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บทคัดย่อ 
 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของพรีไบโอติกต่อการเจริญเติบโตและการรอดชีวิตเมื่อ
ผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอย (spray-drying) และระหว่างการเก็บรักษาของเชื้อโพรไบโอติก Lactobacillus 
plantarum ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในล่าไส้ของกุ้งขาว ส่าหรับน่าไปใส่ลงในผลิตภัณฑ์อาหารเลี้ยงกุ้งขาว 
เพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรให้มากขึ้น ในการทดลองนี้มีพรีไบโอติกที่สนใจศึกษา 2 ชนิด ได้แก่ อินนูลิน 
(Inulin) และ ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ (Fructooligosaccharides; FOS) ท่าการศึกษาโดยการเปรียบเทียบ
ความสามารถในการเจริญเติบโตของเชื้อโพรไบโอติกที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ที่มีและไม่มี
การเติมพรีไบโอติก เมื่อท่าการการตรวจนับเชื้อทุกชั่วโมงเป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติม
อินนูลินไม่ส่งผลต่อการเพิ่มจ่านวนของเชื้อโพรไบโอติกอย่างมีนัยส่าคัญ (P>0.05)  และอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ
เติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ส่งผลต่อการเพ่ิมจ่านวนเชื้อโพรไบโอติอย่างมีนัยส่าคัญ ( P≤0.05) เมื่อ
ท่าการศึกษาผลของพรีไบโอติกต่อการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกที่ผ่านท่าแห้งแบบพ่นฝอย โดยน่าเชื้อโพร
ไบโอติกมาผสมกับสารป้องกันเซลล์และน่าไปท่าแห้งแบบพ่นฝอย โดยก่าหนดอุณหภูมิลมร้อนขาเข้า 185 
องศาเซลเซียส  อุณหภูมิลมร้อนขาออก 85±5 องศาเซลเซียส อัตราป้อนคงที่ที่ 20 มิลลิลิตรต่อนาที ท่าการ
ตรวจนับเชื้อก่อนและหลังการท่าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth, MRS broth + Inulin และ MRS broth + FOS เท่ากับ 92.28, 92.40 และ
92.40% ตามล่าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิดไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก 
และท่าการศึกษาสภาวะการเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติกในถุงลามิเนตที่ปิดผนึกแบบสุญญากาศ โดยเก็บรักษา
ไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ โดยแต่ละสัปดาห์จะวัดค่า 
aw , %MC และตรวจนับเชื้อ พบว่าค่า aw และ %MC ไม่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  
พบว่าอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยง
เชื้อทั้ง 3 ชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญ (P>0.05) และอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้อง  (25 องศาเซลเซียส ) ที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิดและไม่มี
การเติมพรีไบโอติกแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญ (P≤0.05)  ซึ่งแสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิดช่วยเพ่ิม
อัตราการรอดชีวิตระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) 
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the influence of prebiotics on growth and survival rates 
after spray-dying and during the storage of probiotics Lactobacillus plantarum, which is a 
shrimp probiotics. Two prebiotics, Inulin (3% w/w) and Fructooligosaccharides (FOS) (3% 
w/w) were used in this study. Following the FOS addition, it was found that growth level of 
probiotic L. plantarum  was significantly stimulated compared to control group (P≤0.05). 
However, following the inulin treatments, there was no significant change in total probiotic 
numbers. Probiotic L. plantarum was subsequently spray-dried at 185 °C inbound hot air 
and 85±5 °C in the presence of the cell protection substance at 20 ml/min flow rate. It was 
found that the survival rate following spray-drying was 92.28% for control MRS, 92.40 for 
inulin, and 92.40% for FOS. The results indicated that the concentration of prebiotics had no 
effect on the survival rate of the probiotic as compared with controls without prebiotics. 
The powders of probiotics were vacuum sealed in a laminated bag kept at 4 °C and room 
temperature (25 °C) for 4 weeks. The aw, %MC, and probiotics count were analysed. it was 
found that there were no significant changes in aw, %MC and the survival rate of probiotics, 
stored at 4 °C. However, holding the dried probiotic cultivated in both prebiotics in the 
laminated bag enabled probiotic L. plantarum to exhibit a higher percentage of survival than 
in the control group, stored at room temperature (25 °C). The data indicate that two 
prebiotics, Innulin and FOS have applications in the protection of probiotic L. plantarum 
during storage at room temperature (25 °C). 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่น าไปสู่การวิจัย 

 โพรไบโอติก (probiotics) เป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ ซึ่งอาศัยอยู่ในสิ่งมีชีวิตอ่ืนและเมื่อมีจ่านวนที่

เหมาะสมจะสามารถให้คุณประโยชน์ต่อร่างกายของผู้ให้อาศัยได้ โพรไบโอติกสามารถอยู่รอดได้ในระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษย์ มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารและสร้าง

โมเลกุลที่มีประโยชน์ต่อร่างกายได้ กลุ่มของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่นิยมน่ามาเสริมลงในผลิตภัณฑ์อาหารคือ

แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (lactic acid bacteria ; LAB) เช่น Lactobacillus และ Bifidobacterium เป็น

แบคทีเรียที่สามารถสร้างกรดแลกติกได้ ซึ่งมีบทบาทส่าคัญในอุตสาหกรรมอาหารหมัก (fermented food) 

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารเช่น โยเกิร์ต นมเปรี้ยว ชีส คีเฟอร์ เทมเป้ และกิมจิ เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการน่า

แบคทีเรียโพรไบโอติกมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเลี้ยงสัตว์น้่า (aquatic animal feed) ตัวอย่างเช่น 

อาหารเลี้ยงกุ้งขาว ซึ่งกุ้งขาวจัดเป็นสัตว์เศรษฐกิจของไทยที่มีการส่งออกในปริมาณมากและสร้างรายได้ต่อปี

เป็นจ่านวนมาก การเสริมโพรไบโอติกลงในอาหารเลี้ยงกุ้งขาวเป็นที่ยอมรับกันอย่างกว้างขวางเกี่ยวกับ

จุดประสงค์ในการช่วยเพ่ิมผลผลิตและลดการเกิดโรคในกุ้งขาว โดยที่แบคทีเรียโพรไบโอติกจะช่วยไปยับยั้ง

จุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร จึงเป็นการช่วยเพ่ิมภูมิต้านทานต่อเชื้อก่อโรค และช่วยให้ระบบการ

ย่อยและดูดซึมอาหารของกุ้งขาวดีขึ้น ดังนั้นการใช้อาหารเลี้ยงกุ้งขาวเสริมโพรไบโอติกจึงเป็นทางเลือก เพ่ือ

ทดแทนการใช้สารปฏิชีวนะในการเลี้ยง และยังช่วยเพ่ิมอัตราการเจริญเติบโตของกุ้งขาว เป็นการลดต้นทุน

และเพ่ิมประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงให้กับเกษตรกร การเก็บรักษาเชื้อโพรไบโอติกก่อนน่าไปผสมลงใน

อาหารเลี้ยงกุ้งขาว อาจใช้วิธีการท่าแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) เนื่องจากเป็นวิธีการท่าแห้งที่ใช้พลังงาน

ในการผลิตต่่าและยังคงสภาพของเชื้อไว้ได้ เนื่องจากเป็นการท่าแห้งที่ ระเหยน้่าออกอย่างรวดเร็ว ท่าให้การ

เสียสภาพจากอุณหภูมิเกิดขึ้นน้อยลง เป็นอีกหนึ่งวิธีที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย แต่ข้อจ่ากัดของการท่าแห้ง

แบบพ่นฝอยคือ เมื่อท่าแห้งเชื้อจุลินทรีย์จะท่าให้อัตราการรอดชีวิตของเชื้อน้อยและมีอายุการเก็บรักษาที่สั้น 

เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการท่าแห้งแบบแช่เยื่อกแข็ง (lyophilization)  

  พรีไบโอติก (prebiotics) เป็นเส้นใยอาหารในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ร่างกายไม่สามารถย่อยได้ (non-

digestible carbohydrates) เช่น Lactosucrose, Lactulose, Inulin,Galactooligosaccharid และ

Fructooligosaccharides เป็นต้น แตส่ามารถถูกย่อยได้ด้วยแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในล่าไส้ใหญ่ ซึ่งช่วยส่งเสริม

การท่างานและเพ่ิมการเจริญเติบโตของโพรไบโอติก ท่าให้สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ ส่งผลให้ผู้บริโภคมี

สุขภาพที่ดขีึ้น นอกจากนี้ยังมีบทบาทที่ส่งเสริมให้เชื้อโพรไบโอติกสามารถทนทานต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมได้ 
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 ดังนั้นเพ่ือพัฒนากระบวนการผลิตและอายุการเก็บรักษาเชื้อโพรไบโอติกให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

ส่าหรับการน่าไปเสริมลงในอาหารเลี้ยงกุ้งขาว งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาผลของพรีไบโอติกที่ส่งผลต่อการ

