020420 Topic 6 
2042 0.282393 NaN NaN 0.649419 NaN NaN 0.032422 Topic 4 

 
ในการจดักลุม่ตามหวัขอ้พบวา่ ผูเ้ขา้พกัโรงแรม

มีการใหค้วามคิดเห็นมากเป็นอนัดบั 1 ต่อคณุภาพ
บริการและความสะอาด จ านวน 434 รายการ  
คิดเป็นรอ้ยละ 21.50 อันดับ 2 ความคิดเห็นต่อ
เสน่หข์องการตกแต่งโรงแรม จ านวน 424 รายการ 
คิดเป็นรอ้ยละ 20.76 อันดับ 3 ความคิดเห็นต่อ
ความคุ้มค่าและตอบโจทย์การใช้งาน จ านวน  
398 รายการ คิดเป็นร้อยละ 19.49 และอันดับ
สดุทา้ย ความคิดเห็นตอ่ประสบการณค์วามหรูหรา 
จ านวน 74 รายการ คิดเป็นรอ้ยละ 3.62 แสดงดัง 
Figure 5 และเมื่อพิจารณาค่าเฉลี่ยกลุ่มค่าความ
นา่จะเป็นในแตล่ะความคิดเห็นที่ถกูปา้ยก ากบัโดย

หัวข้อ (Dominant Topic) เช่น  ค่า เฉลี่ยกลุ่มค่า
ความน่าจะเป็นใน Topic 7 มาจากความคิดเห็น 
ที่  2 เท่ ากับ  0.685962 และความคิ ด เห็ นที่  3 
เท่ากบั 0.713604 และความคิดเห็นล าดบัอื่นที่ถูก
ป้ายก ากับเป็น Topic 7 พบว่าความน่าจะเป็นของ
ความคิดเห็นในแต่ละหวัขอ้เป็นไปในทางเดียวกัน
กับจ านวนการให้ความคิดเห็นในแต่ละหัวข้อ  
โดยหวัขอ้ที่มีจ านวนความคดิเห็นมาก จะมีคา่เฉลีย่
ความน่าจะเป็นสงูดว้ย ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าแบบจ าลอง
การวิเคราะหห์ัวขอ้แฝงท างานไดอ้ย่างสอดคลอ้ง
และมีประสทิธิภาพ แสดงดงั Figure 6 
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Figure 5. Comparison of comment counts for each topic 
 

 

Figure 6 Comparison of average probability for each topic 
 
การจดักลุ่มจากการใหค้ะแนนของผูเ้ขา้พกัโรงแรมมีค่าอยู่ระหว่าง 1 ถึง 5 จ าแนกตามระดบัคะแนน

ออกเป็น 3 กลุม่ไดแ้ก่ เชิงบวก เชิงลบ และปกติ แสดงขอ้มลูเชิงสถิติดงั Table 8 
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Table 8. Percentage values of review score groups 
Review Score Group Number of reviews Percentage 

Negative 123 6.01 
Neutral 360 17.63 
Positive 1559 76.36 

 

2. ผลการวิเคราะหค์วามสัมพันธร์ะหว่างหัวข้อ
แฝงกับกลุ่มระดับความคิดเห็น 

ชุดขอ้มูลจากการวิเคราะห์หัวขอ้แฝงและ 
ชุดข้อมูลจากการจัดกลุ่มระดับความคิด เห็น  
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างหัวข้อความคิดเห็น
จ าแนกตามกลุ่มระดบัความคิดเห็น ตาม Table 9 
พบว่า 1) ผู้เข้าพักโรงแรมมีระดับความคิดเห็น 
เชิงบวกมากเป็นอันดับ 1 ได้แก่  ด้านคุณภาพ
บริการและความสะอาด รอ้ยละ 23.60 อันดับ 2 
ดา้นความคุม้ค่าและตอบโจทยก์ารใชง้าน รอ้ยละ 
20.33 อนัดับ 3 ดา้นเสน่หข์องการตกแต่งโรงแรม 
รอ้ยละ 19.76 อนัดบัสดุทา้ยไดแ้ก่ ดา้นประสบการณ์
ความหรูหรา ร้อยละ 2.82 2) ผู้เข้าพักโรงแรม 
มี ระดับ ค วามคิ ด เห็ น ป กติ ม ากที่ สุ ด  ได้ แ ก่  

ดา้นเอกลกัษณแ์ละสิ่งอ านวยความสะดวกภายใน
โรงแรมและด้านเสน่ห์ของการตกแต่งโรงแรม  
รอ้ยละ 21.67 มีอนัดบัเท่ากัน อนัดบั 3 ดา้นความ
คุ้มค่าและตอบโจทย์การใช้งาน รอ้ยละ 16.39 
อนัดบัสดุทา้ยไดแ้ก่ ดา้นประสบการณค์วามหรูหรา 
ร้อยละ 6.67 3) ผู้เข้าพักโรงแรมมี ระดับความ
คิดเห็นเชิงลบมากเป็นอันดับ 1 ได้แก่ ด้านเสน่ห์
ของการตกแต่งโรงแรม รอ้ยละ 30.89 อันดับ 2 
ดา้นเอกลกัษณแ์ละสิ่งอ านวยความสะดวกภายใน
โรงแรม รอ้ยละ 22.76 อันดับ 3 ด้านความคุม้ค่า
และตอบโจทย์การใช้งาน รอ้ยละ 17.89 อันดับ
สุดท้ายได้แก่  ด้านประสบการณ์ความหรูหรา  
รอ้ยละ 4.88 

 

Table 9. Statistics of comment topics by category, classified by review score groups 

ล าดบั หวัขอ้ความคิดเห็น 
กลุม่ระดบัความคิดเห็น (รอ้ยละ) คา่เฉล่ีย 

ระดบัความคิดเห็น
(คะแนนเตม็ 5) 

เชิงบวก ปกติ เชิงลบ 

1 การพกัผอ่นและสภาพแวดลอ้ม 4.23% 6.94% 7.32% 3.91 
2 คณุภาพบรกิารและความสะอาด 23.60% 15.28% 8.94% 4.36 
3 ประสบการณค์วามหรูหรา 2.82% 6.67% 4.88% 3.86 
4 เสน่หข์องการตกแตง่โรงแรม 19.76% 21.67% 30.89% 4.03 
5 ความเงียบสงบและความลงตวั 17.51% 11.39% 7.32% 4.35 

6 
เอกลกัษณแ์ละสิ่งอ  านวยความสะดวกภายใน
โรงแรม 11.74% 21.67% 22.76% 

3.90 

7 ความคุม้คา่และตอบโจทยก์ารใชง้าน 20.33% 16.39% 17.89% 4.22 
 ภาพรวม 100% 100% 100% 4.16 
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Figure 7. Number of comments for each aspect classified by review score groups 
 

สรุปผลการวิ เคราะห์ความคิดเห็นของ 
ผู้เข้าพักโรงแรม งานวิจัยนี ้น  าเสนอแนวทางที่
ผูป้ระกอบการธุรกิจที่พกัและโรงแรมควรพิจารณา
พฒันาใหม้ีคุณภาพดียิ่งขึน้ ใน 3 หวัขอ้แรก ไดแ้ก่ 
ดา้นคุณภาพบริการและความสะอาด ดา้นความ
คุ้มค่าและตอบโจทย์การใช้งาน และด้านเสน่ห ์
ของการตกแต่งโรงแรม และควรพิจารณาปรบัปรุง
คุณภาพตามความคิดเห็นเชิงลบ ใน 3 หัวขอ้แรก 
ได้ แ ก่  ด้ า น เส น่ ห์ ข อ ง ก า รต ก แต่ ง โร ง แ รม  
ดา้นเอกลกัษณแ์ละสิ่งอ านวยความสะดวกภายใน
โรงแรม และดา้นความคุม้ค่าและตอบโจทยก์ารใช้
งาน แสดงดัง Table 10 แสดงล าดับความส าคัญ 

ในการส่งเสริมคุณภาพอย่างต่อเนื่อง จัดเรียง 
ตามหัวข้อที่ ได้รับความคิดเห็นเชิงบวกสูงสุด  
(จาก Table 9) โดยหลกัการคือ หวัขอ้ที่ผูเ้ขา้พกัให้
ความคิดเห็นเชิงบวกมาก แสดงวา่เป็นจดุแข็งที่ควร
สง่เสริมและรกัษาไวใ้หค้งความเป็นเลิศอย่างต่อเนื่อง 
และ Table 11 แสดงล าดับความส าคัญในการ
ปรบัปรุงเร่งด่วน จัดเรียงตามหัวขอ้ที่ได้รบัความ
คิดเห็นเชิงลบสูงสุด (จาก Table 9) โดยหลกัการ
คือ หัวข้อที่ผู้เข้าพักให้ความคิดเห็นเชิงลบมาก 
แสดงว่าเป็นจุดอ่อนที่ต้องได้รับการปรับปรุง 
อยา่งเรง่ดว่นเพื่อเพิ่มความพงึพอใจของผูเ้ขา้พกั 
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Table 10. Priority order for continuous quality improvement promotion 
ล าดบั หวัขอ้ 

