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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารป้องกันเซลล์ที่มีอุณหภูมิ glass transition 

temperature (Tg) แตกต่างกันต่อการรอดชีวิตของ  Lactobacillus  plantarum FT35 ระหว่างการท า
แห้งและภาวะการเก็บผลิตภัณฑ์ผง โดยท าการศึกษาสารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรต ได้แก่  
กลูโคส  ซูโครส  แลกโตส  มอลโตเด็กซ์ทริน   และแป้งดัดแปร  (soluble starch)  สารเหล่านี้มี
อุณหภูมิ Tg   เท่ากับ  35.33 oC  75.13 oC  119.34 oC  160 oC และ 243 oC ตามล าดับ  น าเซลล์ของ  
L.  plantarum FT35 อายุ  20 ชั่วโมง มาผสมกับสารป้องกันเซลล์และน าไปท าแห้งแบบพ่นฝอย  
โดยก าหนดอุณหภูมิลมเข้า  185 oC อัตราการป้อน 20 ml/min  อุณหภูมิลมออก  85+5 oC  ควบคุม
ความหนืดสุดท้ายของสารป้องกันเซลล์เท่ากับ  1.6-1.7 Cp ซึ่งพบว่าสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg สูงให้
การปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ได้ดีกว่าสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg  ต่ า และเมื่อใช้  soluble starch  เป็นสาร
ป้องกันเซลล์ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์สูงสุดในระหว่างการท าแห้ง เท่ากับ 93.4+0.3%  และ
การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง แบบสุญญากาศในถุงลามิเนตที่อุณหภูมิห้อง ( 30 -35oC) เป็นเวลา   
4  สัปดาห์มีจ านวนจุลินทรีย์เหลือ  85.6+0.32% ของจ านวนเซลล์เร่ิมต้นการเก็บรักษา จึงศึกษา
ระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของ  soluble starch โดยแปรระดับความเข้มข้น 1.5% 2.5% 3.5% 
4.5% และ 10% พบว่า soluble starch 2.5% ท าให้ L. plantarum FT35 รอดชีวิตสูงสุด 93.4+0.3% 
น าผลิตภัณฑ์ผงมาเก็บรักษาในถุงลามิเนตที่ปิดผนึกแบบสุญญากาศที่อุณหภูมิ 4oC และ  
ที่อุณหภูมิห้อง ( 30 -35oC) เป็นเวลา  8  สัปดาห์  พบว่าที่อุณหภูมิ 4oC  จุลินทรีย์รอดชีวิตสูงกว่า  
ที่อุณหภูมิห้อง (30 -35oC)  โดยมี L. plantarum FT35 ลดลง 2.43+0.63 log CFU/g และ 6.28+0.55 
log CFU/g ตามล าดับ น าผลิตภัณฑ์ผงที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC นาน 2 เดือนไปใช้เป็นหัวเชื้อหมัก
ปลาส้ม และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของหัวเชื้อผงกับหัวเชื้อสดในการหมักปลาส้ม พบว่า  
หัวเชื้อมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
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The objectives  of  this  study  were  to  investigate protective agents with various glass 
transition temperature (Tg)  affecting  the survival of  L.  plantarum FT35 during spray drying 
and  storage. The protective agents  used in this study were glucose, sucrose, lactose, maltodextrin 
DE 10, and  soluble starch.  The Tg of  these  protective agents  were 35.33 oC , 75.13 oC, 119.34 

oC,  160 oC and 243 oC, respectively. The 20 hours cultured L.  plantarum FT35 were  mixed  with 
solution of  protective agent which was adjusted to have 1.6-1.7 Cp. The  mixtures  were  spray 
dried with inlet temperature at  185 oC, feed rate  of 20 ml/min and outlet temperature  of  
85+5 oC. It was found that  protective agents with high Tg provided  the protective bacterial cell  
property greater than  protective agents with low Tg.  Amoung these protective agents, soluble 
starch gave the highest of cell survival at 93.4%. The powder-products  were vacuum packed in 
laminate aluminum foil bags (PP/PE/AluPE/PP) and stored at room temperature (30-35oC) for 4 
week. The  stored products  contained  viable cells  of  L.  plantarum FT35 at 85.6%  of  the 
initial  amount. To find the proper concentration  of soluble starch, the concentration of  1.5% 
2.5% 3.5% 4.5% and 10%  were varied. It was found that 2.5% soluble starch provided the cell  
highest survival of L.plantarum FT35 at 93.4%. The powder-products  of L. plantarum FT35 with 
2.5% soluble starch were stored at room temperature (30-35oC) and 4oC for 8 weeks, it was found 
that 6.28+0.55 log CFU/g and 2.43+0.63 log CFU/g reduced respectively. The powder product 
stored 4oC for 8 weeks for starter culture of fish fermentation and comparison efficacy with fresh 
starter culture, this study did not find a significant difference. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

การท าแห้งจุลินทรีย์แบบพ่นฝอย  มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องการเก็บรักษา เชื้อให้คงสภาพดีโดยไม่
เกิดการสูญเสียกิจกรรมของเชื้อระหว่างการขนส่งและเก็บรักษา   แต่อิทธิพลของอุณหภูมิที่ใช้ในการท า
แห้ง มีผลท าให้เซลล์ที่มีชีวิตมีจ านวนลดลงในระหว่างการท าแห้ง  ซึ่งเกิดจากการที่เซลล์เกิดความ
เสียหายที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์   เน่ืองจากความร้อนท าให้เกิดการระเหยน้ าออกจากเซลล์ในระหว่างการท า
แห้ง     เมื่อโมเลกุลของน้ าเคลื่อนที่ออกจากเยื้อหุ้มเซลล์  ส่งผลท าให้โครงสร้างของ ผนังเซลล์ไม่เสถียร   และ
เกิดการเปลี่ยนแปลง   ซึ่งเป็นส่วนส าคัญทีท่ าให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ในกระบวนการท าแห้ง     
ปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ในการท าแห้งคือ สารป้องกันเซลล์  โดยพบว่าสาร
ป้องกันเซลล์สามารถแทนที่โมเลกุลของน้ าที่สูญเสียไป  และท าให้โครงสร้างของผนังเซลล์ มีความ
เสถียรและไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง  Sinha และ Ranganathan (1974)  รายงานว่า  ประสิทธิภาพของสาร
ป้องกันเซลล์แต่ละชนิดมีความสามารถในการปกป้องเซลล์แตกต่างกัน  ขึ้นอยู่กับสมบัติทางความ
ร้อนของสาร   คือ glass transition temperature  (Tg) นอกจากนี้มีรายงานว่า  ระดับความเข้มข้นของสารป้องกัน
เซลล์มีผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์  เน่ืองจาก มีความสัมพันธ์กับขนาดหยดอนุภาค  เพราะการใช้
ความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่สูงท าให้เกิดหยดอนุภาคขนาด ใหญ่  ส่งผลท าให้เชื้อมีโอกาส
ถูกท าลายด้วยความร้อนได้มากกว่า  นอกจากนี้  การท าแห้งแบบพ่นฝอย  lactic acid bacteria ใน
รูปแบบผง สามารถน าไปใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม  โดย ปลาส้มเป็นอาหารหมักประเภทหนึ่งที่
นิยมบริโภคในหลายภูมิภาคของประเทศ  แต่การผลิตมักมีข้อจ ากัดอยู่ในระดับครัวเรือน ซึ่งท าให้
คุณภาพผลิตภัณฑ์มีความไม่สม่ าเสมอ  และมักประสบปัญหาด้านคุณภาพของหัวเชื้อหมัก เพราะ
การผลิตจะขึ้นอยู่กับเชื้อจุลินทรีย์ที่มีอยู่ตามธรรมชาติที่ติดมากับวัตถุดิบ  จึงท าให้ผลิตภัณฑ์มี
คุณภาพแตกต่างกัน  ท าให้ยากต่อการควบคุมคุณภาพของหัวเชื้อ ซึ่งการหมักเกิดจากกระบวนการ
ทางชีวเคมีที่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของอินทรียสาร  โดยปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่สร้างขึ้นโดย
เชื้อจุลินทรีย์  lactic  acid  bacteria  ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการหมัก  การพัฒนาหัวเชื้อหมัก
โดยท าแห้งแบบพ่นฝอย  เพื่อท าให้อาหารมีคุณภาพสม่ าเสมอ ลดโอกาสการหมักล้มเหลว ช่วยให้
การหมักเกิดขึ้นได้อย่างมีประสิทธิภาพและสามารถควบคุมได้ดีขึ้น   ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นใน
การศึกษา  Tg ของสารป้องกันเซลล์  และความเข้มข้นที่เหมาะสมต่ออัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์
ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอยและการเก็บรักษา  เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อผงในการท าปลาส้ม 
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วัตถุประสงค์ 
1. ศึกษาสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg ที่แตกต่างกันต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum  FT35 

ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  

2. ศึกษาความเข้มข้นสารป้องกันเซลล์ที่มีผลต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 

ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

3. ศึกษาการรอดชีวิตของ  L. plantarum FT35  ผงในระหว่างการเก็บรักษา 

ผลท่ีคาดว่าได้รับ 

ความเป็นไปได้ในการใช้ Tg  เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือก สารป้องกันเซลล์ และความเข้มข้น

ของสารป้องกันเซลล์ที่ เหมาะสมต่อการรอดชีวิตของ  L.  plantarum FT35 ในระหว่างการท าแห้ง

แบบพ่นฝอยและการเก็บรักษา  เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม 



 
 

บทที่ 2  
 

วารสารปริทัศน์ 

2.1  ปลาส้ม 

 ปลาส้ม จัดเป็นอาหารหมักประเภทหนึ่ง  โดยการหมักเกิดจากแลคติกแอซิดแบคทีเรียซึ่งมี
บทบาทส าคัญในกระบวนการหมัก  โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้จะเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตในส่วนประกอบ
ต่างๆ  ที่ใช้ในการหมักให้เป็นกรดแลคติก  ท าให้  pH ของอาหารลดลง ท าให้เกิดรสเปร้ียว  และ 
ท าให้ผลิตภัณฑ์มีรสชาติและกลิ่นดีขึ้น  นอกจากนี้แลคติกแอซิดแบคทีเรียยังจัดเป็นแบคทีเรีย  
ที่เป็นประโยชน์สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ท าให้ก่อโรค  ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความ
ปลอดภัยสูงขึ้น  ตลอดจนมีการยืดอายุการเก็บรักษาได้นานขึ้น (Lee และ Kraft, 1984) 

ปลาส้มเป็นผลิตภัณฑ์ปลาหมัก กระบวนการผลิตปลาส้มโดยทั่วไปจะเร่ิมจากการน าปลา
สด  เช่น ปลาตะเพียน   มาขอดเกล็ด  ควักไส้   ตัดแต่ง  จากนั้นล้างท าความสะอาด และน ามา
คลุกเคล้ากับ ส่วนผสมต่างๆ  ได้แก่  ข้าว  กระเทียม  และเกลือ  แล้วท าการหมัก จนเกิดรสเปร้ียว 
ปริมาณกรดอยู่ในช่วง  2.1-4% โดยผู้ผลิตส่วนใหญ่จะหมักในถุงพลาสติกแล้วบรรจุในภาชนะ
จ าพวกปี๊บโลหะ  กะละมังเคลือบ หรือถังพลาสติก  แล้ววางในพื้นที่ว่างในบริเวณแหล่งผลิต 
(วิลาวัณย์  ภูมิดอนมิ่ง, 2548) 

การเปลี่ยนแปลงระหว่างการหมักปลาส้ม  พบว่าค่า pH เร่ิมต้นการหมักประมาณ 7.0  และ
ลดลงอย่างรวดเร็วใน  5  วันแรก pH 4.2-4.3   ซึ่งสัมพันธ์กับค่าเปอร์เซ็นกรด โดยช่วงแรกของการ
หมักพบว่า  ช่วงแรกมีปริมาณกรด  0.1% จนกระทั่งวันที่ 5  จะมีกรดประมาณ 2.5-2.8% ปริมาณ
จุลินทรีย์ทั้งหมด  ระยะเร่ิมต้น 103-105 CFU/g  จนกระทั่งวันที่  5  ของการหมักตรวจพบประมาณ  
2.5x109-3.9x109 CFU/g  ส าหรับระยะเวลาในการหมักปลาจนได้ปลาส้มที่สามารถบริโภคได้จะใช้
เวลา  2-3  วัน  ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสภาพอากาศหรืออุณหภูมิในสถานที่ผลิต  (วิลาวัณย์  ภูมิดอนมิ่ง , 
2548) 

2.1.1  ปลาส้มท่ีดีควรมีลักษณะดังนี้  (วิลาวัณย์ ภูมิดอนมิ่ง, 2548) 

1. ต้องเป็นตัวปลาหรือชิ้นปลาในสภาพสมบูรณ์ 
2. เน้ือไม่เละและก้างนุ่ม 
3. มีรสเปร้ียว และเค็มพอเหมาะ 
4. มีกลิ่นหอม  ไม่มีกลิ่นหืนหรือกลิ่นอับ 
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5. มีสีตามธรรมชาติไม่ปรุงแต่ง   
 

2.1.2  จุลชีววิทยาของการหมักปลาส้ม  (โอภาส มั่นคง, 2549) 

 ในระยะเร่ิมต้นของการหมักปลาส้ม มักพบแบคทีเรียรูปกลม  แกรมบวก  ประมาณ  
60-65%  ได้แก่กลุ่มของ  Staphylococcus    Micrococcus  และ Pediococcus  cerevisiae  แบคทีเรีย
แกรมบวกรูปแท่ง  30-35%  ได้แก่กลุ่มของ  Bacillus,  Lactobacillus  และแกรมลบกลุ่ม  
Psedomonas  5%   

 เมื่อระยะเวลาในการหมักช่วง 3  วันแรกมักพบว่ามี  Lactobacillus  และจุลินทรีย์กลุ่ม  
Pediococcus  cerevisiae เพิ่มจ านวนขึ้นมาก  ส่วน  Staphylococcus  และ Micrococcus  จะมี
ประมาณคงที่และลดลงบ้างเล็กน้อย  เพราะทนกรดและเกลือได้ระยะหนึ่ง  ส่วนกลุ่ม  Bacillus และ 
Pseudomonas  รวมทั้งจุลินทรีย์ก่อโรคอื่นๆ  จะมีปริมาณลดลงมากเน่ืองจากสภาวะเป็นกรดและ
อากาศน้อยไม่เหมาะต่อการเจริญ  ท าให้สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้  

2.1.3  จุลิทรีย์ท่ีมีบทบาทส าคัญในการหมักปลาส้ม  (อาภัสรา กอบกัยกิจ, 2537) 

1. จุลินทรีย์กลุ่มที่สร้างกรด และกลิ่นรส ได้แก่  Lactobacillus plantarum     
lactobacillus  brevis  และ  Pediococcus  cerevisiae 

2. จุลินทรีย์กลุ่มที่ย่อยสลายโปรตีนได้ดี และสร้างกลิ่นรส  ได้แก่  Staphylococus  sp. 
และ Micrococcus sp. 

3. Bacillus  มีบทบาทในการย่อยโปรตีน และแป้งบ้างเล็กน้อย  
 

2.2  แลคติกแอซิดแบคทีเรีย 

แบคทีเรียแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  ไม่สร้างสปอร์  ไม่เคลื่อนที่  ไม่สร้างเอนไซม์                  
แคตาเลส  ไม่ต้องการอากาศ  ลักษณะสัณฐานวิทยา  พบว่า  มีทั้งรูปร่างแท่งและรูปร่างกลม  การ
จัดเรียงกลุ่มแบคทีเรียแลคติกในสกุลต่างๆ  ขึ้นอยู่กับรูปร่างลักษณะรูปแบบของการหมักน้ าตาล
กลูโคส  การใช้น้ าตาลชนิดต่างๆ  และการเจริญที่อุณหภูมิต่างๆ  แบคทีเรียแลคติกสามารถเจริญ  
ในที่มีเกลือเข้มข้นสูง  และการทนต่อกรดหรือด่าง  ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลลิซึม
ของแบคทีเรียกลุ่มนี้ได้จากการใช้น้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนได้
ผลิตภัณฑ์หลักเป็นกรดแลคติก เช่น  Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus  และ Leuconostoc  
เป็นต้น  (Wood และ Hodge, 1985)  
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แบคทีเรียแลคติกกลุ่ม  facultative anaerobic ได้แก่ แบคทีเรียในสกุล Lactobacillus sp.  
มีความต้องการสารอาหารพวกสารประกอบอินทรีย์มีโครงสร้างซับซ้อนพบในกระบวนการหมักมี
การเจริญได้ดีในสภาพที่ไม่ออกซิเจน แต่ก็มีความสามารถเจริญเพิ่มจ านวนเซลล์ได้ดีในสภาพที่มี
ออกซิเจนด้วย น้ าตาลเป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญของแบคทีเรียชนิดน้ี กลุ่ม lactic acid bacteria แบ่ง
ออกได้เป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มที่หนึ่งเรียกว่า homofermentative จุลินทรีย์กลุ่มนี้จะให้ผลิตภัณฑ์ที่เป็น
กรดแลคติก (lactic Acid) 85-95%  ส าหรับกลุ่มที่สองเรียกว่า heterofermentative สามารถหมัก
น้ าตาลได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดแลคติกประมาณ  50%  และได้ผลิตภัณฑ์อื่นๆ  เช่น กรดอะซิติก กรด
ฟอร์มิก กลีเซอรอล แอลกอฮอล์ และคาร์บอนไดออกไซด์ นอกจากนี้ยังพบว่าการเจริญของแลคติก
แอซิดแบคทีเรียในสภาพที่มีอากาศ  จะพบการสร้างสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในระหว่างการ
เจริญแบบใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน  เนื่องจากแลคติกแอซิดแบคทีเรียไม่มีเอนไซม์  
catalase  ท าให้มีสารไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สะสมอยู่ในอาหารของแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  และ
สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคได้  (Seppo และ Atte, 1993) 

โดยทั่วไปแล้วแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกจะมีอยู่ในสภาพธรรมชาติทั้งในพืชผัก ผลไม้ 
เน้ือสัตว์ และผลิตภัณฑ์นม กรดแลคติกที่ได้นี้มีบทบาทส าคัญในการถนอมอาหารหลายชนิด  
จุลินทรีย์ดังกล่าวมีความสามารถทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปได้ดี  
ทนต่อสภาพความเป็นกรดสูง สภาวะความเป็นกรดสูงนี้จะมีผลกระทบต่อการยับยั้งการเพิ่มจ านวน
เซลล์หรือก าจัดกลุ่มจุลินทรีย์ที่ก่อนให้เกิดการเน่าเสียของอาหาร และจุลินทรีย์ก่อโรค  (Lee และ 
Kraft, 1984) 

2.2.1 Lactobacillus  plantarum 
L. plantarum  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก   รูปร่างเป็นแท่ง   กว้าง 0.9-1.2 ไมโครเมตร  ยาว 

3-8 ไมโครเมตร พบเป็นเซลล์เด่ียวๆ คู่หรือสายสั้นๆ จัดเป็น facultative anaerobic โคโลนีมีลักษณะ
นูน กลม ขอบเรียบ  แน่นสีขาว  เหลืองอ่อน  หรือเหลืองหม่น  สามารถผลิต  DL-lactic acid อุณหภูมิ 
ที่เหมาะสมในการเจริญอยู่ในช่วง  30-35oC แยกได้จากผลิตภัณฑ์และสิ่งแวดล้อมต่างๆ  กัน เช่น 
หญ้าหมัก แตงกวาดอง  กะหล่ าปลีดอง  ช่องปากและทางเดินอาหาร  เป็นต้น  (Hammes และ 
Tichazeak, 1991) 

   Nisen และคณะ (2009) รายงานว่า  L. plantarum  จัดเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก   

ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย  สามารถอยู่รอดได้ที่ pH ต่ าในกระเพาะอาหาร และน้ าดี

ในล าไส้เล็ก    นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มจ านวนได้ท าให้เกิดความสมดุลของจุลินทรีย์ที่อยู่ ภายใน

ล าไส้ สามารถป้องกันไม่ให้แบคทีเรียที่เป็นอันตรายเจริญได้ และช่วยเสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน  
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นอกจากนี้มีการน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกไปใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารเช่น ผลิตภัณฑ์ปลาหมัก

(fermented fish products) โดยพบว่า ผลิตภัณฑ์ปลาหมักหลายชนิดในแถบเอเชีย  และเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ที่เกี่ยวข้องกับแลคติคแอสิดแบคทีเรีย ได้แก่ ปลาร้า  (pla-ra) ปลาเจ่า  (pla-chao) 

ปลาส้ม  ( pla-som) และส้มฟัก  ( som-fak) ซึ่งผลิตภัณฑ์กลุ่มนี้จัดอยู่ในชนิด  fermented 

fish/salt/carbohydrate products ในระหว่างการหมักปลามีการสลายตัวเองโดยกิจกรรมของเอนไซม์

ในตัวปลาได้ผลผลิตเป็นของเหลวสีน้ าตาลออกมาซึ่งของเหลวนี้ประกอบด้วยกรดอะมิโน โปรตีน

ที่ละลายและนิวคลีโอไทด์ท าให้มีคุณค่าทางโภชนาการมากขึ้น นอกจากนี้กรดแลคติก  (lactic acid) 

ที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นช่วยในการถนอมอาหาร  และท าให้อาหารปลอดภัย เพราะกรดที่ได้จากการหมัก

ท าให้ pH ของอาหารลดลง ช่วยยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  เช่น แบคทีเรีย  โดยเฉพาะ

แบคทีเรียที่ท าให้เกิดโรค  (pathogen) รา (mold) ยีสต์ (yeast) เน่ืองจาก H+ จะซึมผ่านเยื่อหุ้มเซล ล์

(cell membrane) เข้าสู่ภายในท าให้ไซโตพลาสซึม  (cytoplasm) มีสภาวะภายในเซลของจุลินทรีย์ 

เป็นกรดสูง ซึ่งส่งผลให้ electrochemical proton gradient  ภายในเซลลจุลินทรีย์เสียไป  เซลล์จึงถูก

ท าลาย  และไปยับยั้งการน าเข้ากรดอะมิโน  (amino acid uptake) ของเซลจุลินทรีย์  (อาภัสรา  

กอบกัยกิจ, 2537) 

แลคติคแอสิดแบคทีเรียที่พบในผลิตภัณฑ์ปลาหมัก ได้แก่ L. plantarum, L. pentosus,  

L. farciminis, Lactobacillus sp. และ Leuconostoc sp. จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการหมักมักเป็นกลุ่ม

ที่ทนเกลือได้  สามารถเจริญได้ดีในระหว่างการหมัก นอกจากนี้ยังมีส่วนช่วยเสริมรสชาติของ

อาหารหมักได้เป็นอย่างดี (โอภาส  มั่นคง, 2549)   

2.3  การท าแห้งจุลินทรีย์แบบพ่นฝอย (Spray drying) 

การท าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นวิธีที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหารเพราะต้นทุนการผลิต  

ไม่สูงมาก  และสามารถประยุกต์ใช้ร่วมกับสารประกอบอื่นๆ ได้หลายชนิด นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์ใน

