
วิธีการดำเนินงานวิ'วัย

3.1 ว ัตถ ุด ิบและสารเคม ี

- เชื้อแบคทีเรีย 3 สายพันธุได้แก่ L. johnson ii, L. sa livarius, L. g a sse ri เก็บอยู่ในอาหาร 

เหลว MRS ได้รับการอนุเคราะห์จาก (นิตยา เมธาวณิชพงด์, 2549) และผ่านการทดสอบ 

การทนกรด การทนนํ้าดีและการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอื่นแล้ว

- นํ้ามะพร้าวแก่ ได้รับการอนุเคราะห์จากร้านขายมะพร้าวสะพานวันชาติ ถ.ประชาธิปไตย 

แขวงพานถม เขตพระนคร กรุงเทพมหานคร

- นมผงขาดมันเนย (milk non fat:: MNF) ตรามิชชัน ประเทศไทย 

-นํ้าตาลทราย ตรามิตรผล ประเทศไทย

-นํ้าตาล Lactose ของบริษัท วอนเดอร์มีนฟ้ดแอนด์เคมีคอล ประเทศสหรัฐอเมริกา

- บรรจุภัณฑ์ชนิด laminated aluminium foil (PP/PE/Alu/PE/LL)

บริษัทเจน'จรัส1ชัพพลายด์ ประเทศไทย

-นํ้าแข็งแห้ง บริษัท ดรายไอซ์-ไทย พลัส คอรัปอเรชัน ประเทศไทย

- อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth lab grade ย่ีห้อ HI MEDIA ประเทศอินเดีย

- โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอตเฟต lab grade ยี่ห้อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด์

- ไดโพแทสเซียมไฮโดรฟอตเฟต lab grade ยี่ห้อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด์

- โซเดียมอะชิเตท lab grade ย่ีห้อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด์

- แอมโมเนียมชิเตรท lab grade ยี่ห้อ FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์

- ยีสต์สกัด lab grade ยี่ห้อ HI MEDIA ประเทศอินเดีย

- เปปโตน lab grade ย่ีห้อ MERCK ประเทศเยอรมนี

- โซเดียมคลอไรด์ lab grade ยี่ห้อ UNIVAR ประเทศนิวซีแลนด์

- สารละลายกรดไฮโดรคลอริก lab grade ย่ีห้อ FISHER CHEMICALS ประเทศอังกฤษ 

•โซเดียมไฮดรอกไซด์lab grade ย่ีห้อ MERCKประเทศเยอรมนี

บทที่ 3
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- ตู,บ่มเซือ (Incubator) model B30 บริษัท MEMMERT ประเทศเยอรมนี

- หม้อนึ่งฆ่าเชื้อควบคุมความดัน (Autoclave) model MLS-2400 บริษัท LABO 

ประเทศญี่ป่น

-ดู้'อบลมร้อน (Hot Air Oven) model E53 บริษัท WTC BINDER ประเทศเยอรมนี

- กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) model CH30FF200 บริษัท OLYMPUS ประเทศญี่ป่น

- เครืองวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) model V-530 บริษัท JASCO 

ประเทศญี่ป่น

- เครืองวัด pH (pH meter) model Cyberscan pH1000 บริษัท EUTECH ประเทศสิงคโปร์

- เครื่องหมักเชื้อ (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร บริษัท BIOSTAT- B ประเทศเยอรมนี

- เครื่องวัดความหนืด (Rheometer) model C-VOR บริษัท BOHLIN ประเทศอังกฤษ 

-เครืองวัดแรงตึงผิว (Goniometer) model FT A100 บริษัท First Ten Angstorm

ประเทศสหรัฐอเมริกา

- เครื่องวิเคราะห์ภาพถ่าย (Image Analizer) model Image4.5 บริษัท MEDIA CYBERNATIC 

ประเทศสหรัฐอเมริกา

- เคร่ืองเขย่า (Shaker) model gyratory บริษัท NEW BRUNSWICK ประเทศสหรัฐอเมริกา 

•เครื่องทำแห้งแบบพ่นกระจาย (Spray Dryer) model DV-2 บริษัท NIRO

ประเทศเยอรมนี

- เครื่องทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze Dryer) model dw8-85 บริษัท HETO 