1 คณุภาพบรกิารและความสะอาด 
2 ความคุม้คา่และตอบโจทยก์ารใชง้าน 
3 เสน่หข์องการตกแตง่โรงแรม 
4 ความเงียบสงบและความลงตวั 
5 เอกลกัษณแ์ละสิ่งอ  านวยความสะดวกภายในโรงแรม 
6 การพกัผ่อนและสภาพแวดลอ้ม 
7 ประสบการณค์วามหรูหรา 

 
Table 11. Priority order for quality improvement 

ล าดบั หวัขอ้ 

1 เสน่หข์องการตกแตง่โรงแรม 
2 เอกลกัษณแ์ละสิ่งอ  านวยความสะดวกภายในโรงแรม 
3 ความคุม้คา่และตอบโจทยก์ารใชง้าน 
4 คณุภาพบรกิารและความสะอาด 
5 ความเงียบสงบและความลงตวั 
6 การพกัผ่อนและสภาพแวดลอ้ม 
7 ประสบการณค์วามหรูหรา 

 
3. การเปรียบเทียบหัวข้อแฝงกับมิติ SERQUAL 

การศึกษาผลความสมัพนัธร์ะหวา่งประเด็น
ที่พบกับระดับความคิดเห็นของผู้เข้าพักสะท้อน 
ใหเ้ห็นถึงความส าคัญของคุณภาพการบริการใน
อตุสาหกรรมการท่องเที่ยวและโรงแรม ผลการวิจยั
นี ้มีความสอดคล้องและแตกต่างจากงานวิจัย 
ก่อนหนา้ในหลายประการที่น่าสนใจ เมื่อพิจารณา
เป รีย บ เที ย บ กั บ ก รอบ แน วคิ ด  SERVQUAL  
ของ Parasuraman และคณะ4  ที่ประกอบด้วย 
5 มิติหลกั ไดแ้ก่ 1) ความนา่เช่ือถือในการบรกิาร 2) 
การสรา้งความมั่นใจใหผู้ร้บับรกิาร 3) การตอบสนองตอ่

ผู้ร ับบริการ 4) ความเอาใจใส่ผู้ร ับบริการ และ  
5) การบริการที่เป็นรูปธรรม โดยหัวขอ้ “คุณภาพ
บรกิารและความสะอาด” ที่ไดร้บัความรูส้กึเชิงบวก
สงูสุด (รอ้ยละ 23.60) สอดรบักับมิติการบริการที่
เป็นรูปธรรมและมิติความน่าเช่ือถือในการบริการ 
ของ SERVQUAL ซึง่สะทอ้นถึงความส าคญัของสิ่ง
ที่มองเห็นได้และความเช่ือถือไดใ้นการให้บริการ 
สอดคล้องกับแนวคิดของ Zeithaml และคณะ12  
ที่เนน้ความส าคญัของคณุภาพการบรกิารตอ่ความ
พงึพอใจของลกูคา้ 
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อย่างไรก็ตาม การศึกษานีพ้บประเด็นใหม่ 
ที่แตกต่างจากกรอบ SERVQUAL เดิม โดยเฉพาะ
หวัขอ้ “เสน่หข์องการตกแตง่โรงแรม” ที่มีความรูส้กึ
เชิ งลบสูงสุด  (ร ้อยละ 30.89) ซึ่ ง เป็นมิติ ใหม่ 
ที่อธิบายถึงเสน่ห์และปรับปรุงตกแต่งสถานที่  
ไม่ป รากฏในกรอบ SERVQUAL เดิมที่ มุ่ ง เน้น 
เพียงสภาพปัจจุบัน การค้นพบนี ้สอดคล้องกับ
การศึกษาของ ลขิิตา เฉลิมพลโยธิน5 และ Nunkoo 
และคณะ13 ที่ ชี ้ให้เห็นว่าสภาพทางกายภาพ  
ความทนัสมยั และความพรอ้มใชง้านของสิง่อ านวย
ความสะดวกมีอิทธิพลอย่างมากต่อประสบการณ์
ของผูเ้ขา้พกั 

นอกจากนี ้การศึกษายงัพบหวัขอ้เฉพาะ
บรบิทที่สะทอ้นถึงความตอ้งการใหมใ่นการท่องเที่ยว
สมยัใหม ่เช่น หวัขอ้ “ความเงียบสงบและเหมาะสม
ของโรงแรม” ที่เช่ือมโยงกบัมิติการสรา้งความมั่นใจ
ให้ผู้ ร ับบ ริก าร เกิดความ รู้สึกปลอดภัย  และ  
“การพักผ่อนและสิ่งแวดลอ้ม” ที่สะทอ้นมิติความ
เอาใจใส่ผูร้บับริการ ขณะที่หัวขอ้ “ประสบการณ์
ห รูหรา” ที่ มี สัดส่วนความ รู้สึก เชิงบวกต ่ าสุด  
(รอ้ยละ 2.82) ชี ้ให้เห็นถึงโอกาสในการพัฒนา
ประสบการณ์พิ เศษและเพิ่มมูลค่าการบริการ  
ซึง่เป็นหวัขอ้ทีเ่พิ่มเติมจากกรอบ SERVQUAL  

ดังนั้นในมุมของผู้ประกอบการโรงแรม 
ควรพิจารณาการลงทนุเพิ่มเติมในดา้นการตกแต่ง
สถานที่  เพื่ อสร้างความพึงพอใจแก่ผู้ เข้าพัก 
ในหัวข้อที่ ได้รับความเห็นเชิงลบ การเน้นการ
พฒันาหรือแกไ้ขในหวัขอ้ที่พบปัญหาอาจช่วยเพิ่ม
ความพึ งพอใจของผู้ เข้าพักได้  ข้อ เสนอแนะ 
เชิ งป ฏิบัติ ส  าห รับผู้ป ระกอบการโรงแรม จึ ง
ประกอบด้วย 1) พัฒ นาคุณภาพการบริการ 

อย่างต่อเนื่อง โดยเนน้ความสะอาดและการดูแล
เอาใจใส ่2) ใหค้วามส าคญักบัการบ ารุงรกัษาและ
การตกแต่งอาคารสถานที่  3) สร้างบรรยากาศ 
ที่ เงียบสงบและเหมาะสมส าหรับการพักผ่อน  
4) พัฒนาประสบการณ์พิ เศษเพื่ อสร้างความ
ประทบัใจใหก้บัผูเ้ขา้พกั 

 
สรุปผลการวิจัย 

การศกึษาครัง้นีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อวิเคราะห์
ความคิดเห็นของผูเ้ขา้พกัโรงแรมในจังหวดัสรุินทร ์
โดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์หัวข้อแฝงและศึกษา
ความสมัพนัธร์ะหว่างประเด็นที่พบกบัระดบัความ
คิดเห็นของผูเ้ขา้พกั จากขอ้มูลที่มีการแสดงความ
คิดเห็นของผูใ้ชบ้รกิารโรงแรมในจงัหวดัสรุินทรโ์ดย
เก็บรวบรวมเฉพาะที่ปรากฏในฐานขอ้มูลโรงแรม 
GREEN Health Hotel จ านวน 15 แห่ง ระหว่าง 
ปี พ.ศ. 2556-2567 รวบรวมความคิดเห็นจาก Google 
Map จ านวน 2,042 รายการ มีการวิเคราะห์ใช้
เครื่องมือทางวิทยาศาสตรข์้อมูล ประกอบด้วย 
Google Colab และชุดค าสั่งภาษาไพธอน อาทิ 
NLTK, scikit-learn และ gensim เพื่อประมวลผล
และสกดัขอ้มลู 

ผลการวิจัยพบว่า ความคิดเห็นทั้งหมด
สามารถจ าแนกหัวข้อแฝงเป็น 7 หัวข้อ มีความ
เหมาะสมที่สุด โดยมีค่าคะแนนความสอดคลอ้ง
เท่ากับ  0.449 ประกอบด้วยหัวข้อหลัก  ได้แก่  
1) การพกัผ่อนและสิ่งแวดลอ้ม 2) คุณภาพบริการ
และความสะอาด 3) ประสบการณห์รูหรา 4) เสน่ห์
ของการตกแต่งโรงแรม 5) ความเงียบสงบและ
เหมาะสมของโรงแรม 6) ลกัษณะของโรงแรมและ
สถานที่จดังาน และ 7) ความคุม้ค่าและใชง้านไดจ้ริง 
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การวิเคราะหค์วามสมัพันธ์ระหว่างหัวขอ้แฝงกับ
ระดับความคิดเห็นพบว่า ผู้เข้าพักส่วนใหญ่มี
ความรู้สึกเชิงบวกถึงร้อยละ 23.60 โดยเฉพาะ 
ในด้านคุณภาพบริการและความสะอาด  และ 
สว่นใหญ่มีความรูส้ึกเชิงลบรอ้ยละ 30.89 ในดา้น
เสนห่ข์องการตกแตง่โรงแรม 

เทคนิคการวิ เคราะห์หัวข้อแฝงจะเป็น
แนวทางหนึง่ที่ช่วยใหผู้ป้ระกอบการธุรกิจโรงแรมได้
เห็นเสียงสะทอ้นในมมุมองของลกูคา้ซึ่งจะช่วยให้
สามารถค้นพบข้อมูลเชิงลึกที่ เป็นประโยชน์ใน
เชิงกลยทุธแ์ละการบรหิารจดัการธุรกิจโรงแรมตอ่ไป 
 