รูปแบบผงท าให้สะดวกต่อการใช้ประโยชน์  (Dziezak , 1988) วัตถุประสงค์ในการท าแห้งจุลินทรีย์  

คือต้องการเก็บรักษาเชื้อให้คงสภาพดี  โดยไม่เกิดการสูญเสียกิจกรรมของเชื้อระหว่างการขนส่ง

และการเก็บรักษา  การท าแห้งแบบพ่นฝอยเป็นวิธีการท าแห้งโดยฉีดพ่นของเหลวให้เป็นหยด

ละออง  โดยใช้ลมร้อนเพื่อท าให้หยดอนุภาคแห้งและกลายเป็นผงในเวลารวดเร็ว  Boza, Barbin 

และ  Scamparini (2004)  พบว่าการใช้อุณหภูมิลมเข้า (inlet temperature) สูงในการท าแห้ง  

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/�ô�Ť�ԡ
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/lactic%20acid
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/pH
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Ấ������
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/pathogen
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/mold
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/yeast
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แบบพ่นฝอยท า ให้น้ าระเหยได้อย่างรวดเร็วและใช้ระยะเวลาสั้น แต่พบว่าการรอดชีวิตของ  

Beijerinckia sp.  มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิลมออกมากกว่าการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิลมเข้า   

ซึ่งพบว่าอุณหภูมิลมออก 80oC ท าให้การรอดชีวิตสูงสุด 

Gardiner และคณะ (2000)  รายงานว่า เมื่อท าแห้งแบบพ่นฝอย Lactobacillus  paracasei 

NFBC 338 โดยใช้นมผงปราศจากไขมันเป็นสารป้องกันเซลล์  ก าหนด อุณหภูมิลมเข้า 170oC  

พบว่าอุณหภูมิลมออก  80-85oC ท าให้เชื้อรอดชีวิตมากที่สุด 70% ขณะที่อุณหภูมิสูงขึ้นอัตราการ

รอดชีวิตของจุลินทรีย์มีปริมาณลดลงตามล าดับ  Johnson และ Etzel (1993) รายงานว่า เมื่อศึกษาผล

ของอุณหภูมิในการท าแห้งแบบพ่นฝอย Serratia marcescens และ Staphylococcus  พบว่า เมื่อลด

อุณหภูมิลมออกให้ต่ าลง ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์เพิ่มขึ้น สอดคล้องกับรายงานของ  

Kim และ Bhowmik (1990)  พบว่า  การรอดชีวิตของ S.thermophilus และ L. bulgaricus  จะลดลง

เมื่ออุณหภูมิลมออกเพิ่มสูงขึ้น นอกจากนี้  Corcoran และคณะ (2004) รายงานว่า  การบาดเจ็บที่เกิด

ขึ้นกับเซลล์ระหว่างการท าแห้งที่ส าคัญคือ  ความเสียหายที่เกิดขึ้นบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์  นอกจากนี้ยัง

พบความเสียหายที่บริเวณไรโบโซม  และ DNA (Koster และคณะ, 2000) 

Santivarangkna,  Higl และ Foerst (2008) พบว่า ความร้อนในระหว่างการท าแห้ง ท าให้
เยื้อหุ้มเซลล์ เกิดการระเหยน้ าออก ซึ่งเป็นการเพิ่มแรง  Van der waals  ที่มีผลต่อ hydrocarbon chain  
ท าให้โครงสร้าง phospholipid  ไม่เสถียรและเกิดการเปลี่ยนแปลง  เนื่องจากโมเลกุลของน้ าที่
สูญเสียไปในการท าแห้งมีความสัมพันธ์กับช่องว่างของอะตอมภายในเยื้อหุ้มเซลล์   ซึ่งเป็นส่วน
ส าคัญในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์  ท าให้เซลล์จุลินทรีย์ได้รับบาดเจ็บ  และมีผล  
ท าให้ปริมาณเซลล์จุลินทรีย์ลดลงในระหว่างการท าแห้ง ( Bryant, Koster และ Wolfe, 2001 และ 
Cox, 1993)              

 
2.4  สารป้องกันเซลล์ 

 เน่ืองจากการท าแห้งแบบพ่นฝอยเชื้อจะต้องผ่านกระบวนการผลิตที่มีปัจจัยของอุณหภูมิเข้า
มาเกี่ยวข้องเชื้ออาจถูกท าลายโดยอุณหภูมิสูง  มีผลท าให้เซลล์ที่มีชีวิตมีจ านวนลดลงในระหว่างการ
ท าแห้ง Desmond และคณะ (2002) รายงานว่า  ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอยการใช้สารป้องกันเซลล์เป็น
ปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของเซลลจ์ุลินทรีย์  โดยกลไกของสารป้องกันเซลล์ คือ การเข้า
แทนที่โมเลกุลของน้ าที่สูญเสียไป  และยึดเกาะกันเป็นโครงสร้างที่มีความแข็งแรงท าให้โครงสร้าง
ของโมเลกุลมีความเสถียร  จึงสามารถป้องกันการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ใน
ระหว่างการท าแห้ง  
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Crowe,  Crowe และ Chapman (1984) รายงานว่า สารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรต 

(น้ าตาล)  สามารถเข้าแทนที่โมเลกุลของน้ าที่สูญเสีย โดยพันธะไฮโดรเจนระหว่างกลุ่มไฮดรอกซี

ของน้ าตาลมีความสัมพันธ์กับ phospholipid bilayer ของเยื่อหุ้มเซลล์แบคทีเรีย นอกจากนี้ยังพบว่า 

สารป้องกันเซลล์กลุ่มโพลีแซคคาร์ไรด์  สามารถแทรกเข้าไประหว่าง headgroup ของ 

phospholipids  ส่งผลท าให้โครงสร้างเยื้อหุ้มเซลล์มีความเสถียรและไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง 

(Vereyken และคณะ , 2001) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Silva และคณะ (2004) พบว่า เมื่อใช้

ซูโครสเป็นสารป้องกันเซลล์  L. delbrueckii ssp. bulgaricus ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่า 

จุลินทรีย์สามารถต้านทานความร้อนได้ดีขึ้น ส่งผลต่อการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์หลัง

การท าแห้ง 

  

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1  กลไกของสารป้องกันเซลล์  
ที่มา: Santivarangkna และคณะ (2008) 

 
จากภาพที่ 2.1  สมมุติฐานการแทนที่น้ าของสารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรต  สาร

ป้องกันเซลล์สามารถเข้าแทนที่โมเลกุลของน้ าที่สูญเสีย  โดยโมเลกุลของน้ าตาลมีความจ าเพาะและ                    
มีความสัมพันธ์กับ phospholipid ของเยื่อหุ้มเซลล์จุลินทรีย์   ท าให้โครงสร้างโมเลกุลมีความเสถียร
และลดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์เมื่อใช้น้ าตาลเป็นสารป้องกันเซลล์ และเมื่อใช้
แด็กซ์แทรนเป็นสารป้องกันเซลล์ พบว่า โมเลกุลของสารมีขนาดใหญ่จึงไม่สามารถเข้าแทนที่
ช่องว่างระหว่าง phospholipid headgroups  ท าให้ไม่สามารถลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของเยื่อหุ้มเซลล์  นอกจากนี้ยังพบว่า อินนูลินสามารถลดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์จุลินทรีย์
ได้  โดยโมเลกุลของสารมีความยืดหยุ่นและสามารถเข้าแทนที่โมเลกุลของน้ าที่สูญเสียได้ใน
ระหว่างการท าแห้ง (Santivarangkna และคณะ, 2008)  

(1) น้ าตาล 

(2) แด็กซ์แทรน 

(3) อินนูลิน 
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นอกจากนี้ Koster และคณะ (2000) รายงานว่า  สารป้องกันเซลล์ที่มีน้ าหนักโมเลกุล  
(molecular weight) ต่ ากว่า 1000  สามารถเข้าแทนที่ช่องว่างโมเลกุลน้ าที่สูญเสีย  นอกจากนี้พบว่า
สารป้องกันเซลล์ประเภทพอลิเมอร์ที่มีน้ าหนักโมเลกุลระหว่าง 1000 – 5000 หรือมีขนาดใหญ่กว่า 
1-2 นาโนเมตร โมเลกุลของสารที่มีขนาดใหญ่จะไม่สามารถเข้าแทนที่ในบริเวณโมเลกุลน้ าที่
สูญเสียระหว่างการท าแห้ง จึงไม่มีผลในการป้องกันการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างเยื่อหุ้มเซลล์  

แม้ว่าสารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรตจะสามารถลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงของ  
เยื่อหุ้มเซลล์ในระหว่างการท าแห้งของแบคทีเรียและยีสต์ (Leslie และคณะ , 1995)  แต่ยังพบว่า 
มอลโตส ทรีฮาโลส  และซอร์บิทอล  ไม่มีผลในการปกป้องเซลล์ L. plantarum ในระหว่างการท า
แห้ง  (Linders และคณะ, 1997) 

2.5  สารป้องกันเซลล์ประเภทคาร์โบไฮเดรต 

กลูโคส   เป็นน้ าตาลประเภทโมโนแซ็กคาไรด์ (monosaccharide) หรือ เป็นน้ าตาลโมเลกุล

เด่ียว และมีขนาดโมเลกุลที่เล็กที่สุด น้ าหนักโมเลกุล 180  ประกอบด้วย C, O และ  H มีสูตรคือ 

(CH2O)n โดยมีอะตอมของ C ต่อกันเป็นสาย และมี carbonyl group และ hydroxy group ต่อกับ

อะตอมของ C  นอกจากนี้น้ าตาลกลูโคสยังเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลของไดแซ็กคาไรด์   

โอลิโกแซ็กคาไรด์ และพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดต่าง ๆ เช่น มอลโทส ซูโครส แล็กโทส เด็กซ์ทริน 

สตาร์ช เซลลูโลส และไกลโคเจน (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2549) 

  

               
 
 
 
 
 

ภาพที่  2.2 โครงสร้างกลูโคส                                          
 ที่มา : Foodnetwork  (2010) 

 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%99%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
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ซูโครส และแล็กโทส เป็นน้ าตาลประเภทไดแซ็กคาไรด์ ( disaccharide) สูตรทั่วไปของ

ไดแซ็กคาไรด์คือ C12(H2O)11 น้ าหนักโมเลกุล 342  ประกอบด้วยโมโนแซ็กคาไรด์ 2 โมเลกุล   

ซึ่งอาจเป็นชนิดเดียวกัน  หรือต่างชนิดกันก็ได้ต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก 

ซูโครส โมเลกุลประกอบด้วย  กลูโคส  (glucose) 1 โมเลกุล เชื่อมต่อกับโมเลกุลของ

ฟรกัโทส (fructose)   1 โมเลกุล ด้วยโคเวเลนท์บอนด์  ที่ชื่อว่าไกลโคซิดิกบอนด์ ( glycosidic bond)  

ซึ่งน้ าตาลซูโครสมักพบอยู่ทั่วๆ ไปในพืช  มีปริมาณต้ังแต่ 0.1-25%  โมเลกุลของน้ าตาลซูโครส

ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสต่อกับน้ าตาลฟรักโทสด้วยพันธะ -(1      2) ท าให้ไม่มีหมู่แอลดีไฮด์

และหมู่คีโตนอิสระ  ซึ่งเป็น functional group เหลืออยู่ในโมเลกุล  น้ าตาลซูโครสจึงจัดเป็นน้ าตาล 

non-reducing sugar  (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2549) 

 

 

 

 
 
 
 

ภาพที่ 2.3 โครงสร้างซูโครส 
ที่มา : Foodnetwork  (2010) 

 
แล็กโทส  หรือ 4-0--D-galactopyranosyl-D-glucopyranose  เป็นน้ าตาลที่พบเฉพาะใน

น้ านมของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเท่านั้น  จึงเรียกว่า milk sugar น้ าตาลแล็กโทสสามารถถูกไฮโดรไลซ์

ได้ด้วยเอนไซม์แล็กเทส ( -D-galactosidase)  หรือด้วยกรดแก่  ได้เป็นน้ าตาลกลูโคสและ                     

กาแล็กโทส  น้ าตาลแล็กโทสโมโนไฮเดรต (แอลฟา -ไอโซเมอร์)  มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ               

202 องศาเซลเซียส  ส่วนน้ าตาลแล็กโทสที่อยู่ในรูปแอนไฮดรัสแอลฟา -แล็กโทสและ                         

บีต้า -แล็กโทสมีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 223 และ 252 องศาเซลเซียสตามล าดับ   

(นิธิยา รัตนาปนนท์, 2549) 
 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9F%E0%B8%A3%E0%B8%B8%E0%B8%84%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%AA
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ภาพที่  2.4 โครงสร้างแล็กโทส 

ที่มา : Admin (2010) 

 

มอลโตเดกซ์ตริน ( maltodextrin) เป็นสารประเภทพอลิแซ็กคาไรด์   ที่ได้จากการย่อย
โมเลกุลของสตาร์ซ ( starch) บางส่วนให้เป็นสายสั้นๆ ของน้ าตาลกลูโคส ( glucose)  โครงสร้าง
โมเลกุลประกอบด้วยหน่วย  D-กลูโคสต่อกันเป็นสายยาวที่เชื่อมต่อด้วยพันธะ  -(1    4)                       
ไกลโคซิดิก  

มอลโตเดกซ์ตริน  แบ่งได้ตามค่าสมมูลเด็กซ์โทรส  (Dextrose Equivalent, DE)  
คือ  ปริมาณร้อยละของน้ าตาลรีดิวซ์ ( reducing  sugar)  คิดเป็นปริมาณน้ าตาลเด็กโตรส ( dextrose)  
ที่มีอยู่ในคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด มอลโตเดกซ์ตรินมีค่า dextrose equivalent อยู่ระหว่าง  
5-20  นอกจากนี้ยังพบว่า มอลโตเดกซ์ตริน ที่มีค่า DE สูงจะทนต่อความร้อนได้น้อยกว่า                         
มอลโตเดกซ์ตริน ที่มีค่า DE ต่ า 

วัตถุดิบที่ใช้ผลิตมอลโตเดกซ์ตริน คือ  แป้ง (starch)  จากพืชต่างๆ เช่น แป้งมันส าปะหลัง 
(tapioca starch) แป้งข้าวโพด ( corn starch) แป้งมันฝร่ัง ( potato starch)  โดยการย่อยด้วย  
เอนไซม์อะมิเลส  (amylase) ชนิด แอลฟา-อะมิเลส   มักใช้เป็นวัตถุเจือปนอาหาร ( food additive)  
มีลักษณะเป็นผงหรือเกล็ดสีขาวไม่มีรส หรือมีรสหวานเล็กน้อย สามารถละลายน้ าได้ดี     

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 โครงสร้างมอลโตเดกซ์ตริน 

ที่มา : Foodnetwork (2010) 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/glucose
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Dextrose%20Equivalent
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/equivalent
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/tapioca%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/potato%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/amylase
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  soluble starch  หรือ แป้งดัดแปร หมายถึง แป้ง  ( starch) ที่ได้จากการน าแป้งดิบ (native 
starch) มาผ่านกรรมวิธีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง  ท าให้มีสมบัติเปลี่ยนไปตามที่ต้องการ เช่น  
ความหนืด ( viscosity) ลดลง ความคงตัวต่อความร้อน กรด และแรงเฉือน  กรรมวิธีการผลิตแป้ง  
ดัดแปรโดยวิธีทางเคมี กายภาพ เอนไซม์ หรือโดยจุลินทรีย์  (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2549) 

   soluble starch  จัดเป็นพอลิแซ็กคาไรด์กลุ่มหนึ่งของคาร์โบไฮเดรตที่ในโมเลกุล
โมโนแซ็กคาไรด์ ประกอบด้วยอะไมโลสและอะไมโลแพกทิน เป็นโมโนพอลิแซ็กคาไรด์ของ
น้ าตาลกลูโคส  โดยที่อะไมโลส ประกอบด้วยโมเลกุลกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะ  (1      4) 
ไกลโคซิดิก   แต่อะไมโลเพกตินประกอบด้วยโมเลกุลกลูโคสที่ต่อกันด้วยพันธะ   (1      4) และ  

 (1     6) ไกลโคซิดิก   สตาร์ชที่น ามาใช้แปรรูปเป็นแป้งดัดแปรส่วนใหญ่ได้มาจากแป้งมัน
ส าปะหลัง  (tapioca starch) แป้งข้าวโพด  แป้งข้าวเจ้า  soluble starch  มักนิยมใช้เป็นวัตถุเจือปน
อาหาร (food additive) โดยท าหน้าที่เป็นสารเพิ่มความหนืด ( thickening agent)  ความสามารถใน
การดูดน้ าของเม็ดแป้งจะเพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น  ดังนั้นเมื่อละลายอยู่ในน้ าอุ่นเม็ดแป้งจะค่อยๆ 
ดูดน้ าและพองตัวออก (swelling) ได้ และการพองตัวน้ีสามารถเปลี่ยนกลับไปกลับมาได้  เพราะเม็ด
แป้งสามารถหดตัวลงได้เมื่อน าไปอบไล่น้ าออก หรือท าให้แห้ง  เมื่อเพิ่มอุณหภูมิของน้ าให้สูงขึ้น
เร่ือยๆ  เม็ดแป้งจะพองตัวมากขึ้นจนมีขนาดใหญ่และจะแตกออกได้เป็นสารละลายข้นหนืด ( starch 
paste) เรียกกระบวนการน้ีว่า  เจลาติไนเซชัน (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2549) 

 

 

 

 

  
 
 

 
 
 
 

                                                          ภาพที่ 2.6 โครงสร้างสตาร์ช 
                                                    ที่มา : Re (1998) 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/native%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/native%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/native%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/viscosity
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/����
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/tapioca%20starch
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/food%20additive
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/thickening%20agent
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Lian, Hsiao และ Chou (2002) รายงานว่าเมื่อใช้ soluble starch   gum arabic   gelatin และ 

skimmilk   เป็นสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย Bifidobacterium longum B6  พบว่า

การรอดชีวิตของจุลินทรีย์เท่ากับ  29.06%  41.16%  63.74% และ  82.59% ตามล าดับ  นอกจากนี้

Silva และคณะ (2004) รายงานว่า เมื่อใช้ซูโครสเป็นสารป้องกันเซลล์  L. delbrueckii ssp. 

bulgaricus ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่า จุลินทรีย์สามารถต้านทานความร้อนได้ดีขึ้น  

Boza และคณะ (2004) ศึกษาการท าแห้งแบบพ่นฝอย Beijerinckia sp.  โดยใช้ 

maltodextrin DE20 เป็นสารป้องกันเซลล์  จ านวนเซลล์เร่ิมต้นเท่ากับ  1.40 x109 log CFU/g  พบว่า

หลังการท าแห้งจ านวนการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ลดลงเหลือ 1.28x108 log CFU/g  

 

2.6  Glass transition temperature (Tg) ของสารป้องกันเซลล์ 

Tg คือสมบัติทางความร้อนของสาร  แสดงถึงอุณหภูมิที่สารเกิดการเปลี่ยนแปลงจาก

ของแข็งไปเป็นสถานะคล้ายยาง ( rubbery state)  ซึ่งมีความสัมพันธ์ทางด้านกายภาพและเคมีของ

สารBhandari, Datta และ Howes (1997)  ปัจจัยที่มีผลต่อค่า Tg  ของสารป้องกันเซลล์ขึ้นอยู่กับ

องค์ประกอบทางเคมีของสารที่แตกต่างกัน และตัวแปรต่างๆ  ของโมเลกุลที่มีความสามารถในการ

เคลื่อนที่ของสายโซ่ ได้แก่  การจัดเรียงตัวในระดับโมเลกุล  โครงสร้างโมเลกุล  (เช่น ความ

สมมาตร การมีกิ่งก้านและโครงสร้างแบบร่างแห)  ความมีขั้วหรือไม่มีขั้วของโมเลกุล และน้ าหนัก

โมเลกุล   นอกจากนี้ การเปลี่ยนแปลงทางความร้อนของพอลิเมอร์บางชนิดอาจขึ้นอยู่กับความเป็น  

อสัณฐานและความเป็นผลึกของพอลิเมอร์แต่ละชนิด  รวมทั้ง การเกิด crosslink เป็นโครงสร้าง

ร่างแห มีผลท า ให้ Tg ของสารประเภท พอลิเมอร์สูงขึ้น   เน่ืองจาก crosslink point ที่ยึดสายโซ่  

พอลิเมอร์เข้าด้วยกันนั้น จ ากัดอิสระในการเคลื่อนไหวของสายโซ่ จึงท าให้   Tg สูงขึ้น Buitink และ

คณะ (2000) รายงานว่า สารป้องกันเซลล์ประเภทโปรตีน เช่น นมผงปราศจากไขมัน และเวย์มี  Tg 

สูงกว่า สารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส และซูโครส  ซึ่งอาจเกิดการสร้างโครงสร้างแบบ

ร่างแหของสารประเภทโปรตีน จึงท าให้ Tg สูงกว่าสารกลุ่มคาร์โบไฮเดรต  
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Sinha และ Ranganathan (1974)  พบว่า  ประสิทธิภาพของสารป้องกันเซลล์แต่ละชนิดมี

ความสามารถในการปกป้องเซลล์แตกต่างกัน  ขึ้นอยู่กับสมบัติทางความร้อนของสารคือ  glass 

transition temperature (Tg) สอดคล้องกับรายงานของ Linders และคณะ  (1997) พบว่าอุณหภูมิ Tg  

อาจบ่งชี้ถึงประสิทธิภาพของสารป้องกันเซลล์ในการปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ระหว่างการท าแห้ง  

Ananta , Volkert และ Knorr (2005) รายงานว่า การท าแห้งแบบพ่นฝอย  Lactobacillus 

rhamnosus GG  โดยใช้ นมผงปราศจากไขมัน ,  polydextrose และ raftilose P95 ที่มีอุณหภูมิ glass 

transition temperature (Tg) เท่ากับ 109oC,  108oC และ 102oC ตามล าดับ  พบว่าปริมาณการรอด

ชีวิตของจุลินทรีย์ในการท าแห้ง คือ 65%,  62% และ  55% โดยสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg  สูง  

จะมีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ในการท าแห้งได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับสาร

ป้องกันเซลล์ที่มี Tg ต่ า 

 

2.7  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย  

   2.7.1  อายุของเชื้อจุลินทรีย์ 

 Foster (1962)  พบว่าเซลล์ของเชื้อที่เจริญอยู่ในช่วงต้น  stationary  phase  จะสามารถคง
กิจกรรมไว้ได้สูงหลังการท าแห้ง  ซึ่งสอดคล้องกับ  Heckly (1978)  ที่รายงานว่าเชื้อที่มีอายุ  24  
ชั่วโมง  ซึ่งเจริญเติบโตเต็มที่จะรอดชีวิตจากการท าแห้งสูงกว่าเชื้อที่มีอายุ  3-7  ชั่วโมง Espina และ
Packard (1979)  ได้ศึกษาการผลิตแลคติกแอซิดแบคทีเรียด้วยวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย  พบว่า  
หัวเชื้อที่ใช้ในการท าแห้งจะอยู่ในระยะ  stationary  phase  เชื้อผงที่ผลิตได้จะยังคงมีกิจกรรมต่างๆ  
เหมือนเดิมและพบว่าเชื้อที่มีอายุในระยะนี้มีความทนทานต่อการท าแห้งแบบพ่นฝอยได้ดีกว่าระยะ
อ่ืนๆ 

