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บทที่  1 
 

บทนํา 
 
 เนื่องจากในปจจุบันมนุษยหันมาใสใจในสุขภาพมากขึ้น ทําใหผลิตภัณฑนมเปรี้ยวไดรับ 
ความนิยมในการบริโภคอยางแพรหลาย เพราะนมเปรี้ยวมีประโยชนในการชวยใหกระเพาะอาหาร
มีสภาพเปนกรด ทําใหสามารถยอยและดูดซึมอาหารไดดีข้ึน รวมทั้งจุลินทรียโพรไบโอติกใน 
นมเปรี้ยวนั้นจะชวยในการปรับสมดุลของแบคทีเรียประจําถิ่นในระบบทางเดินอาหาร และ 
สรางสารขึ้นมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคที่ระบบทางเดินอาหาร ทั้งยังชวยใหระบบ
ขับถายเปนปกติ แตการผลิตนมเปรี้ยวมักมีขอจํากัดอยูเฉพาะในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจาก 
การผลิตในระดับครัวเรือนมักประสบปญหาดานคุณภาพของหัวเชื้อนมเปรี้ยว  เพราะ 
หัวเชื้อที่ใชผลิตสวนใหญอยูในรูปแบบหัวเชื้อสด ทําใหยากตอการควบคุมคุณภาพของหัวเชื้อ 
งานวิจัยนี้จึงมุงเนนการพัฒนาจุลินทรียโพรไบโอติกในรูปแบบผง โดยใชเทคโนโลยีการทําแหงแบบ
พนฝอย เร่ิมจากการคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติก เพื่อใชเปนหัวเชื้อ
สําหรับผลิตนมเปรี้ยวที่มีคุณภาพสม่ําเสมอ พรอมทั้งศึกษาชนิด องคประกอบ และความเขมขน
ของสารปกปองเซลลที่เหมาะสม เพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของหัวเชื้อผงใหสูงขึ้น สามารถเก็บ
รักษาไดนาน สะดวกตอการขนสงและการนําไปใชงาน ทั้งนี้เพื่อชวยสงเสริมการผลิตนมเปรี้ยวใน
ระดับครัวเรือน และสงเสริมการนําน้ํานมดิบมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑไดแพรหลายมากขึ้น 
 
วัตถุประสงค  
 

  1.  คัดเลือกแลกติกแอซิดแบคทีเรียทีม่ีสมบัติเปนโพรไบโอติกและสรางกรดมาก 
  2.  ศึกษาความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่มีผลตอการรอดชีวิตของแลคติคแอซิด-
         แบคทีเรียผง 
 3.  ศึกษาอิทธิพลของการใชแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิตของ 
        แลคติคแอซิดแบคทีเรียผง 

4.   ศึกษาอายุการเก็บรักษาแลคติคแอซิดแบคทีเรียผงหลงัการทําแหงแบบพนฝอย 
 

 
 
 
 
 



 

 

2

ผลที่คาดวาจะไดรับ 
 

สามารถนําความรูที่ไดจากการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตจุลินทรียโพรไบโอติกผง
ดวยกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยนี้ไปประยุกตใช เพื่อวัตถุประสงคในการเก็บรักษา 
จุลินทรียโพรไบโอติกในรูปแบบผงทําใหสะดวกตอการนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมและครัวเรือน 
   

 



บทที่ 2 

 วารสารปริทศัน  

2.1 ชนิดของนมเปรี้ยว 
 
 ผลิตภัณฑนมเปรี้ยว (Cultured milk) หมายถึง ผลิตภัณฑที่ไดจากการเติมเชื้อแบคทีเรีย ยีสต 
หรือ  รา  ลงในน้ํ านม  ซึ่ งอาจเปนน้ํานมที่มี ไขมันครบสวนหรือหางนม  จุลินทรีย เหลานี้ 
สามารถใชน้ําตาลในนมทําใหเกิดกระบวนการหมักและไดผลิตภัณฑที่เปนกรดมีรสเปร้ียว 
(Bckles, 1973) ผลิตภัณฑนมเปรี้ยว สามารถแบงตามชนิดของกระบวนการหมักไดเปน  
2 ประเภท ดังตอไปนี้ (Lampert, 1974) คือ ผลิตภัณฑนมเปรี้ยวที่เกิดจากกระบวนการหมักและให
กรดแลคติคเปนสวนใหญ (Acid Type) ไดแก Yogurt   Acidophilus milk Bulgarian butter milk 
และผลิตภัณฑนมเปรี้ยวที่ เกิดจากกระบวนการหมักใหกรดแลคติคและกาซ หรืออาจเกิด
แอลกอฮอลในปริมาณต่ํา (Kefir type) ไดแก Kumiss Kefir เปนตน 
 จุลินทรียที่ใชในการหมักนมเปรี้ยวแบงออกเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่ 1 ซึ่งเปนจุลินทรีย 
กลุมที่ชอบความรอนปานกลาง 10-40 oC (Mesophilic microorganisms)  พบใน Scandinavian 
milks Cultured buttermilk  กลุมที่ 2 จุลินทรียกลุมที่ชอบอุณหภูมิสูง 35-55 oC (Thermophilic 
microorganisms) พบในโยเกิรต และ Bulgarian buttermilk และกลุมที่ 3 จุลินทรียที่ใชทาง
การแพทย (Therapeutic microorganisms) พบใน Acidophilus milk Yakult® Kefir  
และ Kumiss เปนตน (Robinson and Tamine, 1990) การผลิตนมเปรี้ยวมีความนิยมสูงใน
ประเทศยุโรปและสหรัฐอเมริกา โดยอาศัยจุลินทรีย Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus)
ที่ทําหนาที่เปนโพรไบโอติก (Probiotic) สามารถพบจุลินทรีย L. acidophilus ในทางเดินของ 
ลําไสเล็กตอนลางและลําไสใหญ Kanbe (1991) ไดรายงานวา L. acidophilus สามารถยับยั้ง 
เชื้อโรคที่เปนสาเหตุของโรคเกี่ยวกับลําไส รวมทั้งเชื้อ Escherichia coli และ Klebsiella 
pneumoniae ไดดวย 
 นมเปรี้ยวเปนอาหารที่ยอยงาย โดยแบคทีเรียที่ใชเปนหัวเชื้อจะใชน้ําตาลแลกโตสและสราง
กรดขึ้น ซึ่งสงผลดีตอผูบริโภคเพราะนมเปรี้ยวจะทําใหลําไสมภีาวะเปนกรดสูงขึ้น  ทําใหแบคทีเรีย
ที่กอใหเกิดโรคไมสามารถเจริญได (ประกาย จิตรกร, 2526) ในปจจุบันมีมาตรฐานเกี่ยวกับ 
นมเปรี้ยว ซึ่งไดกําหนดเปนกฎหมายที่ประกาศในราชกิจจานุเบกษา ฉบับที่ 46 (พ.ศ. 2522)  
โดยกระทรวงสาธารณสุข กําหนดใหนมเปรี้ยวเปนอาหารควบคุมเฉพาะ กลาววานมเปรี้ยว 
หมายถึง ผลิตภัณฑนมที่หมักดวยจุลินทรีย ซึ่งไมกอใหเกิดโรคหรือไมทําใหเกิดพิษ และมีจุลินทรีย
ดังกลาวที่มีชีวิตคงเหลือจากกิจกรรมวิธีการหมัก หรืออาจมีการเติมวัตถุอ่ืนที่จําเปนตอการผลิต 
เชน ปรุงแตงสี กลิ่น รส โดยยังคงมาตรฐาน ดังตอไปนี้ 
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- มีโปรตีนไมนอยกวารอยละ 1.5 ของน้ําหนัก 
- ตรวจไมพบบักเตรีชนิด E. coli ในอาหาร 0.1 กรัม 
- ไมใชวัตถุที่ใหความหวานแทนน้ําตาล 
- ไมมีวัตถุกันเสีย 
- ไมมีจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค 
- ไมมีสารพิษจากจุลินทรียในปริมาณที่อาจเปนอันตรายตอสุขภาพ 

 นมเปรี้ยวจะตองเก็บรักษาภายใตอุณหภูมิไมเกิน 10°C และระยะเวลาที่จําหนายตองไมเกิน 
7 วัน นับต้ังแตวันที่บรรจุในภาชนะบรรจุ (เสถียร วิชัยลักษณ และ สืบวงศ วิชัยลักษณ, 2523) 
  
2.2 แลคติคแอซิดแบคทีเรียในนมเปรี้ยว 
 
 แลคติคแอซิดแบคทีเรียเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่ไมสรางสปอรมีทั้งรูปรางเปนแทง ทรงกลม 
หรือรูปไข เคลื่อนที่ไมได  มีความสามารถในการหมักน้ําตาลและไดผลิตภัณฑสวนใหญเปน                
กรดแลคติค  แลคติคแอซิดแบคทีเรียสามารถแบงไดเปน 2 กลุมตามผลิตภัณฑที่ผลิตได ดังนี้  
กลุมที่ 1 Homofermentative แลคติคแอซิดแบคทีเรียซึ่งสามารถหมักน้ําตาลไดผลิตภัณฑ 
กรดแลคติค 85%-95% และกลุมที่ 2 Heterofermentative สามารถหมักน้ําตาลใหไดผลิตภัณฑ
กรดแลคติคประมาณ  50% และไดผลิตภัณฑ อ่ืนๆ  เชน  เอทธานอล  กรดอะซิติกและ
คารบอนไดออกไซด (Lawrence and Terence, 1979)  
 Hove, Andersen และ Mortensen (1994) กลาววาในผลิตภัณฑนมเปรี้ยว และโยเกริต 
จุลินทรียที่ใชในการผลิตนอกจาก Lactobacillus bulgaricus (L. bulgaricus) Streptococcus 
thermophilus (St. thermophilus) แลวยังมีเชื้ออ่ืนที่นิยมใช เชน Lactobacillus acidophilus  
(L. acidophilus) และ Lactobacillus casei (L. casei) 
 
 2.2.1 ลักษณะของ L. acidophilus 
 
 L. acidophilus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทงเดี่ยวๆ หรือเซลลคูเปนสายสั้นๆ 
ขนาดของเซลลประมาณ 0.6-0.9 µm ไมตองการอากาศในการเจริญ เคลื่อนที่ไมได ไมสรางสปอร 
สามารถหมักน้ําตาล Fructose Glucose Lactose Maltose  Mannose Sucrose (Nahaisi, 1986; 
Kunz, 1994) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูระหวาง 35-40°C แตสามารถเจริญที่อุณหภูมิสูง 
45°C ทนกรดตั้งแตชวงความเขมขน 0.3%–1.9% พีเอชที่เหมาะสมในการเจริญ คือ 5.5-6.0 
(Gomes and Malcata, 1999) L. acidophilus สวนใหญสามารถทนกรดในกระเพาะอาหารของ
มนุษยได แตเมื่อผานเขาสูบริเวณ Duodenum บริเวณลําไสเล็กตอนตน L. acidophilus  
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บางสายพันธุอาจไมทนตอเกลือน้ําดีทําใหมีจํานวนลดลง (Kilara, 1982) L. acidophilus  ตองการ
สารอาหารที่มีความจําเพาะตอการเจริญ อาหารที่ใช ไดแก อาหารสูตรน้ํามะเขือเทศ ซึ่งเปนแหลง
ของน้ําตาล วิตามินบีรวม สามารถใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อไดดีเทียบเทากับสารอาหารจากนมผง-
ปราศจากไขมัน โดยจะหมักน้ําตาลในนมทําใหเกิดเปนกรด ทําใหพีเอชของอาหารลดลง (Babu et 
al., 1992)  
 ความสามารถของ L. acidophilus ในการยับยั้งจุลินทรียกอโรคมีรายงานการศึกษา 
ของนักวิจัยหลายทาน เชน Vakil และ Shahani (1965) ไดแยกแลคติคแอซิดแบคทีเรียจาก 
นมเปรี้ยว acidophilus milk ที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียกอโรคชนิด Acidophilin ที่สามารถ
ยับยั้งจุลินทรียไดทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เชนเดียวกับ Hamdan and Mikolajeik (1975)  
ก็พบวา L. acidophilus สายพันธุ 2181 สามารถสรางสาร Acidophilin ไดเชนกัน Acidophilin  
จัดเปนสารประเภทแบคเทอริโอซินที่ยับยั้งจุลินทรียกอโรคไดหลายชนิด เชน Staphylococcus 
aureus Escherichia coli และ Salmonella Typhymurium เปนตน (Vincent et al., 1955; 
Andenson, 1986; Dahiya and Speck, 1986; Gilliland and Speck, 1977b)  
 