ข้อเสนอแนะ 

งานวิจัยนีม้ีขอ้จ ากัดที่ควรพิจารณา ไดแ้ก่ 
1) การเก็บข้อมูลเฉพาะโรงแรมที่ขึน้ทะเบียนใน
ฐานข้อมูลโรงแรมที่ เป็นมิตรกับสุขภาพและ
สิ่งแวดลอ้ม ดังนั้น งานวิจัยในอนาคตควรขยาย
ขอบเขตการศกึษาไปยงัโรงแรมประเภทอื่นเพิ่มเติม 
เพื่ อ ให้ ได้ภาพรวมที่ ค รอบคลุมมากขึ ้นของ
อุตสาหกรรม โรงแรม ในจังหวัดสุรินทร์  และ  
2) งานวิจยัอาจมีขอ้จ ากดัในการตดัค าภาษาไทยที่
มีความซับซ้อน และการแปลจากภาษาไทยเป็น
ภาษาองักฤษในการประมวลผลอาจท าใหเ้กิดการ
สูญ เสียความหมายเฉพาะ  ดังนั้นการพัฒนา
แบบจ าลองร่วมกับเทคนิคอื่น เช่น การตัดค า
ลกัษณะกลุ่มค าเพื่อใหส้ามารถรกัษาความหมาย
ของกลุ่มค านัน้ อาจจะท าใหผ้ลการวิเคราะหใ์หม้ี
ความละเอียดและแมน่ย ามากยิ่งขึน้ 
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บทคดัยอ่  
 

การศกึษานีม้ีวตัถปุระสงคเ์พื่อทดสอบการยบัยัง้ Salmonella Typhimurium ของน า้มนัหอมระเหยไธม ์
(Thymus vulgaris) ในหลอดทดลองและบนใบสะระแหน่ โดยท าการคัดกรองฤทธ์ิต้านแบคทีเรียเบือ้งต้น 
ดว้ยวิธี disc diffusion พบวา่น า้มนัหอมระเหยไธมบ์รสิทุธ์ิ (20 µl/disc) สามารถยบัยัง้ S. Typhimurium มีขนาด
ของโซนยับยั้งเท่ากับ 22.17 มิลลิเมตร และหาความเข้มข้นขั้นต ่าที่สุดที่สามารถยับยั้งเชื ้อ (MIC) และ 
ความเขม้ขน้ขัน้ต ่าที่สุดที่สามารถท าลายเชือ้ (MBC) ดว้ยวิธี broth macrodilution พบว่าค่า MIC และ MBC  
มีค่าเท่ากัน คือ 0.2% เมื่อน าไปทดสอบหาระยะเวลาในการท าลายเชือ้ (Time kill assay) พบว่าน า้มันหอม
ระเหยไธม ์ความเขม้ขน้ 0.2% (1xMIC) สามารถท าลายเชือ้เริ่มตน้ (5.36 log CFU/ml) ลงได ้> 3 log ภายใน
ระยะเวลา 5 นาที  นอกจากนี ้ยังได้ทดสอบประสิทธิภาพในการลดจ านวน  S. Typhimurium ที่ ใส่ลงบน 
ใบสะระแหน่ ดว้ยสารละลายน า้มนัหอมระเหยไธมค์วามเขม้ขน้ 1xMIC (0.2%), 2xMIC (0.4%) โดยมีน า้กลั่น
ปราศจากเชือ้เป็นชุดควบคุม พบว่า น ้ามันหอมระเหยไธม์ที่ความเข้มข้น 0.4% (2xMIC) มีประสิทธิภาพ 
ในการลดจ านวนเชือ้ S. Typhimurium ที่ใสล่งบนใบสะระแหนไ่ดแ้ตกตา่งจากน า้กลั่นปราศจากเชือ้ (ชดุควบคมุ) 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ผลการศึกษาในครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่าน า้มนัหอมระเหยไธมม์ีประสิทธิภาพ 
ในการยับยั้งเชื ้อ S. Typhimurium ทั้งในหลอดทดลองและบนใบสะระแหน่ ซึ่งอาจสามารถน ามาใช้เป็น 
อีกทางเลอืกหนึง่ในการใชเ้ป็นสารลา้งท าความสะอาดผกัสดได ้
 
ค าส าคัญ: น า้มนัหอมระเหยไธม ์ใบสะระแหน ่S. Typhimurium การยบัยัง้ 
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Abstract 
 

This study aimed to examine the inhibition of Salmonella Typhimurium by thyme (Thymus vulgaris) 
essential oil in vitro and on kitchen mint leaves. The screening antibacterial activity was performed 
using disc diffusion method. The result showed that the pure essential oil ( 20 µl/disc)  was able to 
inhibit the growth of S. Typhimurium with the inhibition zone of 22.17 mm. By the broth macrodilution 
method, the Minimal inhibitory concentration (MIC) and Minimal bactericidal concentration (MBC) 
values were both 0.2% .  A time kill assay was performed to evaluate the bactericidal activity and 
found that the essential oil at concentration of 0.2% (1xMIC) effectively decreased >3 log of the initial 
bacterial population (5.36 log CFU/ml) within 5 min. In addition, kitchen mint leaves were artificially 
inoculated with S. Typhimurium, the inoculated kitchen mint leaves were then washed in the essential 
oil solution at 1xMIC (0.2% ) and 2xMIC (0.4% ) concentrations for 5 min. Sterile distilled water was 
used as the control.  The essential oil at 2xMIC concentration significantly reduced ( p<0. 05)  
the population of S.  Typhimurium on kitchen mint leaves when compared with that of washing with 
sterile distilled water. These data indicated that T. vulgaris essential oil has the efficiency to inhibit S. 
Typhimurium both in vitro and on kitchen mint leaves which can be applied as an alternative sanitizer 
for fresh vegetable. 
 
Keywords: Thyme Essential Oil, Kitchen Mint Leaves, S. Typhimurium, Inhibition 

 
บทน า 

ในช่วงไม่ก่ีปีผ่านมา ผกัสดไดร้บัความนิยม
มากขึ ้นจากผู้คนที่ ให้ความใส่ใจดูแลสุขภาพ 
เนื่องจากผกัสดมีคุณค่าทางโภชนาการสงู ส าหรบั
ในประเทศไทยผักสดเป็นหนึ่ งในเครื่องเคียง 
ยอดนิยมของเมนูอาหารไทย เพราะหาซือ้ไดง้่าย 
จดั เตรียมสะดวกและช่วยเสริมกลิ่นรสของอาหาร 
โดยผกัสดที่นิยมน ามารบัประทานเป็นเครื่องเคียง
มกัเป็นผกัทอ้งถ่ิน เช่น โหระพา สะระแหน ่กะหล ่าปล ี
มะเขือ ถั่ วฝักยาว เป็นต้น อย่างไรก็ตามผักสด 

อาจมีการปนเป้ือนเชือ้จุลินทรีย์ต่าง ๆ ได้ ตั้งแต่
กระบวนการเพาะปลูก การเก็บเก่ียว การขนส่ง 
และกระบวนการเตรยีมอาหาร เช่น การลา้ง การตดั
และการหั่ น 1 ด้วยเหตุนี ้การบริโภคผักสดอาจ
ก่อให้เกิดความเสี่ยงต่อสุขภาพของมนุษย์ได ้ 
ซึ่งเมื่อไม่นานมานีม้ีรายงานการระบาดของโรค 
ที่เกิดจากอาหารหลายครัง้มีความเก่ียวขอ้งกบัการ
บรโิภคผกัสด โดยแบคทีเรยีก่อโรคที่เป็นสาเหตหุลกั
ของโรคระบาด ได้แก่ Listeria monocytogenes, 
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ 
Salmonella spp.2-5  นอกจากนี ้ยังมีรายงานวิจัย
เก่ียวกบัการตรวจหาการปนเป้ือนของเชือ้จุลินทรีย์
ในผักสดในประเทศไทยพบว่าผักสดรอ้ยละ 7.1 
(29/405 ตวัอย่าง) มี Salmonella spp. ปนเป้ือน6 
อย่างไรก็ตามปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานความชุกของ 
Salmonella spp. บนใบสะระแหน่ แต่มีการตรวจ
วิเคราะห์ในผักจากประเทศอินเดีย สาธารณรัฐ
เซเนกัล และปากีสถานพบว่าใบสะระแหน่มีการ
ปนเป้ือน Salmonella spp. ร้อยละ 2.37, 34.28 
และ 709 ตามล าดบั 

Salmonella enterica serovar Typhimurium 
(S. Typhimurium) เป็นแบคทีเรียก่อโรคในระบบ
ทางเดินอาหาร หรือโรคอาหารเป็นพิษ ที่เรียกว่า 
Salmonellosis ซึ่งเกิดจากการรบัประทานอาหาร 
ที่มีการปนเป้ือนเขา้ไป ผูต้ิดเชือ้จะมีอาการปวดทอ้ง 
คลื่นไส ้อาเจียน และอจุจาระรว่ง ซึง่มกัจะหายเองได ้
แต่ในกลุ่มผูท้ี่มีภูมิคุม้กันต ่า เด็กเล็ก และผูส้งูอาย ุ
อาจท าใหเ้สียชีวิตได ้ซึ่งมีรายงานว่ามีคนติดเชือ้  
S. Typhimurium ในแต่ละปีประมาณ 150 ลา้นคน
และเสียชีวิตประมาณ 60,000 คนจากทั่วโลก10   