 Teixeira, Castro และ Kirby (1995)  ได้ศึกษาการท าแห้งเชื้อ L. bulgaricus  แบบพ่นฝอย

ที่อุณหภูมิลมเข้า ( inlet air temperature) 200oC  และอุณหภูมิลมออก ( outlet air temperature)  80oC 

พบว่า  เซลล์ระยะ  statioinary phase  จะมีความทนทานต่อกระบวนการท าแห้งแบบพ่นฝอยได้

ดีกว่าเซลล์ระยะ  exponential phase นอกจากนี้ ยังพบว่าการท า  heat shock  กับเชื้อที่อยู่ในช่วง 

exponential phase จะช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเชื้อให้สูงขึ้นกว่าเชื้อที่ไม่ถูก  heat shock   

แต่การท า  heat shock  กับเชื้อที่อยู่ในระยะ stationary phase  จะไม่มีผลต่อการรอดชีวิตที่เพิ่มขึ้น 
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 2.7.2  จ านวนเชื้อเริ่มต้นก่อนท าแห้ง 

 ปริมาณเชื้อเร่ิมต้นก่อนการท าแห้งนั้นมีผลต่อการรอดชีวิตหลังการท าแห้ง โดย Kilara, 

Shanhani และ  Das (1976)  เปรียบเทียบปริมาณเชื้อเร่ิมต้นก่อนการท าแห้งแบบพ่นฝอยของ  

L. bulgaricus  โดยมีจ านวนเชื้อเร่ิมต้น 6x105 CFU/ml กับ 7x104 CFU/ml  เมื่อผ่านกระบวนการท า

แห้ง พบว่า จ านวนเชื้อที่รอดชีวิตเท่ากับ 75% และ 10% ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่า  

L. acidophilus มีปริมาณเชื้อเร่ิมต้น  1.6 x105 CFU/ml  กับ 2.6 x104 CFU/ml  จ านวนเชื้อที่รอดชีวิต

หลังการท าแห้งแบบพ่นฝอยเท่ากับ 63% และ 19% ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ    

Fu และ Etzel (1995)  พบว่าจ านวนเชื้อเร่ิมต้นก่อนการท าแห้งมากท าให้มีเชื้อรอดชีวิตสูงกว่าการ

ใช้เชื้อเร่ิมต้นในปริมาณต่ า 

 

2.7.3  ความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ 

ระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์มีความสัมพันธ์กับการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์  

Espina และ Packard (1979) พบว่า  การใช้นมผงปราศจากไขมันที่ความเข้มข้น  25%  เป็นสาร

ป้องกันเซลล์ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  ให้ผลการรอดชีวิตของ L. acidophilus สูงกว่าที่ความ

เข้มข้น 40% สอดคล้องกับรายงานของ  Boza  และคณะ (2004)  พบว่าการใช้ maltodextrin DE20 ที่

ระดับความเข้มข้น 25% เป็นสารป้องกันเซลล์ ส่งผลท าให้เซลล์  Beijerrinckia sp.  ลดลง  
ในระหว่างการท าแห้งต่ ากว่าที่ระดับความเข้มข้น 33% เน่ืองจากการใช้สารป้องกันเซลล์ที่ความ

เข้มข้นสูงท าให้เกิดหยดอนุภาคขนาดใหญ่  เชื้อมีโอกาสถูกท าลายด้วยความร้อนได้มากกว่าอนุภาค  

ที่มีขนาดเล็ก  เพราะอนุภาคขนาดใหญ่ส่งผลให้เชื้อสัมผัสกับความร้อนเป็นเวลานานกว่า  และ

รายงานของ  Lian และคณะ (2002) ที่ศึกษาระดับความเข้มข้นที่แตกต่างของสารป้องกันเซลล์ที่ใช้

ในการท าแห้งแบบพ่นฝอยของเชื้อ  Bifidobacteria   พบว่า ระดับความเข้มข้น  10% ท าให้เชื้อรอด

ชีวิตสูงสุด    
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2.7.4  ความหนืดของสารป้องกันเซลล์   

Boza และคณะ (2004)  รายงานว่าการใช้ maltodextrin DE20 ที่มีความหนืดเท่ากับ 3.8 cp 

และ 6.1 cp เป็นสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้ง  Beijerrinckia sp. ซึ่งพบว่า เมื่อเพิ่มค่าความหนืด

ของสารป้องกันเซลล์ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์ลดลงเท่ากับ 0.97 และ 2.34 log CFU/g 

ตามล าดับ  สอดคล้องกับรายงานของ สุพิชชา วัฒนาประเสริฐ (2550)  พบว่า การใช้นมผงปราศจาก

ไขมันที่มีความเข้มข้น 10%,  17.5% และ 20%  มีค่าความหนืดเท่ากับ 3.50 cp,  4.76 cp และ 6.1 cp 

เป็นสารป้องกันเซลล์  L. acidophilus ส่งผลให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์เท่ากับ 90.73%,  88.36%  

และ 81.69% ตามล าดับ  โดยพบว่าขนาดอนุภาคใหญ่ขึ้นเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์  

ซึ่งขนาดอนุภาคที่ใหญ่ขึ้นอาจมีสาเหตุมาจากการเพิ่มความหนืดของสารป้องเซลล์  ส่งผลให้ขนาด

อนุภาคที่ออกจาก automizer มีขนาดใหญ่การระเหยน้ าจึงต้องใช้เวลานานขึ้น  ซึ่งส่งผลให้มีการ

รอดชีวิตของจุลินทรีย์ที่ต่างกัน 

 

2.8  ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ผงในระหว่างการเก็บรักษา  

2.8.1  อุณหภูมิการเก็บรักษา 

อุณหภูมิการเก็บรักษาเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่ออายุการเก็บรักษาหัวเชื้อผงให้มีชีวิตนานขึ้น  

Ananta และคณะ (2005) รายงานว่าเมื่อเก็บรักษาจุลินทรีย์ L. rhamnosus GG ที่อุณหภูมิ 25 oC และ 

37oC เป็นเวลา 5 สัปดาห์  พบว่าเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น  การเก็บรักษาเชื้อผงที่อุณหภูมิ 

25 oC มีจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตหลังการเก็บรักษาสูงกว่าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 37oC  นอกจากนี้การ

เก็บรักษาจุลินทรีย์ L.  delbrueckii ssp. Bulagricus ในรูปแบบผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย พบว่า

การเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิต่ าจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตจะสูงกว่าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 30oC 

เน่ืองจากที่อุณหภูมิ 30oC  นี้เป็นอุณหภูมิที่ใกล้เคียงกับอุณหภูมิ 37oC  ซึ่งเป็นช่วงที่เหมาะสม  

กับการท างานของเอนไซม์ท าให้มีกิจกรรมเกิดขึ้นในเซลล์มากกว่าอุณหภูมิต่ า ( Teixeira และคณะ , 

1995)   
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2.8.2  บรรจุภัณฑ์ท่ีใช้เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง 

ถุงลามิเนตมีส่วนประกอบของ PP/PE/Alu/PE/LL ซึ่งประกอบด้วยชั้ น polypropylene 
(PP)  เป็นพลาสติกประเภทเทอร์โมพลาสติกที่เบาที่สุด  มีสมบัติเชิงกลดีมาก เหนียว ทนต่อแรงดึง 
แรงกระแทกและทรงตัวดี มีจุดหลอมตัวที่ 165oC ไอน้ าและออกซิเจนซึมผ่านได้ต่ า  
เป็นฉนวนไฟฟ้าที่ดีมาก  ถุงลามิเนตถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางส าหรับการห่อหุ้มผลิตภัณฑ์อาหาร 
หรือบรรจุอาหารที่ไม่ต้องการให้ออกซิเจนซึมผ่าน มีคุณสมบัติในการป้องกันความชื้นได้ดี   และ
ช่วยรักษาอายุของผลิตภัณฑ์  (สมาคมอุตสาหกรรมพลาสติกไทย , 2552)  ส่วนชั้น low density 
polyethylene (PE)  เป็นโพลิเอทิลีนความหนาแน่นต่ า  แต่มีข้อเสียคือ สามารถปล่อยให้ไขมันและ
อากาศซึมผ่านได้ง่าย ท าให้ไวต่ออากาศ ส่วนชั้น (Alu) พบว่ามีน้ าหนักเบา และสามารถป้องกัน  
การซึมผ่านของอากาศ ก๊าซ แสง และกลิ่นรสได้ดี  และชั้นของ linear low density polyethylene 
(LL) นิยมใช้เป็นชั้นป้องกันความชื้น (Lodato, Huergo และ Buera 1999) 

 
 

http://www.tpia.org/


 
 

บทที่ 3 
 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
3.1  เครื่องมือและอุปกรณ์ 

- กล้องจุลทรรศน์  (microscope) model  CH30FF200 บริษัท  OLYMPUS  เชื่อมต่อกับ
กล้องวิดีโอ GT-420 panasonic และ PCTV USB2 vision  ประเทศญ่ีปุ่น 

- เคร่ืองชั่งทศนิยม  2  ต าแหน่ง  model  pb8001 บริษัท METLER  ประเทศ
สวิตเซอร์แลนด์ 

- เคร่ืองชั่งทศนิยม  4  ต าแหน่ง  model  A200S  บริษัท SATORIAS  ประเทศเยอรมนี 
- เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง ( spectrophotometer) model V-530 บริษัท JASCO  

ประเทศญ่ีปุ่น 
- เคร่ืองวัด pH  (pH  meter)  model  cyberscan  pH 1000 บริษัท  EUTECH  ประเทศ

สิงคโปร์ 
- เคร่ืองหมักเชื้อ  (fermenter) ขนาด 5 ลิตร model B.E. marubishi บริษัท BIOSTAT-B  

ประเทศเยอรมนี 
- เคร่ืองวัดความหนืด (capilary viscometer) ขนาด 75 บริษัท CANNON ประเทศ

เยอรมนี 
- เคร่ืองเขย่า  (shaker) model gyrotory  บริษัท NEW BRUNSWICK ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
- เคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) model DV-2 บริษัท NIRO  ประเทศเยอรมนี 
- microwave  model  KOR-63D7  บริษัท DAEWOO  ประเทศมาเลเซีย 
- stirrer บริษัท SELECTA  model agimatic-N  ประเทศเยอรมนี 
- vortex mixer  model 37600  mixer บริษัท THERMOLYNE ประเทศเยอรมนี 
- อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) model E350 ยี่ห้อ MEMMERT ประเทศเยอรมนี 
-   เคร่ืองเหว่ียงแยก (centrifuge) model royanta centrifugen บริษัท HETTICH   ประเทศ

เยอรมนี 
- เคร่ืองวัดค่า aw (aw  analyzer) model  series 3 บริษัท DECAGON  DEVICE  model 

series  3 ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- เคร่ืองปิดผนึกถุงแบบสุญญากาศ  (vacuum sealer) model DZ 400T บริษัท KING 

MACHINES  ประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 
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- ตู้บ่มเชื้อ  (incubator) model B30 บริษัท MEMMERT  ประเทศเยอรมนี 
- differential  scanning  calorimeter (DSC) Model 8000 บริษัท PERKIN ELMER

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- หม้อน่ึงฆ่าเชื้อควบคุมความดัน  (autoclave)  model SS-325 บริษัท TOMY ประเทศ

ญ่ีปุ่น 
- ตู้อบลมร้อน (hot air oven) model E53 บริษัท WTC  BINDER  ประเทศเยอรมนี 
- เคร่ืองหล่อเย็น (cooling) model ACE CA-1111 บริษัท EYELA  ประเทศญี่ปุ่น 
- ตูช้ีวานิรภัย (biosafety  cabinet)  medel II, A2  บริษัท  Heal Force  ประเทศ

สาธารณรัฐประชาชนจีน 
- ตู้เย็นส าหรับเก็บเชื้อจุลินทรีย์ (refrigerator) model SES-3PT (NF) บริษัท MALLORY 

ประเทศอิตาลี 
- อุปกรณ์วัดความถ่วงจ าพาะของสาร  (pycnometer) model BORO-211 บริษัท WITEG

ประเทศเยอรมนี 
 

3.2  สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง  
- น้ ามะพร้าวแก่จากต าบลเหมืองใหม่ อ าเภออัมพวา  จังหวัดสมุทรสงคราม  
- อาหารเลี้ยงเชื้อ  MRS  agar lab grade  ยี่ห้อ  MERCK  ประเทศเยอรมนี 
- กลูโคส lab grade ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- ซูโครส  lab grade ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- แลกโตส  lab grade ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- มอลโตเด็กซ์ทริน food grade ยี่ห้อ BAKERYLANDS ประเทศสาธารณรัฐ 

ประชาชนจีน 
- แป้งดัดแปลง (soluble starch)  lab grade  ยี่ห้อ  MERCK  ประเทศเยอรมนี 
- โซเดียมคลอไรด์  lab grade ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- สารละลายกรดไฮโดรคลอริก  lab grade ยี่ห้อ  FISHER  CHEMICAL ประเทศ

อังกฤษ 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์  lab grade  ยี่ห้อ  MERCK  ประเทศเยอรมนี 
- ไดโพแทสเซียมไฮโดรฟอสเฟต  lab grade  ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- โซเดียมอะซิเตท   lab grade  ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
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- แอมโมเนียมซิเตรท  lab grade  ยี่ห้อ FLUKA ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
-  ยีสต์สกัด   lab grade  ยี่ห้อ  HI  MEDIA  ประเทศอินเดีย 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรฟอสเฟต  lab grade  ยี่ห้อ UNIVAR  ประเทศนิวซีแลนด์ 
- โพลีซอร์เบท (tween 80) lab grade  ยี่ห้อ  MERCK  ประเทศเยอรมนี 
-  เปปโตน lab grade  ยี่ห้อ  MERCK  ประเทศเยอรมนี 
 

3.3  จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

-  L. plantarum FT35 ที่คัดแยกจากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม จากงานวิจัยของ จริยา เลิศนที,    

รัชพันธ์  เจริญไทยพานิช และ สิริธร  รุจิเกียรติขจร (2551) 

-  Escherichia coli ATCC 25922  จากห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร  

คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

-  Salmonella  Typhimurium ATCC 13311 จากห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร 

คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

การเก็บรักษาจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง  โดย ใช้เข็มเขี่ย เชื้อ L. plantarum FT35 น ามา 

streak  บนอาหารวุ้นเอียง MRS ที่มี CaCO3 0.5% บ่มที่อุณหภูมิ  37oC  เป็นเวลา  24-48 ชั่วโมง  

แล้วเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  4oC  โดย  subculture  จุลินทรีย์ทุก  2 สัปดาห์เพื่อใช้ใน ระหว่างการ

ทดลอง  และเก็บรักษาจุลินทรีย์ใน glycerol stock  เพื่อเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์   

 

3.4  การศึกษาลักษณะของ  L.  plantarum  FT35 

          3.4.1 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อ E. coli ATCC 25922  และ   S.  Typhimurium   
ATCC 13311 

         3.4.1.1  การเตรียมสารละลายส่วนใสของแลคติกแอซิดแบคทีเรีย 

 เขี่ย L. plantarum FT35 ลงในอาหารเหลว MRS  ปริมาตร 10 ml บ่มที่  37oC  
เป็นเวลา  24 ชั่วโมง  จากนั้นน าแต่ละตัวอย่างมาปั่นเหวี่ยงโดยเคร่ือง  centrifuge  ปั่นเหวี่ยงด้วยแรง  
7500 rpm (9400xg) ที่อุณหภูมิ  4oC  เป็นเวลา  5 นาที  เก็บเฉพาะส่วนใส (supernatant)  ที่แบคทีเรีย
สร้างขึ้น จากนั้น กรอง และ ท าให้สภาวะเป็นกลางในช่วง 6.5-7.0  โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์  
1 นอร์มอลเพื่อใช้ในการทดสอบข้อ 3.4.4.2 
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3.4.1.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ  E.coli ATCC 25922  และ  S.  Typhimurium    
ATCC 13311 

     เพาะเลี้ยง E. coli ATCC 25922 และ S. Typhimurium ATCC 13311   ในอาหาร 

เหลว (NB)  ปริมาตร 10 ml บ่มที่  37oC เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นปิเปต E. coli ATCC 25922 

และ S. Typhimurium ATCC 13311   ปริมาตร 0.1 ml ลงในอาหารวุ้น (PCA) ด้วยวิธี spread plate 

วางแผ่น  paper disc ปลอดเชื้อ   จ านวน 3 แผ่น ลงบนผิวหน้าอาหาร หยด culture supernatant  ของ

เชื้อแลคติกแอสิดแบคทีเรีย ปริมาตร  100 ไมโครลิตร  ลงบนแผ่น  paper disc ปลอดเชื้อ  แผ่นที่ 1 

ส่วน paper disc ปลอดเชื้อ  แผ่นที่ 2 และแผ่นที่ 3 หยดน้ าที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และหยด  

MRS broth ตามล าดับ  เพื่อใช้เป็น control น าไปบ่มที่ 37oC เป็นเวลา  24 ชั่วโมง  สังเกต  inhibition 

zone  ที่เกิดขึ้นรอบๆ  แผ่น paper disc (ดัดแปลงจากงานวิจัยของวรายุทธ  สุระนรากุล, 2007) 

 
3.5   ศึกษา glass transition temperature (Tg) ของสารป้องกันเซลล์ที่เหมาะสมในการท าแห้ง  

แบบพ่นฝอย 
 3.5.1  ศึกษา Tg  ของสารป้องกันเซลล์ 

กลูโคส  ซูโครส  แลกโตส  มอลโตเด็กซ์ทริน และแป้ง ดัดแปลง  ( soluble starch)  

ถูกน ามาวิเคราะห์ โดย differential scanning  calorimeter (DSC) ตามวิธีของ Ananta และคณะ 

(2005) โดยน าตัวอย่าง  10-20 มิลลิกรัม บรรจุลงใน aluminum pan  ส่วน reference pan (ไม่ใส่

ตัวอย่าง)  จากนั้นน าไปใส่ในเคร่ือง DSC  โดยให้ความร้อนด้วยอัตราเร็ว   20 oC/นาที จนมีอุณหภูมิ

ถึง 150 oC  (เพื่อก าจัดความชื้นออกจากตัวอย่าง)  หลังจากนั้นลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว จนมีอุณหภูมิ

เท่ากับ -30oC ด้วยไนโตรเจนเหลว ( first scan)  และให้ความร้อนอีกครั้งด้วยอัตราเร็ว   20 oC/นาที 

จนมีอุณหภูมิเท่ากับ 150 oC  (second scan)  ซึ่ง  Tg ของสารป้องกันเซลล์ จะแสดงโดยกราฟ 

thermogram  ของเคร่ือง DSC  

3.6   การเตรียมสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

       3.6.1  การเตรียมสารละลายสารป้องกันเซลล์ 

       เตรียมสารป้องกันเซลล์ คือ กลูโคส  ซูโครส  แลกโตส  ที่ระดับความเข้มข้น 20%  

มอลโตเด็กซ์ทริน  10% และแป้งดัดแปลง  (soluble starch) 2.5%  วัดค่าความหนืดโดยใช้ cannon 

capillary  viscometer ขนาด 75 A442  ที่อุณหภูมิ 25oC  ดัดแปลงจากงานวิจัยของ Boza และคณะ 
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(2004) จากนั้นปล่อยให้ตัวอย่างไหลอย่างอิสระภายใต้แรงดึงดูดของโลกผ่านหลอดแก้วเล็ก ๆ  โดย

เร่ิมจับเวลาเมื่อส่วนบน ( head level)  ของสารตัวอย่างไหลถึงจุดจับเวลาจุดแรก ( start mark)  และ

หยุดเมื่อถึงจุดจับเวลาจุดที่สอง (stop mark) น าเวลาที่ได้ไปค านวณหาค่าความหนืดของสารป้องกัน

เซลล์  (ภาคผนวก  ก- 5 ) โดยควบคุมความหนืดของสารป้องกันเซลล์ให้ มีค่าเท่ากัน ซึ่งความหนืด

ของสารป้องกันเซลล์อยู่ในช่วง 1.6-1.7 Cp   

 

3.7  ศึกษาสารป้องกันเซลล์ที่เหมาะสมในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  
        3.7.1  การเตรียมเซลล์จุลินทรีย์ 
       เพาะเลี้ยง L. plantarum FT35 ที่ได้คัดแยกจากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม ซึ่งเก็บรักษาในอาหาร

วุ้นเอียง MRS ที่มี CaCO3 0.5% ในอาหารน้ ามะพร้าวที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

(ส่วนประกอบอาหารสูตรน้ ามะพร้าวที่ได้จากงานวิจัยของ  เพิ่มพงษ์  ศรีประเสริฐศักดิ์ ( 2542)  

(แสดงไว้ในภาคผนวก ข -3)  จากนั้นบ่มที่  37oC เป็นเวลา  24  ชั่วโมง ปิเปต  L. plantarum FT35 

ปริมาณ 2% (w/v) ลงในสูตรอาหารน้ ามะพร้าวปริมาตร 100 มิลลิลิตร   บ่มที่ 37oC เป็นเวลา 16 

ชั่วโมง จนแบคทีเรียเจริญถึงระยะ exponential phase จากนั้นน า  L. plantarum FT35 2% ถ่ายลง

สูตรอาหารน้ ามะพร้าวที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  3 ลิตร หมักในถังหมัก  (fermenter) ขนาด   

5 ลิตร  ที่อุณหภูมิ 37oC ควบคุมความเร็วใบพัดกวน  100 รอบต่อนาที  เป็นเวลา  20 ชั่วโมง  

จนแลคติกแอซิดแบคทีเรียเจริญถึงระยะ stationary phase  และนับจ านวนเซลล์จุลินทรีย์บนอาหาร 

MRS  ด้วยวิธี  spread plate จากนั้นท าการถ่ายเชื้อลงหลอด centrifuge  เพื่อน าไปเหวี่ยงแยกเซลล์  

ที่ควบคุมอุณหภูมิ 4oC ปั่นเหวี่ยงด้วยแรง  7500 rpm (9400xg)  เป็นเวลา 5 นาที  จากนั้นล้างเซลล์

ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์พีเอช 7 โดยก าหนดความเข้มข้นของเซลล์ total solid 6%  ตามวิธี

ของ Lian และคณะ (2002) ไปใช้ในการทดลองข้อ 3.7.2 และ 3.8 ต่อไป 

 

        3.7.2  การท าแห้งแบบพ่นฝอยของ L. plantarum FT35  

                เตรียมสารป้องกันเซลล์ จากข้อ 3.6.1 แล้วเติม cell paste ของ L. plantarum FT35 จากข้อ 

3.7.1 ปรับให้สารละลายนี้ มีเซลล์เร่ิมต้นประมาณ  1010-1011 CFU/ml  ผสมให้เข้ากันโดยใช้ 

magnetic stirrer  จากนั้นป้อนตัวอย่างเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย  โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลม

เข้า 185oC และอุณหภูมิลมออก 85+ 5oC อัตราการป้อน  20 ml/min (ดัดแปลงจากวิธีของ Gardiner 
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และคณะ , 2000)  ท าการทดลอง 3 ซ้ า หลังจากได้ผลิตภัณฑ์ผงแต่ละตัวอย่าง  น าผลิตภัณฑ์ผงเชื้อ 

ที่ได้ไปนับจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตบนอาหารวุ้น  MRS ด้วยวิธี spread plate  และตรวจนับจ านวน

เซลล์บาดเจ็บ บนอาหารวุ้น MRS ที่มีการเติม 5% NaCl (ภาคผนวก ก -3) ตามวิธีของ Sunny-

Roberts, Ananta และ Knorr (2007)  จากนั้นน าอนุภาคผงไปวัดค่าความชื้น (ภาคผนวก ก -1) water 

activity (aw) (ภาคผนวก ก -7) ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดยวางแผนการทดลองแบบ  Completely 

Randomized Design (CRD) ที่ ระดับความเชื่อมั่น 95%  และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย

โดยใช้  Duncan’s New  Multiple Range Test 

 

  3.7.3  ศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

             น าผลิตภัณฑ์ผงที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอย  จากข้อ 3.7.2 บรรจุในถุง laminate 

aluminium foil แบบภาวะสุญญากาศ  มาศึกษาอายุการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง ( 30-35oC) เป็นเวลา  

4 สัปดาห์  นับจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตในแต่ละสัปดาห์  โดยวิธี spread plate  บนอาหารวุ้น MRS  

บ่มที่  37oC เวลา 48 ชั่วโมง  นับเซลล์แสดงในรูปแบบ  CFU/g  และรายงานการรอดชีวิตของ  

L. plantarum FT35 หลังการเก็บรักษาเป็น log CFU/g และน าผลิตภัณฑ์ผงไปวัดค่าความชื้น 

(moisture  content)  (ภาคผนวก ก -1) water activity (aw) (ภาคผนวก ก -7) ท าการทดลอง 3 ซ้ า โดย

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ที่ความเชื่อมั่น 95%  และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้  Duncan’s New  Multiple Range Test 

      เลือกสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg  ที่เหมาะสมโดยประเมินจากข้อมูลที่ได้ท าการตรวจสอบ 

ในข้อ  3.7.2-3.7.3  ต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 สูงสุด  เพื่อศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

3.8  ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการท าแห้งแบบพ่นฝอย L. plantarum FT35 

3.8.1  ความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่เหมาะสมในการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

    น าสารป้องกันเซลล์ที่เลือกได้จากข้อ 3.7.2 และ 3.7.3  เพื่อศึกษาระดับความเข้มข้นของ  

สารป้องกันเซลล์  โดยเตรียมแป้ง ดัดแปร (soluble starch) ที่ความเข้มข้น 1.5%  2.5%  3.5%  4.5% 

และ 10% และวัดค่าความหนืดของสารป้องกันเซลล์  เพื่อใช้เป็นสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้ง  

L. plantarum FT35 จากนั้นเติม cell paste  ของจุลินทรีย์จากข้อ 3.7.1  ซึ่งมีเซลล์เร่ิมต้นอยู่ประมาณ 
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1010-1011 CFU/g  ผสมให้เข้ากันโดยใช้ magnetic stirrer  จากนั้นป้อนตัวอย่างเข้าเคร่ืองท าแห้งแบบ

พ่นฝอย  โดยควบคุมภาวะอุณหภูมิลมเข้า 185oC และอุณหภูมิลมออก 85 + 5oC อัตราการป้อน   

20 ml/min ตามวิธีของ Gardiner และคณะ (2000)  หลังจากได้ผลิตภัณฑ์ผงแต่ละตัวอย่าง   

น ามาตรวจการรอดชีวิตของแลคติคแอซิดแบคทีเรีย และวัดปริมาณเซลล์บาดเจ็บหลังการท าแห้ง

แบบพ่น ตามวิธีข้อ 3.5.4 ท าการทดลอง 3 ซ้ า  โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely 

Randomized Design (CRD) ที่ความเชื่อมั่น 95%  และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้  

Duncan’s New  Multiple Range  Test และศึกษาขนาดอนุภาคผงด้วยกล้อง จุลทรรศน์ (ภาคผนวก  

ก-9) โดยคัดเลือกความเข้มข้นที่เหมาะสมของแป้ง ( soluble starch) ที่ท าให้ L. plantarum FT35   

รอดชีวิตหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอยสูงสุดเพื่อใช้ศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงในขั้นตอน

ต่อไป 

3.8.2  ศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

          น าผลิตภัณฑ์ผงที่ผ่านการคัดเลือกจากข้อ 3.8.1 มาศึกษาอายุการเก็บรักษา โดยน า

ผลิตภัณฑ์ผงที่บรรจุอยู่ในถุงลามิเนตซึ่งประกอบด้วยชั้น  PP/PE/Alu/PE/LL  ภาวะสุญญากาศเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง (30-35oC) เป็นเวลา 8 สัปดาห์  นับจ านวนนับจ านวนเซลล์  

ที่รอดชีวิตในแต่ละสัปดาห์  โดยวิธี spread plate  บนอาหารวุ้น MRS ที่เติม bromocresal purple 

เป็นอินดิเคเตอร์  บ่มที่  37oC เวลา 48 ชั่วโมง  นับเซลล์แสดงในรูปแบบ  CFU/g  และรายงานการ

รอดชีวิตของ L. plantarum FT35 หลังการเก็บรักษาเป็น log CFU/g และน าผลิตภัณฑ์ผงไปวัดค่า

ความชื้น (moisture  content)  (ภาคผนวก ก-1) water activity (aw) (ภาคผนวก ก -1) ท าการทดลอง 3 

ซ้ า โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ที่ความเชื่อมั่น 95%  และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้  Duncan’s New  Multiple Range Test 

3.9  ศึกษาประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์ผงของ L. plantarum FT35 เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม 

        เลือกผลิตภัณฑ์ผงที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอยที่มีอัตราการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 

สูงสุดจากข้อ 3.8  และใช้เป็นหัวเชื้อผงในการหมักปลาส้ม โดยเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลง

ระหว่างการหมักปลาส้มที่ใช้หัวเชื้อสดและไม่ใส่หัวเชื้อ 
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3.9.1  การหมักปลาส้มแบบไม่ใส่หัวเชื้อ 

 ล้างปลาตะเพียนสดให้สะอาดแล้วแล่ให้เป็นชิ้น ผสมส่วนประกอบตามสูตรหมักปลาส้ม 

(ภาคผนวก ข-6)  ให้เข้ากัน  แล้วคลุกเคล้ากับปลาที่ได้ข้างต้น  บรรจุลงในถุงพลาสติกแล้วปิดผนึก

ถุง จากนั้นน าถุงใส่ปลาส้มที่ผ่านการปิดผนึกถุงแล้วเก็บไว้ในอุณหภูมิห้อง ( 30-35oC) ท าการ

ทดลอง 3 ซ้ า  เพื่อวิเคราะห์ผลทางเคมีและทางจุลชีววิทยา  

3.9.2  การหมักปลาส้มแบบใส่หัวเชื้อสดของ L. plantarum FT35 

 ล้างปลาตะเพียนสดให้สะอาดแล้วแล่ให้เป็นชิ้น ผสมส่วนประกอบตามสูตรหมักปลาส้ม 

(ภาคผนวก ข-6) เติมหัวเชื้อสดของ  L. plantarum FT35 ที่มีจ านวนเซลล์เท่ากับ  108  CFU/ ml   

จากนั้นน าปลามาคลุกเคล้ากับส่วนผสมที่ได้ข้างต้น  บรรจุลงในถุงพลาสติกแล้วปิดผนึกถุง จากนั้น

น าถุงใส่ปลาส้มที่ผ่านการปิดผนึกถุงแล้วเก็บไว้ในอุณหภูมิห้อง ( 30-35oC)  ท าการทดลอง 3 ซ้ า  

เพื่อวิเคราะห์ผลทางเคมีและทางจุลชีววิทยา  

3.9.3  การหมักปลาส้มแบบใส่หัวเชื้อผงของ L. plantarum FT35 

   ล้างปลาตะเพียนสดให้สะอาดแล้วแล่ให้เป็นชิ้น ผสมส่วนประกอบตามสูตรหมักปลา

ส้ม (ภาคผนวก ข-6)  เติมหัวเชื้อผงของ  L. plantarum FT35  1 กรัม จากนั้นน าปลามาคลุกเคล้ากับ

ส่วนผสมที่ได้ข้างต้น  บรรจุลงในถุงพลาสติกแล้วปิดผนึกถุง จากนั้นน าถุงใส่ปลาส้มที่ผ่านการปิด

ผนึกถุงแล้วเก็บไว้ในอุณหภูมิห้อง ( 30-35oC) ท าการทดลอง 3 เพื่อวิเคราะห์ผลทางเคมีและทาง  

จุลชีววิทยา  

3.9.4  ศึกษาประสิทธิภาพของหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 

               หมักปลาส้มแบบใส่หัวเชื้อผงของ   L. plantarum FT35 หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC  

ระยะเวลา 4 และ 8  สัปดาห์  ตามวิธีข้อ 3.7.3 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้เป็น  

หัวเชื้อหมัก และการเปลี่ยนแปลงระหว่างการหมักปลาส้ม โดยวิเคราะห์ผลการหมักปลาส้มทางเคมี 

และทางจุลชีววิทยา ท าการทดลอง 3 ซ้ า  เพื่อวิเคราะห์ผลทางเคมีและทางจุลชีววิทยา 
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3.9.5 การวิเคราะห์ผลการหมักปลาส้ม 

    3.9.5.1  การวิเคราะห์ผลการหมักปลาส้มทางเคมี 

 3.9.5.1.1  การวัดค่าความเป็นกรด- เบส (pH)  

 3.9.5.1.2  การวิเคราะห์หาปริมาณกรดที่ไทเทรตได ้(ภาคผนวก ก-4) 

 3.9.5.2 การวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 

 3.9.5.2.1  การตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด (ภาคผนวก ข-1) 

    3.9.5.2.2  การตรวจหาแบคทีเรียแลคติก (ภาคผนวก ข-2) 

    3.9.5.2.3  การตรวจหาเชื้อ  Salmonella  (ภาคผนวก ข-3) 

 3.9.5.2.4  การตรวจหาเชื้อ  E. coli (ภาคผนวก ข-4) 

ท าการทดลอง 3 ซ้ า  โดยวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ที่ความ

เชื่อมั่น 95%  และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้  Duncan’s New  Multiple Range  

Test 

 



 
 

 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
 

4.1 ลักษณะของ L. plantarum  FT35 

        4.1.1  การสร้างสารของ L. plantarum FT 35 เพื่อยับยั้งเชื้อ E. coli ATCC 25922  และ  

                    S.    Typhimurium  ATCC 13311  

การทดสอบนี้เพื่อศึกษาว่าสารที่เชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรียผลิตขึ้น เป็นสาร  

แบคเทอริโอซินที่สามารถฆ่าหรือยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้หรือไม่  Chen และคณะ (2003) รายงาน

ว่าในผลิตภัณฑ์อาหารมัก พบจุลินทรีย์ก่อโรคเช่น Escherichia coli VTEC 0157 และ  Salmonella 

ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ก่อโรคปนเปื้อนอยู่ในผลิตภัณฑ์อาหาร ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์และสัตว์   และเป็น

สาเหตุของโรคอาหารเป็นพิษ ( food poisoning) ท าให้เกิดอันตรายต่อการบริโภค   การศึกษานี้จึง

เลือกจุลินทรีย์ทดสอบคือ   E. coli ATCC 25922  ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่ง และ  

S. Typhimurium ATCC 13311 เป็นตัวแทนจุลินทรีย์ก่อโรคในผลิตภัณฑ์อาหาร   เพื่อทดสอบ  

ผลการสร้างสารยับยั้งของแลคติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อทดสอบ  โดยน าส่วนใสของ

อาหารเหลว MRS  ที่มีเชื้อเจริญของ L. plantarum FT 35 บ่มที่อุณหภูมิ  37oC  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

มาทดสอบกับเชื้อ E.coli ATCC 25922 และ S. Typhimurium ATCC 13311 โดยน า supernatant  

ที่ผ่านการกรอง และปรับพีเอชมาเติมเอนไซม์ catalase ถ้ายับยั้งได้  แสดงว่าการยับยั้งเกิดจากสาร

แบคทีริโอซิน (Farias, Holgado-Ruiz  และ Sesma, 1995) 

 จากผลการทดลองพบว่าสารยับยั้งที่  L. plantarum FT 35  ผลิตขึ้นสามารถยับยั้งเชื้อ

ทดสอบ E. coli ATCC 25922 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ได้โดยสร้างสารชนิดแบคทีริโอ

ซิน ภาพที่ 4.1 และ 4.2  ดังรายงานของ Farias และคณะ (1995) กล่าวว่าแบคเทอริโอซินเป็นสาร

โปรตีนที่มีความสามารถ ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ได้อย่างจ าเพาะ  โดยแบคเทอริ

โอซินจะไปยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่มีบริเวณรับจ าเพาะ (specific receptor)  ต่อแบคเทอริ

โอซินเท่านั้น จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า  แบคทีริโอซินสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อ

โรคได้ 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/food%20poisoning
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     ภาพที่ 4.1  แสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค       ภาพที่ 4.2  แสดงบริเวณยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค            
                      E. coli  ATCC 25922                                             S. Typhimurium ATCC  13311                                                                                               
                                                                                                                                      
4.2    Glass transition temperature ของสารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรต 

การวัด Tg ของสารป้องกันเซลล์  โดยใช้ differential scanning calorimeter (DSC)  โดย

พบว่าเมื่อให้ความร้อนแก่สาร  การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นอันดับแรกเป็นแบบดูดความร้อนคือ  

ที่อุณหภูมิเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (glass transition temperature, Tg)  เกิดขึ้นเนื่องจากความจุความ

ร้อนที่เพิ่มขึ้น  และเป็นจุดเร่ิมต้นของการเคลื่อนที่ในส่วนที่เป็นอสัณฐานของสารที่ท าให้เกิดการ

เปลี่ยนสถานะของแข็งคล้ายแก้ว (glassy  state)  ไปเป็นสถานะคล้ายยาง  ( rubbery  state)  เมื่อให้

ความร้อนจนสูงกว่า melting point temperature (Tm) จะท าให้สายโซ่สามารถไหลได้จน

หลอมเหลว  ซึ่งมีความหนืดสูง เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาระหว่างสายโซ่ที่สัมผัส กันในขณะที่เกิดการ

ไหล  และเมื่อลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วสารจะจับตัวกันเกิดเป็นผลึกที่จุด Tc (crystalline 

temperature)  ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงแบบคายความร้อน  (Bhadeshia, 2000)  

Tg  ขึ้นอยู่กับอัตราการให้ความร้อนและข้อมูลสมบัติทางความร้อน รวมทั้งตัวแปรต่างๆ 
ของโมเลกุลที่มีผลต่อความสามารถในการต้านทานความร้อนของสารแต่ละชนิด   ตัวอย่างดังภาพ  
ที่ 4.3 เป็น thermograms แสดงค่า Tg ของ glucose ที่วัดโดยเคร่ือง differential scanning calorimeter 
(DSC) และผลของค่า Tg สารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่น ามาใช้ในการทดลอง  แสดงดัง
ตารางที่ 4.1  และภาคผนวก ค 

 

L. plantarum FT 35 

      H2O 

      MRS       MRS 

      H2O 

L. plantarum FT 35 
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ภาพที่  4.3  thermograms แสดงค่า Tg ของ glucose 

 

ตารางที่ 4.1  ผลของค่า Tg สารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่น ามาใช้ในการทดลองนี้  

       Protective agent           Glass transition temperature  (Tg) 

glucose 35.33 +1.50 oC 

sucrose 75.13+0.95  oC 

lactose 119.34 +1.21 oC 

maltodextrin DE10 

soluble starch   

160.00+1.05  oC  a 

                      241.80+1.05 oC 

                     aเป็นค่าที่อ้างอิงมาจาก Roos (1993) 
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 จากการทดลองวัดอุณหภูมิ Tg  ของสารป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรต เช่น  glucose  

sucrose  lactose  และ soluble starch โดยใช้ differential scanning calorimeter (DSC)  พบว่าสาร

ป้องกันเซลล์แต่ละชนิดมีอุณหภูมิ Tg ที่แตกต่างกัน ซึ่งมีความสัมพันธ์กับสมบัติทางความร้อนของ

สาร  และเมื่อเปรียบเทียบอุณหภูมิ Tg ของสารป้องกันเซลล์ที่วัดได้กับงานวิจัยของ  Bhandari  และ

คณะ (1997)  พบว่าอุณหภูมิ Tg  ของสารป้องกันเซลล์  glucose  sucrose  lactose  maltodextrin DE 

10 และ soluble starch มีค่าใกล้เคียงกัน  งานวิจัยนี้มีการอ้างอิงอุณหภูมิ Tg  ของ maltodextrin DE 

10 จากงานวิจัยของ Roos (1993) เน่ืองจากไม่สามารถวัด Tg ของ maltodextrin DE 10  อาจมีสาเหตุ

จาก maltodextrin DE 10  ที่น ามาใช้เป็นแบบ  food grade  ท าให้พีคแสดงการเปลี่ยนแปลงความ

ร้อนของสาร (thermogram) มีหลายพีคจึงท าให้ไม่สามารถวัดอุณหภูมิ Tg ได้ โดยสารป้องกันเซลล์  

glucose  sucrose  lactose  และ soluble starch ที่น ามาใช้ในการวัด Tg ของสารป้องกันเซลล์ใน

งานวิจัยนี้เป็นแบบ analytical grade  

4.3  สารป้องกันเซลล์ที่มีผลต่อการรอดชีวิตของ L.plantarum FT35 ระหว่างท าแห้งแบบพ่นฝอย  

 เน่ืองจากการท าแห้งแบบพ่นฝอย เชื้อจะต้องผ่านกระบวนการที่มีอุณหภูมิสูงเข้ามา
เกี่ยวข้อง  มีผลท าให้เซลล์ที่มีชีวิตลดลงในระหว่างการท าแห้ง ซึ่งเกิดจากเซลล์เกิดความเสียหายที่
บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้ง
แบบพ่นฝอย  คือ สารป้องกันเซลล์  (Desmond และคณะ, 2002) แต่พบว่า ประสิทธิภาพของสาร
ป้องกันเซลล์แต่ละชนิดมีความสามารถในการปกป้องเซลล์แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสมบัติทางความ
ร้อนของสาร คือ Tg  (Sinha และ Ranganathan, 1974)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษา Tg ของสาร
ป้องกันเซลล์กลุ่มคาร์โบไฮเดรตที่เหมาะสมต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum  FT35 ด้วยวิธีการท า
แห้งแบบพ่นฝอย  นอกจากนี้ยังพบว่าระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์มีความสัมพันธ์กับ
การอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์  ตามรายงานของ Ananta และคณะ (2005)  ที่แสดงให้เห็นว่าการใช้
นมผงปราศจากไขมันเป็นสารป้องกันเซลล์ที่ระดับความเข้มข้น 20%  ท าให้การรอดชีวิตของ  
L.  rhamnosus GG  สูงสุด  และงานวิจัยของวรรณธิชา ลาภศิริ และศรีเวียง ทิพกานนท์ ( 2549) 
พบว่า ระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่เหมาะสมในการท าแห้ง L. plantarum เมื่อใช้ 
maltodextrin DE 20 เป็นสารป้องกัน เซลล์ คือระดับความเข้มข้น 20% ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเลือก
ศึกษาที่ระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่ระดับ 20%  และควบคุมค่าความหนืดของสาร
ป้องกันเซลล์ให้อยู่ในช่วงที่เท่ากัน คือ 1.6-1.7 cp 
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 จากการทดลองดังแสดงในรูปที่  4.4  พบว่า เมื่อใช้สารป้องกันเซลล์  glucose, sucrose, 
lactose , maltodextrin DE 10 และ soluble starch  โดยมีอุณหภูมิ glass transition temperature (Tg)  
เท่ากับ  35.33oC, 75.13oC, 119.34oC , 160oC และ  243oC  ตามล าดับในการปกป้องเซลล์ 
L.plantarum FT 35ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  โดยก าหนดอุณหภูมิลมเข้า  185oC  อัตราการป้อน 
20 ml/นาที  อุณหภูมิลมออก  85+5 oC พบว่า อัตราการรอดชีวิตของ  L. plantarum FT 35 เท่ากับ  
48.2%+0.35,  65.4%+0.37, 89.3%+1.55, 91.8%+0.97 และ 93.4% +0.84  ตามล าดับ  และเมื่อตรวจ
นับเซลล์ที่รอดชีวิตบนอาหารแข็ง MRS ที่เติมเกลือ 5%  NaCl พบว่ามีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของ  
L. plantarum FT35 ลดลง  Santivarangkna และคณะ (2008) รายงานว่า  ความร้อนในระหว่างการ
ท าแห้งท าให้เกิดความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์  ซึ่งสามารถ ทดสอบความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์
หลังการท าแห้ง โดยการเติมเกลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ  เพราะหากเซลล์มีการบาดเจ็บบริเวณเยื่อหุ้ม
เซลล์จะไม่สามารถเจริญบนอาหารแข็ง MRS ที่มีเติมเกลือได้ จึงเป็นสาเหตุท าให้จ านวนการรอด
ชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ลดลง  (Robert และ Knorr, 2009)  

  จากการทดลองพบว่า  สารป้องกันเซลล์ที่มี Tg  สูงขึ้น มีผลท าให้การรอดชีวิตของ  
L. plantarum FT35 เพิ่มขึ้นตามล าดับ   และพบว่าสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg สูงสามารถปกป้องเซลล์
จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้งได้ดีกว่าสารป้องกันเซลล์ที่มี  Tg  ต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณ
เซลล์บาดเจ็บหลังการท าแห้ง  (ภาพที่ 4.5) โดย พบว่า  สารป้องกันเซลล์ที่มีอุณหภูมิ Tg  ต่ าคือ 
glucose (Tg  35.33oC) และ  sucrose (75.13oC) มีการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ ต่ าที่สุด  อาจมี
สาเหตุ จากสาร มีความสามารถในการทน ความร้อน ต่ า จึงไม่สามารถแทนที่โมเลกุลของน้ าใน
ระหว่างการท าแห้ง   ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์   ส่งผลท าให้การรอด
ชีวิตของ L. plantarum FT 35  ลดลงในระหว่างการท าแห้ง  นอกจากนี้   Oldenhof, Akin และ Ozer 
(2005) รายงานว่า  การใช้ sucrose เป็นสารป้องกันเซลล์ L. bulgaricus  ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  
พบว่า  sucrose ไม่สามารถป้องกันการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ จึงท าให้เซลล์   
L. bulgaricus ลดลงในระหว่างการท าแห้ง  