 2.2.2 ลักษณะของ L. casei 
 
 L. casei มีรูปรางเปนทอน ขนาดกวางประมาณ 0.7 µm ยาวประมาณ 1.5-5.0 µm 
ยอมติดสีแกรมบวกเจริญไดดีในสภาพที่มีอากาศปริมาณจํากัด สามารถหมักน้ําตาลไดหลายชนิด 
เชน Fructose Glucose Lactose Maltose Mannose Sucrose (Shirota, 1962)  
 Shirota (1962) รายงานการมีชีวิตรอดของ L. casei สายพันธุ Shirota ที่สามารถทน
ความเปนกรดในกระเพาะที่มีพีเอชตํ่าชวง 4.2-5.1 และทนตอเกลือน้ําดีของตับออนบริเวณลําไส-
เล็ก ซึ่งมีพีเอชสูงอยูในชวง 6.2-8.0 ดังนั้นจึงสามารถผานกระเพาะไปเกาะที่บริเวณลําไสได 
   

2.3 โพรไบโอติก (Probiotic) 

 โพรไบโอติกมาจากภาษากรีก แปลวา เพื่อชีวิต (For life) โดยมี Metchnikoff (1907) เปนผูให
คําจํากัดความคําวาโพรไบโอติกคนแรก จากนั้นมีผูใหคําจํากัดความแตกตางกันดังตอไปนี้ 
คําจํากัดความคือ สารที่จุลินทรียชนิดหนึ่งสรางและขับออกมา สงผลชวยกระตุนการเจริญของ 
จุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งการทํางานของโพรไบโอติกใหผลตรงขามกับการทํางานของสารปฎิชีวนะ 
(Antibiotics) ที่ทําลายจุลินทรียเกือบทุกชนิด (Lilly and Stillwell, 1965) จุลินทรยีและสารที่ชวย
ปรับสมดุลของจุลินทรียในทางเดินอาหาร (Parker, 1974)  จุลินทรียที่มีชีวิตที่เสริมในอาหารและ
ใหประโยชนแกเจาบาน (Host) โดยชวยเสริมจุลินทรียในทางเดินอาหารของสัตวใหอยูในสภาพ
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สมดุล (Fuller, 1989) แบคทีเรียที่ดีและถูกจัดเปนโพรไบโอติก ไดแก Lactobacillus acidophilus 
Enterocossus faecalis  Streptococcus thermophilus และ Bifidobacterium bifidum   
เปนแบคทีเรียที่มีประโยชน อาศัยอยูในลําไสเล็กหรือลําไสใหญของมนุษย ตั้งแตแรกเกิด ทําหนาที่
ชวยยอยอาหาร ทําใหไดสารอาหารที่มีประโยชนใหกับมนุษย ไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติค 
พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด ซึ่งจุลินทรียโพรไบโอติกควรมี
สมบัติทนตอภาวะความเปนกรดของน้ํายอยในกระเพาะอาหาร ทนตอน้ําดี และสามารถสรางสาร
ยับยั้งเชื้อกอโรคได (Gilliland  and Speck, 1977a) โดยสารยับยั้งเชื้อกอโรค มีดงัตอไปนี้ 
 - กรดแลคติค (Lactic acid)  
 เมื่อเกิดการสะสมของกรดในอาหารซึ่งเกิดจากกระบวนการหมัก ทําใหอาหารมีคา 
พีเอชลดลง สงผลยับยั้งจุลินทรียบางชนิดที่ไมทนกรด เชน E. coli   Pseudomonas sp. เปนตน  
กรดนี้มีกลไกการยับยั้ง คือ กรดแลคติคที่อยูในรูปไมแตกตัวจะสามารถซึมเขาสูเซลล ทําใหเกิด 
การสะสมของกรดในไซโตพลาสซึม สงผลใหกระบวนการเมแทบลิซึมของจุลินทรียที่ยับยั้งเสียไป 
(Harrigan and Bark, 1991) 
 - กรดอะซิติก (Acetic acid)  
 แลคติคแอซิดแบคทีเรียบางสายพันธุที่มีกระบวนการหมักแบบ Heterofermentative 
จะสามารถผลิตกรดอะซิติกได ซึ่งสงผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคไดดีกวากรดแลคติค  
จึงนิยมใชสําหรับการถนอมอาหาร (Harvey and Collins, 1963)     
 - ไดอะเซตทิล (Diacetyl) 
  Lactobacillus lactis สามารถสรางสารไดอะเซตทิล (Lee,1996) โดยไดอะเซตทิล
เขมขน 200 µg/mL สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและยีสตได เมื่อเพิ่มความเขมขนเปน  
300 µg/mL สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได แตไมนิยมใชไดอะเซตทิลในการถนอมอาหาร 
เพราะถาใชในปริมาณมากจะใหกลิ่นที่แรง  จึงมีการนําไดอะเซตทิลมาใชเปนยาฆาเชื้อ 
(Disinfectant) ในการทําความสะอาดเครื่องมือ เนื่องจากระเหยงาย (Seppo and  Atte, 1993) 
 - แบคทีริโอซิน (Bacteriocin) 
 สารแบคทีริโอซินจัดอยูในกลุมสารยับยั้งจุลินทรีย (Antimicrobial substance) เปน
สารโมเลกุลใหญที่ประกอบดวยโปรตีน หรือ โปรตีนกับคารโบไฮเดรต สารแบคทีริโอซินสรางจาก
แลคติคแอซิดแบคทีเรียบางสายพันธุ มีผลยับยั้งแบคทีเรียที่มีพันธุศาสตรใกลเคียงกัน (Harvey 
and Collins, 1963) ตอมา Hammes และ Tichazeak (1991) รายงานการใชประโยชนจากสาร
แบคทีริโอซินในการยับยั้งจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย S. aureus มีการคัดเลือก 
แลคติคแอซิดแบคทีเรียสายพันธุท่ีสรางสารแบคทีริโอซิน มาเปนหัวเชื้อในการหมักเพื่อผลิต 
สารถนอมอาหารชนิดไนซิน 
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 - ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรียในสภาพที่มีอากาศ จะพบการสรางสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในระหวางการเจริญแบบใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน เนื่องจาก                 
แลคติคแอซิดแบคทีเรียไมมีเอนไซม Catalase ทําใหมีสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดสะสมอยูใน
อาหารของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย และสามารถยับยั้งเชื้อ  S. aureus และ E. coli  ได (Seppo 
and Atte, 1993) 

 2.3.1 หลักของการคัดเลือกจุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติก (Gilliland, 1979; Fuller, 
   1989; Nousiainen and Setela, 1992) ดังตอไปนี้  

  -ตองไมกอโรค และมีความจําเพาะตอเซลลเจาบานสามารถอยูรอดไดในภาวะที่ 
  เปนกรดสูงที่บริเวณกระเพาะอาหาร รวมถึงการทนตอเกลือน้ําดีที่ตับออน  
  -สามารถเพิ่มจํานวนและมีเมตาบอลิซึมในระบบทางเดินอาหารได  
  -สามารถแขงขันกับจุลินทรียกอโรคในการเขายึดเกาะที่เยื่อบุทางเดินอาหารได 
  -ผลิตกรดอินทรียและสารยับยั้งจุลินทรียเพื่อลดจํานวนจุลินทรียกอโรคได  
  -มีผลกระตุนภูมิคุมกันในเจาบาน ทําใหสรางแอนติบอดีมากขึ้น   
  -เลี้ยงงายเพิ่มจํานวนไดเร็ว มีการรอดชีวิตสูงเมื่อเก็บรักษาเปนเวลานาน 

 

2.4 การทําแหงจุลินทรียแบบพนฝอย (Spray drying) 

  การทําแหงแบบพนฝอย เปนวิธีที่นิยมใชในอุตสาหกรรมอาหาร เพราะมีราคาถูกและสามารถ
ประยุกตใชรวมกับสารประกอบอื่นๆ ไดหลายชนิด ทําใหสะดวกตอการเพิ่มผลผลิตผลิตภัณฑที่
เปนผง (Dziezak, 1988)  
 วัตถุประสงคการทําแหงจุลินทรีย คือตองการเก็บรักษาเชื้อใหคงสภาพดีโดยไมเกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของเชื้อ ระหวางการขนสงและเก็บรักษา การทําแหงแบบพนฝอยเปนวิธีการทําแหงโดย 
ฉีดพนของเหลวใหเปนหยดละออง โดยใชลมรอนเพื่อทําใหหยดอนุภาคแหงและกลายเปนผงใน
เวลารวดเร็ว จากรายงานของ Kim และ Bhowmik (1990) พบวาอัตราการรอดชีวิตของ 
S. thermophilus และ L. bulgaricus จะลดลงเมื่ออุณหภูมิลมออก (Outlet air temperature) 
เพิ่มสูงขึ้น โดยจะสงผลตอการรอดชีวิตของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมากกวาการเปลี่ยนแปลงของ
คาอุณหภูมิลมเขา (Inlet air temperature) และคา Atomizing air pressure นอกจากนี้ Gardiner 
et al. (2000) ไดศึกษาการทําแหงแบบพนฝอยกับจุลินทรีย Lactobacillus paracasei  NFBC 
338 ที่อุณหภูมิลมเขา 170°C และแปรอุณหภูมิลมออกตั้งแต 70°C-120°C พบวาที่อุณหภูมิ- 
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ลมออก 80°C-85°C  ทําให Lactobacillus paracasei NFBC 338 รอดชีวิตมากที่สุด โดย
ผลิตภัณฑผงมีความชื้นเหมาะสม คือ 4.1% นอกจากนี้ยังแสดงใหเห็นความสัมพันธของ 
คาอุณหภูมิลมออก ที่มีผลตอเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของจุลินทรีย และคาความชื้นของผลิตภัณฑ
ผง คือเมื่ออุณหภูมิลมออกสูงขึ้นการรอดชีวิตของเชื้อและความชื้นจะลดลง 
 
2.5 ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการรอดชีวิตของจุลินทรียในระหวางการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 2.5.1 อายุของเชื้อจุลินทรีย 
 
 Foster (1962) พบวาเซลลของเชื้อที่เจริญอยูในชวงตน Stationary phase จะสามารถ
คงกิจกรรมไวไดสูงหลังการทําแหง ซึ่งสอดคลองกับ Heckly (1978) ที่รายงานวาเชื้อที่มีอายุ  
24 ชั่วโมง ซึ่งเจริญเติบโตเต็มที่จะรอดชีวิตจากการทําแหงสูงกวาเชื้อที่มีอายุ 3-7 ชั่วโมง Espina 
และ Packard (1979) ไดศึกษาการผลิตจุลินทรียแลคติคแอซิดแบคทีเรียดวยวิธีการทําแหงแบบ
พนฝอย พบวาหัวเชื้อที่ใชในการทําแหงตองมีสภาพเปนกลาง (Neutralization) และอายุที่
เหมาะสมสําหรับการทําแหงจะอยูในระยะ Stationary phase เชื้อผงที่ผลิตไดจะยังคงมีกิจกรรม
ตางๆเหมือนเดิมและพบวาเชื้อที่มีอายุในระยะนี้มีความทนทานตอการทําแหงแบบพนฝอยได 
ดีกวาระยะอื่นๆ  
 Teixeira และคณะ (1995a) ไดศึกษาการทําแหงเชื้อ L. bulgaricus  แบบพนฝอยที่
อุณหภูมิลมเขา (Inlet air temperature) 200°C และ อุณหภูมิลมออก (Outlet air temperature) 
80°C พบวาเซลลระยะ Stationary phase มีความทนทานตอกระบวนการทําแหงแบบพนฝอยได
ดีกวาเซลลระยะ Exponential phase นอกจากนี้ยังพบวาการทํา Heat shock กับเชื้อที่อยูในชวง 
Exponential phase จะชวยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเชื้อใหสูงขึ้นกวาเชื้อที่ไมถูก Heat shock 
แตการทํา Heat shock กับเชื้อที่อยูในระยะ Stationary phase จะไมมีผลตอการรอดชีวิตที่เพิ่มข้ึน 
   