เจริญเติบโต และการรอดชีวิตเมื่อผ่านท่าแห้งแบบพ่นฝอยและระหว่างการเก็บรักษาของเชื้อโพรไบโอติก 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาผลของพรีไบโอติกต่อการเจริญของโพรไบโอติก 

2. เพ่ือศึกษาผลของการท่าแห้งแบบพ่นฝอยต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 

3. เพ่ือศึกษาอายุการเก็บรักษาของโพรไบโอติก 

1.3 ขอบเขตหรือกรอบแนวคิดของงานวิจัย 

     ในงานวิจัยนี้มีความสนใจศึกษาเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum ซึ่งเป็นเชื้อในกลุ่มแลคติก
แอซิดแบคทีเรีย ซึ่งค้นพบและแยกได้จากล่าไส้ของกุ้งขาวแปซิฟิก Litopenaeus vannamei มีส่วนช่วยใน
การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของกุ้ง โดยท่าการศึกษาผลของพรีไบโอติกที่มีต่อการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก 
ศึกษาผลของวิธีการท่าแห้งแบบพ่นฝอยต่อการรอดชีวิตของเชื้อ รวมทั้งศึกษาอายุการเก็บรักษา 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

     ไดท้ราบข้อมูลของพรีไบโอติกที่มีผลต่อการเจริญเติบต่อและการรอดชีวิตของโพรไบโอติก เพ่ือให้สามารถ

น่าข้อมูลไปประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนากระบวนการผลิตและการเก็บรักษาเชื้อโพรไบโอติกหลังผ่านการท่าแห้งแบบ

พ่นฝอยให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ส่าหรับการน่าเชื้อโพรไบโอติกไปเสริมลงในผลิตภัณฑ์อาหารเลี้ยงกุ้ง  เพ่ือ

ลดการใช้สารปฏิชีวนะในการเลี้ยงและเพ่ิมผลผลิตให้เกษตรกร 
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บทที่ 2 

วารสารปริทัศน์ 

2.1 โพรไบโอติก (Probiotics) 

      โพรไบโอติก คือจุลินทรีย์ที่มีชีวิตอยู่ในสิ่งมีชีวิตอ่ืนและเมื่อมีจ่านวนที่เหมาะสมจะให้คุณประโยชน์ต่อ

ร่างกายแก่ผู้ให้อาศัย (Hill et al., 2014). กิจกรรมของโพรไบโอติกที่อาศัยอยู่ในล่าไส้ใหญ่ของมนุษย์ รวมถึง

การปรับตัวของแบคทีเรียในล่าไส้ใหญ่และระบบภูมิคุ้มกัน มีการตอบสนองโดยการสร้างสารบางชนิดที่ช่วย

ส่งเสริมสุขภาพให้แก่โฮสต์ (Pranckute et al., 2016) กิจกรรมของโพรไบโอติกส่งผลต่อประโยชน์ด้าน

สุขภาพมากมาย เช่น การก่าจัดคอเรสเตอรอล การบรรเทาอาการแพ้แลคโทส การต่อต้านจุลทรีย์ก่อโรค การ

ต่อต้านเซลล์กลายพันธุ์และเซลล์มะเร็ง (Kumar et al., 2012) นอกจากนี้กระบวนการเมตาบอลิซึมของโพร

ไบโอติกในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria) ยังส่งผลดีต่อประสาทสัมผัสด้านกลิ่นและ

รสชาติ เนื้อสัมผัส และยังช่วยยืดอายุให้กับผลิตภัณฑ์อาหาร (Yusuf & Hamid, 2013) 

2.1.1 คุณสมบัติของโพรไบโอติก 

        ส่าหรับสายพันธุ์ของโพรไบโอติกที่มีศักยภาพและมีประโยชน์ต่อร่างกายจะต้องสามารถ

ด่ารงชีวิตอยู่ได้ในร่างกายของโฮสต์ ดังนั้นโพรไบโอติกจึงต้องมีคุณสมบัติที่เหมาะสมบางประการ โดยใน

ปัจจุบันได้มีการทดสอบ เพ่ือเป็นตัวชี้วัดว่าแบคทีเรียเหล่านี้มีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติก เช่น 

- ทนต่อกรดและน้่าย่อยในระบบทางเดินอาหารของโฮสต์ 

- สามารถยึดเกาะกับเยื่อเมือกและผนังล่าไส้ ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ส่าคัญต่อการปรับตัวเพ่ืออยู่รอด

และการแข่งขันกับแบคทีเรียก่อโรคในล่าไส้ 

- ต่อต้านการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อโรค 

- สามารถทนต่อน้่าดีได้เนื่องจากน้่าดีมีหน้าที่ขับสารตกค้างในร่างกาย 

 (Saarela et al., 2000) (Mercenier et al., 2008) 
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ตารางท่ี 1 รายชื่อสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ถูกจัดเป็นโพรไบโอติก (Holzapfel et al., 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2  Lactobacillus plantarum  

       L. plantarum เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 

โดยเมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนจะเกิดการหมักแล้วได้ผลิตภัณฑ์หลายชนิด (heterofermentative) พบ

ได้ทั่วไปในเนื้อสัตว์ ผัก ปลา และผลิตภัณฑ์จากนม (Aquilanti et al., 2007) L. plantarum เป็นแบคทีเรีย

ในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรียที่มีการใช้กันอย่างกว้างขวาง เพราะ L. plantarum บางสายพันธุ์มีคุณสมบัติ

ในการเป็นเชื้อโพรไบโอติก และยังเป็นจุลินทรีย์ที่มีส่วนส่าคัญทั้งในวงการอุตสาหกรรมอาหารและยา (Bove 

et al., 2012) เช่นเดียวกับแบคทีเรียในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรีย L. plantarum สามารถยึดเกาะบริเวณ

พ้ืนผิวของเยื่อเมือกและผนังล่าไส้ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม จึงท่าให้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถด่ารงชีวิตและให้

ประโยชน์แก่โฮสต์ได้ (Arena et al., 2017) 

 

Microorganisms considered as probiotics  

Lactobacillus species 

L. acidophilus   
L. casei   
L. crispatus 
L. gallinarum 

L. gasseri   
L. johnsonii   
L. paracasei   
L. plantarum   
L. reuteri   
L. rhamnosus 

Bifidobacterium species 

B. adolescentis   
B. animalis   
B. bifidum   
B. breve   
B. infantis   
B. lactis 
B. longum 

Other lactic acid bacteria  
Enterococcus faecalis 

Enterococcus faecium    
Lactococcus lactis 

Leuconostoc mesenteroides    
Pediococcus acidilactici   
Streptococcus thermophiles 

Nonlactic acid bacteria 
Bacillus cereus var. toyoi  
Escherichia coli 

Propionibacterium freudenreichii    
Saccharomyces cerevisiae   
S. boulardii 
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2.2 พรีไบโอติก (Prebiotics) 

      เป็นสารอาหารที่ไม่สามารถถูกย่อยได้โดยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร แต่สามารถเป็นสารอาหาร

ส่าหรับกระบวนการเมตาบอริซึมเพ่ือการเจริญเติบโตของเชื้อโพรไบโอติกในล่าไส้ส่วนท้ายซึ่งเป็นบริเวณที่มี

ปริมาณกลูโคสต่่า  พรีไบโอติกที่ ใช้กันในปัจจุบันมักเป็นสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่ไม่สามารถย่อยได้

(indigestible carbohydrates) ตัวอย่างเช่น disaccharides, fructooligosaccharides, oligosaccharides 

และ polysaccharides (Kontula et al., 1999) ส่าหรับพรีไบโอติกจากธรรมชาติ ตัวอย่างเช่น Inulin และ 

fructooligosaccharide ซึ่งโดยทั่วไปมักจะใช้กับแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacilli และ Bifidobacteria เนื่องจาก

สามารถพิสูจน์ได้ว่า ช่วยเพ่ิมปริมาณจุลินทรีย์ในล่าไส้ใหญ่ในบริเวณท่ีมี pH ต่่าได้ (Adebola et al., 2014) 

2.2.1 อินนูลิน (Inulin) 

       อินนูลิน หรือ α-D-glucopyranosyl-[β-D-fructofuranosyl] (n-1)-D-fructofuranoside 

เป็นโพลิแซ็กคาไรด์ธรรมชาติที่จัดเป็นใยอาหาร และมักถูกใช้เป็นส่วนผสมในอาหาร (Franck, 2002) อินนูลิน

ยังสามารถใช้เป็นพรีไบโอติกได้ เนื่องจากคุณสมบัติทางโครงสร้างของอินนูลินที่ไม่สามารถถูกย่อยและดูดซึมได้

ในล่าไส้เล็ก แต่สามารถถูกหมักได้โดยแบคทีเรียในล่าไส้ใหญ่ (Adebola et al., 2014)  ในแง่ของการเป็น    

พรีไบโอติกของอินูลิน มีการศึกษาพบว่าเป็นสารที่ช่วยต้านการเกิดเซลล์มะเร็งได้ นอกจากนี้อินนูลินยังถูกใช้