อีกทั้งเมื่อเร็ว ๆ นีพ้บการระบาดของการติดเชื ้อ 
Salmonella spp. ในสหรฐัอเมริกา ซึ่งเก่ียวขอ้งกับ
การบรโิภคผกัสด ท าใหม้ีคนเป็นโรคอาหารเป็นพิษ
จ านวน 511 คน11 ด้วยเหตุนี ้จึ งมีการศึกษาและ
พฒันาวิธีการลา้งเพื่อลดการปนเป้ือนของแบคทีเรีย
ก่อโรคในผกัสด  

การล้างผักเป็นวิธีทั่วไปที่นิยมใช้เพื่อลด 
สิ่งตกคา้งบนผกั เช่น สารเคมีตกคา้งจากปุ๋ ยหรือ 
ยาฆ่าแมลง, ไข่พยาธิ, รวมไปถึงจุลินทรีย์ต่าง ๆ 
โดยการลา้งผกัในระดบัอุตสาหกรรมอาหารมักใช้

น า้ยาลา้งผกัที่มีส่วนประกอบของ Sodium lauryl 
หรือ Sodium bicarbonate และ Chlorine compound 

ส่วนในระดับครัว เรือนมักใช้สิ่ งที่ หาได้ทั่ ว ไป 
ในการลา้ง เช่น ผงฟู, น ้าเกลือ, น ้าสม้สายชูและ
ด่างทบัทิม เป็นตน้12 อย่างไรก็ตามการลา้งผกัดว้ย
สารเคมีอาจมีสารตกคา้งซึ่งเป็นสารก่อโรคมะเร็ง 
ท าใหเ้ป็นอันตรายต่อสุขภาพของผูบ้ริโภค13 จึงมี
นักวิจัยบางกลุ่มได้ท าการค้นหาทางเลือกใหม่ ๆ  
ในการลา้งผกัโดยเฉพาะน า้มันหอมระเหยซึ่งเป็น
สารสกัดจากธรรมชาติ น ามาใช้เป็นสารส าหรับ 
ลา้งท าความสะอาดเพื่อลดจ านวนเชือ้แบคทีเรีย 
ที่ปนเป้ือนในผักสด โดยมีการศึกษาก่อนหน้านี ้
พบว่าน า้มนัหอมระเหยอบเชยสามารถลดจ านวน 
E. coli O157:H7 และ S. Typhimurium บนใบผักโขม
ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบ
กับน า้กลั่นปราศจากเชือ้14 ส่วนการลา้งด้วยสาร
ผสมของสารสกัดจากลกูยอและน า้มนัหอมระเหย
ออริกาโน่ พบว่า มีประสิทธิภาพมากกว่าการลา้ง
ดว้ยโซเดียมไฮโปรคลอไรต ์(Sodium hypochlorite) 
โดยสามารถลดจ านวน Listeria monocytogenes 
บนผกักาดโรแมนได ้1.44 log CFU/กรมั15 

ไธม ์(Thyme หรอื Thymus vulgaris) เป็นพืช
ที่มี ถ่ินก าเนิดในยุโรปตอนใต้ ตั้งแต่สเปนไปจน 
ถึงอิตาลี โดยสารพฤกษเคมี (Phytochemicals)  
ที่เป็นองค์ประกอบหลักของไธม์จะแตกต่างกัน 
ไปตามสภาพอากาศและพื ้นที่ทางภูมิศาสตร ์ 
มีรายงานว่าน ้ามันหอมระเหยไธม์มีฤทธ์ิยับยั้ง
แบคทีเรียหลายชนิด เช่น S. aureus, Klebsiella 
pneumoniae, S.  Typhimurium, Pseudomonas 
aeruginosa, E. coli และ Enterococcus faecalis16 
แต่ยังไม่มีรายงานการน าน ้ามันหอมระเหยไธม์ 
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ไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารลา้งท าความสะอาดในการลด
จ านวน S. Typhimurium บนใบสะระแหน่ งานวิจยันี ้
สนใจศึกษาใบสะระแหน่ เนื่องจากใบสดนิยม
น ามาใช้เป็นส่วนประกอบของอาหารประเภทย า
และลาบ เพื่อเพิ่มรสชาติอาหาร ซึ่งอาหารประเภท
นีค้นไทยนิยมรับประทานมาก อีกทั้งสะระแหน ่
เป็นพืชลม้ลกุท าใหใ้บและล าตน้มีโอกาสปนเป้ือน
จุลินทรียจ์ากดินที่ใชเ้พาะปลกูสงู ดงันัน้งานวิจยันี ้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ
น า้มนัหอมระเหยไธมใ์นการยับยัง้ S. Typhimurium 
ในหลอดทดลอง ( in vitro) และลดจ านวน S. 
Typhimurium บนใบสะระแหน่ เพื่อเป็นแนวทาง 
ในการน ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นสารลา้งท าความสะอาด
ผกัสดในอนาคต 
 
วิธีการวจิัย 
1. ทดสอบฤทธ์ิต้านจุลินทรีย์เบือ้งต้นของน ้ามัน
หอมระเหยไธมต์่อ S. Typhimurium ดว้ยวิธี Disc 
diffusion17  

ถ่ าย เชื ้อ  S. Typhimurium ATCC 13311 
ลงในอาหาร Muller-Hinton broth (MHB) ปรมิาตร 
5 มิลลลิติร บ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
4-6 ชั่วโมง แลว้ปรบัปริมาณเชือ้ดว้ย 0.85% NaCl 
ใหม้ีความขุน่เทา่กบั McFarland standard No.0.5 
ซึ่งมีจ านวนเชือ้ ~1.5x108 CFU/มิลลิลิตร จากนัน้
น าไม้พันส าลีปราศจากเชื ้อจุ่มเซลล์แขวนลอย 
และป้ายลงบนผิวหนา้อาหาร Muller-Hinton agar 
(MHA) ใหท้ั่ว 

น ้ามันหอมระเหยไธม์บริสุท ธ์ิ  (Thymus 
vulgaris) ที่ ใช้ในการศึกษานี ้ เป็นผลิตภัณฑ ์
ทางการค้า  ซื ้อมาจากร้านน ้ามันหอมระเหย 
BOTANICESSENCE กรุงเทพมหานคร บรรจอุยูใ่น

ขวดสีชา สกัดด้วยวิธีการกลั่นด้วยไอน า้ (steam 
distillation) มีลักษณะเป็นของเหลวใส และมี 
กลิ่นหอม ท าการหยดน า้มนัหอมระเหยไธมบ์รสิทุธ์ิ 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนดิสก์ปราศจากเชือ้ 
(ขนาดเสน้ผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร) จากนั้น 
ทิง้ไวท้ี่อุณหภูมิห้องประมาณ 5 นาที ใช้ปากคีบ
ปราศจากเชื ้อหยิบแผ่นดิสก์ที่บรรจุน ้ามันหอม
ระเหยไธม ์และดิสกย์าเจนตามยัซิน (Gentamicin) 
ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรมั/ดิสก์ (Positive control) 
วางลงบนผิวหน้าอาหาร MHA น าจานอาหาร 
ไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
18-24 ชั่วโมง ท าการอ่านผลโดยวัดขนาดเสน้ผ่าน
ศูนย์กลางของโซนยับยั้ง (Inhibition zone) และ
บนัทกึผลในหนว่ยมิลลเิมตร (ท าการทดลอง 3 ครัง้) 
 
2. หาค่าความเขม้ขน้ต ่าสดุที่สามารถยบัยัง้ (MIC) 
และความเขม้ขน้ต ่าสุดที่สามารถท าลาย (MBC) 
ของน ้ามันหอมระเหยไธม์ต่อ S. Typhimurium 
ดว้ยวิธี Broth macrodilution18 

ถ่ายเชือ้ S. Typhimurium ATCC 13311 
ลงในอาหาร MHB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปบ่ม 
ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง 
ท าการปรับปริมาณเชื ้อด้วย 0.85% NaCl ให้มี
ความขุ่น เท่ากับ  McFarland standard No.0 .5 
(1.5x108 CFU/มิลลิลิตร) จากนัน้ถ่ายเซลลแ์ขวนลอย 
ปริมาตร 33.3 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหาร MHB 
ป ริม าต ร  9.97 มิ ล ลิ ลิ ต ร  จ ะ ได้ป ริม าณ เชื ้อ  
~5x105 CFU/มิลลลิติร (ใชภ้ายใน 15 นาที) 