จากการทดลองใช้  lactose (Tg  119.34oC), maltodextrin DE 10 (Tg  160oC) และ soluble 
starch   (Tg  243oC)  เป็นสารป้องกันเซลล์ พบว่า  อัตราการรอดชีวิตของเซลล์หลังการท าแห้ง เพิ่ม
สูงขึ้นตามล าดับ  Linders และคณะ  (1997) รายงานว่า สารป้องกันเซลล์กลุ่มไดแซ็กคาร์ไรด์ เช่น 
sucrose และ lactose สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับโปรตีนเมื่อโมเลกุลของน้ าเคลื่อนที่ออกจาก
เซลล์และมีความสัมพันธ์กับ polar headgroup  ของ phospholipid  แต่พบว่าเมื่อทดลองใช้ sucrose 
เป็นสารป้องกันเซลล์ท าให้การรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 ลดลงมากกว่าใช้ lactose เป็นสาร
ป้องกันเซลล์  อาจมีสาเหตุมาจาก Tg  ของสารป้องกันเซลล์แตกต่างกัน  ซึ่งพบว่า lactose มีTg ของ
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สารป้องกันเซลล์สูงกว่า sucrose  จึงท าให้  L. plantarum FT35 สามารถทนต่อความร้อนได้ดีกว่า   
จึงท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์สูง  นอกจากนี้ พบว่า maltodextrin DE 10 และ soluble starch  เป็น
สารประเภทโพลิแซ็คคาไรด์สามารถสร้างพันธะกับโปรตีนท าให้เกิดโครงสร้างร่างแห  มีผลท าให้
โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์มีความเสถียรและไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงในระหว่างการท าแห้ง  (Morgan 
และคณะ, 2006)  ท าให้การท าแห้งแบบพ่นฝอย  L. plantarum FT 35 รอดชีวิตมากกว่า 90%  จึงท าให้  
Tg ของสารป้องกันเซลล์สามารถบ่งชี้ถึงประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์จุลินทรีย์ในการท าแห้ง ได้ 
(Leslie และคณะ, 1995) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4  การเปรียบเทียบการรอดชีวิต บนอาหาร MRS      และ MRS ที่เติม NaCl 5%      ของ 

L. plantarum FT35 หลังการท าแห้งแบบพ่นฝอยที่มี  Tg ต่างๆ ของสารป้องกันเซลล์  

 

ตารางที่  4.3  แสดงการเปรียบเทียบการรอดชีวิตเซลล์ และเซลล์บาดเจ็บโดยใช้สารป้องกัน

เซลล์ที่มี   glass transition temperature (Tg)  ที่แตกต่างกันในการท าแห้งแบบพ่นฝอย L. plantarum 

FT35  จากการทดลอง  วัดปริมาณเซลล์บาดเจ็บหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย  โดยเติม 5% NaCl  

ตามวิธีของ  Sunny-Roberts และคณะ (2007) พบว่า  ปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิตลดลง  เมื่อเปรียบเทียบ

กับเซลล์ที่รอดชีวิตที่เจริญในอาหารที่ไม่เติมเกลือ โดยพบว่า  glucose มีเซลล์บาดเจ็บ หลังการท า

แห้งแบบพ่นฝอยสูงสุด  คือ 1.658+0.12 log  CFU/g  จ านวนเซลล์รอดชีวิตลดลงเหลือ  36.1%  และ 

soluble starch  เซลล์บาดเจ็บต่ าที่สุด  คือ 0.449 +0.22  log  CFU/g   จ านวนเซลล์รอดชีวิตเท่ากับ  

90.1%  ซึ่งพบว่าสารป้องเซลล์ที่มี  glass transition temperature (Tg)  สูงสุด มีจ านวนเซลล์บาดเจ็บ

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

glucose sucrose lactose maltodextrin 
DE 10

soluble starch

%
 ก

าร
รอ

ดช
ีวติ

บน
อา

หา
ร 

M
R

S 
แล

ะ 
M

R
S 

 ท
ี่เต

ิม
N

aC
l  

5
%

(35.33oC) (75.13oC) (119.34oC) (160.00oC) (241.80oC)



 
33 

 

 

หลังการท าแห้งต่ า แสดงดังตารางที่ 4.3 โดยอุณหภูมิ  Tg  ของสารป้องกันเซลล์บ่งชี้ถึง

ประสิทธิภาพของสารป้องกันเซลล์ ที่สามารถป้องกันการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์

ในระหว่างการท าแห้ง (Santivarangkna  และคณะ, 2008) 

 
ตารางที่ 4.2  จ านวนเซลล์และสมบัติของผลิตภัณฑ์ของ  L. plantarum  FT35 และสารป้องกันเซลล์

ที่มี glass  transition temperature (Tg) ที่แตกต่างกันหลังการท าแห้งแบบพ่น ฝอย   
เมื่อเจริญบนอาหาร MRS และ  MRS ที่มีการเติมเกลือ 5% NaCl  

 
หมายเหตุ ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ตัวอักษร  ns  ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 
(1) เซลล์บาดเจ็บค านวณได้จากจ านวนเซลล์ที่เจริญบน MRS – จ านวนเซลล์ที่เจริญบน     
MRS+ 5% NaCl 

 
 

สารป้องกันเซลล์ ความหนืด
สารป้องกัน
เซลล์ ns (cp) 

การรอดชีวิต 
log  CFU/g 

เซลล์บาดเจ็บ(1) 
log  CFU/g 

ความชื้น 
ผลิตภัณฑผ์ง 

(%) 

water activity  
ของ

ผลิตภัณฑ์ผง 
(aw) 

glucose 
(Tg = 35.33oC) 

1.69+0.09 5.49 a+0.35 
 

1.65a+0.12 
 

4.51a +0.06 0.39 a+0.01 
 

sucrose 
(Tg = 75.13oC) 

1.68+0.05 7.46 b+0.37 
 

1.56b+0.14 
 

3.53b+0.04 0.32b+0.02 
 

lactose 
(Tg = 119.34oC) 

1.70+0.04 10.20 c+0.25 
 

1.42c+0.23 2.75 c+0.09 0.22 c+0.01 
 

maltodextrin DE 10 
(Tg = 160oC) 

1.75+0.08 10.48 c+0.23 
 

0.90d+0.31 2.61 c+0.05 0.21 c+0.02 

soluble starch 
(Tg = 241.8 oC) 

1.74+0.07 10.65 c+0.31 
 

0.38e+0.22 2.52 c+0.08 0.21 c+0.01 
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4.4  ศึกษาอายุการเก็บรักษา L. plantarum  ผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

 น า L. plantarum   ผงที่ผ่านการท าแห้ง  โดยใช้สารป้องกันเซลล์ คือ glucose, sucrose, 

lactose, maltodextrin DE 10  และ soluble starch  ที่ได้จากการทดลองที่ 4.3  มาศึกษาอายุการเก็บ

รักษาในถุงลามิเนต ที่อุณหภูมิห้อง ( 30-35oC)  เป็นเวลา 4 สัปดาห์  โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิต

ของจุลินทรีย์  ความชื้นและค่า aw 

 การรอดชีวิตของ L. plantarum   ผงที่อุณหภูมิห้อง ( 30-35oC)   แสดงดังภาพที่ 4.5  พบว่า 
เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นการรอดชีวิตของ L. plantarum  FT35  มีแนวโน้ม
ลดลง  โดยพบว่า  เมื่อใช้ glucose (Tg  35.33oC) และ  sucrose (Tg  75.13oC) เป็นสารป้องกันเซลล์ 
เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงถึงสัปดาห์ที่  4 มี จ านวน เชื้อเหลือ  3.08+1.25  log CFU/g  และ  
3.81+0.98 log CFU/g  ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ( p<0.05)  โดยการรอดชีวิตของ   
L. plantarum   FT35 ลดลงมากกว่าผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้   lactose (Tg  119.34oC), maltodextrin DE 10 
(Tg 160oC) และ soluble starch (Tg  243oC ) เป็นสารป้องกันเซลล์  เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงถึง
สัปดาห์ที่  4 มีเชื้อเหลือ  8.0+0.21  log CFU/g  , 8.33+0.50   log CFU/g   และ 9.12+0.18  log 
CFU/g ตามล าดับ   ทั้งนี้สารป้องกันเซลล์  lactose (Tg  119.34oC)  maltodextrin DE 10 (Tg  160oC) 
และ soluble starch (Tg 243oC ) ให้การรอดชีวิตของ  L. plantarum   หลังการเก็บรักษาสูงกว่าระดับ
มาตรฐานที่อุตสาหกรรมยอมรับคือ ควรสูงกว่า   5 log  CFU/g  (WHO/FAO, 2002) และพบว่าการ
เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch (Tg  243oC ) เป็นสารป้องกันเซลล์ ที่อุณหภูมิห้อง  
(30-35oC)  เป็นเวลา 4  สัปดาห์ให้ผลการรอดชีวิตสูงที่สุด  จากการทดลองพบว่าสารป้องกันเซลล์
แต่ละชนิดให้การรอดชีวิตของ   L. plantarum  FT 35  หลังการเก็บรักษาแตกต่างกัน   อาจมีสาเหตุ
จากเซลล์ได้รับบาดเจ็บ ในระหว่างการท าแห้ง   ท าให้ เซลล์ที่มีชีวิตมีจ านวนลดลง ในระยะเวลาการ
เก็บรักษา   จากการทดลองพบว่าปริมาณเซลล์บาดเจ็บมีความสัมพันธ์กับปริมาณเซลล์ที่รอดชีวิตใน
ระหว่างการเก็บรักษา  โดย glucose  มีปริมาณเซลล์บาดเจ็บสูงที่สุด เท่ากับ 1.65 + 0.12 log CFU/g 
และ sucrose มีปริมาณเซลล์บาดเจ็บรองลงมาเท่ากับ 1.56 + 0.14 log CFU/g   ส่งผลท าให้จ านวน
การรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์ หลังการเก็บรักษา เป็นเวลา 4  สัปดาห์ ต่ าที่สุด  ซึ่งสอดคล้องกับ 
soluble starch (Tg  243oC )  ที่มีปริมาณเซลล์บาดเจ็บต่ าสุดระหว่างการท าแห้ง เท่ากับ  
0.38 + 0.22 log CFU/g  มีผลท าให้เซลล์รอดชีวิตสูงสุดหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30-35oC)  
เป็นเวลา 4  สัปดาห์   Teixeira และคณะ ( 1995)  พบว่า  การลดลงของจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของ  
L. delbrueckii ssp ในระหว่างการเก็บรักษา อาจเกิดจากการบาดเจ็บของเยื่อหุ้มเซลล์ จุลินทรีย์ และ 
DNA ในระหว่างการท าแห้ง  
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 ค่าความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30-35oC)  เป็นเวลา 4  สัปดาห์  
แสดงดังภาพ 4.7 พบว่าเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นความชื้นมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น  
โดยที่ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้สารป้องกันเซลล์ คือ glucose,  sucrose,  lactose,  maltodextrin DE10  และ 
soluble starch มีความชื้นเร่ิมต้น 4.51+0.06%,   3.53+0.04%,   2.75+0.09%,  2.61+0.05%  และ 
2.52+0.08% ตามล าดับ เมื่อเก็บรักษาถึงสัปดาห์ที่ 4  พบว่ามีความชื้นเพิ่มขึ้น  5.34+0.02%,  
5.09+0.01%,  3.57+0.03%,  3.39+0.04%  และ 3.21+0.01% ตามล าดับ  ซึ่งพบว่าเมื่อใช้ glucose 
และ sucrose เป็นสารป้องกันเซลล์ท าให้ผลิตภัณฑ์ผงมีปริมาณความชื้นสูงในระหว่างการเก็บ รักษา  
ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก สาร ป้องกันเซลล์ มีคุณสมบัติดูดความชื้นหรือ ( hygroscopicity) โดยน้ าตาล
ทราย  (sucrose) มีสมบัติดูดความชื้น และมีรายงานว่า  ถ้าบรรยากาศมีความชื้นสัมพัทธ์ ( relative 
humidity) มากกว่าร้อยละ75 สารจะดูดความชื้นได้เร็วและจับตัวกันเป็นก้อน  ซึ่งน้ าตาลแต่ละชนิด
มีความสามารถในการดูดความชื้นแตกต่างกัน โดยพบว่า  fructose ดูดความชื้นได้ดีมาก รองลงมา 
glucose,  sucrose,  maltose และ lactose  ตามล าดับ  (นิธิยา รัตนาปนนท์,  2549) ซึ่งสอดคล้องกับ
ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงที่เพิ่มขึ้นโดยพบว่า glucose > sucrose > lactose  ตามล าดับ Boza 
และคณะ (2004)  รายงานว่า ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงไม่ ควรเกิน 4% โดยพบว่าผลิตภัณฑ์
ผงที่ใช้ lactose  maltodextrin DE10และ soluble starch เป็นสารป้องกันเซลล์  มีปริมาณความชื้นต่ า
กว่า 4%   จากการทดลองพบว่า สารป้องกันเซลล์แต่ละชนิดมีคุณสมบัติแตกต่างกันทั้งทางด้าน
กายภาพและเคมี  จึงอาจเป็นสาเหตุที่ท าให้ผลิตภัณฑ์ผงหลังการเก็บรักษามีปริมาณความชื้นที่
แตกต่างกันแม้เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ในสภาวะเดียวกัน   

จากการทดลองพบว่าปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงในระหว่างการเก็บรักษา  
มีความสัมพันธ์กับค่า water  activity  โดยเมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงที่  อุณหภูมิห้อง (30-35oC)   
เป็นเวลา 4  สัปดาห์ (แสดงดังภาพที่ 4.6)  พบว่าเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นค่า 
aw  มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น  โดยผลิตภัณฑ์ผงที่ที่ประกอบด้วยสารป้องกันเซลล์  คือ glucose, sucrose,   
lactose, maltodextrin DE 10 และ soluble starch มีค่า aw เร่ิมต้น  0.39+0.01, 0.32+0.02,  0.22+0.01,  
0.21+0.02 และ 0.21+0.01 ตามล าดับ  เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงถึงสัปดาห์ที่ 4  อุณหภูมิห้อง  
(30-35oC)   มีค่า aw เพิ่มขึ้นเป็น  0.59+0.03,  0.56+0.02,  0.39+0.01,  0.36+0.03 และ 0.34+0.02  
ตามล าดับ  ซึ่งเมื่อใช้  lactose,  maltodextrin DE 10 และ soluble starch เป็นสารป้องกันเซลล์ พบว่า
หลังการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงเป็นเวลา 4  สัปดาห์ มีค่า aw อยู่ในช่วง 0.34-0.39   ซึ่งต่ ากว่า
มาตรฐานผลิตภัณฑ์ผงที่ก าหนดค่า  water activity ไม่ควรเกิน 0.5  (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2548)  
โดยค่า water activity เป็นปัจจัยที่ส าคัญในการควบคุมและป้องกันการเสื่อมเสียของผลิตภัณฑ์
อาหาร จึงมีผลโดยตรงต่อการก าหนดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ เนื่องจากค่า water activity 
เป็นปัจจัยที่ชี้ระดับปริมาณน้ าต่ าสุดในอาหารที่เชื้อจุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ในการเจริญเติบโต
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และใช้ในการเกิดปฏิกิริยาเคมีต่าง  ๆ ค่า water activity ควรต่ ากว่าที่เชื้อจุลินทรีย์จะเจริญเติบโตได้  
ซึ่งแบคทีเรียเกือบทุกชนิดไม่สามารถเจริญเติบโตได้ที่ค่า water activity ต่ ากว่า 0.9 และราส่วนใหญ่
จะไม่เจริญเติบโตที่ค่า water activity ต่ ากว่า 0.7 (รุ่งนภา พงศ์สวัสดิ์มานิต, 2545) 

จากค่าความชื้นและค่า aw  ที่เพิ่มเมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นอาจเป็นสาเหตุจาก
ขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑ์ผง  โดยในขั้นตอนการบรรจุผลิตภัณฑ์ผงอาจเกิดจากผลิตภัณฑ์ผงดูด
ความชื้นในอากาศภาวะปกติก่อนการบรรจุลงถุงลามิเนต  Desrosier (1959)  พบว่าการเปลี่ยนแปลง
ในระหว่างเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงอาจเกิดจากการเกิดออกซิไดส์เอง ( auto-oxidation)  เน่ืองจาก
อากาศแม้จะเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ในภาชนะปิดสนิท เน่ืองจากผลิตภัณฑ์อาจสัมผัสกับอากาศตั้งแต่
แรกหรือในภาวะที่ไม่สามารถหลีกเลี่ยงได้  นอกจากนี้ควรหลีกเลี่ยงปัจจัยเสริมปฏิกิริยาคือ  แสง
และอุณหภูมิสูง  

Sunny-Robert และคณะ (2007)  ศึกษาการรอดชีวิตของ  L. rhamnosus  ในระหว่างการเก็บ
รักษา  พบว่าเมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงระยะเวลานานขึ้นท าให้มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณความชื้น 
โดยเมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนาน 6 สัปดาห์ที่อุณหภูมิ 25oC  ท าให้ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์
ผงสูงถึง 11%  เมื่อใช้ trehalose  เป็นสารป้องกันเซลล์  ซึ่งเกิดการเซลล์บาดเจ็บบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์
ในระหว่างการท าแห้ง  Teixeira และคณะ (1995)  รายงานว่าการลดลงของจ านวนเซลล์จุลินทรีย์ใน
ระหว่างการเก็บรักษา  L. bulgaricus  ที่อุณหภูมิ 25oC และ 37oC มีสาเหตุจากการเกิดปฎิกิริยา lipid 
oxidation ในระหว่างการเก็บรักษา  เมื่อใช้ trehalose  เป็นสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้งแบบ  
พ่นฝอย 
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ภาพที่ 4.5 ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตกับระยะเวลาในการเก็บรักษาของเชื้อผง   

ที่ผลิตโดยวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย  โดยใช้สารป้องกันเซลล์ คือ  glucose (          )     
sucrose (         ) lactose  (          ) maltodextrin DE 10 (        ) และ  soluble starch             
(         )  เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง  (30-35oC)  เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.6  ค่า aw ของเชื้อผงที่ผลิตด้วยการท าแห้งแบบพ่นฝอยโดยใช้สารป้องกันเซลล์  คือ glucose       

(          ) sucrose (         ) lactose (         ) maltodextrin DE 10 (           ) และ  soluble 

starch    (           )  เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง  (30-35oC)  เป็นเวลา 4 สัปดาห์   
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ภาพที่  4.7 ปริมาณความชื้นของเชื้อผงที่ผลิตด้วยการท าแห้งแบบพ่นฝอยโดยใช้สารป้องกันเซลล์  

คือ glucose (           ) sucrose (           )  lactose (           )  maltodextrin DE 10 (         )  
และ soluble starch (         ) เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง  (30-35oC)  เป็นเวลา 4 สัปดาห์   

 

4.5  ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  L. plantarum FT35 

จากการทดลอง 4.3 และ 4.4  พบว่าเมื่อใช้ soluble starch  เป็นสารป้องกันเซลล์ท าให้การ  

รอดชีวิตของ L.  plantarum FT 35 สูงสุดในระหว่างการท าแห้งและหลังการเก็บรักษาเป็นเวลา   

4  สัปดาห์ จึงคัดเลือก  soluble  starch  เพื่อน ามาศึกษาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมในการท าแห้ง

แบบพ่นฝอย  เน่ืองจากการรอดชีวิตของจุลินทรีย์มีความสัมพันธ์กับระดับความเข้มข้นของสาร

ป้องกันเซลล์ที่ใช้ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  Espina และ Packard (1979)  รายงานว่า  การใช้นมผง

ปราศจากไขมันที่มีความเข้มข้น 25 %  เป็นสารป้องกันเซลล์ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย  ให้ผลการ

รอดชีวิตของ L. acidophilus สูงกว่าที่ความเข้มข้น 40 %  และรายงานของ Lian และคณะ (2002)   

ศึกษาระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ 3  ชนิดคือ  เจลาติน กัมอาราบิก และสารละลายแป้ง

ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย Bifidobacteria พบว่า ระดับความเข้มข้น 10 % ท าให้เชื้อรอดชีวิตสูงสุด

จากผลการทดลองเมื่อใช้ soluble starch ที่มีระดับความเข้มข้น  1.5%, 2.5%,  3.5%,  4.5% และ 10%  

ในการท าแห้งแบบพ่นฝอย L. plantarum FT35 พบว่าระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่

เพิ่มขึ้นให้ผลการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ลดลง   แสดงในตารางที่ 4. 3 และภาพที่ 4. 8  นอกจากนี้

พบว่าระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์มีความสัมพันธ์กับขนาดอนุภาคผงหลังการท าแห้ง
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แบบพ่นฝอย   ซึ่งพบว่า  เมื่อระดับความเข้มข้นเพิ่มขึ้นส่งผลให้อนุภาคผงหลังการท าแห้งใหญ่ขึ้น

ตามล าดับ แสดงในตารางที่ 4. 4 และภาพที่ 4. 10   จากการทดลองพบว่า soluble starch 2.5%  ท าให้

การรอดชีวิตของ  L. plantarum FT35 บนอาหาร MRS และบนอาหาร MRS  ที่มีการเติมเกลือ 5%    

ในระหว่างการท าแห้งสูงสุด  โดยมีขนาดอนุภาคผงหลังการท าแห้งเท่ากับ  25.68+1.08 μm  และ

พบว่า soluble starch ระดับความเข้มข้น  10%  ให้ผลการรอดชีวิตของ  L. plantarum FT35 ต่ าที่สุด 

และมีขนาดอนุภาคผงหลังการท าแห้งใหญ่ที่สุดเท่ากับ  81.22+1.44 μm  จากการทดลองพบว่าการ

เพิ่มขึ้นของระดับความเข้มข้นและความหนืดของสารป้องกันเซลล์  เป็นปัจจัยที่มีความสัมพันธ์กับ

จ านวนการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์และขนาดอนุภาคผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย  

Elizondo และ Labuza (1974)  พบว่า อนุภาคผงที่มีขนาดใหญ่จะมีพื้นที่ผิวต่อปริมาตรในการ

ระบายน้ าออกได้น้อยกว่าอนุภาคผงที่มีขนาดเล็ก  จึงต้องใช้เวลาในการดึงน้ าออกจากหยดอนุภาค

นานกว่าส่งผลให้การรอดชีวิตจุลินทรีย์ลดลงในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย   

Livense และ Karel (1993) พบว่าเมื่อเพิ่มความหนืดของสารป้องกันเซลล์ ส่งผลให้ขนาด

อนุภาคมีขนาดใหญ่  โดยการเพิ่มความหนืดของสารป้องกันเซลล์เป็นการเพิ่มปริมาณ total solid  

ในสารละลาย (feed suspension)  จึงท าให้หยดอนุภาคมีขนาดใหญ่  สอดคล้องกับงานวิจัยของ  

Re (1998) รายงานว่าการลดลงของเซลล์จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย  มีสาเหตุ  

จากความหนืดที่เพิ่มขึ้นของ  feed solution  ท าให้ผนังอนุภาคหนาขึ้น  จึงท าให้ใช้เวลาในการสัมผัส

ความร้อนนานในระหว่างการท าแห้ง ส่งผลให้จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตลดลง   นอกจากนี้  Boza และ

