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บทที่  1 
 

บทนํา 
 
 เนื่องจากในปจจุบันมนุษยหันมาใสใจในสุขภาพมากขึ้น ทําใหผลิตภัณฑนมเปรี้ยวไดรับ 
ความนิยมในการบริโภคอยางแพรหลาย เพราะนมเปรี้ยวมีประโยชนในการชวยใหกระเพาะอาหาร
มีสภาพเปนกรด ทําใหสามารถยอยและดูดซึมอาหารไดดีข้ึน รวมทั้งจุลินทรียโพรไบโอติกใน 
นมเปรี้ยวนั้นจะชวยในการปรับสมดุลของแบคทีเรียประจําถิ่นในระบบทางเดินอาหาร และ 
สรางสารขึ้นมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคที่ระบบทางเดินอาหาร ทั้งยังชวยใหระบบ
ขับถายเปนปกติ แตการผลิตนมเปรี้ยวมักมีขอจํากัดอยูเฉพาะในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจาก 
การผลิตในระดับครัวเรือนมักประสบปญหาดานคุณภาพของหัวเชื้อนมเปรี้ยว  เพราะ 
หัวเชื้อที่ใชผลิตสวนใหญอยูในรูปแบบหัวเชื้อสด ทําใหยากตอการควบคุมคุณภาพของหัวเชื้อ 
งานวิจัยนี้จึงมุงเนนการพัฒนาจุลินทรียโพรไบโอติกในรูปแบบผง โดยใชเทคโนโลยีการทําแหงแบบ
พนฝอย เร่ิมจากการคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติก เพื่อใชเปนหัวเชื้อ
สําหรับผลิตนมเปรี้ยวที่มีคุณภาพสม่ําเสมอ พรอมทั้งศึกษาชนิด องคประกอบ และความเขมขน
ของสารปกปองเซลลที่เหมาะสม เพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของหัวเชื้อผงใหสูงขึ้น สามารถเก็บ
รักษาไดนาน สะดวกตอการขนสงและการนําไปใชงาน ทั้งนี้เพื่อชวยสงเสริมการผลิตนมเปรี้ยวใน
ระดับครัวเรือน และสงเสริมการนําน้ํานมดิบมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑไดแพรหลายมากขึ้น 
 
วัตถุประสงค  
 

  1.  คัดเลือกแลกติกแอซิดแบคทีเรียทีม่ีสมบัติเปนโพรไบโอติกและสรางกรดมาก 
  2.  ศึกษาความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่มีผลตอการรอดชีวิตของแลคติคแอซิด-
         แบคทีเรียผง 
 3.  ศึกษาอิทธิพลของการใชแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิตของ 
        แลคติคแอซิดแบคทีเรียผง 

4.   ศึกษาอายุการเก็บรักษาแลคติคแอซิดแบคทีเรียผงหลงัการทําแหงแบบพนฝอย 
 

 
 
 
 
 



 

 

2

ผลที่คาดวาจะไดรับ 
 

สามารถนําความรูที่ไดจากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตจุลินทรียโพรไบโอติกผง
ดวยกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยนี้ไปประยุกตใช เพื่อวัตถุประสงคในการเก็บรักษา 
จุลินทรียโพรไบโอติกในรูปแบบผงทําใหสะดวกตอการนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมและครัวเรือน 
   

 



บทที่ 2 

 วารสารปริทศัน  

2.1 ชนิดของนมเปรี้ยว 
 
 ผลิตภัณฑนมเปรี้ยว (Cultured milk) หมายถึง ผลิตภัณฑที่ไดจากการเติมเชื้อแบคทีเรีย ยีสต 
หรือ  รา  ลงในน้ํ านม  ซึ่ งอาจเปนน้ํานมที่มี ไขมันครบสวนหรือหางนม  จุลินทรีย เหลานี้ 
สามารถใชน้ําตาลในนมทําใหเกิดกระบวนการหมักและไดผลิตภัณฑที่เปนกรดมีรสเปร้ียว 
(Bckles, 1973) ผลิตภัณฑนมเปรี้ยว สามารถแบงตามชนิดของกระบวนการหมักไดเปน  
2 ประเภท ดังตอไปนี้ (Lampert, 1974) คือ ผลิตภัณฑนมเปรี้ยวที่เกิดจากกระบวนการหมักและให
กรดแลคติคเปนสวนใหญ (Acid Type) ไดแก Yogurt   Acidophilus milk Bulgarian butter milk 
และผลิตภัณฑนมเปรี้ยวที่ เกิดจากกระบวนการหมักใหกรดแลคติคและกาซ หรืออาจเกิด
แอลกอฮอลในปริมาณต่ํา (Kefir type) ไดแก Kumiss Kefir เปนตน 
 จุลินทรียที่ใชในการหมักนมเปรี้ยวแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 ซึ่งเปนจุลินทรีย 
กลุมที่ชอบความรอนปานกลาง 10-40 oC (Mesophilic microorganisms)  พบใน Scandinavian 
milks Cultured buttermilk  กลุมที่ 2 จุลินทรียกลุมที่ชอบอุณหภูมิสูง 35-55 oC (Thermophilic 
microorganisms) พบในโยเกิรต และ Bulgarian buttermilk และกลุมที่ 3 จุลินทรียที่ใชทาง
การแพทย (Therapeutic microorganisms) พบใน Acidophilus milk Yakult® Kefir  
และ Kumiss เปนตน (Robinson and Tamine, 1990) การผลิตนมเปรี้ยวมีความนิยมสูงใน
ประเทศยุโรปและสหรัฐอเมริกา โดยอาศัยจุลินทรีย Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus)
ที่ทําหนาที่เปนโพรไบโอติก (Probiotic) สามารถพบจุลินทรีย L. acidophilus ในทางเดินของ 
ลําไสเล็กตอนลางและลําไสใหญ Kanbe (1991) ไดรายงานวา L. acidophilus สามารถยับยั้ง 
เชื้อโรคที่เปนสาเหตุของโรคเกี่ยวกับลําไส รวมทั้งเชื้อ Escherichia coli และ Klebsiella 
pneumoniae ไดดวย 
 นมเปรี้ยวเปนอาหารที่ยอยงาย โดยแบคทีเรียที่ใชเปนหัวเชื้อจะใชน้ําตาลแลกโตสและสราง
กรดขึ้น ซึ่งสงผลดีตอผูบริโภคเพราะนมเปรี้ยวจะทําใหลําไสมภีาวะเปนกรดสูงขึ้น  ทําใหแบคทีเรีย
ที่กอใหเกิดโรคไมสามารถเจริญได (ประกาย จิตรกร, 2526) ในปจจุบันมีมาตรฐานเกี่ยวกับ 
นมเปรี้ยว ซึ่งไดกําหนดเปนกฎหมายที่ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับที่ 46 (พ.ศ. 2522)  
โดยกระทรวงสาธารณสุข กําหนดใหนมเปรี้ยวเปนอาหารควบคุมเฉพาะ กลาววานมเปรี้ยว 
หมายถึง ผลิตภัณฑนมที่หมักดวยจุลินทรีย ซึ่งไมกอใหเกิดโรคหรือไมทําใหเกิดพิษ และมีจุลินทรีย
ดังกลาวที่มีชีวิตคงเหลือจากกิจกรรมวิธีการหมัก หรืออาจมีการเติมวัตถุอ่ืนที่จําเปนตอการผลิต 
เชน ปรุงแตงสี กลิ่น รส โดยยังคงมาตรฐาน ดังตอไปนี้ 



 4

- มีโปรตีนไมนอยกวารอยละ 1.5 ของน้ําหนัก 
- ตรวจไมพบบักเตรีชนิด E. coli ในอาหาร 0.1 กรัม 
- ไมใชวัตถุที่ใหความหวานแทนน้ําตาล 
- ไมมีวัตถุกันเสีย 
- ไมมีจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค 
- ไมมีสารพิษจากจุลินทรียในปริมาณที่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพ 

 นมเปรี้ยวจะตองเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิไมเกิน 10°C และระยะเวลาที่จําหนายตองไมเกิน 
7 วัน นับต้ังแตวันที่บรรจุในภาชนะบรรจุ (เสถียร วิชัยลักษณ และ สืบวงศ วิชัยลักษณ, 2523) 
  
2.2 แลคติคแอซิดแบคทีเรียในนมเปรี้ยว 
 
 แลคติคแอซิดแบคทีเรียเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่ไมสรางสปอรมีทั้งรูปรางเปนแทง ทรงกลม 
หรือรูปไข เคลื่อนที่ไมได  มีความสามารถในการหมักน้ําตาลและไดผลิตภัณฑสวนใหญเปน                
กรดแลคติค  แลคติคแอซิดแบคทีเรียสามารถแบงไดเปน 2 กลุมตามผลิตภัณฑที่ผลิตได ดังนี้  
กลุมที่ 1 Homofermentative แลคติคแอซิดแบคทีเรียซึ่งสามารถหมักน้ําตาลไดผลิตภัณฑ 
กรดแลคติค 85%-95% และกลุมที่ 2 Heterofermentative สามารถหมักน้ําตาลใหไดผลิตภัณฑ
กรดแลคติคประมาณ  50% และไดผลิตภัณฑ อ่ืนๆ  เชน  เอทธานอล  กรดอะซิติกและ
คารบอนไดออกไซด (Lawrence and Terence, 1979)  
 Hove, Andersen และ Mortensen (1994) กลาววาในผลิตภัณฑนมเปรี้ยว และโยเกริต 
จุลินทรียที่ใชในการผลิตนอกจาก Lactobacillus bulgaricus (L. bulgaricus) Streptococcus 
thermophilus (St. thermophilus) แลวยังมีเชื้ออ่ืนที่นิยมใช เชน Lactobacillus acidophilus  
(L. acidophilus) และ Lactobacillus casei (L. casei) 
 
 2.2.1 ลักษณะของ L. acidophilus 
 
 L. acidophilus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทงเดี่ยวๆ หรือเซลลคูเปนสายสั้นๆ 
ขนาดของเซลลประมาณ 0.6-0.9 µm ไมตองการอากาศในการเจริญ เคลื่อนที่ไมได ไมสรางสปอร 
สามารถหมักน้ําตาล Fructose Glucose Lactose Maltose  Mannose Sucrose (Nahaisi, 1986; 
Kunz, 1994) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 35-40°C แตสามารถเจริญที่อุณหภูมิสูง 
45°C ทนกรดตั้งแตชวงความเขมขน 0.3%–1.9% พีเอชที่เหมาะสมในการเจริญ คือ 5.5-6.0 
(Gomes and Malcata, 1999) L. acidophilus สวนใหญสามารถทนกรดในกระเพาะอาหารของ
มนุษยได แตเมื่อผานเขาสูบริเวณ Duodenum บริเวณลําไสเล็กตอนตน L. acidophilus  
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บางสายพันธุอาจไมทนตอเกลือน้ําดีทําใหมีจํานวนลดลง (Kilara, 1982) L. acidophilus  ตองการ
สารอาหารที่มีความจําเพาะตอการเจริญ อาหารที่ใช ไดแก อาหารสูตรน้ํามะเขือเทศ ซึ่งเปนแหลง
ของน้ําตาล วิตามินบีรวม สามารถใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อไดดีเทียบเทากับสารอาหารจากนมผง-
ปราศจากไขมัน โดยจะหมักน้ําตาลในนมทําใหเกิดเปนกรด ทําใหพีเอชของอาหารลดลง (Babu et 
al., 1992)  
 ความสามารถของ L. acidophilus ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคมีรายงานการศึกษา 
ของนักวิจัยหลายทาน เชน Vakil และ Shahani (1965) ไดแยกแลคติคแอซิดแบคทีเรียจาก 
นมเปรี้ยว acidophilus milk ที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียกอโรคชนิด Acidophilin ที่สามารถ
ยับยั้งจุลินทรียไดทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เชนเดียวกับ Hamdan and Mikolajeik (1975)  
ก็พบวา L. acidophilus สายพันธุ 2181 สามารถสรางสาร Acidophilin ไดเชนกัน Acidophilin  
จัดเปนสารประเภทแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งจุลินทรียกอโรคไดหลายชนิด เชน Staphylococcus 
aureus Escherichia coli และ Salmonella Typhymurium เปนตน (Vincent et al., 1955; 
Andenson, 1986; Dahiya and Speck, 1986; Gilliland and Speck, 1977b)  
 
 2.2.2 ลักษณะของ L. casei 
 
 L. casei มีรูปรางเปนทอน ขนาดกวางประมาณ 0.7 µm ยาวประมาณ 1.5-5.0 µm 
ยอมติดสีแกรมบวกเจริญไดดีในสภาพที่มีอากาศปริมาณจํากัด สามารถหมักน้ําตาลไดหลายชนิด 
เชน Fructose Glucose Lactose Maltose Mannose Sucrose (Shirota, 1962)  
 Shirota (1962) รายงานการมีชีวิตรอดของ L. casei สายพันธุ Shirota ที่สามารถทน
ความเปนกรดในกระเพาะที่มีพีเอชตํ่าชวง 4.2-5.1 และทนตอเกลือน้ําดีของตับออนบริเวณลําไส-
เล็ก ซึ่งมีพีเอชสูงอยูในชวง 6.2-8.0 ดังนั้นจึงสามารถผานกระเพาะไปเกาะที่บริเวณลําไสได 
   