ประเทศเดนมาร์ก

- กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) 

model JSM-5410LV บริษัท JEOL ประเทศญี่ปุน

- เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตำแหน่ง model pb8001 บริษัท METTER ประเทศสวิตเซอร์แลนด์

- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่ง model A200S บริษัท SATORIUS ประเทศเยอรมนี

- เครื่องปิดผนึกถุงแบบสุญญากาศ (Vacuum Sealer) บริษัท Wabomatic 

model Easy-Pack

- MICROWAVE model KOR-63D7 บริษัท DAEWOO ประเทศมาเลเซีย

- Stirrer บริษัท SELECTA model agimatic-N

-Vortex mixer model 37600 mixer บริษัท THERMOLYNE

- อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) model E350 ยี่ห้อ MEMMERT 

ประเทศเยอรมนี
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- เครื่องเหว่ียงแยก (Centrifuge) model Royanta Centrifugen บริษัท HETTICH 

ประเทศเยอรมนี

- เครืองวัดค่า aw (aw analyzer) model series3 บริษัท DECAGON DEVICE 

model series 3 ประเทศสหรัฐอเมริกา

3.3 การเตรียมเช ื้อเพ ื่อใชในการทดลองสำหรับเป ็น starterในการหมัก

นำแบคทีเรียชนิดต่างๆได้แก่ L. jo h n s o n ii L. sa liva rius  และ L. gasse ri ซ่ึงแยกโดย 
นิตยา เมธาวณิชพงด์ (2549) มาคัดเลือกให้เหลือเพียงชนิดเดียวโดยเลือกเชื้อที่เจริญได้ดีและเร็ว 
ในอาหารนํ้ามะพร้าว

เริ่มจากถ่ายเชื้อแต่ละชนิดที่เก็บอยู่ในอาหารจุ้นเอียง MRS (MRS slant) ที่อุณหภูมิ 4°c 
ลงในอาหารนํ้ามะพร้าว (เพิ่มพงษ์ ศรีประเสริฐคักดิ้, 2524) 10 mL ซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อโดยใช้หม้อ 

นึ่งความคันที่ 121๐C ความคัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้วนาน 15 นาทีแล้ว ชนิดละ 1 หลอด บ่มที่ 

37°c เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนำเชื้อทุกชนิดปริมาณ 1 % (พ/V) ถ่ายลงในอาหารนํ้า 

มะพร้าว 100 mL ชนิดละ 1 flask บ่มที 37°c (Coeuret, Gueguen and Vernoux, 2004) เก็บ 

ตัวอย่างเพื่อวัดการเจริญของเชื้อที่เวลา 0 3 6 9 11 24 30 35 และ 48 ช่ัวโมง ด้วยเครื่อง 

spectrophotometer ท่ี 540 กทา ค่าการดูดกลืนแลงจะสูงชื้นเมื่อปริมาณเชื้อมากชื้นสร้างกราฟ 

ความสัมพันธ์ระหว่างเวลากับค่าการดูดกลืนแลง เลือกเชื้อที่มีระยะเวลาช่วง lag phase และ 

exponential phase ที่สั้นที่สุด พร้อมทั้งมีค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุดเมื่อเข้ายู่ช่วง stationary 

phase ซึ่งค่าการดูดกลืนแสงนี้เป็นตัวบ่งบอกถึงจำนวนเชื้อที่ผลิตได้

3.4 การเตรียมเช้ือโพรไบ'โอดิกก่อนทำแห้ง

เตรียมเชื้อโพรไบโอดิกชื้นโดยตัดแปลงจากวิธีของ Fu and Etzel (1995) เริ่มจากถ่ายเชื้อ 

โพรไบโอดิกที่ผ่านการคัดเลือกแล้วจากข้อ 3.3 ซึ่งเก็บรักษาในอาหารจุ้นเอียง MRS (MRS slant) 

ลงในอาหารนั้ามะพร้าว 10 mL (องค์ประกอบของอาหารแสดงไว้ในภาคผนวก ข ข้อ 2) ที่ผ่าน 

การฆ่าเชื้อแล้ว บ่มที่ 37°c 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นถ่ายเชื้อปริมาณ 2% (w/v) ลงในอาหารนํ้า 

มะพร้าว 100 mL ซึ่งผ่านการฆ่าเชื้อแล้วเช่นกัน บ่มที่ 37°c จนเช้ายู่ช่วง exponential phase 