คณะ (2004)  พบว่า  เมื่อความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์เป็นปัจจัยที่มีความส าคัญกับการรอด

ชีวิตของจุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้ง โดยพบว่าระดับความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์  33%  

ท าให้เซลล์จุลินทรีย์ลดลงมากกว่าระดับความเข้มข้น  25%  เน่ืองจากผนังของอนุภาคหนาท าให้การ

ระบายความร้อนออกช้ากว่าอนุภาคที่มีผนังบาง  ท าให้เซลล์จุลินทรีย์ถูกท าลายจากความร้อนได้

มากกว่า  ดังนั้นการเลือกความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ที่เหมาะสมเป็นปัจจัยส าคัญต่อผนัง

อนุภาคที่เหมาะสมเพื่อการปกป้องเซลล์จุลินทรีย์จากความร้อนได้อย่างมีประสิทธิภาพ ( Lian และ

คณะ, 2002)   

ส่วนผลของปริมาณความชื้นและค่า aw ของผลิตภัณฑ์หลังการท าแห้งพบว่า  ปริมาณ

ความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงของ  soluble starch  ที่ระดับความเข้มข้น  1.5%,  2.5%,  3.5%,  4.5% 

และ 10% มีปริมาณความชื้นเท่ากับ  2.57+0.08%, 2.59+0.12%,  3.01+0.02%, 3.5+0.05%  และ 
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4.96+1.021%  ตามล าดับ โดยมีค่า aw  เท่ากับ 0.21+0.01, 0.22+0.02, 0.25+0.01,  0.27+0.01 และ 

0.30+0.01  ตามล าดับ  เมื่อเปรียบเทียบปริมาณความชื้นของ soluble starch 1.5% และ  soluble 

starch  10%  เมื่อใช้เป็นสารป้องกันเซลล์ พบว่า มีปริมาณความชื้นเท่ากับ  2.57%  และ 4.96% 

ตามล าดับ  โดย  soluble starch 1.5% มีปริมาณความชื้นต่ ากว่า  ซึ่งอาจเกิดจากความเข้มข้นต่ าของ

สารป้องกันเซลล์ให้ขนาดอนุภาคที่เล็กกว่าเมื่อควบคุมให้ภาวะการท าแห้งคงที่  อนุภาคที่มีขนาด

เล็กสามารถระเหยน้ าออกจากอนุภาคได้ดีกว่า  จึงเป็นสาเหตุให้มีค่าความชื้นเหลืออยู่ในอนุภาคผง

น้อยกว่าอนุภาคที่มีขนาดใหญ่    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.8  ระดับความเข้มข้นของ soluble starch ที่มีผลต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35  
ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย เมื่อเลี้ยงบนอาหาร  MRS และ MRS + 5% NaCl 
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ตารางที่ 4.3   ผลของระดับความเข้มข้น  soluble starch  ค่าความหนืดของ  feed in solution   และ

ขนาดอนุภาคผงที่มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35  

ความเข้มข้น  

soluble starch 

(%) 

 ค่าความหนืด   

(cP) 

การเจริญบน  
MRS 

(CFU/g) 

การเจริญบน 
MRS+5%NaCl 

(CFU/g) 

เส้นผ่านศูนย์กลาง 
     อนุภาคผง 
        (𝝁𝒎) 

1.5 

2.5 

3.5 

4.5 

10 

1.088 

1.753 

2.767 

3.809 

9.773 

9.49 b +0.02 

9.69 a +0.11 

8.81c+0.15 

7.92d+0.08 

4.18e+0.16 

9.04 b +0.07 

9.22 a +0.05    

8.24c+0.11 

7.18d+0.13 

2.78e+0.27 

   10.89a+1.23 

 

 

 

 

หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
                ทางสถิติ (p<0.05) 
                ตวัอักษร  ns  ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

25.68b+1.08 

37.88c+1.41 

49.15d+1.38 

81.22e+1.44 
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(a)                                                                                   (b) 
 

 

 

 

 

 

 

                             (c)                                                                                   (d) 

 

 

 

 

 

 
 

                                                                           (e) 

ภาพที่ 4.9  อนุภาคผง  L. plantarum FT35  เมื่อใช้สารป้องกันเซลล์ คือ  soluble starch  1.5% (a),      
2.5%  (b),   3.5%  (c),  4.5% (d)  และ 10% (e)  เมื่อขยาย 200 เท่าด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
(light  microscope) 
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4.6  ศึกษาความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์ต่อการรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 ผงระหว่าง

การเก็บรักษา 

เมื่อน าผลิตภัณฑ์ผง L.  plantarum  FT35 ที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอยจากข้อ 4.5 ที่มี

จ านวนการรอดชีวิตสูงสุด คือที่ระดับความเข้มข้น 1.5% และ 2.5%  มาศึกษาอายุการเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ์ผงในถุงลามิเนตบรรจุแบบสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง (30-35oC) เป็น

ระยะเวลา 8 สัปดาห์ โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของจุลินทรีย์  ความชื้นและค่า aw  

Morgan และคณะ ( 2006) พบว่าปัจจัยที่มีผลต่ออายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง  คือ อากาศ 

(Oxigen)  ความชื้น  แสง  และอุณหภูมิในการเก็บรักษา  ซึ่งในระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง  

อากาศภายในบรรจุภัณฑ์เป็นสาเหตุที่ท าให้ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงเพิ่มขึ้น  และเป็น

สาเหตุที่ท าให้จ านวนเซลล์จุลินทรีย์ลดลงในระหว่างการเก็บรักษา   

การรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 ในผลิตภัณฑ์ผง ระดับความเข้มข้นของแป้งดัดแปร  

(soluble starch) 1.5% และ 2.5% ที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง (30-35oC)  (แสดง  

ดังภาพ 4.10) พบว่าเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นการรอดชีวิตของ  

L. plantarum FT35  มีแนวโน้มลดลง โดยที่ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch 1.5% เป็นสารป้องกัน

เซลล์  มีเชื้อเร่ิมต้น  10.43 + 0.09 log CFU/g  เมื่อเก็บถึงสัปดาห์ที่ 8  ที่อุณหภูมิ 4oC จ านวน

จุลินทรีย์ลดลงเท่ากับ  3.04 CFU/g  และมีเชื้อเหลือ  7.39+0.24 log CFU/g  และที่ 30oC จ านวน

จุลินทรีย์ลดลงเท่ากับ 7.00 log CFU/g และมีเชื้อเหลือ  3.43+0.06 log CFU/g  ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ 

soluble starch 2.5% เป็นสารป้องกันเซลล์ มีเชื้อเร่ิมต้น 10.65 +0.23 log CFU/g  เมื่อเก็บถึงสัปดาห์

ที่ 8  ที่อุณหภูมิ 4oC  จ านวนจุลินทรีย์ลดลงเท่ากับ  2.43 CFU/g  มีเชื้อเหลือ  8.22+0.05 log CFU/g  

และที่ 30oC จ านวนจุลินทรีย์ลดลงเท่ากับ 6.28 CFU/g  มีเชื้อเหลือ  4.37+0.55 log CFU/g   เมื่อ

เปรียบเทียบเชื้อที่รอดชีวิต  พบว่าผลิตภัณฑ์ผงที่ระดับความเข้มข้นของ soluble starch  2.5%  ท าให้

จ านวน L. plantarum FT35 ลดลงน้อยกว่าผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch  1.5%  ทั้งในการเก็บที่

อุณหภูมิ 4oC และที่อุณหภูมิห้อง (30-35oC)  จากการทดลองพบว่าการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงที่

ระดับความเข้มข้นของ soluble starch  2.5%  เป็นเวลา 8 สัปดาห์ที่ 4oC  ให้ผลการรอดชีวิตของ

จุลินทรีย์สูงสุด   
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 นอกจากนี้ Costa, Teixeira และ Kirby (2002)  ศึกษาเปรียบเทียบการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์

ผงหลังการท าแห้ง โดยเก็บรักษาในผลิตภัณฑ์ผงในบรรจุภัณฑ์สภาวะปกติ  และเก็บรักษา

ผลิตภัณฑ์ผงแบบสภาวะสุญญากาศ  พบว่า ผลิตภัณฑ์ผงของ Pantoea agglomerans  ที่เก็บรักษาใน

สภาวะปกติมีปริมาณความชื้นสูงกว่าผลิตภัณฑ์ผงที่เก็บรักษาในสภาวะสุญญากาศ  และพบว่า

อุณหภูมิการเก็บรักษาเป็นปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของ  Pantoea agglomerans  โดย

เปรียบเทียบอุณหภูมิในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง พบว่าจุลินทรีย์ลดลง 0.5 log CFU/g  เมื่อเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ 4 oC เป็นเวลา 90 วัน และจ านวนจุลินทรีย์ลดลง 3 log CFU/g  เมื่อเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 25oC  เป็นเวลา 28  วัน 

การเปรียบเทียบค่าความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง 

(30-35oC)  แสดงดังภาพ 4.12  พบว่า เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงนานขึ้นความชื้นมีแนวโน้มเพิ่มมาก

ขึ้น  โดยผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้  soluble starch  1.5%  มีความชื้นเร่ิมต้น 2.57+0.08%  เมื่อเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ 4oC และอุณหภูมิห้อง (30-35oC) มีความชื้นเพิ่มมากขึ้น 4.47+0.04% และ 5.41+0.02% 

ตามล าดับ เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงเป็นเวลา 8 สัปดาห์ ส่วนผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch  

2.5%  มีความชื้นเร่ิมต้น 2.59+0.12% เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4oC  และอุณหภูมิห้อง (30-35oC)  มี

ความชื้นเพิ่มมากขึ้น 3.91+0.01% และ 5.05+0.02% ตามล าดับ เมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผงเป็นเวลา 

8 สัปดาห์ ซึ่งจะเห็นได้ว่าผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้  soluble starch  1.5%  มีความชื้นสูงกว่าผลิตภัณฑ์ผงที่

ใช้ soluble starch  2.5%  และยังพบว่า water activity  (aw) ของผลิตภัณฑ์ผงเมื่อเก็บรักษาที่ 4oC  

และอุณหภูมิห้อง (30-35oC) แสดงดังภาพ 4.11  มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเช่นกันเมื่อเก็บรักษาผลิตภัณฑ์

ผงนานขึ้น โดยที่ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch  1.5%  ที่ 4oC และอุณหภูมิห้อง (30-35oC) มีค่า aw  

เพิ่มขึ้น 0.44+0.01  และ 0.55+0.03 ตามล าดับ จากค่า  aw  เร่ิมต้น 0.22+0.01 เมื่อเก็บรักษาเป็น

ระยะเวลา 8 สัปดาห์ ส่วนผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้  soluble starch  2.5%  ที่ 4oC และอุณหภูมิห้อง  

(30-35oC) มีค่า aw  เพิ่มขึ้น  0.4+0.01 และ 0.5+0.02 ตามล าดับ จากค่า  aw เร่ิมต้น 0.21+0.01 เมื่อเก็บ

รักษาเป็นระยะเวลา 8 สัปดาห์ ซึ่งผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch  1.5%  มีค่า aw สูงกว่าผลิตภัณฑ์

ผงที่ใช้ soluble starch  2.5% ซึ่งผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch  1.5%  มีปริมาณความชื้นและค่า  

aw สูงกว่าผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้  soluble starch  2.5% โดยพบว่าการเพิ่มขึ้นของปริมาณความชื้นและค่า 

aw ในระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผง  อาจมีสาเหตุจากคุณภาพของบรรจุภัณฑ์   

ซึ่งถุงลามิเนตที่ใช้บรรจุผลิตภัณฑ์ผงเป็นชนิดความหนาแน่นต่ า   (oriented polypylene/ linear low 
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density polyethylene) มีความหนาแน่น 0.910 - 0.925 g/cm2
    โดยมีคุณสมบัติ ในการปิดผนึกด้วย

ความร้อนได้ดี  ทนต่ออุณหภูมิสูงและสามารถป้องกันความชื้นได้พอสมควร แต่อาจมีการซึมผ่าน

ของอากาศได้ เน่ืองจากถุงลามิเนตชนิดความหนาแน่นต่ า หรือถุงลามิเนตชนิดบาง  มีโอกาสท าให้

เกิดรูเล็ก ๆ  หรือที่เรียกว่า pin hole ส่งผลท าให้คุณสมบัติในการต้านทานไอน้ าและอากาศเสียไป  

โดยพบว่าอัตราการซึมผ่านก๊าซออกซิเจนของฟิล์มลามิเนตอยู่ในช่วง  0.05-2,000 cm 3/m2.d bar  

ซึ่งเป็นข้อมูลที่มีความส าคัญส าหรับการเลือกใช้ บรรจุภัณฑ์ ให้เหมาะสม   เพื่อการยืดอายุการเก็บ

รักษาของผลิตภัณฑ์ผง  (กรมวิทยาศาสตร์บริการ, 2552)    

 นอกจากนี้งานวิจัยของ  Bozoglu  และคณะ (1987)  ท าการศึกษาเปรียบเทียบการรอดชีวิต

หลังการเก็บรักษา  ของ L. bulgaricus และ Streptococcus  thermophilus  โดยการเก็บรักษาด้วย

ไนโตรเจนและแบบสุญญากาศพบว่า  การลดลงของจุลินทรีย์ในระหว่างการเก็บรักษาด้วย

ไนโตรเจนและแบบสุญญากาศมีปริมาณใกล้เคียงกัน  และมีปริมาณความชื้นเพิ่มขึ้นหลังการเก็บ

รักษานานขึ้น ซึ่งเกิดจากผลิตภัณฑ์ดูดซับอากาศและเกิดการแพร่กระจายของออกซิเจนเข้าสู่เซลล์

แห้ง  ท าให้เกิดการสะสมของ free  radical  และก่อให้เกิดปฏิกิริยา  oxidation  ท าให้เกิดความ

เสียหายของเซลล์จุลินทรีย์  จึงเป็นสาเหตุที่ท าให้จ านวนจุลินทรีย์ลดลงในระหว่างการเก็บรักษา  

 Rodriguez  และคณะ ( 2007)  รายงานว่า การเก็บรักษา Bifidobacterium bifidum   

ในระหว่างการเก็บรักษา พบว่า อุณหภูมิและอากาศคือผลกระทบที่ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์

ในระหว่างการเก็บรักษาลดลง เน่ืองจากท าให้เกิดปฏิกิริยา oxidation  ส่งผลให้การเปลี่ยนแปลงทาง

กายภาพและเคมีของผลิตภัณฑ์ผง และพบว่าการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ในสภาวะสุญญากาศท าให้การ

รอดชีวิตของจุลินทรีย์หลังการเก็บรักษาดีกว่าภาวะปกติ  
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ภาพที่ 4.10   ความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเชื้อที่รอดชีวิตกับเวลาเก็บรักษาของเชื้อผง  ที่ผลิตด้วย

วิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย  โดยใช้สารป้องกันเซลล์คือ soluble starch 1.5%  

(         ) และ soluble starch 2.5% (         )  เมื่อเก็บรักษาที่ 4oC  ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ 

soluble starch 1.5% (        ) และ soluble starch 2.5% (        ) เมื่อเก็บรักษาที่

อุณหภูมิห้อง (30-35oC) ระยะเวลาการเก็บรักษา 8  สัปดาห์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.11  ค่า aw ของผลิตภัณฑ์ผงที่ผลิตโดยวิธีการท าแห้งพ่นฝอยโดยใช้สารป้องกันเซลล์  คือ      
soluble starch 1.5% (          ) และ soluble starch 2.5%  (             )  เมื่อเก็บรักษาที่ 4oC  
ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch 1.5%(       ) และ soluble starch 2.5%  (          ) เมื่อเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้อง (30-35oC) ระยะเวลาการเก็บรักษา 8  สัปดาห์ 
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 ภาพที่ 4.12 ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑ์ผงที่ผลิตโดยวิธีการท าแห้งพ่นฝอยโดยใช้สารป้องกัน    
เซลล์  คือ  soluble starch 1.5% (        ) และ soluble starch 2.5% (           )  เมื่อเก็บรักษา  
ที่ 4oC  ผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้ soluble starch 1.5% (          ) และ soluble starch 2.5% (         ) 
เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30-35oC) ระยะเวลาการเก็บรักษา 8  สัปดาห์ 

 

4.7  ศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ผงของ Lactobacillus  plantarum เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อหมัก      

ปลาส้ม   

  ศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ผงที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอยที่มีอัตราการรอดชีวิต

ของ  L. plantarum FT35  สูงสุดจากข้อ 4.6   น ามาใช้เป็นหัวเชื้อผงในการหมักปลาส้ม โดย

เปรียบเทียบกับการหมักปลาส้มที่ใช้หัวเชื้อสด และการหมักแบบไม่ใส่หัวเชื้อ นอกจากนี้

เปรียบเทียบ activity ของหัวเชื้อผงหลังจากการเก็บรักษาหัวเชื้อผงเป็นระยะเวลา  1  เดือน  

และ 2  เดือน เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ผงที่ใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม 

  จากภาพที่  4.14-4.15 พบว่าการเปลี่ยนแปลงค่า pH และ ปริมาณกรดในระหว่างการหมัก

ปลาส้มโดยใช้หัวเชื้อสดและหัวเชื้อผง ต้ังแต่วันที่ 0-5  โดยค่า pH เร่ิมต้นของการหมักแบบไม่ใช่

หัวเชื้อ  หัวเชื้อสด และ หัวเชื้อผงมีค่าใกล้เคียงกันประมาณ  pH 6.0-6.15 เมื่อระยะเวลาในการหมัก

นานจนถึงวันที่ 5 ของการหมัก pH  ของการหมักแบบไม่ใส่หัวเชื้อ  หัวเชื้อสด และหัวเชื้อผง มีค่า

ลดลงเหลือ 4.75+0.14,  4.15+0.35 และ3.98 +0.12 ตามล าดับ และมีปริมาณกรดเท่ากับ 1+0.08%  
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1.7+0.20% และ 1.82+0.22% ตามล าดับ  ซึ่งพบว่าเมื่อไม่ใส่หัวเชื้อกระบวนการหมักเกิดช้ากว่าโดย

สังเกตจากค่า pH และปริมาณกรดในระหว่างการหมักเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบใช้หัวเชื้อ  

ซึ่งการหมักโดยไม่ใส่หัวเชื้อต้องอาศัยจุลินทรีย์ธรรมชาติที่ติดมาจากวัตถุดิบจึงท าให้ไม่สามารถ

ควบคุมทั้งด้านคุณภาพและปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์  และยังอาจส่งผลให้การหมักมีคุณภาพ  

ไม่สม่ าเสมอ นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบ activity ของหัวเชื้อผงกับหัวเชื้อสดในการหมักปลาส้ม   

พบว่าการเปลี่ยนแปลงค่า pH และปริมาณกรดในระหว่างการหมัก มีการลดลงของค่า pH และการ

เพิ่มขึ้นของค่าความเป็นกรดรวดเร็ว   ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  ( p>0.05) จากค่า pH ที่

ลดลงมีผลท าให้เกิดกลิ่นหมักและมีรสเปร้ียว   ค่า pH ของปลาส้มตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน

ของปลาส้มคือ 4.0 - 6.0 (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2548) ปริมาณกรดทั้งหมดมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาในการหมัก  เน่ืองจากจุลินทรีย์จ าพวกแบคทีเรียที่สร้างกรดเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตเป็นกรด

แลกติกในระหว่างการหมัก ซึ่งแบคทีเรียพวกนี้มีบทบาทส าคัญในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์

ชนิดอ่ืน (ทองค า  คิมหะมานนท์, 2538) 

เมื่อน าหัวเชื้อผงที่มีอายุการเก็บรักษา 1  เดือนและ 2 เดือนมาใช้หมักปลาส้ม พบว่า 
ประสิทธิภาพของหัวเชื้อผงลดลง อาจเกิดจากหัวเชื้อผงมีจ านวนจุลินทรีย์ลดลงหลังระยะเวลาการ
เก็บรักษา  เมื่อน าไปใช้ในการหมักปลาส้มท าให้มีปริมาณหัวเชื้อเร่ิมต้นการหมักน้อยกว่าการใช้หัว
เชื้อผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย (0 เดือน) แต่พบว่าในระหว่างการหมักจุลินทรีย์มีการเพิ่ม
จ านวนและท าให้กระบวนการหมักเกิดขึ้นได้ดี  โดยมีค่า pH  เท่ากับ  4.44+0.21 และ 4.61+0.32   
และมีปริมาณกรดเท่ากับ 1+0.11% และ 0.75+0.14% ในวันที่ 3 ของการหมัก  และเมื่อหมักปลาส้ม
ไปจนถึงวันที่ 5  ค่า pH ลดลงเท่ากับ  4.23+0.13  และ 4.45+0.22   และมีปริมาณกรดเท่ากับ 
1.5+0.21% และ 1.2+0.18% ซึ่งพบว่าหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 1  เดือนและ 2 เดือนท าให้การ
ลดลงของค่า pH และการเพิ่มขึ้นของปริมาณกรดในกระบวนการหมักปลาส้มช้ากว่าการใช้หัวเชื้อ
ผงหลังการท าแห้ง ( 0 เดือน) และมีประสิทธิภาพต่ ากว่าการใช้หัวเชื้อสดในการหมักปลาส้ม  
แต่พบว่าการใช้หัวเชื้อผงที่มีอายุการเก็บรักษา 1 เดือนและ 2 เดือน มีประสิทธิภาพดีกว่าการหมัก
ปลาส้มแบบไม่ใส่หัวเชื้อ  และไม่พบการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค E. coli  และ Salmonella  ดัง
แสดงดังตาราง 4.7  การทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงบทบาทของแลคติกแอซิดแบคทีเรียที่ใช้เป็นหัว
เชื้อหมักปลาส้ม  ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์มีค่า pH ลดลง และค่าความเป็นกรดเพิ่มขึ้นท าให้ผลิตภัณฑ์
ปลาส้มมีรสเปร้ียว และสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ที่ท าให้อาหารเน่าเสีย และจุลินทรีย์ก่อโรค  
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จากการทดลอง  เปรียบเทียบปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดและแบคทีเรียแลคติกของการหมัก

ปลาส้มแบบไม่ใช้หัวเชื้อ  หัวเชื้อสด และหัวเชื้อผง ดังตารางที่ 4.5-4.6  พบว่าเมื่อระยะเวลาในการ

หมักเพิ่มขึ้น  ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดและแบคทีเรียแลคติกจะเพิ่มขึ้น  โดยปริมาณแลคติกแอซิด

แบคทีเรียเร่ิมต้นในผลิตภัณฑ์ปลาส้มแบบไม่ใช้หัวเชื้อมีจ านวนเท่ากับ 103 CFU/g  เน่ืองจากติดมา

กับวัตถุดิบ และจ านวนแลคติกแอซิดแบคทีเรียเร่ิมต้นในผลิตภัณฑ์ปลาส้มแบบใช้หัวเชื้อสด  และ

หัวเชื้อผงมีประมาณ 105 CFU/g   สอดคล้องกับรายงานของ ยุทธพงศ์ ประชาสิทธิศักดิ์  และคณะ 