2.3 โพรไบโอติก (Probiotic) 

 โพรไบโอติกมาจากภาษากรีก แปลวา เพื่อชีวิต (For life) โดยมี Metchnikoff (1907) เปนผูให
คําจํากัดความคําวาโพรไบโอติกคนแรก จากนั้นมีผูใหคําจํากัดความแตกตางกันดังตอไปนี้ 
คําจํากัดความคือ สารที่จุลินทรียชนิดหนึ่งสรางและขับออกมา สงผลชวยกระตุนการเจริญของ 
จุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งการทํางานของโพรไบโอติกใหผลตรงขามกับการทํางานของสารปฎิชีวนะ 
(Antibiotics) ที่ทําลายจุลินทรียเกือบทุกชนิด (Lilly and Stillwell, 1965) จุลินทรยีและสารที่ชวย
ปรับสมดุลของจุลินทรียในทางเดินอาหาร (Parker, 1974)  จุลินทรียที่มีชีวิตที่เสริมในอาหารและ
ใหประโยชนแกเจาบาน (Host) โดยชวยเสริมจุลินทรียในทางเดินอาหารของสัตวใหอยูในสภาพ
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สมดุล (Fuller, 1989) แบคทีเรียที่ดีและถูกจัดเปนโพรไบโอติก ไดแก Lactobacillus acidophilus 
Enterocossus faecalis  Streptococcus thermophilus และ Bifidobacterium bifidum   
เปนแบคทีเรียที่มีประโยชน อาศัยอยูในลําไสเล็กหรือลําไสใหญของมนุษย ตั้งแตแรกเกิด ทําหนาที่
ชวยยอยอาหาร ทําใหไดสารอาหารที่มีประโยชนใหกับมนุษย ไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติค 
พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด ซึ่งจุลินทรียโพรไบโอติกควรมี
สมบัติทนตอภาวะความเปนกรดของน้ํายอยในกระเพาะอาหาร ทนตอน้ําดี และสามารถสรางสาร
ยับยั้งเชื้อกอโรคได (Gilliland  and Speck, 1977a) โดยสารยับยั้งเชื้อกอโรค มีดงัตอไปนี้ 
 - กรดแลคติค (Lactic acid)  
 เมื่อเกิดการสะสมของกรดในอาหารซึ่งเกิดจากกระบวนการหมัก ทําใหอาหารมีคา 
พีเอชลดลง สงผลยับยั้งจุลินทรียบางชนิดที่ไมทนกรด เชน E. coli   Pseudomonas sp. เปนตน  
กรดนี้มีกลไกการยับยั้ง คือ กรดแลคติคที่อยูในรูปไมแตกตัวจะสามารถซึมเขาสูเซลล ทําใหเกิด 
การสะสมของกรดในไซโตพลาสซึม สงผลใหกระบวนการเมแทบลิซึมของจุลินทรียที่ยับยั้งเสียไป 
(Harrigan and Bark, 1991) 
 - กรดอะซิติก (Acetic acid)  
 แลคติคแอซิดแบคทีเรียบางสายพันธุที่มีกระบวนการหมักแบบ Heterofermentative 
จะสามารถผลิตกรดอะซิติกได ซึ่งสงผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคไดดีกวากรดแลคติค  
จึงนิยมใชสําหรับการถนอมอาหาร (Harvey and Collins, 1963)     
 - ไดอะเซตทิล (Diacetyl) 
  Lactobacillus lactis สามารถสรางสารไดอะเซตทิล (Lee,1996) โดยไดอะเซตทิล
เขมขน 200 µg/mL สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและยีสตได เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน  
300 µg/mL สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได แตไมนิยมใชไดอะเซตทิลในการถนอมอาหาร 
เพราะถาใชในปริมาณมากจะใหกลิ่นที่แรง  จึงมีการนําไดอะเซตทิลมาใชเปนยาฆาเชื้อ 
(Disinfectant) ในการทําความสะอาดเครื่องมือ เนื่องจากระเหยงาย (Seppo and  Atte, 1993) 
 - แบคทีริโอซิน (Bacteriocin) 
 สารแบคทีริโอซินจัดอยูในกลุมสารยับยั้งจุลินทรีย (Antimicrobial substance) เปน
สารโมเลกุลใหญที่ประกอบดวยโปรตีน หรือ โปรตีนกับคารโบไฮเดรต สารแบคทีริโอซินสรางจาก
แลคติคแอซิดแบคทีเรียบางสายพันธุ มีผลยับยั้งแบคทีเรียที่มีพันธุศาสตรใกลเคียงกัน (Harvey 
and Collins, 1963) ตอมา Hammes และ Tichazeak (1991) รายงานการใชประโยชนจากสาร
แบคทีริโอซินในการยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย S. aureus มีการคัดเลือก 
แลคติคแอซิดแบคทีเรียสายพันธุท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน มาเปนหัวเชื้อในการหมักเพื่อผลิต 
สารถนอมอาหารชนิดไนซิน 
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 - ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรียในสภาพที่มีอากาศ จะพบการสรางสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในระหวางการเจริญแบบใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน เนื่องจาก                 
แลคติคแอซิดแบคทีเรียไมมีเอนไซม Catalase ทําใหมีสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดสะสมอยูใน
อาหารของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย และสามารถยับยั้งเชื้อ  S. aureus และ E. coli  ได (Seppo 
and Atte, 1993) 

 2.3.1 หลักของการคัดเลือกจุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก (Gilliland, 1979; Fuller, 
   1989; Nousiainen and Setela, 1992) ดังตอไปนี้  

  -ตองไมกอโรค และมีความจําเพาะตอเซลลเจาบานสามารถอยูรอดไดในภาวะที่ 
  เปนกรดสูงที่บริเวณกระเพาะอาหาร รวมถึงการทนตอเกลือน้ําดีที่ตับออน  
  -สามารถเพิ่มจํานวนและมีเมตาบอลิซึมในระบบทางเดินอาหารได  
  -สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการเขายึดเกาะที่เยื่อบุทางเดินอาหารได 
  -ผลิตกรดอินทรียและสารยับยั้งจุลินทรียเพื่อลดจํานวนจุลินทรียกอโรคได  
  -มีผลกระตุนภูมิคุมกันในเจาบาน ทําใหสรางแอนติบอดีมากขึ้น   
  -เลี้ยงงายเพิ่มจํานวนไดเร็ว มีการรอดชีวิตสูงเมื่อเก็บรักษาเปนเวลานาน 

 

2.4 การทําแหงจุลินทรียแบบพนฝอย (Spray drying) 

  การทําแหงแบบพนฝอย เปนวิธีที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาหาร เพราะมีราคาถูกและสามารถ
ประยุกตใชรวมกับสารประกอบอื่นๆ ไดหลายชนิด ทําใหสะดวกตอการเพิ่มผลผลิตผลิตภัณฑที่
เปนผง (Dziezak, 1988)  
 วัตถุประสงคการทําแหงจุลินทรีย คือตองการเก็บรักษาเชื้อใหคงสภาพดีโดยไมเกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของเชื้อ ระหวางการขนสงและเก็บรักษา การทําแหงแบบพนฝอยเปนวิธีการทําแหงโดย 
ฉีดพนของเหลวใหเปนหยดละออง โดยใชลมรอนเพื่อทําใหหยดอนุภาคแหงและกลายเปนผงใน
เวลารวดเร็ว จากรายงานของ Kim และ Bhowmik (1990) พบวาอัตราการรอดชีวิตของ 
S. thermophilus และ L. bulgaricus จะลดลงเมื่ออุณหภูมิลมออก (Outlet air temperature) 
เพิ่มสูงขึ้น โดยจะสงผลตอการรอดชีวิตของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมากกวาการเปลี่ยนแปลงของ
คาอุณหภูมิลมเขา (Inlet air temperature) และคา Atomizing air pressure นอกจากนี้ Gardiner 
et al. (2000) ไดศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยกับจุลินทรีย Lactobacillus paracasei  NFBC 
338 ที่อุณหภูมิลมเขา 170°C และแปรอุณหภูมิลมออกตั้งแต 70°C-120°C พบวาที่อุณหภูมิ- 



 8

ลมออก 80°C-85°C  ทําให Lactobacillus paracasei NFBC 338 รอดชีวิตมากที่สุด โดย
ผลิตภัณฑผงมีความชื้นเหมาะสม คือ 4.1% นอกจากนี้ยังแสดงใหเห็นความสัมพันธของ 
คาอุณหภูมิลมออก ที่มีผลตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของจุลินทรีย และคาความชื้นของผลิตภัณฑ
ผง คือเมื่ออุณหภูมิลมออกสูงขึ้นการรอดชีวิตของเชื้อและความชื้นจะลดลง 
 
2.5 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการรอดชีวิตของจุลินทรียในระหวางการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 2.5.1 อายุของเชื้อจุลินทรีย 
 
 Foster (1962) พบวาเซลลของเชื้อที่เจริญอยูในชวงตน Stationary phase จะสามารถ
คงกิจกรรมไวไดสูงหลังการทําแหง ซึ่งสอดคลองกับ Heckly (1978) ที่รายงานวาเชื้อที่มีอายุ  
24 ชั่วโมง ซึ่งเจริญเติบโตเต็มที่จะรอดชีวิตจากการทําแหงสูงกวาเชื้อที่มีอายุ 3-7 ชั่วโมง Espina 
และ Packard (1979) ไดศึกษาการผลิตจุลินทรียแลคติคแอซิดแบคทีเรียดวยวิธีการทําแหงแบบ
พนฝอย พบวาหัวเชื้อที่ใชในการทําแหงตองมีสภาพเปนกลาง (Neutralization) และอายุที่
เหมาะสมสําหรับการทําแหงจะอยูในระยะ Stationary phase เชื้อผงที่ผลิตไดจะยังคงมีกิจกรรม
ตางๆเหมือนเดิมและพบวาเชื้อที่มีอายุในระยะนี้มีความทนทานตอการทําแหงแบบพนฝอยได 
ดีกวาระยะอื่นๆ  
 Teixeira และคณะ (1995a) ไดศึกษาการทําแหงเชื้อ L. bulgaricus  แบบพนฝอยที่
อุณหภูมิลมเขา (Inlet air temperature) 200°C และ อุณหภูมิลมออก (Outlet air temperature) 
80°C พบวาเซลลระยะ Stationary phase มีความทนทานตอกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยได
ดีกวาเซลลระยะ Exponential phase นอกจากนี้ยังพบวาการทํา Heat shock กับเชื้อที่อยูในชวง 
Exponential phase จะชวยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเชื้อใหสูงขึ้นกวาเชื้อที่ไมถูก Heat shock 
แตการทํา Heat shock กับเชื้อที่อยูในระยะ Stationary phase จะไมมีผลตอการรอดชีวิตที่เพิ่มข้ึน 
   
 2.5.2 จํานวนเชื้อเริ่มตนกอนทําแหง 
 
  ปริมาณเชื้ อ เ ร่ิมตนกอนการทําแห งนั้นมีผลตอการรอดชีวิตหลังการทําแห ง                 
โดย Kilara และคณะ (1976) ทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ L. bulgaricus กอนการ
ทําแหง มีจํานวนเชื้อ 6x105 CFU/mL กับ 7x104 CFU/mL เมื่อผานกระบวนการทําแหงจะมีการ         
รอดชีวิต 75% และ 10% ตามลําดับ สวน L. acidophilus มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1.6x105 CFU/mL 
กับ 2.6x104 CFU/mL  เมื่อผานกระบวนการทําแหงพบวามีการรอดชีวิต 63% และ 19% 
ตามลําดับ และ St. thermophilus ที่มีเชื้อเร่ิมตนเปน 7.3x105 CFU/mL กับ 2.5x104 CFU/mL  
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เมื่อผานการทําแหงมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 11% และ 1% ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
ของ Fu และ Etzel (1995) ที่รายงานวาจํานวนเชื้อเร่ิมตนกอนการทําแหงมากทําใหมีเชื้อรอดชีวิต
สูงกวาการใชเชื้อเร่ิมตนในปริมาณที่ต่ํา 
 