เจือจางน ้ามันหอมระเหยไธม์บริสุท ธ์ิ 
(100%) ในอาหาร MHB ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ดังนี ้ 80% , 60% , 40% , 20% , 10%  และ 5% 
จากนัน้เติมน า้มนัหอมระเหยไธมบ์รสิทุธ์ิ และน า้มนั
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หอมระเหยที่ เจือจางไว้ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  
ใสล่งในหลอดที่ 1-7 ตามล าดบั (2 ซ า้) แลว้เติมเซลล์
แขวนลอย ปริมาตร 995 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลองทกุหลอด จะไดค้วามเขม้ขน้สดุทา้ยของสาร
ทดสอบเท่ากับ 0.5%, 0.4%, 0.3%, 0.2%, 0.1%, 
0.05%  และ 0.025%  ตามล าดับ  [ชุดควบคุม 
ประกอบดว้ยชดุควบคมุผลบวก (Positive control) 
คื ออาหาร MHB และเซลล์แขวนลอยของ S. 
Typhimurium และชุดควบคุมผลลบ (Negative 
control) คืออาหาร MHB เพียงอย่างเดียว] และ 
น าหลอดทดลองไปบ่มที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง จากนัน้เติมสี Resazurin19 
(20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  
ลงในทกุหลอด (ความเขม้ขน้สดุทา้ยของ Resazurin 
เท่ากับ 0.04 มิลลิกรมั/มิลลิลิตร) น าหลอดไปบ่ม 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
อา่นคา่ MIC โดยสงัเกตการเปลีย่นสขีอง resazurin 
ในอาหารเลีย้งเชือ้ด้วยตาเปล่า ถ้าสีเปลี่ยนจาก 
สีน ้าเงินเป็นสีชมพูแสดงว่ามีการเจริญของเชื ้อ  
ซึ่ งค่ า  MIC คื อ  ความเข้มข้นต ่ าที่ สุดของสาร 
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื ้อทดสอบได ้
(อาหารเลีย้งเชือ้สนี  า้เงิน) (ท าการทดลอง 3 ครัง้) 

ถ่ายสารละลายจากหลอดทดสอบที่อาหาร
เลีย้งเชือ้มีสีน า้เงิน จากการหาค่า MIC ปริมาตร  
10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร Plate count  
agar (PCA) หลอดละ 3 หยด น าจานไปบ่มที่ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง อา่นค่า MBC 
โดยสังเกตจากการเจริญบนอาหาร ซึ่งค่า MBC  
คือ ความเขม้ขน้ต ่าที่สดุของสารที่ไม่พบการเจริญ
ของเชือ้ทดสอบ (ท าการทดลอง 3 ครัง้) 

 

3. หาเวลาในการท าลายเชื ้อ (Time kill assay) 
ของน า้มนัหอมระเหยไธม์ 20 

เตรียมเซลลแ์ขวนลอยของ S. Typhimurium 
โดยถ่ายโคโลนีลงใน 0.1% peptone water และ 
ท าการปรับปริมาณเชื ้อให้มีค่าความขุ่นเท่ากับ 
McFarland standard No.0 .5  (1 .5 x1 0 8  CFU/
มิลลิลิตร) แล้วถ่ายเซลล์แขวนลอย ปริมาตร  
0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน 0.1% peptone water ปริมาตร 
9.9 มิลลิลิตร จะได้เซลลแ์ขวนลอยความเข้มข้น 
~1.5x106 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นเติมน ้ามันหอม
ระเหยไธมบ์ริสุทธ์ิลงไปใหไ้ด้ความเข้มขน้เท่ากับ 
ค่า 1xMIC ส่วนชุดควบคุม ท าการเติมน ้ากลั่น
ป ราศจาก เชื ้อ  น าหลอดทดลองไปบ่มที่  37  
องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 5, 10, 
15, และ 20 นาที ของการบ่ม โดยถ่ายสารละลาย
ตัวอย่างของแต่ละช่วงเวลามา 0.1 มิลลิลิตร  
ท าการเจือจางแบบสบิเทา่ (10-fold dilution) ใน 0.1% 
peptone water ให้ได้ความเจือจาง 10-1 ถึง 10-3 
แล้วท าการ spread plate บนอาหาร Trypticase  
soy agar (TSA) (2 ซ ้า) บ่มที่  37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18-24 ชั่ วโมง นับจ านวนโคโลนี และ
ค านวณหาปริมาณเชือ้ที่รอดชีวิต โดยรายงานผล 
ในหนว่ย log CFU/มิลลลิติร (ท าการทดลอง 2 ครัง้) 
 
4. เตรียมใบสะระแหน่และการใส่เชื ้อลงบนใบ
สะระแหน่20 

น าใบสะระแหน่สด ซึ่งซื ้อมาจากตลาด
หนองมน จังหวดัชลบุรี ประมาณ 40 กรมั มาลา้ง
ดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้ปรมิาตร 1,000 มิลลลิิตร 
แช่ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที แลว้น าใบสะระแหนว่างในถาด
ปราศจากเชือ้ที่รองดว้ยผา้ขาวบางปราศจากเชือ้
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เพื่อท าการสะเด็ดน า้ น าไปฉายรงัสียูวี (ความยาว
คลื่นประมาณ 254 นาโนเมตร) ทั้งด้านหน้าและ
ด้านหลังใบ เป็นเวลา 30 นาที  เพื่อเป็นการลด
จ านวนจลุนิทรยีป์ระจ าถ่ินของใบสะระแหน ่ 

เตรียมเซลลแ์ขวนลอยของ S. Typhimurium 
โดยถ่ายโคโลนลีงใน 0.1% peptone water แลว้ท า
การปรบัปรมิาณเชือ้ใหม้ีคา่ความขุน่เทา่กบั McFarland 
standard No.0.5 (1.5x108 CFU/มิ ลลิลิ ตร) จากนั้น 
ถ่ายเซลลแ์ขวนลอยที่เตรยีมไว ้ปริมาตร 2 มิลลลิิตร 
เติมลงใน 0.1% peptone water ปริมาตร 198 มิลลิลิตร 
เพื่ อให้ได้จ านวนเชื ้อ ~1.5x106 CFU/มิ ลลิลิต ร 
จากนั้นแช่ใบสะระแหน่ในเซลล์แขวนลอยของ  
S. Typhimurium ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
10 นาที  แล้วน าใบสะระแหน่ขึ ้นมาวางบนถาด
ปราศจากเชือ้ และรอใหแ้หง้ภายในตูชี้วนิรภยั เป็น
เวลา 1 ชั่ วโมง เพื่อให้เชื ้อเกาะบนใบสะระแหน ่
จากนั้นใส่ใบสะระแหน่ จ านวน 5 กรมั ลงในถุง
ปราศจากเชื ้อ (2 ซ ้า) เพื่อน าไปนับจ านวนเชื ้อ  
S. Typhimurium ที่เกาะบนใบสะระแหน่ก่อนการ
ล้าง ส่วนใบสะระแหน่ ที่ เหลือน า ไปล้างด้วย
สารละลายทดสอบ 
5. ลา้งใบสะระแหนด่ว้ยสารทดสอบ21 

เตรยีมสารละลายทดสอบ ไดแ้ก่ น า้มนัหอม
ระเหยไธมค์วามเขม้ขน้เท่ากับ 1xMIC (0.2% v/v) 
และความเขม้ขน้เทา่กบั 2xMIC (0.4% v/v) ในน า้กลั่น
ปราศจากเชื ้อ  ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมให ้
เขา้กนัดว้ยเครื่อง Hot plate stirrer สว่นชดุควบคมุ 
(Control) คือ น า้กลั่นปราศจากเชือ้ 200 มิลลลิติร 

น าใบสะระแหนท่ี่ใสห่วัเชือ้แลว้ปรมิาณ 10 กรมั 
มาลา้งดว้ยการแช่ลงในสารละลายส าหรบัลา้งผกั 

(ใช้อัตราส่วนของผักต่อสารละลายที่ ใช้ล้าง  
1:20 w/v) เป็นเวลา 5 นาที (จากการหาค่า Time 
kill assay) แล้วเทสารทดสอบทิ ้ง จากนั้นน าใบ
สะระแหน่ จ านวน 5 กรมั จากแต่ละชุดการทดลอง 
ใสล่งในถุงปราศจากเชือ้ (2 ซ า้) เพื่อไปนบัจ านวน
เชือ้ S. Typhimurium ที่รอดชีวิตบนใบสะระแหน่
หลงัการลา้ง  

 