 2.5.2 จํานวนเชื้อเริ่มตนกอนทําแหง 
 
  ปริมาณเชื้ อ เ ร่ิมตนกอนการทําแห งนั้นมีผลตอการรอดชีวิตหลังการทําแห ง                 
โดย Kilara และคณะ (1976) ทําการเปรียบเทียบปริมาณเชื้อเร่ิมตนของ L. bulgaricus กอนการ
ทําแหง มีจํานวนเชื้อ 6x105 CFU/mL กับ 7x104 CFU/mL เมื่อผานกระบวนการทําแหงจะมีการ         
รอดชีวิต 75% และ 10% ตามลําดับ สวน L. acidophilus มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 1.6x105 CFU/mL 
กับ 2.6x104 CFU/mL  เมื่อผานกระบวนการทําแหงพบวามีการรอดชีวิต 63% และ 19% 
ตามลําดับ และ St. thermophilus ที่มีเชื้อเร่ิมตนเปน 7.3x105 CFU/mL กับ 2.5x104 CFU/mL  
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เมื่อผานการทําแหงมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 11% และ 1% ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับรายงาน
ของ Fu และ Etzel (1995) ที่รายงานวาจํานวนเชื้อเร่ิมตนกอนการทําแหงมากทําใหมีเชื้อรอดชีวิต
สูงกวาการใชเชื้อเร่ิมตนในปริมาณที่ต่ํา 
 
 2.5.3 ชนิดของสารปกปองเซลล   
 
  เนื่องจากการทําแหงแบบพนฝอยเชื้อจะตองผานกระบวนการผลิตที่มีปจจัยของอณุหภมูิ
เขามาเกี่ยวของ เชื้ออาจถูกทําลายโดยอุณหภูมิสูงได ดังนั้นควรคัดเลือกสารปกปองเซลลที่ใช 
รวมในระหวางการทําแหงแบบพนฝอยที่เหมาะสม และสามารถคืนรูปไดดีหลังการทําแหง 
(Brennan et al., 1983)  Sinha และคณะ (1974) พบวาการใชนมผงปราศจากไขมันเปนสาร
ปกปองเซลลในการทําแหงแบบพนฝอยจะทําใหการรอดชีวิตของ Streptococcus faecalis และ
Streptococcus diacetylactis สูงถึง 80%-100% ตามลําดับ 
  สวน Champagne และคณะ (1991) ใชสารปกปองเซลลประเภทโพลีแซคคาไรด
(Polysaccharides) คือโพลีเอทธิลีนไกลคอล (Polyethyleneglycol-PEG) มาเติมในการปกปอง-
เซลลของ St. thermophilus โดยใชรวมกับนมผงปราศจากไขมันพบวาสามารถเพิ่มอัตราการ 
รอดชีวิตของ Streptococci ได 10%-20% และมีปริมาณความชื้นเหลือ 1.1%-1.7% 
  Gardiner และคณะ (2000) รายงานการทําแหงแบบพนฝอยที่อุณหภูมิลมเขา 170°C 
และอุณหภูมิลมออก 85°C โดยใชนมผงปราศจากไขมันเปนสารปกปองเซลล พบวาจุลินทรีย 
Lactobacillus paracasei NFBC 338 และจุลินทรีย Lactobacillus salivarius UCC 118  
รอดชีวิต 97% และ 11% ตามลําดับ  การที่นมผงปราศจากไขมันสามารถปกปองเซลลได  
ก็เนื่องจากนมผงปราศจากไขมันสามารถปองกัน Cytoplasmic membrane ใหมีสภาพคงเดิมได
หลังผานการทําแหง เพราะเมื่อนําผลิตภัณฑผงมาทดสอบความไวตอเกลือโซเดียมคลอไรด  
โดยวัดการเจริญพบวาไมแตกตางจากเซลลกอนการทําแหง  
 

 2.5.3.1 แซนแทนกัม (Xanthan gum) ที่ใชเปนสารรวมในการปกปองเซลล 
 

   Rogovin และคณะ (1961) พบจุลินทรียที่สามารถผลิตกัมช่ือทางเคมีวา 
สารโพลีแซคคาไรด B-1459 โดยการหมักของ Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ตอมา
รูจักกันในชื่อแซนแทนกัม ซึ่งเปนสารชนิดเฮทเทอโรโพลีแชคคาไรด (Heteropolysaccharide)  
   สมบัติของแซนแทนกัมที่พิเศษตางจากสารจําพวกคอลลอยดละลายน้ํา 
ชนิดอื่น คือสารละลายแซนแทนกัมสามารถรักษาความหนืดใหคงที่ได แมวาจะมีการเปลี่ยนแปลง
ระดับพีเอช จึงมีการใชแซนแทนกัมในอุตสาหกรรมอาหารสูงขึ้น (Rocks, 1971)  
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จนในปค.ศ.1971 สํานักงานอาหารและยา (Food and Drug Adminiatration) ไดออกประกาศ
อนุญาตใหใชแซนแทนกัมเติมในอาหารและยาได (Betz, 1979) ดวยประโยชนของแซนแทนกัม
ดังกลาว ปจจุบันจึงไดมีการนําแซนแทนกัมมาใชในอาหารและยามากมาย เชน ใชเปนสวนผสมใน
น้ําสลัด น้ําซอส ผลิตภัณฑเนยและเนยแข็ง พุดดิ้ง เบียร เปนตน  
    แซนแทนกัมที่ผลิตจาก Xanthomonas campestris จะมีน้ําหนักโมเลกุลอยู
ในชวง 2x106-5x107 g/mol ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนส และกรดกลูโคโรนิกใน
อัตราสวน 2:2:1 และมีหมูไพรูวิคกับอะซิติกประมาณ  4% ซึ่งน้ําตาลกลูโคสทั้ง 2 หนวย ทําหนาที่
เปนแกนหลักของโครงสราง โดยตอกันดวยพันธะเบตา-1,4 glycosidic ดังรูปที่ 2.1  สวนน้ําตาล
แมนโนสและกรดกลูโคโรนิกทําหนาท่ีเปนกิ่งกานของโครงสราง โดยน้ําตาลแมนโนสตัวแรกจะตอ
เขากับน้ําตาลกลูโคสของแกนหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3 glycosidic และที่ตําแหนง C-6  
ของแมนโนสจะมีหมูอะซิติลเกาะอยู  สวนกรดกลูโคโรนิกนั้นจะจับกับน้ําตาลแมนโนสตัวแรกดวย
พันธะเบตา-1,2 glycosidic จากนั้นน้ําตาลแมนโนสตัวที่สองจะเขาจับกับกรดกลูโคโรนิกนี้ดวย
พันธะเบตา-1,4 glycosidic โดยที่ตําแหนง C-4 และ C-6 ของน้ําตาลแมนโนสนี้จะมีหมู 
ไพรูวิลเกาะอยู โดยมีคาแตกตางกันตั้งแต 0%-4.5% ตามภาวะและชนิดของเชื้อที่ใชในการผลิต 
(Jansson et al., 1975) โดยทั่วไปโมเลกุลของแซนแทนกัมมักมีหมูไพรูวิลเกาะอยูที่น้ําตาล 
แมนโนสตัวที่สองของกิ่งประมาณครึ่งหนึ่งของน้ําตาลแมนโนสตัวที่สองที่มีในโมเลกุลทั้งหมด 
 

 
     
    รูปที่ 2.1 โครงสรางแซนแทนกัม 
    ที่มา:  Zamora (2005)  
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   Brange (2000) พบวาโปรตีนมีการเสียสภาพในระหวางสัมผัสกับความรอน
เมื่อเขาสูกระบวนการทําแหงแบบพนฝอย ดังนั้นการใชสารที่ชวยเพิ่มความเสถียรของโปรตีนจะทํา
ใหโปรตีนสามารถทําหนาที่ปกปองเซลลไดดีข้ึน นอกจากนี้ Bryant และ McClements (2000)  
ไดทดสอบการผสมระหวางแซนแทนกัม 0.1% ของโปรตีนเมื่อถูกบมดวยความรอน พบวา 
แซนแทนกัมสามารถทําใหโปรตีนเสถียรมากขึ้น  
  Fakultat (2003) รายงานเปรียบเทียบการรอดชีวิตของ L. acidophilus  
หลังการทําแหงแบบพนฝอยเมื่อใชสารตัวกลางในการปกปองเซลลชนิดเดี่ยวๆ ไดแก สารประเภท
กัม Gelatin หรือสารประเภทโปรตีน พบวาใหจํานวนการรอดชีวิตของจุลินทรียผงหลังทําแหง 
นอยกวาการใชสารที่ผสมระหวางกัมรวมกับโปรตีน นอกจากนี้การใชสารประกอบประเภทกัม
รวมกับโปรตีนยังใหผลการรอดชีวิตของจุลินทรียสูงหลังเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5°C เปนเวลา 4 ถึง 
15 สัปดาห 
  Elversson และคณะ (2003) กลาวถึงปจจัยที่มีผลตออนุภาคผงหลังทําแหง 
แบบพนฝอย คือ ขนาดและการกระจายของหยดอนุภาค ซึ่งบอกถึงพฤติกรรมการไหลของ
ของเหลวเมื่อผาน Atomization สอดคลองกับ Harrison และคณะ (1999) ที่ศึกษาการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการกระจายของหยดอนุภาคที่ไหลผาน Atomization เมื่อใชสารละลายแซนแทนกัมที่
ความเขมขน 0.025% 0.1% และ 0.15% พบวาที่ความเขมขน 0.025% มีการกระจายของหยด
อนุภาคสูงที่สุด และใหผลดีกวาเมื่อเปรียบเทียบกับสารที่มีสมบัติ Newtonian บางชนิด 
    Benichou และคณะ (2007) รายงานถึงการทําปฏิกิริยารวมกันระหวางโปรตีน  
4%-10% และแซนแทนกัม 0.5% สามารถเพิ่มความคงตัวของหยด ทั้งยังเพิ่มสมบัติทางดาน 
Rheological surface properties และพฤติกรรมการกระจาย (Diffusion behavior) ของสารผสม  
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงกวาเมื่อเทียบกับการใชโปรตีนหรือแซนแทนกัมเพียงชนิดเดียว  

 
2.5.4 ความเขมขนของสารปกปองเซลล 

 
  Espina และ Packard (1979) ใชนมผงปราศจากไขมันเปนสารปกปองเซลลที่ระดับ
ความเขมขน 25% และ 40% ในภาวะอุณหภูมิลมเขา 170°C และแปรอุณหภูมิลมออกเปน 75°C 
80°C และ 85°C พบวาที่อุณหภูมิลมเขา 170°C และอุณหภูมิลมออก 75°C ความเขมขนของ 
สารปกปองเซลล 25% ใหผลการรอดชีวิตของ L. acidophilus สูงกวาที่ความเขมขน 40% เพราะ
การใชความเขมขนของสารปกปองเซลลที่สูง ทําใหเกิดหยดของอนุภาคที่โต ทําใหเชื้อมีโอกาสถูก
ทําลายดวยความรอนไดมากกวาอนุภาคที่มีขนาดเล็ก เนื่องจากอนุภาคขนาดใหญจะใชระยะเวลา
ที่เชื้อสัมผัสกับความรอนนานกวา  
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2.6 ปจจัยที่สงผลตอการรอดชีวิตของจุลินทรียผงในระหวางการเก็บรักษา 
  
 2.6.1 อุณหภูมิการเก็บรักษา 
     
    อุณหภูมิการเก็บรักษาเปนปจจัยที่สําคัญตออายุการเก็บรักษาเชื้อผงใหมีชีวิตนานขึ้น  
Teixeira และคณะ (1995b) กลาวถึงการเก็บรักษาจุลินทรีย Lactobacilus delbrueckii ssp. 
bulgaricus ที่อยูในรูปผงหลังการทําแหงแบบพนฝอย พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษา 
นานขึ้นการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิต่ําจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตจะสูงกวาการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ
สูงที่ 30°C เนื่องจากที่ 30°C นี้เปนอุณหภูมิที่ใกลเคียงกับอุณหภูมิ 37°C ซึ่งเปนชวงที่เหมาะสม
กับการทํางานของเอนไซมทําใหมีกิจกรรมเกิดขึ้นในเซลลมากกวาอุณหภูมิต่ํา 
 

2.6.2 บรรจุภัณฑที่ใช 
 

  ถุงลามิเนตมีสวนประกอบของ PP/PE/Alu/PE/LL ซึ่งประกอบดวยชั้น Polypropylene 
(PP) มีสมบัติเดน คือ มีความใส และปองกันความชื้นไดดีแตการปองกันอากาศซึมผานของ PP  
ยังไมดีเทาพลาสติกบางชนิด เนื่องจากชวงอุณหภูมิในการหลอมละลายมีชวงอุณหภูมิส้ัน   
ทําให PP เชื่อมติดไดยาก (ปุน คงเจริญเกียรติ และ สมพร คงเจริญเกียรติ, 2528) สวนชั้น Low- 
density polyethylene (PE) เปนโพลิเอทิลีนความหนาแนนต่ํา โดยโครงสรางจะสามารถปองกัน
ความชื้นไดพอสมควร แตขอเสีย คือ สามารถปลอยใหไขมันและอากาศซึมผานไดงาย ทําใหมี
ความไวตออากาศ  คุณภาพการเก็บอาหารแปรเปลี่ยนเพียงเวลาไมกี่วัน สวนชั้นของอะลูมิเนียม 
(Alu) มีน้ําหนักเบา ปองกันการซึมผานของอากาศ กาซ แสงและกลิ่นรสไดดี สวนชั้นของ Linear 
low density polyethylene (LL) นิยมใชเปนชั้นปองกันความชื้น (Anonymous, 1991)  