สุดท้ายนำเชื้อมา 1% ถ่ายลงในอาหารนั้ามะพร้าว 4 ลิตร หมักในเครื่อง fermenter ขนาด 5 ลิตร 

ปรับ pH เป ็น 6.25ด้วยสารละลาย NaOH ความเข้มข้น2 N และ HCI ความเข้มข้น0.1 N 

ควบคุมความเร็วใบพัดกวน 100 rpm หมักที่อุณหภูมิ 37°c จนเชื้อเจริญเข้าช่วง stationary
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phase ตอนต้น เนื่องจากจุลินทรีย์ที่เจริญในช่วงนีสามารถทนความร้อนได้ดีกว่าช่วง exponential 

phase (Teixeira, et al., 1995a) ถ่ายเรือลงหลอด centrifuge ทผ่านการฆ่าเซอแล้ว หลอดละ 
70 1ทเ_ เหวี่ยงแยกเชลล์ที่ 4 ° c  ความเร็วรอบ 6000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ด้วยเครื่อง centrifuge 

ซึ่งความเร็วรอบและเวลาของการเหวี่ยงแยกนั้นต้องควบคุมให้เท่ากันทุกครั้งเพื่อให้ได้จำนวนเชลล์ 
ใน cell paste เท่ากันทุกครั้ง หลังจากนั้นจึงล้างเชลล์ด้วยสารละลายฟอตเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 จะ 
ได้ cell paste วิเคราะห์ปริมาณความชื้นและนำเชลล์ไปทดลองขั้นต่อไป

3 .5  ก า ร ท ำ แ ห ้ง เช ื้อ โ พ ร ไ บ 'โ อ ด ิก แ บ บ พ ่น ก ร ะ จ า ย

3 .5 .1  ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย  MNF ต ่อ ก า ร ร อ ด ช ีว ิต ข อ ง เ ช ื้อ ผ ง ห ล ัง ท ำ แ ห ้ง  

แ ล ะ ร ะ ห ว ่า ง เก ็บ ร ัก ษ า

ดีกษาความเข้มข้นของสารปกป้องเชลล์นมผงขาดมันเนย (milk non fat:: MNF) 

เพื่อคัดเลือกความเข้มข้นที่ดีที่สุด เริ่มจากการเตรียม MNF จาก MNF ในรูปผง ให้มีความ 

เข้มข้น 5%, 10%, 20% และ 30% (w/v) ทำการทดลองความเข้มข้นละ 3 ช้ํา วัดความหนืดและ 

แรงตึงผิวด้วยเครือง Goniomter โดยใช้วิธี pendant drop method (Potschke, Piontck, and 

stutz, 2002) แล้วจึงเติม cell paste ของเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 3.4 ปร ิมาณ 6 % ของ total 

solids ซึ่งมีเชื้อเริ่มต้นประมาณ 109CFU/mL เป็นปริมาณที่เหมาะสมระหว่างเชื้อและสารปกป้อง 

เซลล์ (Lian, et al., 2001) ผสมให้เข้ากันโดยใช้ magnetic stirrer นับจำนวนเชื้อเริ่มต้นโดยใช้ 

อาหาร MRS agar ด้วยวิธี pour plate และวัด pH ของนมผสมเชื้อเริ่มต้น หลังจากนั้นจึงป้อน 

ตัวอย่างเข้าเครื่องทำแห้งด้วย pump พร้อมใช้ magnetic stirrer กวนขณะป้อนตัวอย่าง ให้ 

อุณหภูมิลมเข้าเครื่องทำแห้ง 160°c ปรับอ้ตราการป้อน (feed rate) เป็น 34 mL/min หลังได้เช้ือ 

ผง วิเคราะห์ขนาดของ particle ด้วยเครื่อง Image analyzer นับจำนวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังทำ 

แห้งโดยใช้อาหาร MRS agarQเคราะห์ลักษณะของอนุภาคหลังทำแห้งด้วยเครื่อง scanning

electron microscope (SEM) ทดสอบความแตกต่างของสารปกป้องเซลล์แต่ละความเข้มข้นต่อ 

จำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ปริมาณความชื้น ค่า aw ด้วยเครื่อง aw analyzer ขนาดอนุภาคด้วยเครื่อง 

Image analyzer ค่า bulk density โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 

Design (CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan's New Multiple Range 