(2552) ที่ศึกษาแลคติกแอซิดแบคทีเรียในระหว่างการหมักปลาส้ม ซึ่งพบว่ามีจ านวน  Lactobacillus  

spp. อยู่ในช่วง 103 – 1.2x109  log CFU/g ในระหว่างการหมัก   และเมื่อระยะเวลาในการหมักนาน

ขึ้น  พบว่าแบคทีเรียแลคติกมีจ านวนเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 3 วันแรกของการหมัก  เน่ืองจาก

แลคติกแอซิดแบคทีเรียมีการเพิ่มจ านวนในระหว่างการหมัก ส่งผลท าให้ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด

เพิ่มขึ้นด้วย  (Ostergaard, Akin และ Ozer, 1998)   

นอกจากนี้ในระหว่างการหมักปลาส้ม  พบว่าในวันที่ 0 ของการหมักตรวจพบ  E. coli และ 

Salmonella  ที่ปนเปื้อนมากับวัตถุดิบ เมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มขึ้นในช่วงวันที่  3  พบว่าการใช้  

หัวเชื้อสด  และหัวเชื้อผง ไม่พบการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli และ Salmonella นอกจากนี้การใช้

หัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา  1-2 เดือนมาใช้เป็นหัวเชื้อหมัก  พบว่าแม้ว่าระยะเวลาเก็บรักษานาน

ขึ้น  แต่หัวเชื้อผงยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้  ดังตารางที่ 4.7 นอกจากนี้การ

หมักปลาส้มโดยใช้หัวเชื้อ  L. plantarum FT 35 ซึ่งมีความสามารถในการสร้างแบคเทอริโอซิน

ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในระหว่างการหมักร่วมกับการเพิ่มขึ้นของปริมาณกรด และการลดลงของค่า 

pH จึงท าให้สามารถท าลาย  E. coli และ Salmonella  ได้ในวันที่ 3  ของการหมัก สอดคล้องกับ

รายงานของ   Hiller และ  Davision (1991)  พบว่าความสามารถในการสร้างแบคเทอริโอซิน  

ของ lactic  acid  bacteria  สามารถยับยั้งแบคทีเรีย แกรมลบที่ท าให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษ  เช่น 

Escherichia coli VTEC 0157, Campylobacter  และ Salmonella   ซึ่งพบว่าฤทธิ์ของแบคทีริโอซิน

จะไม่สามารถท าลายผนังเซลล์ของกลุ่มแกรมลบได้อย่างสมบูรณ์  แต่ความสามารถในการผลิตกรด

ของ lactic acid bacteria  ส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการท าลายเชื้อในกลุ่มแกรมลบ ได้ดีขึ้น โดย

พบว่า Salmonella Anatum ที่พบมากในแหนม  ถูกท าลายได้เร็วขึ้น   สอดคล้องกับรายงานของ  

ยุทธพงศ์  ประชาสิทธิศักดิ์ และคณะ (2552)  พบว่าการลดต่ าลงของค่า pH ในระหว่างการหมักปลา

ส้มท าให้สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ และพบว่าค่า  pH 4.58+0.17 สามารถ
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ท าลายเซลล์ของ  Salmonella  และรายงานของ  Lin, Jin และ Baidoo (2000)  พบว่า  L. plantarum 

สามารถยั้บยั้งและท าลายการเจริญของเชื้อ  Salmonella ได้  เนื่องจากการผลิตกรดและการลดต่ าลง

ของค่า pH    

เมื่อเปรียบเทียบการหมักปลาส้มโดยไม่เติมหัวเชื้อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  พบว่า  

เร่ิมต้นของการหมักปลาส้ม และการหมักปลาส้มจนถึงวันที่ 3  ของการหมักตรวจพบ E. coli และ 

Salmonella  เมื่อหมักปลาส้มจนกระทั่งถึงวันที่ 5  จึงไม่พบเจริญของ E. coli และ Salmonella  

ซึ่งพบว่า การหมักปลาส้มโดยไม่เติมหัวเชื้อกระบวนการหมักเกิดขึ้นได้ช้า  ส่งผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงค่า pH  และปริมาณกรดในผลิตภัณฑ์  ท าให้ไม่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้แม้ว่า

หมักปลาส้มจนถึงวันที่ 3  และพบว่าตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ปลาส้มที่สามารถรับประทานได้

ก าหนดให้มีค่า pH อยู่ในช่วง  4.0-6.0  (กระทรวงอุตสาหกรรม , 2548) ซึ่งการหมักปลาส้มโดยไม่

เติมหัวเชื้อวันที่ 3  มีค่า pH เท่ากับ  5.2  ผู้บริโภคสามารถรับประทานได้ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์

ชุมชน  แต่พบว่ามีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ก่อโรค  E. coli และ Salmonella  ซึ่งไม่ปลอดภัยต่อ

ผู้บริโภค  เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้หัวเชื้อในการหมักปลาส้ม พบว่าไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์ก่อ

โรค  E. coli และ Salmonella  จึงท าให้ปลอดภัยต่อผู้บริโภคและลดการเกิดอันตรายจากจุลินทรีย์ก่อ

โรคซึ่งอาจก่อให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษได้ 

ข้อดีของการใช้หัวเชื้อ ผงของ L. plantarum FT35 เพื่อเป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม  ท าให้

สะดวกและง่ายส าหรับการใช้งานเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้หัวเชื้อสด  เพราะการใช้หัวเชื้อสดต้อง

ใช้เวลาในการเลี้ยงเชื้อให้เจริญก่อนน ามาใช้งาน  และยากต่อการควบคุมการปนเปื้อนของจุลินทรีย์

ชนิดอ่ืนๆ  เน่ืองจากต้องใช้อุปกรณ์และเครื่องมือที่ปลอดเชื้อสามารถท าได้ในห้องปฏิบัติการ

เท่านั้น  แต่การใช้หัวเชื้อผงสามารถน ามาใช้งานได้ทันที  ผู้บริโภคทั่วไปสามารถใช้หัวเชื้อผงใน

การหมักปลาส้มรับประทานเองที่บ้านได้  หากมีการจ าหน่ายจุลินทรีย์รูปแบบหัวเชื้อผง  นอกจากนี้  

หัวเชื้อผงสามารถควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์  ลดโอกาสการหมักล้มเหลว  ช่วยให้กระบวนการ

หมักเกิดได้อย่างมีประสิทธิภาพและควบคุมได้ดีขึ้น  นอกจากนี้ยังสามารถท าลายจุลินทรีย์ก่อโรคที่

อาจก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้บริโภค  ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคมากขึ้น  นอกจากนี้

รายงานของทองค า คิมหะมานนท์ (2538) พบว่าการหมักโดยใช้หัวเชื้อท าให้มีปริมาณเชื้อที่ต้องการ

มากกว่าเชื้อที่ติดมาในตัวปลาโดยธรรมชาติ ( microflora) ท าให้มีปริมาณแลคติกแอซิดแบคทีเรีย
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จ านวนมากและสามารถเพิ่มจ านวนได้  ท าให้สามารถควบคุมการหมักและเพิ่มอัตราการเกิดกรดใน

ผลิตภัณฑ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  ประกอบกับถ้าใช้กรรมวิธีในการหมักที่เหมาะสมและมีการ

ควบคุมอย่างดี ย่อมประกันได้ถึงความปลอดภัยและคุณภาพของผลิตภัณฑ์สุดท้าย   ท าให้

ผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคมากขึ้น  และพบว่าการเติมหัวเชื้อบริสุทธิ์ในกระบวนการ

หมักปลาส้มจะช่วยเพิ่มปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ที่ต้องการส่งผลให้เกิดการหมัก ที่ดีและใช้เวลาหมักสั้น  

ได้ปลาส้มที่มีคุณภาพดีสม่ าเสมอและปลอดภัย  

นอกจากนี้มีรายงานของ Sulivan และคณะ (2002)  พบว่าการน าแบคทีเรียแลคติกที่มีชีวิต

และสามารถผลิตแบคทีริโอซินได้ไปใช้ในอาหารจะช่วยเป็นสารกันเสียทางชีวภาพในอาหาร   และ

ช่วยยืดอายุของอาหารท าให้เพิ่มความปลอดภัยในอาหาร 
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ภาพที่  4.13  การเปรียบเทียบปริมาณกรดระหว่างการหมักแบบไม่ใช้หัวเชื้อ (        ) หัวเชื้อสด  

(        )  และแบบใช้หัวเชื้อผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย (        )  หัวเชื้อผงหลังเก็บ

รักษา  1 เดือน (       )  หัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา  2  เดือน (       ) 

 

 

 

 

 

 

 

  

ภาพที่  4.14  การเปรียบเทียบค่า pH ระหว่างการหมักแบบไม่ใช้หัวเชื้อ (          ) หัวเชื้อสด  (         )  

และแบบใช้หัวเชื้อผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย (          ) หัวเชื้อผงหลังเก็บรักษา  1 

เดือน (       )  หัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา  2  เดือน (        )



 
53 

 

 

ตารางที่ 4.4 การเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดระหว่างการหมักปลาส้ม 

 ปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมด (log CFU/g) 

วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 5 

ไม่ใช้หัวเชื้อ 3.21+0.51 6.49+0.21 8.53+0.23 

หัวเชื้อสด 5.37+0.14 8.53+0.20 9.32+0.12 

หัวเชื้อผง(0 เดือน) 5.42+0.07 8.42+0.17 9.61+0.15 

หัวเชื้อผง (1 เดือน) 5.04+0.12 8.04+0.05 9.01+0.07 

หัวเชื้อผง (2 เดือน) 4.28+0.22 7.78+0.10 8.96+0.03 

 

 
ตารางที่ 4.5 การเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแลคติกแอซิดแบคทีเรียระหว่างการหมัก

ปลาส้ม 

 

 

 

 

 ปริมาณแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (log CFU/g) 

วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 5 

ไม่ใช้หัวเชื้อ 3.05+0.13 6.15+0.16 7.40+0.44 

หัวเชื้อสด 5.54+0.07 8.60+0.14 9.72+0.22 

หัวเชื้อผง(0 เดือน) 5.67+0.21 8.81+0.08 9.93+0.30 

หัวเชื้อผง (1 เดือน) 5.11+0.08 8.21+0.03 9.43+0.05 

หัวเชื้อผง (2 เดือน) 4.98+0.22 8.08+0.14 9.08+0.20 
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ตารางที่  4.6  การตรวจวิเคราะห์ E. coli  และ Salmonella sp. ระหว่างการหมักปลาส้ม 

แบคทีเรีย 
 

ระยะเวลาในการหมัก (วัน) 

0 3 5 

E.coli  
 

แบบไม่ใช้หัวเชื้อ พบ พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อสด พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง 1 เดือน พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง 2 เดือน พบ ไม่พบ ไม่พบ 

Salmonella  แบบไม่ใช้หัวเชื้อ พบ พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อสด พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง 1 เดือน พบ ไม่พบ ไม่พบ 

หัวเชื้อผง 2 เดือน พบ ไม่พบ ไม่พบ 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทท่ี  5 

สรุปผลการทดลอง 

การศึกษาสารป้องกันเซลล์ที่ใช้ในการปกป้อง L. plantarum FT35 ในระหว่างการท าแห้ง

แบบพ่นฝอย คือ  glucose,  sucrose,  lactose,  maltodextrin DE10 และ soluble starch   มี glass 

transition temperature (Tg) ของสารป้องกันเซลล์เท่ากับ  35.33 oC,   75.13 oC,  119.34 oC,  160 oC 

และ  241.8 oC  จากการทดลองพบว่า สารป้องกันเซลล์ที่มี Tg สูงท าให้การรอดชีวิตของ  

L. plantarum FT35  สูงกว่าสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg ต่ า  โดยสารป้องกันเซลล์ที่มี Tg สูงสามารถ

ปกป้องเซลล์จุลินทรีย์และท าให้เซลล์สามารถต้านทานความร้อนได้ดีในระหว่างการท าแห้ง  ซึ่ง

พบว่าเมื่อใช้ soluble starch เป็นสารป้องกันเซลล์ ท าให้จ านวนการรอดชีวิตของ L. plantarum 

FT35 สูงที่สุด คือ 93.4%  และมีจ านวนเซลล์ที่บาดเจ็บในระหว่างการท าแห้งต่ าที่สุด คือ 

0.387+0.22 log CFU/g.   เมื่อน าผลิตภัณฑ์ผงหลังการท าแห้งเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง ( 30-35oC) 

เป็นเวลา 4  สัปดาห์  พบว่าการใช้ soluble starch เป็นสารป้องกันเซลล์ท าให้การรอดชีวิตของเซลล์

จุลินทรีย์ในระหว่างการเก็บรักษาสูงที่สุด  คือ 8.96  log CFU/g  จึงน ามาศึกษาความเข้มข้นของ  

soluble starch  ที่ระดับความเข้มข้น 1.5%  2.5%,  3.5%  4.5%  และ 10% เพื่อใช้เป็นสารป้องกัน

เซลล์ L. plantarum FT35  ในระหว่างการท าแห้ง  พบว่าการรอดชีวิตของเซลล์จุลินทรีย์เท่ากับ  

91.3%,  93.4%,   84.9%,  76.2%  และ 39.6%  ตามล าดับ  โดยเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารป้องกัน

เซลล์มีผลท าให้การรอดชีวิตของ L. plantarum FT35 ลดลง และพบว่าที่ระดับความเข้มข้นของ 

soluble starch  2.5% ท าให้การรอดชีวิตของจุลินทรีย์สูงสุด  และน าผลิตภัณฑ์ผงที่ได้มาเก็บรักษา  

พบว่าจากเซลล์เร่ิมต้น 10.65+0.23 log CFU/g  เมื่อเก็บถึงสัปดาห์ที่ 8  ที่อุณหภูมิ 4oC มีเชื้อเหลือ  

8.22+0.05 log CFU/g  และที่ 30oC มีเชื้อเหลือ  4.37+0.55 log CFU/g  นอกจากนี้ศึกษา

ประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอยเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม พบว่า 

เมื่อใช้หัวเชื้อผงในการหมักปลาส้มท าให้กระบวนการหมักเกิดได้เร็วขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบกับ

การหมักปลาส้มแบบใช้หัวเชื้อสด  พบว่า ประสิทธิภาพของหัวเชื้อไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 

และพบว่าการใช้หัวเชื้อผงในการหมักปลาส้มมีประสิทธิภาพดีกว่าการหมักแบบไม่เติมหัวเชื้อ โดย

พบว่าเมื่อหมักปลาส้มจนถึงวันที่ 5  ท าให้ค่า pH ลดลงเหลือ 3.98 มีปริมาณกรด 1.82%  และไม่พบ

แบคทีเรียก่อโรค E. coli และ Salmonella นอกจากนี้เมื่อน าหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 1 เดือนและ 

2 เดือนมาใช้เป็นหัวเชื้อหมักปลาส้ม  พบว่าประสิทธิภาพของหัวเชื้อผงลดลง และท าให้การ
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เปลี่ยนแปลงค่า pH และปริมาณกรดช้ากว่าการใช้หัวเชื้อผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย ( 0 เดือน) 

แต่พบว่าหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 1 เดือนและ 2 เดือนมีประสิทธิภาพดีกว่าการหมักปลาส้มแบบ

ไม่ใส่หัวเชื้อ  และไม่พบการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค E. coli  และ Salmonella  โดยพบว่าการใช้

หัวเชื้อผงในการหมักปลาส้มท าให้กระบวนการหมักเกิดได้เร็วขึ้น ท าให้ผลิตภัณฑ์มีคุณภาพ

สม่ าเสมอและปลอดภัยต่อผู้บริโภค 

ข้อเสนอแนะ 

การใช้  Tg เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือก สารป้องกันเซลล์ที่ เหมาะสม ต่อการรอดชีวิตของ  
จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอย   จากงานวิจัยได้ท าการศึกษา  Tg ของสารป้องกันเซลล์
กลุ่มคาร์โบไฮเดรต โดยสารป้องกันเซลล์ที่มีอุณหภูมิ Tg สูงมีผลท าให้การรอดชีวิตของเซลล์
จุลินทรีย์ดีกว่าสารป้องกันเซลล์ที่มีอุณหภูมิ Tg ต่ า  แต่งานวิจัยนี้ยังศึกษาไม่ครอบคลุมถึงสาร
ป้องกันเซลล์กลุ่มอื่น  เช่น สารประเภทโปรตีน  จึงควรมีการศึกษา Tg ของสารป้องกันเซลล์
ประเภทโปรตีน เพื่อน ามาใช้เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกสารป้องกันเซลล์ในการปกป้องเซลล์
จุลินทรีย์ในระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอยต่อไป 
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ภาคผนวก ก 

วิธีการวิเคราะห์และทดลอง 

1.  การวิเคราะห์ปริมาณความชื้น โดยวิธี A. O. A. C. (1995) 

 วิธีวิเคราะห์ 
1.1 อบภาชนะส าหรับหาความชื้นในตู้อบไฟฟ้าที่อุณหภูมิ  105oC นาน 2-3 ชั่วโมง  

น าออกจากตู้อบใส่ไว้ในโถดูดความชื้น  หลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนัก  

1.2  ท าข้อ 1.1  ซ้ าจนได้ผลต่างของน้ าหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดต่อกันไม่เกิน  1-3  

มิลลิกรัม 

1.3  ชั่งตัวอย่างให้ได้น้ าหนักที่แน่นอนอย่างละเอียดประมาณ  1-3  กรัม  ใส่ในภาชนะ

ที่หาความชื้นซึ่งทราบน้ าหนักแล้ว 

1.4  น าไปอบในตู้อบไฟฟ้าอุณหภูมิ  105oC  นาน 4-5  ชั่วโมง 

1.5  น าออกจากตู้อบใส่ในโถดูดความชื้นหลังจากนั้นชั่งหาน้ าหนัก 

1.6  อบซ้ าอีกครั้งละประมาณ  30 นาทีและกระท าเช่นเดิมจนได้ผลต่างของน้ าหนักที่

ชั่งทั้งสองครั้งติดต่อกันไม่เกิน  1-3 มิลลิกรัม 

1.7  ค านวณปริมาณความชื้นดังสมการ 

 

 ปริมาณความชื้น (%) =  ผลต่างของน้ าหนักตัวอย่างก่อนอบและหลังอบ  ×  100 

                                                              น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ 
หมายเหตุ                                                                                                                                                                          

ปริมาณความชื้นของเชื้อสดที่ได้จากการหมักเซลล์  71.9%+1.21 

2. การรอดชีวิต  (%) 

การรอดชีวิต (%)  =  (log N/log N0) ×  100 

ก าหนด    N  =   จ านวนเชื้อหลังท าแห้ง  (CFU/g) 
     N0 =  จ านวนเชื้อก่อนท าแห้ง  (CFU/g) 
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3. การวัดปริมาณเซลล์บาดเจ็บ  (sensitivity test)  ตามวิธีของ Sunny-Robert  และคณะ 

(2007) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar  จากนั้นท าการการฆ่าเชื้อ ( autoclave 121oC  15 นาที)       

และเติม NaCl 5%ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อหลังจากผ่านการฆ่าเชื้อ   ตรวจวัดปริมาณเซลล์

บาดเจ็บโดยวิธี spread plate  บ่มที่อุณหภูมิ 37oC นาน 24-48  ชั่วโมง  จากนั้นตรวจนับ

จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตบนอาหารเลี้ยงเชื้อ log (CFU/g ) และค านวณปริมาณเซลล์บาดเจ็บ

หลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย  (ปริมาณเซลล์ที่เจริญบนอาหาร MRS  -  ปริมาณเซลล์ที่เจริญ

บนอาหาร MRS ที่เติม 5%  NaCl) 

 

4. การหาปริมาณกรดที่ไทเทรตได้  โดยวิธี A. O. A. C. (1995) 

สารเคมี 
- สารละลายฟีนอฟธาลีน  เตรียมโดยละลายฟีนอฟธาลีน 1 กรัม  ในเอทิลแอลกอ

ฮอลล์ 95% ปริมาตร  100 มิลลิลิตร  เตรียมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มัล เจือ

จางด้วยน้ ากลั่นเป็น 200 มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ส่วนที่ไม่ตกตะกอน  ใช้สารละลายส่วนใส

มาเตรียมสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์  0.1 นอร์มัล  โดยใช้ Stock 

solution  ประมาณ 8 มิลลิลิตร  ต่อน้ ากลั่น 1 ลิตร  ไตเตรทกับสารละลาย

มาตรฐานโปรตัสเซียมไฮโดรเจนพธาเลต  (potassium  hydrogen  phthalate) 

วิธีการ   

  1.  น าตัวอย่างปลาส้ม  3 มิลลิลิตร  เจือจางด้วยน้ ากลั่นปลอดคาร์บอนไดออกไซด์ 

(โดยอุ่นน้ ากลั่นให้มีอุณหภูมิประมาณ  60oC)  3 มิลลิลิตร ต่อตัวอย่าง 

 2.   เติมสารละลายฟีนอฟธาลีน  1-2  หยด 

 3.  ไทเทรตด้วยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์  0.1 นอร์มัล  จนถึงจุดยุติ   

ซึ่งจะได้สีชมพูอ่อน 

4. ค านวณหากรดในรูปกรดแลกติกตามสูตร 

  ปริมาณกรด (เปอร์เซ็นต)์  =   N ×V × 90.08 × 100 

                                                                   1000 × Wt 
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  ก าหนดให้  N   =  ความเข้มข้นมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

        V   =  ปริมาตร (ml) ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

       Wt  =  น้ าหนัก (g)  ของปลาส้ม 

 

5. วิธีวัดความหนืดของสารป้องกันเซลล์            

เตรียมสารตัวอย่าง ( glucose   sucrose  lactose  maltodextrin DE10 และ soluble starch)  
ใส่ใน viscometer  ด้วยปริมาตรที่แน่นอน  โดยใช้ viscometer ขนาด 75 A442  ที่อุณหภูมิ 
25oC  จากนั้นปล่อยให้ตัวอย่างไหลอย่างอิสระภายใต้แรงดึงดูดของโลกผ่านหลอดแก้ว
เล็กๆ  โดยเร่ิมจับเวลาเมื่อส่วนบน ( head level)  ของสารตัวอย่างไหลถึงจุดจับเวลาจุดแรก 
(start mark)  และหยุดเมื่อถึงจุดจับเวลาจุดที่สอง ( stop mark) น าเวลาที่ได้ไปค านวณหาค่า
ความหนืดของสารป้องกันเซลล์ 
อุปกรณ์การทดลอง 
1.  viscometers  ซึ่งเป็นหลอดแก้วเล็กๆ  ที่ผ่านการตรวจสอบความถูกต้องแล้ว 

(calibrated glass capillary)  และสามารถให้ความแม่นย าได้ตามก าหนด 

2. viscometer holder ที่สามารถจับ viscometer  ให้อยู่ในแนวดิ่งและอยู่ในลักษณะ

เหมือนกับตอนที่ท าการ Calibrated 

3. viscometer thermostat and bath  ใช้ของเหลวที่สามารถมองผ่านได้และให้มีปริมาตรที่

สามารถจุ่ม viscometer  ในส่วนที่ใส่สารตัวอย่างอยู่ให้ลึกอย่างน้อย 20 มิลลิเมตรจาก