6. ตรวจนับจ านวนเชือ้ S. Typhimurium ที่รอดชีวิต
บนใบสะระแหน่20 

เติม 0.1% peptone water ปรมิาตร 45 มิลลลิติร 
ลงในถุงปราศจากเชื ้อที่มีผักอยู่  5 กรัม จากนั้น 
ผสมให้เป็นเนื ้อเดี ยวกันด้วยเครื่ อง Stomacher  
จะไดค้วามเจือจาง 10-1 และท าการเจือจางโดยใช้
วิ ธี  10-fold dilution ด้วย  0.1%  peptone water  
ให้ได้ระดับความเจือจางที่ เหมาะสม แล้วถ่าย
สารละลายแต่ละความเจือจาง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
มา spread plate ลงบนอาหาร Brilliant Green Agar 
(BGA) (2 ซ า้) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18-24 ชั่ วโมง นับจ านวนโคโลนีเฉพาะ 
ของเชือ้ Salmonella spp. ซึ่งโคโลนีสีชมพู และสี
ของอาหารรอบโคโลนีเป็นสีแดงหรือสีชมพู และ
ค านวณหาปริมาณเชือ้ที่รอดชีวิต โดยรายงานผล
ในหน่วย log CFU/กรมั และมีการสุม่โคโลนีเฉพาะ
บนอาหาร BGA ไปท าสอบยืนยนัว่าเป็น Salmonella 
spp. ดว้ยการทดสอบชีวเคมี ดังนี ้TSI agar, LIA, 
Urease test แ ล ะ  Motility (Salmonella spp. 
ใหผ้ลการทดสอบดงันี ้TSI agar ใหผ้ล K/A, H2S+, 
Gas+, Lysine decarboxylase ใหผ้ลบวก, Lysine 
deaminase ให้ผลลบ , Urease test ให้ผลลบ , 
Motility test ใหผ้ลบวก) 
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7. วิเคราะหท์างสถิติ  
การทดสอบประสิทธิภาพของน า้มันหอม

ระเหยไธมใ์นการลดจ านวน S. Typhimurium ที่ใสล่ง
บนใบสะระแหน่ ได้ท าการทดลอง 2 ครัง้ ครัง้ละ  
2 ซ า้ ท าการวิเคราะหข์อ้มลูทางสถิติดว้ยโปรแกรม 
Minitab 17 Statistical Software ซึ่งใชแ้ผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design, 
CRD) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย 
แบบ  Tukey’s studentized range test ที่ ระดั บ
นยัส าคญั 0.05 
 

ผลการวิจัย 
1. ประสิทธิภาพยบัยัง้ S. Typhimurium ในหลอด
ทดลอง (in vitro) 

น ้ามันหอมระเหยไธม์บริสุท ธ์ิ  (100%) 
ปรมิาตร 20 ไมโครลติร/ดิสก ์มีประสทิธิภาพในการ
ยบัยัง้การเจริญของ S. Typhimurium โดยมีขนาด
โซนยบัยัง้ เท่ากบั 22.17 ± 0.76 มิลลิเมตร ส่วนดิสก์
ยาเจนตามัยซิน (10 ไมโครกรมั/ดิสก์) ซึ่งเป็นชุด
ควบคมุผลบวก (Positive control) มีขนาดโซนยบัยัง้ 
เท่ากบั 19.17 ± 0.29 มิลลิเมตร นอกจากนีย้งัพบว่า
ค่า MIC และค่า MBC ของน ้ามันหอมระเหยไธม ์

ตอ่ S. Typhimurium มีคา่เทา่กนั คือ 0.2% ดงัแสดงใน 
Table 1. และ Figure 1.-3.  

เมื่อท าการหาเวลาที่สัน้ท่ีสดุของน า้มนัหอม
ระเหยไธมท์ี่ความเขม้ขน้ 1xMIC ในการท าลายเชือ้ 
(Time kill assay) S. Typhimurium พบว่าจ านวน
เชือ้เริ่มตน้ที่เวลา 0 นาที ในสภาวะที่มีน า้มันหอม
ระเหยไธม ์ความเขม้ขน้ 0.2% (1xMIC) และในชุด
ควบคมุ (น า้กลั่นปราศจากเชือ้) เท่ากับ 5.36 ± 0.19 
และ 5.37 ± 0.37 log CFU/มิลลิลิตร ตามล าดับ 
ส่วนที่เวลา 5 นาทีเป็นตน้ไป ในสภาวะที่มีน า้มัน
หอมระเหยไธม ์พบว่าจ านวนเชือ้ S. Typhimurium 
ลดลงต ่ากว่าระดบัท่ีสามารถตรวจนบัไดข้องวิธีการ 
spread plate ห รื อ  limit detection of spread 
plate method (< 2.00 log CFU/มิลลิลิตร) ดงันัน้
จะเห็นได้ว่าเวลา 5 นาที เป็นเวลาที่สัน้ที่สุดของ
น ้ามันหอม ระ เหย ไธม์ที่ ค วาม เข้ม ข้น  0.2%  
ที่ ส ามารถท าลายเชื ้อ เริ่มต้น ให้ลดลงได้  >3  
log reduction (>99.99%) ส่วนจ านวนเชือ้ในน า้กลั่น
ปราศจากเชือ้ซึ่งเป็นชดุควบคมุที่เวลา 0, 5, 10, 15 
และ 20 นาที พบวา่มีจ านวนใกลเ้คียงกนัทกุช่วงเวลา 
ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) โดยมี
จ านวนของเชือ้อยู่ในช่วง 5.21 - 5.37 log CFU/
มิลลลิติร ดงัแสดงใน Table 2. และ Figure 4. 

 
Table 1 Diameter of Inhibition zone, MIC and MBC values of Thyme essential oil against S. Typhimurium  

Test bacterium Inhibition zone MIC value MBC value 
Thyme EO  
(20 µl/disc) 

Gentamicin 
(10 ug/disc) 

S. Typhimurium ATCC 13311 22.17 ± 0.76 mm 19.17 ± 0.29 0.2% 0.2% 
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Figure 1 Inhibition zone obtained by disc diffusion method for  
Thyme essential oil and gentamicin against S. Typhimurium 

 

1           2            3            4            5            6           7            8          9 

 
 

Concentration 
of essential oil 

1.6% 1.2% 0.8% 0.4% 0.2% 0.1% 0.04% (Positive
control) 

(Negative
control) 

Growth of S.  
Typhimurium 

- - - - - + + + - 

 

Figure 2 Broth macrodilution for determination of MIC value from  
Thyme essential oil (MIC = 0.2%) 

19 mm 

22 mm 22 mm 
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Figure 3 Growth of S. Typhimurium on MHA plate for MBC test of  
Thyme essential oil (MBC = 0.2%) 

 
Table 2 Average of S. Typhimurium survival population (log CFU/ml ± SD) after treatment with Thyme 

essential oil at different time  
Incubation Time 

(min) 
A number of survival population (log CFU/ml ± SD) 

Thyme essential oil  (0.2%) Distilled water  (Control) 

0 5.36 ± 0.19A 5.37 ± 0.37A 
5 < 2.00 ± 0.00*B 5.21 ± 0.33A 
10 < 2.00 ± 0.00*B 5.27 ± 0.37A 
15 < 2.00 ± 0.00*B 5.37 ± 0.22A 
20 < 2.00 ± 0.00*B 5.34 ± 0.32A 

* < 2.00 ± 0.00 CFU/ml is limit detection of spread plate method  
A-B Any means in the column followed by the same letters are not significantly different (p>0.05) 
 
 

0.1% EO 

0.2% EO 

0.4% EO 
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Figure 4. Time-kill curve analysis for evaluation of antibacterial activities of  
Thyme essential oil against S. Typhimurium 

 

2. ประสิทธิภาพในการลดจ านวนเชือ้ S. Typhimurium 
ที่ใสล่งบนใบสะระแหน ่

ก่อนการทดสอบไดน้ าใบสะระแหนม่าก าจดั
เชือ้จุลนิทรียป์ระจ าถ่ินดว้ยการฉายรงัสียวูี จากนัน้
น าใบสะระแหน่ไปแช่ในเซลลแ์ขวนลอยของเชือ้  
S. Typhimurium เพื่อใหเ้ชือ้ปนเป้ือนบนใบสะระแหน ่
แลว้น าไปตรวจนบัจ านวนเชือ้ที่เกาะบนใบสะระแหน ่
พบว่ามีจ านวนเชื ้อเริ่มต้นเท่ากับ 4.17 ± 0.98  
log CFU/กรมั (Table 3.) จากนัน้น าใบสะระแหน่ 
ที่ใสห่วัเชือ้ไปลา้งดว้ยการแช่ในสารละลายทดสอบ 
เป็นเวลาจากการหาค่า Time kill assay ไดแ้ก่ น า้มนั
หอมระเหยไธมท์ี่ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.2%), 2xMIC 
(0.4%) และน ้ากลั่นปราศจากเชื ้อ (ชุดควบคุม) 
โดยแช่เป็นเวลา 5 นาที พบวา่จ านวนเชือ้ที่รอดชีวิต
บนใบสะระแหน่ เท่ากบั 3.48 ± 0.10, 2.69 ± 0.13 

และ 4.79 ± 0.10 log CFU/กรมั ตามล าดบั ซึ่งลกัษณะ
โคโลนี เฉพาะของ S. Typhimurium ที่ตรวจพบ 
บนอาหาร BGA แสดงดงั Figure 4. 