Test และบรรจุเชื้อผงและปิดผนึกแบบสุญญากาศในถุง laminated aluminium foil ขนาด 

17 cmx21 cm ซึ่งประกอบด้วยขั้น PP/ PE/ Alu/ PE/ LL หลังจากนั้นจึงเก็บรักษาที่ 20°c และ 

30°c ในตู้ควบคุมอุณหภูมิ เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของเชื้อระหว่างเก็บรักษาที่อุณหภูมิตํ่า 

และอ ุณหภูม ิส ูงและเป ็นอ ุณหภูม ิท ี่ลามารถเห ็นการเปลี่ยนแปลงของเช ื้อได ้อย ่างช ัดเจนใน
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ระยะเวลา 2 เดือน (Teixeira, et al., 1995b) เก็บตัวอย่างวิเคราะห์จำนวนเชื้อที่รอดชีวิตปริมาณ 

ความชื้นและค่า aw เป็นเวลา 30 วัน และ 60 วัน ทดสอบความแตกต่างของสารปกป้องเซลล์แต่ 

ละความเข้มข้นต่อจำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ความชื้นและค่า aw โดยวางแผนการทดลองแบบ

Completely Randomized Design (CRD) เปรยบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลียโดยใช้ 

Duncan’s New Multiple Range Test เพื่อหาปริมาณสารปกป้องเชลล์ที่เหมาะสมที่สุด เลือก 

ความเข้มข้นที่มีจำนวนเชื้อรอดชีวิตหลังการทำแห้งสูงและการลดลงของเชื้อที่มีชีวิตระหว่างเก็บ 

รักษาที่อุณหภูมิต่างๆ ตํ่าที่สุด เพ่ือใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป

3 .5 .2  อ ุณ ห ภ ูม ิล ม เ ข ้า แ ล ะ อ ัต ร า ก า ร ป ้อ น ท ี่เ ห ม า ะ ส ม ข ณ ะ ท ำ แ ห ้ง แ บ บ พ ่น ก ร ะ จ า ย

ดืกษาอุณหภูมิลมเข้าและ feed rate เพื่อคัดเลือกอุณหภูมิลมเข้าและ feed rate ท่ี 

เหมาะสม โดยพิจารณาจากจำนวนเชื้อที่รอดชีวิตและปริมาณความชื้นหลังทำแห้ง เริ่มจาก 

เตรียมสารละลาย MNF ความเข้มข้นที่ได้รับการคัดเลือกจากข้อ 3.5.1 เติม cell paste ของเช้ือท่ี 

เตรียมได้จากข้อ 3.4 ลงใน MNF ที่เตรียมไว้ข้างต้น ปริมาณ 6% ของ total solids MNF ผสม 

ให้เข้ากันโดยใช้ magnetic stirrer นับจำนวนเชื้อเริ่มต้นโดยใช้อาหาร MRS agar ด้วยวิธี pour 

plate ทำแห้งที่สภาวะดังแสดงในตารางที่ 3.1 เพื่อเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิลมเข้าและ feed 

rate ที่แตกต่างกันที่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของเชื้อ โดยอุณหภูมิลมเข้าที่ใช้นั้นเป็นอุณหภูมิที่ Kim 

and Bhowmik (1990) เคยทดลองแล้วว่าสามารถเห็นความแตกต่างของการรอดชีวิตจากผลของ 

อุณหภูมิได้ ส่วน feed rate ท่ีใช้คือ 34 และ 16 mL/min เป็นการแปรเพื่อทำให้อุณหภูมิลมออกมี 

ค่า 8 0 °c  และ 9 0 °c  ซึ่งเป็นอุณหภูมิลมออกที่ Kim and Bhowmik (1990) เคยทดลองไว้แล้ว 

เซ่นกันว่าสามารถทำให้เห็นความแตกต่างถึงการรอดชีวิตของเชื้อได้ ทำการทดลองสภาวะละ 3 

ช้ํา หลังจากนั้นนับจำนวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังทำแห้งโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agarnเคราะห์ 

ความชื้นและค่า aw โดยวางแผนการทดลองแบบ Factorial Design ขนาด 2x2 เปรียบเทียบ 

ความแตกต่างของค่าเฉลืยโดยใช้ Duncan’s New Multiple Range Test เลือกภาวะทีดืทีสุด 

มาใช้ในการทดลองขั้นต่อไป โดยพิจารณาจากปริมาณความชื้น < 5% เนื่องจากมาตรฐาน 

อุตสาหกรรมประเภทนมผงได้กำหนดไว้ว่าความชื้นไม่เกินระดับนี้ผลิตภัณฑ์จะปลอดภัยจากการ 

