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บทคัดย่อ 

งานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการรอดชีวิตของ Lactobacillus paracesei BCC 

42359 ที่ผานกระบวนการท าแหงแบบแช่เยือกแข็ง โดยใช้สารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน คือ skim 

milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และตัวอย่างควบคุมที่ไม่ใส่สารป้องกัน

ความเย็น โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC42359 หลังผ่านกระบวนการแช่

แข็งที่ -80  องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง และการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง โดยใช้เครื่อง freeze 

dryer ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส ความดันน้อยกว่า 132 Pa นาน 8 ชั่วโมง โดยผลการ

ทดลองภายหลังการแช่แข็ง พบว่า เชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่มีสารป้องกันความเย็น คือ 

skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีจ านวนการรอดชีวิตเท่ากับ  

1.93 X 109 CFU/g และ 1.33 X 109 CFU/g ตามล าดับ และตัวอย่างควบคุมที่ไม่ใส่สารป้องกัน 

ความเย็น มีจ านวนการรอดชีวิตเท่ากับ 1.37 X 109 CFU/g ซึ่งไม่แตกต่างจากจ านวนเชื้อเริ่มต้น และ

ในขั้นตอนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง พบว่า เชื้อ L.paracesei BCC 42359 ที่มี skim milk ร้อย

ละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีการรอดชีวิตได้ดีที่ สุ ด เท่ ากับ  6.51 X 109 CFU/g  และ 

maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีการรอดชีวิตเท่ากับ 4.70 x 109 CFU/g    ซึ่ง

แตกต่างจากตัวอย่างควบคุมที่มีการรอดชีวิตของเชื้อน้อยที่สุดเท่ากับ 9.5 X 106 และศึกษาการรอด

ชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC42359 เมื่อผ่านการทดสอบภายใต้สภาวะระบบทางเดินอาหาร

จ าลองแบบต่อเนื่อง พบว่า เม็ดบีดที่ห่อหุ้มเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่มี skim milk และ 

maltodextrin  ร้ อ ย ล ะ  10 โ ด ย น้ า ห นั ก ต่ อ ป ริ ม า ต ร  มี จ า น ว น เ ชื้ อ ค ง เ ห ลื อ เ ท่ า กั บ  

6.48 logCFU/g และ 3.32 logCFU/g ตามล าดับ โดยคิดเป็นอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 70.69 และ 

25.41 ตามล าดับ  

 

ค าส าคัญ : โพรไบโอติก ไมโครเอนแคปซูเลชัน การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง สารป้องกันความเย็น 
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บทท่ี 1  

บทน า 

 

1. รายละเอียดของหน่วยงาน 

 สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร เป็นสถานทีว่ิจัยและพัฒนาด้านวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีอาหาร สร้างนวัตกรรมเพ่ือส่งเสริมและสนับสนุนอุตสาหกรรมอาหารของประเทศให้บริการ

ประกันคุณภาพด้านความปลอดภัยอาหาร ดังนั้นจึงเหมาะส าหรับการฝึกประสบการณ์วิชาชีพที่จะ

สามารถทราบถึงปัญหา ลงมือปฏิบัติงานได้จริง และยังน าทฤษฎี หลักการ ความรู้พ้ืนฐานต่าง ๆ   

จากการเรียนมาประยุกตใ์ช้ในการท างานในด้านจุลชีววิทยาอีกด้วย  

 สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร มีชื่อย่อว่า "สถาบันอาหาร" เดิมคือฝ่ายศึกษา 

ทดลอง และวิจัยขององค์การอาหารส าเร็จรูป (อสร.) ซึ่งมีหน้าที่จัดหาเครื่องจักร อุปกรณ์การผลิต 

และทดลองผลิ ตอาหาร ให้ แก่ กองทัพ  ก่ อตั้ ง ขึ้ น เมื่ อปี  พ .ศ .  2498  ณ บริ เ วณภายใน

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยมีนายอมร ภูมิรัตน์ เป็นหัวหน้าฝ่ายศึกษา ทดลอง และวิจัยดังกล่าว 

ต่อมา อสร. ได้จัดตั้งโรงงานขนาดใหญ่ขึ้นที่ อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี จึงไม่มีความจ าเป็นต้องใช้

ฝ่ า ยศึ กษาทดลองวิ จั ย อี กต่ อ ไป  คณะรั ฐ มนตรี จึ ง ไ ด้ มี มติ ใ ห้ โ อนฝ่ า ยศึ กษ า  ทดลอง  

และวิจัยนี้ให้แก่ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เมื่อวันที่ 30 กันยายน พ.ศ.  2511 ซึ่งขณะนั้น 

ศาสตราจารย์อินทรีย์ จันทรสถิตย์ ด ารงต าแหน่ง อธิการบดีมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ชื่อภาษาอังกฤษว่า Institute of Food 

Research and Product Development  (IFRPD) ก่อตั้งอย่างเป็นทางการขึ้นเมื่อวันที่ 30 กันยายน 

พ.ศ. 2511 โดยมี ศาสตราจารย์อมร ภูมิรัตน์ เป็นผู้อ านวยการคนแรก สถาบันอาหารฯ เป็นสถาบัน

เฉพาะทางท าหน้าที่วิจัยด้านวิทยาศาสตร์การอาหาร จุลชีววิทยาด้านอาหาร และโภชนาการ มีส่วนใน

การสร้างความเข้มแข็ง และเผยแพร่ความรู้สู่นักวิชาการ นักศึกษา และเพ่ิมศักยภาพในการแข่งขัน

ให้แก่ผู้ประกอบการอุตสาหกรรมอาหาร รวมถึงกลุ่มเกษตรกรได้อย่างเป็นรูปธรรม ตลอดจนท าการ

วิจัยตามนโยบายของรัฐบาลเพ่ือแก้ไขปัญหาทางเศรษฐกิจของประเทศที่เกี่ยวข้องกับผลิตผลทางการ

เกษตร วิจัยและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร เพ่ือแก้ปัญหาทางด้านอาหารต่าง ๆ ที่เกิดข้ึนในปัจจุบัน  
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ที่ตั้งของสถาบัน  : สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร เลขที่ 50    

     ถนนงามวงศ์วาน แขวงลาดยาว เขตจตุจักร กรุงเทพมหานคร 10900 

     โทรศัพท์ :  02-9428629-35 

     โทรสาร   :  02-5611970 

     Email     :  ifr@ku.ac.th 

     Website  :  ifrpd.ku.ac.th 

 

 

ภาพที่ 1 แผนที่ตั้งสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร 
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วิสัยทัศน์  

 เป็นสถาบันที่ผลิตนวัตกรรมแบบครบวงจรเพื่อขับเคลื่อนอุตสาหกรรมอาหาร 

พันธกิจ 

1. มุ่งพัฒนางานวิจัยเพื่อสร้างนวัตกรรม 

2. มุ่งพัฒนาการให้บริการครบวงจรที่มีมาตรฐานสากล 

3. มุ่งพัฒนาความรู้ในการขับเคลื่อนอุตสาหกรรมอาหาร 

4. มุ่งพัฒนาระบบสนับสนุนให้มีประสิทธิภาพ 

นโยบาย 

 1. การวิจัยและการพัฒนา การวิจัยและการพัฒนาพัฒนางานวิจัยมุ่งสู่การสร้างนวัตกรรม

อาหารผลักดันนักวิจัยรุ่นใหม่ให้มีความสามารถในการผลิตงานวิจัยร่วมกับภาคเอกชน เพ่ือรองรับ

อุทยานวิทยาศาสตร์อาหาร (KU Food Science Park) ส่งเสริมให้มีการตีพิมพ์เผยแพร่ผลงานวิจัยใน

วารสารทั้งใน และต่างประเทศสร้างเครือข่ายงานวิจัยและพัฒนาด้านอุตสาหกรรมอาหารกับ

หน่วยงานภายนอกโดยเฉพาะภาคเอกชน จัดหางบประมาณอุดหนุนการวิจัยจากแหล่งทุนภายใน และ

ภายนอกประเทศ 

 2. การบริการวิชาการ ขยายขีดความสามารถของงานบริการวิชาการสร้างรายได้และพัฒนา

ทักษะบุคลากร จัดระบบบริหารจัดการทรัพยากรเพ่ือให้บริการวิชาการอย่างมีประสิทธิภาพ และ

ส่งเสริมการให้บริการวิชาการท่ีตอบสนองต่อสังคม และชุมชน  

3. การสนับสนุนการศึกษา ร่วมมือกับภาควิชา/คณะในด้านการเรียนการสอน การสนับสนุน

เครื่องมืออุปกรณ์ในการท าวิทยานิพนธ์และการฝึกงานเตรียมความพร้อมให้กับหน่วยงานสามารถ

รองรับการให้นิสิตเข้ามาฝึกงาน และท างานวิจัย เพ่ือรองรับนโยบายการใช้ทรัพยากรร่วมกันของ

มหาวิทยาลัย 

 4. การท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรม  ส่งเสริมกิจกรรมการท านุบ ารุงศิลปวัฒนธรรมและกิจกรรม

เสริมสร้างความสัมพันธ์ระหว่างบุคลากร เพ่ือส่งเสริมให้เกิดอัตลักษณ์ที่ดีของมหาวิทยาลัย 
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5. การบริหารจัดการ ส่งเสริมการบริหารจัดการให้มีประสิทธิภาพถูกต้องให้สถาบันสามารถ

เลี้ยงตัวเองได้เน้นการมีส่วนร่วมของบุคลากรพัฒนา และปรับปรุงระบบสารสนเทศ และฐานข้อมูล 

เพ่ือการบริหารจัดการในทุกภารกิจ ส่งเสริมการวิจัยของสถาบันในภารกิจหลัก พัฒนาศักยภาพ

บุคลากรพร้อมเข้าสู่การเป็นประชาคมอาเซียนพัฒนาการประชาสัมพันธ์ให้เป็นที่รู้จัก และยอมรับใน

สังคม 

โครงสร้างการบริหารงานสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร

 
ภาพที่ 2 โครงสร้างการบริหารงานสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภณัฑ์อาหาร  
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โครงสร้างการแบ่งส่วนราชการสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร 

 

 

ภาพที่ 3 โครงสร้างการแบ่งส่วนราชการสถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร 
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 ผลิตภัณฑ์ของสถาบัน 

 ผลิตภัณฑ์ทุกผลิตภัณฑ์ที่สถาบันค้นคว้า และพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ผลิตออกจ าหน่ายจะ

เป็นผลิตภัณฑ์ที่เป็นผลจากการศึกษา ค้นคว้า วิจัย ทดลอง และพัฒนาของนักวิจัยสถาบันฯ ตามหลัก

วิชาการ อย่างจริงจัง และต่อเนื่อง จนมั่นใจว่าเป็นผลิตภัณฑ์ทีมีคุณภาพ สะอาด ปลอดภัย และได้

มาตรฐาน จึงสามารถสร้างความเชื่อมั่นให้แก่ผู้บริโภคได้อย่างแน่นอน นอกเหนือจากผลิตภัณฑ์ที่มี

คุณภาพแล้ว สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ยังมีบริการต่าง ๆ ที่มีคุณภาพ อีกด้วย ได้แก่ 

 การบริการทางวิชาการ การตรวจวิเคราะห์คุณภาพผลิตภัณฑ์อาหาร และวัตถุดิบ การวิจัย

และพัฒนาผลิตภัณฑ์ (Product R&D) การให้บริการเครื่องมือ เครื่องจักร อุปกรณ์การผลิตผลิตภัณฑ์

อาหาร ให้แก่ผู้ประกอบการทุกระดับ โดยเฉพาะอย่างยิงระดับ SMEs ระดับครัวเรือน ที่ต้องการการ

สนับสนุนด้านองค์ความรู้และทรัพยากรบุคคล การบริการห้องประชุม พร้อมอุปกรณ์ที่ทันสมัย/ครบ

ครัน และอาหารที่ สะอาด อร่อย ถูกหลักโภชนาการ ในราคาที่เหมาะสม 

 

2. ต าแหน่งและลักษณะงานที่ได้รับมอบหมายในการปฏิบัติสหกิจศึกษา 

 ต าแหน่งงานที่ได้รับมอบหมายคือ ผู้ช่วยนักวิจัย ลักษณะงาน คือ รับผิดชอบการวิจัย        ใน

ฐานะผู้ช่วยนักวิจัย เตรียมเอกสารที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย รายงานปัญหา หรือข้อผิดพลาด ที่เกิดขึ้น

ระหว่างท าการทดลอง และรายงานอ่ืน ๆ ทีเ่กี่ยวข้องกับการปฏิบัติงาน บันทึกข้อมูลต่าง ๆ ในการท า

การทดลอง วิเคราะห์ผล และสรุปผล รวมทั้งปฏิบัติงานอื่น ๆ ตามที่ได้รับมอบหมาย 
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3. พนักงานทีป่รึกษา 

นางสาวกัญญรัตน์ กัญญาค า 

ต าแหน่ง : นักวิจัยช านาญการ 

กลุ่มวิจัยและพัฒนา : ฝ่ายจุลชีววิทยาประยุกต์ 

ความเชี่ยวชาญ : จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotic) และการ

ประยุกต์ใช้ในอาหาร การใช้เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชันในการ

ห่อหุ้มจุลินทรีย์ 

ผลงานวิจัย : การห่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์เยลลี่เสาวรส การประยุกต์ใช้โปร