เมื่ อวิ เคราะห์อัต ราการลดลงของเชื ้อ  
S. Typhimurium บนใบสะระแหน่ก่อนลา้งและหลงัลา้ง
ด้วยสารทดสอบ พบว่าการล้างด้วยน ้ามันหอม
ระเหยไธม์ความเข้มข้น 1xMIC (0.2%) และ 2xMIC 
(0.4%) สามารถลดจ านวนเชือ้บนใบสะระแหน่ 
ได้ 16.5% และ 35.5% ตามล าดับเมื่อเทียบกับ
จ านวนเชือ้บนใบสะระแหนก่่อนการลา้ง จะเห็นไดว้่า
การล้างด้วยน ้ามันหอมระเหยไธม์ความเข้มข้น 
2xMIC (0.4%) มีประสิทธิภาพในการลดจ านวนเชือ้ 
S. Typhimurium บนใบสะระแหน่สูงกว่า 1xMIC 
(0.2%) 
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ข้อมูลใน Table 3. ยังพบว่าจ านวนเชื ้อ 
ที่รอดชีวิตบนใบสะระแหน่หลงัลา้งดว้ยน า้มนัหอม
ระเหยไธมค์วามเขม้ขน้ 2xMIC (0.4%) มีความแตกต่าง
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัการลา้งดว้ย
น ้ากลั่นปราศจากเชื ้อ (ชุดควบคุม) ในขณะที่

จ านวนเชือ้ที่รอดชีวิตบนใบสะระแหน่หลงัลา้งดว้ย
น า้มนัหอมระเหยไธมค์วามเขม้ขน้ 1xMIC (0.2%) 
ไม่มี ความแตกต่างอย่างมี นัยส าคัญทางสถิติ 
(p>0.05) กับการลา้งด้วยน ้ากลั่นปราศจากเชื ้อ 
(ชดุควบคมุ)  

 
Table 3 Average of S. Typhimurium survival population on kitchen mint leaves (log CFU/g ± SD) 

A-B Any means in the column followed by the same letters are not significantly different (p>0.05) 
 

 
 
Figure 4 Colony morphology of surviving S. Typhimurium on kitchen mint leaves after washing with 

treatment solution on BGA. (pink, or opaque-white colonies, often surrounded by a pink or red zone) 
 

Treatments 
Average of survival population  

(log CFU/g ± SD) 
Before washing  4.17 ± 0.98AB 

Washing with distilled water for 5 min 4.79 ± 0.10A 

Washing with Thyme essential oil at 1xMIC (0.2%) for 5 min 3.48 ± 0.10AB 

Washing with Thyme essential oil at 2xMIC (0.4%) for 5 min 2.69 ± 0.13B 
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อภปิรายผล 
ผลการศึกษานีส้อดคลอ้งกับรายงานก่อน

หนา้นีท้ี่พบวา่ น า้มนัหอมระเหยไธมส์ามารถยบัยัง้ 
S. Typhimurium จากการทดสอบในหลอดทดลอง 
(in vitro) ได้16 นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่น า้มนัหอม
ระเหยไธมส์ามารถยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย 
อีกหลายชนิด รวมทั้งยีสต์และราได้ เช่น S. aureus, 
K.  pneumoniae, P.  aeruginosa, E.  coli, Candida 
albicans และ Aspergillus flavus16,22 จากขอ้มลูนี ้
แสดงใหเ้ห็นว่าน า้มันหอมระเหยไธม์มีฤทธ์ิยับยัง้
จลุนิทรยีไ์ดห้ลายชนิด 

ผลการศึกษานี ้พบว่าค่า MIC และค่า MBC  
ของน า้มนัหอมระเหยไธมต์อ่ S. Typhimurium มีค่า
เท่ากันคือ 0.2% แสดงใหเ้ห็นว่าน า้มันหอมระเหย
ไธมม์ีกลไกการออกฤทธ์ิตา้นเชือ้ S. Typhimurium 
แบบท าลาย (bactericidal activity) เนื่องจากมี
อตัราส่วนของค่า MBC/MIC (0.2% / 0.2%) เท่ากับ 1 
ซึง่มีรายงานกอ่นหนา้นีไ้ดอ้ธิบายไวว้า่หากสารทดสอบ
มีอตัราส่วนของค่า MBC/MIC ต่อเชือ้ทดสอบ  4 
แสดงว่าสารทดสอบออกฤทธ์ิแบบท าลายเชื ้อ 
(bactericidal activity) และหาก > 4 แสดงว่าสารทดสอบ
ออกฤทธ์ิแบบยบัยัง้ (bacteriostatic activity)23 

เมื่อพิจารณาเปรยีบเทียบค่า MIC ของน า้มนั
หอมระเหยไธมต์่อ S. Typhimurium ของการศึกษานี ้
กบังานวิจยัที่ผ่านมาพบว่าคา่ MIC ของน า้มนัหอม
ระเหยไธมข์องการศึกษานี ้(คา่ MIC เทา่กบั 0.2%) 
ต ่ากว่าค่า MIC ของน า้มนัหอมระเหยไธมใ์นรายงาน
ของ Penalver et al.24 (ค่า MIC เท่ากับ 2%) และ 
Ed-Dra et al.25 (คา่ MIC เทา่กบั 0.5%) แสดงใหเ้ห็นวา่
น า้มันหอมระเหยไธมข์องการศึกษานีม้ีประสิทธิภาพ

ยับ ยั้ ง  S.  Typhimurium สู ง ก ว่ า  ที่ เ ป็ น เช่ น นี ้
อาจเนื่องมาจากแหลง่ที่มาของพืชที่ใชเ้ตรยีมน า้มนั
หอมระเหยตา่งกนั ซึง่สง่ผลตอ่ชนิดและปรมิาณของ
สารท่ีเป็นองคป์ระกอบทางเคมี ท าให้ประสิทธิภาพ
ของน า้มนัหอมระเหยไธมแ์ตกตา่งกนัออกไป26 

จากการพิจารณาเปรียบเทียบค่า MIC ของ
น า้มันหอมระเหยไธม์ในการยับยัง้ S. Typhimurium 
ของการศึกษานีก้ับค่า MIC ของน า้มนัหอมระเหย
จากพืชชนิดอื่น ๆ พบว่าน ้ามันหอมระเหยไธม ์
ในการศกึษานี ้(คา่ MIC เทา่กบั 0.2%) มีประสทิธิภาพ
ในการยับยัง้ S. Typhimurium สูงกว่าน า้มันหอม
ระเหยตะไคร ้(Cymbopogon citratus) (ค่า MIC 
เท่ากบั 10%) แต่อย่างไรก็ตามน า้มนัหอมระเหยไธม์
มีประสิท ธิภาพในการยับยั้ง  S. Typhimuriurn  
ต ่ากว่าน า้มนัหอมระเหยกานพลู (ค่า MIC เท่ากับ 
0.15%)27 แสดงใหเ้ห็นว่าน า้มนัหอมระเหยจากพืช
ต่างชนิดกันมีประสิทธิภาพในการยับยัง้จุลินทรีย์
ต่างกนั เนื่องมาจากพืชแต่ละชนิดมีชนิดและปริมาณ
ของสารที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีแตกตา่งกนั 

สาเหตุที่น  า้มันหอมระเหยไธมส์ามารถยบัยัง้ 
S. Typhimurium ได ้เนื่องมาจากน า้มนัหอมระเหยไธม์
มีสารพฤกษเคมีท่ีออกฤทธ์ิยบัยัง้แบคทีเรยีดงักลา่ว 
ซึ่งในการศึกษานี ้ไม่ ได้ท าการตรวจวิ เคราะห์
องค์ประกอบทางเคมีของน ้ามันหอมระเหยไธม ์ 
แตอ่ยา่งไรก็ตาม มีการศกึษาก่อนหนา้นีไ้ดร้ายงานว่า 
น า้มนัหอมระเหยไธมม์ีองคป์ระกอบทางพฤกษเคมี
ที่ ส  าคัญ ได้แก่  thymol, carvacrol, p-cymene,  
β-pinene, -terpinene, linalool, terpinen-4 -ol 
และ -terpinene16,28 โดย thymol, carvacrol และ 
-terpinene เป็นสารที่พบปริมาณมากในน ้ามัน
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หอมระเหยไธม ์ซึ่งมีกลไกการออกฤทธ์ิคือ จะท าให้
เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุม้เซลล ์จึงส่งผลใหเ้กิด
การซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียมาก
เกินไป ท าให้เยื่อหุ้มเซลล์สูญเสียศักยภาพของ 
proton pumps และการสรา้ง ATP ลดลง จึงท าให้
เซลลถ์กูท าลายในท่ีสดุ29-32 นอกจากนีย้งัมีรายงาน
ว่าสาร Terpinen-4-ol ซึ่งพบในน า้มันหอมระเหย
จากพืชหลายชนิด มีกลไกการออกฤทธ์ิในการ
ท าลายแบคทีเรียโดยจะไปท าลายโครงสรา้งของ
เยื่อหุม้เซลล ์ท าใหค้วามสมบูรณ์ของเยื่อหุม้เซลล์
เสียหาย ส่งผลใหส้ารภายในเซลลร์ั่วไหลและน าไปสู่
การตายของเซลลแ์บคทีเรยี33 