 2.5.3 ชนิดของสารปกปองเซลล   
 
  เนื่องจากการทําแหงแบบพนฝอยเชื้อจะตองผานกระบวนการผลิตที่มีปจจัยของอณุหภมูิ
เขามาเกี่ยวของ เชื้ออาจถูกทําลายโดยอุณหภูมิสูงได ดังนั้นควรคัดเลือกสารปกปองเซลลที่ใช 
รวมในระหวางการทําแหงแบบพนฝอยที่เหมาะสม และสามารถคืนรูปไดดีหลังการทําแหง 
(Brennan et al., 1983)  Sinha และคณะ (1974) พบวาการใชนมผงปราศจากไขมันเปนสาร
ปกปองเซลลในการทําแหงแบบพนฝอยจะทําใหการรอดชีวิตของ Streptococcus faecalis และ
Streptococcus diacetylactis สูงถึง 80%-100% ตามลําดับ 
  สวน Champagne และคณะ (1991) ใชสารปกปองเซลลประเภทโพลีแซคคาไรด
(Polysaccharides) คือโพลีเอทธิลีนไกลคอล (Polyethyleneglycol-PEG) มาเติมในการปกปอง-
เซลลของ St. thermophilus โดยใชรวมกับนมผงปราศจากไขมันพบวาสามารถเพิ่มอัตราการ 
รอดชีวิตของ Streptococci ได 10%-20% และมีปริมาณความชื้นเหลือ 1.1%-1.7% 
  Gardiner และคณะ (2000) รายงานการทําแหงแบบพนฝอยที่อุณหภูมิลมเขา 170°C 
และอุณหภูมิลมออก 85°C โดยใชนมผงปราศจากไขมันเปนสารปกปองเซลล พบวาจุลินทรีย 
Lactobacillus paracasei NFBC 338 และจุลินทรีย Lactobacillus salivarius UCC 118  
รอดชีวิต 97% และ 11% ตามลําดับ  การที่นมผงปราศจากไขมันสามารถปกปองเซลลได  
ก็เนื่องจากนมผงปราศจากไขมันสามารถปองกัน Cytoplasmic membrane ใหมีสภาพคงเดิมได
หลังผานการทําแหง เพราะเมื่อนําผลิตภัณฑผงมาทดสอบความไวตอเกลือโซเดียมคลอไรด  
โดยวัดการเจริญพบวาไมแตกตางจากเซลลกอนการทําแหง  
 

 2.5.3.1 แซนแทนกัม (Xanthan gum) ที่ใชเปนสารรวมในการปกปองเซลล 
 

   Rogovin และคณะ (1961) พบจุลินทรียที่สามารถผลิตกัมช่ือทางเคมีวา 
สารโพลีแซคคาไรด B-1459 โดยการหมักของ Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ตอมา
รูจักกันในชื่อแซนแทนกัม ซึ่งเปนสารชนิดเฮทเทอโรโพลีแชคคาไรด (Heteropolysaccharide)  
   สมบัติของแซนแทนกัมที่พิเศษตางจากสารจําพวกคอลลอยดละลายน้ํา 
ชนิดอื่น คือสารละลายแซนแทนกัมสามารถรักษาความหนืดใหคงที่ได แมวาจะมีการเปลี่ยนแปลง
ระดับพีเอช จึงมีการใชแซนแทนกัมในอุตสาหกรรมอาหารสูงขึ้น (Rocks, 1971)  
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จนในปค.ศ.1971 สํานักงานอาหารและยา (Food and Drug Adminiatration) ไดออกประกาศ
อนุญาตใหใชแซนแทนกัมเติมในอาหารและยาได (Betz, 1979) ดวยประโยชนของแซนแทนกัม
ดังกลาว ปจจุบันจึงไดมีการนําแซนแทนกัมมาใชในอาหารและยามากมาย เชน ใชเปนสวนผสมใน
น้ําสลัด น้ําซอส ผลิตภัณฑเนยและเนยแข็ง พุดดิ้ง เบียร เปนตน  
    แซนแทนกัมที่ผลิตจาก Xanthomonas campestris จะมีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 2x106-5x107 g/mol ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนส และกรดกลูโคโรนิกใน
อัตราสวน 2:2:1 และมีหมูไพรูวิคกับอะซิติกประมาณ  4% ซึ่งน้ําตาลกลูโคสทั้ง 2 หนวย ทําหนาที่
เปนแกนหลักของโครงสราง โดยตอกันดวยพันธะเบตา-1,4 glycosidic ดังรูปที่ 2.1  สวนน้ําตาล
แมนโนสและกรดกลูโคโรนิกทําหนาท่ีเปนกิ่งกานของโครงสราง โดยน้ําตาลแมนโนสตัวแรกจะตอ
เขากับน้ําตาลกลูโคสของแกนหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3 glycosidic และที่ตําแหนง C-6  
ของแมนโนสจะมีหมูอะซิติลเกาะอยู  สวนกรดกลูโคโรนิกนั้นจะจับกับน้ําตาลแมนโนสตัวแรกดวย
พันธะเบตา-1,2 glycosidic จากนั้นน้ําตาลแมนโนสตัวที่สองจะเขาจับกับกรดกลูโคโรนิกนี้ดวย
พันธะเบตา-1,4 glycosidic โดยที่ตําแหนง C-4 และ C-6 ของน้ําตาลแมนโนสนี้จะมีหมู 
ไพรูวิลเกาะอยู โดยมีคาแตกตางกันตั้งแต 0%-4.5% ตามภาวะและชนิดของเชื้อที่ใชในการผลิต 
(Jansson et al., 1975) โดยทั่วไปโมเลกุลของแซนแทนกัมมักมีหมูไพรูวิลเกาะอยูที่น้ําตาล 
แมนโนสตัวที่สองของกิ่งประมาณครึ่งหนึ่งของน้ําตาลแมนโนสตัวที่สองที่มีในโมเลกุลทั้งหมด 
 

 
     
    รูปที่ 2.1 โครงสรางแซนแทนกัม 
    ที่มา:  Zamora (2005)  
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   Brange (2000) พบวาโปรตีนมีการเสียสภาพในระหวางสัมผัสกับความรอน
เมื่อเขาสูกระบวนการทําแหงแบบพนฝอย ดังนั้นการใชสารที่ชวยเพิ่มความเสถียรของโปรตีนจะทํา
ใหโปรตีนสามารถทําหนาที่ปกปองเซลลไดดีข้ึน นอกจากนี้ Bryant และ McClements (2000)  
ไดทดสอบการผสมระหวางแซนแทนกัม 0.1% ของโปรตีนเมื่อถูกบมดวยความรอน พบวา 
แซนแทนกัมสามารถทําใหโปรตีนเสถียรมากขึ้น  
  Fakultat (2003) รายงานเปรียบเทียบการรอดชีวิตของ L. acidophilus  
หลังการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชสารตัวกลางในการปกปองเซลลชนิดเดี่ยวๆ ไดแก สารประเภท
กัม Gelatin หรือสารประเภทโปรตีน พบวาใหจํานวนการรอดชีวิตของจุลินทรียผงหลังทําแหง 
นอยกวาการใชสารที่ผสมระหวางกัมรวมกับโปรตีน นอกจากนี้การใชสารประกอบประเภทกัม
รวมกับโปรตีนยังใหผลการรอดชีวิตของจุลินทรียสูงหลังเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5°C เปนเวลา 4 ถึง 
15 สัปดาห 
  Elversson และคณะ (2003) กลาวถึงปจจัยที่มีผลตออนุภาคผงหลังทําแหง 
แบบพนฝอย คือ ขนาดและการกระจายของหยดอนุภาค ซึ่งบอกถึงพฤติกรรมการไหลของ
ของเหลวเมื่อผาน Atomization สอดคลองกับ Harrison และคณะ (1999) ที่ศึกษาการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการกระจายของหยดอนุภาคที่ไหลผาน Atomization เมื่อใชสารละลายแซนแทนกัมที่
ความเขมขน 0.025% 0.1% และ 0.15% พบวาที่ความเขมขน 0.025% มีการกระจายของหยด
อนุภาคสูงที่สุด และใหผลดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับสารที่มีสมบัติ Newtonian บางชนิด 
    Benichou และคณะ (2007) รายงานถึงการทําปฏิกิริยารวมกันระหวางโปรตีน  
4%-10% และแซนแทนกัม 0.5% สามารถเพิ่มความคงตัวของหยด ทั้งยังเพิ่มสมบัติทางดาน 
Rheological surface properties และพฤติกรรมการกระจาย (Diffusion behavior) ของสารผสม  
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงกวาเมื่อเทียบกับการใชโปรตีนหรือแซนแทนกัมเพียงชนิดเดียว  

 
2.5.4 ความเขมขนของสารปกปองเซลล 

 
  Espina และ Packard (1979) ใชนมผงปราศจากไขมันเปนสารปกปองเซลลที่ระดับ
ความเขมขน 25% และ 40% ในภาวะอุณหภูมิลมเขา 170°C และแปรอุณหภูมิลมออกเปน 75°C 
80°C และ 85°C พบวาที่อุณหภูมิลมเขา 170°C และอุณหภูมิลมออก 75°C ความเขมขนของ 
สารปกปองเซลล 25% ใหผลการรอดชีวิตของ L. acidophilus สูงกวาที่ความเขมขน 40% เพราะ
การใชความเขมขนของสารปกปองเซลลที่สูง ทําใหเกิดหยดของอนุภาคที่โต ทําใหเชื้อมีโอกาสถูก
ทําลายดวยความรอนไดมากกวาอนุภาคที่มีขนาดเล็ก เนื่องจากอนุภาคขนาดใหญจะใชระยะเวลา
ที่เชื้อสัมผัสกับความรอนนานกวา  
 



 12

2.6 ปจจัยที่สงผลตอการรอดชีวิตของจุลินทรียผงในระหวางการเก็บรักษา 
  
 2.6.1 อุณหภูมิการเก็บรักษา 
     
    อุณหภูมิการเก็บรักษาเปนปจจัยที่สําคัญตออายุการเก็บรักษาเชื้อผงใหมีชีวิตนานขึ้น  
Teixeira และคณะ (1995b) กลาวถึงการเก็บรักษาจุลินทรีย Lactobacilus delbrueckii ssp. 
bulgaricus ที่อยูในรูปผงหลังการทําแหงแบบพนฝอย พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษา 
นานขึ้นการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิต่ําจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตจะสูงกวาการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ
สูงที่ 30°C เนื่องจากที่ 30°C นี้เปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับอุณหภูมิ 37°C ซึ่งเปนชวงที่เหมาะสม
กับการทํางานของเอนไซมทําใหมีกิจกรรมเกิดขึ้นในเซลลมากกวาอุณหภูมิต่ํา 
 

2.6.2 บรรจุภัณฑที่ใช 
 

  ถุงลามิเนตมีสวนประกอบของ PP/PE/Alu/PE/LL ซึ่งประกอบดวยชั้น Polypropylene 
(PP) มีสมบัติเดน คือ มีความใส และปองกันความชื้นไดดีแตการปองกันอากาศซึมผานของ PP  
ยังไมดีเทาพลาสติกบางชนิด เนื่องจากชวงอุณหภูมิในการหลอมละลายมีชวงอุณหภูมิส้ัน   
ทําให PP เชื่อมติดไดยาก (ปุน คงเจริญเกียรติ และ สมพร คงเจริญเกียรติ, 2528) สวนชั้น Low- 
density polyethylene (PE) เปนโพลิเอทิลีนความหนาแนนต่ํา โดยโครงสรางจะสามารถปองกัน
ความชื้นไดพอสมควร แตขอเสีย คือ สามารถปลอยใหไขมันและอากาศซึมผานไดงาย ทําใหมี
ความไวตออากาศ  คุณภาพการเก็บอาหารแปรเปลี่ยนเพียงเวลาไมกี่วัน สวนชั้นของอะลูมิเนียม 
(Alu) มีน้ําหนักเบา ปองกันการซึมผานของอากาศ กาซ แสงและกลิ่นรสไดดี สวนชั้นของ Linear 
low density polyethylene (LL) นิยมใชเปนชั้นปองกันความชื้น (Anonymous, 1991)  

 



บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
 

- กลองจุลทรรศน  (Microscope) model  CH30FF200 บริษัท OLYMPUS ประเทศญี่ปุน 
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) model V-530 บริษัท JASCO  
 ประเทศญี่ปุน 
- เครื่องวัด pH (pH  meter) model Cyberscan pH1000 บริษัท EUTECH ประเทศสิงคโปร 
- เครื่องหมกัเชื้อ (Fermenter) ขนาด  5  ลิตร  บริษัท BIOSTAT- B  ประเทศเยอรมน ี
- เครื่องวัดความหนืด (Rheometer) model  C-VOR บริษัท BOHLIN ประเทศองักฤษ 
- เครื่องวัดแรงตึงผวิ (Goniometer) model FTA100 บริษัท First Ten Angstorm  
 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- เครื่องวิเคราะหภาพถาย (Image analizer) model Image 4.5 บริษัท MEDIA CYBERNATIC  
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- เครื่องเขยา (Shaker) Model gyrotory บริษัท NEW  BRUNSWICK ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- เครื่องทาํแหงแบบพนฝอย (Spray dryer) model  DV- 2  บริษัท NIRO ประเทศเยอรมน ี
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning  electron  microscope) model  
 JSM-5410LV บริษัท JEOL ประเทศญี่ปุน 
- เครื่องชั่งทศนิยม  2  ตําแหนง Model  pb8001 บริษัท  METLER  ประเทศสวิตเซอรแลนด 
- เครื่องชั่งทศนิยม  4  ตําแหนง  Model  A200S บริษัท SATORIUS ประเทศเยอรมน ี
- เครื่องปดผนกึถุงแบบสุญญากาศ (Vacuum sealer) บริษัท Wabomatic model Easy Pack    
- Microwave Model KOR-63D7 บริษัท DAEWOO ประเทศมาเลเซยี 
- Stirrer บริษัท SELECTA model agimatic-N ประเทศเยอรมน ี
- Vortex mixer model 37600  mixer บริษัท THERMOLYNE ประเทศเยอรมน ี
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water  bath) model  E350 ยี่หอ MEMMERT ประเทศเยอรมน ี
- เครื่องเหวี่ยงแยก (Centrifuge) model Royanta Centrifugen บริษัท HETTICH  
ประเทศเยอรมน ี