เจริญจากจุลินทรีย์ชนิดอื่น

ต า ร า ง ท ี่ 3 .1  อ ุณ ห ภ ูม ิล ม เ ข ้า แ ล ะ  feed rate ที่ใช้,ท ำ แ ห ้ง

อ ุณ หภ ูม ิลมเข ้า(๐C) feed rate (mL/min)

160 34
16

180 34
16
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เมื่อได้ความเข้มข้นของสารปกป้องเซลล์และภาวะการทำแห้งที่เหมาะสมแล้วขั้น 

ต่อไปจึงเป็นการปรับปรุงเพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตให้สูงขึ้นโดยดัดแปลงให้หยดของของเหลวมี 

ขนาดเล็กลงเพื่อลดเวลาการสัมผัสความร้อนของเชื้อ ซ่ึง Elversson (2005) ได้รายงานว่าหยด 

ของเหลวจะเล็กลงเมื่อแรงตึงผิวลดลง ขั้นตอนต่อไปจึงเป็นการตึกษาถึงสารปกป้องเชลล์สัดส่วน 

ใหม่เพื่อให้แรงตึงผิวลดลงโดยยึดปริมาณ total solids จากข้อ 3.5.1 ที่ได้รับการคัดเลือกแล้วโดย 

ใช้สารละลายนํ้าตาลปริมาณต่างๆ เป็นคัวช่วยลดแรงตึงผิว (Servulo, Reis and Almeida, 2003 

และ Adhikari, et a l.1 2007) พร้อมทั้งวัดค่าความหนืดของ สารละลาย MNF ผลมนํ้าตาลเก็บไว้ 

ประกอบการพิจารณาด้วย

3.5.3.1 ศึกษาแรงตึงผิวของ MNF ผสม'นาตาลเพ ี่อใช้เป ็นสารปกป้องเชลล์

เพื่อให้เชื้อรอดชีวิตสูงขึ้น จึงต้องมีการลดแรงตึงผิวของ MNF ลง สารท่ี 

นำมาช่วยลดแรงตึงผิวในงานวิจัยได้แก่ sucrose และ lactose โดยแปรสัดส่วนคังนี้คือ MNF 

9%+sucrose 1% MNF 7%+sucrose 3% MNF 5%+sucrose 5% MNF 9%+lactose 1% 

MNF 7%+lactose 3% และ MNF 5%+lactose 5% หลังจากนั้นจึงนำมาวัดแรงตึงผิวด้วยเครื่อง 

Goniometer ใช้หลอด syringe ขนาด 3 ทา1_ และเข็มปลายคัดขนาด 22 gauge บรรจุคัวอย่าง 

พร้อมทั้งใช้ pump เป็นคัวควบคุมการหยด บันทึกภาพขนาดของหยดตัวอย่างตั้งแต่เริ่มเป็นหยด 

จนกระทั้งตกพอดี โดยใช้โปรแกรม First Ten Angstorm และใช้โปรแกรมดังกล่าวคำนวณค่าแรง 

ตึงผิวขณะที่หยดคัวอย่างตกพอดี ทำการทดลอง 3 ช้ํา โดยค่าแรงตึงผิวจะเปลี่ยนไปตามลักษณะ 

ของหยดที่เปลี่ยนไป ทดสอบความแตกต่างของ MNF ผสมนํ้าตาลแต่ละสัดส่วนต่อค่าแรงตึงผิว 

โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) เปรยบเทียบความ 

แตกต่างของค่าเฉลืยโดยใช้ Duncan’s New Multiple Range Test

3.5.3.2 ศึกษาความหนีดของ MNF ผสม'นาตาลเพ ี่อใช้เป ็นสารปกป้องเซลล์

ขนาดของหยดนอกจากจะมีอ ิทธิพลจากแรงตึงผ ิวแล้ว ยังเป็นผลอัน 

เนื่องจากความหนืดอีกด้วย ฉะนั้นจึงต้องหาระคับของนํ้าตาลทั้งลองชนิดที่เมื่อผสมเช้ากับ MNF 

แล้ว ต้องไม่ทำให้ความหนืดของ MNF เดิมที่ว ัดก่อนการผสมนั้าตาลเพิ่มชื้น หากความหนืด 