ผิวบนของของเหลว  และสูงอย่างน้อย 20  มิลลิเมตรจากก้นของ  bath  และต้อง

ควบคุมอุณหภูมิให้ได้โดยผิดพลาดไม่เกิน 0.02 oC (0.04oF) 

4. นาฬิกาจับเวลา  ซึ่งให้ความถูกต้องในการจับเวลาไม่ต่ ากว่า  0.07%   

วิธีการ 

1.  เลือก viscometer  ที่แห้งและสะอาด  ตามชนิดและขนาดที่เหมาะสมส าหรับการใช้

งาน  หากความหนืดมาก ๆ  ควรจะเลือก viscometer ที่มี capillary กว้าง  ส่วนตัวอย่าง

ที่มีความหนืดต่ าควรใช้ viscometer ที่มี capillary แคบ  โดยเวลาที่ใช้ในการทดลอง

ในช่วงจับเวลาระหว่างจุดที่หนึ่ง (start mark)  และจุดที่สอง (stop mark) ไม่ควรต่ ากว่า  

200 วินาที 
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2. น าตัวอย่างใส่ใน viscometer  ตามวิธีที่ก าหนด  โดยใช้วิธีคว่ า  viscometer  ให้ทางด้าน

ที่ไม่มีจุดจับเวลาจุ่มตัวอย่างแล้วใช้  suction ดูดอีกทางหนึ่งจนได้ปริมาณตัวอย่าง

ตามที่ viscometer ก าหนด 

3. น า viscometer ไปแขวนใน viscometer bath  ที่ตั้งอุณหภูมิไว้แล้วและทิ้งไว้จนมี

อุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิตามที่ก าหนด 

4. ใช้  suction  ปรับให้ระดับบน ( head level)  ของตัวอย่างอยู่สูงกว่าจุดจับเวลาจุดแรก 

(start mark)  ประมาณ 5  มิลลิเมตร  ปล่อยให้ตัวอย่างไหลโดยอิสระภายใต้แรงโน้ม

ถ่วงของโลก  เร่ิมจับเวลาเมื่อระดับบนไหลถึงจุดจับเวลาจุดแรกและหยุดเมื่อถึงจุดจับ

เวลาจุดที่สอง  (stop mark)  บันทึกเวลา 

การค านวณและการรายงานผล 

1.  การค านวณ 

1.1 V = Ct 

โดยที่  V =  kinetic  viscosity  มีหน่วยเป็น  cSt  (centristokes) 
          C =  ค่าคงที่ของ viscometer  มีหน่วยเป็น cSt/s 
           t =  flow time  ที่ได้จากการจับเวลา  มีหน่วยเป็น s  (วินาที) 

1.2 𝜂  =  𝜌 V  

โดยที่  𝜂  =  dynamic  viscosity  มีหน่วยเป็น  cP (centipoises) 
         𝜌  =  ความหนาแน่นของของเหลว มีหน่วยเป็น  kg/m3 

                V  =  kinetic  viscosity  มีหน่วยเป็น  cSt  (centristokes) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1-ก  เคร่ืองวัดความหนืด 

ที่มา:  Foodnetwork (2010) 
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6. การหาความถ่วงจ าเพาะของของแข็ง 

วิธีการ 
1.  ใส่ตัวอย่าง( glucose   sucrose  lactose  maltodextrin DE10 และ soluble starch)  ใน

ขวดชั่งน้ าหนัก  อบให้แห้งในเตาอบที่อุณหภูมิ  105-110oC  จนได้น้ าหนักคงที่  น า

ออกจากเตาอบแล้วปิดขวดทันที 

2. ท าความสะอาด pycnometer  และจุก  อบให้แห้งที่อุณหภูมิ  105-110oC  แล้วใส่ใน 

desiccator  ทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  จากนั้นใส่น้ ากลั่นลงใน  pycnometer  จนเต็ม

ขวด  ค่อยๆ  ปิดจุกเพื่อไล่อากาศและปริมาณน้ ากลั่นส่วนเกินให้ออกทาง capillary  

เช็ดจุกและรอบขวดให้แห้ง  น าไปชั่งน้ าหนัก  ( W)  บันทึกอุณหภูมิห้อง ( t)  และน า

ออกอบให้แห้ง  ทิ้งไว้ให้เย็นในโถดูดความชื้น (desicator) 

3. ใส่ตัวอย่าง  (จากข้อ 1)  ประมาณ  4-6  กรัม ลงใน  pycnometer  ชั่งน้ าหนักของ  

pycnometer + จุก + ตัวอย่าง  จดน้ าหนักเป็น W  เติมน้ ากลั่นจนได้ปริมาณคร่ึงขวด  

คนให้ทั่วด้วย glass rod  เพื่อก าจัดฟองอากาศที่ติดอยู่ที่ผิวของตัวอย่าง  ล้าง glass rod  

ด้วยน้ ากลั่นปริมาณเล็กน้อยลงใน  pycnometer  จากนั้นเติมน้ ากลั่นจนเต็มขวด  ค่อยๆ  

ปิดจุก  เช็ดน้ าส่วนเกินออก  ชั่งน้ าหนัก W2      

การค านวณ  (ท าการทดลองที่อุณหภูมิเท่ากันตลอด และในบรรยากาศที่แห้ง)  ค านวณ

ความถ่วงจ าเพาะจาก 

            G =         ( W-P )       ,      absolute  density = [G(d-a)] + a 
                   [(W1-P)-(W2-W)] 
      G =  specific  gravity  with respect  to water at temperature T 
      d  =  absolute density  of water at temperature T 
            a  =  absolute density  of air at temperature T 
            t  =  temperature  at which  all weighings  were  made 
            P =  weight of the stoppered  pycnometer 
           W =  weight of the stoppered  pycnometer and specimen 

           W1 = weight of the stoppered  pycnometer  filled with water 

           W2 = weight of the stoppered  pycnometer, specimen and water 
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7. การวิเคราะห์ค่า  water activity 

การวิเคราะห์ค่า water activity  คือ การหาค่าของโมเลกุลน้ าที่พร้อมจะเปลี่ยนสภาวะจาก
ของเหลวไปเป็นไอ  เป็นส่วนของน้ าอิสระเท่านั้น  โดยน าตัวอย่างอนุภาคผงที่ผ่านการท า
แห้งแบบพ่นฝอยใส่ในถ้วยบรรจุตัวอย่าง มาวัดค่า water activity  ที่อุณหภูมิ  25oC โดยใช้
เคร่ืองวัด  water activity  model  series 3  บริษัท  DECAGON  DEVICE  ประเทศ
สหรัฐอเมริกา ดังรูปที่ 2-ก   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2-ก  เคร่ืองวัด  water activity 

 

8. การท าแห้งแบบพ่นฝอย 

               เคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย ( spray drying)  model  DV-2  บริษัท  NIRO  ประเทศเยอรมนี    

ข้อมูลประกอบ 

            component  type        คือ  mobile  minor 

            component  size         คือ  0.8 

identification  NO.     คือ  3163 
year of manufacture   คือ  2001 
ภาวะที่ใช้อุณหภูมิลมเข้า  185oC และ อุณหภูมิลมออก  85+5 oC 
feed rate  20  มิลลิลิตรต่อนาที  ดังรูป 3-ข 
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ภาพที่ 3-ก  เคร่ืองท าแห้งแบบพ่นฝอย (spray dryer) 
 

9. ศึกษาขนาดของอนุภาคผงด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

น าตัวอย่างอนุภาคผงที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอย  มาทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ (light  

microscope)  เพื่อทดสอบลักษณะปรากฏโดยรวมของอนุภาคผงและวัดขนาดของอนุภาค

ผงหลังการท าแห้งแบบพ่นฝอย  ที่ก าลังขยาย 200  เท่า 

 

10. การบรรจุผลิตภัณฑ์ผงแบบสภาวะสุญญากาศ 

น าตัวอย่างอนุภาคผงที่ผ่านการท าแห้งแบบพ่นฝอย  มาบรรจุในถุงลามิเนตแบบภาวะ

สุญญากาศ  โดยใช้เคร่ืองปิดผนึกถุงแบบสุญญากาศ  (vacuum sealer) 

packing speed  : 13  time/min 
pressure power   : 1 KPa 
sealing time  : 2.5 second 
hot-sealing power : 0.8 KW (middle) 
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            ภาคผนวก  ข 

 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา 

 
1. การวิเคราะห์คุณภาพทางจุลชีววิทยา โดยวิธี A. O. A. C. (1995)   

Plate Count agar (PCA)  ปริมาตร 1000  มิลลิลิตร   

 การเตรียมตัวอย่าง  โดยชั่งตัวอย่าง  25  กรัม  โดยวิธีปราศจากเชื้อ  แล้วเติมสารละลาย  
normal  saline  0.85%  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  225  ml  ปั่นตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่อง  
stomacher  จะได้สารละลายตัวอย่างที่มีระดับความเจือจาง  1:10  จากนั้นท า  serial  
dilution  จนถึง  10-6  ใช้  spread  plate  technique  โดยการปิเปตตัวอย่างที่มีระดับความ
เจือจางต่างๆ  กันปริมาตร  0.1  ml  ลงในจานเพาะเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  ท าซ้ าที่ระดับ
ความเจือจางละ 3  ซ้ า  น าไปบ่มที่  30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  24-48 ชั่วโมง  คัดเลือกจาก
เพาะเชื้อที่มีโคโลนีอยู่ระหว่าง  30-300  โคโลนี  แล้วนับจ านวนโคโลนีและหาค่าเฉลี่ย
โคโลนีที่นับในแต่ละระดับความเจือจางคูณด้วยค่า  dilution  factor  ของระดับความเจือ
จางที่นับได้  ค านวณเป็นจ านวนโคโลนีต่อตัวอย่าง 1  กรัม (CFU/g) 
 

2. วิธีการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียแลคติก  โดยวิธี A. O. A. C. (1995)   

MRS  medium  ปริมาตร  1000 มิลลิลิตร 

 การเตรียมตัวอย่าง  โดยชั่งตัวอย่าง  25  กรัม  โดยวิธีปราศจากเชื้อ  แล้วเติมสารละลาย  
normal  saline  0.85%  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  225  ml  ปั่นตัวอย่างให้เข้ากันด้วยเครื่อง  
stomacher  จะได้สารละลายตัวอย่างที่มีระดับความเจือจาง  1:10  จากนั้นท า  serial  
dilution  จนถึง  10-6  ใช้  spread  plate  technique  โดยการปิเปตตัวอย่างที่มีระดับความ
เจือจางต่างๆ  กันปริมาตร  0.1  ml  ลงในจานเพาะเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  ท าซ้ าที่ระดับ
ความเจือจางละ 3  ซ้ า  น าไปบ่มที่  30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา  24-48 ชั่วโมง  คัดเลือกจาก
เพาะเชื้อที่มีโคโลนีอยู่ระหว่าง  30-300  โคโลนี  แล้วนับจ านวนโคโลนีและหาค่าเฉลี่ย
โคโลนีที่นับในแต่ละระดับความเจือจางคูณด้วยค่า  dilution  factor  ของระดับความเจือ
จางที่นับได้  ค านวณเป็นจ านวนโคโลนีต่อตัวอย่าง 1  กรัม (CFU/g) 
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3. การวิเคราะห์หาเชื้อ  Salmonella sp.  โดยวิธี A. O. A. C.  (2000) 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 
lactose  broth  (LB)  เข้มข้นร้อยละ  0.5 
xylose  lysine decarboxylase (XLD) 
selenite  cysteine broth  (SCB) 
salmonella  shigella  ager  (SSA) 
bismuth sulfite  agar  (BSA) 
triple sulfite  Iron agar   
 
 การเตรียมตัวอย่าง  โดยชั่งตัวอย่าง  25  กรัม  โดยวิธีปราศจากเชื้อ  แล้วเติมสารละลาย  
lactose broth เข้มข้นร้อยละ  0.5  ปริมาตร  225 มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากัน   แล้วน าของผสม
ที่ได้มาเทใส่ในขวดดูแรนที่ปลอดเชื้อ  ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1  ชั่วโมง  น ามา
บ่มที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  24  ชั่วโมง  ปิเปตตัวอย่างขึ้นมา  1  ml  ลงใน
อาหาร  SCB  ปริมาตร  10  ml บ่มที่อุณหภูมิ  35-37oC  เป็นระยะเวลา  48  ชั่วโมง  แล้ว
เขี่ยเชื้อจาก plate  มาเพาะบนอาหาร  SSA   BSA  และ XLD  สังเกตโคโลนีและสังเกต
การเปลี่ยนแปลงของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  
 SSA :  โคโลนีของเชื้อ Salmonella  sp. จะไม่มีสีหรือสีชมพูอ่อน  บางโคโลนีมีสีด า
ตรงกลาง 
 BSA :  โคโลนีของเชื้อ Salmonella  sp.  มีสีน้ าตาลเข้ม  หรือสีด า  บางคร้ังอาจมี
โคโลนีที่สะท้อนแสง  อาหารรอบๆ  โคโลนีมีสีน้ าตาล 
 XLD :  โคโลนีของเชื้อ Salmonella  sp.  จะมีสีชมพูอ่อน  บางโคโลนีมีสีด าตรงกลาง 
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4. ตรวจเชื้อ E.coli  โดยใช้ 3M Petrifilm™ 
วิธีท า 

การเตรียมตัวอย่าง  โดยชั่งตัวอย่าง  25  กรัม  โดยวิธีปราศจากเชื้อ  แล้วเติม
สารละลาย  normal  saline  0.85%  ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ  225  ml  ปั่นตัวอย่างให้เข้ากันด้วย
เคร่ือง  stomacher  จะได้สารละลายตัวอย่างที่มีระดับความเจือจาง  1:10  จากนั้นท า  serial  
dilution  จนถึง  10-6  ใช้  spread  plate  technique  โดยการปิเปตตัวอย่างที่มีระดับความเจือ
จางต่างๆ   

 
1) การหยดตัวอย่าง (inoculate) – เปิดแผ่นฟิล์มด้านบนขึ้นเพื่อหยดตัวอย่างปริมาตร  
                                                    1   มิลลิลิตร  
2) การบ่มตัวอย่าง (incubate)    - บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37oC  เป็นเวลา  24-48   ชั่วโมง                                                       
3) การนับจ านวน (enumerate) - นับโคโลนีสีแดงและน้ าเงินที่มีฟองแก๊สเป็น coliform  
                                                    และนับโคโลนีสีน้ าเงินที่มีฟองแก๊สเป็น E. coli ซึ่งใน  
                                                    ขณะเดียวกันก็สามารถน าไปอ่านได้ด้วยเคร่ืองอ่าน 3M  
                                                    petrifilm™ plate reader ซึ่งสามารถอ่านได้ภายใน                  
                                                    4 วินาทีต่อแผ่น 
 
 
 

 

 

 

ภาพที่ 1-ข  petrifilm 
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5. สูตรอาหารน้ ามะพร้าว   

สูตรอาหารน้ ามะพร้าวน ามาจากงานวิจัยของ  (เพิ่มพงษ์  ศรีประเสริฐศักดิ์, 2524) เตรียม

น้ ามะพร้าวโดยน าภาชนะรองรับน้ ามะพร้าวจากลูกมะพร้าวโดยตรง  แล้วใช้ผ้าขาวบาง

กรองสิ่งสกปรกออกไป  หลังจากนั้นน าน้ ามะพร้าวไปต้มจนเดือดประมาณ  5  นาที   

ทิ้งให้เย็นน าใส่ภาชนะที่สะอาดเข้าแช่แข็งเพื่อเก็บไว้ใช้งาน 

 สูตรอาหารน้ ามะพร้าว  
 peptone         1% 
 sodium  acetate         0.5% 
 yeast  extract         0.5% 
 ammonium  citrate        0.2% 
 tween 80®         0.1% 
 น้ ามะพร้าว  100 มิลลิลิตร 
  น าใส่เคร่ืองหมักเชื้อขนาด  5  ลิตร  ท าการฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ  121oC  เป็นเวลา  15 นาที  

ดังรูป  2-ข 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 2-ข   เคร่ืองหมักเชื้อ (fermenter) 
 

6. ส่วนประกอบท าปลาส้ม  สูตร  4 

 ปลาตะเพียน                          100   กรัม 
 เกลือไอโอดีน       3       กรัม 
 ผงกระเทียม        10     กรัม 
 Soluble  starch       1.17  กรัม 
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ภาคผนวก  ค 
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ภาพที่ 1-ค  thermograms แสดงค่า Tg ที่วัดโดยเคร่ือง differential scanning calorimeter (DSC)  
                 ของสารป้องกันเซลล์คือ  glucose (a),  sucrose (b), lactose (c) และ soluble starch (d) 
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ภาคผนวก ง 
 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
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ภาคผนวก  ค 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 

 

ตารางที่ 1-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการรอดชีวิตของ L.  plantarum  FT35 ระหว่างการท า
แห้งแบบ พ่นฝอยโดยใช้สารป้องกันเซลล์ที่มี Tg แตกต่างกัน 

 

cell 

 Sum of Squares df Mean Square F 

Between Groups 129.901 5 25.980 394.123 

Within Groups .791 12 .066  

Total 130.692 17   

 

 

Duncan
a
 

Tg N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

fructose 3 3.95558706
a
    

glucose 3  5.48721274
b
   

sucrose 3   7.46092846
c
  

lactose 3    10.20099671
ns

 

maltodextrin DE 10 3    10.48360649
ns

 

soluble starch 3    10.65303974
ns

 

      

หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
                ทางสถิติ (p<0.05) 
                ตวัอักษร  ns  ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 
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ตารางที่ 2-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการรอดชีวิตของ L.  plantarum  FT35 บนอาหาร MRS 
ที่มีการเติม  NaCl 5% ระหว่างการท าแห้งแบบพ่นฝอยโดยใช้สารป้องกันเซลล์ที่
มี Tg แตกต่างกัน 

 
 
 

 

 

 

 

 

        Duncan
a
 

 N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

fructose 3 1.507486674
a
      

glucose 3  3.842886914
b
     

sucrose 3   5.882860348
c
    

lactose 3    8.781681882
d
   

maltodext

rin DE 10 

3 
    

9.582001697
e
 

 

soluble 

starch 

3 
     

1.027440695
f
 

        

       หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมี 
นัยส าคัญ ทางสถิติ (p<0.05) 

 
 
 
 
 
 

 

cell 

 Sum of Squares df Mean Square F 

Between Groups 109.024 5 21.805 313.554 

Within Groups .417 12 .070  

Total 119.441 17   
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ตารางที่ 3-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติระดับความเข้มข้นของ soluble starch 1.5%, 2.5%, 
3.5%, 4.5%      และ10%   ที่มีผลต่อรอดชีวิตของ L.  plantarum  FT35 ระหว่าง
การท าแห้งแบบพ่นฝอย 

 
 
 
 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

cell 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 40.601 4 10.150 3741.437 .000 

Within Groups .014 10 .003   

Total 43.614 14    

 

Duncan
a
 

 N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

10% 3 4.187000050
e
     

4.5% 3  7.919405050
d
    

3.5% 3   8.806316200
c
   

1.5% 3    9.491135550
b
  

2.5% 3     9.698012300
a
 

       

หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  
                ทางสถิติ (p<0.05) 
                ตวัอักษร  ns  ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) 
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ตารางที่ 4-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการรอดชีวิตของ L.  plantarum  FT35  บนอาหาร MRS ที่มี
การเติมเกลือ 5% NaCl ที่ระดับความเข้มข้นของ soluble starch 1.5%, 2.5%, 3.5%, 
4.5%  และ10%    

 

cell 

 Sum of Squares df Mean Square F 

 Between Groups 56.137 4 14.034 4013.120 

Within Groups .017 5 .003  

Total 59.155 14    

 

 

 

Duncan
a
 

tg N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

10% 3 2.780000700
e
     

4.5% 3  7.185347100
d
    

3.5% 3   8.241316200
c
   

1.5% 3    9.041135550
b
  

2.5% 3     9.225507250
a
 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c  ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่างมี        
                 นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที่ 5-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการเปลี่ยนแปลงค่า pH ระหว่างการหมักปลาส้มแบบไม่ใช้หัว
เชื้อ,  หัวเชื้อสด, หัวเชื้อผง และหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 1-2 เดือน 

 

 

 Sum of Squares df Mean Square F 

 Between Groups 1.191 4 .298 .360 

Within Groups 20.667 25 .827  

Total 21.858 29   

 

 

Duncan
a
 

 N 

Subset for alpha = 0.05 

 

0 3 5 

control 

fresh  

dry 0  

dry 1  

dry 2 

3 

3 

3 

3 

3 

6.08
 ns

  

6.11
ns

 

6.10
 ns

 

6.10
 ns

  

6.08
 ns

 

5.20
c
 

4.24
a
 

4.25
a
 

4.44
a,b

 

4.61
b
 

4.50
c
 

4.13
a
 

3.98
a
 

4.23
a,b

 

4.40
b
 

      

 
 

 

หมายเหตุ   ตัวอักษร a, b, c  ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่แตกต่างกันอย่างมี 
                  นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
                  ตวัอักษร ns  ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ               
                  (p>0.05) 
 

 

                 (p<0.05) 
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ตารางที่ 6-ง  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติการเปลี่ยนแปลงปริมาณกรดระหว่างการหมักปลาส้มแบบ  
                     ไม่ใช้หัวเชื้อ,  หัวเชื้อสด, หัวเชื้อผง และหัวเชื้อผงหลังการเก็บรักษา 1-2 เดือน 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Duncan

a 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Sum of Squares df Mean Square F 

 Between Groups 1.191 4 .318 .410 

Within Groups 38.667 25 .237  

Total 41.858 29   

     

 N 

Subset for alpha = 0.05 

0 3 5 

control   

fresh  

dry 0  

dry 1  

dry 2 

3 

3 

3 

3 

3 

0.19
ns

 

0.25
ns

 

0.26
ns

 

0.23
ns

 

0.21
ns

 

0.59
d
 

1.12
a
 

1.23
a
 

1.00
b
 

0.75
c
 

1.00
d
 

1.70
a
 

1.82
a
 

1.15
b
 

1.20
c
 

     

 

 

 

 

 

หมายเหตุ  ตัวอักษร a, b, c ตัวอักษรก ากับที่ต่างกันในแต่ละคอลัมน์แสดงค่าที่ต่างกันอย่าง  
               มีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
               ตวัอักษร ns ในคอลัมน์เดียวกันหมายความว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์
 

 นางสาวมธุรส ประเดิมชัย เกิดวันที่ 3 กุมภาพันธ์  พ.ศ. 2530 ที่จังหวัดราชบุรี  
ระดับปริญญาตรีส าเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับสอง สาขาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีการอาหาร คณะเกษตรและชีวภาพ มหาวิทยาลัยราชภัฎจันทรเกษม เมื่อปีการศึกษา 
2551 จากนั้นได้เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ 
คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2552 และได้เผยแพร่ผลงานวิจัยในการ
ประชุมในงานประชุมวิชาการ  Pure and Applied Chemistry International Conference 
(PACCON2012) ระหว่างวันที่ 11-13  มกราคม 2555 และได้ตีพิมพ์ฉบับสมบูรณ์ในรายงานการ
ประชุม 
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