 



บทที่ 3 
 

วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ 
 

- กลองจุลทรรศน  (Microscope) model  CH30FF200 บริษัท OLYMPUS ประเทศญี่ปุน 
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) model V-530 บริษัท JASCO  
 ประเทศญี่ปุน 
- 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 
- เครื่องวิเคราะหภาพถาย (Image analizer) model Image 4.5 บริษัท MEDIA CYBERNATIC  
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- เครื่องเขยา (Shaker) Model gyrotory บริษัท NEW  BRUNSWICK ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- เครื่องทาํแหงแบบพนฝอย (Spray dryer) model  DV- 2  บริษัท NIRO ประเทศเยอรมน ี
- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning  electron  microscope) model  
 JSM-5410LV บริษัท JEOL ประเทศญี่ปุน 
- เครื่องชั่งทศนิยม  2  ตําแหนง Model  pb8001 บริษัท  METLER  ประเทศสวิตเซอรแลนด 
- เครื่องชั่งทศนิยม  4  ตําแหนง  Model  A200S บริษัท SATORIUS ประเทศเยอรมน ี
- เครื่องปดผนกึถุงแบบสุญญากาศ (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 ี
- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water  bath) model  E350 ยี่หอ MEMMERT ประเทศเยอรมน ี
- เครื่องเหวี่ยงแยก (Centrifuge) model Royanta Centrifugen บริษัท HETTICH  
ประเทศเยอรมน ี

- เครื่องวัดคา aw (aw analyzer) model  series3 บริษัท DECAGON  DEVICE model series 
3 ประเทศสหรัฐอเมริกา 

- ตูบมเชื้อ (Incubator) model  B30 บริษัท MEMMERT ประเทศเยอรมน ี
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- หมอนึ่งฆาเชือ้ควบคุมความดัน (Autoclave) model  MLS-2400 บริษัท LABO 
ประเทศญี่ปุน 

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

3.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

- น้ํามะพราวแกจากรานขายมะพราวตลาดสดซอยรามคําแหง 2 แขวงดอกไม เขตประเวศ 
 กรุงเทพมหานคร ประเทศไทย 
- นมผงปราศจากไขมัน (Milk Non Fat: MNF)  ตรามชิชัน  ประเทศไทย 
- บรรจุภัณฑชนิด Laminated aluminium  foil (PP/PE/Alu/PE/LL) บริษัทเจนจรัสซพัพลายด  
 ประเทศไทย 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth  Lab  grade ยี่หอ HI  MEDIA ประเทศอินเดีย 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอสเฟต Lab grade ยี่หอ UNIVAR ประเทศนวิซีแลนด 
- ไดโพแทสเซยีมไฮโดรฟอสเฟต Lab grade ยีห่อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด 
- โซเดียมอะซเิตท Lab grade ยี่หอ UNIVAR ประเทศนวิซีแลนด 
- แอมโมเนยีมซิเตรท Lab grade ยี่หอ FLUKA ประเทศสวิตเซอรแลนด 
- ยีสตสกัด Lab grade ยี่หอ HI MEDIA ประเทศอินเดีย 
- เปปโตน Lab grade ยี่หอ MERCK ประเทศเยอรมน ี
- โซเดียมคลอไรด Lab grade ยีห่อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด 
- สารละลายกรดไฮโดรคลอริก Lab grade ยี่หอ FISHER CHEMICALS ประเทศอังกฤษ 
- โซเดียมไฮดรอกไซด Lab grade ยี่หอ MERCK ประเทศเยอรมน ี
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3.3 เก็บรักษาจุลินทรียที่ใชทดลอง 
 
 นําแลคติคแอซิดแบคทีเรียแตละสายพันธุที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย จํานวน 12 สายพันธุ ดังตอไปนี้ 
 

 
 ใชเข็มเขี่ยจุลินทรียแตละสายพันธุนํามา Streak บนอาหารวุนเอียง MRS บมที่อุณหภูมิ  
37°C เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4°C เพื่อใชในการทดลอง Subculture จุลินทรีย
ทุก 2 สัปดาห 
 
3.4 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติกและสรางกรด 
 ปริมาณมาก 
   
 3.4.1 ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี 
 

 ทดสอบความสามารถทนเกลือน้ําดีของแลคติคแอซิดแบคทีเรียตามวิธีของ Du Toit 
 และคณะ  (1998) โดยนําแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 12 สายพันธุ มา Streak ลงบนอาหารวุน MRS 
ที่มีความเขมขนของเกลือน้ําดี 0.3% และใชอาหารวุน MRS ที่ไมไดเติมเกลือน้ําดีสําหรับเปนตัว
ควบคุมบมที่ 37°C เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวตรวจดูการเจริญของเชื้อบนอาหาร โดยทดลอง 3 ซ้ํา 
คัดเลือกเฉพาะจุลินทรียที่เจริญบนอาหาร MRS ที่เติมเกลือน้ําดี 0.3% นําไปทดสอบความสามารถ
ในการทนกรดตอไป 

 
 
 
 
 

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) โดยเขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ทนเกลือน้ําดีจากขอ 3.4.1 ลงในอาหารเหลว 
MRS ซึ่งปรับพีเอชของอาหารดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล ใหไดพีเอชเทากับ 3 และใช
อาหาร MRS พีเอช 6.6 เปนตัวควบคุม บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 nm 
ทดลอง 3 ซ้ํา เลือกจุลินทรียที่เจริญ เพื่อใชในการคัดเลือกสมบัติการสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบ
ตอไป 
 

3.4.3 ความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus 
aureus      

  
 3.4.3.1 แยกเซลลแลคตคิแอซิดแบคทีเรียจากอาหารเลีย้งเชื้อ 

 
  เขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.2 แตละสายพันธุ 
ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 mL บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําแตละตัวอยาง
มาปนเหวี่ยงโดยเครื่อง Centrifuge ปนเหวี่ยงดวยแรง 10,000xg ที่ 4°C เปนเวลา 15 นาที เก็บ
เฉพาะสวนใส (Supernatant) ที่แลคติคแอซิดแบคทเีรียสรางขึ้น เพื่อใชในการทดสอบขอ 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 บมที่ 37°C 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปเปตเชื้อแตละสายพันธุปริมาตร 0.1 mL ลงในอาหารวุน (NA) ที่ 
บรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 10 mL ผสมใหเขากันแลว Pour plate นํากระดาษกรอง Filter 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 mm วางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือจานละ 4 แผน เพื่อใชทดสอบตอใน 
ขอ 3.4.3.3 
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 3.4.3.3 การทดสอบชนิดของสารยับยั้งการเจริญที่สรางโดยแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 
  ทําการทดสอบตามวิธีของ Tagg, Dajani และ Wanamaker (1976)  
  ดังรูปที่ 3.1  
 

 
รูปที่ 3.1 การทดสอบชนิดของสารที่แลคติคแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นและยับยั้งเชื้อ E. coli  และ  
 S. aureus    

 
  โดยคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบทั้ง 
2 สายพันธุ ไปใชในการทดลองตอไป 
 
 
 
 
 
 
 

นําสวนใสจากขอ 3.4.3.1 มากรองดวยแผนกรอง 
(Millipore membrane filter) ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

Treatment ที่ 1 
No treatment 

Treatment ที่ 2 
ปรับพีเอชสวนใส 
ในชวง 6.5-7.2 

Treatment ที่ 3 
เติมเอนไซม Catalase  

ที่ 25°C 

  Treatment ที่ 4 
บมสวนใส ที่ 100°C  

10 นาที  

  หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 

บมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

วัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับย้ัง (Clear zone)  
 

  หยดสวนใส 50 µL ลงบน 
Fiter disc ที่อยูบนอาหาร 
NA ซ่ึง Inoculate เช้ือแลว 
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3.4.4 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สรางกรดไดปริมาณมาก 
 
   แลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.3 เลี้ยงในอาหารเหลว MRS 

ปริมาตร 10 mL เวลา 24 ชั่วโมง บมที่ 37°C ถายเชื้อแตละสายพันธุ 2% (มีปริมาณเซลลเร่ิมตน 
109 CFU/g) ลงในนมสดที่ผานการฆาเชื้อแบบ Ultra High Temperature (UHT) ปริมาตร 100 mL 
ผสมกลาเชื้อกับน้ํานมใหเขากัน บมที่ 37°C แลวสุมตัวอยางมาปริมาตร 3 mL ทุก 2 ชั่วโมง 
เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใชฟนอฟทาลีน 1-2 หยดเปนอินดิเคเตอร ทําการไทเทรตตัวอยางดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล คํานวณเปอรเซ็นตกรดตามรายละเอียดในภาคผนวก ก-
5 คัดเลือกโพรไบโอติกที่สรางกรดไดปริมาณมาก 1 สายพันธุ เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
 
3.5 การคัดเลือกความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมในการปกปองเซลล              
 ดวยวิธีการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 3.5.1 ขั้นตอนการเตรียมจุลินทรีย  
 
  เขี่ยแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผานการคัดเลือกจากขอ 3.4.4 ซึ่งเก็บรักษาในอาหาร 
วุนเอียง MRS ลงในอาหารน้ํามะพราวปริมาตร 10 mL ที่ผานการฆาเชื้อแลว (สวนประกอบของ
อาหารสูตรน้ํามะพราวที่ไดจากงานวิจัยของ เพิ่มพงษ ศรีประเสริฐศักดิ์ (2524) แสดงไวใน
ภาคผนวก ข-3) จากนั้นบมที่ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปเปตแลคติคแอซิดแบคทีเรียปริมาณ  
2% (w/v) ลงในสูตรอาหารน้ํามะพราวปริมาตร 100 mL บมที่ 37°C จนแลคติคแอซิดแบคทีเรีย
เจริญถึงระยะ Exponential phase จากนั้นนําแลคติคแอซิดแบคทีเรียมา 2% ถายลงในสูตรอาหาร
น้ํามะพราวที่ผานการฆาเชื้อแลว 3 L หมักในถังหมัก (Fermenter) ขนาด 5 L ที่อุณหภูมิ 37°C 
ควบคุมพีเอชใหอยูในชวง 6.25-6.5 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 2 นอรมอล และ
สารละลายกรดไฮโดรคลอรกิเขมขน 0.1 นอรมอล ควบคุมความเร็วใบพัดกวน 100 รอบตอนาที 
จนแลคติคแอซิดแบคทีเรียเจริญถึงระยะ Stationary phase ทําการถายเชื้อลงหลอด Centrifuge 
เพื่อนําไปเหวี่ยงแยกเซลล ที่ควบคุมอุณหภูมิ 4°C ปนเหวี่ยงดวยแรง 4,000xg เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นลางเซลลดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 เพื่อนํา Cell paste ท่ีมี Total solids 
10%  ไปใชในการทดลองขอ 3.5.2.3 และ 3.6 ตอไป 
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 3.5.2 การเตรียมสารละลายนมผงปราศจากไขมันใชเปนสารปกปองเซลลในการทํา
แหงแบบพนฝอย 

 
  3.5.2.1 ศึกษาความหนืดของนมผงปราศจากไขมัน 
 
            เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v) นํามา
วัดคาความหนืดโดยเครื่อง Rheometer ใชหัววัดชนิด Cone and plate เบอร 1 เสนผานศูนยกลาง  
60 mm 1 องศา ควบคุมอุณหภูมิตัวอยางใหเทากับ 25°C ตั้งคา Shear rate เทากับ 944 s-1 และ
คา Gap เทากับ 30 µm จากนั้นปเปตตัวอยาง 2 mL ลงในที่รองรับภายในเครื่องวัดความหนืด  
เร่ิมการวัดและบันทึกคาโดยกําหนดเวลา 5 นาที ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช 
Duncan’s New Multiple Range Test  
 
  3.5.2.2 ศึกษาแรงตึงผิวของนมผงปราศจากไขมัน 
 
   เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v) นํามา
วัดคาแรงตึงผิวโดยเครื่อง Goniometer บรรจุตัวอยางลงหลอด Syringe ขนาด 3 mL และใชเข็ม
ปลายตัดขนาด 22 Gauge จากนั้นควบคุมการหยดของตัวอยางดวย Pump โดยใชโปรแกรม 
First ten angstrom ในการคํานวณคาแรงตึงผิวขณะที่หยดตัวอยางตกพอดี ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช  
Duncan’s New Multiple Range Test  
 