เป็นสารทดแทนไขมันแต่สามารถละลายน้่าได้ เพราะสมบัติทางเคมีที่มีหมู่ไฮดรอกซิลอยู่มาก จึงสามารถเกิด

อันตรกิริยากับโมเลกุลของน้่า ท่าให้อินนูลินเกิดเป็นเจลที่เสถียรได้ที่ความเข้มข้นประมาณ 13-50% (Castelli 

et al., 2008) 

 
 
 

 

 

 

รูปที่ 1 โครงสร้างของอินนูลิน (Inulin) (Fachri, 2015) 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/carbohydrates
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464614001819#bib0105
https://www.researchgate.net/profile/Boy_Fachri4
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2.2.2 ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Fructooligosaccharides; FOS) 

            ฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Fructooligosaccharides) เป็นโอลิโกแซ็กคาไรด์ประเภทหนึ่งที่

สามารถพบได้ในพืชตามธรรมชาติ เช่น หัวหอม ชิโครี กระเทียม หน่อไม้ฝรั่ง กล้วย อาร์ติโชก เป็นตัน ซึ่ง

โครงสร้างของ FOS ประกอบด้วยโมเลกุลของฟรุกโตสต่อกันเป็นสายโซ่ยาว ซึ่งเชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า  

(1-2) โดยจ่านวนหน่วยย่อยของฟรุกโตสจะมีความยาวประมาณ 2-60 หน่วย และที่ปลายสายโซ่มักจะมี

โมเลกุลของกลูโคส (Duarte et al., 2010) FOS นั้นไม่สามารถถูกไฮโดรไลส์โดยเอนไซน์ไกลโคซิเดสในล่าไส้

เล็กจนถึงล่าไส้ใหญ่ส่วนต้น แต่จะถูกย่อยได้โดยแบคทีเรียประจ่าถิ่นในล่าไส้ใหญ่ และจะเปลี่ยนรูปเป็นสาร

ต่างๆ เช่น กรดอินทรีย์สายสั้น แอล-แลคเตส คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน เป็นต้น FOS มีคุณสมบัติที่

น่าสนใจหลายอย่างประการเช่น เป็นสารให้ความหวานเล็กน้อย ไม่ให้พลังงาน และเป็นเส้นใยอาหารที่ละลาย

น้่าได้ นอกจากนี้ FOS ยังมีคุณประโยชน์ต่อสุขภาพเช่น เป็นสารต้านมะเร็ง  มีคุณสมบัติเป็นพรีไบโอติก เพ่ิม

การดูดซึมแร่ธาตุเข้าสู่ร่างกาย รวมถึงช่วยลดระดับปริมาณโคเรสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด์ และฟอสโฟลิปิด  

เป็นต้น (Larque, 2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 โครงสร้างของฟรุกโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ (Fructooligosaccharides) (Arildo José, 2011) 

 

 

 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814611006236#!
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2.3 เทคนิคการเก็บรักษาเชื้อ 

 2.3.1 การท าแห้งแบบพ่นฝอย (Spray drying) 

        การท่าแห้งแบบพ่นฝอย เป็นวิธีที่ใช้ผลิตผลิตภัณฑ์ที่เป็นผงละเอียดที่รวดเร็วและมีต้นทุนการ

ผลิตต่่า นอกจากนี้ Spray drying ยังเป็นวิธีที่สามารถใช้เก็บรักษาจุลินทรีย์โดยการท่าให้เป็นผงแห้ง อย่างไรก็

ตามในระหว่างกระบวนการผลิต จุลินทรีย์สามารถน่ามาท่าแห้งได้อย่างแลคติกแอซิดแบคทีเรีย ก็อาจได้รับ

ความเสียหายจากสภาวะเครียดอย่างรุนแรง เนื่องจากจะต้องผ่านอากาศที่มีความร้อนสูง และเกิดการสูญเสีย

น้่าอย่างกระทันหัน (Fu et al., 2011) 

        หนึ่งในวิธีที่ใช้ป้องกันความเสียหายต่อเซลล์จุลินทรีย์ในระหว่างกระบวนการผลิต คือการใช้สาร

ป้องกัน สารเคลือบผิวที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ กลไกในการป้องกันความเสียหายต่อ

เซลล์จุลินทรีย์ของสารป้องกันโดยทั่วไปมีอยู่ด้วยกัน 3 แบบ ได้แก่ เพ่ิมการแสดงลักษณะบางอย่างที่ช่วยให้

จุลินทรีย์ทนต่อแรงเครียดได้สูงขึ้น ให้เกราะป้องกันภายนอกเซลล์จากแรงทางกายภาพ และช่วย ให้มี

จลนพลศาสตร์การท่าแห้งดียิ่งขึ้น ไม่นานมานี้มีการศึกษาต่างๆได้รายงานว่ามีการ Spray drying แลคติก

แอซิดแบคทีเรีย โดยใช้สารป้องกันแบบที่ให้เกราะป้องจากแรงทางกายภาพ (Guerin et al., 2017) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่3 เครื่องท่าแห้งแบบพ่นฝอย (Spray dryer) รุ่น SS 316L (Hemraj Enterprises. 2018) 
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2.4 ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโพรไบโอติก 

     ปัจจุบันมีการน่าเอาโพรไบโอติกมาใช้ในอาหารหลากหลายประเภท อาหารที่มีส่วนประกอบของโพรไบโอ

ติก เช่น นมเปรี้ยว นัตโต มิโสะ และเทมเป้ของประเทศญี่ปุ่น โยเกิร์ตและคีเฟอร์ของประเทศแถบยุโรป นม

แพะหมักของอินเดีย ชีสด้า ซาวเคราท์ ซึ่งเป็นกะหล่่าปลีหมักของเยอรมันนี แบคทีเรียโพรไบโอติกนอกจากใน

รูปแบบที่เป็นส่วนที่ผสมอยู่ในอาหารแล้ว ในปัจจุบันยังมีอีกหลายรูปแบบ เช่น แคปซูล ผงผสมกับเครื่องดื่ม  

ลูกอม หรือแม้แต่เครื่องดื่มหลากหลายประเภทที่มีการเติมแบคทีเรียโพรไบโอติกเข้าไป นอกจากนี้หากต้องการ

ได้รับประโยชน์จากแบคทีเรียโพรไบโอติกสูงสุดแล้ว ควรรับประทานอาหารที่มีแบคทีเรียโพรไบโอติกร่วมกับ  

พรีไบโอติกซึ่งเป็นสารอาหารที่ไม่ถูกย่อยในร่างกายคนเรา แต่จะเป็นอาหารที่ช่วยให้แบคทีเรียโพรไบโอติกมี

การเจริญเติบโตและท่าหน้าที่อย่างมีประสิทธิภาพเพ่ือให้เกิดประโยชน์ต่อร่างกาย อาหารที่เป็นแหล่งของพรีไบ

โอติก เช่น ธัญพืชต่างๆ ถั่ ว เขียวถั่ ว เหลืองถั่ วแดง ถั่ วด่า  หน่อไม้ฝรั่ ง  กล้วย กระเทียม เป็นต้น 

     ในปัจจุบันมีการน่าโพรไบโอติกมาใช้ในภาคการเกษตร ในกลุ่มสัตว์น้่า เช่น การเลี้ยงปลาและเลี้ยงกุ้ง โดย

การน่าโพรไบโอติกมาเสริมลงในอาหารสัตว์น้่า ซึ่งเป็นการช่วยรักษาระดับความสมดุลของจ่านวนแบคทีเรียใน

ทางเดินอาหาร ท่าให้สัตว์น้่ามีอัตราการรอดชีวิต และมีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น มีการรายงานเกี่ยวกับการน่า

เชื้อจุลินทรีย์ Bacillus spp. มาใช้เป็นโพรไบโอติก เนื่องมาจากมีโครงสร้างของสปอร์ทนความร้อนได้ดี 

สามารถสร้างสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่ไม่ดีชนิดอ่ืน รวมทั้งผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดที่เป็นประโยชน์ต่อการย่อย

อาหารและการเติบโต  และยังพบอีกว่าจุลินทรีย์กลุ่ม Bacillus spp. เป็นโพรไบโอติกที่มีผลดีต่อการ

เจริญเติบโต การเพ่ิมน้่าหนักและเพ่ิมอัตราการรอดตายจากเชื้อ Vibrio spp. ในกุ้งขาวแวนนาไม (Villamil et 

al., 2003)   

2.5 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

2.5.1 ชนิดของโพรไบโอติก 

        เชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะต้องเป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์และเจริญเติบได้ในร่างกาย สามารถ

ทนต่อการย่อยของเอนไซม์และสภาวะเครียด (stress conditions) ต่างๆในร่างกาย จากงานวิจัยพบว่าเชื้อ

แบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus และ Bifidobacterium เป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถทนต่อสภาวะ

เครียดที่เกิดขึ้นในระหว่างการท่าแห้งแบบพ่นฝอยได้ (Hernandez et al., 2013) 

2.5.2 สารป้องกันเซลล์      

        สารห่อหุ้มท่ีนิยมใช้กับโพรไบโอติก คือสารกลุ่มโปรตีนและสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต มีรายงานว่า