- เครื่องวัดคา aw (aw analyzer) model  series3 บริษัท DECAGON  DEVICE model series 
3 ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- ตูบมเชื้อ (Incubator) model  B30 บริษัท MEMMERT ประเทศเยอรมน ี
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- หมอนึ่งฆาเชือ้ควบคุมความดัน (Autoclave) model  MLS-2400 บริษัท LABO 
ประเทศญี่ปุน 

- ตูอบลมรอน (Hot air oven) model  E53 บริษัท WTC  BINDER ประเทศเยอรมน ี
- กระดาษ Whatman ขนาด 6 mm เกรด AA-DISCS บริษัท Maidstore ประเทศอังกฤษ 
 

3.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

- น้ํามะพราวแกจากรานขายมะพราวตลาดสดซอยรามคําแหง 2 แขวงดอกไม เขตประเวศ 
 กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
- นมผงปราศจากไขมัน (Milk Non Fat: MNF)  ตรามชิชัน  ประเทศไทย 
- บรรจุภัณฑชนิด Laminated aluminium  foil (PP/PE/Alu/PE/LL) บริษัทเจนจรัสซพัพลายด  
 ประเทศไทย 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth  Lab  grade ยี่หอ HI  MEDIA ประเทศอินเดีย 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอสเฟต Lab grade ยี่หอ UNIVAR ประเทศนวิซีแลนด 
- ไดโพแทสเซยีมไฮโดรฟอสเฟต Lab grade ยีห่อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด 
- โซเดียมอะซเิตท Lab grade ยี่หอ UNIVAR ประเทศนวิซีแลนด 
- แอมโมเนยีมซิเตรท Lab grade ยี่หอ FLUKA ประเทศสวิตเซอรแลนด 
- ยีสตสกัด Lab grade ยี่หอ HI MEDIA ประเทศอินเดีย 
- เปปโตน Lab grade ยี่หอ MERCK ประเทศเยอรมน ี
- โซเดียมคลอไรด Lab grade ยีห่อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด 
- สารละลายกรดไฮโดรคลอริก Lab grade ยี่หอ FISHER CHEMICALS ประเทศอังกฤษ 
- โซเดียมไฮดรอกไซด Lab grade ยี่หอ MERCK ประเทศเยอรมน ี
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3.3 เก็บรักษาจุลินทรียที่ใชทดลอง 
 
 นําแลคติคแอซิดแบคทีเรียแตละสายพันธุที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย จํานวน 12 สายพันธุ ดังตอไปนี้ 
 

 
 ใชเข็มเขี่ยจุลินทรียแตละสายพันธุนํามา Streak บนอาหารวุนเอียง MRS บมที่อุณหภูมิ  
37°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°C เพื่อใชในการทดลอง Subculture จุลินทรีย
ทุก 2 สัปดาห 
 
3.4 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติกและสรางกรด 
 ปริมาณมาก 
   
 3.4.1 ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี 
 

 ทดสอบความสามารถทนเกลือน้ําดีของแลคติคแอซิดแบคทีเรียตามวิธีของ Du Toit 
 และคณะ  (1998) โดยนําแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 12 สายพันธุ มา Streak ลงบนอาหารวุน MRS 
ที่มีความเขมขนของเกลือน้ําดี 0.3% และใชอาหารวุน MRS ที่ไมไดเติมเกลือน้ําดีสําหรับเปนตัว
ควบคุมบมที่ 37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวตรวจดูการเจริญของเชื้อบนอาหาร โดยทดลอง 3 ซ้ํา 
คัดเลือกเฉพาะจุลินทรียที่เจริญบนอาหาร MRS ที่เติมเกลือน้ําดี 0.3% นําไปทดสอบความสามารถ
ในการทนกรดตอไป 

 
 
 
 
 

Lactobacillus acidophilus TISTR 450 
Lactobacillus acidophilus TISTR 1034  
Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 
Lactobacillus casei TISTR 047 
Lactobacillus casei TISTR 108 
Lactobacillus casei TISTR 389  

Lactobacillus casei TISTR 390 
Lactobacillus casei TISTR 453 
Lactobacillus casei TISTR 1340 
Lactobacillus casei TISTR 1341 
Lactobacillus casei TISTR 1463 
Lactobacillus casei TISTR 1500 
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 3.4.2 ความสามารถในการทนกรดในกระเพาะอาหาร 
 
  ทดสอบแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ทนกรดในกระเพาะอาหารตามวิธีของ Du Toit             
และคณะ (1998) โดยเขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ทนเกลือน้ําดีจากขอ 3.4.1 ลงในอาหารเหลว 
MRS ซึ่งปรับพีเอชของอาหารดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล ใหไดพีเอชเทากับ 3 และใช
อาหาร MRS พีเอช 6.6 เปนตัวควบคุม บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 nm 
ทดลอง 3 ซ้ํา เลือกจุลินทรียที่เจริญ เพื่อใชในการคัดเลือกสมบัติการสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบ
ตอไป 
 

3.4.3 ความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus 
aureus      

  
 3.4.3.1 แยกเซลลแลคตคิแอซิดแบคทีเรียจากอาหารเลีย้งเชื้อ 

 
  เขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.2 แตละสายพันธุ 
ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 mL บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแตละตัวอยาง
มาปนเหวี่ยงโดยเครื่อง Centrifuge ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000xg ที่ 4°C เปนเวลา 15 นาที เก็บ
เฉพาะสวนใส (Supernatant) ที่แลคติคแอซิดแบคทเีรียสรางขึ้น เพื่อใชในการทดสอบขอ 3.4.3.3 
 
 3.4.3.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ E. coli และ S. aureus   
          
 เลี้ยง E. coli และ S. aureus ในอาหารเหลว (NB) ปริมาตร 50 mL บมที่ 37°C 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปเปตเชื้อแตละสายพันธุปริมาตร 0.1 mL ลงในอาหารวุน (NA) ที่ 
บรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 10 mL ผสมใหเขากันแลว Pour plate นํากระดาษกรอง Filter 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm วางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือจานละ 4 แผน เพื่อใชทดสอบตอใน 
ขอ 3.4.3.3 
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 3.4.3.3 การทดสอบชนิดของสารยับยั้งการเจริญที่สรางโดยแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 
  ทําการทดสอบตามวิธีของ Tagg, Dajani และ Wanamaker (1976)  
  ดังรูปที่ 3.1  
 

 
รูปที่ 3.1 การทดสอบชนิดของสารที่แลคติคแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นและยับยั้งเชื้อ E. coli  และ  
 S. aureus    

 
  โดยคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบทั้ง 
2 สายพันธุ ไปใชในการทดลองตอไป 
 
 
 
 
 
 
 

นําสวนใสจากขอ 3.4.3.1 มากรองดวยแผนกรอง 
(Millipore membrane filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

Treatment ที่ 1 
No treatment 

Treatment ที่ 2 
ปรับพีเอชสวนใส 
ในชวง 6.5-7.2 

Treatment ที่ 3 
เติมเอนไซม Catalase  

ที่ 25°C 

  Treatment ที่ 4 
บมสวนใส ที่ 100°C  

10 นาที  

  หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

วัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ัง (Clear zone)  
 

  หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 
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3.4.4 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สรางกรดไดปริมาณมาก 
 
   แลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.3 เลี้ยงในอาหารเหลว MRS 

ปริมาตร 10 mL เวลา 24 ชั่วโมง บมที่ 37°C ถายเชื้อแตละสายพันธุ 2% (มีปริมาณเซลลเร่ิมตน 
109 CFU/g) ลงในนมสดที่ผานการฆาเชื้อแบบ Ultra High Temperature (UHT) ปริมาตร 100 mL 
ผสมกลาเชื้อกับน้ํานมใหเขากัน บมที่ 37°C แลวสุมตัวอยางมาปริมาตร 3 mL ทุก 2 ชั่วโมง 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใชฟนอฟทาลีน 1-2 หยดเปนอินดิเคเตอร ทําการไทเทรตตัวอยางดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล คํานวณเปอรเซ็นตกรดตามรายละเอียดในภาคผนวก ก-
5 คัดเลือกโพรไบโอติกที่สรางกรดไดปริมาณมาก 1 สายพันธุ เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.5 การคัดเลือกความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมในการปกปองเซลล              
 ดวยวิธีการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 3.5.1 ขั้นตอนการเตรียมจุลินทรีย  
 
  เขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.4 ซึ่งเก็บรักษาในอาหาร 
วุนเอียง MRS ลงในอาหารน้ํามะพราวปริมาตร 10 mL ที่ผานการฆาเชื้อแลว (สวนประกอบของ
อาหารสูตรน้ํามะพราวที่ไดจากงานวิจัยของ เพิ่มพงษ ศรีประเสริฐศักดิ์ (2524) แสดงไวใน
ภาคผนวก ข-3) จากนั้นบมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปเปตแลคติคแอซิดแบคทีเรียปริมาณ  
2% (w/v) ลงในสูตรอาหารน้ํามะพราวปริมาตร 100 mL บมที่ 37°C จนแลคติคแอซิดแบคทีเรีย
เจริญถึงระยะ Exponential phase จากนั้นนําแลคติคแอซิดแบคทีเรียมา 2% ถายลงในสูตรอาหาร
น้ํามะพราวที่ผานการฆาเชื้อแลว 3 L หมักในถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 L ที่อุณหภูมิ 37°C 
ควบคุมพีเอชใหอยูในชวง 6.25-6.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 นอรมอล และ
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิเขมขน 0.1 นอรมอล ควบคุมความเร็วใบพัดกวน 100 รอบตอนาที 
จนแลคติคแอซิดแบคทีเรียเจริญถึงระยะ Stationary phase ทําการถายเชื้อลงหลอด Centrifuge 
เพื่อนําไปเหวี่ยงแยกเซลล ที่ควบคุมอุณหภูมิ 4°C ปนเหวี่ยงดวยแรง 4,000xg เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นลางเซลลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 เพื่อนํา Cell paste ท่ีมี Total solids 
10%  ไปใชในการทดลองขอ 3.5.2.3 และ 3.6 ตอไป 
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 3.5.2 การเตรียมสารละลายนมผงปราศจากไขมันใชเปนสารปกปองเซลลในการทํา
แหงแบบพนฝอย 

 
  3.5.2.1 ศึกษาความหนืดของนมผงปราศจากไขมัน 
 
            เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v) นํามา
วัดคาความหนืดโดยเครื่อง Rheometer ใชหัววัดชนิด Cone and plate เบอร 1 เสนผานศูนยกลาง  
60 mm 1 องศา ควบคุมอุณหภูมิตัวอยางใหเทากับ 25°C ตั้งคา Shear rate เทากับ 944 s-1 และ
คา Gap เทากับ 30 µm จากนั้นปเปตตัวอยาง 2 mL ลงในที่รองรับภายในเครื่องวัดความหนืด  
เร่ิมการวัดและบันทึกคาโดยกําหนดเวลา 5 นาที ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช 
Duncan’s New Multiple Range Test  
 
  3.5.2.2 ศึกษาแรงตึงผิวของนมผงปราศจากไขมัน 
 
   เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v) นํามา
วัดคาแรงตึงผิวโดยเครื่อง Goniometer บรรจุตัวอยางลงหลอด Syringe ขนาด 3 mL และใชเข็ม
ปลายตัดขนาด 22 Gauge จากนั้นควบคุมการหยดของตัวอยางดวย Pump โดยใชโปรแกรม 
First ten angstrom ในการคํานวณคาแรงตึงผิวขณะที่หยดตัวอยางตกพอดี ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช  
Duncan’s New Multiple Range Test  
 
  3.5.2.3 ความเขมขนสารละลายนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมเพื่อใชเปน 

สารปกปองเซลลในการทําแหงแบบพนฝอย 
 
    เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v)  
แลวเติม Cell paste ของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจากขอ 3.5.1 ที่มีเซลลเร่ิมตนประมาณ  
1010-1011CFU/g ผสมใหเขากันโดยใช Magnetic stirrer จากนั้นปอนตัวอยางเขาเครื่องทําแหง
แบบพนฝอย โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลมเขาที่ 160°C อัตราการปอน 34 mL/min ตามวิธีของ 
Gardiner และคณะ (2000) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา หลังจากไดผลิตภัณฑผงในแตละตัวอยาง นํามา
ตรวจการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย โดยนําผงเชื้อที่ไดไป 
นับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตบนอาหารวุน MRS นําอนุภาคผงไปวัดคา Moisture content 
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(ภาคผนวก ก-1) Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) หาขนาดของอนุภาคผงดวยโปรแกรม 
Image analizer (ภาคผนวก ก-6) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test และศึกษา
ลักษณะของอนุภาคผงดวยเครื่อง Scanning electron microscope (ภาคผนวก ก-7) ตามลําดับ 
เพื่อคัดเลือกความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมไปใชเปนพื้นฐานในการพัฒนาการ
รอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอยในขั้นตอนตอไป 

 
3.6 อิทธิพลแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิตของแลคติคแอซิด

แบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 เตรียมสารละลายเพื่อใชเปนสารปกปองเซลล โดยใชแซนแทนกัมทดแทนนมผงปราศจาก-
ไขมันในระดับ 0%  0.25%  0.5%  0.75%  1%  1.5% และ  2%  และควบคุมใหมีความเขมขน
สุดทายเทากับความเขมขนที่ไดจากขอ 3.5 จากนั้นเติม Cell paste ของจุลินทรียจากขอ 3.5.1  
ซึ่งมีเซลลเร่ิมตนอยูประมาณ 1010-1011 CFU/g ผสมใหเขากันโดยใช Magnetic stirrer นําแตละ
ตัวอยางไปศึกษาคาความหนืดและคาแรงตึงผิวของสารละลายตามวิธีในขอ 3.5.2.1 และ 3.5.2.2 
พรอมทั้งนับจํานวนแลคติคแอซิดแบคทีเรียเริ่มตนโดยใชวิธี Pour plate กับอาหารวุน MRS 
จากนั้นปอนตัวอยางเขาเครื่องทําแหงแบบพนฝอย โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลมเขาที่ 160°C 
อัตราการปอน 34 mL ตอนาทีตามวิธีของ Gardiner และคณะ (2000) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
หลังจากไดผลิตภัณฑผงในแตละตัวอยาง นํามาตรวจการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 
หลังการทําแหงแบบพนฝอยตามวิธีขอ 3.5.2.3 นําอนุภาคผงไปวัดคา Moisture content 
(ภาคผนวก ก-1) Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) หาขนาดของอนุภาคผงดวยโปรแกรม 
Image analizer (ภาคผนวกก-6) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test และศึกษา
ลักษณะของอนุภาคผงดวยเครื่อง Scanning electron microscope (ภาคผนวก ก-7) ตามลําดับ
เพื่อคัดเลือกความเขมขนแซนแทนกัมที่ผสมรวมกับนมผงปราศจากไขมัน ที่ทําใหแลคติคแอซิด-
แบคทีเรียรอดชีวิตหลังการทําแหงสูงที่สุดเพื่อใชศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงในขั้นตอน
ตอไป 
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3.7 ศึกษาอายุการเก็บรักษาแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 นําผลิตภัณฑผงที่มีสวนประกอบของนมผงปราศจากไขมัน และแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผาน
การคัดเลือกจากขอ 3.5 มาศึกษาอายุการเก็บรักษา เพื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑผงที่มีสวนผสม
ของแซนแทนกัมกับนมผงปราศจากไขมันที่ไดจากการทดลองขอ 3.6  โดยนําผลิตภัณฑผงที่บรรจุ
อยู ในถุงพลาสติกแลวจึงบรรจุในถุงลามิเนตซึ่งประกอบดวยชั้น  PP/PE/Alu/PE/LL ภาวะ
สุญญากาศเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C และ 30°C เปนเวลา 15 สัปดาห นับจํานวนแลคติคแอซิด
แบคทีเรียแตละสัปดาห โดยการ pour plate ในอาหารวุน MRS บมที่ 37°C  เวลา 48 ชั่วโมง  
นับเซลลแสดงในรูปแบบ CFU/g และรายงานการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการ 
ทําแหงเปน log CFU/g และนําผลิตภัณฑผงไปวัดคาความชื้น (Moisture content) (ภาคผนวก ก-
1) และ Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test 
    
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
4.1 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติกและสรางกรดได
 ปริมาณมาก 

 
 4.1.1 ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี 
 
 สมบัติการทนเกลือน้ําดีเปนสมบัติหนึ่งของจุลินทรียโพรไบโอติก เนื่องจากเกลือน้ําดี 
พบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและมีหนาที่ขับส่ิงตกคางในรางกาย เชน ยาหรือแรธาตุบางชนิด 
ผลคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียจากสมบัติการทนเกลือน้ําดีที่ 0.3% ซึ่งเปนภาวะที่ใกลเคียงกับ
ความเขมขนของเกลือน้ําดีในรางกายมนุษย (Collins, Thornton and Sullivian, 1998)  
จากผลการทดลองแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ทนเกลือน้ําดี 0.3% มีจํานวน 7 สายพันธุ คือ  
L. acidophilus TISTR 450 L. acidophilus TISTR 1338 L. casei TISTR 047 L. casei TISTR 
108 L. casei TISTR 1340 L. casei TISTR 1341 และ L. casei TISTR 1500 ดังแสดงในตาราง
ที่ 4.1  แลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ทนเกลือน้ําดีได แสดงวาสามารถทนตอสภาวะแวดลอมในลําไสได
ดวย (Chou and Weimer 1999) จากผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ Brennan  
และคณะ (1983); Lankaputha และ Shah (1995); Llong และ Shah (2005) ซึ่งทดสอบ
ความสามารถทนเกลือน้ําดีของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย พบวา L. acidophilus และ L. casei  
สวนใหญจะสามารถทนเกลือน้ําดีได แตความสามารถทนตอเกลือน้ําดีนั้นมีมากนอยแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับแตละสายพันธุ โดย L. acidophilus (ADH) L. casei สายพันธุ E5 และ N19 และ 
L. acidophilus ATCC 33200 สามารถทนเกลือน้ําดีความเขมขน 0.3% ได แต L. casei   
ASCC 1521  L. casei  ASCC 279 และ L. casei  ASCC 290 ไมสามารถทนเกลือน้ําดีที่ความ
เขมขน 0.3%  
  จากผลการทดลองแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ ที่ทนเกลือน้ําดีไดไปทดสอบ
สมบัติอ่ืนๆของโพรไบโอติกตอไป 
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ตารางที่ 4.1 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 12 สายพันธุ ในอาหาร MRS ที่มีเกลือน้ําดี     
   0.3% บมที่ 37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

 
 ชนิดของจุลินทรีย ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี (n=3) 
1. Lactobacillus acidophilus TISTR 450 + 
2. Lactobacillus acidophilus TISTR 1034 - 
3. Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 + 
4. Lactobacillus casei TISTR 047 + 
5. Lactobacillus casei TISTR 108 + 
6. Lactobacillus casei TISTR 453 - 
7. Lactobacillus casei TISTR 1340 + 
8. Lactobacillus casei TISTR 1341 + 
9. Lactobacillus casei TISTR 1463 - 
10. Lactobacillus casei TISTR 1500 + 
11. Lactobacillus casei TISTR 389 - 
12. Lactobacillus casei TISTR 390 - 
 
หมายเหต ุ+ = สามารถเจริญในอาหาร MRS ที่มีเกลือน้ําดี 0.3% 
       -  = ไมเจริญในอาหาร MRS ที่มีเกลือน้ําดี 0.3% 
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 4.1.2 ความสามารถในการทนกรดในกระเพาะอาหาร 
 
  จากผลทดลองพบการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจํานวน 7 สายพันธุ ไดแก  
L. acidophilus TISTR 450 L. acidophilus TISTR 1338 L. casei TISTR 047 L. casei TISTR 
108 L. casei TISTR 1340 L. casei TISTR 1341 และ L. casei TISTR 1500 เมื่อนํามาเลี้ยงใน
อาหาร MRS ที่ปรับพีเอชใหเปน 3 ซึ่งเปนพีเอชที่พบในกระเพาะอาหารของมุนษย (Chou and 
Weimer, 1999)  ผลการทดลองดังรูปที่ 4.1  พบวาเมื่อระดับพีเอชในอาหารลดลงมีคาเทากับ 3  
แลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ  มีการเจริญโดยวัดจากคาความขุนลดลง แตยังสามารถ
เจริญไดอยู ผลที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Conway และคณะ (1987) ที่พบวา L. acidophilus 
(ADH) และ L. gasari สามารถทนกรดไดที่พีเอช 1.5  2 และ 3 ตามลําดับ สวน Hood และ
Zottola (1988) ไดศึกษาการรอดชีวิตของ L. acidophilus ในชวงพีเอชระหวาง 2 ถึง 4  พบวาการ
เจริญลดลงที่พีเอช 2 แตที่พีเอช 4 เจริญไดไมแตกตางจากการเจริญในภาวะปกติ และจากรายงาน
ของ Llong และ Shah (2005) ไดศึกษาการทนกรดของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย โดยปรับพีเอชของ
อาหาร MRS ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล จนอาหารมีพีเอชเทากับ 2 พบวา 
 L. acidophilus 1 สายพันธุ และ L. casei 7 สายพันธุ ทนกรดไดทั้งหมดแตความสามารถในการ
ทนกรดไดไมเทากัน โดยจุลินทรีย L. acidophilus  ATCC 4962  L. casei ASCC 290 และ  
L. casei ASCC 292 ทั้ง 3 สายพันธุสามารถทนกรดไดดีหลังบมในอาหารที่ปรับพีเอชเทากับ 2 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง มีจํานวนการรอดชีวิตสูงกวา L. casei ASCC 1520  L. casei ASCC 1521   
L. casei ASCC 279  L. casei ASCC 15820 และ L. casei ASCC 2607 และพบวา 
L. acidophilus  สามารถทนกรดไดดีกวา L. casei  
 จากผลคัดเลือกจุลินทรียทั้ง 7 สายพันธุสามารถทนกรดที่พีเอช 3 ได เพื่อนําจุลินทรียนี้ 
ไปใชคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบตอไป 
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รูปที่ 4.1 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 7 สายพันธุ ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับพีเอช  

เทากับ 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล และอาหารเหลว MRS พีเอช 6.6  
(ใชเปนตัวควบคุม) ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      พีเอช 3 
      พีเอช 6.6 



 26

 4.1.3 ความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus  
  aureus      

        
  ผลการสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบเมื่อนําสวนใสของอาหาร MRS ที่จุลินทรียเจริญ 
ทั้ง 7 สายพันธุ เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทดสอบกับเชื้อ E. coli และ S. aureus พบวามีจํานวน  
3 สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดดี คือ L. acidophilus TISTR 450   
L. casei TISTR 047 และ L. casei TISTR 108 ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยนํา Supernatant 
(CFF) ที่ผานการกรองมาทดสอบ ถาใหผลยับยั้งอาจเกิดจากสารยับยั้งที่มีฤทธิ์เปนกรดไฮโดรเจน-
เปอรออกไซด หรือสารแบคทีริโอซินก็ได  แตถาใช Supernatant ที่ผานการกรองแลวปรับพีเอชให
เปนกลาง (CFPH) ผลยับยั้งไดอาจเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด หรือสารแบคทีริโอซิน  
ถายับยั้งไมได แสดงวาการยับยั้งเกิดจากกรด และเมื่อนําสวนของ Supernatant ที่ผานการกรอง
แลวปรับพีเอชมาบมกับเอนไซม Catalase (CFB) ถายับยั้งได แสดงวาการยับยั้งเกิดจากสาร 
แบคทีริโอซิน แตถายับยั้งไมไดแสดงวาการยับยั้งเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยผลของ
สารยับยั้งมีดังตอไปนี้      
 L. acidophilus TISTR 450 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ E. coli และ  
S. aureus ไดโดยสรางสารชนิดแบคทีริโอซิน ดังรายงานของ Klaenhammer และ Kleenman 
(1981) กลาววาแบคทีริโอซินเปนสารโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียได
อยางรวดเร็ว โดยรายงานวา L. acidophilus มักสรางสารไดแก Acidophilin และ Lactocidin เปน
แบคทีริโอซินที่ยับยั้ง S. aureus แบคทีเรียแกรมบวกที่เปน Enteropathogen ได (Wood and 
Hodge, 1985) 
  L. casei TISTR 108 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus และ E. coli  
ดวยความเปนกรดของสารทดสอบ เนื่องจากเมื่อสะเทินความเปนกรดแลวพบวา Supernatant 
ของจุลินทรียไมสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได 
  L. casei TISTR 047 ยับยั้งเชื้อทดสอบ E. coli เปนผลมาจากความเปนกรดที่ 
จุลินทรียสรางขึ้นเพียงอยางเดียว เนื่องจากเมื่อสะเทินแลว สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อทดสอบได   สวนการยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus พบวาเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด เนื่องจากเมื่อทดสอบในภาวะเปนกรดสวนใสสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus  ได และเมื่อ
ขจัดอิทธิพลของกรดออก จุลินทรียยังสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดเชนเดิม ยืนยันผลโดยขจัดสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดออก  โดยนําสวนใสบมรวมกับเอนไซม catalase พบวาสวนใสไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus ได แสดงวาผลการยับยั้งเกดิจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดผลดัง-
ตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 สมบัติการสรางสารยับยั้งของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจํานวน 7 สายพันธุตอเชื้อ 
          ทดสอบ S. aureus และ E. coli 
 

 
หมายเหต ุCFF     หมายถงึ Supernatant ที่ผานการกรอง 
  CFPH   หมายถึง Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0 
     CFB      หมายถงึ Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0 
                                           และเติมเอนไซม catalase 
  CFC     หมายถึง Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0  
            ใหความรอนที ่100°C 10 นาที (ตัวควบคุม) 
  +    = สราง Clear zone ขนาด 8-10 mm 
  ++  = สราง Clear zone ขนาด 11-15 mm 
  -       = ไมสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบ 
 
   ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบที่ เปนจุลินทรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร  คือ  
S. aureus และ  E. coli มีจุลินทรียที่ผานการคัดเลือกจํานวน 3 สายพันธุที่ยับยั้งเชื้อทั้ง 2 ชนิด 
โดย L. acidophilus TISTR 450 ใหผลการยับยั้งดีที่สุด รองลงมาคือ L. casei  TISTR 047 และ 
L. casei TISTR 108 ตามลําดับ 
 