  3.5.2.3 ความเขมขนสารละลายนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมเพื่อใชเปน 

สารปกปองเซลลในการทําแหงแบบพนฝอย 
 
    เตรียมนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 10% 17.5% และ 25% (w/v)  
แลวเติม Cell paste ของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจากขอ 3.5.1 ที่มีเซลลเร่ิมตนประมาณ  
1010-1011CFU/g ผสมใหเขากันโดยใช Magnetic stirrer จากนั้นปอนตัวอยางเขาเครื่องทําแหง
แบบพนฝอย โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลมเขาที่ 160°C อัตราการปอน 34 mL/min ตามวิธีของ 
Gardiner และคณะ (2000) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา หลังจากไดผลิตภัณฑผงในแตละตัวอยาง นํามา
ตรวจการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย โดยนําผงเชื้อที่ไดไป 
นับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตบนอาหารวุน MRS นําอนุภาคผงไปวัดคา Moisture content 
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(ภาคผนวก ก-1) Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) หาขนาดของอนุภาคผงดวยโปรแกรม 
Image analizer (ภาคผนวก ก-6) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test และศึกษา
ลักษณะของอนุภาคผงดวยเครื่อง Scanning electron microscope (ภาคผนวก ก-7) ตามลําดับ 
เพื่อคัดเลือกความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมไปใชเปนพื้นฐานในการพัฒนาการ
รอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอยในขั้นตอนตอไป 

 
3.6 อิทธิพลแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิตของแลคติคแอซิด

แบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 เตรียมสารละลายเพื่อใชเปนสารปกปองเซลล โดยใชแซนแทนกัมทดแทนนมผงปราศจาก-
ไขมันในระดับ 0%  0.25%  0.5%  0.75%  1%  1.5% และ  2%  และควบคุมใหมีความเขมขน
สุดทายเทากับความเขมขนที่ไดจากขอ 3.5 จากนั้นเติม Cell paste ของจุลินทรียจากขอ 3.5.1  
ซึ่งมีเซลลเร่ิมตนอยูประมาณ 1010-1011 CFU/g ผสมใหเขากันโดยใช Magnetic stirrer นําแตละ
ตัวอยางไปศึกษาคาความหนืดและคาแรงตึงผิวของสารละลายตามวิธีในขอ 3.5.2.1 และ 3.5.2.2 
พรอมทั้งนับจํานวนแลคติคแอซิดแบคทีเรียเริ่มตนโดยใชวิธี Pour plate กับอาหารวุน MRS 
จากนั้นปอนตัวอยางเขาเครื่องทําแหงแบบพนฝอย โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลมเขาที่ 160°C 
อัตราการปอน 34 mL ตอนาทีตามวิธีของ Gardiner และคณะ (2000) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
หลังจากไดผลิตภัณฑผงในแตละตัวอยาง นํามาตรวจการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 
หลังการทําแหงแบบพนฝอยตามวิธีขอ 3.5.2.3 นําอนุภาคผงไปวัดคา Moisture content 
(ภาคผนวก ก-1) Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) หาขนาดของอนุภาคผงดวยโปรแกรม 
Image analizer (ภาคผนวกก-6) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD และ
เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test และศึกษา
ลักษณะของอนุภาคผงดวยเครื่อง Scanning electron microscope (ภาคผนวก ก-7) ตามลําดับ
เพื่อคัดเลือกความเขมขนแซนแทนกัมที่ผสมรวมกับนมผงปราศจากไขมัน ที่ทําใหแลคติคแอซิด-
แบคทีเรียรอดชีวิตหลังการทําแหงสูงที่สุดเพื่อใชศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงในขั้นตอน
ตอไป 
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3.7 ศึกษาอายุการเก็บรักษาแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 นําผลิตภัณฑผงที่มีสวนประกอบของนมผงปราศจากไขมัน และแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่ผาน
การคัดเลือกจากขอ 3.5 มาศึกษาอายุการเก็บรักษา เพื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑผงที่มีสวนผสม
ของแซนแทนกัมกับนมผงปราศจากไขมันที่ไดจากการทดลองขอ 3.6  โดยนําผลิตภัณฑผงที่บรรจุ
อยู ในถุงพลาสติกแลวจึงบรรจุในถุงลามิเนตซึ่งประกอบดวยชั้น  PP/PE/Alu/PE/LL ภาวะ
สุญญากาศเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C และ 30°C เปนเวลา 15 สัปดาห นับจํานวนแลคติคแอซิด
แบคทีเรียแตละสัปดาห โดยการ pour plate ในอาหารวุน MRS บมที่ 37°C  เวลา 48 ชั่วโมง  
นับเซลลแสดงในรูปแบบ CFU/g และรายงานการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียหลังการ 
ทําแหงเปน log CFU/g และนําผลิตภัณฑผงไปวัดคาความชื้น (Moisture content) (ภาคผนวก ก-
1) และ Water activity (aw) (ภาคผนวก ก-8) ทําการทดลอง 3 ซ้ํา โดยวางแผนการทดลองแบบ 
CRD และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test 
    
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณผล 
 
4.1 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติกและสรางกรดได
 ปริมาณมาก 

 
 4.1.1 ความสามารถในการทนเกลือน้ําดี 
 
 สมบัติการทนเกลือน้ําดีเปนสมบัติหนึ่งของจุลินทรียโพรไบโอติก เนื่องจากเกลือน้ําดี 
พบไดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมและมีหนาที่ขับส่ิงตกคางในรางกาย เชน ยาหรือแรธาตุบางชนิด 
ผลคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียจากสมบัติการทนเกลือน้ําดีที่ 0.3% ซึ่งเปนภาวะที่ใกลเคียงกับ
ความเขมขนของเกลือน้ําดีในรางกายมนุษย (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 แสดงวาสามารถทนตอสภาวะแวดลอมในลําไสได
ดวย (Chou and Weimer 1999) จากผลการทดลองสอดคลองกับงานวิจัยของ Brennan  
และคณะ (1983); Lankaputha และ Shah (1995); Llong และ Shah (2005) ซึ่งทดสอบ
ความสามารถทนเกลือน้ําดีของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย พบวา L. acidophilus และ L. casei  
สวนใหญจะสามารถทนเกลือน้ําดีได แตความสามารถทนตอเกลือน้ําดีนั้นมีมากนอยแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับแตละสายพันธุ โดย L. acidophilus (ADH) L. casei สายพันธุ E5 และ N19 และ 
L. acidophilus ATCC 33200 สามารถทนเกลือน้ําดีความเขมขน 0.3% ได แต L. casei   
ASCC 1521  L. casei  ASCC 279 และ L. casei  ASCC 290 ไมสามารถทนเกลือน้ําดีที่ความ
เขมขน 0.3%  
  จากผลการทดลองแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ ที่ทนเกลือน้ําดีไดไปทดสอบ
สมบัติอ่ืนๆของโพรไบโอติกตอไป 
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ตารางที่ 4.1 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 12 สายพันธุ ในอาหาร MRS ที่มีเกลือน้ําดี     
   0.3% บมที่ 37°C เปนเวลา 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% 
       -  = ไมเจริญในอาหาร MRS ที่มีเกลือน้ําดี 0.3% 
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 4.1.2 ความสามารถในการทนกรดในกระเพาะอาหาร 
 
  จากผลทดลองพบการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจํานวน 7 สายพันธุ ไดแก  
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 ที่ปรับพีเอชใหเปน 3 ซึ่งเปนพีเอชที่พบในกระเพาะอาหารของมุนษย (Chou and 
Weimer, 1999)  ผลการทดลองดังรูปที่ 4.1  พบวาเมื่อระดับพีเอชในอาหารลดลงมีคาเทากับ 3  
แลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้ง 7 สายพันธุ  มีการเจริญโดยวัดจากคาความขุนลดลง แตยังสามารถ
เจริญไดอยู ผลที่ไดสอดคลองกับรายงานของ Conway และคณะ (1987) ที่พบวา L. acidophilus 
(ADH) และ L. gasari สามารถทนกรดไดที่พีเอช 1.5  2 และ 3 ตามลําดับ สวน Hood และ
Zottola (1988) ไดศึกษาการรอดชีวิตของ L. acidophilus ในชวงพีเอชระหวาง 2 ถึง 4  พบวาการ
เจริญลดลงที่พีเอช 2 แตที่พีเอช 4 เจริญไดไมแตกตางจากการเจริญในภาวะปกติ และจากรายงาน
ของ Llong และ Shah (2005) ไดศึกษาการทนกรดของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย โดยปรับพีเอชของ
อาหาร MRS ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล จนอาหารมีพีเอชเทากับ 2 พบวา 
 L. acidophilus 1 สายพันธุ และ L. casei 7 สายพันธุ ทนกรดไดทั้งหมดแตความสามารถในการ
ทนกรดไดไมเทากัน โดยจุลินทรีย L. acidophilus  ATCC 4962  L. casei ASCC 290 และ  
L. casei ASCC 292 ทั้ง 3 สายพันธุสามารถทนกรดไดดีหลังบมในอาหารที่ปรับพีเอชเทากับ 2 
เปนเวลา 2 ชั่วโมง มีจํานวนการรอดชีวิตสูงกวา L. casei ASCC 1520  L. casei ASCC 1521   
L. casei ASCC 279  L. casei ASCC 15820 และ L. casei ASCC 2607 และพบวา 
L. acidophilus  สามารถทนกรดไดดีกวา L. casei  
 จากผลคัดเลือกจุลินทรียทั้ง 7 สายพันธุสามารถทนกรดที่พีเอช 3 ได เพื่อนําจุลินทรียนี้ 
ไปใชคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบตอไป 
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รูปที่ 4.1 การเจริญของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย 7 สายพันธุ ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับพีเอช  

เทากับ 3 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมอล และอาหารเหลว MRS พีเอช 6.6  
(ใชเปนตัวควบคุม) ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทดลองซ้ํา 3 คร้ัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      พีเอช 3 
      พีเอช 6.6 
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 4.1.3 ความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชื้อ Escherichia coli และ Staphylococcus  
  aureus      

        
  ผลการสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบเมื่อนําสวนใสของอาหาร MRS ที่จุลินทรียเจริญ 
ทั้ง 7 สายพันธุ เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทดสอบกับเชื้อ E. coli และ S. aureus พบวามีจํานวน  
3 สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบไดดี คือ L. acidophilus TISTR 450   
L. casei TISTR 047 และ L. casei TISTR 108 ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยนํา Supernatant 
(CFF) ที่ผานการกรองมาทดสอบ ถาใหผลยับยั้งอาจเกิดจากสารยับยั้งที่มีฤทธิ์เปนกรดไฮโดรเจน-
เปอรออกไซด หรือสารแบคทีริโอซินก็ได  แตถาใช Supernatant ที่ผานการกรองแลวปรับพีเอชให
เปนกลาง (CFPH) ผลยับยั้งไดอาจเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด หรือสารแบคทีริโอซิน  
ถายับยั้งไมได แสดงวาการยับยั้งเกิดจากกรด และเมื่อนําสวนของ Supernatant ที่ผานการกรอง
แลวปรับพีเอชมาบมกับเอนไซม Catalase (CFB) ถายับยั้งได แสดงวาการยับยั้งเกิดจากสาร 
แบคทีริโอซิน แตถายับยั้งไมไดแสดงวาการยับยั้งเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยผลของ
สารยับยั้งมีดังตอไปนี้      
 L. acidophilus TISTR 450 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ E. coli และ  
S. aureus ไดโดยสรางสารชนิดแบคทีริโอซิน ดังรายงานของ Klaenhammer และ Kleenman 
(1981) กลาววาแบคทีริโอซินเปนสารโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียได
อยางรวดเร็ว โดยรายงานวา L. acidophilus มักสรางสารไดแก Acidophilin และ Lactocidin เปน
แบคทีริโอซินที่ยับยั้ง S. aureus แบคทีเรียแกรมบวกที่เปน Enteropathogen ได (Wood and 
Hodge, 1985) 
  L. casei TISTR 108 สามารถยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus และ E. coli  
ดวยความเปนกรดของสารทดสอบ เนื่องจากเมื่อสะเทินความเปนกรดแลวพบวา Supernatant 
ของจุลินทรียไมสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบได 
  L. casei TISTR 047 ยับยั้งเชื้อทดสอบ E. coli เปนผลมาจากความเปนกรดที่ 
จุลินทรียสรางขึ้นเพียงอยางเดียว เนื่องจากเมื่อสะเทินแลว สวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อทดสอบได   สวนการยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus พบวาเกิดจากสารไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด เนื่องจากเมื่อทดสอบในภาวะเปนกรดสวนใสสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus  ได และเมื่อ
ขจัดอิทธิพลของกรดออก จุลินทรียยังสามารถยับยั้งเชื้อทดสอบไดเชนเดิม ยืนยันผลโดยขจัดสาร
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดออก  โดยนําสวนใสบมรวมกับเอนไซม catalase พบวาสวนใสไมสามารถ
ยับยั้งเชื้อทดสอบ S. aureus ได แสดงวาผลการยับยั้งเกดิจากสารไฮโดรเจนเปอรออกไซดผลดัง-
ตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 สมบัติการสรางสารยับยั้งของแลคติคแอซิดแบคทีเรียจํานวน 7 สายพันธุตอเชื้อ 
          ทดสอบ S. aureus และ E. coli 
 