สารกลุ่มโปรตีนสามารถปกป้องจุลินทรีย์ในระหว่างการท่าแห้งแบบพ่นฝอยและการเก็บรักษาท่าให้มีอัตราการ

รอดชีวิตสูง ส่วนสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรตมีคุณสมบัติลด osmotic stress ในระหว่างการท่าแห้งแบบพ่นฝอยท่า

ให้มีอัตราการรอดของจุลินทรีย์ (Muhammad, et al., 2017)  
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2.5.2.1 มอลโตเดกซ์ตริน (Maltodextrin; MD) 

                     มอลโตเดกซ์ตริน เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีมวลโมเลกุลสูง ซึ่งสามารถผลิตได้จากการ

ไฮโดรไลซ์สตาร์ชที่ได้จากพืช ปกติแล้วเมื่อสตาร์ชที่ละลายอยู่ในน้่าได้รับความร้อนจะท่าให้ส่วนที่เป็นผลึกใน

เม็ดสตาร์ชถูกท่าลายและท่าให้เม็ดสตาร์ชแตกสลายอย่างถาวร ด้วยปรากฏการณ์นี้เองท่าให้เราสามารถใช้

เอ็นไซม์หรือกรดในการย่อยสลายสตาร์ชได้ (BeMiller & Whistler, 2009) หลังจากที่ผ่านการย่อยแล้ว พันธะ

α-1,4-glycosidic จะแตกออก ท่าให้สายโซ่ของ D-glucose มีความยาวและลักษณะปรากฏแตกต่างกัน โดย

ความยาวสายโซ่ในโมเลกุลของ MD ที่แตกต่างกันสามารถบอกได้ด้วยค่าที่เรียกว่า dextrose equivalency 

(DE) (Takeiti et al., 2010) MD และคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆบางชนิด อาจช่วยให้การท่าแห้งแบบพ่นฝอย

แบคทีเรียมีเสถียรภาพมากขึ้น ในหลายๆด้านเช่น ค่ากิจกรรมของน้่า (aw) ปริมาณความชื้น ค่าความเป็นกรด-

ด่าง ความสามารถในการละลาย ความสามารถในการดูดความชื้นจากบรรยากาศ เป็นองค์ประกอบทาง

โภชนาการ Glass transition temperature (Tg) สี และสภาพการไหล (Sosa et al., 2016) 

2.5.2.2 โมโนโซเดียมกลูตาเมต (monosodium glutamate, MSG)      

                     โมโนโซเดียมกลูตาเมต หรือมักถูกเรียกว่าผงชูรส มีลักษณะเป็นผงผลึกสีใส มี

คุณสมบัติในการเป็นสารเพ่ิมรสชาติอาหาร ท่าให้อาหารมีรสชาติโดยรวมดีข้ึน มีความสามารถในการละลายน้่า

สูงซึ่งจะแตกตัวได้โซเดียม และกลูตาเมตหรือกรดกลูตามิก (glutamic acid) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่เป็น

องค์ประกอบของโปรตีน สามารถพบได้ในอาหารเกือบทุกประเภทรวมถึง เนื้อสัตว์ ผัก หอย สัตว์ปีกและปลา 

รวมถึงสามารถสังเคราะห์ได้ในร่างกาย ทั้งนี้มีการน่า MSG มาใช้เป็นสารป้องกันเซลล์ในกระบวนการท่าแห้ง

แบบพ่นฝอย เนื่องความสามารถในการป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์และผนังเซลล์ของแบคทีเรียจากความร้อนใน

ระหว่างการท่าแห้ง (Teixeira et al., 1995) 

2.5.3 อุณหภูมิลมขาเข้าและอุณหภูมิลมขาออก 

        อุณหภูมิความร้อนในกระบวนการท่าแห้งแบบพ่นฝอยมีผลต่ออัตราการรอดชีวิตและปริมาณ

ความชื้น โดยมีรายงานเกี่ยวกับอัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการท่าแห้งแบบพ่น

ฝอย ควรมีความชื้นอยู่ที่ประมาณ 4% และค่า water activity ประมาณ 0.2 โดยอัตราการรอดชีวิตจะมี

ความสัมพันธ์กับอุณหภูมิขาออก โดยที่เมื่ออุณหภูมิขาออกเพ่ิมขึ้นอัตราการรอดชีวิตจะลดลง (Huebner & 

Surawicz, 2006)  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4940893/#cit0008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4940893/#cit0078
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9C%E0%B8%87%E0%B8%8A%E0%B8%B9%E0%B8%A3%E0%B8%AA
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2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในระหว่างการการเก็บรักษา 

 2.6.1 อุณหภูมิในระหว่างการเก็บรักษา 

         อุณหภูมิมีความส่าคัญในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก โดยการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่่า

จะสามารถเก็บผลิตภัณฑ์ได้นานขึ้น จากงานวิจัยรายงานว่าการเก็บผง Lactobacillus plantarum KMITNB 

53.4 ที่อุณหภูมิ 4oC มีการรอดชีวิตสูงกว่าผง Lactobacillus plantarum KMITNB 53.4 ที่เก็บที่อุณหภูมิ 

37oC (วรรณทิชา ลาภศิริ, 2552) 

 2.6.2 บรรจุภัณฑ์และสภาวะในระหว่างการเก็บรักษา 

         บรรจุภัณฑ์และสภาวะการเก็บรักษามีความส่าคัญในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติก โดย
บรรจุภัณฑ์ที่ใช้จะต้องไม่มีการแพร่ผ่านของออกซิเจนและความชื้น เช่น ถุงลามิเนต จากงานวิจัยรายงานว่า
การเก็บผง Lactobacillus plantarum KMITNB 53.4 ในถุง foil บรรจุแบบสุญญากาศมีการรอดชีวิตสูงกว่า
ผง Lactobacillus plantarum KMITNB 53.4 ทีไ่ม่ได้บรรจุแบบสุญญากาศ (วรรณทิชา ลาภศิริ, 2552) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย (Materials and methods) 

 

3.1 จุลินทรีย์ สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในการด าเนินงานวิจัย 
3.1.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

Lactobacillus plantarum (L. plantarum) 

3.1.2 สารเคมี 

  3.1.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อและตรวจนับ L. plantarum 

   อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar (บริษัท HIMEDIA) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (บริษัท HIMEDIA) 

   Distilled water 

       Inulin 
       Fructooligosaccharides; FOS 

Phosphate Buffered Saline; PBS 

  Sodium chloride; NaCI 

3.1.2.2 สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมเชื้อส าหรับกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย  

 Maltodextrin 

  Monosodium glutamate; MSG 

Distilled water 

บรรจุภัณฑ์ชนิด laminate aluminium foil (PET/AL/NY/PE) 
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3.1.3 อุปกรณ์ 

ตารางท่ี 2 แสดงรายการวัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ ภาพประกอบ 

เครือ่งชั่งน้่าหนักทศนิยม 3 ต่าแหน่ง 

 
เครื่องชั่งน้่าหนักทศนิยม 2  ต่าแหน่ง 

 

เครื่องฆ่าเชื้อ  
(Autoclave) 

 
เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  

(Absorption Spectrophotometer) 
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เครื่องหมุนเหวี่ยง 
 (Centrifuge) 

 

เครื่องอบแห้งแบบพ่นฝอย  
(Spray Dryer) 

 

ตู้ปลอดเชื้อ 
 (Biological Safety Cabinet) 

 
ตู้บ่มเชื้อที่  

(Incubator) 
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ตู้เย็น 
 (Refrigerator) 

 

ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
(Thermostatically controlled 

incubators)  
 

 

เครื่องเขย่าสาร 
 (Vortex) 

 
เครื่องวัดปริมาณน้่าอิสระ 
 (Water activity meter) 
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เครื่องวัดวิเคราะห์ความชื้น 
 (Moisture Analyzer) 

 

 
ไมโครเวฟ 

(Microwave) 
 

 

เครื่องปิดผนึกสุญญากาศ 
(Vacuum Sealing Machine) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.tupack.co.th/%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%8D%E0%B8%8D%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A8-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%94%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%8D%E0%B8%8D%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A8.html
https://www.tupack.co.th/%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A5%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%8D%E0%B8%8D%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A8-%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%94%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%8D%E0%B8%8D%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A8.html
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3.2 ขั้นตอนและวิธีด าเนินงานวิจัย  

3.2.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.2.1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 

   ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 26.84 กรัม ลงในขวด Duran ขนาด 500 มิลลิลิตร 

เติมน้่ากลั่นปริมาตร 400 มิลลิลิตร ปิดฝาและเขย่าจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วน่าไปใส่ใน autoclave ตั้งค่า

อุณหภูมิฆ่าเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาที รออุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงเหลือต่่ากว่า 50 °C จากนั้นเท

อาหารเลี้ยงเชื้อลงในจานเพาะเชื้อ จะได้เป็น MRS agar plate หากอาหารเลี้ยงเชื้อจับตัวกันจนแข็ง ให้น่าไป