เพิ่มชื้นแล้วจะส่งผลให้ขนาดของหยดโตชื้นกว่าเดิม ขั้นตอนการหาความหนืดนั้นทำได้โดย 

เตริยมคัวอย่างให้มีสัดส่วนเดียวกับข้อ 3.5.3.1 คือ MNF 9%+sucrose 1% MNF 7%+sucrose
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3% MNF 5%+sucrose 5% MNF 9%+lactose 1% MNF 7%+lactose 3% และ MNF 

5%+lactose 5% ควบคุมอุณหภูมิตัวอย่างให้เท่ากับ 25°c ใช้หัววัดชนิด cone and plate 

เบอร์ 1 เล้นผ่านศูนย์กลาง 60 mm 1 องศา ต้ังค่า shear rate เท่ากับ 272 ร'1 และค่า gap 

เท่ากับ 30 (J.ทา แล้วจึง ปิเปตตัวอย่างมา 1.5 ทาเ. ลงในที่รองรับภายในเครื่อง Rheometer 

นำเช้าวัดความหนืด โดยระวังไม่ให้มีฟองอากาศในตัวอย่าง เริ่มการวัดและบันทึกค่าใช้เวลา 

ตัวอย่างละ 5 นาที ทำการทดลอง 3 ซ้ํา ทดสอบความแตกต่างของ MNF ผสมนํ้าตาลแต่ละ 

สัดส่วนต่อค่าความหนืด โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design 

(CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s New Multiple Range Test

เมื่อได้ค่าของแรงตึงผิวและค่าของความหนืดแล้ว จึงคัดเลือกระดับของ 

สารละลายนํ้าตาลที่สามารถลดแรงตึงผิวของ MNF ได้และไม่ทำให้ความหนืดเดิมของ MNF 

เพ่ิมข้ึน ซึ่งจะส่งผลให้ขนาดหยดโตขึ้น เมื่อเลือกระดับของสารละลายนํ้าตาลที่ใช้ร่วมกับ MNF ได้ 

แล้ว ขั้นต่อไปจึงทดลองนำอัตราส่วนของ MNF ผสมนํ้าตาลทั้งหมดที่คัดเลือกมาทำแห้งด้วยวิธีพ่น 

กระจายเพื่อทดสอบสมมติฐานที่ว่า สารละลายนํ้าตาลที่เพิ่มเช้ามานั้นสามารถเพิ่มการรอดชีวิตได้ 

จริง

3.5.3.3 ศึกษาการรอดชี!'วิตของเชื้อผงเมื่อ,ใช้ MNF ผสม‘นาตาลเป็น 

สารปกป ้องเซลล์

เตรียมตัวอย่างสารละลาย MNF ผสมนั้าตาลที่ได้รับการคัดเลือกเบื้องต้น 

จากข ้อ3.5.3.1 และข ้อ3.5.3.2แล้วเติม cell paste ของเช ื้อปริมาณ6% total solids ของ 

feed solution ลงในสารละลาย ปริมาตร 500 mi. ที่เตรียมไว้ ผสมให้เช้ากันโดยใช้ magnetic 

stirrer นับจำนวนเชื้อเริ่มต้น ด้วยอาหาร MRS agar โดยวิธี pour plate บ่มที่ 37°c 48 ช่ัวโมง 

แล้วจึงทำแห้งแบบพ่นกระจาย โดยใช้อุณหภูมิลมเช้าและอัตราการป้อนที่คัดเลือกได้จากข้อ

3.5.2 ทำการทดลอง 3 ซ้ํา นับจำนวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังทำแห้งด้วยอาหาร MRS agar เช่นการ 

นับเชื้อเริ่มต้น วิเคราะห์ความชื้น ค่า aw ขนาดอนุภาคและค่า bulk density ทดสอบความ 

แตกต่างของสารละลาย MNF ผสมนั้าตาลแต่ละสัดส่วนต่อจำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ปริมาณ

ความชื้น ค่า aw ขนาดอนุภาค ค่า bulk density โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s New 

Multiple Range Test นำตวัอยา่งทีใ่ห0้/0 การรอดชีวิตหลังทำแห้งสูงที่สุดเพื่อตึกษาอายุการเก็บ 

ต่อไป
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3.6 การทำแห้งแบบแช่เย ือกแข็ง