 
หมายเหต ุCFF     หมายถงึ Supernatant ที่ผานการกรอง 
  CFPH   หมายถึง Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0 
     CFB      หมายถงึ Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0 
                                           และเติมเอนไซม catalase 
  CFC     หมายถึง Supernatant ที่ผานการกรองและปรับพีเอชในชวง 6.5-7.0  
            ใหความรอนที ่100°C 10 นาที (ตัวควบคุม) 
  +    = สราง Clear zone ขนาด 8-10 mm 
  ++  = สราง Clear zone ขนาด 11-15 mm 
  -       = ไมสรางสารยับยั้งเชื้อทดสอบ 
 
   ผลการยับยั้งเชื้อทดสอบที่ เปนจุลินทรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร  คือ  
S. aureus และ  E. coli มีจุลินทรียที่ผานการคัดเลือกจํานวน 3 สายพันธุที่ยับยั้งเชื้อทั้ง 2 ชนิด 
โดย L. acidophilus TISTR 450 ใหผลการยับยั้งดีที่สุด รองลงมาคือ L. casei  TISTR 047 และ 
L. casei TISTR 108 ตามลําดับ 
 

 

S. aureus E. coli สายพันธุแลคติคแอซิด-
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 การคัดเลือกแลคติคแอซิดแบคทีเรียที่สรางกรดไดปริมาณมาก 
 
   นําแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้งหมด 3 สายพันธุที่ผานการทดสอบจากขอ 4.1.3 เมื่อนําแต

ละสายพันธุมาหมักในน้ํานม พบวาการสรางกรด ชวง 0-2 ชั่วโมงแรก แลคติคแอซิดแบคทีเรียใช
สารอาหารจากนมเพื่อการเจริญเติบโต ทําใหเห็นวาชวงแรกการสรางกรดไมคอยมีการ
เปลี่ยนแปลง  จนกระทั่งเมื่อชั่วโมงที่ 8 แลคติคแอซิดแบคทีเรียเริ่มเปลี่ยนน้ําตาลในนมเปน 
กรดแลคติคโดย L. acidophilus TISTR 450 สามารถหมักและสรางกรดไดเร็วที่สุดในชั่วโมงที่ 8 มี
ปริมาณกรดเฉลี่ย 0.93% ในชั่วโมงที่ 24 กรดที่แลคติคแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้นสูงกวา 1%  
ในชั่วโมงที่ 48 L. acidophilus TISTR 450 L. casei TISTR 108 และ L. casei TISTR 047  
สรางกรดได 2.13% 1.98% และ 1.98% ตามลําดับ ดังรูปที่ 4.2 และไมมีความแตกตางทางสถิติ 
(P>0.05) โดยกรดเริ่มคงที่เมื่อหมักได 48 ชั่วโมง    

 จากผลการทดสอบ L. acidophilus TISTR 450 สามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียกอโรค
ไดดีที่สุด และสามารถสรางกรดไดปริมาณมากจึงเลือก L. acidophilus TISTR 450 เพื่อใชในการ
ทดลองตอไป 

 

 
รูปที่ 4.2 ผลการสรางกรดของ Lactobacillus sp.จํานวน 3 สายพันธุในการหมักนมเปนเวลา             
    48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37°C 
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4.2 ความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่เหมาะสมตอ L. acidophilus TISTR 450  
 ดวยวิธีการทําแหงแบบพนฝอย  
 
 เนื่องจากการรอดชีวิตของจุลินทรียมีความสัมพันธกับเปอรเซ็นตของ Total solids ที่ใชในการ
ทําแหงแบบพนฝอย ตามรายงานของ Espina และ Packard (1979) ที่แสดงใหเห็นวาการ 
รอดชีวิตของ L. acidophilus เมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอยรวมกับนมผงปราศจากไขมัน 25% 
(w/v) มีจํานวนจุลินทรียที่รอดชีวิตสูงกวาการใชนมผงปราศจากไขมัน 40% และรายงานของ  
Lian, Hsiao และ Chou (2002) ที่ศึกษาความเขมขนของสารที่ใชในการทําแหงแบบพนฝอย 
 3 ชนิด (เจลาติน กัมอาราบิก และ สารละลายแปง) และแปรความเขมขนของสารแตละชนิดเปน  
2% 10% 20% และ 30% เพ่ือปกปอง Bifidobacterium longum B6 จากการทําแหง  พบวา 
ความเขมขนของสาร (เจลาติน กัมอาราบิก และ สารละลายแปง) 10% ทําใหเชื้อรอดชีวิตสูงสุด 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาที่ความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันที่ 10% 17.5% และ 25%  
ที่ทําให L. acidophilus TISTR 450   รอดชีวิตสูงที่สุดหลังการทําแหงแบบพนฝอย  
 จากผลการทดลองพบวานมผงปราศจากไขมัน 10% มีการรอดชีวิตของ L. acidophilus 
TISTR 450 สูงสุด (P≤0.05) ดังตารางที่ 4.3 การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 เมื่อ 
ทําแหงรวมกับนมผงปราศจากไขมันความเขมขนตางๆเปน 90.73%±0.67 88.36%±0.37 และ
81.69%±0.7 ตามลําดับ เมื่อพิจารณาขนาดของอนุภาคผลิตภัณฑผงที่ได พบวาขนาดอนุภาค
ใหญขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันในสารละลาย Feed in solution สูงขึ้น 
ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และรูปที่ 4.3 ซึ่งขนาดของอนุภาคที่ใหญข้ึนอาจเปนสาเหตุมาจากการ
เพิ่มข้ึนของความหนืดในสารละลาย เมื่อความเขมขนของนมผงปราศจากไขมันเพิ่มข้ึน ซึ่งสงผลให
ขนาดของอนุภาคที่ออกจาก atomizer มีขนาดใหญการระเหยน้ําจึงตองใชเวลานานขึ้น  ซึ่งสงผล
ใหมีการรอดชีวิตของจุลินทรียที่ตางกัน ซึ่งสอดคลองกับ Elizondo และ Labuza (1974)  
ซึ่งรายงานวา อนุภาคผงที่มีขนาดใหญจะมีพื้นที่ผิวตอปริมาตรในการระบายน้ําออกไดนอยกวา
อนุภาคผงที่มีขนาดเล็ก จึงตองใชเวลาในการดึงน้ําออกจากหยดอนุภาคนานกวา  ดวยเหตุนี้จึง
สงผลใหการรอดชีวิตของจุลินทรียลดลง เพราะจุลินทรียใชเวลาในการสัมผัสกับความรอนระหวาง
กระบวนการทําแหงนานกวา  ทําใหมีโอกาสเกิดความเสียหายเพิ่มข้ึน  เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
นมผงปราศจากไขมันทําใหผนังของอนุภาคที่หนาขึ้น (รูปที่ 4.4) สอดคลองกับงานวิจัยของ  
Boza และคณะ (2004) กลาววาเมื่อความเขมขนของสารปกปองเซลลเพิ่มข้ึน สงผลใหผนังของ
อนุภาค (Shell) มีความหนาขึ้นทําใหการระบายความรอนออกชากวาอนุภาคที่มีผนังบางจุลินทรีย
จึงถูกทําลายจากความรอนไดมากกวา  ดังนั้นการเลือกใชความเขมขนของสารปกปองเซลลที่
เหมาะสมเปนปจจัยสําคัญตอขนาดของผนังอนุภาคที่เหมาะสมเพื่อการปกปองเซลลจากความ
รอนไดอยางมีประสิทธิภาพ (Lian, Hsiao and Chou, 2002) จึงเปนสาเหตุใหนมผงปราศจาก-
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ไขมันที่ความเขมขน 10% มีจํานวนการรอดชีวิตของจุลินทรียหลังการทําแหงสูงที่สุด  ซึ่งเหมาะสม
ในการใชเปนเกณฑเพื่อพัฒนาการรอดชีวิตของจุลินทรียหลังการทําแหงและศึกษาการรอดชีวิตใน
ระหวางการเก็บรักษาในขั้นตอนตอไป  
  
ตารางที่ 4.3 ผลของนมผงปราศจากไขมันที่ความเขมขน 10% 17.5% และ 25% ตอการรอดชีวิต
    ของ L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงแบบพนฝอย ความหนืดของ  
    Feed in solution และสมบัติทางกายภาพของอนุภาคผง 
 

 
หมายเหตุ ตัวอักษร a,b,c ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี  
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
   ตัวอักษร ns ในคอลัมนเดียวกันหมายความวาไมแตกกนัอยางมนีัยสาํคัญ  (P>0.05) 
  
 
  
  

 
ความเขมขนของ

สารละลาย  
นมผงปราศจาก

ไขมัน (%) 

 
คาความ
หนืด (cP) 