 

S. aureus E. coli สายพันธุแลคติคแอซิด-
แบคทีเรีย CFF CFPH CFB CFC CFF CFPH CFB CFC 

1. L. acidophilus TISTR 450 + + + - ++ + + - 
2. L. acidophilus TISTR 1338 + + - - - - - - 
3. L. casei TISTR 1340  - - - - - - - - 
4. L. casei TISTR 108 + - - - + - - - 
5. L. casei TISTR 047 + + - - + - - - 
6. L. casei TISTR 1500 + - - - - - - - 
7. L. casei TISTR 1341  - - - - - - - - 
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4.1.4 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สรางกรดไดปริมาณมาก 
 
   นําแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้งหมด 3 สายพันธุที่ผานการทดสอบจากขอ 4.1.3 เมื่อนําแต

ละสายพันธุมาหมักในน้ํานม พบวาการสรางกรด ชวง 0-2 ชั่วโมงแรก แลคติคแอซิดแบคทีเรียใช
สารอาหารจากนมเพื่อการเจริญเติบโต ทําใหเห็นวาชวงแรกการสรางกรดไมคอยมีการ
เปลี่ยนแปลง  จนกระทั่งเมื่อชั่วโมงที่ 8 แลคติคแอซิดแบคทีเรียเริ่มเปลี่ยนน้ําตาลในนมเปน 
กรดแลคติคโดย L. acidophilus TISTR 450 สามารถหมักและสรางกรดไดเร็วที่สุดในชั่วโมงที่ 8 มี
ปริมาณกรดเฉลี่ย 0.93% ในชั่วโมงที่ 24 กรดที่แลคติคแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นสูงกวา 1%  
ในชั่วโมงที่ 48 L. acidophilus TISTR 450 L. casei TISTR 108 และ L. casei TISTR 047  
สรางกรดได 2.13% 1.98% และ 1.98% ตามลําดับ ดังรูปที่ 4.2 และไมมีความแตกตางทางสถิติ 
(P>0.05) โดยกรดเริ่มคงที่เมื่อหมักได 48 ชั่วโมง    

 จากผลการทดสอบ L. acidophilus TISTR 450 สามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียกอโรค
ไดดีที่สุด และสามารถสรางกรดไดปริมาณมากจึงเลือก L. acidophilus TISTR 450 เพื่อใชในการ
ทดลองตอไป 

 

 
รูปที่ 4.2 ผลการสรางกรดของ Lactobacillus sp.จํานวน 3 สายพันธุในการหมักนมเปนเวลา             
    48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°C 
 
 
 
 
 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

ชม . ท่ี 0 ชม . ท่ี 2 ชม.ท่ี 4 ชม.ท่ี 6 ชม.ท่ี 8 ชม.ท่ี 24 ชม . ท่ี 48 
เวลา (ชั่วโมง )

   

 L.acidophilus TISTR 450 

L.casei TISTR 047

L.casei TISTR 108

ปริ
มา

ณ
กร

ด 
(เป

อร
เซ
็นต

) 



 29

4.2 ความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมตอ L. acidophilus TISTR 450  
 ดวยวิธีการทําแหงแบบพนฝอย  
 
 เนื่องจากการรอดชีวิตของจุลินทรียมีความสัมพันธกับเปอรเซ็นตของ Total solids ที่ใชในการ
ทําแหงแบบพนฝอย ตามรายงานของ Espina และ Packard (1979) ที่แสดงใหเห็นวาการ 
รอดชีวิตของ L. acidophilus เมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอยรวมกับนมผงปราศจากไขมัน 25% 
(w/v) มีจํานวนจุลินทรียที่รอดชีวิตสูงกวาการใชนมผงปราศจากไขมัน 40% และรายงานของ  
Lian, Hsiao และ Chou (2002) ที่ศึกษาความเขมขนของสารที่ใชในการทําแหงแบบพนฝอย 
 3 ชนิด (เจลาติน กัมอาราบิก และ สารละลายแปง) และแปรความเขมขนของสารแตละชนิดเปน  
2% 10% 20% และ 30% เพ่ือปกปอง Bifidobacterium longum B6 จากการทําแหง  พบวา 
ความเขมขนของสาร (เจลาติน กัมอาราบิก และ สารละลายแปง) 10% ทําใหเชื้อรอดชีวิตสูงสุด 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาที่ความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่ 10% 17.5% และ 25%  
ที่ทําให L. acidophilus TISTR 450   รอดชีวิตสูงที่สุดหลังการทําแหงแบบพนฝอย  
 จากผลการทดลองพบวานมผงปราศจากไขมัน 10% มีการรอดชีวิตของ L. acidophilus 
TISTR 450 สูงสุด (P≤0.05) ดังตารางที่ 4.3 การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 เมื่อ 
ทําแหงรวมกับนมผงปราศจากไขมันความเขมขนตางๆเปน 90.73%±0.67 88.36%±0.37 และ
81.69%±0.7 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาขนาดของอนุภาคผลิตภัณฑผงที่ได พบวาขนาดอนุภาค
ใหญขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันในสารละลาย Feed in solution สูงขึ้น 
ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.3 ซึ่งขนาดของอนุภาคที่ใหญข้ึนอาจเปนสาเหตุมาจากการ
เพิ่มข้ึนของความหนืดในสารละลาย เมื่อความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันเพิ่มข้ึน ซึ่งสงผลให
ขนาดของอนุภาคที่ออกจาก atomizer มีขนาดใหญการระเหยน้ําจึงตองใชเวลานานขึ้น  ซึ่งสงผล
ใหมีการรอดชีวิตของจุลินทรียที่ตางกัน ซึ่งสอดคลองกับ Elizondo และ Labuza (1974)  
ซึ่งรายงานวา อนุภาคผงที่มีขนาดใหญจะมีพื้นที่ผิวตอปริมาตรในการระบายน้ําออกไดนอยกวา
อนุภาคผงที่มีขนาดเล็ก จึงตองใชเวลาในการดึงน้ําออกจากหยดอนุภาคนานกวา  ดวยเหตุนี้จึง
สงผลใหการรอดชีวิตของจุลินทรียลดลง เพราะจุลินทรียใชเวลาในการสัมผัสกับความรอนระหวาง
กระบวนการทําแหงนานกวา  ทําใหมีโอกาสเกิดความเสียหายเพิ่มข้ึน  เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
นมผงปราศจากไขมันทําใหผนังของอนุภาคที่หนาขึ้น (รูปที่ 4.4) สอดคลองกับงานวิจัยของ  
Boza และคณะ (2004) กลาววาเมื่อความเขมขนของสารปกปองเซลลเพิ่มข้ึน สงผลใหผนังของ
อนุภาค (Shell) มีความหนาขึ้นทําใหการระบายความรอนออกชากวาอนุภาคที่มีผนังบางจุลินทรีย
จึงถูกทําลายจากความรอนไดมากกวา  ดังนั้นการเลือกใชความเขมขนของสารปกปองเซลลที่
เหมาะสมเปนปจจัยสําคัญตอขนาดของผนังอนุภาคที่เหมาะสมเพื่อการปกปองเซลลจากความ
รอนไดอยางมีประสิทธิภาพ (Lian, Hsiao and Chou, 2002) จึงเปนสาเหตุใหนมผงปราศจาก-
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ไขมันที่ความเขมขน 10% มีจํานวนการรอดชีวิตของจุลินทรียหลังการทําแหงสูงที่สุด  ซึ่งเหมาะสม
ในการใชเปนเกณฑเพื่อพัฒนาการรอดชีวิตของจุลินทรียหลังการทําแหงและศึกษาการรอดชีวิตใน
ระหวางการเก็บรักษาในขั้นตอนตอไป  
  
ตารางที่ 4.3 ผลของนมผงปราศจากไขมันที่ความเขมขน 10% 17.5% และ 25% ตอการรอดชีวิต
    ของ L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงแบบพนฝอย ความหนืดของ  
    Feed in solution และสมบัติทางกายภาพของอนุภาคผง 
 

 
หมายเหตุ ตัวอักษร a,b,c ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี  
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
   ตัวอักษร ns ในคอลัมนเดียวกันหมายความวาไมแตกกนัอยางมนีัยสาํคัญ  (P>0.05) 
  
 
  
  

 
ความเขมขนของ

สารละลาย  
นมผงปราศจาก

ไขมัน (%) 

 
คาความ
หนืด (cP) 

ที่ Shear rate 
944 s-1 

 
เสนผาน
ศูนยกลาง 
อนุภาคผง 

(µm) 

 
ความชื้น 

 (%) 

 
Water activityns 

(aw)  
 

 
การรอดชวีิต 

(%) 

 
10 
 

 
3.50c±0.05 

 
12.32 c±0.07 

 
3.07c±0.06 

 
0.21±0.01 

 

 
90.73a±0.67 

 
 

17.5 
 

 
4.76b±0.04 

 
16.17 b±0.13 

 
3.2b±0.02 

 
0.22±0.02 

 

 
88.36b±0.37 

 
25 
 

 
6.1a±0.02 

 
20.17 a±0.11 

 
3.36a±0.05 

 
0.24±0.02 

 

 
81.69c±0.7 
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(a) 

 
(b) 

 
       (c) 
รูปที่ 4.3 SEM micrograph ที่กําลังขยาย 200 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450  
               ที่แปรความเขมขนนมผงปราศจากไขมัน นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a)   
               นมผงปราศจากไขมัน  17.5% (รูป b) และ นมผงปราศจากไขมัน 25% (รูป c) 
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           (a) 

   
  (b)    

  
   (c) 
รูปที่ 4.4 SEM micrograph ที่กําลังขยาย 1,000 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450  
              ที่แปรความเขมขนนมผงปราศจากไขมัน นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a)   
              นมผงปราศจากไขมัน  17.5% (รูป b) และ นมผงปราศจากไขมัน 25% (รูป c) 
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4.3 อิทธิพลของความเขมขนแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิต
 ของ L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 เนื่องจากนมผงปราศจากไขมันที่ใชเปนสารปกปองเซลลมีสวนประกอบของโปรตีนเปนหลัก   
ดังนั้นเมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอย ความรอนในระหวางกระบวนการอาจสงผลใหโปรตีน             
เสียสภาพ ทําใหประสิทธิภาพในการปกปองเซลลจุลินทรียลดลง (Brange, 2000) จึงเลือกใช
สารประกอบแซนแทนกัม ซึ่งเปนสารที่มีประจุสามารถจับกับประจุในโปรตีนทําใหเกิดรางแหขึ้น 
อาจทําใหโปรตีนมีความเสถียรมากขึ้น ซึ่งเปนผลดีตอการปกปองเซลล ดังรายงานของ Fakultat 
(2003) ที่พบวาการใชสารประเภทกัมรวมกับโปรตีนทําใหการรอดชีวิตของ L. acidophilus  
หลังการทําแหงดีกวาการใชสารประกอบโปรตีนเพียงชนิดเดียว 
 จากการทดลองพบวาเมื่อใชแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุม
ใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) ใน Feed in solution ทําใหการ 
รอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 สูงที่สุด (P≤0.05) คือ 98.05%±0.68 ดังตารางที่ 4.4 
และพบวาขนาดของอนุภาคผงมีเสนผานศูนยกลางเล็กที่สุด (รูปที่ 4.5 และ รูปที่ 4.6)  คือ 
8.18±1.02 µm สอดคลองกับคาความหนืดที่มีคานอยที่สุด คือ 2.67±0.18 cP  ซึ่งมีคาแรงตึงผิว 
ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับคาแรงตึงผิวของนมผงปราศจากไขมันเพียงชนิดเดียว คาความหนืด 
ที่นอยที่สุดนี้ทําใหเกิดหยดอนุภาคมีขนาดเล็กแขวนลอยอยูในอากาศ  ซึ่งหยดที่มีขนาดเล็กจะมี
พื้นที่ผิวตอปริมาตรในการระเหยน้ําออกจากผิวหนาของหยดสูง (Elizondo and Labuza, 1974) 
ทําใหใชระยะเวลาในการทําแหงนอย สงผลใหการรอดชีวิตจุลินทรียสูง แตเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของแซนแทนกัมต้ังแต 0.75%-2% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของ
สารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) พบวาคาความหนืดเพิ่มสูงขึ้นเปนสาเหตุใหเสนผานศูนยกลาง
ของอนุภาคผงมีขนาดใหญขึ้น เพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสกับความรอน สงผลใหการรอดชีวิตของ 
L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงลดลง 
 ผลการใชแซนแทนกัมที่ความเขมขนต่ํา 0.25%-0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน ทําใหคา
ความหนืดของสารละลายลดลงเมื่อเทียบกับความหนืดของนมผงปราศจากไขมัน 10% เพราะ 
แซนแทนกัมความเขมขนต่ําจะแสดงสมบัติการเปน Pseudoplastic สูง แตถาความเขมขนของ 
แซนแทนกัมเพิ่มเปน 0.75%-2.0% เปนผลทําใหประจุลบของแซนแทนกัมเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งท้ัง 
แซนแทนกัมและโปรตีนเคซีนในนมผงปราศจากไขมันมีประจุเปนลบเหมือนกัน จึงเกิดการผลักกัน 
ประจุที่เหลือของแซนแทนกัมสามารถจับกับพันธะไฮโดรเจนของน้ํา ทําใหสมบัติดานความหนืด
ของแซนแทนกัมเพิ่มสูงขึ้น (Hemar et al., 2001) 
 นอกจากนี้ยังพบวาคาแรงตึงผิวของสารละลายแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25%-0.75% ของ 
นมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v)  
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มีคาแรงตึงผิวที่ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) และเมื่อพิจารณาผนังของอนุภาค ดังรูปที่ 
4.6 พบวาแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25%-1% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) มีการแตกของผนังอนุภาคนอยกวาผนังอนุภาคที่มี
สวนของนมผงปราศจากไขมันเพียงชนิดเดียว แสดงใหเห็นประสิทธิภาพในการปกปองเซลลที่เพิ่ม
สูงขึ้น สัมพันธกับเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 หลังทําแหงที่สูงขึ้น ทั้งนี้
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน เปนความเขมขนที่ทําใหไดอนุภาคขนาด
เล็กที่ สุดทําใหการระเหยน้ําได เ ร็ว  โดยมีผนังเซลลที่ยังมีสภาพดีสามารถปกปองเซลล 
 L. acidophilus TISTR 450 ใหมีการรอดชีวิตสูงที่สุด จึงเหมาะสมสําหรับนําไปศึกษาอายุการเก็บ
รักษาของจุลินทรียหลังการทําแหงตอไป 
 สวนผลของปริมาณความชื้นและคา aw ของผลิตภัณฑผงหลังทําแหง (ตารางที่ 1-ง  
ภาคผนวก)  พบวาเปนผลจากอิทธิพลของสารปกปองเซลล เนื่องจากมีการควบคุมใหอัตราการ-
ปอนของ Feed in solution ใหเทากันตลอดการทดลอง (อัตราการปอนเปน 34 mL/min)  พบวา 
มีปริมาณความชื้นที่วิเคราะหไดทั้งหมดอยูในชวง 2.28-5.47% และคา aw ที่วิเคราะหไดทั้งหมดอยู
ในชวง 0.21-0.33 โดยเมื่อใชสารปกปองเซลล คือ แซนแทนกัม 0.05% ของนมผงปราศจากไขมันมี
คาความชื้นนอยกวาการใชนมผงปราศจากไขมัน 10% อยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) ผลคือ 2.28% 
และ 2.95% ตามลําดับ โดยอาจเกิดจากอิทธิพลของขนาดอนุภาคที่เล็กกวาเมื่อควบคุมใหภาวะ
ของการทําแหงคงที่ อนุภาคที่มีขนาดเล็กกวาจึงสามารถระเหยน้ําออกจากอนุภาคไดสูงกวาเปน
สาเหตุใหมีคาความชื้นเหลืออยูในอนุภาคผงนอยกวาอนุภาคที่มีขนาดใหญ ทั้งนี้ผลของคา aw  
ของสารปกปองเซลลทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) ผลคือ 0.24 และ 0.21 
ตามลําดับ แสดงวาอนุภาคผงมีน้ําที่เปนสวนที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนไดไมแตกตางกันซึ่งอาจ
เปนผลดีตอการศึกษาอายุการเก็บผลิตภัณฑผงตอไปได 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการแทนที่นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในระดับตางๆ ตอความหนืด 
  และแรงตึงผิวของ Feed in solution ขนาดอนุภาคผง และการรอดชีวิตของ 
  L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหง 
 