ไบโอติกท่ีห่อหุ้มเซลล์ด้วยพรีไบโอติกร่วมกับอัลจิเนตในเครื่องดื่มสมุนไพรไทย การพัฒนาข้าวโพดงอก

และหมักเพ่ือเพ่ิมสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในผลิตภัณฑ์น้ านมข้าวโพด และผลิตภัณฑ์เยลลี่จาก

น้ าส้มสายชูหมักจากผลไม้ 

 

4. ระยะเวลาในการปฏิบัติงานสหกิจ   วันที่ 18 พฤศจิกายน 2562 ถึง วันที่ 6 มีนาคม 2563 

5. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ไดป้ระสบการณ์การท างานจริงในการท างานทางด้านจุลชีววิทยา     

 2. ไดเ้พ่ิมพูนทักษะ และเทคนิควิธีการทดลองต่างๆ ทางด้านจุลชีววิทยา      

 3. ได้เรียนรู้การปรับตัวให้เข้ากับสังคมในสถานประกอบการ และเรียนรู้การอยู่ร่วมกันกับ

     เพ่ือนร่วมงานภายในหน่วยงานเดียวกัน 
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บทท่ี 2 

โครงงานวิจัย 

โครงงานวิจัย เรื่อง : การศึกษาการห่อหุ้มเชื้อโพรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus paracesei  
BCC 42359 ด้วยอัลจิเนตต่อการมีชีวิตรอดในสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง 
 
 1. ที่มาและความส าคัญ 

 โพรไบโอติกจัดเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตสามารถก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพของผู้บริโภค  

หากได้รับในปริมาณที่เพียงพอ โดยกระทรวงสาธารณสุขได้ก าหนดไว้ว่า ผลิตภัณฑ์ที่มีการเติมโพร

ไบโอติกลงไปจะต้องมีจุลินทรีย์ที่มีชีวิตอย่างน้อย 106 CFU/g จนกระทั่งถึงวันที่บริโภค (กระทรวง

สาธารณสุข. ฉบับที่ 346. 2555) จึงจะมีปริมาณเชื้ออยู่ในระดับที่เพียงพอและส่งผลดีต่อสุขภาพของ

ผู้บริโภค แต่มีงานวิจัย พบว่า โพรไบโอติกหลายสายพันธุ์  มีอัตราการรอดชีวิตที่ลดลงเมื่อผ่านเข้าสู่

สภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร และสภาวะความเป็นด่างในล าไส้ การท าไมโครเอนแคปซูเล

ชันจึงเป็นวิธีที่นิยมใช้ในการห่อหุ้มโพรไบโอติก ช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติก เมื่ออยู่กับ

อาหารหรือผลิตภัณฑ์ที่มีสภาวะไม่เหมาะสมต่อการรอดชีวิต และจากการถูกท าลายในสภาวะทางเดิน

อาหารของมนุษย์ แต่วิธีการท าไมโครเอนแคปซูเลชันส่วนใหญ่มีการใช้เชื้อในรูปแบบเชื้อสด ซึ่งจะมี

ข้อจ ากัด คือ มีขั้นตอนในการเพาะเลี้ยงเชื้อที่ยุ่งยาก ใช้เวลานาน และมีอายุการเก็บรักษาที่สั้นกว่า

เชื้อในรูปแบบผง จึงมีการน าเชื้อจุลินทรีย์มาผ่านกระบวนการท าแห้งซึ่งมีหลายกรรมวิธีด้วยกัน เช่น 

การท าแห้งแบบพ่นฝอย การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เป็นต้น โดยกระบวนการท าแห้งที่ผู้วิจัยสนใจ

ท าการศึกษาในครั้งนี้คือ การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) เป็นวิธีการทั่วไปที่นิยมใช้กัน

เนื่องจากสามารถคงคุณสมบัติของผลิตภัณฑ์ได้ดี ทั้งยังสะดวกในการน าไปใช้ และการเก็บรักษา โดย

การท าแหงแบบแชเยือกแข็ง ท าได้โดยการแชแข็งเชื้อจุลินทรียกอนแลวจึงน าไปท าใหแหงดวยการ

ระเหิดที่อุณหภูมิและความดันต่ า (สุญญากาศ) ซึ่งการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในกระบวนการแช่แข็ง

อาจมีอัตราการรอดขีวิตลดลง เนื่องจากในระหว่างกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งนั้นจะต้องมี

การท าให้สารแขวนลอยเซลล์อยู่ในสภาพแข็งซึ่งอาจจะก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ โดยเกิดจาก

ผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ ท าให้เซลล์แตกเกิดการสูญเสียน้ าสารต่างๆ เกิดการรั่วไหลออกมา และท าให้

จุลินทรีย์ตายในที่สุด ทั้งนี้การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งจ าเป็นต้องมีสารป้องกันความเย็น 



9 

 
 
 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงท าการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่ผ่านกระบวนการท าแห้ ง 

แบบแช่เยือกแข็งโดยเปรียบเทียบสารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน และศึกษาการห่อหุ้มเซลล์  

โพรไบโอติกที่ผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งด้วยวิธีไมโครเอนแคปซูเลชัน 

 

1.2. วัตถุประสงค์ของโครงงานวิจัย 

1. ศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ผานกระบวนการท าแหงแบบแช่เยือกแข็ง

โดยเปรียบเทียบสารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน 

2. ศึกษาการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่ผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งต่อการ  

เหลือรอดในสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง  
 

1.3. ขอบเขตของโครงงานวิจัย 

ศึกษากระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งของแบคทีเรียโพรไบโอติก ด้วยสารป้องกันความ

เย็นที่แตกต่างกัน และศึกษาการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกที่ผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง

ด้วยอัลจิเนตต่อการเหลือรอดในสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง 

 

1.4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และร้อยละการรอดชีวิตของแบคที เรีย 
โพรไบโอติกทั้งก่อน และหลังการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

2. ทราบวิธีการท าไมโครเอนแคปซูเลชันด้วยวิธี Extrusion 
          3. สามารถน ากระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งไปพัฒนาใช้ในการผลิตแบคทีเรีย  
โพรไบโอติกในรูปแบบผง เพ่ือน าไปใช้การท าแคปซูลขนาดเล็กด้วยวิธีไมโครเอนแคปซูเลชั่น 

 

1.5. ระยะเวลาด าเนินโครงงานวิจัย 

เดือนพฤศจิกายน 2562 – เดือนมีนาคม 2563
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1.6. แผนการด าเนินงาน 

 

ตารางท่ี 1 แสดงแผนการด าเนินงานโครงงานวิจัย 

 

1.7. นิยามศัพท์เฉพาะ 

1. โพรไบโอติก หมายถึง จุลินทรีย์ที่มีชีวิตและมีประโยชน์ต่อสุขภาพ ประกอบไปด้วย
จุลินทรีย์ในกลุ่มแลคติกแอซิดแบคทีเรีย 

2. ไมโครเอนแคปซูเลชัน หมายถึง กระบวนการห่อหุ้มของเหลว และเชื้อจุลินทรีย์ 

ที่มีประโยชน์ ด้วยโพลิเมอร์ชั้นบางๆ เช่น อัลจิเนต ซึ่งมีขนาดตั้งแต่ 1 จนถึง 1,000 ไมครอน  

3. การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง หมายถึง การท าแห้ง (dehydration) ด้วยการแช่เยือกแข็ง 

(freezing) ท าให้น้ าเปลี่ยนสถานะเป็นผลึกน้ าแข็งก่อน แล้วจึงลดความดันเพ่ือให้ผลึกน้ าแข็งระเหิด 

(sublimation) เป็นไอ ด้วยการลดความดันให้ต่ ากว่าบรรยากาศปกติ ขณะควบคุมให้อุณหภูมิต่ า

เท่ากับหรือ ต่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส 

4. สารป้องกันความเย็น หมายถึง สารที่ป้องกันการเกิดผลึกน้ าแข็งโดยลดจุดเยือกแข็ง 

ให้ต่ าลง 

การด าเนินงาน 
ระยะเวลาด าเนินงาน 

พฤศจิกายน ธันวาคม มกราคม กุมภาพันธ์ มีนาคม 

ก าหนดหัวข้องานวิจัย     

ศึกษาค้นคว้าข้อมูล  

ด าเนินงานวิจัย     

- วิธีการเตรียมเชื้อจุลินทรีย์โพรไบโอติก     

- วิธีการเตรียมสารป้องกันความเย็น      

- วิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง      

- วิธีการท าแคปซูลขนาดเล็ก     

- วิธีการทดสอบการเหลือรอดในสภาวะ
ทางเดินอาหารจ าลอง 

    

วิเคราะห์ผลการทดลอง      

สรุปและอภิปรายผล     
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 2. การทบทวนเอกสาร 

 2.1 โพรไบโอติก (Probiotics) 

 โพรไบโอติก คือ กลุ่มของจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ซึ่งเมื่อเข้าไปอยู่ในระบบของร่างกายของมนุษย์ 

ในปริ มาณที่ ม ากพอแล้ ว จะก่ อ ให้ เ กิ ดประโยชน์ ต่ อ สุ ขภาพร่ า งกายของสิ่ งมี ชี วิ ตนั้ น ๆ  

(FAO/WHO, 2002) ดังนั้นโพรไบโอติก จึงหมายถึง จุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารที่มีประโยชน์

และมีผลต่อระบบสมดุลภายในล าไส้ ท าให้ระบบขับถ่ายอาหารเกิดความสมดุล ช่วยในเรื่องของการ

ขับถ่าย เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถทนกรดในกระเพาะอาหารและน้ าดี ในล าไส้  สามารถผลิต 

กรดแลกติกและสร้างสารยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นได้ (อัจฉรา, 2550)  

  2.1.1 กลไกการท างานของโพรไบโอติก       

 จุลินทรีย์โพรไบโอติกมีกลไกการท างานในการต่อต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคดังนี้       

 1. แย่งพื้นที่ยึดเกาะกับจุลินทรีย์ชนิดใหม่บนผนังล าไส้เล็ก โดยปกติโพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์

ที่อยู่ในระบบทางเดินอาหารมีความสามารถในการต้านการเกาะของจุลินทรี ย์ใหม่บนผนังล าไส้

โดย เฉพาะจุลินทรี ย์ที่ ก่ อ โ รค ด้ วยกระบวนการที่ เ รี ยกว่ า  Competitive exclusion หรือ 

Colonization resistance นอกจากนี้ยังมีการผลิตสารที่ เป็นพิษต่อจุลินทรีย์ที่ เข้าไปใหม่ เช่น  

ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์        

 2. แย่งอาหารกับจุลินทรีย์ชนิดใหม่โดยจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะแย่งอาหารในบริเวณท่ีเกาะตั้ง

ถิ่นฐานไม่ให้เหลือพอส าหรับจุลินทรีย์ชนิดใหม่      

 3.  ผลิตสารต้านการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ อ่ืน โดยโพรไบโอติกจะผลิตสาร 

แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) ซึ่งเป็นสายเปปไทด์ขนาดเล็ก มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคที เรีย 

แกรมบวกบา งชนิ ดที่ ก่ อ ใ ห้ เ กิ ด โ ร ค  แล ะท า ใ ห้ อ าห า รบู ด เ สี ย  เ ช่ น  Bacillus cereus,  

Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes และ Staphylococcus aureus 
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 2.1.2 คุณสมบัติที่ดีของโพรไบโอติก          

 1. สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีเกลือน้ าดีร้อยละ 0.15 และ 0.30 เพ่ือให้สัมพันธ์กับการ 

หลั่งเกลือน้ าดีภายในล าไส้เล็กในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ที่มีความเข้มข้นของเกลือน้ าดี

ประมาณร้อยละ 0.15 - 0.30  ซึ่งเป็นแหล่งที่โพรไบโอติกแบคทีเรียอาศัยอยู่        

 2. สามารถเจริญได้ในภาวะความเป็น กรด -  ด่าง (ค่าพีเอช pH unit) 2, 3, 4, 8 และ 9 ซึ่ง

เป็นระดับความเป็นกรด-ด่าง เช่นเดียวกับที่พบในกระเพาะอาหารของมนุษย์ซึ่งมีความเป็นกรดที่

ระดับ ค่าพีเอชเท่ากับ 3 หรือต่ ากว่า โดยทั่วไปความต้านทานต่อกรด และพีเอชจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์

ของจุลินทรีย์โดย Bifidobacteria มีความสามารถทนต่อกรดและพีเอชน้อยกว่า Lactobacillus ซึ่ง

แบคทีเรีย ที่เจริญได้ในสภาวะดังกล่าวบ่งบอกถึงความสามารถในการเจริญและรอดชีวิตจา ก 

ภาวะความเป็นกรด-ด่าง ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์        

 3. สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และแบคทีเรีย 

ที่เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียรวมทั้งหมด 13  ชนิด  พบว่า L. plantarum สามารถยับยั้ง  

การเจริญของแบคทีเรียทั้ง 13 ชนิด  ได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียอ้างอิง ซึ่ง 

คุณสมบัติของแบคทีเรียจะช่วยให้แบคทีเรีย L. plantarum สามารถต้านจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบ

ทางเดินอาหารอาจช่วยในการลดการก่อโรคโดยแบคทีเรีย และป้องกันปัญหาสุขภาพ อ่ืนๆ   

ที่มแีบคทีเรียก่อโรคสาเหตุ        

 4. การไม่แก่งแย่งสารอาหารที่จ าเป็นต่อร่างกายมนุษย์โดยการทดสอบความสามารถใน   

การเจริญได้ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไม่มีวิตามินบี 12 เนื่องจากการดูดซึมวิตามินเข้าสู่ร่างกายมักเกิดที่