ที่ Shear rate 
944 s-1 

 
เสนผาน
ศูนยกลาง 
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 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450  
               ที่แปรความเขมขนนมผงปราศจากไขมัน 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 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450  
              ที่แปรความเขมขนนมผงปราศจากไขมัน นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a)   
              นมผงปราศจากไขมัน  17.5% (รูป b) และ นมผงปราศจากไขมัน 25% (รูป c) 
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4.3 อิทธิพลของความเขมขนแซนแทนกัมรวมกับนมผงปราศจากไขมันตอการรอดชีวิต
 ของ L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 เนื่องจากนมผงปราศจากไขมันที่ใชเปนสารปกปองเซลลมีสวนประกอบของโปรตีนเปนหลัก   
ดังนั้นเมื่อผานการทําแหงแบบพนฝอย ความรอนในระหวางกระบวนการอาจสงผลใหโปรตีน             
เสียสภาพ ทําใหประสิทธิภาพในการปกปองเซลลจุลินทรียลดลง (Brange, 2000) จึงเลือกใช
สารประกอบแซนแทนกัม ซึ่งเปนสารที่มีประจุสามารถจับกับประจุในโปรตีนทําใหเกิดรางแหขึ้น 
อาจทําใหโปรตีนมีความเสถียรมากขึ้น ซึ่งเปนผลดีตอการปกปองเซลล ดังรายงานของ Fakultat 
(2003) ที่พบวาการใชสารประเภทกัมรวมกับโปรตีนทําใหการรอดชีวิตของ L. acidophilus  
หลังการทําแหงดีกวาการใชสารประกอบโปรตีนเพียงชนิดเดียว 
 จากการทดลองพบวาเมื่อใชแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุม
ใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) ใน Feed in solution ทําใหการ 
รอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 สูงที่สุด (P≤0.05) คือ 98.05%±0.68 ดังตารางที่ 4.4 
และพบวาขนาดของอนุภาคผงมีเสนผานศูนยกลางเล็กที่สุด (รูปที่ 4.5 และ รูปที่ 4.6)  คือ 
8.18±1.02 µm สอดคลองกับคาความหนืดที่มีคานอยที่สุด คือ 2.67±0.18 cP  ซึ่งมีคาแรงตึงผิว 
ไมเปลี่ยนแปลงเมื่อเทียบกับคาแรงตึงผิวของนมผงปราศจากไขมันเพียงชนิดเดียว คาความหนืด 
ที่นอยที่สุดนี้ทําใหเกิดหยดอนุภาคมีขนาดเล็กแขวนลอยอยูในอากาศ  ซึ่งหยดที่มีขนาดเล็กจะมี
พื้นที่ผิวตอปริมาตรในการระเหยน้ําออกจากผิวหนาของหยดสูง (Elizondo and Labuza, 1974) 
ทําใหใชระยะเวลาในการทําแหงนอย สงผลใหการรอดชีวิตจุลินทรียสูง แตเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของแซนแทนกัมต้ังแต 0.75%-2% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของ
สารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) พบวาคาความหนืดเพิ่มสูงขึ้นเปนสาเหตุใหเสนผานศูนยกลาง
ของอนุภาคผงมีขนาดใหญขึ้น เพิ่มระยะเวลาในการสัมผัสกับความรอน สงผลใหการรอดชีวิตของ 
L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหงลดลง 
 ผลการใชแซนแทนกัมที่ความเขมขนต่ํา 0.25%-0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน ทําใหคา
ความหนืดของสารละลายลดลงเมื่อเทียบกับความหนืดของนมผงปราศจากไขมัน 10% เพราะ 
แซนแทนกัมความเขมขนต่ําจะแสดงสมบัติการเปน Pseudoplastic สูง แตถาความเขมขนของ 
แซนแทนกัมเพิ่มเปน 0.75%-2.0% เปนผลทําใหประจุลบของแซนแทนกัมเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งท้ัง 
แซนแทนกัมและโปรตีนเคซีนในนมผงปราศจากไขมันมีประจุเปนลบเหมือนกัน จึงเกิดการผลักกัน 
ประจุที่เหลือของแซนแทนกัมสามารถจับกับพันธะไฮโดรเจนของน้ํา ทําใหสมบัติดานความหนืด
ของแซนแทนกัมเพิ่มสูงขึ้น (Hemar et al., 2001) 
 นอกจากนี้ยังพบวาคาแรงตึงผิวของสารละลายแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25%-0.75% ของ 
นมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v)  
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มีคาแรงตึงผิวที่ไมตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) และเมื่อพิจารณาผนังของอนุภาค ดังรูปที่ 
4.6 พบวาแซนแทนกัมในปริมาณ 0.25%-1% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) มีการแตกของผนังอนุภาคนอยกวาผนังอนุภาคที่มี
สวนของนมผงปราศจากไขมันเพียงชนิดเดียว แสดงใหเห็นประสิทธิภาพในการปกปองเซลลที่เพิ่ม
สูงขึ้น สัมพันธกับเปอรเซ็นตการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 หลังทําแหงที่สูงขึ้น ทั้งนี้
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน เปนความเขมขนที่ทําใหไดอนุภาคขนาด
เล็กที่ สุดทําใหการระเหยน้ําได เ ร็ว  โดยมีผนังเซลลที่ยังมีสภาพดีสามารถปกปองเซลล 
 L. acidophilus TISTR 450 ใหมีการรอดชีวิตสูงที่สุด จึงเหมาะสมสําหรับนําไปศึกษาอายุการเก็บ
รักษาของจุลินทรียหลังการทําแหงตอไป 
 สวนผลของปริมาณความชื้นและคา aw ของผลิตภัณฑผงหลังทําแหง (ตารางที่ 1-ง  
ภาคผนวก)  พบวาเปนผลจากอิทธิพลของสารปกปองเซลล เนื่องจากมีการควบคุมใหอัตราการ-
ปอนของ Feed in solution ใหเทากันตลอดการทดลอง (อัตราการปอนเปน 34 mL/min)  พบวา 
มีปริมาณความชื้นที่วิเคราะหไดทั้งหมดอยูในชวง 2.28-5.47% และคา aw ที่วิเคราะหไดทั้งหมดอยู
ในชวง 0.21-0.33 โดยเมื่อใชสารปกปองเซลล คือ แซนแทนกัม 0.05% ของนมผงปราศจากไขมันมี
คาความชื้นนอยกวาการใชนมผงปราศจากไขมัน 10% อยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) ผลคือ 2.28% 
และ 2.95% ตามลําดับ โดยอาจเกิดจากอิทธิพลของขนาดอนุภาคที่เล็กกวาเมื่อควบคุมใหภาวะ
ของการทําแหงคงที่ อนุภาคที่มีขนาดเล็กกวาจึงสามารถระเหยน้ําออกจากอนุภาคไดสูงกวาเปน
สาเหตุใหมีคาความชื้นเหลืออยูในอนุภาคผงนอยกวาอนุภาคที่มีขนาดใหญ ทั้งนี้ผลของคา aw  
ของสารปกปองเซลลทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P≤0.05) ผลคือ 0.24 และ 0.21 
ตามลําดับ แสดงวาอนุภาคผงมีน้ําที่เปนสวนที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนไดไมแตกตางกันซึ่งอาจ
เปนผลดีตอการศึกษาอายุการเก็บผลิตภัณฑผงตอไปได 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการแทนที่นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในระดับตางๆ ตอความหนืด 
  และแรงตึงผิวของ Feed in solution ขนาดอนุภาคผง และการรอดชีวิตของ 
  L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหง 
 

สารปกปองเซลล 
ที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายเปน 10% (w/v) 

คาความหนดื 
cP          

ที่ Shear rate 
944 s-1 

คาแรงตึงผิว 
dynes/cm 

เสนผาน
ศูนยกลาง
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 ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี 
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
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   (a)      (b) 

     
(c)     (d) 

    
(e)    (f) 

 
        (g) 
รูปที่ 4.5  SEM micrograph กําลงัขยาย 200 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450   

เมื่อใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a) (ตัวควบคุม) แทนที ่
นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 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 ควบคุมใหความ
เขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
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(a)   (b)  

   
 (c)   (d) 

   
 (e)    (f) 

 
        (g) 

รูปที่ 4.6  SEM micrograph กําลงัขยาย 1,000 เทา ของอนุภาคผง L. acidophilus TISTR 450     
เมื่อใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (รูป a) (ตัวควบคุม) แทนที ่
นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 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 ควบคุมใหความ
เขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
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4.4 ศึกษาอายุการเก็บรักษา L. acidophilus TISTR 450 ผงหลังการทําแหงแบบพนฝอย 
 
 นํา   L. acidophilus TISTR 450 ผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10% ที่ไดจากการ
ทดลองที่ 4.2 และผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจาก-
ไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) ที่ไดจากการทดลอง 
ที่ 4.3 มาศึกษาอายุการเก็บรักษาในถุงลามิเนตบรรจุแบบสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 4°C และ 30°C 
เปนเวลา 15 สัปดาห โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของจุลินทรีย ความชื้นและคา aw  
 การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 ผง ที่ 4°C และ 30°C (Room temperature)  
แสดงดังรูปที่ 4.7 และ 4.8 พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นการรอดชีวิต 
ของ L. acidophilus TISTR 450 มีแนวโนมลดลง โดยที่ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผง-
ปราศจากไขมัน 10%  มีเชื้อเร่ิมตน 9.49±0.39 log CFU/g เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 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  ผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีเชื้อเร่ิมตน 10.89±0.09 
log CFU/g  เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีเชื้อเหลือ 9.08±0.05 log CFU/g และที่ 30°C  
มีเชื้อเหลือ 7.70±0.20 log CFU/g เมื่อเปรียบเทียบเชื้อที่รอดชีวิต พบวาผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีจํานวน L. acidophilus TISTR 450 
ลดลงนอยกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10 % ทั้งในการเก็บที่อุณหภูมิ 
4°C และ 30 °C แตการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 ที่ไดยังคงสูงกวาระดับมาตรฐาน
อุตสาหกรรมยอมรับคือควรสูงกวา 5 log CFU/g (WHO/FAO 2002) พบวาการเก็บรักษา
ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน เปนเวลา 15 
สัปดาหที่ 4°C ใหผลการรอดชีวิตของจุลินทรียสูงที่สุด 
 คาความชื้นของผลิตภัณฑผงเมื่อเก็บรักษาที่ 4°C และ 30°C แสดงดังรูปที่ 4.9 และ 4.10 
พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นความชื้นมีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยที่ผลิตภัณฑ
ผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10%  มีความชื้นเริ่มตน 2.97% เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 
4°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.6% และที่ 30°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.43% และผลิตภัณฑผงที่
ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน มีความชื้นเริ่มตน 2.16% 
เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีความชื้นเพิ่มเปน 2.82% และที่ 30°C มีความชื้นเพิ่มเปน 3.06% 
เมื่อเปรียบเทียบความชื้นที่สัปดาหที่ 15 ที่ 4°C และ 30°C ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผง
ปราศจากไขมัน 10% มีความชื้นสูงกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมัน คา Water activity ของผลิตภัณฑผงเมื่อเก็บรักษาที่ 4°C และ 30°C 
แสดงดังรูปที่ 4.11 และ 4.12 พบวาเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑผงนานขึ้นคา aw  
มีแนวโนมเพิ่มข้ึน โดยที่ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนมผงปราศจากไขมัน 10%  มีคา aw  
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เร่ิมตน 0.21 เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีคา aw เพิ่มเปน 0.39 และที่ 30°C มีคา aw เพิ่มเปน 
0.61 และผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันมีคา 
aw เร่ิมตน 0.23 เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่ 4°C มีคา aw เพิ่มเปน 0.37 และที่ 30°C เปน 0.53  
เมื่อเปรียบเทียบความชื้นที่สัปดาหที่ 15  ที่ 4°C และ 30°C ผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยนม- 
ผงปราศจากไขมัน 10% มีคา aw สูงกวาผลิตภัณฑผงที่ประกอบดวยแซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% 
ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมใหความเขมขนสุดทายของสารปกปองเซลลเปน 10% (w/v) 
 จากคาความชื้นและคา aw เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑจุลินทรียนานขึ้นทั้งที่ 4°C และ 30°C  
อาจเปนสาเหตุจากขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑผง โดยในขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑผง 
การเพิ่มขึ้นของคาความชื้นและคา aw อาจเกิดจากผลิตภัณฑผงดูดความชื้นในอากาศที่อยูใน
ถุงพลาสติกที่กระทําในภาวะปกติ กอนการบรรจุลงถุงลามิเนต  
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รูปที่ 4.7 ความสัมพันธระหวางจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตกับเวลาเก็บของเชื้อผง ที่ผลิตโดยวิธี 
              พนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (     ) และ 
              แซนแทนกัม  0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผงปราศจากไขมัน 
 (       ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C เปนเวลา 15 สัปดาหในถุง Laminated aluminium  foil 

รูปที่ 4.8 ความสัมพันธระหวางจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตกับเวลาเก็บของเชื้อผง ที่ผลิตโดยวิธี 
              พนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจากไขมัน 10% (    ) และ 
              แซนแทนกัม  0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผงปราศจากไขมัน  
 (       ) เมื่อเก็บรักษาที่ 30°C เปนเวลา 15 สัปดาหในถุง Laminated aluminium  foil 
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รูปที่ 4.9 ปริมาณความชื้นของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธีพนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ  
 นมผงปราศจากไขมัน 10%(    ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมัน
 รวมกับนมผงปราศจากไขมัน  (    ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C 15 สัปดาห ในถุง Laminated 
 aluminium  foil 

รูปที่ 4.10 ปริมาณความชื้นของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธพีนฝอย โดยใชสารปกปองเซลล คือ  
   นมผงปราศจากไขมัน 10% (     ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมนั 
   รวมกับนมผงปราศจากไขมัน (     ) เมื่อเก็บรักษาที ่30°C 15 สัปดาห ใน ถุง 
   Laminated aluminium  foil 
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รูปที่ 4.12 คา aw ของเชื้อผงที่ผลิตโดยวธิพีนฝอยโดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจาก-  
 ไขมัน 10% (      ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผง-
 ปราศจากไขมนั (      ) เมื่อเก็บ  รักษาที ่30°C 15 สัปดาห ในถงุ Laminated 
 aluminium  foil 
 

รูปที่ 4.11 คา aw ของเชื้อผงที่ผลิตโดยวิธีพนฝอยโดยใชสารปกปองเซลล คือ นมผงปราศจาก-  
 ไขมัน 10% (     ) และแซนแทนกัม 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันรวมกับนมผง-
 ปราศจากไขมัน (     ) เมื่อเก็บรักษาที่ 4°C 15 สัปดาห ในถุง Laminated   
 aluminium    foil    
 