อุ่นด้วยไมโครเวฟก่อนน่าไปเทลงจานเพาะเชื้อ 

3.2.1.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 

   ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 22.06 กรัม ส่าหรับทรีเมนต์ 1, MRS broth 22.06 

กรัม+อินนูลิน 6 กรัมส่าหรับ 2 และ MRS broth 22.06 กรัม+อินนูลิน 6 กรัมส่าหรับทรีเมนต์ 3 ลงในขวดรูป

ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้่ากลั่นปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใช้แท่งแก้วคนจนเป็นเนื้อเดียวกันและปิดปาก

ขวดด้วยส่าลีหุ้มฟอยล์ จากนั้นน่าไปใส่ใน autoclave ตั้งค่าอุณหภูมิฆ่าเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาท ี

 

ตารางท่ี 3 แสดงองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด 

ทรีทเมนต์ (treatment) อาหารเลี้ยงเชื้อ 
control MRS broth 

1 MRS broth + อินนูลิน 3% 

2 MRS broth +  ฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ 3% 
 
3.2.2 การศึกษาประสิทธิภาพของพรีไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของโพรไบโอติก L. plantarum 
        1. ปิเปตเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่เก็บไว้ในสารละลายกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80 °C 

จ่านวน 20 ไมโครลิตร ลงใน MRS broth 50 มิลลิลิตร แล้วน่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C นาน 18 ชั่วโมง 
        2. ปิเปตเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่บ่มครบ 18 ชั่วโมง จ่านวน 5 มิลลิลิตร ลงใส่ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดปริมาตร 95 มิลลิลิตร แล้วน่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C ท่าการตรวจนับจ่านวนเชื้อด้วย 
Spread plate Technique ตามภาคพนวกข้อ ก.1 ทุกชั่วโมง จบครบ 6 ชั่วโมง 

3.2.3 การเตรียมสารละลายป้องกันเซลล์ในกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

3.2.3.1 สารละลาย Maltodextrin 10 %W/W +  MSG 10 %W/W 

  ชั่ง maltodextrin 65 กรัม MSG 65 กรัม ลงในบีกเกอร์ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมน้่ากลั่น

ปริมาตร 650 มิลลิลิตร ใช้แท่งแก้วคนจนเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ขวด Duran ขวดละ 200 มิลลิลิตร ปิดฝา

และเขย่าจนเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วน่าไปใส่ใน autoclave ตั้งค่าอุณหภูมิฆ่าเชื้อที่ 121°C นาน 15 นาท ี
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3.2.4 การศึกษาผลของพรีไบโอติกต่ออัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติก L. plantarum เมื่อ 
        ผ่านกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอย 
        1. ปิเปตเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่เก็บไว้ในสารละลายกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -80°C 

จ่านวน 20 ไมโครลิตร ลงใน MRS broth 50 มิลลิลิตร แล้วน่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30°C นาน 18 ชั่วโมง 
        2. ปิเปตเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่บ่มครบ 18 ชั่วโมง จ่านวน 10 มิลลิตร ลงใส่ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ แต่ละชนิดปริมาตร 90 มิลลิลิตร แล้วน่าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 °C นาน 4 ชั่วโมง 
        3. เมื่อบ่มเชื้อครบ 4 ชั่วโมง ให้น่าอาหารเลี้ยงเชื้อแตล่ะชนิดมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4500 

rpm นาน 15 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 4°C เทส่วนใสทิ้ง และเก็บเฉพาะส่วนตะกอน 
        4. ล้างตะกอนที่ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิด ด้วยสารละลาย PBS 10 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยง

ทีค่วามเร็วรอบ 4500 rpm 15 นาที อุณหภูมิ 4°C ท่าซ้่า 2 ครั้ง 
        5. น่าตะกอนที่ได้จากอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ละชนิดที่ผ่านการล้างแล้ว ไปใส่ลงสารละลายป้องกัน 

เซลล์ (Maltodextrin 10 %W/W + MSG 10 %W/W) 200 มิลลิลิตร ท่าการตรวจนับจ่านวนเชื้อก่อนการท่า

แห้งแบบพ่นฝอยด้วย Spread plate Technique ตามภาคผนวกข้อ ก.1 

        6. น่าสารละลายป้องกันเซลล์ที่มีเชื้อโพรไบโอติก มาผ่านกระบวนการท่าแห้งแบบพ่นฝอย โดย 
ควบคุมอุณหภูมิลมขาเข้าที่ 185 °C อุณหภูมิลมขาออกที่ 85±5°C และก่าหนดอัตราป้อนคงที่ที่ 20 มิลลิลิตร
ต่อนาท ี
                  7. น่าผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่ได้จากการท่าแห้งแบบพ่นฝอยมา 1 กรัม ละลาย
ด้วยสารละลาย PBS มิลลิลิตร ท่าการตรวจนับจ่านวนเชื้อหลังการท่าแห้งแบบพ่นฝอยด้วย Spread plate 
Technique ตามภาคผนวกข้อ ก.1 

3.2.5 การศึกษาอายุการเก็บรักษาของผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum  
        น่าผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum จากข้อ 3.2.4 ในแต่ละชนิดมาแบ่งใส่ถุง Laminated 

aluminium foil และบรรจุแบบสุญญากาศทั้งหมด 8 ถุง โดยแบ่งเป็นการเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติกที่
อุณหภูมิ 4°C 4 ถุงและท่ีอุณหภูมิห้อง (25 °C) 4 ถุง ส่าหรับระยะเวลาการเก็บรักษา 4 สัปดาห์  

3.2.5.1 การศึกษาสภาวะการเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum 
           น่าผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่เก็บในถุง Laminated aluminium foil ที ่

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C และที่อุณหภูมิห้อง (25°C) มาวัดปริมาณความชื้นตามภาคผนวกที่ ก.2  และวัดค่า 
water activity ตามภาคผนวกข้อ ก.2 ทุกสัปดาห์ จนครบ 4 สัปดาห์ 

3.2.5.2 ศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ระหว่างการเก็บรักษา 
           ชั่งผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่เก็บในถุง Laminated aluminium foil ที ่

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4°C และที่อุณหภูมิห้อง (25°C) มา 1 กรัม ละลายด้วยสารละลาย PBS มิลลิลิตร ท่าการ
ตรวจนับจ่านวนเชื้อด้วย Spread plate Technique ตามภาคผนวกข้อ ก.1 ทุกสัปดาห์ จนครบ 4 สัปดาห์ 
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3.2.6.การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
        น่าข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาเปรียบเทียบความแตกต่าง โดยการใช้วิธีการวิเคราะห์ความ 

แปรปรวน (ANOVA : Analysis of variance) ด้วย Duncan’s multiple range tests เพ่ือเปรียบเทียบ
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญของค่าเฉลี่ย โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ค่าทางสถิติ IBM SPSS Statistics 23 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย และวิจารณ์ผล (Results and discussion) 

 

4.1 ผลของพรีไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของโพรไบโอติก L. plantarum 

     จากการติดตามการเพิ่มจ่านวนของเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ

เติมพรีไบโอติกอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ลงไป และบ่มที่อุณหภูมิ 30oC เป็นเวลา 6 ชั่วโมง เพ่ือ

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของพรีไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของโพรไบโอติก พบว่าที่เริ่มต้นอาหารเลี้ยงเชื้อแต่

ละชนิดมีจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกเท่ากัน (P > 0.05) และเมื่อเวลาในการบ่มครบ 6 ชั่วโมง พบว่าอาหารเลี้ยง

เชื้อที่มีการเติมอินนูลินมีจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกเท่ากับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีการเติมพรีไบโอติก (P > 0.05)  

และอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์มีจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกมากกว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มี

การเติมพรีไบโอติกอย่างมีนัยส่าคัญ (P ≤ 0.05)  แสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ส่งผลต่อ

เจริญเติบโตของเชื้อโพรไบโอติกที่เพ่ิมข้ึน  

     ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ (Su, et al., 2007) ที่ศึกษาเกี่ยวกับการใช้พรีไบโอติกเพ่ือช่วยเพ่ิมการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus และ Bifidobacterium พบว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้พรีไบ

โอติกฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์เป็นแหล่งคาร์บอน ส่งผลต่อการเพ่ิมจ่านวนของแบคทีเรีย (OD600 ≈ 3.5) เมื่อ

เพาะเลี้ยงในสภาวะควบคุมอย่างมีนัยส่าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างควบคุม (OD600 ≈ 0.5) 
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ตารางท่ี 4 ผลของพรีไบโอติกอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ต่ออัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ 

โพรไบโอติก L. plantarum เมื่อบ่มเป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

จ านวนเชื้อ (log CFU/ml) 

Control Inulin 3% FOS 3% 

0 4.655 ± 0.03a 4.648 ± 0.04a 4.662 ± 0.02a 

1 5.082 ± 0.02a 5.235 ± 0.03a 5.340 ± 0.03a 

2 5.936 ± 0.07a 6.528 ± 0.07b 6.668 ± 0.04b 

3 7.918 ± 0.04a 8.828 ± 0.05b 9.120 ± 0.05b 

4 9.303 ± 0.02a 10.117 ± 0.03b 10.454 ± 0.02b 

5 10.330 ± 0.03a 10.746 ± 0.02b 10.954 ± 0.02b 

6 10.483 ± 0.07a 10.821 ± 0.03ab 11.021 ± 0.03b 

หมายเหตุ ตัวอักษร a และ b เป็นค่าสถิตตามแถวแนวนอนที่แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญที่ระดับ 