สารปกปองเซลล 
ที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายเปน 10% (w/v) 

คาความหนดื 
cP          

ที่ Shear rate 
944 s-1 

คาแรงตึงผิว 
dynes/cm 

เสนผาน
ศูนยกลาง
อนุภาคผง 

(µm) 
การรอดชวีิต 

 (%) 
10% นมผงปราศจากไขมนั+  

0% แซนแทนกัม 3.09 d±0.01 51.78a±1.25 12.86a±1.44 90.65c±0.37 
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.25% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 2.84e±0.26  51.21a±0.47 8.94b±0.47 95.38b±0.3 

แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 2.67e±0.18 51.34a±1.69 8.18b±1.02 98.05a±0.68 

แซนแทนกัมในปริมาณ 0.75% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 3.66c±0.15 51.86a±0.24 9.09b±0.20 93.65b±2.21 

แซนแทนกัมในปริมาณ 1.0% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 3.49c±0.15 49.52b±0.41 9.98b±2.21 94.30b±0.87 

แซนแทนกัมในปริมาณ 1.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 4.09b±0.10 49.10b±0.6 12.22a±2.22 93.81b±0.53 

แซนแทนกัมในปริมาณ 2.0% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 5.99a±0.37 48.88 b±0.82 12.13 a±0.87 93.08b±0.76 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a,b,c ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี 
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
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   (a)      (b) 

     
(c)     (d) 

    
(e)    (f) 

 
        (g) 
รูปที่ 4.5  SEM micrograph กําลงัขยาย 200 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450   

เมื่อใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a) (ตัวควบคุม) แทนที ่
นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25% (รูป b) 0.5% (รูป c)            
0.75% (รูป d) 1.0% (รูป e) 1.5% (รูป f) และ 2.0% (รูป g) และ ควบคุมใหความ
เขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
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(a)   (b)  

   
 (c)   (d) 

   
 (e)    (f) 

 
        (g) 

รูปที่ 4.6  SEM micrograph กําลงัขยาย 1,000 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450     
เมื่อใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a) (ตัวควบคุม) แทนที ่
นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25% (รูป b) 0.5% (รูป c)            
0.75% (รูป d) 1.0% (รูป e) 1.5% (รูป f) และ 2.0% (รูป g) และ ควบคุมใหความ
เขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
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4.4 ศึกษาอายุการเก็บรักษา L. acidophilus TISTR 450 ผงหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 นํา   L. acidophilus TISTR 450 ผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10% ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 4.2 และผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจาก-
ไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) ที่ไดจากการทดลอง 
ที่ 4.3 มาศึกษาอายุการเก็บรักษาในถุงลามิเนตบรรจุแบบสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 4°C และ 30°C 
เปนเวลา 15 สัปดาห โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของจุลินทรีย ความชื้นและคา aw  
 การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 ผง ที่ 4°C และ 30°C (Room temperature)  
แสดงดังรูปที่ 4.7 และ 4.8 พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นการรอดชีวิต 
ของ L. acidophilus TISTR 450 มีแนวโนมลดลง โดยที่ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผง-
ปราศจากไขมัน 10%  มีเชื้อเร่ิมตน 9.49±0.39 log CFU/g เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มี 
เชื้อเหลือ 7.43±0.07 log CFU/g และ ที่ 30°C มีเชื้อเหลือ 5.90±0.05 log CFU/g  ผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีเชื้อเร่ิมตน 10.89±0.09 
log CFU/g  เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีเชื้อเหลือ 9.08±0.05 log CFU/g และที่ 30°C  
มีเชื้อเหลือ 7.70±0.20 log CFU/g เมื่อเปรียบเทียบเชื้อที่รอดชีวิต พบวาผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีจํานวน L. acidophilus TISTR 450 
ลดลงนอยกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10 % ทั้งในการเก็บที่อุณหภูมิ 
4°C และ 30 °C แตการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 ที่ไดยังคงสูงกวาระดับมาตรฐาน
อุตสาหกรรมยอมรับคือควรสูงกวา 5 log CFU/g (WHO/FAO 2002) พบวาการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน เปนเวลา 15 
สัปดาหที่ 4°C ใหผลการรอดชีวิตของจุลินทรียสูงที่สุด 
 คาความชื้นของผลิตภัณฑผงเมื่อเก็บรักษาที่ 4°C และ 30°C แสดงดังรูปที่ 4.9 และ 4.10 
พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นความชื้นมีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยที่ผลิตภัณฑ
ผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10%  มีความชื้นเริ่มตน 2.97% เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 
4°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.6% และที่ 30°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.43% และผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีความชื้นเริ่มตน 2.16% 
เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีความชื้นเพิ่มเปน 2.82% และที่ 30°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.06% 
เมื่อเปรียบเทียบความชื้นที่สัปดาหที่ 15 ที่ 4°C และ 30°C ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผง
ปราศจากไขมัน 10% มีความชื้นสูงกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน คา Water activity ของผลิตภัณฑผงเมื่อเก็บรักษาที่ 4°C และ 30°C 
แสดงดังรูปที่ 4.11 และ 4.12 พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นคา aw  
มีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยที่ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10%  มีคา aw  
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เร่ิมตน 0.21 เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีคา aw เพิ่มเปน 0.39 และที่ 30°C มีคา aw เพิ่มเปน 
0.61 และผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันมีคา 
aw เร่ิมตน 0.23 เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีคา aw เพิ่มเปน 0.37 และที่ 30°C เปน 0.53  
เมื่อเปรียบเทียบความชื้นที่สัปดาหที่ 15  ที่ 4°C และ 30°C ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนม- 
ผงปราศจากไขมัน 10% มีคา aw สูงกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
 จากคาความชื้นและคา aw เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑจุลินทรียนานขึ้นทั้งที่ 4°C และ 30°C  
อาจเปนสาเหตุจากขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑผง โดยในขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑผง 
การเพิ่มขึ้นของคาความชื้นและคา aw อาจเกิดจากผลิตภัณฑผงดูดความชื้นในอากาศที่อยูใน
ถุงพลาสติกที่กระทําในภาวะปกติ กอนการบรรจุลงถุงลามิเนต  
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รูปที่ 4.7 ความสัมพันธระหวางจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตกับเวลาเก็บของเชื้อผง ที่ผลิตโดยวิธี 
              พนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (     ) และ 
              แซนแทนกัม  0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผงปราศจากไขมัน 
 (       ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C เปนเวลา 15 สัปดาหในถุง Laminated aluminium  foil 

รูปที่ 4.8 ความสัมพันธระหวางจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตกับเวลาเก็บของเชื้อผง ที่ผลิตโดยวิธี 
              พนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (    ) และ 
              แซนแทนกัม  0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผงปราศจากไขมัน  
 (       ) เมื่อเก็บรักษาที่ 30°C เปนเวลา 15 สัปดาหในถุง Laminated aluminium  foil 
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รูปที่ 4.9 ปริมาณความชื้นของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธีพนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ  
 นมผงปราศจากไขมัน 10%(    ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน
 รวมกับนมผงปราศจากไขมัน  (    ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C 15 สัปดาห ในถุง Laminated 
 aluminium  foil 

รูปที่ 4.10 ปริมาณความชื้นของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธพีนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ  
   นมผงปราศจากไขมัน 10% (     ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมนั 
   รวมกับนมผงปราศจากไขมัน (     ) เมื่อเก็บรักษาที ่30°C 15 สัปดาห ใน ถุง 
   Laminated aluminium  foil 
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รูปที่ 4.12 คา aw ของเชื้อผงที่ผลิตโดยวธิพีนฝอยโดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจาก-  
 ไขมัน 10% (      ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผง-
 ปราศจากไขมนั (      ) เมื่อเก็บ  รักษาที ่30°C 15 สัปดาห ในถงุ Laminated 
 aluminium  foil 
 

รูปที่ 4.11 คา aw ของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธีพนฝอยโดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจาก-  
 ไขมัน 10% (     ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผง-
 ปราศจากไขมัน (     ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C 15 สัปดาห ในถุง Laminated   
 aluminium    foil    
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 จุลินทรีย L. acidophilus TISTR 450 ที่ผานการคัดเลือกจากแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้งหมด 
12 สายพันธุ พบวาสามารถทนเกลือน้ําดี ทนกรดในกระเพาะอาหาร รวมถึงการสรางสารยับยั้ง 
เชื้อกอโรคไดดีและสรางกรดปริมาณมาก ซึ่งเปนสมบัติที่พบในจุลินทรียโพรไบโอติก ทําให
เหมาะสมในการใชเปนหัวเชื้อเพื่อหมักนมเปรี้ยว จึงนําจุลินทรียนี้มาเก็บรักษาดวยวิธีการทําแหง
แบบพนฝอย พบวาเมื่อใชนมผงปราศจากไขมัน 10% เพื่อทําหนาที่ในการปกปองเซลล ทําใหผล
การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 หลังทําแหงสูงที่สุด คือ 90.73±0.67% เมื่อ
เปรียบเทียบกับนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 17.5% และ 25% จึงใชความเขมขนของ  
Total solids ที่ 10% (w/v) นี้เปนเกณฑสําหรับพัฒนาการรอดชีวิตของจุลินทรีย  ผลจากการใช
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมความเขมขนสุดทายเปน  
10% (w/v) ใน Feed in solution พบวาการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450  สูงถึง 
98.05±0.68% และเมื่อนําผลิตภัณฑผงที่ไดมาเก็บรักษา พบวาจากเซลลเร่ิมตน10.89 log CFU/g 
เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่อุณหภูมิ 4°C มีเซลลเหลือ 9.08 log CFU/g ซึ่งสูงกวาสัปดาหที่ 15 ที่
อุณหภูมิ 30°C มีเซลลเหลือ 7.70 log CFU/g โดยที่จํานวนการรอดชีวิตของ L. acidophilus 
TISTR 450 ในสัปดาหที่ 15 นี้ยังคงสูงกวามาตรฐานอุตสาหกรรม คือ ควรมีเซลลสูงกวา 5 log 
CFU/g เมื่อตองการใชจุลินทรียโพรไบโอติกรวมกับผลิตภัณฑเสริมอาหาร (WHO/FAO, 2002) 
ทั้งนี้สามารถนําความรูจากการใชแซนแทนกัมปริมาณ 0.5% รวมกับนมผงปราศจากไขมัน 9.95%  
เปนสารปกปองเซลลเพื่อประยุกตใชในการผลิตจุลินทรียโพรไบโอติกผงดวยวิธีการทําแหงแบบ 
พนฝอยตอไป 
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ภาคผนวก  ก 
 