 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 จุลินทรีย L. acidophilus TISTR 450 ที่ผานการคัดเลือกจากแลคติคแอซิดแบคทีเรียทั้งหมด 
12 สายพันธุ พบวาสามารถทนเกลือน้ําดี ทนกรดในกระเพาะอาหาร รวมถึงการสรางสารยับยั้ง 
เชื้อกอโรคไดดีและสรางกรดปริมาณมาก ซึ่งเปนสมบัติที่พบในจุลินทรียโพรไบโอติก ทําให
เหมาะสมในการใชเปนหัวเชื้อเพื่อหมักนมเปรี้ยว จึงนําจุลินทรียนี้มาเก็บรักษาดวยวิธีการทําแหง
แบบพนฝอย พบวาเมื่อใชนมผงปราศจากไขมัน 10% เพื่อทําหนาที่ในการปกปองเซลล ทําใหผล
การรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450 หลังทําแหงสูงที่สุด คือ 90.73±0.67% เมื่อ
เปรียบเทียบกับนมผงปราศจากไขมันความเขมขน 17.5% และ 25% จึงใชความเขมขนของ  
Total solids ที่ 10% (w/v) นี้เปนเกณฑสําหรับพัฒนาการรอดชีวิตของจุลินทรีย  ผลจากการใช
แซนแทนกัมในปริมาณ 0.5% ของนมผงปราศจากไขมันที่ควบคุมความเขมขนสุดทายเปน  
10% (w/v) ใน Feed in solution พบวาการรอดชีวิตของ L. acidophilus TISTR 450  สูงถึง 
98.05±0.68% และเมื่อนําผลิตภัณฑผงที่ไดมาเก็บรักษา พบวาจากเซลลเร่ิมตน10.89 log CFU/g 
เมื่อเก็บถึงสัปดาหที่ 15 ที่อุณหภูมิ 4°C มีเซลลเหลือ 9.08 log CFU/g ซึ่งสูงกวาสัปดาหที่ 15 ที่
อุณหภูมิ 30°C มีเซลลเหลือ 7.70 log CFU/g โดยที่จํานวนการรอดชีวิตของ L. acidophilus 
TISTR 450 ในสัปดาหที่ 15 นี้ยังคงสูงกวามาตรฐานอุตสาหกรรม คือ ควรมีเซลลสูงกวา 5 log 
CFU/g เมื่อตองการใชจุลินทรียโพรไบโอติกรวมกับผลิตภัณฑเสริมอาหาร (WHO/FAO, 2002) 
ทั้งนี้สามารถนําความรูจากการใชแซนแทนกัมปริมาณ 0.5% รวมกับนมผงปราศจากไขมัน 9.95%  
เปนสารปกปองเซลลเพื่อประยุกตใชในการผลิตจุลินทรียโพรไบโอติกผงดวยวิธีการทําแหงแบบ 
พนฝอยตอไป 
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ภาคผนวก  ก 
 

วิธีการวิเคราะหและทดลอง 
 

1. การวิเคราะหปริมาณความชืน้ 
 
     ใชวิธีวเิคราะหตาม  (A.O.A.C., 1995) 
         1.1 อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105°C นาน 2-3 ชั่วโมง 
นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น  หลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 

1.2 ทําขอ 1.1 ซ้ําจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
1.3 ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักที่แนนอนอยางละเอียดประมาณ 1-3 กรัม ใสในภาชนะที่  

หาความชื้นซึ่งทราบน้ําหนักแลว 
1.4 นําไปอบในตูอบไฟฟาอุณหภูมิ 105°C นาน 4-5 ชั่วโมง 
1.5 นําออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้นหลังจากนั้นชั่งหาน้ําหนัก 
1.6 อบซํ้าอีกครั้งละประมาณ 30 นาทีและกระทําเชนเดิมจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้ง

สองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มลิลิกรัม 
1.7 คํานวณปริมาณความชื้นดังสมการ 
 
        

 
หมายเหตุ 
 ปริมาณความชื้นของเชื้อสดที่ไดจากการหมักเซลล 71.05%±2.16 
 
2. การรอดชีวิต (%) 
 
   การรอดชีวิต (%)   = (log  N/log  N0) × 100 
 
 กําหนด  N  =  จํานวนเชื้อหลังทําแหง  (CFU/g) 

    N0  =  จํานวนเชื้อกอนทําแหง (CFU/g) 
 

 
 
 

ปริมาณความชื้น  (%)  =  ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ × 100 
                                                        น้ําหนักตัวอยางกอนอบ 
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3. การวิเคราะหคาแรงตึงผิว   
 
    ใชวิธีวิเคราะหโดยดัดแปลงจาก (Potschke, Pionteek  and  Stutz, 2002) 
   การวัดคาแรงตึงผิวในการทดลองนี้เปนการใชเทคนิค Pendant drop วัดดวยเครื่อง 
Goniometer ประกอบดวยอุปกรณดังนี้คือ  ฐานวางกลองเพื่อปรับระยะ (Optical  bench),  
กลองถาย Video (Video  camera), อุปกรณติดตั้ง Syringe (Syringe  attachment) และ
จอรับภาพ  (Monitor) เร่ิมจากตัวอยางที่อยูใน Syringe จะถูก pump ผานหัวเข็มเกิดเปนหยด  
กลอง Video  บันทึกภาพเกิดเปนหยดจนกระทั่งหยดตกจากปลายเข็ม  เลือกภาพขณะที่หยดตก
พอดี  โปรแกรม  First  Ten  Angstorms จะคํานวณคาแรงตึงผิวจากลักษณะหยดดังสมการ 
Laplace  equation 
 สมการ  laplace   P   =  γ (1/R1+1/R2) 
            กําหนด                 p   =  แรงดันที่ผิวของหยด 

                             γ   =  แรงตึงผิว   
                       R1,R2  =  รัศมีของตําแหนงที่ 1 และ 2 ดังรูปที่ 1-ก 
 
   
 
 
 
 
 
รูปที่ 1-ก ตัวอยางรูปหยดของเหลวเมื่อผานหัวเข็มที่แสดงในจอภาพเครื่อง 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   =  คาแรงตึงผิว 
η =  คาความหนืด 
ρ =  คาความหนาแนน 
Vrel   =  คา  relative  velocity  ระหวางอากาศและสารละลายใน         

atomizer  
A, B   =  คาคงที่ของ atomizer 

R2 

R1 



 54

5. การหาปริมาณกรด ตามงานวิจัยของ บวรศักดิ์ ลีนานนท (2531) 
 

 สารเคมี 
- สารละลายฟนอฟธาลีน (Phenolphthalein indicator) เตรียมโดยละลาย                 
ฟนอฟธาลีน 1 g ในเอทิลแอลกอฮอล 95% ปริมาตร 100 mL   
เตรียมโซเดียมไฮครอกไซด 0.1 นอรมัล เจือจางดวยน้ํากลั่นเปน 200 mL 

- เตรียมสารละลายโซเดียมไฮครอกไซดสวนที่ไมตกตะกอน  ใชสารละลายสวนใสมา
เตรียมสารละลายมาตราฐานโซเดียมไฮครอกไซด 0.1 นอรมัล โดยใช Stock 
solution ประมาณ 8 mL ตอน้ํากลั่น 1 L ไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน
โปรตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต (Potassium hydrogen phthalate)   

 วิธีการ 
1. นําตัวอยางนมหมัก 3 mL เจือจางดวยน้ํากลั่นปลอดคารบอนไดออกไซด (โดยอุน 

น้ํากลั่นใหมีอุณหภูมิประมาณ 60°C) 3 mL ตอตัวอยาง 
2. เติมสารละลายฟนอฟธาลีน 1-2 หยด 
3. ไตเตรดดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมัล  จนถึงจุดยุติ ซึ่งจะ

ไดสีชมพูออน 
4. คํานวณหากรดในรูปกรดแลกติกตามสูตร 
ปริมาณกรด (เปอรเซ็นต) = N x V x 90.08 x 100 

     1,000 x Wt 
 กําหนดให N = ความเขมขนมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
      V = ปริมาตร (mL) ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
  Wt = น้ําหนัก (mL) ของนมเปรี้ยว 
 

6.  การวิเคราะหขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคผง  
 
 นําอนุภาคผงมาวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของอนุภาคดวยเครื่อง Image Analizer 
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7.  ศึกษาลักษณะของอนุภาคผงดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
 ตามงานวิจัยของ Gardiner และคณะ (2000) 

 
นําตัวอยางอนุภาคผงที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย มาทดสอบดวยกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด เพื่อทดสอบลักษณะปรากฏโดยรวมของอนุภาคผง โดยการนํา
ตัวอยางผงแตละตัวอยางมาตรึงที่แทนและเททับดวย (Carbon paper และ Gold plated) 
แสดงภาพดวยกระแสไฟฟา 15 kV ที่กําลังขยาย 200 และ 1000 เทา  
 

8.  การวิเคาระหคา Water activity 
 
นําตัวอยางอนุภาคผงที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย มาวัดคา Water activity คือการหาคา
ของโมเลกุลน้ําที่พรอมจะเปลี่ยนสภาวะจากของเหลวไปเปนไอ เปนสวนของน้ําอิสระเทานั้น 
วิเคราะหคา Water activity โดยใชเครื่องวัด Water activity model series 3 บริษัท 
DECAGON DEVICE  ประเทศสหรัฐอเมริกา ดังรูปที่ 2-ก 
 
 

 
 

รูปที่ 2-ก เครื่องมือวิเคราะหคา Water activity (aw  analyzer) 
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9. การทําแหงแบบพนฝอย 
 
    เครื่องทําแหงแบบพนฝอย (Spray drying) model  DV- 2  บริษัท NIRO ประเทศเยอรมนี 
 ขอมูลประกอบ  
 Component type  คือ Mobile minor 
 Component size  คือ 0.8 
 Identification NO.  คือ 3163 
 Year of manufacture คือ 2001 

 ภาวะที่ใชอุณหภูมิลมเขา 160°C และ อุณหภูมิลมออก 85±3°C  
     Feed rate 34 มิลลิลิตรตอนาที ดังรูปที่ 3-ก 

 
 

 
 

 รูปที่ 3-ก เครื่องทําแหงแบบพนฝอย (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 
หากเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเติม agar 1.5 % (w/v) 

            นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121°C เปนเวลา 15 นาท ี
 

2. Nutrient media ปริมาตร 1000 mL 
 

 Peptone                0.5 % 
 Beef extract                0.3 %  

น้ํากลัน่  1000 mL 
หากเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเติม agar 1.5 % (w/v) 

            นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูม ิ121°C เปนเวลา 15 นาท ี
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3. สูตรอาหารน้ํามะพราว ปริมาตร 1000 mL   
 
    สูตรอาหารน้ํามะพราวนํามาจากงานวิจยัของ (เพิ่มพงษ  ศรีประเสรฐิศักดิ์, 2524) 
    เตรียมน้ํามะพราวโดยนําภาชนะรองรับน้ํามะพราวจากลูกมะพราวโดยตรง แลวใชผาขาวบาง
กรองสิ่งสกปรกออกไป  หลังจากจากนั้นนําน้ํามะพราวไปตมจนเดือดประมาณ  5 นาที ทิ้งใหเย็น  
นําใสภาชนะที่สะอาดเขาแชแข็งเพื่อเก็บไวใชงาน 
            สูตรอาหารน้ํามะพราว 
            Peptone                                                                                         1 % 

Sodium  acetate                                                                                0.5 % 
Yeast  extract                                                                                    0.5 % 
Ammonium  citrate                                                                            0.2 % 
Tween 80®                                                                                          0.1 % 
น้ํามะพราว 1000 mL 

            นําใสเครื่องหมักเชือ้ขนาด  5 ลิตร ทําการฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาท ี
 ดังรูปที ่1-ข 
 

  
 รูปที่ 1-ข เครื่องหมกัเชื้อ (Fermenter) 
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ภาคผนวก  ค 
 

สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 
 

3. NaOH 2 N ปริมาตร 500 mL 
 

NaOH                                               40 g  
น้ํากลัน่                                                                                           
ละลาย  sodium  hydroxide  ดวยน้ํากลัน่ปรับปริมาตรจนได 500 mL 
 

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

 
5.บัฟเฟอรที่ใชในการลางเซลลเพื่อปรับพีเอชเซลลใหเปนกลางในชวง 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 
 

ขอมูลการทดลอง 
 
ตารางที่ 1-ง ผลของการแทนที่นมผงปราศจากไขมันดวยแซนแทนกัมในระดับตางๆ ตอ
  ปริมาณความชื้น คาaw ขนาดอนุภาคผง และการรอดชีวิตของ 
  L. acidophilus TISTR 450 หลังการทําแหง 
 

สารปกปองเซลล 
ที่ควบคุมใหความเขมขน
สุดทายเปน 10% (w/v) 

 
คาความชื้น 

(%) 

 
Water 
activity  

(aw) 

เสนผาน
ศูนยกลาง
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 ตัวอักษรกํากับที่ตางกันในแตละคอลัมนแสดงคาที่ตางกันอยางมี 
 นัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  
 นางสาวสุพิชชา วัฒนะประเสริฐ เกิดวันที่ 17 มิถุนายน 2525 ที่จังหวัดปราจีนบุรี  
สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบังปการศึกษา 2546 และเขาศึกษาตอ 
ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร ที่จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2547 
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