     ความเชื่อมั่น 95% (P≤0.05); n=3 , ± หมายถึง ± ค่า SD 
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กราฟที่ 1 ความสัมพันธ์ระหว่างจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกท่ีเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีและไม่มีการเติม 

พรีไบโอติกท่ีเวลาต่างๆ 

4.2 ผลของพรีไบโอติกต่ออัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติก L. plantarum  

     เมื่อน่าเชื้อโพรไบโอติกติก L. plantarum ที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth, MRS broth ที่

เติมอินนูลิน และ MRS broth ที่เติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 oC จนครบ 4 ชั่วโมงและปั่น

แยกตะกอนกอนเซลล์ออกมา ผสมกับสารละลายมอลโตเดกซ์ตริน 10% w/w + MSG 10% w/w ซึ่งใช้เป็น

สารป้องกันเซลล์ แล้วน่าไปท่าแห้งแบบพ่นฝอย จากนั้นท่าการตรวจนับจ่านวนเชื้อที่รอดชีวิตเปรียบเทียบกับ

จ่านวนเชื้อก่อนผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอย เพื่อวัดประสิทธิภาพของพรีไบโอติกต่ออัตราการรอดชีวิตของเชื้อ

โพรไบโอติกติก พบว่าการท่าแห้งแบบพ่นฝอยส่งผลให้เชื้อโพรไบโอติกที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งสาม

ชนิด ลดลงอย่างมีนัยส่าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดมีค่าใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกท้ังสองชนิดไม่ได้มีประสิทธิภาพในการ

ช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตให้กับเชื้อโพรไบโอติก 

     จากผลการทดลอง การเก็บรักษาเชื้อโพรไบโอติกด้วยวิธีการท่าแห้งแบบพ่นฝอย อาจท่าให้เชื้อโพรไบโอ

ติกเกิดการตายไปบางส่วน การลดความเสียหายที่เกิดขึ้นสามารถท่าได้โดยการคัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อโพร

ไบโอติกที่ทนต่อสภาวะความเครียดต่างๆได้ดี และการใช้สารป้องกันเซลล์เพ่ือป้องกันความเสียทางกายภาพ 

โดยการท่าแห้งแบบพ่นฝอยมักท่าให้เซลล์มีการรอดชีวิตประมาณ 90-98% (สุพิชชา วัฒนะประเสริฐ, 2550) 
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ตารางท่ี 5 จ่านวนเชื้อก่อนและหลังผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอย และการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก 

 ก่อนการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

(log CFU/ml) 

หลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

 (log CFU/ml) 

การรอดชีวิต 

(%) 

Control 10.584 ± 0.06a 9.767 ± 0.04b 92.28 

Inulin 3% 10.628 ± 0.06a 9.820 ± 0.04b 92.40 

FOS 3% 10.686 ± 0.04a 9.874 ± 0.05b 92.40 

หมายเหตุ ตัวอักษร a และ b เป็นค่าสถิตตามแถวแนวนอนที่แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญที่ระดับ 

     ความเชื่อมั่น 95% (P≤0.05); n=3 , ± หมายถึง ± ค่า SD 

 

กราฟที่ 2 การรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกท่ีเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่แตกต่างกัน หลังจากผ่านการท่า     

     แห้งแบบพ่นฝอย 

4.3 ผลของพรีไบโอติกต่ออายุการเก็บรักษาของโพรไบโอติก L. plantarum 

 4.3.1 ศึกษาสภาวะการเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum 

         ท่าการวัดปริมาณความชื้นด้วยเครื่อง Moisture Analyzer HB43-S และวัดค่า water 

activity (aw) ด้วยเครื่อง water activity Meter ของผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่ได้จากวิธีการท่า

แห้งแบบพ่นฝอยและท่าการบรรจุแบบสุญญากาศในถุง Laminated aluminium foil เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

โดยท่าการศึกษาสภาวะการเก็บรักษาสองสภาวะคือ การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC และที่อุณหภูมิห้อง (25oC) 

พบว่าทั้งปริมาณความชื้นและค่า water activity ของผงโพรไบโอติกที่เก็บรักษาท่ีอุณหภูทิ 4oC และท่ี 

         อุณหภูมิขาเข้าและอัตราการป้อนเข้าส่งผลโดยตรงต่อปริมาณความชื้น และค่า water activity 

ของผงเชื้อโพรไบโอติกที่ได้ โดยลักษณะของผงเชื้อโพรไบโอติกหลังจากผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอยที่ดี ควรมี

ความสามารถในการไหลสูง ความหนืดและการจับตัวกันต่่า มีจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกที่รอดชีวิตสูง รวมทั้งควร
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มีปริมาณความชื้นอยู่ที่ช่วงประมาณ 4-5 % (Jobbehdar, et al., 2013) และค่า water activity อยู่ที่

ค่าประมาณ 2.5 (Fazilah, et al., 2019) ทั้งนี้ในการทดลองนี้อาจมีค่า aw ที่สูงกว่าค่าที่เคยมีรายงานไว้ อาจ

เป็นผลมาจากการก่าหนดอัตราการป้อนเข้าที่สูงเกินไป ท่าให้มีปริมาณน้่าอิสระที่หลงหลืออยู่ในผลิตภัณฑ์อยู่

มาก 

ตารางที่ 6 แสดงปริมาณความชื้นและค่า water activity ของผงโพรไบโอติกที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4oC 

และอุณหภูมิห้อง (25oC) บรรจุแบบสุญญากาศในถุง Laminated aluminium foil เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

หมายเหตุ ตัวอักษร ns เป็นค่าสถิตตามแนวคอลัมน์ที่แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญที่ระดับความ 

     เชื่อมั่น 95% (P>0.05) 

เวลา 

(สัปดาห์) 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC 

ปริมาณความชื้น(%) water activity 

Controlns Inulin 3%ns FOS 3%ns Controlns Inulin 3%ns FOS 3%ns 

0 4.684 4.707 4.722 0.324 0.311 0.319 

1 4.945 4.924 5.011 0.305 0.304 0.314 

2 4.865 4.677 5.037 0.308 0.308 0.313 

3 4.947 4.903 4.975 0.322 0.317 0.307 

4 5.057 4.942 4.762 0.318 0.316 0.312 

 เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (25oC) 

0 5.037 4.919 4.841 0.315 0.313 0.302 

1 5.072 5.152 4.982 0.321 0.322 0.325 

2 4.749 4.821 4.945 0.303 0.304 0.317 

3 4.871 5.175 5.083 0.311 0.313 0.321 

4 4.934 4.947 4.819 0.316 0.301 0.327 
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กราฟที่ 3 ปริมาณความชื้นและค่า water activity ของผงโพรไบโอติกแต่ละชนิดที่เก็บรักษาไว้ที่เวลาต่างๆ 

4.3.2 ศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ระหว่างการเก็บรักษา 

        น่าผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum ที่ได้จากวิธีการท่าแห้งแบบพ่นฝอยมาตรวจวัดจ่านวน

เชื้อ โดยการละลายผงเชื้อโพรไบโอติกด้วยสารละลาย PBS และควบคุมความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายให้

เท่ากับ 20% w/w ท่าการ serial dilution และเพาะเลี้ยงเชื้อด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 

30oC ท่าการตรวจนับจ่านวนเชื้อทุกสัปดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าเมื่อเวลาผ่านไปจ่านวนเชื้อที่รอดชีวิต

ในผงเชื้อโพรไบโอติกลดลงอย่างมีนัยส่าคัญ (P≤0.05) ในทุกสัปดาห์ เมื่อเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติกที่

อุณหภูมิ 4oC จ่านวนเชื้อในผงโพรไบโอติกทั้งสามชนิด ลดลงด้วยอัตราที่เท่ากันในแต่ละสัปดาห์ (P>0.05) 

และเมื่อเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติกที่อุณหภูมิห้อง (25oC) จ่านวนเชื้อในผงโพรไบโอติกที่เพาะเลี้ยงด้วย

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ผสมอินนูลิน และ MRS broth ผสมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ ลดลงด้วยอัตราที่

เท่ากัน (P>0.05) และลดลงด้วยอัตราที่น้อยกว่าอย่างมีนัยส่าคัญ (P≤0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยง

เชื้อ MRS broth ที่ไม่มีการผสมพรีไบโอติก จึงสรุปได้ว่าพรีไบโอติกอินนูลิน และฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ มี

ประสิทธิภาพในการช่วยยืดอายุการเก็บรักษาส่าหรับผงโพรไบโอติกที่ผลิตด้วยวิธีการท่าแห้งแบบพ่นฝอย 