จากการพิจารณาประสิทธิภาพในการท าลาย
เชื ้อ S. Typhimurium ในขั้นตอนการทดสอบหา
ระยะเวลาในการท าลายเชื ้อ  (Time kill assay)  
ในหลอดทดลองที่มี 0.1% peptone เป็นบัฟเฟอร ์
พบว่าน ้ามันหอมระ เหยไธม์ที่ ค วาม เข้ม ข้น  
0.2% สามารถท าลายเชือ้ S. Typhimurium เริม่ตน้ 
(5.35 ±  0 .19  log CFU/มิ ล ลิ ลิ ต ร) ได้  >3 log 
ภายในระยะเวลา 5 นาที ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกว่า
การทดสอบบนใบสะระแหน่ในขั้นตอนการล้าง  
ซึ่ ง ส าม า รถ ลด จ าน วน เชื ้อ  S. Typhimurium  
เริ่มต้น 4.17 ± 0.98 log CFU/กรัม ลงได้เพียง  
0.73 ± 0.14 log CFU/กรมั เมื่อใชร้ะดบัความเขม้ขน้
ของสารละลายทดสอบ และเวลาเท่ากัน ที่เป็นเช่นนี ้
อาจมีสาเหตุมาจากพื ้น ผิวของใบสะระแหน่ 
ซึ่งมีความขรุขระ ไม่เรียบ มีผลท าให้น ้ามันหอม
ระเหยไธมไ์ม่สามารถเขา้ถึงพืน้ผิวผกัที่มีเชือ้เกาะ
อยู่ได้ ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี ้ 
ซึ่งพบว่ากรดมาลิกสามารถลดจ านวน E. coli O157:H7, 
S. Typhimurium และ L. monocytogenes ที่ใส่ลงบน

เห็ดนางรมหลวงและผลเมลอนซึ่งมีผิวสมัผสัหยาบ
และขรุขระ ได้ต  ่ ากว่าปาปริก้าหรือแครอทที่มี 
พืน้ผิวเรยีบ34 แสดงใหเ้ห็นว่าพืน้ผิวของผกั มีผลต่อ
ประสิทธิภาพของสารทดสอบในการลดจ านวนเชื ้อ
ที่ใส่ลงบนผัก ผลการศึกษาครัง้นี ้ยังได้สังเกตสี 
ของใบสะระแหน่ดว้ยตาเปล่า (ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) 
พบวา่การลา้งใบสะระแหน่ดว้ยน า้มนัหอมระเหยไธม์
ไมม่ีผลต่อสีและลกัษณะภายนอกของใบสะระแหน ่
ซึ่งสอด คลอ้งกับการศึกษาของ Gutierrez et al.35 
ซึง่พบว่าผกักาดหอมและแครอทที่ผา่นการลา้งดว้ย
น า้มนัหอมระเหยไธม ์และน า้มนัหอมระเหยชนิดอื่น 
ไดแ้ก่ โหระพา, สะระแหน,่ มารจ์อรมั และออรกิาโน 
ไมส่ง่ผลตอ่ส ีลกัษณะภายนอกและคณุภาพของผกั  

การศึกษานี ้ในขัน้ตอนการทดสอบประสิทธิภาพ
ในการลดจ านวนเชือ้ S. Typhimurium ที่ใส่ลงบน
ใบสะระแหนด่ว้ยน า้มนัหอมระเหยไธม ์ผูว้ิจยัไดน้ า
สารละลายที่ใช้ลา้งจากการลา้งใบสะระแหน่ที่ใส่
เชือ้แลว้มาท าการตรวจหาเชือ้ที่มีชีวิตเพื่อตรวจสอบ
ฤทธ์ิของน า้มนัหอมระเหยไธม ์(ไม่ไดแ้สดงขอ้มูล) 
พบว่าสารละลายทดสอบที่มีน า้มนัหอมระเหยไธม์
ความเขม้ขน้ 1xMIC (0.2%) และ 2xMIC (0.4%) 
ตรวจไม่พบเชื ้อ  S. Typhimurium ที่รอดชีวิตใน
สารละลาย สว่นสารละลายที่เป็นชุดควบคมุ (น า้กลั่น
ปราศจากเชื ้อ ) ตรวจพบเชื ้อ  S. Typhimurium  
รอดชีวิต แสดงให้เห็นว่าน ้ามันหอมระเหยไธม์ 
มีฤทธ์ิในการท าลาย S. Typhimurium ซึ่งสอดคลอ้ง
กับผลการวิเคราะห์ค่า MIC และ MBC ส่วนการ
ลา้งดว้ยน า้กลั่นปราศจากเชือ้จะท าใหเ้ชือ้บางสว่น
หลุดออกจากใบผักมาอยู่ในสารละลายโดยที่เชือ้ 
ยงัมีชีวิตอยู ่
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แม้ว่าการศึกษานีจ้ะไม่ได้ท าการประเมิน
คณุภาพทางประสาทสมัผสั (sensory evaluation) 
ของใบสะระแหน่ที่ผ่านการล้างด้วยสารละลาย
น า้มันหอมระเหยไธม์ แต่เป็นที่น่าสังเกตว่าสาร
ทดสอบนีม้ีกลิ่นแรง ซึ่งเป็นกลิ่นที่ท  าใหรู้ส้ึกสดช่ืน 
จึงควรลา้งใบสะระแหน่ดว้ยน า้สะอาดก่อนน าไป
บริโภค เพื่อไม่ให้มีผลต่อรสชาติและกลิ่นของ 
ใบสะระแหน่ นอกจากนีห้ากพิจารณาความคุม้ค่า
ของผลิตภัณฑ์ในแง่ของความคุ้มทุน จะพบว่า
น า้มันหอมระเหยมีตน้ทุนสูงกว่าสารเคมีที่ใชล้า้ง
ผักในครวัเรือน ผลิตภัณฑ์นีอ้าจจะเหมาะสมกับ
กลุม่ผูบ้รโิภคที่ใสใ่จกบัสขุภาพและสามารถจ่ายเงิน
สูงขึน้เพื่อผลิตภัณฑ์ที่ดีต่อสุขภาพ อีกทั้งในการ
เลือกซื ้อต้องพิจารณาคุณภาพของน ้ามันหอม
ระเหยซึ่งมีผลต่อประสิท ธิภาพต้านจุลินทรีย ์ 
โดยควรซือ้จากแหลง่จ าหนา่ยทีม่ีความนา่เช่ือถือ  

ผลการศึกษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่าน ้ามัน
หอม ระ เหย ไธม์มี ป ระสิ ท ธิภ าพ ในการต้าน  
S. Typhimurium จากการทดสอบในหลอดทดลอง 
(in vitro) และบนใบสะระแหน่ นอกจากนีค้วรมี
ศกึษาเพิ่มเติมในอนาคตเก่ียวกบัการใชน้ า้มนัหอม
ระเหยไธมใ์นการยบัยัง้แบคทีเรียก่อโรคชนิดอื่น ๆ 
เช่น E. coli และ Listeria monocytogenes ที่มักปนเป้ือน
ในผกัและผลไมส้ด ศึกษาระยะเวลาในการยืดอายุ
การเก็บรกัษาและคุณภาพทางโภชนาการของผัก
หลงัการลา้งดว้ยน า้มนัหอมระเหย รวมทัง้ประเมิน
คณุภาพทางประสาทสมัผสั (sensory evaluation) 
เพื่อน าขอ้มูลที่ไดไ้ปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑล์า้งผัก
ตอ่ไป 
 

สรุปผลการวิจัย 
น า้มนัหอมระเหยไธมบ์รสิทุธ์ิมีประสทิธิภาพ

ในการยับยั้ง S. Typhimurium ในหลอดทดลอง (in vitro) 
โดยมีขนาดโซนยับยั้ง เท่ากับ 22.17 ± 0.76 มิลลิเมตร  
มีค่า MIC และคา่ MBC เท่ากนัคือ 0.2% และเวลา
ทีส่ ัน้ที่สดุของน า้มนัหอมระเหยไธม ์(0.2%) ที่สามารถ
ท าลายเชื ้อ เริ่มต้น ให้ลดจ านวนลงได้ >3 log  
(>99.99%) คือ 5 นาที การลา้งใบสะระแหน่ที่ใส่เชือ้ 
S. Typhimurium (4 .17  ± 0 .98  log CFU/กรัม ) 
ดว้ยการแช่ในน า้มนัหอมระเหยไธมท์ี่ความเขม้ขน้ 
0.2%  และ 0.4%  และน ้ากลั่ นปราศจากเชื ้อ  
(ชุดควบคุม) เป็นเวลา 5 นาที สามารถลดจ านวน 
S. Typhimurium บนใบสะระแหน่ลงเหลือ เท่ากับ 
3.48 ± 0.10, 2.69 ± 0.13 และ 4.79 ± 0.10 log 
CFU/กรัม ตามล าดับ ซึ่งน ้ามันหอมระเหยไธม ์
ที่ความเข้มข้น 0.4% มีประสิทธิภาพในการลด
จ านวนเชือ้ S. Typhimurium ที่ใส่ลงบนใบสะระแหน่
ได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเทียบกับน ้ากลั่นปราศจากเชือ้ (ชุดควบคุม)  
จะเห็นไดว้่าน า้มันหอมระเหยไธมม์ีประสิทธิภาพ 
ในการตา้น S. Typhimurium ทั้งในหลอดทดลอง 
(in vitro) และบนใบสะระแหน่ ซึ่งอาจสามารถ
น ามาใช้เป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้เป็นสาร 
ตา้นจุลินทรียจ์ากธรรมชาติ เพื่อยับยัง้เชือ้ก่อโรค 
ที่ปนเป้ือนในผกัและผลไมส้ด 
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