ล าไส้เล็ก และวิตามินบี 12 เป็นวิตามินที่ละลายน้ าชนิดหนึ่งที่ถูกดูดซึมในบริเวณล าไส้เล็ก             ซ่ึง

แหล่งที่มาของ วิตามินบี 12 ในแหล่งอาหารจากธรรมชาตินั้นพบว่ามีเฉพาะในเนื้อสัตว์เท่านั้น  ดังนั้น

แบคทีเรีย  L. plantarum จึงสามารถเจริญได้ในอาหารที่ไม่มีวิตามินบี 12  ซึ่งหมายถึงแบคทีเรีย

ทดสอบนี้ ไม่ต้ อ ง  อาศัยวิ ตามินบี  12  ในการ เจริญจึ งน่ าจะเป็นประโยชน์ ต่ อผู้ บ ริ โ ภค  

กลุ่มมังสวิรัติหรือผู้ที่รับประทานอาหาร มังสวิรัติที่ไม่ดื่มนมที่มรีะดับวิตามินบี 12 ต่ า       

 5. สามารถย่อยสารชีวโมเลกลุขนาดใหญ่ เช่น โปรตีน แป้ง และไขมัน ซึ่งแบคทีเรีย            

L. plantarum ที่ย่อยได้ทั้งแป้งและโปรตีน มีความสามารถในการย่อยสารชีวโมเลกุล และส่งเสริม

ระบบการย่อยอาหารเพ่ือดูดซึมไปใช้ประโยชน์แก่ร่างกายต่อไป
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6. สามารถเกาะติดผนังล าไส้ของเจ้าบ้านได้เป็นคุณสมบัติที่มีความส าคัญในการส่งเสริม 

สุขภาพของผู้บริโภค เพราะเป็นการเริ่มต้นของการอาศัยในระบบทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิต และ

ช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้านหรือผู้บริโภค  ซึ่งแบคทีเรียที่สามารถเกาะติดผนังล าไส้

ผู้บริโภคได้จะเป็นตัวขับเคลื่อนส าคัญให้แก่ร่างกายผู้บริโภคเกิดกลไกการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยเฉพาะในล าไส้มีเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันกว่าร้อยละ 80 อยู่

บริเวณนี้จึงถือว่าระบบทางเดินอาหารเป็นแหล่งที่มีบทบาทสูงต่อสุขภาพของสิ่งมีชีวิตเมื่อแบคทีเรีย

เข้าไปในร่างกายจะท าให้ระบบภูมิคุ้มกันจดจ าว่าเป็นจุลินทรีย์ชนิดดีหรือชนิดที่ไม่ดี และมีการ

ตอบสนองที่แตกต่างกัน เช่น ถ้าเป็นโพรไบโอติกซึ่งเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่มีประโยชน์ เมื่อผ่านเข้าไปใน

ระบบทางเดินอาหารและเกาะติดที่เยื่อบุผิวบริเวณล าไส้  ระบบภูมิคุ้มกันจะจดจ าความทนทานและ

ยอมรับให้อยู่ร่วมกันโดยจุลินทรีย์จะอาศัย อาหารในการเจริญเติบโต และผลพลอยได้คือท าให้เจ้า

บ้านได้รับประโยชน์ร่วมด้วยเป็นการอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัย โดยโพรไบโอติกสามารถท าให้

สภาพแวดล้อมที่อยู่อาศัยมีสภาพเป็นกรดท าให้เชื้อก่อโรคซึ่งไม่ทนกรดนั้นไม่สามารถเจริญเติบโตได้ 

นอกจากนี้โพรไบโอติกยังสามารถผลิตเอนไซม์ที่ช่วยย่อย สารอาหารบางชนิด  ผลิตวิตามินและสาร

ต้านเชื้อก่อโรค เช่น กรดอินทรีย์ แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสารชนิดอ่ืนๆ 

นอกจากนี้ยังช่วยปรับสมดุลจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ ให้สามารถควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบ

ทา ง เ ดิ น อ าห า ร ไ ด้  ( Ouwehand et al. , 1999 ; Zubillaga et al. , 2001 ; Holzapfel and 

Schillinger, 2002; Grajek et al., 2005) แต่จุลินทรีย์ชนิดที่ไม่ดีหรือเป็นเชื้อโรคระบบภูมิคุ้มกันจะ

ตอบสนองแบบต่อต้านโดยกลไกต่างๆ เช่น เหนี่ยวน าให้เซลล์ที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกันมา ท าลายหรือ

ดักจับแล้วขับออกจากร่างกาย หรือเหนี่ยวน าให้ระบบภูมิคุ้มกันสร้างสารมาท าลายเชื้อโรค  ถ้ารุนแรง

อาจมีการท าลายเซลล์จนเกิดภาวะการอักเสบรุนแรงได้  ฉะนั้นคุณสมบัติการเกาะติดเซลล์ เยื่อบุของ

โพรไบโอติกจึงเป็นคุณสมบัติที่มีความส าคัญเป็นตัวขับเคลื่อนส่งผลต่อสุขภาพของผู้บริโภค 

 ดังนั้นจุลินทรีย์ที่น ามาใช้เป็นโพรไบโอติก ได้แก่ จุลินทรีย์ที่ผลิตกรดแลคติกได้ อาจเรียกว่า 

แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic Acid Bacteria : LAB) เช่น แบคทีเรียสกุลแลคโตบาซิลัสที่นิยม

น ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอาหารหมักที่เป็นที่รู้จักอย่างโยเกิร์ต รวมถึงผลิตภัณฑ์นม 

เนย และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารแบบต่างๆ ในปัจจุบัน  



14 

 
 
 

 แล็กโตบาซิลลัส พาราเคเซไอ (Lactobacillus paracesei) 

 Lactobacillus paracasei เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ พบในทางเดินล าไส้ของ

มนุษย์ นอกจากนี้ยังพบได้ตามธรรมชาติในผักดอง นม และเนื้อสัตว์ รกัษาและปรับสมดุลในระบบ

ทาง เดิ นอาหาร  -  Recolonizes ล า ไส้ ในระหว่ า ง  และหลั งการรั กษาด้ วยยาปฏิ ชี ว น ะ  

ช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกัน ช่วยในการรักษาโรคท้องร่วง และช่วยในการรักษาอาการล าไส้แปรปรวน 

 

 

 

 

ภาพที่ 4 เชื้อ Lactobacillus paracasei 
ที่มา : http://www.mysticalbiotech.com/portfolio/lactobacillus-paracasei-lpc-iio-atcc-27216/ 

 

 2.1.3 ประโยชน์ของโพรไบโอติก        

 1. เพ่ิมจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย และลดปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค  

โดยปรับสภาวะภายในล าไส้ให้มีความเป็นกรดมากขึ้น ด้วยการผลิตกรดแลคติกออกมารวมถึง 

การปล่อย สารยับยั้งการเจริญเติบโตจ าพวกแบคเทอริโอซิน      

 2. ช่วยให้การย่อยอาหารสมบูรณ์ เพ่ิมมวลอุจจาระและลดปัญหาในระบบทางเดินอาหาร 

เช่น ท้องผูก ท้องเสีย ล าไส้อักเสบ โดยสร้างสารเคมีออกมาก าจัดแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรค       

 3. ลดการสร้างสารพิษในจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค เช่น อินโดล แอมโมเนีย เอมีน เป็นต้น 

และลดการดูดซึมสารพิษเหล่านี้เข้าสู่ร่างกาย       

 4. ส่งเสริมการสร้างภูมิต้านทานตามธรรมชาติ และช่วยให้เม็ดเลือดขาวท างานได้  

อย่างมี ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

5. ช่วยในการย่อยและดูดซึมสารอาหาร รวมถึงสังเคราะห์วิตามินและสารอาหารบางชนิด 

6. ยับยั้งการสร้างสารก่อมะเร็ง และต่อต้านการเกิดมะเร็ง       
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 7. ช่วยลดคลอเลสเตอรอลในเลือด พบว่าในนมหมักมีสารไฮดรอกซีเมทิลกลูตาเมท ช่วย 

ยับยั้งเอนไซม์ท่ีท าหน้าที่สังเคราะห์คลอเลสเตอรอล        

 8. ช่วยให้ผู้ที่มีอาการแพ้นมสามารถรับประทานนมได้ เนื่องจากในนมมีน้ าตาลแลคโตส ซึ่ง

บางคนไม่สามารถย่อยได้เนื่องจากขาดเอนไซม์แลคเตส โดยแลคติกแอซิดแบคทีเรียจะผลิตเอนไซม์  

เบตา-กาแลกโตซิเดส ท าหน้าที่ไฮโดรไลซ์แลคโตสให้เป็นกลูโคสและกาแลคโตสจากนั้นจึงน ากลูโคสมา

ใช้ผลิตกรดแลคติก  

 

  2.1.4 แหล่งของโพรไบโอติก       

 โพรไบโอติกนั้นมีประโยชน์มากมายต่อสิ่งมีชีวิต แต่การที่จะได้มาซึ่งโพรไบโอติกที่ดี และมี

ประสิทธิภาพจะต้องมีการคัดเลือก และศึกษาคุณสมบัติของการเป็นโพรไบโอติกเพ่ือให้ได้สายพันธุ์ที่มี 

ความปลอดภัย และมีประสิทธิภาพในการส่งเสริมสุขภาพ แหล่งที่มาของโพรไบโอติกเป็นอีกหนึ่ง

ปัจจัยส าคัญ เนื่องจากโพรไบโอติกที่มาจากแหล่งที่ต่างกันมีความสามารถในการเจริญได้ในสภาวะที่

แตกต่างกัน                   

 1) มนุษย์ จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์มี 2 กลุ่ม ทั้งท่ีเกิดประโยชน์ 

ต่อร่างกาย เช่น Lactobacillus และ Bifidobacteria และท่ีให้โทษต่อร่างกาย เช่น Clostridia และ 

Staphylococci ซึ่งการเจริญและเพ่ิมจ านวนของจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มส่งผลต่อสุขภาพของมนุษย์    

ถ้าเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่ให้โทษมีปริมาณมากกว่าจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์จะท าให้ร่างกายเกิดโรคต่าง ๆ 

เช่น ท้องเสีย ท้องร่วง โดยปกติกลุ่มจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์จะท าหน้าที่ในการรักษาสมดุลจุลินทรีย์

ในทางเดินอาหาร โพรไบโอติกที่พบในมนุษย์ส่วนใหญ่พบในบริเวณทางเดินอาหาร ซึ่งจ านวนจุลินทรีย์

ในทางเดินอาหาร แต่ละช่วงจะต่างชนิดกัน  โดยบริเวณดูโอดินัมมีประมาณ 3-4 log CFU/g  เจจูนัม

มีประมาณ 5-7 log CFU/g ล าไส้เล็กส่วนปลายพบประมาณ 7-8 log CFU/g และในส่วนล าไส้ใหญ่

จะมีจ านวนของจุลินทรีย์หนาแน่นสุดคือประมาณ 10-11 log CFU/g  แต่ละบุคคลจะมีชนิดและ

ปริมาณจุลินทรีย์ประจ าถิ่นต่างกันออกไปขึ้นกับหลายปัจจัย เช่น วัย สุขภาพ วิถีชีวิต และรูปแบบการ

บริโภค เป็นต้น (นิรัญญา บุญติ้น, 2550
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2) สัตว์ แบคทีเรียโพรไบโอติกส่วนใหญ่จะพบมากในทางเดินอาหารของสัตว์เนื่องจากบริเวณ

นี้มีสภาวะที่ส่งเสริมให้แบคทีเรียกลุ่มนี้เจริญได้ดี (ฮาเสี๊ยะ อะยามา , 2557)  สามารถแยกจุลินทรีย์ 

โพรไบโอติกจากทางเดินอาหารของสัตว์ทะเล เช่น  ปลา กุ้ง และปู รวม 20 ชนิด พบว่าแยกโพรไบโอ

ติก ได้ 3 ชนิดคือ Pediococcus pentosaceus APa4, Pediococcus pentosaceus Ala 1 และ 

Enterococcus aecium ARa1 โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย ทั้ ง  3 ส า ย พั น ธุ์ ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง  Listeria 

monocytogenes ได้         

 3) ผลิตภัณฑ์อาหาร ผลิตภัณฑ์อาหารเป็นแหล่งธรรมชาติของโพรไบโอติก ส่วนใหญ่พบมาก

ในผลิตภัณฑ์นม เช่น โยเกิร์ต และนมดิบ Sieladie และคณะ (2011) ได้คัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอ  

ติกจากนมวัวดิบ 32 ตัวอย่างพบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถทนกรดพีเอช 2-3  และเกลือ

น้ าดีร้อยละ 0.2 และ 0.4 (w/v) ทั้งหมด 15 โอโซเลท นอกจากนมแล้วอาหารหมักถือได้ว่าเป็นแหล่ง

ของโพรไบโอติกที่ส าคัญ เช่นเดียวกัน อัจฉรา หนูเพชร (2546) ได้คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากอาหาร

หมักจากพืชและสัตว์จ านวน 23 ชนิดพบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกได้ 327 ไอโซเลท และ

เมื่อน ามาทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกเบื้องต้น พบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่เป็นโพร