        มีการรายงานเกี่ยวกับอายุการเก็บรักษาของผงเชื้อโพรไบโอติก Lactobacillus plantarum 

44a ที่ผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอยส่าหรับการผสมลงในอาหารลี้ยงสัตว์ โดยการเก็บรักษาผงเชื้อโพรไบโอติก

ไว้ในบรรจุภัณฑ์ที่บรรจุแบบสุญญากาศที่อุณหภูมิ 4oC และ 25 oC พบว่าจ่านวนเชื้อที่รอดชีวิตในเดือนแรก

ของการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC มีจ่านวนเชื้อประมาณ 8 log CFU/g และที่อุณหภูมิ 25oC มีจ่านวนเชื้อ

ประมาณ 6-7 log CFU/g (Bucio, et al., 2005) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองท่ีได้ของงานวิจัยนี้  
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 การท่าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นการเก็บรักษาเชื้อโดยการท่าให้โพรไบโอติกในอยู่สภาวะแห้ง ซึ่งท่าให้

กิจกรรมทางชีวเคมีภายในเซลล์ของโพรไบโอติกลดลง แต่การท่าแห้งส่งผลให้เชื้อโพรไบโอติกต้องสัมผัสกับ

สภาวะที่ไม่เหมาะสมและท่าให้เกิดการตายได้ สาเหตุหลักที่ท่าให้เชื้อเชื้อโพรไบโอติกตายในระหว่างการเก็บ

รักษาในสภาวะแห้งคือ ความเครียดออสโมติก (osmotic stress) ซึ่งเกิดจากความแตกต่างระหว่างความ

เข้มข้นภายในและภายนอกเซลล์ซึ่งท่าให้โมเลกุลของน้่าภายในเซลล์แพร่ออกสู่ภายนอก ในระหว่างท่าแห้ง

แบบพ่นฝอย ท่าให้เกิดการสูญเสียโมเลกุลน้่าบางส่วนบนเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียไป ท่าให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิด

การเปลี่ยนสถานะจากของไหลเป็นสถานะเจล เป็นผลให้สภาพการไหลลดลง ท่าให้เซลล์ไม่สามารถควบคุม

การแพร่เข้าออกของสารได้และตายในที่สุด (Crowe et al., 1998) มีงานวิจัยรายงานการเกี่ยวกับการ

เปลี่ยนแปลงของกรดไขมันในฟอสโฟลิพิดไบเลเยอร์บนเยื่อหุ้มเซลล์ของ L. plantarum ST-III เมื่อใช้โอลิ

โกแซ็กคาไรด์เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าท่าให้กรดไขมันในฟอสโฟลิพิดไบเลเยอร์มีสายโซ่ที่สั้นลง ซึ่งเป็นผลให้

แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน้่าลดลง ลดการแทรกตัวของโปรตีนและไขมันบนเยื่อหุ้มเซลล์และท่าให้หมู่

เอซิลอิสระที่ปลายโซ่ของฟอสโฟลิปิดเคลื่อนไหวได้มากขึ้น จึงท่าให้ความสามารถในการไหลของเยื่อหุ้มเซลล์

เพ่ิมขึ้น (Wu et al., 2012) (Cao-Hoang et al., 2008) ดังนั้นการผสมพรีไบโอติกอินนูลินและฟรุกโตโอลิโก

แซคคาไรด์ลงไปในอาหารเลี้ยง จึงส่งผลให้ผนังเซลล์ของเชื้อโพรไบโอติกมีสภาพการไหลที่มากขึ้นและสามารถ

คงสภาพเดิมไว้ได้แม้ผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอย ซึ่งช่วยลดอัตราการตายและยืดอายุการเก็บรักษาของผงเชื้อ

โพรไบโอติกให้มากขึ้น 

ตารางท่ี 7.1 เปรียบเทียบจ่านวนเชื้อในผงโพรไบโอติกที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง (25oC)

       ในแต่ละทรีทเมนท์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

หมายเหตุ ตัวอักษร A, B, C, D และ E เป็นค่าสถิตตามแนวคอลัมน์ที่แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญที่

   ระดับความเชื่อมั่น 95% (P≤0.05); n=3 , ± หมายถึง ± ค่า SD 

เวลา 

(สัปดาห์) 

ที่อุณหภูมิ 4oC (log CFU/g) ที่อุณหภูมิห้อง (25oC) (log CFU/g) 

Control Inulin 3% FOS 3% Control Inulin 3% FOS 3% 

0 10.466 ± 0.04A 10.519 ± 0.04A 10.573 ± 0.05A 10.466 ± 0.04A 10.519 ± 0.04A 10.573 ± 0.05A 

1 9.761 ± 0.05B 9.832 ± 0.03B 10.069 ± 0.06B 8.654 ± 0.08B 8.918 ± 0.03B 8.972 ± 0.03B 

2 9.276 ± 0.04C 9.329 ± 0.09C 9.583 ± 0.07C 7.354 ± 0.02C 7.901 ± 0.05C 8.121 ± 0.02C 

3 8.874 ± 0.06D 9.028 ± 0.06D 9.300 ± 0.04C 6.351 ± 0.03D 7.302 ± 0.04D 7.565 ± 0.06D 

4 8.474 ± 0.06E 8.746 ± 0.05E 9.017 ± 0.06E 5.751 ± 0.05E 6.892 ± 0.09E 7.248 ± 0.04E 
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ตารางที่ 7.2 เปรียบเทียบจ่านวนเชื้อในผงโพรไบโอติกท่ีเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง 

(25oC)ในแต่ละสัปดาห์ เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 หมายเหตุ ตัวอักษร a และ b เป็นค่าสถิตตามแถวแนวนอนที่แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส่าคัญที่ระดับ 

      ความเชื่อมั่น 95% (P≤0.05); n=3 , ± หมายถึง ± ค่า SD 

 

 

กราฟที่ 4 ความสัมพันธ์ระหว่างจ่านวนเชื้อในผงเชื้อโพรไบโอติกที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง

    (25oC) กับระยะเวลาต่างๆ 
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Control at 4oC Inulin 3% at 4oC FOS 3% at 4oC

Control at room temp Inulin 3% at room temp FOS 3% at room temp

เวลา 

(สัปดาห์) 

ที่อุณหภูมิ 4oC (log CFU/g) ที่อุณหภูมิห้อง (25oC) (log CFU/g) 

Control Inulin 3% FOS 3% Control Inulin 3% FOS 3% 

0 10.466 ± 0.04a 10.519 ± 0.04a 10.573 ± 0.05a 10.466 ± 0.04a 10.519 ± 0.04a 10.573 ± 0.05a 

1 9.761 ± 0.05a 9.832 ± 0.03a 10.069 ± 0.06a 8.654 ± 0.08b 8.918 ± 0.03b 8.972 ± 0.03b 

2 9.276 ± 0.04a 9.329 ± 0.09a 9.583 ± 0.07a 7.354 ± 0.02b 7.901 ± 0.05c 8.121 ± 0.02c 

3 8.874 ± 0.06a 9.028 ± 0.06a 9.300 ± 0.04a 6.351 ± 0.03b 7.302 ± 0.04c 7.565 ± 0.06c 

4 8.474 ± 0.06a 8.746 ± 0.05a 9.017 ± 0.06a 5.751 ± 0.05b 6.892 ± 0.09c 7.248 ± 0.04c 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

     จากการศึกษาประสิทธิภาพของพรีไบโอติกต่อการเจริญเติบโตของโพรไบโอติก L. plantarum โดยการ
ติดตามวัดจ่านวนเชื้อโพรไบโอติกในอาหารเลี้ยงเชื้อในแต่ละชั่วโมงเป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีการเติมอินนูลินไม่ส่งผลต่อการเพิ่มจ่านวนของเชื้อโพรไบโอติกอย่างมีนัยส่าคัญ (P > 0.05)  และอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีการเติมฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ส่งผลต่อการเพ่ิมจ่านวนเชื้อโพรไบโอติอย่างมีนัยส่าคัญ (P ≤ 0.05)  
จากการศึกษาประสิทธิภาพของพรีไบโอติกต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก  L. plantarum โดยท่าการตรวจ
นับจ่านวนเชื้อก่อนและหลังการท่าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกที่เลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth, MRS broth + Inulin และ MRS broth + FOS เท่ากับ 92.28, 92.40 และ
92.40% ตามล่าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิดไม่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก 
และจากการศึกษาผลของพรีไบโอติกต่ออายุการเก็บรักษาของโพรไบโอติก โดยท่าการวัดค่า aw , %MC และ
ตรวจนับจ่านวนเชื้อโพรไบโอติก พบว่า aw และ %MC ไม่มีการเปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 
และพบว่าอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้ง 3 ชนิดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญ (P>0.05) และอัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้อง ( 25 องศาเซลเซียส ) ที่เพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิด
เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีการเติมพรีไบโอติกแตกต่างกันอย่างมีนัยส่าคัญ (P<0.05) ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่าพรีไบโอติกทั้ง 2 ชนิดช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส)  

5.2 ข้อเสนอแนะ 

ในปัจจุบันมีการค้นพบพรีไบโอติกในธรรมชาติหลากหลายชนิด นอกเหนือจากอินนูลินและฟรุกโตโอลิ

โกแซคคาไรด์เช่น กาแลกโตโอลิโกแซคคาไรด์ และไซโลโอลิโกแซ็กคาไรด์ ซึ่งสามารถน่ามาศึกษาต่อยอดได้โดย

ใช้แนวทางตามการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ สามารถศึกษาต่อยอดเกี่ยวกับเทคนิคการท่าแห้งแบบอ่ืนเพ่ิมเติม 

รวมถึงการท่าซินไบโอติกไมโครเอนแคปซูล (Sybiotic microencapsulation) ซึ่งเป็นการท่าแห้งโพรไบโอ

ติกร่วมกับพรีไบโอติก นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ ซึ่งได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นผงเชื้อโพรไบโอติก สามารถศึกษาต่อ

ยอดได้โดยการน่าไปทดลองผสมลงในอาหารเลี้ยงกุ้งขาวและศึกษาผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นต่อไป เพ่ือให้มีความเข้าใจ

เกี่ยวกับประสิทธิภาพของพรีไบโอติกที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและรอดชีวิตของโพรไบโอติกแลคติกแอซิด

แบคทีเรียได้มากยิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก. 