3.6.1 ชนิดของสารปกป้องเชลล์ท ี่เหมาะสมในการทำแห้งแบบแช่เย ือกแข็ง

กระบวนการทำแห้งนี้ดัดแปลงจากวิธีของ (Abadias, et al., 2001) เริ่มจากถ่ายเชื้อ 

โพรไบโอติกที่ได้รับการคัดเลือกจากข้อ 3.3 ปริมาณ 6% total solids ของสารปกป้องเชลล์ลงใน 

สารปกป้องเชลล์ได้แก่ MNF 10%+sucrose 10% และ MNF 10%+lactose 10% (w/v) ซึ่งเป็น 

สัดส่วนที่ทำให้เชื้อรอดชีวิตระหว่างการทำแห้งสูงสุดไนการทดลองของ (Abadias, et at., 2001) 
ปริมาตร 300 ทาL แช่เยือกแข็งเบื้องด้นก่อนทำแห้งด้วยนี้าแข็งแห้งผสมสารละลายอะชิโตน แล้ว 

จึงนำเข้าเครื่องทำแห้งแบบเยือกแข็ง ให้อุณหภูมิขณะทำแห้ง -60°c ความดัน 0.5 hPa ทำการ 

ทดลอง2 ซ้ํา นับจำนวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังทำแห้งด้วยอาหาร MRS agarวิเคราะห์ความชื้นและ 

ค่า aw เปรียบเทียบความแตกต่างของสารปกป้องเซลล์แต่ละชนิด

3.7 การเปลี่ยนแปลงของเช ื้อผงที่ทำแห้งโดยวิธ ึพ ่นกระจายและแช่เย ือกแข็ง 

ระหว่างการเก็บ 16 ส ัปดาห ์

นำสัดส่วนของตัวอย่างที่ผ่านการดัดเลือกแล้วจากข้อ 3.5.3.3 ปริมาตร 1500 ทาL และข้อ

3.6.1 ปริมาตร 300 mL ไปทำแห้งโดยวิธีพ่นกระจายและแช่เยือกแข็งตามลำดับเพี่อผลิตเชื้อผงไว้ 

ทดสอบอายุการเก็บรักษาที่ภาวะการทำแห้งที่เหมาะสมของแต่ละวิธีข้างด้น บรรจุปริมาณ 10 g 

ในถุง laminated aluminium foil ขนาด 17 cm X 21 cm ซึงประกอบด้วยชัน PP/ PE/ Alu/ PE/ 

LL ปิดผนึกแบบสุญญากาศ เก็บรักษาที่ 4 °c  ซึ่งเป็นอุณหภูมิของตู้เย็นทั่วไปที่ใข้ถนอมรักษา 

อาหารในครัวเรือน และ 30°c ซึ่งเป็นอุณหภูมิห้องโดยเฉลี่ยในประเทศไทยเพี่อจำลองสภาวะจริง 

ที่ผู้บริโภคสามารถเก็บรักษาได้ เมื่อผลิตภัณฑ์ออกจำหน่ายแล้ว (Teixeira, et al., 1995) เก็บ 

ตัวอย่างเพี่อวิเคราะห์จำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ปริมาณความชื้นและค่า aw ที่เวลา 1 2 3 4 6 8 

12 16สัปดาห์ เพี่อให้เห็นแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงระหว่างการเก็บรักษาครั้งนี้ได้ ทดสอบ 

ความแตกต่างของจำนวนเชื้อที่รอดชีวิต ความชื้นและค่า aw โดยวางแผนการทดลองแบบ

Completely Randomized Design (CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยไข้ 

Duncan’s New Multiple Range Test


	บทที่ 3 วิธีการดำเนินงานวิจัย
	3.1 วัตถุดิบและสารเคมี
	3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์
	3.3 การเตรียมเชื้อเพื่อใช้ในการทดลองสำหรับเป็น starter ในการหมัก
	3.4 การเตรียมเชื้อโพรไบโอติกก่อนทำแห้ง
	3.5 การทำแห้งเชื้อโพรไบโอติกโดยใช้วิธีการทำแห้งแบบพ่นกระจาย
	3.6 การทำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
	3.7 การเปลี่ยนแปลงของเชื้อผงที่ทำแห้งโดยวิธีพ่นกระจายและแช่เยือกแข็งระหว่างการเก็บ 16 สัปดาห์