ไบโอติกได้ 5 สายพันธุ์ ประกอบด้วย Pediococcus pentosaceus (LA6) , Lactobacillus casei 

( LA13)  , Lactobacillus plantarum ( LA71)  , Lactobacillus plantarum ( LA102)  แ ล ะ 

Lactobacillus delbrueckii (LA198) ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ 

 

 2.2. การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก (Microencapsulation) 

แคปซูลขนาดเล็ก (Microencapsulation) คือ กระบวนการที่ของเหลวหรืออนุภาคถูกห่อหุ้ม

ให้อยู่ในรูปของแคปซูลด้วยโพลิเมอร์เป็นชั้นบาง ๆ เกิดเป็นแคปซูลขนาดเล็กซึ่งมีขนาดตั้งแต่           

1 ไมครอน จนถึง 1 ,000 ไมครอน   การห่อหุ้มเซลล์ เป็นวิธีการที่ใช้ในการป้องกันแบคทีเรีย 

โพรไบโอติก จากสภาวะที่เป็นอันตรายต่อเซลล์ของแบคทีเรีย และเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมอย่างมาก

ในปัจจุบัน โดยการห่อหุ้มหรือการตรึงเซลล์แบคทีเรียที่ ต้องการไว้ในวัสดุตรึง สารที่ใช้ ใน 

การห่อหุ้มเซลล์ แบคทีเรีย เช่น แคลเซียมอัลจิเนต โซเดียมอัลจิเนต เป็นต้น  
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 2.2.1 ส่วนประกอบของ Microencapsulation       

  แคปซูลจะประกอบด้วยส่วนส าคัญ 2 ส่วนหลัก ๆ ดังแสดงในภาพที่ 5 ได้แก่ สาระส าคัญ 

ที่บรรจุอยู่ภายในแคปซูล ซึ่งเรียกว่า คอร์ (Core) และผนังที่ห่อหุ้มซึ่งอยู่รอบนอกสารส าคัญ เรียกว่า 

วอลล์ (Wall) หรือ เชลล์ (Shell) ส่วนของวอลล์นั้น อาจจะเป็นสารเพียงชนิดเดียวหรือประกอบด้วย

สารหลายชนิดวัสดุพยุงที่นิยมน ามาห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกนั้นจะเป็นสารที่มีอยู่ในธรรมชาติ เช่น 

น้ าตาล โปรตีน และโพลีแซคคาไรด์ เป็นต้น 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงส่วนประกอบและรูปแบบของแคปซูลขนาดเล็กจาก Tecnology Promotion Mag. : 

Microencapsulation เทคโนโลยีจิ๋วแต่แจ๋ว (น. 40), โดย เอกลักษณ์  ทวีโรจนกุล, 2552, กรุงเทพฯ 

  2.2.2 เทคนิคการท าแคปซูลขนาดเล็ก 

 2.2.2.1 Extrusion technique (droplet  method)  

เป็นวิธีการดั้งเดิมและใช้กันโดยทั่วไป ในการท าเม็ดเจลด้วย hydrocolloid ท าได้โดยการ

เตรียมสารละลาย hydrocolloid เช่น อัลจิเนต คาราจีแนน เจราติน และเพคติน แล้วจึงเติมเซลล์

แบคทีเรียลงไปผสมให้เข้ากัน และใช้วิธีการปลดปล่อย suspension ขอองเซลล์ผ่านหัวเข็มฉีดยาให้มี

ลักษณะเป็นหยดลงในสารละลายส าหรับท าให้เจลแข็งตัว (hardening solution) เช่น สารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ สารละลายแคลเซียมคลอรไรด์ ขนาดและรูปร่างของเม็ดเจล จะขึ้นอยู่กับ

เส้นผ่าศูนย์กลางของเข็มฉีดยา และความสูงของการหยด suspension ของเซลล์ลงใน hardening 

solution วิธีการนี้เป็นวิธีการที่ได้รัยความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากกเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ซับซ้อน 

ต้นทุนในการผลิตต่ า และส่วนผสมที่ใช้มีสภาวะไม่รุนแรงเซลล์แบคทีเรียจึงมีการรอดชีวิตได้สูง    

(จุฬาลักษณ์ ชูพรหม, 2553)  
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ภาพที่ 6 แสดงภาพการท าแคปซูลขนาดเล็กด้วยเทคนิค Extrusion technique  

ที่มา : https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1001074216304429 

 

วิธีที่กล่าวมานั้นเป็นเพียงส่วนหนึ่งของเทคนิคในการผลิตแคปซูลขนาดเล็กยังมีเทคนิคอ่ืนอีกมากมาย

ซึ่งข้ึนอยู่กับชนิดของสารภายในแคปซูล และการน าไปใช้งาน ดังแสดงในภาพที่ 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 7 แสดงเทคนิคต่างๆ ที่ใช้ในการผลิตแคปซูลขนาดเล็กจาก Tecnology Promotion Mag. : 

Microencapsulation เทคโนโลยีจิ๋วแต่แจ๋ว (น. 42), โดย เอกลักษณ์  ทวีโรจนกุล, 2552, กรุงเทพฯ 

Syringe with needle 

Hydrocolloid solution 

Micro beads 

CaCl2 (hardening solution) 
Magnetic bar 

Magnetic stirrer 
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 2.2.3 วัสดุที่ใช้ในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก 

  2.3.1 อัลจิเนต (Alginate)                               

 อัลจิเนตเป็นโพลีแซ็กคาไรด์ที่สกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีน้ าตาล (Phaeophyceae) 

ประกอบด้วย β-D-แมนนูโรนิก และ α-L-กลูโคโรนิกแอซิด จ านวนและล าดับที่จัดเรียงในสาย       

โพลิเมอร์จะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของอัลจิเนต จ านวนและล าดับเหล่านี้มีผลต่อคุณสมบัติ

เชิงหน้าที่ในการเป็นวัสดุพยุงของอัลจิเนต โดยอัลจิเนตจะละลายน้ าได้ดี ให้ความหนืดต่ า ราคาไม่แพง

และใช้ปริมาณน้อย แต่ฟิล์มที่ได้มักจะไม่ค่อยแข็งแรงจะต้องเสริมความแข็งแรงด้วยเกลือแคลเซียม 

ทให้เกิดเจลได้ที่อุณหภูมิต่ าโดยอัลจิเนตมีการใช้อย่างกว้างขวางในรูป โซเดียมอัลจิเนต แคลเซียม 

อัลจิเนต และโพแทสเซียมอัลจิเนต เป็นต้น แต่อัลจิเนตยังมีข้อเสีย คือ มีความไวต่อกรด ท าให้ไม่ทน

กับสภาวะกรดในกระเพาะอาหาร การขยายขนาดกระบวนการผลิตท าได้ยาก และเม็ดเจลที่ได้มีรูพรุน

มากจึ งมี ผล เสี ยต่ อการห่ อหุ้ ม เซลล์  แต่ ส ามารถแก้ ไข ได้ โ ดยการผสม อัลจิ เนต เข้ ากับ 

สารประกอบโพลิเมอร์ หรือปรับโครงสร้างของอัลจิเนตโดยใช้สารเติมแต่งท่ีแตกต่างกัน  

 

 

 ภาพที่ 8 โครงสร้างทางเคมีของ Alginate 

ที่มา : http://www1.lsbu.ac.uk/water/alginate.html 
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  2.3.2 ไคโตซาน (Chitosan) 

 ไคโตซานเป็นอนุพันธ์ของไคติน ที่ ได้จากการดึงเอาหมู่อะซิทิล (Acetyl Group) ของ 

ไคตินออกไปโดยปฏิกิริยาที่เรียกว่า Deacetylation ท าให้โครงสร้างของไคตินที่เป็น N-Acetyl 

Glucosamine กลายเป็น Glucosamine ซ่ึงเป็นโครงสร้างที่  Active พร้อมจะท าปฏิกิริยาได้ 

อย่างรวดเร็ว และมีสมบัติละลายได้ในกรดอ่อน ในอุตสาหกรรมจะสกัดจากเปลือกกุ้ง, ปู, ปลาหมึก 

โ ด ย ผ ลิ ต อ ยู่ ใ น รู ป ข อ ง ผ ง ไ ค โ ต ซ า น  ไ ค โ ต ซ า น ที่ ไ ด้ จ ะ มี ส่ ว น ผ ส ม ข อ ง  น้ า ต า ล  

N-Acetyl-D-Glucosamineและ Glucosamine อยู่ในสายพอลิเมอร์เดียวกัน ซึ่งระดับการก าจัดหมู่ 

Acetyl หรือเปอร์เซนต์การเกิด Deacetylation นี้มีผลต่อสมบัติและการท างานของไคโตซาน 

นอกจากนี้น้ าหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาวของสายไคโตซานซ่ึงมีผลต่อความหนืด เช่น 

ไคโตซานที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมีความหนืดมากกว่าไคโตซานที่มีน้ าหนัก

โมเลกุลต่ าเป็นต้น (สุธิดา คงทอง. 2552) 

 

 

ภาพที่ 9 โครงสร้างทางเคมีของ Chitosan 

ที่มา : Bannawach Bio-Lme Co.Itd. 
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 2.3. การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze drying) 

 การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  (freeze dehydration freeze dry หรือ lyophilization) 

หมายถึง การท าแห้ง (dehydration) ด้วยการแช่เยือกแข็ง (freezing) ท าให้น้ าเปลี่ยนสถานะเป็น

ผลึกน้ าแข็งก่อน แล้้วจึงลดความดันเพื่อให้ผลึกน้ าแข็งระเหิด (sublimation) น้ าออกจนแห้งในสภาพ

สุญญากาศ ขณะควบคุมให้อุณหภูมิต่ าที่อุณหภูมิ เท่ากับ หรือ ต่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส น้ าแข็งระเหิด

ที่ความดัน เท่ากับ 4.7 มิลลิเมตรปรอทหรือต่ ากว่า มักนิยมใช้กับผลิตภัณฑ์ที่ต้องการท าให้แห้งแต่ไม่

ทนต่ออุณหภูมิสูงและผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจากการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งจะไม่สูญเสียคุณสมบัติเดิม

ของศาลนั้น ๆ ลดความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของแบคทีเรียท าให้น้ าหนักของผลิตภัณฑ์ลดลงแต่

ปริมาตรไม่เปลี่ยนแปลงส่งผลให้สะดวกและประหยัดต่อการขนส่งนอกจากนี้ยังสามารถน ากลับมา

ละลายน้ าใหม ่(reconstitute) ได้ง่าย 

 

 

 

 

 ภาพที่ 10 แสดงการระเหิดของสาร  

ที่มา : http://www.panyathai.or.th/wiki/index.php/การระเหิด 
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ส าหรับกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ 

 1) การแช่เยือกแข็ง (freezing) เป็นการลดอุณหภูมิของอาหารให้ต่ ากว่าจุดเยือกแข็ง 

(freezing point) เพ่ือให้เกิดผลึกน้ าแข็ง (ice crystal formation) อัตราเร็วของการแช่เยือกแข็ง 

(freezing rate) ควรเป็นการแช่เยือกแข็งแบบเร็ว เพ่ือให้เกิดผลึกและผลึกที่เกิดขึ้นจะมีขนาดเล็ก 

การแช่ เยือกแข็งแบบเร็ว ที่นิยมใช้กันมีหลายวิธี  เช่น การแช่ เยือกแข็งแบบใช้ลมเย็นเป่า  

(air blast freezing) การแช่เยือกแข็งแบบไครโอเจน (cryogenic freezing) และการแช่เยือกแข็ง

แบบจุ่มในของเหลวเย็นจัด (immersion freezing) เป็นต้น 

 2) การท าแห้งขั้นต้น (primary drying) เป็นการลดปริมาณน้ า (dehydration) โดยการ

ระเหิด น้ าแข็งให้เป็นไอโดยการลดความดันบรรยากาศ เพ่ือให้ผลึกน้ าแข็งที่อยู่ภายในเกิดการระเหิด

เป็นไอ ออกไปจากผิวหน้าของผลิตภัณฑ์ ระดับของสุญญากาศ (vacuum) ควรอยู่ต่ ากว่า 132 Pa 

และ 132 mPa ตามล าดับ การระเหิดของผลึกน้ าแข็งจึงเกิดขึ้นได้อย่างสมบูรณ์  การระเหิดของชั้น

น้ าแข็ง (ice layer) จะเริ่มจากชั้นน้ าแข็งบริเวณผิวหน้าของผลิตภัณฑ์ ระเหิดไปเป็นไอ ท าให้บริเวณนี้

กลายเป็นชั้นแห้ง (dry layer) จากนั้น เป็นการระเหิดของชั้นน้ าแข็งที่อยู่ภายในผลิตภัณฑ์ ระเหิดผ่าน

ชั้นแห้ง ออกไปสู่ผิวหน้าของผลิตภัณฑ์ระยะเวลาการระเหิด ขึ้นอยู่กับ ขนาด รูปร่าง และโครงสร้าง

ของผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด 

3) การท าแห้งขั้นที่สอง (secondary drying) เมื่อการท าแห้งขั้นต้นเสร็จสมบูรณ์ น้ าแข็ง 

จะละลายไปหมด จะมีความชื้นที่หลงเหลืออยู่ จึงต้องมีการท าแห้งด้วยการเพ่ืออุณหภูมิให้สูงขึ้น  