ขั้นตอนการทดลอง 

 

ก.1 การตรวจนับจ านวนเชื้อโดย Spread  Plate Technique 

  อุปกรณ์และเครื่องมือ 

  1. อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 

  2. แอลกอฮอล์เข้มข้น 95% 

  3. สารละลาย NaCI 0.85% 

  4. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 

  5. ไมโครปิเปต 100 µl และ 1000 µl 

  6. จานเพาะเชื้อ 

  7. แท่งแก้วรูปตัวแอล (spreader) 

  8. หลอดทดลอง 

  9. ขวด duran 

วิธีการวิเคราะห์  

ท าการเจือจางแบบ serial dilutions 

1. ปิเปตตัวอย่างที่มีเชื้อโพรไบโอติก L. Plantarum ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใส่หลอดทดลองที่

มีสารละลาย NaCl 0.85% ที่ฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 9 มิลลิลิตรด้วย Aseptic Technique 

เขยา่ให้เข้ากัน จะได้เป็นสารละลายเจือจาง 101 เท่า 

2. ปิเปตตัวอย่างจากข้อ 1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใส่หลอดทดลองที่มีสารละลาย NaCl 

0.85% ที่ฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 9 มิลลิลิตรด้วย Aseptic Technique เขย่าให้เข้ากัน จะได้

เป็นสารละลายเจือจาง 102 เท่า 

3. ท่าการทดลองแบบเดิมซ้่าเหมือนกับข้อ 1 และ 2 เพ่ือเจือจางสารละลายตัวอย่างจนกว่าจะ

ได้ความเข้มข้นตามท่ีต้องการ 

    เทคนิคการ Spread plate และการตรวจนับจ านวนเชื้อ 

1. ปิเปตสารละลายตัวอย่างจากการเจือจางแบบ serial dilutions ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลง

ในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ท่า 3 ซ่้า 

2. ท่าการฆ่าเชื้อแท่งแก้วรูปตัวแอล (spreader) โดยน่าไปจุ่มในแอลกอฮอล์เข้มข้น 95% แล้ว

น่าไปเผาไฟจนแอลกอฮอล์ไหม้หมด และรอให้ spreader เย็น 

3. ใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลเกลี่ยเชื้อให้ทั่วจานจานเพาะเชื้อ จากนั้นท่าการฆ่าเชื้อแท่งแก้วรูปตัว

แอลซ้่าแบบข้อ 2 แล้วน่าไปเกลี่ยเชื้อในจานเพาะเชื้อที่เหลือ 
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4. กลับจานเพาะเชื้อให้ด้านที่มีอาหารเพาะเชื้ออยู่ด้านบน แล้วน่าจานเพาะเชื้อไปบ่มในตู้บ่ม

เชื้อ (Incubator) ที่อุณหภูมิ 30°C นาน 24-48 ชั่วโมง 

5. เมื่อผ่านการบ่ม 24-48 ชั่วโมง ให้น่าจานเพาะเชื้อออกมานับจ่านวนโคโลนี (colony) ซึ่ง

ค่าท่ีได้มีหน่วยเป็น colony forming unit (CFU) แล้วน่าไปค่านวนกลับเพื่อหาความเข้มข้น

ของเชื้อในหน่วย CFU/ml และCFU/g จาก number of colonies x dilution factor 

6. ค่านวนหา %survival หลังจากเชื้อผ่านการท่าแห้งแบบพ่นฝอยจาก  

          
จ่านวนเซลล์ที่รอดชีวิต            

จ่านวนเซลล์ที่ใสล่งไปท้ังหมด            
 

ก.2 การหาปริมาณความชื้น (moisture content)  

อุปกรณ์และเครื่องมือ 

  เครื่องวิเคราะห์ความชื้น (Moisture analyzer) 

 วิธีการวิเคราะห์  

1.เปิดเครื่อง moisture content ชั่งน้่าหนักผงโพรไบโอติก L. plantarum ประมาณ 0.5 g. 

ปิดฝาเครื่อง moisture content ให้เครื่องอ่านค่า moisture analyzer 

ก.3 การวัดค่า Water Activity (aw) 

 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

  เครื่องวัด Water Activity (aw) 

 วิธีการวิเคราะห์ 

  1. เปิดเครื่อง Water Activity ทิ้งไว้ก่อน 15–30 นาที เพื่อให้เครื่องพร้อมท่างาน 

  2. น่าผงโพรไบโอติก L. plantarum มาใส่ถ้วยพลาสติก หมุนให้เครื่องอ่านค่า Water    

        Activity 
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ภาคผนวก ข 

ข้อมูลผลการทดลอง 

การค่านวน ANOVA : อัตราการเจริญเติบโตของเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

การค่านวน ANOVA  : อัตราการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   logCFU   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 3.000
a
 5 .600 245.185 .000 

Intercept 1882.484 1 1882.484 769250.382 .000 

trt 3.000 5 .600 245.185 .000 

Error .029 12 .002   

Total 1885.513 18    

Corrected Total 3.029 17    

a. R Squared = .990 (Adjusted R Squared = .986) 

การค่านวน ANOVA : %MC ของผงเชื้อ L. plantarum ที่อุณหภูมิ 4oC 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   logCFU   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 371.454
a
 19 19.550 1042.640 .000 

Intercept 4100.740 1 4100.740 218698.334 .000 

trt 371.454 19 19.550 1042.640 .000 

Error .806 43 .019   

Total 4445.083 63    

Corrected Total 372.260 62    

a. R Squared = .998 (Adjusted R Squared = .997) 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   Survival   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .186
a
 4 .046 4.978 .018 

Intercept 352.915 1 352.915 37806.122 .000 

trt2 .186 4 .046 4.978 .018 

Error .093 10 .009   

Total 353.194 15    

Corrected Total .279 14    

a. R Squared = .666 (Adjusted R Squared = .532) 
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การค่านวน ANOVA : %MC ของผงเชื้อ L. plantarum ที่อุณหภูมิห้อง (25oC) 
Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   Survival   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .113
a
 4 .028 2.528 .107 

Intercept 368.498 1 368.498 32862.328 .000 

trt2 .113 4 .028 2.528 .107 

Error .112 10 .011   

Total 368.724 15    

Corrected Total .226 14    

a. R Squared = .503 (Adjusted R Squared = .304) 

 
การค่านวน ANOVA : aw ของผงเชื้อ L. plantarum ที่อุณหภูมิ 4oC 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   Survival   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .000
a
 4 5.643E-5 1.890 .189 

Intercept 1.471 1 1.471 49266.080 .000 

trt2 .000 4 5.643E-5 1.890 .189 

Error .000 10 2.987E-5   

Total 1.472 15    

Corrected Total .001 14    

a. R Squared = .430 (Adjusted R Squared = .203) 

 
การค่านวน ANOVA : aw ของผงเชื้อ L. plantarum ที่อุณหภูมิห้อง (25oC) 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   Survival   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model .000
a
 4 9.640E-5 1.542 .263 

Intercept 1.480 1 1.480 23660.470 .000 

trt2 .000 4 9.640E-5 1.542 .263 

Error .001 10 6.253E-5   

Total 1.481 15    

Corrected Total .001 14    

a. R Squared = .381 (Adjusted R Squared = .134) 
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การค่านวน ANOVA : การรอดชีวิตของเชื้อ L. plantarum ในระหว่างการเก็บรักษา 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable:   logCFU   

Source 

Type III Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Corrected Model 154.117
a
 29 5.314 2057.060 .000 

Intercept 7045.025 1 7045.025 2726954.119 .000 

trt 154.117 29 5.314 2057.060 .000 

Error .155 60 .003   

Total 7199.297 90    

Corrected Total 154.272 89    

a. R Squared = .999 (Adjusted R Squared = .999) 

 

รูปตัวอย่างผงเชื้อโพรไบโอติก L. plantarum 
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