วิธีการวิเคราะหและทดลอง 
 

1. การวิเคราะหปริมาณความชืน้ 
 
     ใชวิธีวเิคราะหตาม  (A.O.A.C., 1995) 
         1.1 อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105°C นาน 2-3 ชั่วโมง 
นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น  หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 

1.2 ทําขอ 1.1 ซ้ําจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
1.3 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนอยางละเอียดประมาณ 1-3 กรัม ใสในภาชนะที่  

หาความชื้นซึ่งทราบน้ําหนักแลว 
1.4 นําไปอบในตูอบไฟฟาอุณหภูมิ 105°C นาน 4-5 ชั่วโมง 
1.5 นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้นหลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 
1.6 อบซํ้าอีกครั้งละประมาณ 30 นาทีและกระทําเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้ง

สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มลิลิกรัม 
1.7 คํานวณปริมาณความชื้นดังสมการ 
 
        

 
หมายเหตุ 
 ปริมาณความชื้นของเชื้อสดที่ไดจากการหมักเซลล 71.05%±2.16 
 
2. การรอดชีวิต (%) 
 
   การรอดชีวิต (%)   = (log  N/log  N0) × 100 
 
 กําหนด  N  =  จํานวนเชื้อหลังทําแหง  (CFU/g) 

    N0  =  จํานวนเชื้อกอนทําแหง (CFU/g) 
 

 
 
 

ปริมาณความชื้น  (%)  =  ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ × 100 
                                                        น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
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3. การวิเคราะหคาแรงตึงผิว   
 
    ใชวิธีวิเคราะหโดยดัดแปลงจาก (Potschke, Pionteek  and  Stutz, 2002) 
   การวัดคาแรงตึงผิวในการทดลองนี้เปนการใชเทคนิค Pendant drop วัดดวยเครื่อง 
Goniometer ประกอบดวยอุปกรณดังนี้คือ  ฐานวางกลองเพื่อปรับระยะ (Optical  bench),  
กลองถาย Video (Video  camera), อุปกรณติดตั้ง Syringe (Syringe  attachment) และ
จอรับภาพ  (Monitor) เร่ิมจากตัวอยางที่อยูใน Syringe จะถูก pump ผานหัวเข็มเกิดเปนหยด  
กลอง Video  บันทึกภาพเกิดเปนหยดจนกระทั่งหยดตกจากปลายเข็ม  เลือกภาพขณะที่หยดตก
พอดี  โปรแกรม  First  Ten  Angstorms จะคํานวณคาแรงตึงผิวจากลักษณะหยดดังสมการ 
Laplace  equation 
 สมการ  laplace   P   =  γ (1/R1+1/R2) 
            กําหนด                 p   =  แรงดันที่ผิวของหยด 

                             γ   =  แรงตึงผิว   
                       R1,R2  =  รัศมีของตําแหนงที่ 1 และ 2 ดังรูปที่ 1-ก 
 
   
 
 
 
 
 
รูปที่ 1-ก ตัวอยางรูปหยดของเหลวเมื่อผานหัวเข็มที่แสดงในจอภาพเครื่อง Goniometer 

4. สมการ Kim-mashall  

          สมการ  Kim-mashall รายงานโดย Elversson (2005)   
          สมการ  Kim-mashall  D  =  5356(σ00.4η0.32/(V2

relρa)0.57A0.36ρl
0.16)+((η2/ρlσ)0.17*B)  

กําหนด                      σ   =  คาแรงตึงผิว 
η =  คาความหนืด 
ρ =  คาความหนาแนน 
Vrel   =  คา  relative  velocity  ระหวางอากาศและสารละลายใน         

atomizer  
A, B   =  คาคงที่ของ atomizer 

R2 

R1 
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5. การหาปริมาณกรด ตามงานวิจัยของ บวรศักดิ์ ลีนานนท (2531) 
 

 สารเคมี 
- สารละลายฟนอฟธาลีน (Phenolphthalein indicator) เตรียมโดยละลาย                 
ฟนอฟธาลีน 1 g ในเอทิลแอลกอฮอล 95% ปริมาตร 100 mL   
เตรียมโซเดียมไฮครอกไซด 0.1 นอรมัล เจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 200 mL 

- เตรียมสารละลายโซเดียมไฮครอกไซดสวนที่ไมตกตะกอน  ใชสารละลายสวนใสมา
เตรียมสารละลายมาตราฐานโซเดียมไฮครอกไซด 0.1 นอรมัล โดยใช Stock 
solution ประมาณ 8 mL ตอน้ํากลั่น 1 L ไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน
โปรตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (Potassium hydrogen phthalate)   

 วิธีการ 
1. นําตัวอยางนมหมัก 3 mL เจือจางดวยน้ํากลั่นปลอดคารบอนไดออกไซด (โดยอุน 

น้ํากลั่นใหมีอุณหภูมิประมาณ 60°C) 3 mL ตอตัวอยาง 
2. เติมสารละลายฟนอฟธาลีน 1-2 หยด 
3. ไตเตรดดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมัล  จนถึงจุดยุติ ซึ่งจะ

ไดสีชมพูออน 
4. คํานวณหากรดในรูปกรดแลกติกตามสูตร 
ปริมาณกรด (เปอรเซ็นต) = N x V x 90.08 x 100 

     1,000 x Wt 
 กําหนดให N = ความเขมขนมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
      V = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
  Wt = น้ําหนัก (mL) ของนมเปรี้ยว 
 

6.  การวิเคราะหขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคผง  
 
 นําอนุภาคผงมาวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคดวยเครื่อง Image Analizer 
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7.  ศึกษาลักษณะของอนุภาคผงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
 ตามงานวิจัยของ Gardiner และคณะ (2000) 

 
นําตัวอยางอนุภาคผงที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย มาทดสอบดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด เพื่อทดสอบลักษณะปรากฏโดยรวมของอนุภาคผง โดยการนํา
ตัวอยางผงแตละตัวอยางมาตรึงที่แทนและเททับดวย (Carbon paper และ Gold plated) 
แสดงภาพดวยกระแสไฟฟา 15 kV ที่กําลังขยาย 200 และ 1000 เทา  
 

8.  การวิเคาระหคา Water activity 
 
นําตัวอยางอนุภาคผงที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย มาวัดคา Water activity คือการหาคา
ของโมเลกุลน้ําที่พรอมจะเปลี่ยนสภาวะจากของเหลวไปเปนไอ เปนสวนของน้ําอิสระเทานั้น 
วิเคราะหคา Water activity โดยใชเครื่องวัด Water activity model series 3 บริษัท 
DECAGON DEVICE  ประเทศสหรัฐอเมริกา ดังรูปที่ 2-ก 
 
 

 
 

รูปที่ 2-ก เครื่องมือวิเคราะหคา Water activity (aw  analyzer) 
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9. การทําแหงแบบพนฝอย 
 
    เครื่องทําแหงแบบพนฝอย (Spray drying) model  DV- 2  บริษัท NIRO ประเทศเยอรมนี 
 ขอมูลประกอบ  
 Component type  คือ Mobile minor 
 Component size  คือ 0.8 
 Identification NO.  คือ 3163 
 Year of manufacture คือ 2001 

 ภาวะที่ใชอุณหภูมิลมเขา 160°C และ อุณหภูมิลมออก 85±3°C  
     Feed rate 34 มิลลิลิตรตอนาที ดังรูปที่ 3-ก 

 
 

 
 

 รูปที่ 3-ก เครื่องทําแหงแบบพนฝอย (Spray dryer) 
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ภาคผนวก  ข 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. MRS medium ปริมาตร  1000  mL 
 
Peptone                                     1 % 
Beef  extract                                                                   1 % 
Yeast  extract                                                                                      0.5 % 
Glucose                                                                                                  2 % 
Tween 80®                                                                                             0.1 % 
K2HPO4                                                                                                0.2 % 
Sodium   acetate                                                                                 0.5 % 
Tri-ammonium  citrate                                                                         0.2 % 
MgSO4.7H2O                                                                                     0.02 % 
MnSO4.4H2O                                                                                     0.02 % 
น้ํากลัน่                1000 mL 
หากเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเติม agar 1.5 % (w/v) 

            นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121°C เปนเวลา 15 นาท ี
 

2. Nutrient media ปริมาตร 1000 mL 
 

 Peptone                0.5 % 
 Beef extract                0.3 %  

น้ํากลัน่  1000 mL 
หากเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเติม agar 1.5 % (w/v) 

            นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121°C เปนเวลา 15 นาท ี
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3. สูตรอาหารน้ํามะพราว ปริมาตร 1000 mL   
 
    สูตรอาหารน้ํามะพราวนํามาจากงานวิจยัของ (เพิ่มพงษ  ศรีประเสรฐิศักดิ์, 2524) 
    เตรียมน้ํามะพราวโดยนําภาชนะรองรับน้ํามะพราวจากลูกมะพราวโดยตรง แลวใชผาขาวบาง
กรองสิ่งสกปรกออกไป  หลังจากจากนั้นนําน้ํามะพราวไปตมจนเดือดประมาณ  5 นาที ทิ้งใหเย็น  
นําใสภาชนะที่สะอาดเขาแชแข็งเพื่อเก็บไวใชงาน 
            สูตรอาหารน้ํามะพราว 
            Peptone                                                                                         1 % 

Sodium  acetate                                                                                0.5 % 
Yeast  extract                                                                                    0.5 % 
Ammonium  citrate                                                                            0.2 % 
Tween 80®                                                                                          0.1 % 
น้ํามะพราว 1000 mL 

            นําใสเครื่องหมักเชือ้ขนาด  5 ลิตร ทําการฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาท ี
 ดังรูปที ่1-ข 
 

  
 รูปที่ 1-ข เครื่องหมกัเชื้อ (Fermenter) 
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ภาคผนวก  ค 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

3. NaOH 2 N ปริมาตร 500 mL 
 

NaOH                                               40 g  
น้ํากลัน่                                                                                           
ละลาย  sodium  hydroxide  ดวยน้ํากลัน่ปรับปริมาตรจนได 500 mL 
 

4. HCl 0.1 N ปริมาตร 500 mL 
 
HCl                                                                                            4.95 mL 
น้ํากลัน่                                                                                       495.05 mL 

 
5.บัฟเฟอรที่ใชในการลางเซลลเพื่อปรับพีเอชเซลลใหเปนกลางในชวง 6.5-7.0 

  
 K2HPO4 0.174 g ในน้ํากลั่น 100 mL 
 KH2PO4 0.68 g ในน้ํากลั่น 100 mL 
 NaCl  0.87 g ในน้ํากลั่น 100 mL 
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ภาคผนวก  ง 
 

ขอมูลการทดลอง 
 
ตารางที่ 1-ง ผลของการแทนที่นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในระดับตางๆ ตอ
  ปริมาณความชื้น คาaw ขนาดอนุภาคผง และการรอดชีวิตของ 
  L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหง 
 

สารปกปองเซลล 
ที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายเปน 10% (w/v) 

 
คาความชื้น 

(%) 

 
Water 
activity  

(aw) 

เสนผาน
ศูนยกลาง
อนุภาคผง 

(µm) 
การรอดชวีิต 

 (%) 
10% นมผงปราศจากไขมนั+  

0% แซนแทนกัม 
 

2.95c±0.24 
 

0.21b±0.02 12.86a±1.44 90.65c±0.37 
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.25% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
2.40d±0.08 

 
0.23b±0.01 8.94b±0.47 95.38b±0.3 

แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
2.28 d±0.21 

 
0.24b±0.02 8.18b±1.02 98.05a±0.68 

แซนแทนกัมในปริมาณ 0.75% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
3.27 c±0.36 

 
0.24b±0.01 9.09b±0.20 93.65b±2.21 

แซนแทนกัมในปริมาณ 1.0% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
3.12c±0.38 

 
0.28a±0.00 9.98b±2.21 94.30b±0.87 

แซนแทนกัมในปริมาณ 1.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
4.93b±0.21 

 
0.29a±0.04 12.22a±2.22 93.81b±0.53 

แซนแทนกัมในปริมาณ 2.0% 
ของนมผงปราศจากไขมัน 

 
5.47a±0.07 

 
0.33a±0.29 12.13 a±0.87 93.08b±0.76 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษร a,b,c ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี 
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  
 นางสาวสุพิชชา วัฒนะประเสริฐ เกิดวันที่ 17 มิถุนายน 2525 ที่จังหวัดปราจีนบุรี  
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบังปการศึกษา 2546 และเขาศึกษาตอ 
ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร ที่จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 
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