เพ่ือดึงเอาความชื้นที่เหลืออยู่ออกถึงระดับความชื้นที่ปลอดภัยส าหรับการเก็บรักษา 

 การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งในโพรไบโอติกนั้น เป็นวิธีการท าแห้งได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ท าให้เชื้อมี shelf life นานขึ้น และการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นวิธีที่เหมาะสมกับ biological 

materials เนื่องจากเป็นการท าแห้งที่ อุณหภูมิต่ าจึงลดอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีและลดการ 

ถูกท าลายด้วยความร้อน นอกจากนี้การท าให้แห้งยังท าง่าย และสะดวกต่อการขนส่งอีกด้วย 
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 2.4. สารป้องกันความเย็น (Cryoprotectant) 

 สารป้องกันความเย็น เป็นวัสดุหรือตัวกลางที่ใช้ห่อหุ้มจุลินทรีย์เพ่ือป้องกันการบาดเจ็บ หรือ

การถูกท าลายจากสภาวะแวดล้อมภายนอกโดยช่วยลดค่าออสโมติก ที่แตกต่างกันระหว่างภายในและ

ภายนอกเซลล์ท าให้จุลินทรีย์สามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมภายนอกได้และสารป้องกัน

ความเย็นจะท าให้ผลิตน้ าแข็งที่มีขนาดเล็กลงระหว่างกระบวนการแช่แข็งโดยขณะที่อุณหภูมิลดลง

จนกระทั่งน้ าเริ่มเปลี่ยนสถานะกลายเป็นน้ าแข็งจุลินทรีย์จ านวนหนึ่งจะได้รับผลกระทบและ 

เกิดอาการ cold shock  ซึ่งจะท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ 

ท าให้มีลักษณะเป็นรูพรุนที่ชอบน้ า (hydrophilic pores)  เป็นผลให้องค์ประกอบของเซลล์รั่ว 

ออกไปสู่ภายนอกเพ่ิมการฉีกขาดของสายดีเอ็นเอรวมทั้งการสังเคราะห์โปรตีนที่ มีความจ าเพาะกับ

สภาวะของ cold shock ด้วย เมื่อน้ าเปลี่ยนสถานะเป็นน้ าแข็งทั้งหมด จะท าให้จุลินทรีย์ตายและ

บาดเจ็บเพ่ิมมากขึ้นน้ าแข็งที่เกิดขึ้นในระยะแรกนั้นจะกลายเป็นน้ าแข็ง เคลือบอยู่ภายนอกเซลล์

ต่อมาน้ าภายในเซลล์จะเกิดการแข็งตัวซึ่งจะมีผลท าลายเซลล์และเกิดแรงดันออสโมติกขึ้น 

ภายนอกเซลล์ เป็นผลให้เซลล์ขาดน้ าเกิดการเปลี่ยนแปลงไอออน และพีเอชขึ้นในเซลล์ส่วนที่เป็นน้ า 

โครงสร้างและหน้าที่ขององค์ประกอบภายในเซลล์และสารโมเลกุลใหญ่ถูกท าลายไปเป็นผลให้

จุลินทรีย์ตาย นอกจากนี้สารป้องกันความเย็นยังท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ โดยการจับกับน้ าท าให้  

จุดเยือกแข็งของสารละลายลดลงเกิดการก่อตัวของผลึกน้ าแข็งในปริมาณต่ าช่วยลดความเสียหาย 

ที่เกิดกับเซลล์สารป้องกันความเย็นมีด้วยกันหลายชนิดที่นิยมใช้ได้แก่  นมพร่องมันเนย แลคโตส  

กลีเซอรอล ซูโครส และกลูโคส เป็นต้น 

 2.4.1 สารป้องกันความเย็นที่ใช้ส าหรับโพรไบโอติก  

 สารหลายชนิดมีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันความเย็นซึ่งสารเหล่านี้ต้องมีความสามารถในการ

ซึมผ่านผนัง membrane และละลายน้ าได้ดี โดยในแต่ละโมเลกุลของสารป้องกันความเย็นจะ

สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับน้ าได้ และมีความสามารถในการน าไฟฟ้าได้ต่ า สารที่มีคุณสมบัติ

ข้างต้น ได้แก่ สารประเภทคาร์โบไฮเดรต พอลิออล หรือ พอลีแอลกอฮอล์ และกรดไฮโดรคลอริก 

โมโนคาร์บอกซิลิก  
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2.4.1.1 นมพร่องมันเนย (skim milk) เป็นนมที่ท าจากน้ านมที่มีการแยกมันเนยออกเกือบ

หมดนิยมใช้ในการผลิตน้ านมคืนรูป น้ านมปรุงแต่ง น้ านมแปลงไขมัน และผลิตภัณฑ์นมอ่ืนๆ ดังนั้น 

จึงประกอบด้วยสารอาหารหลายอย่างทั้ง โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต สามารถจับกับ membrane 

ต่างๆ ได้ดีเพราะประกอบด้วยส่วนทั้งมีขั้วและไม่มีขั้ว นอกจากนี้นมพร่องมันเนยยังสามารถเป็น 

แหล่งอาหารของจุลินทรีย์ได้  

 2.4.1.2 มอลโทเดรกซ์ทริน (Maltodextrin) คือ คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ประเภท 

polysaccharide ที่ได้จากการย่อยโมเลกุลของแป้ง (starch) บางส่วนให้เป็นสายสั้นๆ ของน้ าตาล

กลูโคส (glucose)  วัตถุดิบที่ใช้เพ่ือผลิตมอลโทเดกซ์ทรินคือ แป้ง (starch) จากพืชต่างๆ เช่น แป้ง

จากมันส าปะหลัง (tapioca starch) แป้งข้าวโพด (corn starch) แป้งมันฝรั่ง (potato starch)       

มีลักษณะเป็นผงหรือเกล็ดสีขาวไม่มีรส หรือมีรสหวานเล็กน้อยสามารถละลายในน้ าได้ดี   

มอลโทเดกซ์ทริน ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารอย่างขว้างขวาง ในผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพ จัดเป็น 

Functional food ประ เภท  prebiotic เ ป็ น อ าห า รส า ห รั บ ผู้ ที่ ต้ อ ง ก า ร ควบ คุ มน้ า ห นั ก  

อาหารส าหรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน อาหารไขมันต่ า ในผลิตภัณฑ์อาหารแห้ง ประเภทอาหารผง เช่น 

เครื่องดื่มผง เครื่องปรุงรสชนิดผง  
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3. ขั้นตอนและวิธีการทดลอง 

 

3.1 วัสดุ-อุปกรณ์ 

 1. เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก 

Lactobacillus paracesei BCC 42359  

 

 2. สารป้องกันความเย็น 
  2.1 skim milk ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
  2.2 maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร 
 
 3. อาหารเลี้ยงเชื้อ  

3.1 de man-Rogosa-Sharpe (MRS) Broth  
3.2 de man-Rogosa-Sharpe (MRS) Agar 
 

4. สารเคมี 
4.1 Sodium chloride ความเข้มข้น 0.85 % (0.85 % NaCl)  
4.2 Sodium alginate ความเข้มข้น 3 % 
4.3 Calcium chloride ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์  (0.1 M CaCl2)  
4.4 Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)  
4.5 Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH2PO4.2H2O)  
4.6 Hydrochloric acid ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (1 M HCl)  
4.7 Sodium hydroxide ความเข้มข้น 1 โมลาร์ (1 M NaOH)  
4.8 Bile salt  
4.9 Pancreatin  
4.10 Pepsin 

4.11 Chitosan ความเข้มข้น 0.2 % 
4.12 Acetic acid  

 

 

25 



 

 
 
 

30 

5. อุปกรณ์ 

 
  5.1 ตู้บ่มเชื้อ (incubator)      

5.2 เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอณุหภมูิ (centrifuge) 

5.3 ตู้ถ่ายเชื้อ (larminar flow) 
5.4 ปิเปตต์ทิป (pipette tip) ขนาด 100, 1000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลลิิตร 
5.5 ออโต้ปิเปตต์ (autopipette) ขนาด 100, 1000 ไมโครลิตร และ 10 มิลลิลิตร 

5.6 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
5.7 เมมเบรนฟลิเตอร์ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

5.8 เครื่องนับจ านวนโคโลนี  (colony counter) 
5.9 หม้อนึ่งความดันไอ  (autoclave) 

5.10 ตู้อบลมร้อน (hot air oven)  
5.11 เครื่องวัดค่าความเป็นกรดดา่งแบบตั้งโต๊ะ (pH meter) 

5.12 เครื่องเขย่าให้อากาศ (shaker incubator) 
5.13 เครื่องช่ัง 2 ต าแหน่ง  

5.14 เครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง รุ่น freeze dryer 8 บริษัท labconco 

5.15 ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส 

5.16 เครื่องผสม (vortex mixer) 

5.17 เข็มฉีดยาเบอร์ 25G × 1 

5.18 จานเพาะเช้ือ (petri dish) 5.19  บีกเกอร์ (beaker) 

5.20 หลอดทดลอง (test tube) 

5.21 ห่วงเขี่ยเช้ือ (inoculating loop) 

5.22 แท่งแก้วสามเหลี่ยม (spreader) 

5.23 หลอดไมโครเซนติฟิวจ์ (microcentrifuge tube หรือ eppendrop) 

5.24 หลอดเซนติฟิวจ์ (Centrifuge tube)  

5.25 ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 

5.26 กระบอกตวง (cylinder) 

5.27 ขวดแก้วดูแรน (duran bottle) 

5.28 แท่งแม่เหล็กกวนสาร (Magnetic bar) 

5.29 เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer



26 27 

 

 3.2 วิธีการทดลอง 

 

3.2.1. วิธีการเตรียมแบคทีเรียโพรไบโอติก 

น าเชื้อ L. paracesei BCC 42359 จาก stock มาท าการ Re-streak  ในอาหาร MRS agar 

แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นแตะเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นโคโลนีเดี่ยว

ถ่ายลงสู่อาหาร MRS broth 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดเชื้อจุลินทรีย์ 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงสู่อาหาร MRS broth 9 มิลลิลิตร แล้ว

น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูดเชื้อจุลินทรีย์ 10 มิลลิลิตร

ถ่ายลงสู่ อาหาร  MRS broth 90 มิลลิลิตร จากนั้นน า ไปบ่มที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป 

 

3.2.2. วิธีการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

ดูดเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่อยู่ใน MRS broth 100 มิลลิลิตร จากขั้นตอนที่ (1)    

ใส่ในหลอดเซนติฟิวจ์ หลอดละ 25 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 

10,000 รอบ เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใส่ทิ้งแล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น     

0.85 % จ านวน 2 ครั้ง โดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 10,000 รอบ เป็น

เวลา 10 นาที จากนั้นน าเซลล์ที่ได้ผสมกับสารป้องกันความเย็น คือ skim milk และ maltodextrin 

ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ก ) และน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร  

(ตัวควบคุม) โดยผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ผสมให้เข้ากัน 

จากนั้นเทใส่เพลทปริมาตร 15-20 มิลลิลิตร แล้วน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่ ว โมง จากนั้นน าไปเข้าเครื่องท าแห้งแบบแช่ เยือกแข็ง โดยใช้ อุณห ภูมิต่ ากว่า  

0 องศาเซลเซียส ที่ความดันน้อยกว่า 132 Pa นาน 8 ชั่วโมง จากนั้นใช้ช้อนที่ผ่านการฆ่าเชื้อขูดให้

เป็นผงแล้วเก็บรักษาไว้ในถุงซิปล็อค ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
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3.2.3. วิธีการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก และการเคลือบไคโตซาน 

เตรียมอัลจิเนตความเข้มข้น 3 % (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ก ) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 

ที่ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้น ชั่งผงเชื้อที่ได้จากข้ันตอนที่ (2) มา 0.5 กรัม ละลาย

ในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และผสมกับอัลจิเนต 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้น 

ใช้ออโตปิเปตที่มีขนาดไมโครปิเปตทิป 1 มิลลิลิตร ดูดแล้วน ามาหยดลงในสารละลาย CaCl2  

ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ที่จะต้องกวนผสมตลอดเวลา โดยใช้ Magnetic bar บนเครื่อง Magnetic 

Stirrer เพ่ือไม่ให้เม็ดบีดที่ได้ติดกัน เมื่อหยดเสร็จแช่เม็ดบีดทิ้งไว้ในสารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 

0.1 โมลาร์ โดยไม่ต้องกวนเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นล้างเม็ดบีดที่ ได้ด้วยสารละลาย NaCl  

ความเข้มข้น 0.85 % จ านวน 2 ครั้ง  ครั้งละ 10 นาท ี 

การเคลือบเม็ดบีดด้วยสารละลายไคโตซาน ความเข้มข้น 0.2 % (วิธีการเตรียมแสดงใน
ภาคผนวก ก ) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยชั่งเม็ดบีด  
12 กรัม แช่ในสารละลายไคโตซานความเข้มข้น 0.2 %  100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ น าไป 
เข้าตู้บ่มเชื้อแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ ก าหนดความเร็วที่ 100 รอบ/นาที เป็นเวลา 40 นาที  
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาล้างสารละลายไคโตซานโดยใช้สารละลาย NaCl  
ความเข้มข้น 0.85 % จ านวน 1 ครั้ง น าเม็ดบีดที่ได้ใส่ในถุงซิปล็อค เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.2.4. วิธีการนับจ านวนเชื้อ L. paracesei BCC 42359 

3.2.4.1 วิธีการนับจ านวนเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ในกระบวนการก่อนและหลัง 

การแช่แข็ง (freeze zing) 

ดูดเชื้อที่ผสมกับสารป้องกันความเย็น คือ skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10  

โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และน้ ากลั่น (ตัวควบคุม) ไปหาการรอดชีวิตของเชื้อแบคทีเรียโพรไบ      

โอติกในกระบวนการก่อน และหลังการแช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส อย่างละ 1 มิลลิลิตร 

จากนั้นท าการเจือจางเชื้อด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสม

ไปท าการนับนวนเชื้อด้วยเทคนิคการ Spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

นาน 48 ชั่วโมง รายงานผลเป็นหน่วย CFU/g 

3.2.4.2 วิธีการนับจ านวนผงเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ในหลังผ่านกระบวนการท าแห้ง

แบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) 

น าเชื้อผงโพรไบโอติกที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งในขั้นตอนที่ 2 มาชั่ง 0.1 กรัม 

ละลายในสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % ปริมาตร 9.9 มิลลิลิตร จากนั้นท าการเจือจางเชื้อ

ด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมไปท าการนับจ านวนเชื้อ

ด้วยเทคนิคการ Spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 

รายงานผลเป็นหน่วย CFU/g 

3.2.4.3 วิธีการนับจ านวนเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ในเม็ดบีด 

น าเม็ดบีด 1 กรัม แช่ในสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) pH 7 ปริมาตร  

9 มิลลิลิตร (วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ก ) ผสมจนกว่าสารจะละลายเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้น

ท าการเจือจางเชื้อด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมไปท า

การนับจ านวนเชื้อด้วยเทคนิคการ Spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 

48 ชั่วโมง รายงานผลเป็นหน่วย CFU/g 
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3.2.5. วิธีการศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC 42359  ภายใต้สภาวะ

ทางเดินอาหารจ าลองแบบต่อเนื่อง  

สภาวะของกรดในกระเพาะอาหารแบบจ าลอง (ขั้นที่ 1)  ที่ประกอบด้วย Phosphate 

buffer saline (PBS) ที่ปรับค่าความเป็นกรดด่าง ด้วย HCl 1 M จนได้ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 

และน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ มาผสมเอนไซม์เปปซิน  0.3 % และฆ่าเชื้อด้วยการกรองผ่านเมมเบรนฟิลเตอร์

ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนัน้น าสภาวะจ าลองที่ได้ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ต่อ เม็ดบีด 1 กรัม จากนั้น

น าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการกรอง

เม็ดบีดออก น าไปแช่ต่อในสภาวะเกลือน้ าดีในล าไส้เล็กแบบจ าลอง (ขั้นที่ 2) ที่ประกอบด้วย 

Phosphate buffer saline (PBS) ที่ปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วย NaOH 1 M จนได้ค่าความเป็น

กรดด่างเท่ากับ 8 จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ และน ามาเติม Bile salt 1 % และ เพนคลีเอติน 0.3 % 

จากนั้นน าไปกรองด้วยเมมเบรนฟิลเตอร์ขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าสภาวะจ าลองปริมาตร 9 

มิลลิลิตร ใส่ลงในเม็ดบีดที่ได้จากการ (ขั้นที่ 1) และน าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เมื่อครบตามเวลาที่ก าหนดน าเม็ดบีดที่ได้ไปหาร้อยละการรอดชีวิตด้วยการ

นับจ านวนเชื้อดังวิธีการที่แสดงในข้อที่ 4.3 จากนั้นน าไปค านวณหาร้อยละการรอดชีวิตตามสูตร

ด้านล่าง 

 
ร้อยละการรอดชีวิต = จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตหลังผ่านสภาวะทางเดนิอาหารจ าลองแบบต่อเนื่อง (logCFU/g) 

             จ านวนเซลลเ์ริ่มต้น (logCFU/
x 100 
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4. ผลการทดลอง 

 4.1. ผลการศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่ผานกระบวนการ

ท าแหงแบบแชเยือกแข็งโดยเปรียบเทียบสารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน 

 

 จากการศึกษาการรอดชีวิตของ L. paracesei BCC 42359 ที่ผ่านกระบวนการท าแห้ง 

แบบแช่เยือกแข็ง โดยใช้สารป้องกันความเย็น 2 ชนิด คือ skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 

โดยน้ าหนักต่อปริมาตร เทียบกับตัวอย่างควบคุมที่ไม่เติมสารป้องกันความเย็น โดยเปรียบเทียบจาก 

การรอดชีวิตของเชื้อ   L. paracesei BCC 42359 หลังผ่านกระบวนการต่างๆ ในการท าแห้ง 

แบบแช่เยือกแข็ง โดยมีขั้นตอนเริ่มต้นจากการแช่แข็งที่ -80  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

จนถึงการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง โดยใช้เครื่อง freeze dryer ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส 

ความดันน้อยกว่า 132 Pa นาน 8 ชั่วโมง ผลการทดลองภายหลังการแช่แข็งของเชื้อ L. paracesei 

BCC 42359 ที่มีการใช้สารป้องกันความเย็น คือ skim milk และ maltodetrin ร้อยละ 10 โดย

น้ าหนักต่อปริมาตร มีจ านวนจุลินทรีย์ที่ยังเหลือรอดเท่ากับ 1.93 X 109 CFU/g และ 1.33 X 109 

CFU/g ตามล าดับ และตัวอย่างควบคุมที่ไม่ใส่สารป้องกันความเย็น มีจ านวนการรอดชีวิตเท่ากับ 

 1.37 X 109 CFU/g ซึ่งไม่แตกต่างจากจ านวนเชื้อเริ่มต้น และในขั้นตอนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

พบว่า สารป้องกันความเย็น คือ skim milk ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ส่งผลให้เชื้อ 

L.paracesei BCC 42359 มีการรอดชีวิตได้ดีที่ สุ ด เท่ ากับ  6.51 X 109 CFU/g รองลงมาคือ 

maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีการรอดชีวิตคงเหลือเท่ากับ 4.70 x 109 CFU/g  

ซึ่งแตกต่างจากตัวควบคุมที่ไม่เติมสารป้องกันความเย็น มีการรอดชีวิตของเชื้อน้อยที่สุด 9.5 X 106 

CFU/g  ดังนั้น การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งของเชื้อจ าเป็นต้องมีสารป้องกันความเย็น เพ่ือช่วยลดการ

บาดเจ็บของเซลล์จากผลึกน้ าแข็ง ลดการสูญเสียน้ าของเซลล์ และท าให้ผลการรอดชีวิตของเชื้อสูงขึ้น

กว่าการไม่ใส่สารป้องกันความเย็น (ดังแสดงในตารางที่ 2) 
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ตารางท่ี 2 แสดงการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่ผานกระบวนการท าแหงแบบแช 

เยือกแข็งโดยเปรียบเทียบสารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน 

 

 

 

ภาพที่ 11 แสดงลักษณะของผงเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ผสมกับสารป้องกันความเย็นที่

แตกต่างกัน ที่ได้จากกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (A) ผง L. paracesei BCC 42359 ผสม 

skim milk ร้ อยละ  10 โ ดยน้ าหนั กต่ อปริ มาตร  (B)  ผ ง  L.  paracesei BCC 42359 ผสม 

maltodextrin ร้อยละ 10  โดยน้ าหนักต่อปริมาตร และ (C) ผง L. paracesei BCC 42359 ผสม  

น้ ากลั่น (ตัวควบคุม) 

สารป้องกันความเย็น 
จ านวนจุลินทรีย์ (CFU/g) 

ก่อนการแช่แข็ง หลังการแช่แข็ง หลังการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

น้ ากลั่น (ตัวควบคุม) 2.96 X 109 1.37 X 109 9.5 X 106 
skim milk 2.29 X 109 1.93 X 109 6.51 X 109 

maltodextrin 2.81 X 109 1.33 X 109 4.7 X 109 
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4.2. ผลการศึกษาปริมาณผงเชื้อของ L. paracesei BCC 42359 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต 

 

 จากการศึกษาปริมาณผงเชื้อของ L. paracesei BCC 42359 โดยใช้ปริมาณผงเชื้อร้อยละ 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 ดังแสดงในตารางที่ 3 พบว่า ผงเชื้อ L. paracesei BCC42359 ที่มีสาร

ป้องกันความเย็น คือ skim milk ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตเท่ากับ 

9.30 X 107 CFU/g  ,7.10 X 107 CFU/g  ,9.40 X 107 CFU/g  ,1.54 X 108 CFU/g  และ  

2.61 X 108 CFU/g ตามล าดับ และผงเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่มีสารป้องกันความเย็น คือ 

ma l todext r i n  ร้ อยละ  10 โ ดยน้ าหนั กต่ อปริ มาตร  มี จ านวน เชื้ อที่ ร อดชี วิ ต เท่ า กั บ  

1. 25 X 107 CFU / g , 4. 75 X 107 C FU / g ,7. 90 X 107 C FU / g , 1. 09 X 108 C FU / g  แล ะ  

2.02 X 108 CFU/g ตามล าดับ ซึ่งพบว่า เชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต มี

จ านวนจุลินทรีย์ที่ผ่านเกณฑ์กระทรวงสาธารณสุขที่ได้ก าหนดไว้ คือ ผลิตภัณฑ์ที่มีการเติมโพรไบโอติ

กลงไปจะต้องมีจ านวนจุลินทรีย์ที่ยังมีชีวิตอยู่ไม่น้อยกว่า 106 CFU/g ตลอดอายุการเก็บรักษา และได้

พิจารณาในด้านของคุณลักษณะทางกายภาพรูปร่าง สี กลิ่น ของเม็ดบีด ประกอบด้วย (ดังภาพที่ 8 

และ 9)  โดยจะคัดเลือกจากปริมาณผงเชื้อที่ท าให้รูปร่างของเม็ดบีดมีลักษณะที่ดี โดยภาพที่ 8 แสดง

ลักษณะภายนอกของเม็ดมีดที่มีปริมาณผงเชื้อผสมกับ skim milk ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  

ในปริมาณต่างๆ เมื่อเพ่ิมปริมาณของเชื้อผงมากขึ้น จะส่งผลให้สีของเม็ดบีดมีสีขุ่นขึ้น  แต่ยังคง

ลักษณะทรงกลมของเม็ดบีดได้ดี และการเพ่ิมปริมาณของผงเชื้อ ไม่ได้ส่งผลต่อกลิ่น และภาพที่ 9 

แสดงลักษณะภายนอกของเม็ดบีด ที่มีปริมาณผงเชื้อผสมกับ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก

ต่อปริมาตร ในปริมาณต่างๆ เมื่อเพ่ิมปริมาณของผงเชื้อมากขึ้น เม็ดบีดที่ได้ยั งคงใส คงรูปร่างได้ดี 

และไม่ได้ส่งผลต่อกลิ่น ดังนั้น ผู้วิจัยได้ท าการคัดเลือกผงเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่ใช้สาร

ป้องกันความเย็นคือ skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร  

ในปริมาณผงเชื้อร้อยละ 0.5 เนื่องจากต้องการให้เชื้อมีจ านวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตมากกว่า 106 CFU/g 

ตลอดอายุการเก็บรักษา และได้พิจารณาจากคุณลักษณะทางกายภาพของเม็ดบีดที่ดี  
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ตารางท่ี 3 แสดงปริมาณผงเชื้อของ L. paracesei BCC 42359 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 แสดงลักษณะเม็ดบีดผงเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ผสม skim milk ร้อยละ 10   

โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่ห่อหุ้มด้วยโซเดียมอัลจิเนต 3 % (A) ร้อยละ 0.1, (B) ร้อยละ 0.2,   

(C) ร้อยละ 0.3, (D) ร้อยละ 0.4 และ (E) ร้อยละ 0.5  

 

สารป้องกันความเย็น ร้อยละปริมาณเชื้อผง จ านวนจุลินทรีย์ (CFU/g) 

skim milk 

0.1 9.30 X 107 

0.2 7.10 X 107 

0.3 9.40 X 107 
0.4 1.54 X 108 

0.5 2.61 X 108 

maltodextrin 

0.1 1.25 X 107 
0.2 4.75 X 107 

0.3 7.90 X 107 

0.4 1.09 X 108 
0.5 2.02 X 108 
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ภาพที่  13 แสดงลักษณะเม็ดบีดของผงเชื้อ  L.  paracesei BCC 42359 ผสม  maltodextrin  

ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ที่ห่อหุ้มด้วยโซเดียมอัลจิ เนต 3 %  (F) ร้อยละ 0.1,  

(G) ร้อยละ 0.2, (H) ร้อยละ 0.3, (I) ร้อยละ 0.4  และ (J) ร้อยละ 0.5 
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4.3. ผลการศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ภายใต้สภาวะระบบทางเดิน

อาหารจ าลอง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเม็ดบีดที่ห่อหุ้มเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่มี 

สารป้องกันความเย็น  คือ skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร พบว่า  

มีจ านวนเชื้อเริ่มต้นก่อนการเข้าสู่สภาวะทางเดินอาหารจ าลอง เท่ากับ 8.02 logCFU/g และ  

7.87 logCFU/g ตามล าดับ เมือ่น าเม็ดบีดมาทดสอบภายใต้สภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลอง ได้แก่ 

ผ่านกรดในกระเพาะอาหารจ าลองเปปซิน (pH 2) และผ่านเกลือน้ าดีในล าไส้จ าลองเกลือน้ าดีและ 

แพนครีเอติน (pH8) พบว่า เม็ดบีดที่ห่อหุ้มเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ที่มีสารป้องกันความเย็น

คือ skim milk และ maltodextrin ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร มีจ านวนเชื้อลดลงคงเหลือ

เท่ากับ 5.67 logCFU/g และ 2.00 logCFU/g โดยคิดเป็นอัตราการรอดชีวิตร้อยละ 70.69 และ 

25.41 ตามล าดับ สรุปได้ว่า การใช้สารป้องกันความเย็น คือ skim milk ร้อยละ 10  โดยน้ าหนักต่อ

ปริมาตร ท าให้เชื้อโพรไบโอติกมีอัตราการเหลือรอดมากกว่าการใช้ maltidextrin ดังแสดงใน      

ตารางที ่4 

 

ตารางที่ 4 ผลการศึกษาร้อยละการรอดชีวิตของเชื้อ L. paracesei BCC 42359 ภายใต้สภาวะ 

ระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

 

 

 

 

สารป้องกันความเย็น 
จ านวนเชื้อเริ่มต้น 

(logCFU/g) 

จ านวนเชื้อหลังผ่านสภาวะ
ทางเดินอาหารจ าลอง 

(logCFU/g) 

ร้อยละการ
รอดชีวิต 

skim milk  8.02 5.67 70.69 

maltodextrin  7.87 2.00 25.41 
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5. สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

ก า ร ศึ ก ษ า ก า ร ร อ ด ชี วิ ต ด้ ว ย วิ ธี ก า ร ท า ไ ม โ ค ร เ อ น แ ค ป ซู เ ล ชั น ข อ ง ผ ง เ ชื้ อ  

L. paracesei BCC 42359 ที่มีสารป้องกันความเย็นแตกต่างกัน เม็ดบีดที่ได้มีขนาดประมาณ  

2 มิลลิเมตร และการใช้สารป้องกันความเย็นในการท าแห้งของเชื้อ L. paracesei BCC 42359  

เพ่ือช่วยลดการบาดเจ็บของเซลล์จากผลึกน้ าแข็ง ลดการสูญเสียน้ าของเซลล์ สามารถรอดชีวิตได้สูง

กว่าการไม่ใส่สารป้องกันความเย็น ซึ่งเป็นไปตามงานวิจัยของ M. Jalali และคณะ ได้ศึกษาผลของ

สารป้องกันความเย็นที่แตกต่างกัน ที่ประกอบด้วยนมพร่องมันเนย , ทรีฮาโลสและโซเดียม 

แอสคอร์เบตต่ออัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกระหว่างการอบแห้งด้วยความเย็น  

ต่อเชื้อ  L. paracasei subsp. และ L. delbrueckii subsp bulgaricus ในระหว่างการท าแห้ง 

แบบเยือกแข็ง เชื้อที่ไม่ใส่สารป้องกันความเย็น มีอัตราการรอดชีวิตเพียง 2-3 % และลดลงอย่าง

ต่อเนื่อง และการเติมสารป้องกันความเย็นช่วยให้แบคทีเรียมีชีวิตรอดได้ถึง 20 % มีอัตราการรอด

ชีวิตที่สูงขึ้น 

จากการศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อโพรไบโอติกสายพันธุ์ L. paracesei BCC 42359  
ที่ผานกระบวนการท าแหงแบบแช่เยือกแข็งโดยเปรียบเทียบสารป้องกันความเย็นที่ต่างกัน พบว่า  
สารป้องกันความเย็น คือ skim milk ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ส่งผลให้เชื้อ L.paracesei 
BCC 42359 มีการรอดชีวิตได้ดีที่สุดเท่ากับ 6.51 X 109 CFU/g รองลงมาคือ maltodextrin ร้อยละ 
10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร สอดคล้องกับงานวิจัยของ Baokun Li และคณะ ได้ศึกษาผลของสาร
ป้องกันความเย็น คือ ซูโครส 15% (w/v), trehalose 5 % (w/v), trehalose 10 % (w/v) และ 
skim milk 10 % (w/v) ต่อการมีชีวิตรอดของเชื้อโพรไบโอติกก พบว่า สารป้องกันความเย็นที่มีการ
ป้องกันที่ดีที่สุดนั้นคือ  skim milk 10 % และ Trehalose 10 % ซึ่งท าให้เชื้อมีอัตราการรอดชีวิต
สูงสุด  



 

บทที่ 3 

งานอื่นๆ ที่ได้ปฏิบัต ิ

 1. การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกโดยใช้วิธี ไมโครเอนแคปซูเลชันส าหรับการเติมใน

ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่ม 

โดยการน าเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกมาท าการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตให้มีลักษณะเป็นเม็ด

แคปซูล น าตะกอนเซลล์แบคทีเรียโพรไบโอติกที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 

10 นาที ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส มาผสมกับอัลจิเนต 3 % ใช้ออโตปิเปตที่มีขนาดไมโครปิเปตทิป 

1 มิลลิลิตร ดูดแล้วน ามาหยดลงใน CaCl2 0.1 M ที่จะต้องกวนผสมตลอดเวลาโดย Magnetic bar 

เพ่ือไม่ให้เม็ดแคปซูลที่ได้ติดกัน เมื่อหยดเสร็จทิ้งเม็ดแคปซูลไว้ในสารละลาย CaCl2 0.1 M โดย 

ไม่กวนนาน 30 นาที จากนั้นล้างเม็ดเจลที่ได้ด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % จ านวน 2 

ครั้ง ครั้งละ 10 นาท ีและท าการเคลือบเม็ดแคปซูลโดยชั่งเม็ดแคปซูล 12 กรัม แช่ในสารละลายไคโต

ซาน 0.2 % ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ น าไปเข้าเครื่องเขย่าให้อากาศที่ 100 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 40 นาที เมื่อครบเวลาล้างออกด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % จ านวน 1 ครั้ง 

น าแคปซูลขนาดเล็กที่ได้ไปเก็บในถุงซิปล็อค เพ่ือใช้ในการเติมลงในผลิตภัณฑ์เครื่องดื่ม 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 14 การห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกโดยใช้วิธีไมโครเอนแคปซูเลชัน  
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2.  การท าแบบประเมินคุณภาพทางด้านประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์เครื่องดื่ม 

เสริมโพรไบโอติก 

  

 ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มที่มีการเสริมโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มด้วยวิธีไมโครเอนแคปซูเลชันที่น ามา

ท าการทดสอบชิมทางประสาทสัมผัส ได้แก่ นมเปรี้ยว, นมรสจืด, น้ าสับปะรดเสาวรส และน้ าอัญชัน

ใบเตย โดยมีการเติมจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ คือ จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ห่อหุ้มเป็นลักษณะเม็ดบีดลงไป

ในผลิตภัณฑ์ ซึ่งโปรไบโอติกเป็นกลุ่มของจุลินทรีย์ที่ยังมีชีวิตและน ามาใช้เป็นอาหารในมนุษย์และสัตว์ 

ซึ่งมีบทบาทในการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร โดยท าการทดสอบคุณลักษณะ

ทางประสาทสัมผัส ซึ่งมีผู้ทดสอบจ านวน 30 คน ใช้เกณฑ์การให้คะแนนความชอบ 1-9 คะแนน จาก

คะแนน 1 คะแนน (ไม่ชอบมากที่สุด) ถึง 9 คะแนน (ชอบมากท่ีสุด) โดยพิจารณาจาก ลักษณะปรากฏ 

กลิ่น รสชาติ ลักษณะเนื้อสัมผัส รวมถึงความชอบโดยรวม เพ่ือเลือกผลิตภัณฑ์ที่มีคะแนนความชอบ

โดยรวมทีด่ีที่สุด 

 

ภาพที่ 15 การท าแบบประเมินคุณภาพทางด้านประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์เสริมโพรไบโอติก 
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3. การตรวจวิเคราะห์อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ซอสพริก  

โดยเปรียบเทียบระหว่างซอสพริกปกติ และซอสพริกทดลอง โดยท าการวัดค่าสี ค่าความชื้น 

วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง และการไทเทรตหาปริมาณเปอร์เซนต์กรดทั้งหมดเทียบกับกรดอะซิติก และ

ส่งผลิตภัณฑ์ซอสพริกตรวจที่ศูนย์บริการประกันคุณภาพอาหาร เพ่ือให้ได้มาตรฐานของอาหาร 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 16 การตรวจวิเคราะห์อายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ซอสพริก 

 

การวิเคราะห์ทางกายภาพ  ประกอบด้วย  

  การวัดค่าสี      การวัดค่าความชื้น 
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การวิเคราะห์ทางเคมี  ประกอบด้วย 

 - การวัดค่าความเป็นกรด – ด่าง    

 

  

 

 

 

- การไทเทรตหาเปอร์เซ็นต์กรดทั้งหมดเทียบกับกรดอะซิตริก 

    

 

 

 

 

ไทเทรตรตัวอย่างซอสพริกคือตัวอย่างปกติ และตัวอย่างทดลอง เพ่ือหาเปอร์เซ็นต์กรด

ทั้งหมดเทียบกับกรดอะซิตริก ด้วย 0.1 N NaOH ซึ่งต้องชั่งตัวอย่างซอสพริกแต่ละตัวอย่างลงในขวด

รูปชมพู่ 3 g จากนั้นเติมน้ ากลั่น 100 ml แล้วหยด 0.1 % Phenolphthalein 2-3 หยด เขย่าให้เข้า

กัน  และน ามาไทเทรตด้วย 0.1 N NaOH ที่เตรียมไว้ไทเทรตจนถึงจุดยุติ และน าค่าที่ได้มาค านวณหา

ปริมาณเปอร์เซ็นต์กรดทั้งหมด เทียบกับกรดอะซิตริกตามสูตรดังต่อไปนี้ 

M1V1 = M2V2   

 M1 = ความเข้มข้นของกรดอะซิตริก 

V1 = ปริมาตรของน้ าผลไม้ 

M2 = ความเข้มข้นของ NaOH 

V2 = ปริมาตร NaOH 
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ตัวอย่าง ซอสพริกสูตรทดลอง ไทเทรตโดยใช้ปริมาตร 0.1 N NaOH 5.3 มิลลิลิตร และน้ าผลไม้หนัก 

3.03 กรัม  

จากสูตร    M1V1 =   M2V2 

  M1 =  M2V2  

          V1 

           =  0.1x5.3  

     3.03 

                     =  0.175 

หาเปอร์เซ็นต์กรดทั้งหมดเทียบกับกรดอะซิตริก  

mol  =     g    x  CV 

    MW    1000 

g     =   mol x MW x  CV 

         1000 

=   M x 60.052 x 100 

1000 

=  0.175 x 60.052 x 100 

1000 

         =  1.12 % 
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4. การตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ขนมปังอบกรอบ 

ท าการตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ขนมปังอบกรอบของผู้ประกอบการ โดยมี 3 รสชาติ คือ 

ขนมปังอบกรอบรสสตอเบอรี่ชีสเค้ก , ขนมปังอบกรอบรสมะพร้าวใบเตย และขนมปังอบกรอบรส

กล้วยหอมคาราเมล ซึ่งท าการตรวจวัดค่าความชื้นโดยใช้เครื่อง Lab-Masters-aw ตัวอย่างละ 3 ซ้ า 

และทดสอบคุณลักษณะทางประสาทสัมผัส ซึ่งมีผู้ทดสอบจ านวน 10 คน ใช้เกณฑ์การให้คะแนน

ตามล าดับความชอบในช่วง 1-9 ที่มีผลต่อ สี กลิ่น รสชาติ เนื้อสัมผัส และความชอบโดยรวม 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 17 การตรวจวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ขนมปังอบกรอบ 

 

5. การทดสอบการรอดชีวิตของเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกที่แยกได้จากผักกุ่มดองที่

ทดสอบในสภาวะกรดและสภาวะเกลือน้ าดี  

โดยทดสอบเชื้อทั้งหมด 5 ชนิด แต่ละชนิดจะถูกแช่ในสภาวะของกระเพาะอาหาร

แบบจ าลอง ที่ประกอบด้วย Phosphate buffer saline pH เท่ากับ 2 และน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ มาผสม

เอนไซม์เปปซิน  0.3 % กรองฆ่าเชื้อด้วยการกรองผ่านเมมเบรนฟิลเตอร์  ขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

ส่วนในสภาวะของล าไส้เล็กแบบจ าลอง ที่ประกอบด้วย Phosphate buffer saline pH เท่ากับ 8 

จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อและน ามาเติม Bile salt 1 % และ เพนคลีเอติน 0.3 % กรองฆ่าเชื้อด้วยการ

กรองผ่านเมมเบรนฟิลเตอร์ จากนั้นน าสารที่ได้มา 9 มิลลิลิตร ผสมกับเชื้อ 1 มิลลิลิตร จากนั้นน าไป

แช่ในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมินานเป็นเวลา 3 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบเวลาจาก

ท าการเจือจางเชื้อด้วยสารละลาย NaCl ความเข้มข้น 0.85 % เลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมไปท า

การนับเชื้อด้วยเทคนิคการ Spread plate จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 

ชั่วโมง รายงานผลเป็น log CFU/g 
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6. จัดกิจกรรมโชว์ผลิตภัณฑ์ของสถาบันในงานแถลงข่าว เปิดงานเกษตรแฟร์ ประจ าปี 

2563 ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

 กิจกรรมภายใน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เป็นประธานแถลงข่าวการจัดงานเกษตรแฟร์ 

ประจ าปี 2563 ภายใต้แนวคิด “นวัตกรรมใหม่ เพ่ือเกษตรไทยยั่งยืน” ระหว่างวันที่ 31 ม.ค.–8 ก.พ. 

2563 ณ บริเวณมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน เพ่ือเผยแพร่ความรู้ทางการเกษตร ผลงาน

นวัตกรรม งานวิจัยใหม่ ๆ 97 ผลงาน 10 กลุ่มสู่เกษตรกร และประชาชน รวมทั้งนิสิตและอาจารย์ได้

น าหลักวิชาการในห้องเรียน มาใช้เป็นแนวทางในการปฏิบัติงานนอกห้องเรียนด้วย ณ ห้องประชุม  

ก าพลอดุลวิทย์ อาคารสารนิเทศ 50 ปี มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์บางเขน โดยสถาบันค้นคว้าและ

พัฒนาผลิตภัณฑ์ได้เข้าร่วมโชว์ผลิตภัณฑ์ ในฝ่ายจุลชีววิทยาประยุกต์ เช่น การผลิตน้ าส้มสายชู,     

วุ้นสวรรค์, ซอสปรุงรส จากน้ าหางกะทิ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 18  จัดแสดงผลิตภัณฑ์ของสถาบันในงานแถลงข่าว เปิดงานเกษตรแฟร์ ประจ าปี 2563  

ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์
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7. จัดกิจกรรมทดสอบความชอบผลิตภัณฑ์ในโครงการคดัเลือกผู้ประกอบการผลิตภัณฑ์ 

อุตสาหกรรมเกษตรประเภท : ผลิตภัณฑ์ผลไม้แปรรูปอบแห้ง (มะม่วงอบแห้ง) ในงานเกษตรแฟร์ 

ณ อาคารจักรพันธ์เพ็ญศิริ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

          จัดกิจกรรมทดสอบความชอบผลิตภัณฑ์ในโครงการคัดเลือกผู้ประกอบการผลิตภัณฑ์ 

ผลิตภัณฑ์ผลไม้แปรรูปอบแห้ง (มะม่วงอบแห้ง) ในงานเกษตรแฟร์ จัดขึ้นเมื่อวันที่ 3 เดือนกุมภาพันธ์ 

พ.ศ. 2563 สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ณ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ จัดกิจกรรมดีๆ 

ในงานเกษตรแฟร์ เปิดให้ผู้ชมงานมาทดสอบความชอบ ในโครงการคัดเลือกผู้ประกอบการ

ผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมเกษตร ประเภทอาหาร : ผลิตภัณฑ์ผลไม้แปรรูปอบแห้ง : มะม่วง ณ อาคาร

จักรเพ็ญศิริ เพ่ือสนับสนุน ส่งเสริมผู้ประกอบการขนาดเล็กหรือวิสาหกิจชุมชนประเภทอาหารที่

ผลิตภัณฑ์อาหารได้มาตรฐานการผลิตมีคุณภาพและมีความปลอดภัยตามเกณฑ์มาตรฐาน จาก

ผู้ประกอบการส่งมา 24 ตัวอย่างผ่านเกณฑ์ 5 ตัวอย่าง โดยผู้ทดสอบความชอบ จ านวน 100 คน 

ผู้ประกอบการที่ผ่านเกณฑ์ประเภทดีเด่น ดี และชมเชยจะได้รับเงินรางวัลและใบประกาศนียบัตร ใน

วันที่ 7 ก.พ.เวลา 11.00 น. ณ อาคารจักรพันธ์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 19  จัดกิจกรรมทดสอบความชอบผลิตภัณฑ์ในโครงการคัดเลือกผู้ประกอบการผลิตภัณฑ์ 

อุตสาหกรรมเกษตรประเภท : ผลิตภัณฑ์ผลไม้แปรรูปอบแห้ง (มะม่วงอบแห้ง) 
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บทที่ 4 

สรุปผลการปฏิบัติงาน 

 
การปฏิบัติงาน ณ สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหาร ในฝ่ายจุลชีววิทยาประยุกต์ 

ส่งผลให้เกิดประโยชน์ในหลายๆ ด้านดังนี้ 

 

 1. ด้านทฤษฎีและการปฏิบัติงาน 

 ด้านทฤษฎี 

 - ได้ความรู้จากการวางแผนการปฏิบัติงาน เพ่ือให้เกิดความคล่องแคล่ว ว่องไว สามารถลด

ข้อผิดพลาดของการปฏิบัติงานได้ 

 - ได้ศึกษาความรู้ในเรื่องของ การท าไมโครเอนแคปซูเลชัน  การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

 ด้านปฏิบัติงาน 

 - ได้รับความรู้ใหม่ และประสบการณ์ ทักษะและเทคนิคใหม่ๆ เพ่ิมมากขึ้น ในสภาวะการ

ปฏิบัติงานจริง  

- ฝึกฝนให้เป็นคนช่างสังเกตและรู้จักปรับปรุงการพัฒนาการท างานของตน 

- ได้ท าการวิเคราะห์ทางเคมี ได้แก่  การไทเทรต การวัดความเป็นกรดด่าง  

- ได้ใช้เครื่องมือใหม่ๆ เช่น เครื่องวัดสี เครื่องวัดความชื้น เครื่องวัดปริมาณน้ าตาล และ

เครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

 

 2. ด้านสังคมและสิ่งแวดล้อม 

 - ได้เรียนรู้การท างานร่วมกับผู้อื่น  วัฒนธรรมขององค์กรที่ท างาน 

 - ได้เรียนรู้สิ่งใหม่ๆ จากการฝึกงานมากมาย 

 - ได้มีโอกาสรู้จักผู้คนมากขึ้น และได้มิตรภาพที่ดีกับผู้ร่วมงาน 

 - มีมนุษย์สัมพันธ์ที่ดีมากขึ้น และฝึกฝนการปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมในการท างาน 
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 3. ด้านบุคลิกภาพ 

 - พัฒนาบุคลิกภาพ ช่วยสร้างความมั่นใจในการท างาน การกล้าแสดงออก และการแสดง

ความคิดเห็นมากขึ้น 

 - สร้างเสริมการมีบุคลิกภาพที่ดี และการวางตัวที่เหมาะสม 

 - สร้างเสริมลักษณะนิสัยให้เป็นคนตรงต่อเวลามากยิ่งข้ึน 

 

การฝึกงานในครั้งนี้ท าให้ประประโยชน์กับเรามาก ท าให้เรามีความรับผิดชอบต่อ  หน้าที่ที่

ได้รับมอบหมาย  ตรงต่อเวลา มีระเบียบวินัย  และสามารถน าประสบการณ์นี้ไปใช้ได้กับทุกสถานที่

ท างาน เพ่ือเป็นแบบอย่างในการท างานที่ดีอีกด้วย 

 

 



 

บทที่ 5 

ปัญหาและข้อเสนอแนะ 

 
 

1. ปัญหา 

จากการปฏิบัติงานในสถาบันค้นคว้าและผลิตภัณฑ์อาหารนั้น มีอุปกรณ์และเครื่องมือ 

เครื่องใช้ที่ใหม่ การใช้งานจึงเกิดข้อผิดพลาดเล็กน้อย และมีเจ้าหน้าที่คอยดูแลเพ่ือป้องกันการเกิด

อันตราย และได้มีการใช้เครื่องมืออย่างระมัดระวังมากขึ้น นอกเหนือจากนั้นการฝึกงานที่ผ่านมา

ราบรื่นดี เพราะมีการแบ่งหน้าที่ที่ได้รับผิดชอบ และมีการวางแผนก่อนการปฏิบัติงานทุกครั้ง เพ่ือ

ไม่ให้เกิดปัญหาในการปฏิบัติงาน 

 

2. ข้อเสนอแนะ 

 จากการปฏิบัติงานในสถาบันค้นคว้าและผลิตภัณฑ์อาหารนั้น นักศึกษาอยากให้มีการแนะน า

การปฏิบัติงานในด้านต่างๆ แขนงต่างๆ เพ่ิมเติม การใช้เครื่องมือที่ไม่เคยใช้ เพ่ือน าไปปรับใช้ในการ

ท างานในอนาคตได้ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

1.อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร MRS (de Man–Rogosa-Sharpe)  

Dextrose    20 g  

Proteose peptone       10 g  

Beef extract    10 g  

Sodium acetate   5 g  

Yeast extracts    5 g  

Dipotassium phosphate  2 g  

Tween 80    1 g  

Ammonium citrate   2 g  

Magnesium sulfate   0.10 g  

Manganese sulfate   0.05 g  

Distilled water   1,000 ml  

ชั่งอาหารส าเร็จรูป 55 กรัม ละลายกับน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ถ้าเป็นอาหารแข็งให้เติมผง

วุ้น 17 กรัม ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

 

2. สารละลาย Phosphate buffered saline (PBS) pH 2 และ pH 8  

Na2 HPO4 (สาร A)   7.098 g  ในน้ ากลั่น  1,000 ml  

NaH2PO4 .H2O (สารฺB)   6.899 g  ในน้ ากลั่น  1,000 ml  

น าสาร A และ สาร B ที่ได้ผสมกัน โดย เติมสาร A ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกับ สาร B 

ปริมาตร 46 มิลลิลิตร จากนั้นปรับพีเอชให้ได้ PBS pH 2 ด้วย 1M HCl และ PBS pH 8 เติม สาร A 

ปริมาตร 47.36 มิลลิลิตร ผสมกับสาร B ปริมาตร 2.65 มิลลิลิตร จากนั้นปรับพีเอชให้ได้ pH 8 ด้วย 

1M NaOH ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ 

ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  
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3. สารละลายไคโตซาน (Chitosan) 

 ชั่งไคโตซาน 0.2 % แบบหยาบ โดยชั่งมา 1 กรัม : น้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร โดยจะละลายใน

ไคโตซาน 250 มิลลิลิตร ใส่กรดอะซิติก 6 มิลลิลิตร กวนด้วย Menetic bar จนละลาย แล้วปรับ pH 

ด้วย NaOH 1 M ให้ได้ pH ประมาณ 5.7-6.0 จากนั้นท าการเติมน้ าและปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 

500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาท ี
 
4. การเตรียมโซเดียมอัลจิเนต 

เตรียมโซเดียมอัลจิเนต ร้อยละ  3 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (w/v) ในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

และละลายด้วย เครื่อง Magnetic stirrer จนละลาย จากนั้นท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ ที่ 

110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที 

 

5. การเตรียมสารป้องกันความเย็น  

เตรียม Skimm milk และ Maltodextrin  ร้อยละ 10 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร (w/v) ละลาย

ในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อ ที่ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาท ี 
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6. การเตรียมสารในสภาวะทางเดินอาหารแบบจ าลอง  
6.1 สภาวะในกระเพาะอาหารแบบจ าลอง  

ส่วนประกอบ  
PBS pH 2 100 มิลลิลิตร  
เปปซิน 0.3 กรัม  

6.2 สภาวะในล าไส้เล็กแบบจ าลอง  
ส่วนประกอบ  

PBS pH 8 100 มิลลิลิตร  
เกลือน้าดี 1 กรัม  
แพนคลีเอติน 0.3 กรัม  

วิธีการเตรียม  
       เตรียมสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 2 และ pH 8 น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส  

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที พร้อมกับการฆ่าเชื้อขวดเปล่า จากนั้นน า

สารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 2 มาละลายเปปซิน และน าสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ pH 8 มา

ละลายเพนคลีเอติน และเกลือน้ าดี น าไปท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการกรองผ่านเมมเบรน ฟิลเตอร์

ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในขวดปราศจากเชื้อท่ีเตรียมไว้
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7. สารที่ใช้ละลายเม็ดมีด 

Na2 HPO4 (สาร A)   7.098 g  ในน้ ากลั่น  1,000 ml  

NaH2PO4 .H2O (สารฺB)   6.899 g  ในน้ ากลั่น  1,000 ml  

วิธีการเตรียม 
การเตรียม PBS pH 7 โดยเติมสาร A ปริมาตร 30.50 มิลลิลิตร ผสมกับ สาร B ปริมาตร 

19.50 มิลลิลิตร จากนั้นปรับพีเอชให้ได้ PBS pH 7 ด้วย 1M NaOH ท าให้ปราศจากเชื้อด้วยการนึ่ง

ฆ่าเชื้อ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
วิธีการเตรียมการท าแบบแช่เยือกแข็ง 

 

1. วิธีการเตรียมการท าแบบแช่เยือกแข็ง 

1.1 การเตรียมเชื้อ L. paracesei BCC42359 ก่อนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง 

น าเชื้อ L. paracesei BCC42359 ที่เลี้ยงในอาหาร MRS broth 100 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด 

หลอดละ 25 มิลลิลิตร ท าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือให้ได้ตะกอนเซลล์ โดยปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และล้างออกด้วย NaCl 0.85 % 2 ครั้ง 

  

เมื่อได้ตะกอนเซลล์ น ามาผสมกับสารป้องกันความเย็นและน้ ากลั่น (ตัวควบคุม) โดยท าการ 

Vortex ให้เข้ากัน น าใส่ plate เพ่ือน าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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เมื่อครบเวลา น าไปเข้าเครื่อง freeze dryer รุ่น 8 ยี่ห้อ labconco® อุณหภูมิต่ ากว่า 0 องศา

เซลเซียส ความดันน้อยกว่า 132 Pa นาน 8 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

จากนั้นใช้ช้อนที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วบดให้เป็นผง แล้วท าการเก็บในถุงซิบล็อก เก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 


